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PREDHOVOR

Zakladnou crtou sucasného biologického badania je aplikdcia poznatkov zdkladného
vyskumu ziskanych v rovine intenzivneho rozvoja molekulovej biologie, biochémie
a genetiky vo vyrobnej, ale aj v spoloc¢enskej praxi. Zatial’ nie su zname indicie, Ze by tento
trend v blizkej, ani vo vzdialenej buducnosti, vyznamne ovplyvnila ind alternativna rovina
zékladného a aplikovaného biologického vyskumu. Kazdy d’alsi rok vo vyskume uvedenych
vednych disciplin Coraz nastojcivejSie dokazuje, Ze je pravdepodobnd transformacia metdd
ziskavania poznatkov, ich vyhodnocovanie a systematizacia aj v klasickych biologickych
vednych odboroch. Casto rieSenie mnohych vyskumnych cielov nastol'uje mnozstvo otazok,
ktoré prekracuji rovinu biologického poznania a dotykaji sa roviny spolo¢enskej, a to
etickych, morédlnych a prdvnych noriem. Vyskum avyvoj novych biotechnologickych
vyrobnych postupov a metodologickych pristupov skvalitnenia Zivota kazdého ¢loveka nas
priviedol zaradit' do Studijnych planov Katedry biologie, Pedagogickej fakulty, Trnavskej
univerzity predmet biotechnologia, ktory sa stal pre stupent magisterského stidia povinne
volitelnym predmetom. Stava sa nevyhnutnost'ou, aby nova generacia ucitelov mala zdkladné
poznatky z oblasti biotechnologického vyskumu a nazory na spolo¢enské dopady aplikacie
jeho vysledkov. Délezitym aspektom je, aby ucitel’ bioldgie hlavne na strednych Skolach
vyuzil tieto poznatky na zdoraznenie vyznamu biotechnologii a aplikovanej biologie
vV narodnom hospodarstve abol pripraveny vychovne pdsobit’ aj pri ich profesiondlnej
orientacii v ramci vyberu adekvatneho odboru vysokoskolského $tadia. Studenti bakalarskeho
a magisterského stupnia Stidia na naSej fakulte, Studenti doktorandského Stadia a vedecki
pracovnici z fakult inych univerzit a vedeckych pracovisk uz sedemnast’ rokov prejavuja
aktivny zaujem o vyskum a aplikdciu polymorfizmu enzymov rastlin v praxi. Hlavnym
dovodom pre napisanie aj tychto tretich vysokoskolskych ucebnych textov bola absencia
dostupnej literatary v slovenskom jazyku, ktora by rieSila analytickt a interpretacnt stranku
polymorfizmu enzymov.

Ucebné texty su neoddelitelnou sucastou predoslych dvoch ucebnych textov (Mudry,
2011, 2012), pretoze zvladnutie metodologie analyzy azdokumentovanie polymorfizmu
konkrétneho rastlinného druhu bez odborného ¢itania zymogramov na urovni jeho geneticke;j
interpretacie nie je uplné. V ucebnych textoch st uvedené zakladné pojmy, principy,
vSeobecné schémy a diagramy izozymogramov, fotografické snimky a priklady geneticke;j
interpretacie ich zymogramov hlavne pre modelovu plodinu, na ktorej sa najintenzivnejSie

Studovala diverzita zarodocnej plazmy na baze polymorfizmu enzymov, a kde sa analyzy aj



Vv st¢asnosti vyuzivaju v genetike, v Slachteni a Vv semenarstve. Modelovou plodinou je
kukurica siata — jej krajové odrody, linie a hybridy.

Ucebné texty maji vymedzeny rozsah, a preto v nich nie je mozné uviest’ izozymogramy
a ich geneticku interpretaciu vSetkych rastlinnych druhov znamych z vedecke;j literatary. Nie
je mozne sa venovat ani vSetkym hospodarsky cennym druhom rastlin, ktoré boli rieSené
poCas dvadsatdva rocnej historie a sucasného rieSenia polymorfizmu enzymov v naSom
laboratoriu.

Som pevne presvedceny, ze aj tieto ucebné texty prispeju k hlbSiemu pochopeniu
kauzality prejavu polymorfizmu enzymov, bez ktorej nie je mozné vyhodnocovat
kompletnost’ izozymogramov a poskytniit’ ich genetickl interpretaciu na urovni lokusov
a konkrétnych alel. Vyznam exaktnejSieho a adekvatnejSieho popisu polymorfizmu enzymov
je aj vidcSou garanciou publikovatelnosti a vyuZzitelnosti dosiahnutych analytickych
vysledkov.

Tretia Cast’ ucebnych textov je podobne urcend, ako prva adruhd, predovsetkym
Studentom biologie, biochémie, genetiky a biotechnoldgii, ale aj pre Studentov aplikovanych
vednych odborov, v ktorych mé poznanie polymorfizmu enzymov vyuzitie. Su vhodné pre
vedeckych pracovnikov, ktori budu chciet’ obohatit’ svoje poznanie 0 genetickl interpretaciu
polymorfizmu enzymov, ale aj pre laicku verejnost, ktora si chce rozsirit’ pohl'ad na funkciu

a vyuzitie enzymov a ich izoforiem v zivom rastlinnom organizme.

RNDr. Pavol Mudry, CSc.

autor

1 UvoD



Elektroforéza je frekventovane vyuZzivanou chromatografickou metodou separacie latok
zo zmesi latok nesucich naboj. Zonalna alebo gélova elektroforéza pri ich separacii vyuziva
rozdiely v ich nabojoch v spojeni srozdielnou velkostou ich molekul. Nevyhnutnou
podmienkou teoretickej i praktickej aplikacie vysledkov aj elektroforetickej separacie
izoforiem enzymov je zvladnutie vSetkych postupnych metodologickych krokov analyz pre
jednotlivé rastlinné druhy so zretelom na charakter analyzovanej vzorky (Cast' alebo celé
pletivo, organ, rastlina). Existuje vela faktorov, ktoré mo6zu mat’ vplyv na vysledok analyz.
O najdolezitejSich z nich pojednavaju prvé ucebné texty, v ktorych su rieSené aj jednotlivé
metodologické kroky analyz polymorfizmu asposoby apriklady vyhodnocovania
izozymogramov (Mudry, 2011). Nie je ni¢ vynimoc¢né, ze aj publikované vysledky rdéznych
autorov za odlisnych analytickych podmienok sa od seba odlisuju kompletnost'ou zobrazenia
izoforiem na izozymogramoch. Ak ide o rastlinny druh zna¢ného ekonomického vyznamu
a poznanie jeho polymorfizmu enzymov sa dostalo az na uroveil Standardizacie
metodologického postupu analyz a stcasne dosiahlo Grovne poznania Struktary a genetickej
podmienenosti, v tom pripade je situdcia diametralne odli$na. Standardizované metodologické
postupy analyzy polymorfizmu enzymov na konkrétnom biologickom materidli ziskanom za
konStantnych a stalych kultivaénych podmienok, poznanie Struktiry analyzovanych enzymov
a genetickej podmienenosti expresie polymorfizmu vedie Kk poznaniu rozsahu diverzity
zarodocnej plazmy a ku zhodnej genetickej interpretacii polymorfizmu enzymov vo vzorkach
analyzovanych rdznymi laboratériami a testovacimi pracoviskami. Standardizované
metodologické postupy st vyuzivané po celom svete, ¢o garantuje zhodu ziskanych
vysledkov. NajpreciznejSie je vtomto smere prepracovand Standardizovana metodologia
analyzy polymorfizmu enzymov Vv koleoptile kukurice siatej (Zea mays L.) horizontalnou
elektroforézou na Srobovom géle, az po poznamie rozsahu diverzity zarodoénej plazmy
a geneticku interpretaciu polymorfizmu tohto druhu. Z pol'nohospodarskych plodin v praxi
d’alej nasli uplatnenie metodologie analyzy polymorfizmu enzymov v suchych semendch
hrachu siateho (Pisum sativum L.), cicera baraniecho (Cicer arietinum L.), hrachora siateho
(Lathyrus sativus L.), soje fazulovej (Glycine max. [L.]  Merr.), v listoch kostravy
trstenikovitej (Festuca arundinacea Schreb.) a mitonoha trvaceho (Lolium perenne L.).
Jednotlivé metodologické postupy st uvedené v druhych skriptach aj s prikladmi vypoctov
a moznostami vyuzitia polymorfizmu enzymov Vv zakladnom vyskume a v aplikovanej rovine
(Mudry, 2012). Mame metodologické skusenosti aj S analyzou polymorfizmu enzymov
v suchych semenach ovsa siateho (Avena sativa L.), mrlika ¢ilskeho (Chenopodium quinoa

Wild.), sosovice jedlej (Lens culinaris Medik.), v trojdiovych kli¢encoch d’ateliny plazivej



(Trifolium repens L.) avsemenach, listoch avtroj- asestdnovych kli¢encoch laskavca
metlinatého (Amaranthus cruentus L.). Posledné tri roky, vd’aka projektu Grantovej agentiry
VEGA, projekt ¢. 1/0513/13: “Detekcia genetickej variability obilnin molekuldrnymi
markermi‘, sa analyzuje a $tuduje rozsah diverzity zarodo¢nej plazmy genofondu druhov rodu
laskavec (Amaranthus L.), ovsa siateho amrlika Ccilskeho z depozitu Génovej banky,
Narodného pol'nohospodarskeho a potravinarskeho centra, Vyskumného ustavu rastlinnej
vyroby v Piestanoch. | ked’ v sti¢asnosti sa tak intenzivne nestuduje polymorfizmus enzymov
pol'nohospodarsky cennych rastlinnych druhov, je dostatok kazdoro¢ne publikovanych prac
rieSiacich polymorfizmus enzymov dosial’ neprebadanych druhov rasticich vo volnej prirode.
Dalsiu skupinu publikovanych prac tvoria tie, ktoré riesia vyznym polymorfizmu enzymov
pre rastliny v podmienkach posobenia konkrétnych stresovych faktorov.

Histéria StGdia polymorfizmu enzymov ma pitdesiatSest rocnu tradiciu. Poznanie
genetickej interpretacie polymorfizmu jednotlivych druhov enzymov trvalo niekolko
desatroci a pre niektoré druhy nie je Uiplne zndma ani v sicasnosti. V pripade kukurice siatej,
ako modelovej plodiny, poznanie genetickej interpreticie polymorfizmu Studovanych
enzymov trvalo temer tri desatroia. Tento proces zahifial poznanie kvartérnych Strukar
jednotlivych enzymov a ich redlnej diverzity v globalnej zarodo¢nej plazme kukurice, az po
poznanie miest vyskytu lokusov na chromozémoch zodpovednych za expresiu ich izoforiem
(tvorba chromozomovej mapy). Cely poznatkovy potencial sa skladal ako mozaika a je
vysledkom preciznej experimentalnej prace mnohych pracovnych timov vyznamnych
svetovych vedeckych centier, pracovisk a laboratoérii, S ktorymi sa zozndmime v jednotlivych
kapitolach ucebného textu vratane vysledkov, ktoré sme ziskali v nasom laboratoriu

dlhoro¢nou experimentalnou pracou.

2 VSEOBECNE ZASADY GENETICKEJ INTERPRETACIE POLYMORFIZ -
MU ENZYMOV RASTLIN

Genetickej interpretacii polymorfizmu enzymov rastlin je ciastocne venovana
pozornost” uz v prvych ucebnych textoch (Mudry, 2011), pretoze globalna informécia je
podstatne zlozitejSia je potrebné sa s flou znovu oboznamit v ucelenejSej podobe.
Nevyhnutnou sucastou genetickej interpretacie polymorfizmu enzymov je predovSetkym
uspesna elektroforetickd separacia enzymov, ktorej vysledkom po dokladnej vizualizacii zon
enzymovej aktivity je izozymogram (fingerprint) s kvalitne oddelenymi jednotlivymi

Skvrnami (pasmi) reprezentujucimi konkrétne izoformy. Pretoze CitateI'nost’ izozymogramov



sa ich docasnym odlozenim alebo trvalym konzervovanim moéze zhorSit, je dolezité
po detekcii izoforiem na Skrobovom géle zaznamenat polohu Skvin na milimetrovej sieti
aizozymogramy sfotografovat. Tento postup je zvlast dolezity Vv pripadoch tych druhov
enzymov, ktoré ipri kvalitnej elektroforéze nie st excelentne CitateIné. Pre pochopenie
a odstranenie chyb v separacii izoforiem musi byt’ k dispozicii protokol k analyze, v ktorom
st zaznamenané podstatné udaje o jej podmienkach, priebehu a uchovani izozymogramov.
Prvym krokom interpretidcie je poznanie nomenklatury enzymov, systému a sposobov
znacenia ich izoforiem. Bez tohto kroku je prakticky nemozné kvalitné Statistické
vyhodnotenie vysledkov analyz. Geneticka interpretacia polymorfizmu enzymov konkrétneho
rastlinného druhu vychédza z poznania rozsahu diverzity polymorfizmu jeho zarodoc¢nej
plazmy, kvartérnej Struktiry enzymov, spdsobu genetickej expresiec lokusov pre
polymorfizmus enzymov, inter- aintralokusovych interakcii apoznania vyskytu
artefaktovych zon.

Po farbeni ainkubacii Skrobovych gélov sa na géle objavi viditelny vzor, ktory je
charakteristicky  (fingerprint — odtlacok prstov) pre konkrétny enzym (pre ktory bol
vyfarbeny) rastlinného pletiva alebo jeho cCasti, daného veku a etapy vyvinu. Zretel'ne odlisné
vVzory zymogramov sa V literatire uvadzaji, ako zymotypy, elektroforetické varianty alebo
elektromorfy. Tieto vzory st fenotypmi im prisliichajiicich enzymovych lokusov.

Vzory polymorfizmu enzymov sa moézu odliSovat’ rozdielnou pohyblivostou jedného
alebo viacerych izoenzymov alebo chybanim jedného alebo viacerych izoenzymov (napr.
nulové varianty). Nulové varianty su casto pod kontrolou jednotlivého génu a
v heterozygotnom stave to vedie k absencii pasu (S8kvrny) simulujuc dominantny prejav génu
(Pierce a Brewbaker, 1973). Nulovy variant je vysledkom zmien v polypeptidovom retazci,
ktoré ovplyviuji aktivitu enzymu (Gorman a Kiang, 1978). Skor, ako je urobeny zaver
zZ analyzy polymorfizmu enzymov, v ktorom sa konstatuje vyskyt nulovej alely, je potrebné sa
dokladne presvedcit’ zopakovanim analyz. V niektorych pripadoch aktivita enzymu moze byt
tak slabd, Ze je za konkrétnych podmienok nedetekovatel'na.

Ak elektroforéza bola zrealizovand spravne, farbenie gélov bude viest’ k zjednoduSenym
vzorom pasov, resp. Skvin (fingerprintom). OdliSnost’ vzorov fingerprintov medzi jedincami

je mozné geneticky vyhodnotit’ spdsobom, ako kazdy iny fenotyp (Obr. 1a — Q).
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Obr.la-g: Geneticka interpretacia elektroforetickej  variability izozymogramov
(prepracované podl'a Shields, Orton a Stuber, 1983)
Vysvetlivky: P1, P2 — rodi¢ovské (parentalne) generacie; F1, F2 — prva a druha dcérska

(filidlna) generacia



Geneticku interpretaciu izoenzymovych vzorov (izozymogramov) ul'ah¢uje poznanie ich
genetickej podmienenosti. Identifikacia izoenzymov je nevyhnutnd, pretoze:

- pas alebo Skvrna na zymograme nemusi nevyhnutne patrit' len jednej izoforme,

- ur€ity izoenzym moze byt molekularnym hybridom, ktory je produktom dvoch
alebo viacerych lokusov,

- nie Casto, ale niektoré proteiny mozu reagovat s tlmivymi roztokmi za prejavu
falo$nych pasov; k vzniku artefaktovych pasov moze prispiet’ molekulova nestabilita
proteinov, ktora moze byt’ vysledkom toho, Ze vzorka je stara, alebo tym, Ze analyza
sa neuskutoc¢nila dostato¢ne rychlo po priprave vzorky,

-nové pasy moézu vzniknit aj zdsahmi do metodiky (zmena tlmivych roztokov,

pH atd’.).

2.1 Geneticka interpretacia polymorfizmu enzymov (Struktira a rozsah variability

polymorfizmu, inter- a intralokusové interakcie)

Genetickd interpretacia polymorfizmu enzymov je najnaro¢nejSia Cast vyhodnocovania
analyz. Prevazna Cast’ aj publikovanych prac obchadza genetickt interpretaciu vysledkov,
pretoze autori nepoznaju vSetky prace, ktoré knej vedu alebo nie je predmetom ich
vyskumného zameru. V takomto pripade prace dokumentujii polymorfizmus enzymov
Studovanych genotypov izozymogramami alebo ich diagramami, R, faktorom alebo
oznacenim druhu fenotypového prejavu vzorky. Idedlnou situéciou je, ak rastlinny druh je tak
intenzivne Studovany, Ze je genetickd interpreticia polymorfizmu analyzovanych enzymov
znama vratane ich biochemickej Struktiry. Aj v takomto pripade je potrebné preStudovat
vietky prace vediice k poznaniu genetickej interpretacie. Casto ide o prace publikované
Vv priebehu poslednych 40 — 50 rokov vedeckymi kolektivmi konkrétnych svetovych
laboratorii.

Ak je Studovany druh z pohl'adu poznania genetickej interpretacie polymorfizmu enzymov
takmer neznamy, je potrebné sa zamerat’ na:

a) vyvoj, vyber a adaptaciu vhodného metodologického postupu analyzy polymorfizmu

pre analyzované vzorky,

b) poznanie rozsahu diverzity zarodo¢nej plazmy analyzovaného druhu — analyza 50 —

400 odrod v zavislosti od distribucie diverzity v stibore,
C) Vnejasnych pripadoch vyuzit moznosti overenia genetickou analyzou krizeni

vhodnych rodi¢ovskych genotypov,



d) stanovenie typu fenotypového prejavu polymorfizmu (vacsSinou je to kodominancia),

e) urcenie kvartérnej Struktiry enzymu, ktorého polymorfizmus analyzujeme,

f) urcenie alebo vylucenie prejavu jedného lokusu, dvoch alebo viacerych lokusov pri

polymorfizme enzymu,

g) na pripadnu rozdielnu silu prejavu jednotlivych alel a na vyskyt nulovej alely,

h) vyskyt artefaktovych pasov vo fingerprintoch.

Polymérne alebo oligomérne enzymy maji mnohotné Strukturdlne gény kédujice odlisné
podjednotky holoenzymu. Kombinaciou tychto podjednotiek sa tvoria rdézne izoenzymy.
[zoenzymy vznikaji ndhodnou kombinaciou podjednotiek a pocet izoenzymov, ktory moze
vzniknut pri diploidnom organizme mozno vypocitat’ podl'a vztahu:

iI=(+p-D!/[p!'(s—1)]

kde i — je pocet izoenzymov (Skvin alebo pasov na zymograme), p — je pocet polymérov
(ktoré sa podielaju na stavbe polymérneho holoenzymu) a s — je pocet odlisnych podjednotiek
alebo variantov polymérov. Je potrebné vSak spomenut, ze nie vzdy vsetky vypocitané
varianty izoenzymov sa redlne aj v Studovanom druhu syntetizuja. Urcité kombindcie nie su
mozné pre naboj podjednotiek, a preto sa v Zivych systémoch ani nevyskytuji. V mnohych
pripadoch st izozymogramy podstatne zloZitejSie s va¢§im po¢tom izoforiem pritomnych vo

vzorke a s komplikovanejSou interpretaciou, ako je uvedena v kap. 2.1. Hlavne ak ide
0 polymorfizmus, za ktory zodpoveda viac génov ako jeden pri diploidnom organizme, alebo
ak ide nahodou o iny spdsob fenotypového prejavu, ako je kodominantny alebo, ak je
organizmus polyploidny. V tychto pripadoch je potrebné siahnut po vhodnej literature,
V ktorej st publikované priklady fingerprintov alebo ich diagramy (originaly prac, katalogy
fingerprintov, knizné publikécie). Z publikdcii su to napr. prace publikované autormi —

Tanksley a Orton (1983a, b), Soltis a Soltis (1989) a Acquaah (1992).

2.2 Nomenklatura izoenzymov

Pre interpretdciu vysledkov analyz polymorfizmu enzymov je velmi dolezité poznat
spdsoby oznacovania enzymov, alel a lokusov. Pre oznaCovanie enzymu sa namiesto casto
zlozitého vedeckého nazvu pouZziva skratka pouzivaného ndzvu enzymu. Ako priklad mozno
uviest’ vedecky nazov podl'a Medzindrodnej komisie pre biochemickd nomenklatiru enzymu
L-aspartat:  2-oxoglutardt = aminotransferdza, najCastejSie  pozivany nazov  je
glutamatoxaloacetattransaminaza, novSie pouZzivany nazov je aspartataminotransferaza

a potom skratky, ktoré sa pouzivaji na vyjadrenie enzymu su GOT a AAT. Pre viacsinu
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enzymov sa pouziva jedna skratka. Pri publikovani vysledkov je zauzivané pouzivat’ okrem
nazvu enzymu aj katalogové ¢islo enzymu (kod  enzymu), napr.
glutamatoxaloacetattransaminaza (E.C. 2.6.1.1).

V priebehu pétdesiatrocnej historie vyskumu polymorfizmu enzymov sa objavilo
niekol’ko sposobov oznaCovania alel v lokuse. Jednym bol na zaklade absolatnej mobility
Vv konkrétnych pracach, pricom cislo vyjadrovalo vzdialenost’ izoformy na géle — 5, 5.9, 12.7
atd’. Alely sa oznacovali aj na zaklade pohyblivosti ako rychla F (fast) a pomala S (slow).
Tento spdsob bol vhodny len v pripadoch, ak v lokuse sa vyskytovali iba dve alely.
Vyjadrenie alel moze byt aj na zéklade mobility izoformy, ktord sa pouzije ako marker.
V takychto analyzach vSak vzdy musi byt Standardny genotyp, ktory obsahuje konkrétnu
izoformu. Ak sa vo vzorkach s vel'mi vysokou frekvenciou vyskytuje spolo¢na alela, tak ju
mozno pouzit ako marker. Marker bude mat’ hodnotu 100 mm a ostatné alely podl'a aktuélne;j
vzdialenosti v mm od markera (90 alebo 110). Najjednoduchs$im sposobom prezentacie
polymorfizmu enzymov je, ze sa ku konkrétnemu zymogramu priradi ¢islo analyzovanej
vzorky (Obr. 2), nadzov analyzovaného genotypu (populécie, odrody, linie, hybrida) resp.
analyzovaného organu (Obr. 3 a 4). Samozrejme, ze vel'mi Castym vyjadrenim je aj pomocou
faktora relativnej mobility (Obr. 5). Pre oznacenie izoenzymovych lokusov sa pouzivalo tiez
niekol’ko sposobov. V oznaceni vsak nikdy nechyba skratka oznacenia enzymu, za ktorou je
¢islo lokusu, napr. Acpl (lokus kyslej fosfatazy Cislo jeden). Ak ma genotyp viac lokusov, tak
sa analogicky oznacuji Acpl, Acp2 atd’. V pripade vyskytu viacerych moznych alel v jednom
lokuse oznacuji sa malym pismenom abecedy alebo ¢islom — Acpl-a, —b, —c atd’. alebo
Acpl: 1, 2, 3 atd’. Lokus s homozygotnou konstiticiou mozno vyjadrit’ napr. Acpl-a/a alebo
Acpl:1/1 a s heterozygotnou konstituicou Acpl-a/b,—a/c,—b/c alebo Acpl: 1/2, 1/3, 2/3 (Obr.
6) atd’. Podl'a urcitej konvencie lokus s najnizSou numerickou hodnotou kddoval najmene;j
pohyblivé izoformy voci anédovému pdlu, Cize najblizsie ku Startu. Na zéklade rozhodnutia
Medzindrodnej komisie pre biochemicki nomenklatiru sa lokusy oznacuji na zéklade
pohyblivosti izoforiem. Lokus s najpohyblivej§imi izoformami je oznafeny 1, s menej
pohyblivymi 2 atd. Rovnako je to aj soznacovanim alel. Alela konkrétneho lokusu
najpohyblivejSia smerom k andde bude oznacena a, menej pohybliva b atd’. V pripade analyz
polymorfizmu enzymov kukurice, kde je zndmy rozsah diverzity polymorfizmu zarodo¢nej
plazmy tejto plodiny, su aj alely lokusov oznaCované Ciselne. Ale aj v tomto pripade
najmobilnejSia alela v lokuse sa oznacuje 1 aZ na enzym malatdehydrogenéza, kde Cislovanie

je opacné.
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Obr. 2: Cicer barani (Cicer arietinum L.) — izozymogramy PGD semien dvadsiatich

genotypov (jeden genotyp reprezentovany dvomi vzorkami) — (Mudry, 2010)

-

Obr. 3: Kostrava trstenikovita (Festuca arundinacea Schreb.) a métonoh trvaci (Lolium

perenne L.) — izozymogramy MDH listov kostravy, matonohu a ich krizencov
(Mtdry, 2010)

Obr. 4: 1zozymogramy a diagramy enzymu glutamatoxaloacetattransaminaza (GOT)

Vv listoch laskavca metlinatého (Amaranthus cruentus L.) — Mudry a Gajdosova (2010)
Vysvetlivky: Q — kontrolnéd vzorka kukurice siatej Quintal, K — kontrolna vzorka kli¢encov
laskavca metlinatého, S — kontrolna vzorka semien laskavca metlinatého, L1, L2, L3, L4 —
izozymogramy vzoriek listov laskavca metlinatého kultivovaného na zivnom médiu, 1, 2, 3,

4,5, 6 — cisla konkrétnych vzoriek listov laskavca metlinatého
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Obr. 5: Izozymogramy enzymu PGI analyzovanych kli¢iacich semien 56 odrod laskavca

(Amaranthus sp. L.) s diagramami (Mudry a kol., 2013)

Vysvetlivky: K - kontrolna vzorka hybrida kukurice (Sc 3098 x 3150); 41 — 96: ¢isla
analyzovanych vzoriek laskavca; A: fenotypovy prejav enzymu vo vzorke ¢. 45 — odroda
K 266/1 (Amaranthus cruenthus L.), ¢. 51 — odroda A29 (Amaranthus graecizans L.) a
vzorke ¢. 55 — odroda A 75 (Amaranthus hypochondriacus L.); B — fenotypovy prejav

enzymu v ostatnych vzorkach; Ry, — faktor relativnej mobility.

2.3 Priklady predpokladanych modelov izozymogramov

Na zaklade teoretickych poznatkov z kapitol 2.1 a2.2 je mozné dopredu predpokladat’
typy schém izozymogramov (fingerprintov). V nasledujucich kapitolach su uvedené priklady
praktickych ukazok s vysvetlivkami predpokladanych (o¢akavanych) schém izozymogramov
najcastejSie sa objavujucich pri Studiu polymorfizmu enzymov rastlin. Znalost’ a teoretické
chépanie uvedenych schém pomdahaju pri urovani kvartérnej Struktury analyzovaného
enzymu, ak nie je z vedeckej literatiry znama jeho Struktira v analyzovanych vzorkach
konkrétneho rastlinného druhu a pre postdenie kompletnosti izozymogramu. Pri nejasnych

prejavoch polymorfizmu enzymov a pri podozreni na nekompletnost’ izozymogramov je
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nevyhnutné analyzy zopakovat’. V nevyhnutnych pripadoch je potrebné uskutoénit’ geneticka
analyzu medzi analyzovanymi biologickym materidlmi a nasledne uskutoc¢nit’ analyzy

polymorfizmu na ziskanych genetickych materidloch a az potom urobit’ zavery.

2.3.1 Vzory izozymogramov monomérneho enzymu koédovaného jednym génom
a dvoma alelami

Najjednoduchsie vzory izozymogramov tvoria enzymy, na stavbe ktorych sa podiel’a iba
jeden polypeptidovy retazec. Enzymy maju stavbu monoméra. Jedinci, ktori maja
homozygotni stavbu lokusu pre dany enzym tvoria iba jeden pas (Skvrnu), ale jedinci
s heterozygotnou stavbou tvoria dva polypeptidové retazce, ateda dva pasy. Jeden pas
reprezentuje pohyblivejSiu izoformu enzymu a ¢asto sa oznacuje pismenom F (fast = rychly)
a pas reprezentujici menej pohyblivi izoformu pismenom S (slow = pomaly). Monomérny
enzym heterozygotného jedinca tvori dva pasy F a S (Obr. 6). Struktiru monoméra maji
napr. izoformy lokusu Dial ale lokus Dia2 kéduje izoformy Struktiry diméra. Vsetky

izoformy enzymu PGM (fosfatglukomutaza) kukurice siatej maju Strukturu monoméra.

P4asy Typy podjednotiek

F F

e AN
iat

Dial(F)

Dia2 BN I .
8/8 12/12 8712
- 4/4 4/4 4/4

Obr. 6: Schémy izozymogramov diaforazy (DIA) kukurice siatej — Mudry (2002)
Vysvetlivky: 1, 2 a3 oznacuju poradie asucasne pocet pasov; 4, 8 a 12 je oznacenie
podjednotiek, ktoré si kddovanie alelami 4, 8 a 12, pri¢om alely 8 a 12 sa vyskytuju v lokuse
Dial (lokus koduje monomérne izoformy) a alela 4 sa vyskytuju v lokuse Dia2 (lokus kéduje
dimérne izoformy). V pripade lokusu (Dial) su genotypy — aa (8/8), aa’ (12/12) aich
krizenim aa (8/12). Pomer intenzit pasov (Skvin) pre zodpovedajice genotypy je nasledovny
1, 1a 1:1. Pocet odlisnych spolupdsobiacich podjednotiek je 2.

2.3.2 Vzory izozymogramov dimérneho enzymu kédovaného jednym génom
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a dvoma alelami

Iné enzymy moézu mat zlozitejSiu kvartérnu Strukturu pozostavajicu z dvoch alebo
viacerych polypeptidovych retazcov. Enzym, na stavbe molekuly ktorého sa podielaju dva
polypeptidové retazce, sa nazyvaji dimérne enzymy alebo diméry, tri polypeptidové retazce
— triméry, Styri — tetraméry. Enzym, ktory ma Struktiru diméra sa sklada z dvoch
polypeptidovych retazcov, ktoré moézu mat’ rovnakt stavbu alebo odlisnt. Ak polypeptidové
retazce maju rovnakl stavbu, ide o enzym, syntéza ktorého je podmienend homozygotnym
lokusom alebo lokusom shomozygotnou konstiticiou. Ak nemaji rovnak stavbu
a polypeptidové retazce sa odliSuju, ide o enzym, syntéza ktorého je podmienend lokusom
s heterozygotnou konstiticiou. Je logické, ze v pripade, ked’ bude mat’ lokus heterozygotna
konstiticiu, bude podmienovat syntézu oboch polypeptidovych retazcov, ateda dvoch
homodimérnych enzymov, ktoré sa zobrazia na izozymograme ako dva pasy (Skvrny).
Pohyblivej§i pas zodpovedd pohyblivejSej forme enzymu shomemérnou stavbou
(homodimér) a casto sa oznaCuje FF amenej pohyblivejsi pas menej pohyblivému
homodiméru, ktory sa oznacuje SS. Sucasne sa vSak bude tvorit’ aj treti pas — hederodimér
(FS), ktory sa bude nachadza uprostred vzdialenosti medzi skvrnami homodimérov FF a SS.
Tento treti pas (Skvrna) sa vyfarbuje ovel'a intenzivnej$ie a byva aj ovela va¢si (Obr. 7).

Struktru diméra majt napr. ADH a ACP Kkukurice siatej.
Pasy Typy podjednotiek

Adhl (F)

Adhl (F/S)

Adh1 (S)

Obr. 7: Schémy izozymogramov alkoholdehydrogenazy kukurice siatej — Mudry (2002)
Vysvetlivky: 1, 2 a3 oznaCuju poradie asuCasne pocet pasov; 4 a 6 je oznaCenie
podjednotiek, ktoré st kodovanie alelami 4 a 6. V pripade lokusu (Adhl), ktory koduje
syntézu dimérnych izoforiem enzymu ADH st genotypy — aa (4/4), a'a’ (6/6) a ich krizenim
aa (4/6). Pomer intenzit pasov (8kvin) pre zodpovedajuce genotypy je nasledovny 1, 1
a 1:2:1. Pocet odlisnych spoluposobiacich podjednotiek je 2.

2.3.3 Vzory izozymogramov trimérneho enzymu kodovaného jednym génom
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s dvoma alelami
Enzymy s trimérnou kvartérnou Struktrou (enzymy stroma polypeptidovymi
podjednotkami) sa vyskytuji v literature ojedinele, ako pri analyzach Zzivi¢ichov, tak aj pri
analyzach rastlin. Vzory izozymogramov pre pripad dvoch alel v lokuse su na Obr. 8.

Pasy Typy podjednotiek

Obr. 8: Schémy izozymogramov trimérneho enzymu kdédovaného jednym génom a dvoma
alelami (prepracované podl'a Acquaah, 1992)

Vysvetlivky: P1, P2 — rodicovské (parentalne) generacie, H — hybrid (krizenec), 1 a2 su
podjednotky kodované alelami 1 a 2.

2.3.4 Vzory izozymogramov tetramérneho enzymu kodovaného jednym génom
s dvoma alelami

Niektoré enzymy maju Struktiru tetraméra, ktort tvoria Styri polypeptidové retazce. Nie
vSak vZdy sa tvoria vSetky heterozygotné fenotypy tak, ako by sme teoreticky ocakavali.
Pri¢inou je nezlucitenost’ symetrii odliSnych podjednotiek. Tak pritomnost’ troch pasov v
zymograme nemozno definitivne prisidit’ enzymu, ktory mé stavbu diméra, ale ze enzym ma
stavbu polyméra snajmenej dvoma polypeptidovymi retazcami. Rozmazanid zdna
enzymatickej aktivity na zymograme je Casto znakom, ze enzym je polymericky, preto je pre
uspesnu genetickll interpretaciu zymogramov potrebné overit’ genetickl identitu pasov,
stanovit’ submolekulovu Struktru enzymu a zabezpecit, aby porovnavané vzorky boli
Z rovnakého pletiva z rovnakej etapy vyvinu (rovnakého veku). Zymogramy enzymu, ktory

ma stavbu tetraméra st uvedené na Obr. 9. Struktiru tetraméra ma napr. CAT kukurice siate;.

Pasy Typy podjednotiek
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Obr. 9:  Schémy izozymogramov katalazy (CAT) kukurice siatej — (prepracované podl'a
Mudry, 2002)

Vysvetlivky: 1, 2,3, 4 a 5 oznaéuju poradie a suasne pocet pasov; 9 a 12 je oznalenie
podjednotiek, ktoré st kodovanie alelami 9 a 12. V pripade lokusu (Cat3), ktory koduje
syntézu tetramérnych izoforiem enzymu CAT st genotypy — aa (9/9), a’a® (12/12) aich
krizenim aa (9/12). Pomer intenzit pasov (Skvin) pre zodpovedajice genotypy je nasledovny
1, 1, 1:4:6:4:1. Pocet odlisnych spolupdsobiacich podjednotiek je 2. Predpokladany pocet

pasov pre heterozygota je pit.

2.3.5 Vzory izozymogramov monomérneho enzymu kdédovaného dvoma
génmi a dvoma alelami

Pasy  Typy podjednotiek

1 1

Obr. 10: Schémy izozymogramov enzymu, ktorého kvartérna Struktira je monomérna a je

P1 H1 H2 H3 P2

kontrolovana dvoma lokusmi s dvoma alelami (prepracované podl'a Acquaah, 1992)
Vysvetlivky: P1, P2 — rodi¢ovské (parentalne) generacie, HL — 3 — hybridy (kriZzence).
Genotypy — aaaa, aaaa’, aaaa, aaaa, aaaa. Pomer intenzit pasov (8kvin) pre
zodpovedajuce genotypy je nasledovny 1, 3:1, 1:1, 1:3, 1. Pocet odlisnych spolupdsobiacich
podjednotiek je 2. Predpokladany pocet pasov pre heterozygotov je pat’.

2.3.6 Vzory izozymogramov dimérneho enzymu kédovaného dvoma génmi
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s dvoma alelami

Pasy Typy podjednotiek

Obr. 11:  Schémy izozymogramov enzymu, ktorého kvartérna Struktira je dimérna a je
kontrolovana dvoma lokusmi s dvoma alelami (prepracované podl'a Acquaah, 1992 )
Vysvetlivky: P1, P2 — rodicovské (parentalne) generacie, Hl — 3 — hybridy (krizence).
Genotypy — aaaa, aaaa, aaaa, aaaa, aaaa. Pomer intenzit pasov (8kvin) pre
zodpovedajuce genotypy je nasledovny 1, 9:6:1, 1:2:1, 1:6:9, 1. Pocet odlisnych
spolupdsobiacich podjednotiek je 2. Predpokladany pocet pasov pre heterozygotov je pét.

2.3.7 Vzory izozymogramov dimérneho enzymu kédovaného jednym génom
s troma alelami

Pasy Typy podjednotiek

9 10 11 12 13 14 15

Obr. 12:  Schémy izozymogramov enzymu, ktorého kvartérna StruktGra je dimérna a je
kontrolovana dvoma lokusmi s troma alelami (prepracované podl’a Acquaah, 1992)
Vysvetlivky: Genotypy: 1=a'a'a'a’, 2=a'aaa, 3=a aaa, 4=a aaa, 5=aaaa, 6=aaaa ,
7-aaa’’a’, 8=aa’a’a’, 9=aaa’a, l0maaaa, llmaaa'a, l1l2=aaaa,
13=a’a’aa’, 14=a’aaa ', 15=a'aa 'a .

2.3.8 Vzory izozymogramov tetramérneho enzymu kodovaného dvoma génmi

s dvoma alelami
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Pasy Typy podjednotiek

Obr. 13:  Schémy izozymogramov enzymu, ktoré¢ho kvartérna Struktura je tetramérna a je
kontrolovana dvoma lokusmi s dvoma alelami (prepracované podl'a Acquaah, 1992)
Vysvetlivky: P1, P2 — rodiovské (parentalne) generacie, H1 — 3 — hybridy (krizence).
Genotypy — aaaa, aaaa, aaa'a, aaaa, aaaa. Pomer intenzit pasov (Skvin) pre
zodpovedajuce genotypy je nasledovny 1, 4:4:5:2:1, 1:4:6:4:1, 1:2:5:4:4, 1. Pocet odlisnych
spolupdsobiacich podjednotiek je 2. Predpokladany pocet pasov pre heterozygotov je pat’.

2.3.9 Vzory izozymogramov dimérneho enzymu kédovaného dvoma génmi
so Styrmi alelami

V nasledujicej schéme su zobrazené izozymogramy dimérneho enzymu kdédovaného
dvoma génmi. Kazdy gén ma dve alely (al a bl, a2 a b2). Alely al a a2 koéduja podjednotky
Al a A2 aalely bl ab2 koéduju podjednotky Bl a B2. Stavba izoenzymov je vysledkom
nahodného spojenia foriem kazdej z dvoch podjednotiek.

Ak ma enzym kvartérnu stavbu diméra, pasy (Skvrny) A1Al, BI1B2, A2A2, B2B2
zodpovedaji homodimérom. Pasy A1A2, A2B1, A1B2 a B1B2 su intergénové heterodiméry
apasy AlB1 a A2B2 su vnutrogénové heterodiméry. Jednotlivé typy izozymogramov su
zobrazené na Obr. 14.

P4asy Typy podjednotiek
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Obr. 14:  Schémy izozymogramov enzymu, ktorého kvartérna Struktra je dimérna a je
kontrolovana dvoma lokusmi so Styrmi alelami (prepracované podl'a Bourgoin-Greneche a
Lallemand, 1993)

Vysvetlivky: Podl'a tejto schémy mozno oc¢akavat’ v zymograme az 10 pasov (8kvin) a devat
genotypov aich deviat  fenotypovych prejavov (typov izozymogramov). Genotypy:
1 (blbla2a2), 2 (blblb2b2), 3 (alala2a2), 4 (alalb2b2), 5 (alalaz2b2), 6 (blbla2b2),
7 (alb1b2b2), 8 (albla2a2) a 9 (albla2b2).

2.3.10 Vzory izozymogramov monomérneho enzymu tetraploidnej rastliny
Predpokladajme, ze enzym je kodovany génom s troma alelami a, b a c. Alela a koduje
podjednotku (peptidovy retazec) A, alela b podjednotku B a alela ¢ podjednotku C. Ak ma
enzym kvartérnu Struktiru monoméra zymogramy digenickych rastlin (s dvoma odlisSnymi
alelami napr. aaab aaabb) obsahuju dva pasy (Skvrny); zymogramy trigenickych rastlin
(napr. aabc alebo abbc) maju tri pasy (Obr. 15).
Pésy
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Obr. 15:  Schémy izozymogramov tetraploidov, ktorych enzymy maju kvartérnu Struktaru
monoméra (prepracované podl'a Bourgoin-Greneche, Lallemand, 1993)

Vysvetlivky: Izozymogramy obsahuji 2 — 3 pasy (S8kvrny) a pitnast genotypov aich
fenotypov. Genotypy: 1 (aaaa), 2 (bbbb), 3 (cccc), 4 (aaab), 5 (aabb), 6 (abbb), 7 (bbbc),
8 (bbcc), 9 (beec), 10 (aaac), 11 (aacc), 12 (accc), 13 (aabc), 14 (abbc) a 15 (abcc).

2.3.11 Vzory izozymogramov dimérneho enzymu tetraploidnej rastliny
Enzymy so Struktirou diméra, kodované troma moznymi alelami u tetraploidov maju
u monogenickych jediny, digenickych tri a u trigenickych jedincoch Sest’ pasov (Obr. 16).
Pasy

Obr. 16: Schémy izozymogramov tetraploidov, ktorych enzymy maju kvartérnu Struktiaru

diméra a Vv lokuse sa moézu vyskytovat' alely a, b alebo ¢ (prepracované podl'a Bourgoin-
Greneche, Lallemand, 1993)

Vysvetlivky: Izozymogramy obsahuji 1 — 6 pasov ($kvin) apétnast genotypov aich
fenotypov. Genotypy: 1 (aaaa), 2 (bbbb), 3 (cccc), 4 (aaab), 5 (aabb), 6 (abbb), 7 (bbbc), 8
(bbcc), 9 (becc), 10 (aaac), 11 (aacc), 12 (accc), 13 (aabc), 14 (abbc) a 15 (abcc).

3 GENETICKA INTERPRETACIA POLYMORFIZMU ENZYMOV
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MODELOVEHO DRUHU - KUKURICA SIATA (Zea mays L.)

Strucnd historia analyz, Stadia a praktického vyuZzivania polymorfizmu enzymov je
uvedena aj v ucebnych textoch zroku 2012, ato vkapitole 2.1 (Mudry, 2012). Kvoli
ucelenosti akomplexnosti témy kapitoly 3 apoznania stavu rieSenia a vyuzivania
polymorfizmu enzymov v zahrani¢i a na Slovensku je uvedena aj v tejto kapitole.

Kukurica siata (Zea mays L.) patri k najvyznamnej$im pol'nohospodarskym plodinam nie
len na Slovensku, ale aj z celosvetového pohladu. Je plodinou vSestranného vyuzitia.
Vyuziva sa ako potravina, d’alej v krmovinarstve aako surovina prerozne odvetvia
priemyselnej vyroby. Prave kukurica bola prvou plodinou, na ktorej sa v roku 1960
demonstrovalo praktické vyuzitie polymorfizmu enzymov pri jej Slachteni a v semenérstve
(Schwartz, 1960). Nasledujuce dve desatrocia boli venované analyzam, poznaniu terciarnej
Struktary enzymov a genetickej interpretacii ich polymorfizmu. Metodoldgia analyzy
polymorfizmu enzymov viedla az k vytvoreniu §tandardného metodologického postupu, ktory
je garanciou zhody dosiahnutych vysledkov vSetkymi vyskumnymi a testovacimi
laboratériami na celom svete. Dalie desatrodia viedli k mapovaniu genetickych zdrojov
kukurice, ¢o bolo vyznamné pre poznanie diverzity zdrodoc¢nej plazmy pre polymorfizmus
enzymov anasledné vyuzivanie v praxi. Potencidlne moznosti identifikacie genotypov
kukurice (samoopelivé linie a komeréné hybridy) v Kanade Studovali Cardy a Kannenberg
(1982). Sktimali variabilitu 12 enzymovych systémov, ktoré zahfnali 22 lokusov medzi 110
samoopelivymi liniami (public inbred lines) a 155 komerénymi hybridmi pouzivanymi v
Kanade. Vysledky potvrdili postacujicu variabilitu izoenzymov medzi kultivarmi kukurice
pre ich identifikaciu. Biochemicky popis rastlin postupne d’alej nadobudal stale va¢si rozsah
vo svetovom $§lachteni. Stuber a Goodman (1983a) vykonali analyzu polymorfizmu enzymov
406 samoopelivych linii kukurice na zaklade 23 izoenzymovych lokusov. Chevallier a Dattee
(1984) popisuju izoenzymy 6smich enzymovych systémov v 22 genotypoch kukurice z Juznej
Ameriky a v 27 genotypoch z Afriky. Urobili analyzu ich pribuzenskych vztahov a
diskutovali o moznosti predikcie heterézneho efektu v uwrode hybrida vo vztahu
k enzymatickym odlisnostiam rodicovskych komponentov. Smith a kol. (1984) zrealizovali
analyzu frekvencie alelickych izoenzymov 19 lokusov pre 77 genotypov teosinte, 1 genotyp
(diploid) Zea diploperennis Iltis Doebley a Guzman a 1 genotyp (tetraploid) Zea perennis
(Hitche) Reeves a Mangelsdorf. Analyzu izoenzymovych spektier pre 21 lokusov, 72
historicky dolezitych americkych linii a juznych linii kukurice uskutocnili Smith a kol.

(1985). Zistili vel'mi slabé alebo Ziadne vzajomné vztahy medzi zarodo¢nymi plazmami
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jednotlivych skupin linii. Na zaklade $tadia izoenzymov 23 lokusov stanovili Frei a kol.
(1986), ze 8 izoenzymov z nich ma vézbu s urodou. Urobili zaver, ze existuje spojenie medzi
izoenzymami a urodou, ale ich vplyv na urodu v tomto experimente a sledovant populaciu
bol maly. Smith (1986) publikoval pracu zameranu na analyzu polymorfizmu enzymov 21
izoenzymovych lokusov. Popisal pribuzenské vztahy medzi jednotlivymi skupinami volne
opelenych populécii typu "Dent" a typu "Flint" a ich vhodnost a perspektivy v §lachteni.

Elektroforetickli analyzu izoenzymov 21 lokusov pouzil Smith (1988) pre fingerprinting 138
hybridov, aby ziskal zymogramy v praxi najrozsirenejSich hybridov a vyslovil tendencie v
Slachteni  tejto polnohospodarskej plodiny. Bolo uskuto¢nené mapovanie na bdaze
polymorfizmu enzymov 61 hybridov kukurice snajvac¢sim podielom pestovania vo
Francuzsku, 88 hybridov najcastejSie pestovanych v USA aporovnana ich geneticka
pribuznost’. V praci sa uvaddza moznost’ vyuzivania fingerprintov na skvalitnenie §l'achtenia,
registraciu a pravnu ochranu linii a hybridov a v marketingu tejto plodiny (Smith, 1989).
Elektroforeticku analyzu polymorfizmu enzymov (izoenzymovy fingerprinting) zrealizovalo
na vlastnych genetickych zdrojoch kukurice (linie, hybridy) aj Franctzsko, ktoré je druhou
krajinou s rozsiahlym vyskumom, ale aj s praktickou aplikdciou vysledkov tychto analyz
hlavne pri uznavani nového genotypu (odrody), jej registracii, stanovovani biologickej €istoty,
certifikacii a pravnej ochrane. Metodologické aspekty analyz jednotlivych druhov enzymov,
ukazky fingerprintov a vyhodnotenie frekvencie alel vo franctizskych genetickych zdrojoch st

uvedené v praci Greneche a Giraud (1989).

3.1 Geneticka interpretacia polymorfizmu kyslej fosfatazy (E. C. 3. 1. 3. 2),

priklady izozymogramov a ich diagramy

Kysla fosfataza (ACP), E. C. 3. 1. 3. 2, pdsobi pri hydrolyze fosfomonoesterov délezitych
pre rozne biochemické reakcie zahimajuce tvorbu sachardzy v procese fotosyntézy (Goodman
a Stuber, 1983a). EI-Metainy a Omar (1981) identifikovali tri odlisné skupiny ACP v extrakte
Stitka réznych samoopelivych linii kukurice. Boli to AP-1, AP-2 a AP-3. Skupina AP-2
zahrna tri elektroforetické varianty: rychly (F), intermediarny (I) a pomaly (S). To isté plati
pre lokus AP-1 (Efron, 1970). Izoenzymy lokusov Acpl a Acp2 (t.j. AP-1 a AP-2) st diméry.
Z vysledkov vyplynulo, ze v lokuse AP-2 je syntéza izoenzymu kontrolovana jedinym génom
s tromi kodominantnymi alelami. Kahler (1983) uvadza $tvrti skupinu izoenzymov ACP
determinovanych lokusom Acp4. Bola pritomna v extrakte zmesi korenov a listov (rastliny 6 —

7 dni staré). Acp4 je monomericky lokus s najmenej Siestimi kodominantnymi alelami (a teda
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aj izoenzymami). Acp4 je lokalizovany na chromozoéme 1 (Stuber a kol., 1988). Variabilita
spojena s lokusom Acpl je najStudovanejSia. Gén Acpl koduje expresiu cytoplazmatickych
enzymov aktivnych vo vSetkych pletivach kukurice (korene, listy, koleoptila, scutellum
a pel). Acpl je lokalizovany na chromozoéme 9 (Stuber a kol., 1980a). Acpl a Acp2 segreguju
nezavisle (EI-Metainy a Omar, 1981). V lokuse Acpl bolo identifikovanych 13 alel (kukurica
a teosinta). Analyzou kolekcie odrod kukurice sa zistilo, ze najfrekventovanejsie su alely
Acpl — 2, Acpl — 3, Acpl — 4 aAcpl — 6. Tieto Styri alely boli s najvacSou frekvenciou
zastupené v kolekcii 406 samoopelivych linii. 52,7 % linii bolo homozygotnych pre Acpl — 4;
32,3 % pre Acpl-2; 12,3 % pre Acpl —3a 15 % pre  Acpl-6 (Stuber a Goodman, 1983a).
Autori udavaju este dve alely (Acpl — 2" a Acpl — 2L), ktorych frekvencia bola vel'mi mala.
Pre prakticka aplikaciu st najdolezitejsie (najfrekventovanejsie) alely Acpl — 2; Acpl — 3
aAcpl-4 (vyssie Cislo oznacenia alely = pomalSia mobilita izoenzymu). Produkty lokusu
Acpl su relativne slabo pohyblivé. KedZe po chemickej stranke st dimérmi, plati, Ze
homozygotny lokus sa na zymograme prejavi ako jeden pas (Skvrna) so slabsimi pasmi nad
a pod hlavnym. Heterozygotny lokus sa prejavi intermediarnym “ hybridnym* pasom medzi
dvoma alelickymi produktmi lokusu. Optimélne gélové systémy pre separdciu izozymov su B
aD (Stuber akol., 1988). Podl'a autorov Greneche a Giraud (1989), ale aj podla naSich
experimentalnych vysledkov, izoenzymy lokusu Acpl su charakteristické mensou
pohyblivostou (migruju do vzdialenosti prvych dvoch cm gélu). Pasy (Skvrny) na zymograme
su hnedopurpurové. VSetky homozygotné genotypy a védcSina heterozygotnych st l'ahko
odlisitel'né. Zymogram genotypu Acpl — 2/3 byva nezretelny a je mozné ho zamenit' so
zymogramami genotypov Acpl — 2/2 a Acpl —3/3. Zriedkavo sa vyskytujici genotyp Acpl —
4/6 sa moze zamenit' s genotypom Acpl — 4/4. Preto je potrebné pouzivat kontroly, najma
kvoli spravnemu urceniu alel Acpl — 2 a Acpl — 3. 1zozymogramy ACP st na Obr. 17 a 18.

Obr. 17 : Izozymogramy kyslej fosfatazy (ACP) réznych genotypov kukurice (jeden genotyp

reprezentuju Styri vzorky — Styri koleoptily) v gélovom systéme “B* (foto autor)
Vysvetlivky: 1: Acpl- 2/2, 2: Acpl- 2/2, 1 x 2: Acpl- 2/2, 3. Acpl- 3/3, 4: Acpl- 2/2,
5: Acpl- 4/4, 4 x 5: Acpl- 2/4, 6: Acpl- 6/6




Obr. 18: Diagramy izozymogramov kyslej fosfatazy (ACP) pritomnych v koleoptilach
svetového sortimentu kukurice siatej

Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Acpl- 2/2, Acpl- 3/3, Acpl- 4/4, Acpl- 6/6, Acpl- 2/3,
Acpl- 3/4, Acpl- 2/4, Acpl- 4/6, Acpl- 3/6, Acpl- 2/6

3.2 Geneticka interpretacia polymorfizmu alkoholdehydrogenazy (E. C. 1. 1. 1. 1),

priklady izozymogramov a ich diagramy

Alkoholdehydrogendzu (ADH), E. C. 1. 1. 1. 1 kéduju dva lokusy Adhl a Adh2. Struktira
enzymu je dimericka (Schwartz a Endo, 1966; Scandalios, 1967; Schwartz, 1969; Freeling a
Schwartz, 1973). Gén Adh1 je lokalizovany na dlhom ramene chromozomu 1 (1L) a gén Adh2
na chromozome 4 (Goodman a Stuber, 1983a).

Lokus Adh2 nie je v koleoptile vel'mi aktivny (Stuber a kol., 1988), resp. sa v koleoptile
neprejavuje (Greneche a Giraud, 1989). Goodman a Stuber (1983b) udavaju pre analyzované
vzorky kukurice pritomnost’ tychto alel v lokuse Adhl: Adhl — n, Adhl — 2, Adhl — 4
a Adhl - 6.V kultivovanej kukurici boli naj¢astejsie identifikované alely Adhl — 4 a Adhl —
6. Alela Adhl — 4 ma vyssiu frekvenciu. Greneche a Giraud (1989) udavaja pre 526
franctzskych linii frekvenciu alel Adhl — 4 a Adhl — 6 v pomere 83,4 % ku 16,6 %. Nulova
alelu nezaznamenali ani pri jednej analyze. Tieto enzymy su diméry. Pri heterozygotnych
genotypoch sa prejavi heterodimérna zdéna v strede vzdialenosti medzi dvoma

homodimérnymi zénami. 1zozymogramy ADH a ich diagramy st zobrazené na Obr. 19 a 20.

25



Obr. 19: Izozymogramy alkoholdehydrogenazy (ADH) troch genotypov kukurice (jeden

genotyp reprezentuje desat’ vzoriek — desat’ koleoptil) v systéme “C* (foto autor)
Vysvetlivky: 1: Adhl- 4/4, 2: Adhl- 6/6, 1 x 2: Adhl — 4/6

Adhl 4/4 6/6 4/6

Obr. 20: Diagramy izozymogramov alkoholdehydrogenazy pritomnych v koleoptilach
svetového sortimentu kukurice siatej

Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Adhl —4/4, Adhl — 6/6 a Adhl — 4/6

3.3 Geneticka interpretacia polymorfizmu katalazy (E. C. 1. 11. 1. 6),
priklady izozymogramov a ich diagramy

Kataldza ( CAT ), E. C. 1. 11. 1. 6 — jej Studiom pri kukurici sa zistili tri lokusy kodujtce
odli$né izoenzymy. Lokalizdcia Catl je na chromozome 5S a Cat2 na chromozéme 1S.
Koduju izoenzymy, ktoré sa tvoria pocas vyvinu zrna a kli¢iacej rastliny. Oba lokusy kéduju
enzymy Struktary tetraméru. Catl je aktivny vo vyvijajucich sa zrnach, hlavne v endosperme
a v §titku (scutellum), kym Cat2 je aktivny v Stitku kli¢iacich rastlin (Roupakias a kol., 1980).
Cat3 je aktivny v hypokotyle a vyhonku kli¢iacej rastliny (Goodman a Stuber, 1983a). K6duje
enzym, ktory ma Struktiru tetraméru ajeho lokalizacia, resp. jeho izoforiem je
v mitochondriach, kym Catl a Cat2 su v cytosole, hoci katalazy kodované Catl a Cat2 su

prechodne spojené s glyoxyzoémami od 3. do 6. dna klicenia kli¢iacej rastliny. Cat3 (in vitro)
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neinteraguje s Catl a Cat2 tak, aby tvorili hybridné enzymy. Bolo popisanych 6 alel pre Catl
a 3 pre Cat 2. Goodman a Stuber (1983a) uvadzaju Styri varianty Cat3 vratane nulového.

Pri analyzach koleoptily sa vyhodnocuju izoenzymy kodované lokusom Cat3 (na
chromozdme 4S), ktory moze kodovat alely Cat3 — 7, Cat3 — 9, Cat3 — 12 a Cat3 — n. Pretoze
Struktira enzymu je tetramérna, heterozygotné rastliny budi mat’ v izozymograme 5 pasov,
ktoré sa Casto javia skor ako jeden pas, ako diskrétne pasy na géle (Roupakias a kol., 1980).
Stuber a Goodman (1983a), Goodman a Stuber (1983b) a Greneche a Giraud (1989) uvadzaja
ako najfrekventovanejsiu alelu Cat3 — 9. Frekvencia alel podl'a analyz samoopelivych linii je:
Cat3 - 7 (0,005), Cat3 — 9 (0,879), Cat3 — 12 (0,084) a Cat3 — n (0,032) — Stuber, Goodman
(1983a). Analyzou 31 ras kukurice z Bolivie Goodman a Stuber (1983b) uvadzaju tieto alely
a frekvencie: Cat3 — n (0,31), Cat3 — 7 (0,04), Cat3 — 8 (0,0), Cat3 — 8.5 (0,0), Cat3 — 9
(0,65), Cat3 —10.3 (0,0), Cat3 —11 (0,0) a Cat3 — 12 (0,0). Vid’ Obr. 21 a 22.

Cat?

Cat3-9/9
*TERE B

Cat3-12/12

Obr. 21: Izozymogramy katalazy (CAT) samoopelivych linii kukurice v gélovom systéme
“C* (foto autor)
Vysvetlivky: 1: Cat3 - 9/9, 2: Cat3 — 12/12

Cat3 717 9/9 12/12 9/12

Obr. 22: Diagramy izozymogramov katalazy (CAT) pritomnych v koleoptilach svetového
sortimentu kukurice siatej
Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Cat3 —7/7, Cat3 — 9/9, Cat3 — 12/12, Cat3 - 9/12
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3.4  Geneticka interpretacia polymorfizmu diaforazy (E. C. 1. 6. 99. -),

priklady izozymogramov a ich diagramy

Diaforaza (DIA) E. C. 1. 6. 99. — izoenzymy diaforazy v koleoptile kukurice koduju dva
lokusy Dial a Dia2. Lokus Dial kéduje izoformy so Strukturou diméra. Umiestnenie lokusu
Dial je na chromozome 2S a Dia2 na chromozéme 1L. V pestovanych genotypoch analyzami
boli zistené v lokuse Dial mozné tri alely, Dial — n, Dial — 8 a Dial — 12. V lokuse Dia2 su
popisané tri alely Dia2 — 2, Dia2 — 4 aDia2 — 6. Vicsina genotypov ma alelu Dia2 — 4
(Stuber et al., 1988, Greneche a Giraud, 1989 a Bourgoin-Greneche a Lallemand, 1993).

Izozymogramy DIA a ich diagramy st zobrazené na Obr. 23 a 24.

Obr. 23: Izozymogramy diaforazy (DIA) samoopelivych linii kukurice v gélovom

systéme “F* (foto autor)

Vysvetlivky: 1: Diatl - 8/8, Dia2 - 4/4, 2: Dial - 12/12, Dia2 - 4/4 Dia2 - 4/4, ostatné ako 1

[— [—
[— [—
[— [— [—
Dial 8/8 12/12 8/12
Dia2 4/4 4/4 4/4

Obr. 24: Diagramy izozymogramov katalazy (CAT) pritomnych v koleoptilach svetového
sortimentu kukurice siatej

Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Dial — 8/8, Dia2 — 4/4; Dial — 12/12, Dia2 — 4/4;
Dial - 8/12, Dia2 — 4/4
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3.5 Geneticka interpretacia polymorfizmu f - glukozidazy (E. C. 3. 2. 1. 21),

priklady izozymogramov a ich diagramy

B-glukozidaza (GLU) E. C. 3. 2. 1. 21 ajej varianty su pod kontrolou génu v jadre. Je to
enzym casto identifikovany v rastlinnych pletivach a Vv Zivoc¢isnych tkanivach. Z analyz
klic¢iacich rastlin vyplyva, Zze korene, mezokotyly a koleoptily tvoria identické izoformy.
Intenzita vyfarbovania zon enzymatickej aktivity boli podobné pri mezokotyle a koleoptile,
avSak uroven aktivity enzymov v Castiach korena bola vSeobecne celkom nizka a pasy
(Skvrny) na zymograme boli slabé a tazko sa urCovali. VSetky izoformy GLU v tlmivych
roztokoch v rozpiti hodnét pH = 5,5 — 7,4 migruju k andde. Kazda alela v lokuse Glul urcuje
jediny pas enzymatickej aktivity. Intralokusové heterodiméry migruju do strednej polohy
medzi dva zodpovedajiuce homodiméry. Niektoré populacie kukurice maja urcity pocet rastlin
so zretel'nou aktivitou nulovej alely GLU. V tomto pripade heterozygotné genotypy s nulovou
alelou tvoria iba jeden pas enzymatickej aktivity. Izoenzymy GLU v kukurici maja Strukturu
diméra. Stuber a kol. (1977) uvadzaja 22 alelickych foriem v jednom lokuse — Glul.

Lokus Glul je lokalizovany na dlhom ramene chromozému 10 (10L) — Pryor (1978)
a Stuber akol. (1980a). 31 alel bolo identifikovanych v kukurici a v teosinte. Dve boli
zistené len v teosinte apat iba v kukurici (Stuber a Goodman, 1983a). V stibore 406
samoopelivych linii bolo pritomnych 9 odliSnych homozygotnych genotypov (zahfiajuc
nulovy). 47% linii bolo homozygotnych pre Glul — 7 a 26% pre Glul — 6.

Goodman a Stuber (1983b) uvadzaja pre analyzované rasy kukurice z Bolivie ticto alely
GLU aich frekvencie: Glul — n (0,019), Glul — 1 (0,0113), Glul — 2 (0,0929), Glul — 2.5
(0,0097), Glul — 3 (0,0103), Glul - 3.2 (0,0026), Glul — 4 (0,0013), Glul -5 (0,0016), Glul
— 6 (0,0997), Glul — 7 (0,7084), Glul - 9 (0, 001), Glul — 10 (0,0177), Glul — 10.5
(0,0148), Glul — 13.5 (0,0006), Glul — 14 (0,0045) a Glul — 16 (0,0032).

Analyzou stboru franctzskych linii kukurice Greneche a Giraud (1989) zistili pritomnost’
tychto alel a ich frekvencie: Glul — 1 (0,01), Glul - 2 — 2.5 (0,363), Glul — 3 (0,019), Glul —
6 (0,198), Glul — 7 (0,385), Glul — 10 (0,016) a Glul — n (0,003).

Pre interpreticiu polymorfizmu GLU je dolezit¢ vediet, ze rozdiel migracnych
vzdialenosti izoforiem Glul — 6 a Glul — 7 je maly, preto sa moze stat, Ze zony enzymaticke]
aktivity mozu komigrovat’ (Greneche a Giraud, 1989). Izozymogramy GLU a ich diagramy su

zobrazené na Obr. 25 a 26.
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Obr. 25: lzozymogramy B-glukozidazy (GLU) samoopelivych linii kukurice v gélovom

systéme “B“ (foto autor)
Vysvetlivky: 1: Glul - 6/6, 2: Glul - 3/3, 3: Glul - n/n, 4: Glul - 2/2, 5: Glul - 7/7

Glul 1/1 2/2 3/3 6/6 717 10/10 17 217

Obr. 26: Diagramy izozymogramov p-glukozidazy (GLU) pritomnych v koleoptilach

svetového sortimentu kukurice siatej
Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Glul — 1/1; Glul - 2/2; Glul - 3/3; Glul - 6/6; Glul —
7/7; Glul — 10/10; Glul — 1/7; Glul — 2/7

3.6  Geneticka interpretacia polymorfizmu glutamat — oxaloacetattransaminazy

(E. C. 2. 6. 1. 1), priklady izozymogramov a ich diagramy

Glutamat — oxaloacetattransaminaza (GOT) E. C. 2. 6. 1. 1 — ma vyznamnu ulohu pri

transaminaénych reakciach vedacich k eliminacii dusika z aminokyselin a k tvorbe
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ketokyselin do Krebsovho cyklu a pre glukoneogenézu. PreferovanejSim ndzvom pre tento
enzym je aspartataminotransferaza (AAT), avSak v pracach tykajucich sa kukurice sa
najéastejsie uvadza GOT (Goodman a Stuber, 1983a). Izoenzymy GOT S$tudované v kukurici
maju vsetky stavbu diméra asu koédované tromi lokusmi, ato su Gotl, Got2 a Got3
(Scandalios a kol., 1975 a Stuber a Goodman, 1979). Gotl je lokalizovany na chromozome
3L, Got2 na chromozome 5L a Got3 na chromozéme 5 (Goodman a kol., 1980b).

Scandalios a kol. (1975) uvadzaju, ze produkty lokusu Gotl su v glyoxyzémoch, Got2
v cytosole a Got3 v mitochondriach. Stuber a Goodman (nepubl.) uvadzaja, Ze izoformy
lokusu Got2 boli pritomné aj vo frakcii plastidov. Izoenzymy vSetkych troch lokusov st
aktivne v pletivach po celej rastline zahtiiajuc korene, listy, Stitok, endosperm, perikarp,
aleurdn, koleoptily a pel’ (Scandalios a kol., 1975).

V kukurici a v teosinte v lokuse Gotl bolo identifikovanych 9 alel (dve boli zistené iba
v teosinte). V lokuse Got2 bolo najdenych 8 alel a 6 alel v lokuse Got3 (Stuber a Goodman,
1983a).

Analyza kolekcie 700 latinsko — americkych ras kukurice potvrdila, ze
najfrekventovanej$imi alelami v lokuse Gotl st alely 4 a 6 (frekventovanejSou bola alela 4).
Polymorfizmus enzymov v lokuse Got2 ma malu variabilitu s prevahou Got2 — 4. Nebola
potvrdena variabilita v lokuse Got3. Prakticky vo vSetkych genotypoch bola zastiipena alela
Got3 — 4. V kolekcii 406 samoopelivych linii kukurice (US) 92% linii bolo homozygotnych
v lokuse Gotl — 4, 92% v lokuse Got2 — 4 a vsetky linie mali v lokuse Got3 konstittciu
Got3 — 4 (Stuber a Goodman, 1983a).

Goodman a Stuber (1983b) udavaja pre 31 ras kukurice z Bolivie nasledovné alely a ich
frekvencie v percentach: Gotl —n (0,97), Gotl — 2 (0,03), Gotl — 4 (30,81), Gotl — 6 (68,19),
Got2 — 2 (2,26), Got2 — 4 (97,74), Got2 — 6 (0,06), Got3 — 4 (99,42) a Got3 — 7 (0,58)
a Greneche a Giraud (1989) pre 526 francuzskych linii udavaju frekvencie: Gotl — 4 (99,3),
Gotl -5 (0,0), Gotl -6 (0,7), Got2 — 2 (5,4), Got2 — 4 (94,6) a Got3 — 4 (100).

Vsetky izoformy GOT migruji smerom k andde. Izoenzymy spojené s lokusom Got3 sa
zvyc€ajne rychlejSie pohybujii ako izoenzymy spojené s lokusom Got2. Avsak niekedy sa
mozu zoény enzymatickej aktivity prekryvat a komigrovat. Izoenzymy v lokuse Gotl sa
pohybuji ovel'a pomalsie ako v lokusoch Got2 a Got3. Kazda alela v kazdom lokuse presne
urcuje jednu Skvrnu (pas). Intralokusové heterodiméry migruju do strednej pozicie medzi dva
zodpovedajuce homodiméry. Neboli popisané Ziadne interlokusové interakcie (Goodman

a Stuber, 1983a). 1zozymogramy GLU a ich diagramy st zobrazené na Obr. 27 a 28.
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Obr. 27: Izozymogramy glutamat-oxaloacetattransaminazy (GOT) samoopelivych linii

kukurice v gélovom systéme “C* (foto autor)
Vysvetlivky: 1: Gotl - 4/4, Got2 - 4/4, Got3 - 4/4, 2: Gotl - 4/4, Got2 - 2/2, Got3 - 4/4,
3: Gotl - 6/6, Got2 - 4/4, Got3 - 4/4

I N B I S S
I . e
L I

I I

I

I I
Got3 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
Got2 4/4 2/2 4/4 2/2 2/4 4/4
Gotl 4/4 4/4 6/6 6/6 4/4 4/6

Obr. 28: Diagramy izozymogramov glutamat-oxaloacetattransaminazy (GOT) pritomnych
Vv koleoptilach svetového sortimentu kukurice siatej

Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Gotl — 4/4, Got2 — 4/4, Got3 — 4/4; Gotl — 4/4, Got2 —
2/2, Got3 — 4/4; Gotl — 6/6, Got2 — 4/4, Got3 — 4/4; Gotl — 6/6, Got2 — 2/2, Got3 — 4/4;
Gotl — 4/4, Got2 — 2/4, Got3 — 4/4; Gotl — 4/6, Got2 — 4/4, Got3 — 4/4

3.7  Geneticka interpretacia polymorfizmu izocitratdehydrogenazy (E. C. 1. 1. 1.
42), priklady izozymogramov a ich diagramy

Izocitratdehydrogenaza (IDH), E. C. 1. 1. 1. 42 ajej izoformy, ktoré st dimérmi, st
Vv kukurici kddované dvomi lokusmi, Idhl a Idh2. Izoenzymy lokusu Idhl v§eobecne migrujt
rychlejSie, ale sa vyfarbuju menej tmavo ako izoenzymy lokusu ldh2. Intralokusové

heterodiméry migruju do strednej pozicie medzi dva zodpovedajice homodiméry. Interakcie
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medzi alelami odliSnych lokusov tvoria tiez intermediarne heterodiméry. Z toho vyplyva, ze
sa prejavuju pri syntéze IDH interlokusové a intralokusové interakcie. Enzymy su
cytoplazmatické a su pritomné vo vicsine pletiv. Gény ldhl a ldh2 su geneticky nezavislo
lokalizované. ldhl je lokalizovany na chromozéme 8 a viaze sa na gén Mdhl a Idh2 sa tesne
viaze na gén Mdh2 na chromozome 6L (Stuber a Goodman, 1980b; Goodman a Stuber,
1983a). V kukurici bolo v lokuse Idhl identifikovanych 5 alel a 8 alel v lokuse Idh2.
Goodman a Stuber ( 1983b ) potvrdzuju pre Idhl alely: 1dhl —n, Idhl — 4, Idhl — 6, Idhl — 8
apre 1dh2 alely: 1dh2 — 4, Idh2 — 4.2, 1dh2 — 6, Idh2 — 7 a Idh2 — 7.5. Za najbezZnejsie alely
v samoopelivych liniach povazuju Stuber a kol. (1988) Idhl — 4, Idhl — 6, Idhl — 8, Idh2 — 4,
Idh2 — 4.2 aldh2 — 6. Analyzou 406 samoopelivych linii (USA, Kanada, Eurdpa) zistili
Stuber a Goodman (1983a) nasledovnu frekvenciu alel: 1dhl — 4 (96,8 %), Idhl — 6 (3,0 %),
Idhl -8 (0,2 %), Idh2 — 4 (48,0 %), 1dh2 — 4.2 (0,2 %) a Idh2 — 6 (51,7 %).

V 5 — dnovej koleoptile je aktivita génu ldh2 asi 5 — krat vacsia ako pri Idh1. Tento pomer
je obrateny v dvojdihovom Stitku (scutellum). V kultivovanom materiali sa najCastejSie
identifikuju pre Idhl tri alely (4, 6 a 8) a pre 1dh2 dve alely (4 a 6). Alela 1dhl — 4 prevlada
a alela Idhl — 8 je vel'mi vzacna. Véa¢sina homozygotnych a heterozygotnych genotypov sa da
'ahko identifikovat’. Genotyp (Idhl — 6/6, 1dh2 — 4/6, inak vel'mi vzacny ) sa li$i od genotypu
(Idnl — 6/6, Idh2 — 6/6) opaénym gradientom relativnej intenzity zon. Nie je vSak mozné
odlisovat’ genotypy (Idhl — 4/4, 1dh2 — 4/4) a (Idhl — 4/6, 1dh2 — 4/4), ktorych zymogramy
vykazuju slaby rozdiel v relativnej intenzite. Rovnako genotyp (ldhl — 4/6, 1dh2 — 4/6) sa
nelisi od genotypu (Idhl — 4/4, 1dh2 — 4/6). Genotyp (Idh1 — 4/6, 1dh2 — 6/6) sa tazko odlisuje
od genotypu (Idhl — 6/6, Idh2 — 6/6). Oba zymogramy sa odliSuju relativnou intenzitou

svojich pasov (Greneche a Giraud, 1989). Izozymogramy IDH st na Obr. 29 a 30.

Obr. 29: Izozymogramy izocitratdehydrogenazy (IDH) ré6znych genotypov kukurice (jeden
genotyp reprezentuje pat vzoriek — pét koleoptil) v gélovom systéme “D* (foto autor)
Vysvetlivky: 1: 1dhl - 4/4, Idh2 - 4/4, 2: 1dhl - 6/6, Idh2 - 4/4, 1 x 2: 1dh1 - 4/6, 1dh2 - 4/4,
3:1dh1 - 4/4, 1dh2 - 6/6, 4: 1dh1 - 6/6, 1dh2 - 6/6, 3 x 4: Idh1 - 4/6, Idh2 - 6/6




Obr. 30: Diagramy izozymogramovV izocitratdehydrogenazy (IDH) pritomnych v koleoptilach
svetového sortimentu kukurice siatej

Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Idhl — 4/4, Idh2 — 6/6; ldhl — 4/4, Idh2 — 4/4;
Idhl — 6/6, Idh2 — 4/4; Idhl — 6/6, Idh2 — 6/6; I1dhl — 4/6, Idh2 — 6/6; Idhl — 6/6, 1dh2 — 4/6;
Idh1 — 4/6, 1dh2 — 4/4; 1dhl — 4/4, 1dh2 — 4/6; 1dh1 — 4/6, 1dh2 — 4/6

3.8  Geneticka interpretacia polymorfizmu malatdehydrogenazy (E. C. 1. 1. 1. 37),

priklady izozymogramov a ich diagramy

Malatdehydrogenaza (MDH), E. C. 1. 1. 1. 37, a jej multiplicitné molekularne formy sa
vyskytuji v mitochondriach, glyoxyzoémoch, peroxizomoch a cytoplazme Zea mays L.
Cytoplazmatické a mitochondridlne formy st aktivne v koretioch, steblach, endosperme,
v stitku, hypokotyle, koleoptile, v dospelych listoch a v peli (Goodman a kol., 1980a; Newton
a Schwartz, 1980; Goodman a kol., 1981). Nepodarilo sa dokazat’ rozdiely medzi formami
MDH v glyoxyzomoch aV peroxizomoch, ale rozdiely boli vyrazné pri porovnavani
uvedenych foriem (tzv. cytoplazmatické) s mitochondridlnymi (Goodman a kol., 1980a).
V kukurici su cytoplazmatické formy MDH koédované dvomi jadrovymi génmi umiestnenymi
na dlhom ramene chromozému 1 (1L) akratkom ramene chromozomu 5 (5S), kym
mitochondridlne formy su kodované tromi jadrovymi génmi umiestnenymi na dlhych
ramenach chromozomov 3 (3L) a 6 (6L) ana chromozéme 8 (Newton a Schwartz, 1980).
Cytoplazmatické formy MDH selektivne inhibuje kyselina askorbova (ale nie jej sodna sol’),

zatial’ ¢o na mitochondridlne formy ma maly vplyv.
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V koleoptile 5 — dnovej kukurice koduje syntézu MDH 6 jadrovych génov. Gény Mdhl,
Mdh2 a Mdh3 su umiestnené na chromozémoch 3L, 6L a 8 akdduji mitochondrialne
izoenzymy. Gén Mmm, ktory je umiestneny na dlhom ramene chromozému 1 (1L), je
zodpovedny za posttranslaéni modifikdciu mitochondridlnych peptidov. V kultivovanej
kukurici existuju dve alelické formy: dominantna alela M a recesivna alela m, ktora zvysSuje
elektroforetickii mobilitu izoenzymov kédovanych tromi génmi Mdhl, Mdh2 a Mdh3. Gény
Mdh4 aMdh5 koduju cytoplazmatické enzymy. Mdh4 aMdh5 sa nachadzaju na
chromozémoch 1L a 5S (Newton a Schwartz, 1980; Goodman a kol., 1980a; Goodman
a Stuber, 1982).

V kazdom lokuse, i ked s ve'mi slabou frekvenciou, sa nachadzaji nulové alely, ktoré
netvoria aktivne homodiméry, ani aktivne heterodiméry. Pre lokusy Mdhl a Mdh2 boli
identifikované nulové alely, veduce k produkcii aktivnych heterodimérov s inymi alelami
z toho istého lokusu, alebo z lokusu koédujuceho mitochondridlne MDH. Na zabezpecenie
normalneho vyvinu rastliny staci jedind normalne aktivna alela na jeden z troch lokusov
kodujtcich mitochondrialne MDH. Rastliny bez cytoplazmatickej aktivity MDH (dvojité
homozygoty pre nulovu alelu na génoch Mdh4 a Mdh5) st Zivotaschopné (Goodman a kol.,
1981 a Goodman a Stuber, 1983a).

Podrla Stubera a Goodmana (1983a) sa v kultivovanej kukurici mézu nachadzat’ tieto alely
s frekvenciou:

Mdhl 4 alely 1(9,6 %), 6 (86,0 %), 10.5 (3,9 %),

n (0,5 %)
Mdh2 6 alel 3 (26,1 %), 3.5 (22,7 %), 4.5 (0,7 %),
5.6 (0,2 %), 6 (49,5 %), n (0,7 %)

Mdh3 2 alely 16 (91,4 %), 18 (8,6 %)

Mdh4 2 alely 12 (99,5 %), 14.5 (0,5 %)

Mdh5 4 alely 12 (97,5 %), 15 (1,5 %), 16.4 (0,2 %)

n (0,7 %)

Mmm 2 alely M (99,0 %), m (1,0 %).

Izoenzymy kédované alelami 3 a 3.5 maji vel'mi blizku mobilitu. Alelu 4.5 v koleoptile
kukurice popisali Goodman a Stuber (1979).

Popisovanie alel C¢islami zodpoveda pre tento enzym relativnym migraénym
vzdialenostiam izoenzymov v systéme “D* . MDH je aktivna v dimerickej forme. Produkuje

sa intergénnymi interakciami (medzi Mdh1, Mdh2 a Mdh3 na jednej strane a Mdh4 a Mdh5 na
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strane druhej). Vytvorené heterodiméry migruju do poloviénej vzdialenosti medzi rodicovské
homodiméry.

Elektroforetickd separacia v systéme “D“ neumoznuje Casto zdetekovat' pasy (Skvrny)
s vysSou mobilitou ako 15, niekedy aj 12. Na analyzu rychlej zény je preto v takych
pripadoch nevyhnutné pouzivat’ systémy “A*“ alebo “B*. Pri Citani zymogramu sa berie do
uvahy mobilita pasov, ako aj ich relativna intenzita, podmienend dimerickou struktirou MDH
arozdielnou aktivitou génov. VacSina genotypov sa Cita jednoznacne. Predsa vsak cCitanie
vyzaduje bezni prax pozorovania zymogramov a znalost' velkého poctu zymogramov.
Citanie je su¢asne zalozené na znalosti genetickej kontroly.

V tlmivom roztoku “D* nie je na géloch viditeI'ny pas 16, ale pritomnost’ heterodimérnych
pasov Mdhl — Mdh3 a Mdh2 — Mdh3 umoznuje stanovit’ gén Mdh3 — 16.

Pas 6 — 6 je zloZzeny z dvoch homodimérov (gény Mdh1l a Mdh2) a jedného intergénneho
heterodiméru kodovaného alelami Mdhl — 6 a Mdh2 — 6. Heterodimérny pas 3 — 6 je
vysledkom dvoch typov interakcii, intragénnej a intergénnej: jednu koduje gén Mdh2 (Mdh2 —
3 — Mdh2 - 6) a druht kodujua gény Mdhl a Mdh2 (Mdh2 — 3 — Mdh1l - 6).

Pasy 12 a 6 s vel'mi ¢asté a slizia na fingerprintoch ako orientacné. Pasy 3 a 3.5 z Mdh2
sa zoskupuju, lebo maju vel'mi blizku mobilitu a na istych géloch sa mézu zamienat’. Naopak,
kombinacia alel 3 alebo 3.5 s alelou 1 z Mdh1 umoziuje rozlisenie.

Existuju aj artefaktové pasy. Pred pasom 6 — 6 sa niekedy nachédza pas, tzv. dekompozicia
slabej intenzity. Pas 12 — 12 takmer vzdy sprevadza pomalsi pas (na arovni 11).

Nie je mozné odlisit’ genotypy (Mdhl — 1/1, Mdh2 — 6/6, Mdh3 — 16/16 ...) od (Mdhl —
1/6, Mdh2 — 6/6, Mdh3 — 16/16 ...).

Genotypy (Mdh1 — 6/6, Mdh2 —3/3, Mdh3 — 16/16 ...) a (Mdh1 — 6/6, Mdh2 — 3/4.5, Mdh3
— 16/16 ...) maju zhodné fenotypy, rovnako ako genotypy (Mdhl — 1/6, Mdh2 — 3/3, Mdh3 —
16/16 ...) a (Mdhl — 1/6, Mdh2 — 3/4.5, Mdh3 — 16/16 ...).

V dosledku pritomnosti artefaktového pasu na trovni 11 by sa mohli zamienat’ genotypy
(Mdhl — 6/6, Mdh2 —6/6, Mdh3 — 16/16) a (Mdhl — 6/6, Mdh2 — 6/6, Mdh3 — 18/18 ...).
V pripade pochybnosti je mozné potvrdit’ ¢itanie genotypu migraciou v tlmivom roztoku “B*.
Z rovnakych pri¢in by sa mohli zamienat genotypy (Mdhl -1/1, Mdh2 — 6/6, Mdh3 —
16/16...) a (Mdhl - 1/1, Mdh2 —6/6, Mdh3 —-18/18 ...).

Pri jedinej separacii MDH v tlmivom roztoku “D* existuje riziko zameny medzi
genotypmi: (Mdhl — 6/6, Mdh2 — 6/6, Mdh3 —-16/16, Mdh4 — 12/12, Mdh5 — 15/15) a (Mdh1
— 6/6, Mdh2 — 6/6, Mdh3 — 18/18, Mdh4 — 12/12, Mdh5 — 12/12) v désledku superpozicie
pasov 6 — 18 (gény Mdh1 alebo Mdh2 — Mdh3) a 12 — 15 (gény Mdh4 — Mdh5). Na rozliSenie
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tychto dvoch genotypov je potrebné urobit’ timivy roztok “A* alebo “B*. To isté plati pre
dva genotypy (Mdhl — 1/1, Mdh2 — 6/6, Mdh3 — 16/16, Mdh4 —12/12, Mdh5 — 15/15) a (Mdh1
-1/1, Mdh2 — 6/6, Mdh3 — 18/18, Mdh4 — 12/12, Mdh5 — 12/12).

Nie je mozné rozlisovat’ medzi Mdh5 — 12/15 a Mdh5 — 15/15. Pritomnost’ alely Mdhl — 1
V genotype sa prejavuje Skvrnou V pomalej zone zymogramu.

Zda sa, ze alela Mdh2 — 4.5 vytvara s alelou Mdhl — 6 alebo Mdh2 — 6 na trovni 4.5
heterodimér, anie homodimér (Greneche a Giraud, 1989). lzozymogramy MDH aich
diagramy su na Obr. 31, 32, 33, 34, 353, b.

Obr. 31: Izozymogramy malatdehydrogenazy (MDH) dvoch linii kukurice a ich hybrida

(jeden genotyp reprezentuje pat vzoriek — pit koleoptil) v gélovom systéme “B* (foto

autor)
Vysvetlivky: 1: Mdhl - 6/6, Mdh2 - 6/6, Mdh3 -16/16, Mdh4 - 12/12, Mdh5 - 12/12,
Mmm - M/M,
2: Mdhl - 10.5/10.5, Mdh2 - 6/6, Mdh3 - 16/16, Mdh4 - 12/12, Mdh5 - 12/12,
Mmm - M/M,
1x2: Mdh1 - 6/10.5, Mdh2 - 6/6, Mdh3 - 16/16, Mdh4 - 12/12, Mdh5 - 12/12,
Mmm - M/M
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Obr. 32: Izozymogramy malatdehydrogenazy (MDH) dvoch linii kukurice a ich hybrida
(jeden genotyp reprezentuje pédt vzoriek — pit koleoptil) v systéme “B* (foto autor)
Vysvetlivky: 3: Mdhl - 6//6, Mdh2 - 6/6, Mdh3 - 16/16, Mdh4 - 12/12, Mdh5 - 15/15,
Mmm - M/M,
4: Mdhl - 6/6, Mdh2 -3/3, Mdh3-16/16, Mdh4 -12/12, Mdh5 - 12/12,
Mmm - M/M
3x4: Mdh1 - 6/6, Mdh2 - 3/6, Mdh3-16/16, Mdh4 - 12/12, Mdh5 - 12/15,
Mmm - M/M (v hybride 3x4 ma 5. vzorka zl'ava — koleoptila -

izozymogram ako linia 3 - ide teda o samoopelenie materského komponenta)

Obr. 33: lzozymogramy malatdehydrogenazy (MDH) dvoch linii Kkukurice aich

hybrida (jeden genotyp reprezentuje pat vzoriek) v systéme “B* (foto autor)
Vysvetlivky: 5: Mdhl - 1/1, Mdh2 - 3/3, Mdh3 - 16/16, Mdh4 - 12/12, Mdh5 - 12/12,
Mmm - M/M,
6: Mdhl - 6/6, Mdh2-6/6, Mdh3-16/16, Mdh4-12/12, Mdh5 - 12/12,
Mmm - M/M,
5x6: Mdhl - 1/6, Mdh2 -3/6, Mdh3-16/16, Mdh4 -12/12, Mdh5 - 12/12,
Mmm - M/M, (v hybride 5x 6 ma 3. vzorka zl'ava — koleoptila izozymogram

ako linia 5 — ide teda o samoopelenie materského komponenta)
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Obr. 34: Izozymogramy malatdehydrogenazy (MDH) S$tyroch linii kukurice (jeden genotyp

reprezentuje pat vzoriek — pat’ koleoptil) v gélovom systéme “B* (foto autor)
Vysvetlivky: 7: Mdhl1 - n/n, Mdh2 - 3/3,

Mdh5 - 12/12, Mmm - M/M

Mdh3 - 18/18, Mdh4 - 12/12,

8: Mdhl - 6/6, Mdh2 - 4.5/4.5, Mdh3 - 16/16, Mdh4 - 12/12,

Mdh5 - 12/12, Mmm - M/M

9: Mdhl - 6/6, Mdh2 - n/n,

Mdh5 - 12/12, Mmm - M/M

Mdh3 - 16/16, Mdh4 - 12/12,

10: Mdh1 - 6/6, Mdh2 - 6/6, Mdh3 - 16/16, Mdh4 - 12/12,

Mdh5 - 12/12, Mmm - m/m

_ I _ I

— —

— — — — —

— -t —  —

_— — — —

I N . .

Mdh5 12/12 15/15 12/15 12/12 12/12 15/15 12/15

Mdh4 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12

Mdh3 16/16 16/16 16/16 18/18 16/18 18/18 16/18
Obr. 35a: Diagramy izozymogramov malatdehydrogenazy (MDH) pritomnych

Vv koleoptilach svetového sortimentu kukurice siatej — pokraCovanie na d’alSej strane (Obr.

35b)

39



| [ oxl sal e
09 99 99 99| 99 99 99 1L WIL 99 WL 9 99 um 9 9 am ! o |
e R e R O R R B |8y 98| 98| 98| 98| THPH
1 , , { | i R T = T
VE| EE| E| EE| YE|USY & »_ gl el FE HE SWE| Sl EE] g5 EL W] 9 99 9 8| /| 9 JYPI
8191 9191 | 8191 [ 9191 | 9191 [ 9191 | 9091 | 9091 | 9191 | SU81 | UL 911 | 9191 | 9191 | 9191 | 9191 | 91t | 9091 | 9091 | 90t 90T su81 | 9191 | EYPI
|
JOE| | | | | o WK\ | || O BB B ) W | W | e | | | | g
et || uen | aved | auel | aver | wer | | aven | aer | e | ae | e | ever | et | aved | awer | ewer | e | aven | quver | e | e | e guer | P
Spen | euen| el | 2| el | auen | uen || aer | aen | ae | sust| et | st | avet | aved | awer | sust| e | aver | aver | cver | sust| cuer| zuer | SUPI
L )
o o -
Il pi-EEEEE _§_,
==
=B
I.II Il-ll-.lll
o &
L LN [c 8 = =
] ] el — === @

(MDH) pritomnych

izozymogramov malatdehydrogenazy

Diagramy

35b

Obr.

.

Vv koleoptilach svetového sortimentu kukurice siatej - vysvetlivky s na nasledujicej strane
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Vysvetlivky k Obr. 35a: Genotypovy a fenotypovy prejav lokusov MDH, ato sa: Mdh3,
Mdh4 a Mdh5. Spolo¢ny pas (Skvrna) vyskytujuca sa vo vsetkych izozymogramoch je
kodovana alelou 12 (marker). So vzrastajicou mobilitou izoformy v pripade enzymu MDH

vrasta aj ¢iselné oznacenie alely zodpovednej za jej syntézy v danom lokuse.

Vysvetlivky k Obr. 35b: Genotypovy a fenotypovy prejav lokusov MDH, ato si: Mdhl,
Mdh2, Mdh3, Mmm, Mdh4 a Mdh5. Spolo¢ny pas (Skvrna) vyskytujuca sa vo vSetkych
izozymogramoch je koédovand alelou 12 (marker). So vzrastajicou mobilitou izoformy
Vv pripade enzymu MDH vrasta aj ¢iselné oznacenie alely zodpovednej za jej syntézy v danom

lokuse.

3.9  Geneticka interpretacia polymorfizmu 6 — fosfoglukonatdehydrogenazy (E. C.
1.1. 1. 44), priklady izozymogramov a ich diagramy

6 — fosfoglukonatdehydrogenaza (PGD), E. C. 1. 1. 1. 44 je enzymom pentézového cyklu.
[zoenzymy PGD, ktoré sa zistili v kukurici, su tiezZ dimérmi kédovanymi dvomi lokusmi, a to
Pgdl a Pgd2 (Stuber a Goodman, 1980c). Izoenzymy PGD st kédované nuklearnymi génmi.
Lokus Pgdl je na chromozéme 6L a lokus Pgd2 na chromozoéme 3L. Izoenzymy PGD boli
pritomné vo vsetkych analyzovanych pletivach kukurice (koren, koleoptila, Stitok — scutellum,
pelové zrna alisty). Aktivita enzymov kodovanych Pgdl aPgd2 bola lokalizovana
V cytoplazme. Delenie izoenzymov PGD prebieha v tlmivom roztoku zloZzenom z L -
histidinu a kyseliny citréonovej pri pH = 6,5 (systém “D*‘). Dobra separacia izoenzymov PGD
vyZaduje preciznejSie kontrolované podmienky ako mnoho inych frekventovane Studovanych
enzymov. Napr., relativna ostrost’ izoenzymovych zén mézZe zna¢ne varirovat' i na Skrobe
vyrobenom tym istym vyrobcom. Enzym je dimérom. Kazda alela (okrem nulovej) v kazdom
z uvedenych dvoch lokusov (Pgdl, Pgd2) urcuje jednu zoénu izoenzymu. Pri tomto enzyme sa
prejavuju interlokusové a intralokusové tnterakcie. Preto rastliny heterozygotné v oboch
lokusoch budu tvorit’ 10 izoenzymovych zén, z ktorych niektoré moézu komigrovat. Nulova
alela, ktora sa vyskytuje s malou frekvenciou v lokuse Pgdl, netvori aktivny homodimér ani
heterodiméry so Ziadnymi inymi alelami (Stuber a Goodman, 1984).

V lokuse Pgd1l bolo identifikovanych 12 alel (vratane nulovej) a v lokuse Pgd2 ich bolo 8
(Stuber a Goodman, 1984). V skupine 406 samoopelivych linii (public lines), hlavne z USA
a Kanady, boli pritomné iba 3 alely v lokuse Pgdl a 2 alely v lokuse Pgd2. 30 % linii bolo

41



homozygotnych pre Pgdl — 2; 68 % pre Pgdl — 3.8; 1,7 % pre Pgdl —n; 7 % pre Pgd2 — 2.8 a
93 % pre Pgd2 — 5 (Stuber a Goodman, 1983a).

Homodiméry 3.8 — 3.8 a 2.8 — 2.8 na jednej strane a 3.8 — 3.8 a 5 — 5 na strane druhej maju
vel'mi blizku mobilitu, ktord navySe s intergénnymi interakciami vedie k zymogramom,
ktorych zony st spojené. Tento problém vedie k istym nejasnostiam pri ¢itani:

- genotyp (Pgdl1 — 3.8/3.8, Pgd2 — 2.8/5) sa niekedy cita ako (Pgdl — 3.8/3.8, Pgd2 —

2.8/2.8) alebo (Pgd1 — 3.8/3.8, Pgd2 — 5/5),
- genotyp (Pgdl — 2/3.8, Pgd2 — 2.8/5) dava neurdity zymogram,
- genotyp (Pgdl —n/n, Pgd2 — 5/5) ma fenotyp zhodny s fenotypom (Pgdl — 3.8/3.8,
Pgd2 — 5/5).
Pouzitie kontrol je nevyhnutné (Greneche a Giraud, 1989).

Izozymogramy PGD a ich diagramy su zobrazené na Obr. 36 a 37.

Obr. 36: 1zozymogramy 6-fosfoglukonatdehydrogenazy (PGD) roznych genotypov kukurice
(jeden genotyp reprezentuju Styri vzorky — Styri koleoptily) Vv gélovom systéme “D* (foto
autor)

Vysvetlivky: 1: Pgdl - 2/2, Pgd2 - 5/5, 2: Pgdl - 3.8/3.8, Pgd2 - 5/5, 1 x 2: Pgdl - 2/3.8,
Pgd2 - 5/5, 3: Pgdl - 3.8/3.8, Pgd2 - 5/5, 4: Pgdl - 3.8/3.8, Pgd2 - 2.8/2.8, 5: Pgdl - 2/2,
Pgd2 - n/n, 6: Pgdl - 3.8/3.8, Pgd2 - 5/5, 5 x 6: Pgdl - 2/3.8, Pgd2 - n/5, 7: Pgdl - n/n,
Pgd2 - 5/5
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I
I
I — _—
— T
- - L —
Pgdl 212 212 3.8/3.8 3.8/3.8 n/n 3.8/3.8 2/3.8 2/3.8
Pgd2 2.8/2.8 5/5 2.8/2.8 5/5 5/5 2.8/5 5/5 2.8/5

Obr. 37: Diagramy izozymogramov 6-fosfoglukonatdehydrogenazy (PGD) pritomnych
Vv koleoptilach svetového sortimentu kukurice siatej

Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Pgdl - 2/2, Pgd2 - 2.8/2.8; Pgdl - 2/2, Pgd2 - 5/5;
Pgdl - 3.8/3.8, Pgd2 - 2.8/2.8; Pgdl — 3.8/3.8, Pgd2 - 5/5; Pgdl — n/n, Pgd2 — 5/5; Pgdl -
3.8/3.8, Pgd2 - 2.8/5; Pgdl - 2/3.8, Pgd2 — 5/5; Pgd1 - 2/3.8, Pgd2 — 2.8/5

3.10 Geneticka interpretacia polymorfizmu fosfoglukoizomerazy (E. C. 5. 3. 1. 9),

priklady izozymogramov a ich diagramy

Fosfoglukoizomeraza (PGI), E. C. 5. 3. 1. 9 (Casto oznacovand ako fosfohexdzoizomeraza
PHI, alebo glukézofosfatizomeraza, GPI), je jednym z glykolytickych enzymov (Goodman
a Stuber, 1983a). Separacia enzymov PGI prebieha na gélovom systéme “D*“ podobne ako
separacia PGD. PGI ma stavbu diméra. Syntézu PGI koduje gén Pgil na chromozome 1L.
Aktivita génu sa prejavuje v cytoplazme mnohych pletiv rastliny. Kazda alela v lokuse Pgil
poskytuje sériu 3 — 4 zon, Casto s klesajucou intenzitou smerom K rychlejSim zénam
(Goodman a Stuber, 1983a).

V lokuse Pgil bolo identifikovanych 9 alel. V kultivovanej kukurici boli popisané 4 alely
s nasledovnou frekvenciou: Pgil — 2 (1,2 %), Pgil — 3 (0,2 % ), Pgil — 4 (83,7 %) a Pgil-5
(14,8 %). Z uvedeného vyplyva, ze alela 4 prevlada (Stuber a Goodman, 1983).
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V pripade heterozygotnych genotypov (Pgil — 2/4) a (Pgil — 4/5) zymogramy predstavuju
spojiti zénu (Skvrnu) medzi pasmi, sposobent prekryvanim syntetizovanych izoenzymov.
Genotypy su vsak uplne identifikovateI'né. 1zozymogramy PGl a diagramy st na Obr. 38 a 39.

Umiestnenie Studovanych lokusov (na chromozoémoch) zodpovednych za expresiu

izoenzymov je zobrazené na Obr. 42 podla autorov Stuber a kol. (1988), ktori uvadzaju ze

poloha Aco2, Aco3 a Aco4 (ACO — enzym aconitaza) nie je znama.

Obr. 38: Izozymogramy fosfogluk6zoizomerazy (PGI) dvoch linii kukurice a ich hybrida
(jeden genotyp reprezentuje desat’ vzoriek — desat’ koleoptil) v gélovom systéme “D* (foto
autor)

Vysvetlivky: 1: Pgil - 4/4, 2: Pgil - 5/5, 1 x 2: Pgil - 4/5

Pgil 2/2 4/4 5/5 2/4 4/5

Obr. 39: Diagramy izozymogramov fosfoglukozoizomerazy (PGI) pritomnych
Vv koleoptilach svetového sortimentu kukurice siatej
Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Pgil - 2/2; Pgil - 4/4; Pgil - 5/5; Pgil — 2/4; Pgil — 4/5.

Pasy poslednych dvoch izozymogramov ¢asto medzi sebou tvoria tiene.



3.11 Geneticka interpretacia polymorfizmu fosfoglukomutazy (E. C. 2. 7. 5. 1),
priklady izozymogramov a ich diagramy

Fosfoglukomutdza (PGM), E. C. 2. 7. 5. 1, je jednym z glykolytickych enzymov
Studovanych v rastlinnych druhoch. Izoenzymy PGM v kukurici si monomérmi, ktoré su
kodované dvomi lokusmi, a to st Pgml a Pgm2. Aktivitu PGM sa nepodarilo dokazat’ ani
v plastidoch ani v mitochondriach. Vzhl'adom na to, ze izoenzymy PGM boli pritomné vo
vSetkych Castiach rastliny vyplyva, ze aktivita oboch lokusov ma miesto v cytoplazme. Pgm1l
je lokalizovany blizko Mdh4 na chromozome 1L a Pgm2 blizko Mdh5 na chromozéme 5S.
Mdh4 a Mdh5 koduju enzymy posobiace v cytoplazme podobne, ako oba lokusy PGM,
ktorych enzymy tiez pdsobia v cytoplazme. V lokuse Pgml bolo identifikovanych 19 alel
aVvlokuse Pgm2 21 alel. Enzymy s monomerické a nejestvuju intergénne a intragénne
interakéné zony (Stuber a Goodman, 1983b).

Na elektroforetické delenie PGM sa pouziva systém tlmivého roztoku s pH = 6,5 (systém
“D*). Tento systém sta¢i na zistenie obmedzeného polymorfizmu kultivovanej kukurice.
Systém tlmivého roztoku spH = 5,0 (systétm “A“) poskytuje lepSiu separaciu (Stuber
a Goodman, 1979; Stuber a Goodman, 1983b). V systéme “D* zony Pgml — 9 aPgm2 - 4
komigruja. Mozno pozorovat’ artefaktovu zonu slabej intenzity, nachddzajucu sa na Urovni
zony Pgm2 — 1 (Greneche a Giraud, 1989). Je preto potrebné pouzit i systém “A*.

V kultivovanej kukurici je obmedzeny vyskyt alel v danych dvoch lokusoch. Na zéaklade
analyzy 406 samoopelivych linii (prevazne USA, Kanada) sa uvadzaju tieto alely: Pgml — 9,
Pgml — 16, Pgm2 — 1, Pgm2 — 3, Pgm2 — 4 a Pgm2 — 8. 97,8 % bolo homozygotnych pre
Pgml — 9; 75,4 % pre Pgm2 — 4; 17,7 % pre Pgm2 — 3 a 6,7 % pre Pgm2 — 8 (Stuber
a Goodman, 1983a).

PGM sa moéze pouzivat na popis linii, avSak ovela tazSie sa Citaji zymogramy
heterozygotnych genotypov (s vynimkou alely Pgm2 — 8). Genotyp Pgm2 — 4/8 sa ¢asto dobre
identifikuje, ale nieckedy sa zamiena s genotypom Pgm2 — 8/8. Genotyp Pgm2 — 3/8 sa
neodlisuje od genotypu Pgm2 — 4/8. Genotyp Pgm2 — 1/4, sa zamiena s genotypom Pgm2 —
4/4. Genotyp Pgm2 — 1/3 sa zriedkavo Cita spravne a zamiena sa s Pgm2 — 1/4 a s Pgm2 — 1/1.
Genotyp Pgm2 — 3/4 poskytuje zymogram velmi blizky zymogramu genotypu Pgm2 —
4/4 (Greneche a Giraud, 1989).

Izozymogramy PGl a ich diagramy st zobrazené na Obr. 40 a 41.
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Obr. 40: lzozymogramy fosfoglukomutazy (PGM) rdznych genotypov kukurice (jeden

genotyp reprezentuju tri vzorky — tri koleoptily) v gélovom systéme “D* (foto autor)
Vsvetlivky: 1: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 1/1, 2: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 3/3, 3: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 1/1,
4: Pgml - 9/9, Pgm2 - 3/3, 3 x 4: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 1/3, 5: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 1/1, 6: Pgm1
- 9/9, Pgm2 - 4/4, 5 x 6: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 1/4, 7: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 3/3, 8: Pgm1 - 9/9,
Pgm2 - 4/4, 7 x 8: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 3/4, 9: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 4/4, 10: Pgm1 - 9/9, Pgm2
- 8/8, 9 x 10: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 4/8, 11: Pgm1 - 9/9, Pgm2 - 8/8

Pgml| 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/99/9 16/16 16/16 16/16 16/16 5/5

Pgm2| 1/1 3/3 4/4 8/8 3/8 4/8 1/8 1/3 1/43/4 1/1  3/3 4/4  8/8 3/3

Obr. 41: Diagramy izozymogramov fosfoglukomutazy (PGM) pritomnych v koleoptilach
svetového sortimentu kukurice siatej

Vysvetlivky: Genotypy (fenotypy) - Pgml - 9/9, Pgm2 — 1/1; Pgml - 9/9, Pgm2 — 3/3;
Pgm1l - 9/9, Pgm2 — 4/4; Pgml - 9/9, Pgm2 — 8/8; Pgm1l - 9/9, Pgm2 — 3/8; Pgm1 - 9/9,
Pgm2 — 4/8; Pgml - 9/9, Pgm2 — 1/8; Pgm1l - 9/9, Pgm2 — 1/3; Pgml - 9/9, Pgm2 — 1/4;
Pgm1l - 9/9, Pgm2 — 3/4; Pgml -16/16, Pgm2 — 1/1; Pgml - 16/16, Pgm2 — 3/3; Pgm1l -
16/16, Pgm2 — 4/4; Pgm1 - 16/16, Pgm2 — 8/8; Pgm1 - 5/5, Pgm2 — 3/3
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4 POUZITIE KONTROLNYCH BIOLOGICKYCH VZORIEK (MARKEROV)
PRI IDENTIFIKACI KONKRETNYCH LOKUSOV, ALEL A NIMI
KODOVANYCH IZOENZYMOV

Ako bolo uvedené v predoslych kapitolach, nie vzdy je identifikacia izoenzymov
jednoduchd a jednoznac¢na. Pri analyzach vzoriek rastlinného druhu, ktory este nebol
z hl'adiska polymorfizmu enzymov analyzovany a Studovany, je potrebné nejasny prejav
polymorfizmu podrobit’ genetickej analyze. Podstatne jednoduchsie je to Vv pripade analyz
vzoriek druhov uZz znamych z pohladu Struktiry a prejavu ich polymorfizmu. | v tychto
pripadoch sa vSak moézu objavit’ v uritych pripadoch a vzdjomnych interakciach podobné
alebo blizke prejavy polymorfizmu. Sporné, resp. komplikované pripady interpretacie
polymorfizmu enzymov v pripade kukurice siatej st uvedené Vv kapitole 3. Ubezpecit’ sa, Ze
identifikovana alela ajej izoforma st skutoné sa da nanesenim vzorky s vyskytom
garantovanej alely. Ak je identifikécia alely v neznamej vzorke spravna, jej fenotypovy prejav
sa musi zhodovat’ s fenotypovym prejavom nanesenej vzorky s vyskytom garantovanej alely.
Niektoré vybrané a dostupné liniové materialy kukurice kodujuce konkrétne gény a v nich
konkrétne alely z renomovanych $lachtitel'skych pracovisk st uvedené v Tab. 1 a na Obr. 42
st uvedené miesta vyskytu lokusov jednotlivych enzymov na chromozémoch. Kompletnejsi
prehlad fingerprintov analyzovanych genotypov kukurice uvadzaju vedecké prace uvedené
v 3. kapitole skript, d’alej katalogy a semenarske prirucky (Henderson, 1968; 1972; 1984;
Stuber a kol., 1988; Greneche a Giraud, 1989; Seedsman’s Handbook 16™ Edition CORN,
1989; Bourgoin-Greneche a Lallemand, 1993; Bourgoin-Grenéche, Giraud a Pouget, 1998).
Zahrani¢né pracoviskd, ktoré uchovavaji a udrzuju vzorky semien tychto genetickych zdrojov
st uvedené vuvedenych pracach. Na ziadost' pracoviska o zaslanie kontrolnej vzorky
mnozitel'ské pracovisko poskytne zdarma alebo za vopred dohodnuty poplatok. Pri vicSine
publikovanych préc tykajtcich sa inych, menej frekventovane rieSenych rastlinnych druhoch
je takyto postup, bud’ tazky alebo nemozny, a to hlavne z tychto dovodov:

a) praca neuvadza nazvy alebo kody analyzovanych vzoriek (genotypov, odrdd,
populacii, linii, hybridov),

b) nie je uvedené pracovisko povodu vzorky alebo celého suboru vzoriek,

C) praca nedokumentuje dosiahnuté vysledky originalnymi, analyzou dosiahnutymi
fingerprintami na pouzitom separacnom médiu, dokonca ani diagramami

fingerprintov.
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Tab. 1: Prehlad pokrytia najfrekventovanejSich alel v genetickych zdrojoch kukurice

kontrolami (USA linie kukurice — public lines)

Ndzov Ndzov génu Oznad&enie OznaZenie kontroly
enzymu ( lokusu) alely (public line)
2 B 37, B 73, Mo 17
ACP Acpl 3 H 25
4 A 619, A 632
6 ¥ 153 RHL
ADH Adht 4 A 632, A 619
6 A 659, H 25
7 CK 52
CAT Cat3 9 A 632, B 37, Morl?
12 A 188, H 21, T 220
n H 5505, Ky 201,
8 A 632, CM 37
Diat 12 Ky 216, Oh 43, T 232
DIA n NC 7, T 220A
Dia2 4 md ju va&¢sina genot.
6 Mo 24W, 33-16
;| Mo 20¥%, N 132, Oh 7B]
2= 2.0 A 654, H 25,8111 1A
3 CO 220
GLU Glut 6 - 7 A 632, A 635, A 188
10 CO 266, Oh 514
n F 252
Got1 4 A632, BN 73, Mol 17
6 A 554, H 49, Mo 12
GOT Got2 2 A 656, CO 109, Va 2§
4 A 632, B 73, Mo 17
Got3 4 A 632, B 73, Mo 17
4 A 619, A 635
Idhi 6 TR 3
8 B 64
IDH
4 B 73, Mo 1%
Idh2 4.2 A 3G-3-1-3
6 B 37, A 619, A 632
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Tab. 1:

pokracovanie

H 25, Mo 505V

1 A 188, . T 232
Mdht 6 A 632;- Mo 17, B 73
10.5 ¥ 703
n K 64
3 H 619, H 25
3.9 Wf 9, A 188, B 73
Mdh2 4.5 W 401
5.6 Va 85
6 A 632, Ho .17, 'B.37
MDH
16 A 619, Mo 17, B 73
Mdh3 18 H 25
12 A 619,'8B.-73,:Mo 17
Mdh4 14.5 -
7 5 A 619,:B 73, Mo .17
MdhS 15 2.t 232
M R 619, o 17, 'B 73
Mmm m ¥ 629 A
9 A 632, B 14 A, Mo 17
Pgn1 16 Mo 18 ¥
PGN 1 F 2
3 B 84
Pgm2 4 A 632, B 14 A, B 73
8 A 659, MtMo 17
n H 99
Pgdi 2 B 37
3.8 A 632, Mo 17, B 73
PGD
2.8 A 632, B 14 A
Pgd2 < B 37;:B 73, NHoil?
2 -
3 -
PGI Pgit 4 A'619,1B:372. Mo 17
5 A 632, B 14 A, H 91
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l ) 3 4 5 6 7 ] 5
1 Pgm?
1 17 -.-Adkl + Tpil
s gt 1y
2 1 tel L Ly 8 Clul
4 Dial =| Hexl .'.Got33 Sadl
o o LTl 1y Gah
11
=| Tpid
() + [dhl
2 101 pgq2 1 Hen2 . 9 Acpl
Y i 4 Tis
5
+ Ampl £ ) Gotl
bMand T Th2 &y
41 Mmm <+ Got2
Cat3 2..ldh2
20 2 F Mdh?
| Mdn3
T Pgml
01 At
12
+ Pgil
S Gdhl
10 pia2
BL peps

Obr. 42: Chromozomova mapa enzymovych lokusov kukurice siatej (prepracované podla
Stuber a kol., 1988)

Vysvetlivky: Lokusy Acp (kysla fosfataza), Aco (akonitaza), Adh (alkoholdehydrogenaza),
Adk (adenylat kinaza), Amp (argenin aminopeptidaza), Cat (katalaza), Dia (diaforaza), E
(esteraza), Enp (endopeptidaza), Gdh (), Glu (B-glukozidaza), Got (), Hex (hexokinaza), ldh
(izocitratdehydrogenaza), Mdh aMmm (malatdehydrogenaza), Me (), Pgd (6-
fosfoglukonatdehydrogenaza), Pgi (fosfogluk6zoizomeraza), Pgm (fosfoglukomutaza), Sad
(sikimatdehydrogenaza), Tpi (tridzofosfatizomeraza)

5 STAV RIESENIA POLYMORFIZMU ENZYMOV GENETICKYCH ZDROJOV
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KUKURICE NA SLOVENSKU A DIAGRAMY ICH FINGERPRINTOV

Vyskum polymorfizmu enzymov na Slovensku a mapovanie genetickych zdrojov
kukurice sa zadalo vroku 1990 eite vramci Ceskoslovenska. V rokoch 1990-1994 boli
poskytnuté fingerprinty pre prax povolenych 18 hybridov a ich rodi¢ovskych komponentov.
V rokoch 1999-2002 bolo zmapovanych 62 krajovych populacii, 41 samoopelivych linii a 24
dvojliniovych hybridov. Bola zrealizovana elektronickd databaza ich fingerprintov na baze
polymorfizmu enzymov (Mudry, 2002). Mapovanie pokracovalo aj v rokoch 2003-2005 — 31
krajovych populacii, 18 samoopelivych linii a 13 dvojliniovych hybridov (Mudry, 2005;
2010). Vyhodnotenie polymorfizmu enzymov krajovych populacii (ekotypov) kukurice
z Ciech, Moravy a Slovenska a vyhodnotenie ich pribuzenskych vztahov a vyjadrenych
dendrogramami boli opublikované aj v praci autorov Mudry a Kraic (2007). Diagramy
izozymogramov analyzovanych genetickych zdrojov, ktorych vzorky su aj v depozite
Génove] banky Narodného polnohospodarskeho a potravinarskeho centra, Vyskumného
ustavu rastlinnej vyroby Vv PieStanoch, su zobrazené na Obr. 43a-k a 44a-k.

V stcasnosti mozno povedat, Ze analyzy polymorfizmu enzymov kukurice a mapovanie
jej genofondov je aktualne pre vSetkych vyznamnych producentov tejto pol'nohospodarske;
plodiny aj v stcasnosti. Ku krajinam s intenzivnym vyskumom polymorfizmu enzymov
kukurice patria USA, Kanada, Francuzsko, Slovinsko, Chorvatsko, Nemecko, Rakusko,
Spanielsko, Argentina, Rumunsko, Mad’arsko, Slovensko a Pol'sko. Praktické vyuZitie
nachadzaju v rutinnom testovani kvality produkcie osiva, zachovéavania si odrodovej stability
a Cistoty. Analyzy polymorfizmu enzymov nachadzaju uplatnenie aj v roznych rovinach
zékladného vyskumu, niektoré vyznamnejSie boli uvedené v predoslych skriptaich (Mudry,
2012).

RieSenie polymorfizmu enzymov hospodarsky vyuzitelnych rastlinnych druhov na
Katedre biologie, Pedagogickej fakulty, Trnavskej univerzity pokracuje uz dvanast’ rokov.
Publikovania dosiahnutych vysledkov by presahovalo rozsah stanovenych strdn urcenych pre
napisanie tychto skript. ViacSina dosiahnutych vysledkov vSak bola publikovana
prostrednictvom vedeckych ¢lankov alebo prezentovand na domacich a medzindrodnych
konferenciach. V blizkej budicnosti pripravujeme vyhodnotenie rieSenia polymorfizmu
enzymov genofondu ovsa siateho, mrlika ¢ilskeho, skorocela kopijovitého a méty pieporne;.

Vysledky experimentélnej prace budu priebezne publikované.

a) h)




Dial| 8/8 12/12 8/12
Cat3 9/9 12/12  9/12

Dia2| 4/4 4/4 4/4 Got3 4/4
Got?2 4/4

Gotl 4/4

— — —— o —
.

a

Idhl| 4/4 4/4 6/6 6/6 6/6 4/6 4/4 4/6

Glul] 2/2 6/6 717 2[7

Idh?| AI6 4/4 4AlA  GRIR 4Al&  AlA AlR AIR

Obr. 43a-g: Diagramy izozymogramov kyslej fosfatazy (ACP), alkoholdehydrogenazy
(ADH), katalazy (CAT), diaforazy (DIA), glutamétoxaloacetattransaminazy (GOT),
B-glukozidazy (GLU) aizocitratdehydrogendzy (IDH) pritomnych v koleoptilach

slovenskych linii a hybridov kukurice siatej
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h1) . —

]

] ] ] ]

I .

I I B S .

Mdh5 12/12 15/15 12/15 1212 12/12

Mdh4 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12

Mdh3 16/16 16/16 16/16 18/18  16/18
T E B EE BEEEREEREEREE
— — — _ — — = — —
m . . — _—— — — mm —
h2) [ = H _—

Mdh5 12/12 |12/12 | 15/15 |15/15 |12/12 |12/12 |12/12 | 12/12 |12/12 | 12/12 |12/12 | 12/12

Mdh4 12/12 | 12/12 | 12/12 |12/12 |12/12 | 12/12 |12/12 | 12/12 |12/12 | 12/12 |12/12 | 12/12

Mmm M/M | M/M M/M | M/IM M/M MM |M/M | MM |[M/M | M/IM |M/M | MIM

Mdh3 16/16 |18/18 |16/16 |16/16 |16/16 |18/18 |16/16 | 16/16 |16/16 | 16/16 |16/16 | 16/16

Mdh2 6/6 6/6 6/6 3/3 3/3 3/3 3/6 3/3 3/3 | 4.5/45 | 3/6 3/3

Mdhl 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 1/6 6/6 171 6/6 6/6 6/6

Obr. 43h1-h2: Diagramy izozymogramov malatdehydrogenazy (MDH) pritomnych

Vv koleoptilach slovenskych linii a hybridov kukurice siatej
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—
]
[ ]
I I
Pgdl 2/2 2/2 3.8/3.8 2/3.8 2/3.8
Pgd2 2.8/2.8 5/5 5/5 5/5 2.8/5
J ] —
|

-

Pgml| 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9
Pgil 4/4 5/5  4/5 Pgm2 | 1/1 3/3 4/4 8/8 3/8 4/8 3/4

.
N—r

Obr. 43i-k:  Diagramy izozymogramov  6-fosfoglukonatdehydrogenazy  (PGD),
fosfoglukozoizomerdzy (PGI) a fosfoglukomutazy (PGM)  pritomnych v koleoptilach
slovenskych linii a hybridov kukurice siatej

a) b)

]

- . - -

B - - ]

. o
B g

H - -

Acpl 2/2 3/3 4/4 6/6 Adhl 4/4 6/6

Obr. 44a-b: Diagramy izozymogramov kyslej fosfatazy (ACP) a alkoholdehydrogenazy
(ADH) pritomnych v koleoptilach slovenskych a ¢eskych krajovych populaciach kukurice
siatej

54



c) d)
- ] ]
- I
]
[
— I N N
Dial 8/8 12/12 8/12
Cat3 717 9/9 12/12 9/12 Dia2 4/4  4l4 4/4
e) f)
|
I I I S .
|
— _—— [
o _— — —
- | -
— L
— [ ]
[ ]
I — I . [
[
I I .
Got3 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
Got2 4/4 2/2 4/4 2/2 4/4
Glul | /1 2/2 e/6 7/7 17 2/7 Gt 4/4 a/a A6 A/A a/6
9)
[r— —_—— - I I
_ ]
]
I I — —
I N — —
Idhl 4/4 4/4 6/6 6/6 4/6 6/6 4/6 4/4 4/6
1dh2 6/6 4/4 4/4 6/6 6/6 4/6 4/4 4/6 4/6

Obr. 44c-g: Diagramy izozymogramov katalazy (CAT), diaforazy (DIA), B-glukozidazy
(GLU), glutamatoxaloacetattransaminazy (GOT) a izocitratdehydrogenazy (IDH) pritomnych

Vv koleoptilach slovenskych a ¢eskych krajovych populaciach kukurice siatej
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hl) I — ]
]
[ ] ] [ ]
| .|
[ I
I I N e
Mdh5 12/12 15/15 12/12 12/12 15/15
Mdh4 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12
Mdh3 16/16 16/16 18/18 16/18 18/18
L ey LTl g
H B B B B D A EEE EEEEmn.n
H BE EEnE — — o — m O E
[ ]
. [
h2) i
Mdh5 | 12/12 | 12/12 | 15/15 | 12/12 | 1212 | 15/15 | 12/12 | 12/12 | 15/15 | 12/12 | 12712 | 12/12 | 12/12 | 12/12 | 12/12
Mdh4 | 12/12 | 12/12 | 1212 | 12112 | 1212 | 12112 | 1212 | 12112 | 1212 | 12012 | 12712 | 12112 | 1212 | 12112 | 12/12
Mmm | M/M |[M/M |[MIM [M/M [M/M |[M/IM [MIM [MIM [ MIM [ MM [MIM MM | MM | MIM | MM
Mdh3 | 16/16 | 18/18 | 16/16 | 16/16 | 16/16 | 16/16 | 16/16 | 18/18 | 18/18 | 16/16 | 16/16 | 16/16 | 16/16 | 16/18 | 16/16
Mdh2 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 33 | 353 | 33 33 | 33 | 313 36 | 33 | 36 | 33
Mdhi | 6/6 | 6/6 | 6/6 18'2’ 11 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 11 | 666 | 6/6 | 6/6 | 6/6
Obr. 44h1-h2: Diagramy izozymogramov malatdehydrogenazy (MDH) pritomnych

Vv koleoptilach slovenskych a ¢eskych krajovych populaciach kukurice siatej
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Pgdl | 272 22 3838 3838 2/3.8
Pgil| 2/2 414 5/5 24 4/5

Pgd2 | 2.8/2.8 5/5 28/28 5/5 5/5

K)
[ - —-—

Pgm1l 9/9 9/9  9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 99

Pgm2 1/1 33 4/4 8/8 3/8  4/8 1/8 1/3 1/4  3/4

Obr. 44i-k:  Diagramy izozymogramov  6-fosfoglukonatdehydrogenazy  (PGD),
fosfoglukézoizomerazy (PGI) a fosfoglukomutdzy (PGM) pritomnych v koleoptilach

slovenskych a ¢eskych krajovych populacidch kukurice siatej
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Pre nazornost’, ukazky niektorych vybranych a analyzovanych stborov vzoriek genofondu
kukurice siatej, ktoré reprezentuji vel'mi malt cast’ dlhoro¢nej vyskumnej aktivity rieSitelov

Statnych tuloh, grantov a vedeckych projektov, su na nasledujtacich obrazkoch (Obr. 45 - 54).
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Obr. 45: Izozymogramy kyslej fosfatazy (ACP) dvoch krajovych populacii kukurice siatej
Vysvetlivky: K (kontrola hybrid INKA 320): genotyp (fenotyp) Acpl — 2/4; krajova
populacia 21: genotyp (fenotyp) Acpl — 2/2 (vzorky ¢islo 1, 6, 7, 15, 20); Acpl — 2/4 (2, 4, 5,
8,9,11,16,17, 18, 19); Acpl —4/4 (3,13, 14); Acpl — 3/3 (10, 12)

Krajova populacia 22: genotyp (fenotyp) Acpl — 2/2 (13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20);
Acpl —2/4(2,4,5,6); Acpl —3/3 (1,7,9, 10); Acpl —4/4 (3, 8, 11, 12)

Obr. 46: Izozymogramy alkoholdehydrogenazy (ADH) dvoch krajovych populacii kukurice

siatej

Vysvetlivky: K (kontrola hybrid Qvintal, prvé dve aposledné dve vzorky): genotyp
(fenotyp) Adhl — 4/4; krajova populacia 43: genotyp (fenotyp) Adhl — 4/4 (vzorky ¢&islo 6,
10, 11, 12,13, 14, 16, 17,); Adhl —4/6 (1,2,4,5,8,9, 15, 18,20), Adhl —6/6 (3,7, 19)
Krajova populécia 50: genotyp (fenotyp) Adhl — 4/6 (3, 10, 13, 15, 16, 17, 18); Adhl — 6/6
(1,2,4,5,6,7,8,9,11, 12, 14, 19, 20)
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Obr. 47: 1zozymogramy katalazy (CAT) dvoch krajovych populacii kukurice siatej
Vysvetlivky: K (kontrola hybrid INKA 320, prvé dve a posledné dve vzorky): genotyp
(fenotyp) Cat3 — 9/9; krajova populacia 17: genotyp (fenotyp) Cat3 — 7/7 (vzorky ¢islo 13,
17,19); Cat3—-9/9 (1, 3,7, 8,11, 12, 20), Cat3 - 9/12 (4,5, 6, 14, 15, 16, 18), Cat3 - 12/12
(2,9, 10)

Krajova populécia 18: genotyp (fenotyp) Cat3 — 7/7 (6), Cat3 - 9/9 (1, 2, 8, 9, 10, 12, 15, 17,
19), Cat3 —12/12 (4,5, 7, 11, 13, 16, 20), Cat3 — 7/12 (3), Cat - 9/12 (14, 18)

Obr. 48: Izozymogramy diaforazy (DIA) Siestich linii atroch dvojliniovych hybridov
kukurice siatej (kazda linia a hybrid je reprezentovany piatimi vzorkami)

Vysvetlivky: K (kontrola hybrid INKA 320, prvé dve a posledné dve vzorky): genotyp
(fenotyp) Dial — 8/8, Dia2 — 4/4; vSetky linie a hybridy maji rovnaky genotyp (fenotyp)
Dial — 8/8, Dia2 — 4/4
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Obr. 49: Izozymogramy B-glukozidazy (GLU) dvoch krajovych populacii kukurice siatej
Vysvetlivky: K (kontrola hybrid Qvintal, prvé dve aposledné¢ dve vzorky): genotyp
(fenotyp) Glul — 6-7/6-7; krajova populéacia 56: genotyp (fenotyp) Glul — 6-7/6-7 (vSetky
vzorky); krajova populacia 68: genotyp (fenotyp) Glul — 3/3 (vzorka 7), Glul — 6-7/6-7 (1, 2,
3,4,5,6,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15,1 6, 17, 18, 19, 20)

Popis lokusu Glu — 6-7/6-7 znamen4, ze je to lokus s homozygotnou konstiticiou expresiou
ktorého dochéadza k syntéze izoformy, pri ktorej je zvy€ajne tazké jednoznaéne urcit’, ¢i ide
o izoformu alely 6 alebo 7 vzhl'adom na ich ve'mi maly rozdiel v migra¢nej vzdialenosti.

Toto znacenie sa pouziva aj v zahrani¢nych pracach.

Obr. 50: Izozymogramy glutamatoxaloacetattransaminazy (GOT) dvoch krajovych populacii
kukurice siatej

Vysvetlivky: K (kontrola hybrid Qvintal, prvé dve aposledné dve vzorky): genotyp
(fenotyp) Gotl — 4/4, Got2 — 4/4, Got3 — 4/4 ; krajova populacia 56: genotyp (fenotyp) Gotl —
4/4, Got2 — 4/4, Got3 — 4/4 (vsetky vzorky)

Krajova populacia 68: genotyp (fenotyp) Gotl — 4/4, Got2 — 4/4, Got3 — 4/4 (vsetky vzorky)
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Obr. 51: Izozymogramy izocitratdehydrogenazy (IDH) dvoch krajovych populécii kukurice
Vysvetlivky: K (kontrola hybrid INKA 320, prvé dve a posledné dve vzorky): genotyp
(fenotyp) Idhl - 4/4, Idh2 — 4/6; krajova populacia 23: genotyp (fenotyp) Idhl - 4/4 (vSetky
vzorky), Idh2 — 4/4 (11, 18), Idh2 — 6/6 (1, 2, 3,5, 6,7, 8, 10, 12), Idh2 — 4/6 (4, 9, 13, 14, 15,
16, 17, 19, 20); Krajova populécia 27: Idhl - 4/4 (vSetky vzorky), Idh2 — 6/6 ((3, 4, 5, 7, 8,
16,17, 19), Idh2 — 4/6 (1, 2, 6,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 20)
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Obr. 52: Izozymogramy malatdehydrogenazy (MDH) dvoch krajovych populacii kukurice
Vysvetlivky: K (kontrola hybrid INKA 320, prvé dve a posledné¢ dve vzorky): genotyp
(fenotyp) Mdh1- 6/6, Mdh2 - 3/6, Mdh3 — 16/16, Mdh4 — 12/12, Mdh5 — 12/12, Mmm — M/M;
krajova populacia 17: genotyp (fenotyp) Mdhl- 6/6, Mdh2 - 3/6, Mdh3 — 16/16, Mdh4 —
12/12, Mdh5 — 12/12, Mmm — M/M (6, 8, 10, 13, 16, 19); Mdh1- 6/6, Mdh2 - 6/6, Mdh3 —
16/16, Mdh4 — 12/12, Mdh5 — 12/12, Mmm — M/M (1, 2, 3, 4,5, 7, 9, 11, 12, 14, 15, 17, 18,
20); Krajova populacia 18: Mdhl- 6/6, Mdh2 - 3/6, Mdh3 — 16/16, Mdh4 — 12/12, Mdh5 —
12/12, Mmm — M/M (6, 7, 8, 9); Mdh1- 6/6, Mdh2 - 6/6, Mdh3 — 16/16, Mdh4 — 12/12, Mdh5
—12/12, Mmm - M/M (1, 2, 3, 4,5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19); Mdh1- 6/6, Mdh2 -
6/6, Mdh3 — 16/16, Mdh4 — 12/12, Mdh5 — 12/12, Mmm — M/M (20)
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Obr. 53: Izozymogramy 6-fosfoglukonatdehydrogenazy (PGD) a fosfoglukdzoizomerazy
(PGI) dvoch krajovych populacii kukurice siatej

Vysvetlivky k PGD: K (kontrola hybrid Qvintal, prvé dve a posledné dve vzorky): genotyp
(fenotyp) Pgdl — 2/3.8, Pgd2 — 5/5; krajova populacia 43: genotyp (fenotyp) Pgdl — 3.8/3.8
(1,2,5,7, 11, 13), Pgdl — 2/3.8 (3,4, 6, 8,9, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20), Pgd2 — 5/5
(vSetky vzorky); krajova populacia 50: Pgd1 —3.8/3.8 (2, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 19,
20), Pgdl —2/3.8 (4, 16, 17), Pgdl —2/5 (1, 7,9, 14), Pgd2 — 5/5 (vSetky vzorky)
68Vysvetlivky k PGI: K (kontrola hybrid Qvintal, prvé dve a posledné¢ dve vzorky):
genotyp (fenotyp) Pgil — 4/4; krajova populacia 43: genotyp (fenotyp) Pgil — 4/4 (vSetky
vzorky)krajova populécia 50: Pgil — 4/4 (vSetky vzorky)

68

Obr. 54: Izozymogramy fosfoglukomutazy (PGM) dvoch krajovych populacii kukurice siatej

Vysvetlivky: K (kontrola hybrid Qvintal, prvé dve aposledné dve vzorky): genotyp

(fenotyp) Pgml — 9/9, Pgm2 — 4/4; krajova populdcia 56: genotyp (fenotyp) Pgmil — 9/9,

Pgm?2 — 4/4 (vSetky vzorky); krajova populacia 68: Pgml — 9/9, Pem2 — 4/4 (vSetky vzorky)
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