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1. Uvod

Jednou zo zakladnych zloZiek vSetkych Zivych
organizmov, teda aj rastlin sa bielkoviny.
V rastlinnom organizme sa bielkoviny vyskytuja
v kazdej bunke a st zasttipené molekulami réznej
velkosti, vlastnosti a funkcie. Bielkoviny v bunke
plnia funkciu $trukturdlnu a regula¢nt. Rastlina
obsahuje desiatky tisicok roznych typov molekil
bielkovin. Tento bielkovinovy polymorfizmus je
pouzitelnym pre najroznejSie tucely, je tiez
vhodnym prostriedkom pre stanovenie identity
individua a jeho odliSenie od ostatnych.

Medzi zakladné typy bielkovin v rastline, okrem
bielkovin s enzymatickou aktivitou a funkciou
(enzymov) patria bielkoviny zasobné. St evoluéne
mlad$im typom bielkovin a st vhodné pre
genetické markerovanie rastlin. St uloZené
v $pecializovanych organoch a pletivach rastliny.
Jednotlivé genotypy (odrody, hybridy, populacie)
pol'nohospodarskych plodin sa vzijomne ¢iastocne
lisia niektorymi morfologickymi a agronomickymi
znakmi a vlastnostami.

Kukurica siata(Zea maysssp. mays) je
kultarna plodina z cel'ade lipnicovité (Poaceae).
Povodne ju domestikovali Indiani na tzemi

dne$ného Mexika. Kukurica je velmi stara


http://sk.wikipedia.org/wiki/Poddruh
http://sk.wikipedia.org/wiki/Lipnicovit%C3%A9
http://sk.wikipedia.org/wiki/Mexiko

rastlina. Sposob jej domestikacie je jednou z
najvacsich zahad genetiky. Predpokladi sa, Ze
kukurica  vznikla  vyvojom a  selekciou
z teosintu (skupina americkych trav z rodu Zea), s
ktorym si vSak dnes kultirna kukurica nie je
vzhl'adovo prili§ podobné. Na rozdiel od ostatnych
kultirnych plodin nie sG znadme Ziadne
medzistupne medzi divokym predchodcom
kukurice a kultarnou plodinou. Kukurica nie je
schopnd samostatnej existencie bez pomoci
polnohospodara. Zahadu este umocnuje fakt, ze
davni obyvatelia Ameriky nemali na domestikaciu
kukurice prili§ vela casu. Stcasné teorie
predpokladajt, Ze kukurica "vznikla" niekedy
medzi rokmi 4000 — 3000 pred Kr. v udoli rieky
Balsas. Vedu sa spory o tom, ¢i iSlo o postupny
proces alebo o S$tastntt udalost. S niektorymi
druhmi teosintu sa mdze kukurica krizit, kriZzenci
maji vacésinou zniZzend Zivotaschopnost. Napriek
tomu sa predpokladi, Ze v Strednej Amerike
dochadza k prenosu génov medzi populdciami
teosintu a kukurice. Do Eur6py sa dostala po
prichode Spanielov do Ameriky. Kukurica je
jednoro¢na trava. Dorast4 do vysky 1 az 3 metrov,
u nas az 3 m. Ma plné steblo. Vyrastaji z neho

dlhé listy striedavo, v dvoch zvislych radoch. Skoré


http://sk.wikipedia.org/w/index.php?title=Teosint&action=edit&redlink=1
http://sk.wikipedia.org/wiki/Balsas

odrody maji na hlavhom steble 8 —12 listov,

neskoré 24 a viac. Cepel listu mé4 vyrazné stredné

rebro, je podlhovasto kopijovita.

Kukurica je rastlina jednodoma a jednopohlavnA.

Ma haploidny pocet chromozémov n=10.

Zrno kukurice obsahuje:

Skrob (60 —80%)

bielkoviny (6 — 22%)

tuk (1,5 —15%)

celuldzu (2 — 11%)

a popol (1,5 — 4%).

Niektoré odrody majui zrno obsahujtce az 15%

jemného jedlého oleja, iné zas az 25% bielkovin.

Kukurica je modelova rastlina v genetike. Vo

velkej miere sa u nej vyuziva heteréza (zvySenie

kvality hybridov oproti pévodnym formam) —

hybridy F1 generacie vytvorené

krizenim inbrednych linii st oproti odrodim

urodnejsie az o 30%.

Pri kukurici pestovanej na zrno je doleZitou

charakteristikou zlozenie endospermu. Na zaklade

tejto charakteristiky sa rozliSuje pat réznych typov

(konvariet) kukurice:

e Pukancova (reventador, popcorn) - pévodny
domestikovany variant. M& malé zrnad s

méakkym Skrobovitym jadrom a vel'mi tvrdym


http://sk.wikipedia.org/wiki/%C5%A0krob
http://sk.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADn
http://sk.wikipedia.org/wiki/Lipid
http://sk.wikipedia.org/wiki/Celul%C3%B3za_(organick%C3%A1_l%C3%A1tka)
http://sk.wikipedia.org/wiki/Olej
http://sk.wikipedia.org/w/index.php?title=Inbreeding&action=edit&redlink=1

plasfom. Pri zahrievani sa voda uzatvorena v
jadre premeni v paru a t4 plast nakoniec
roztrhne. Tato kukurica tvori cca 1%

pestovanej rozlohy.

Tvrd4 alebo obyc¢ajna (duro, flint) — podobné Pop
kukurici ale s viaéSou velkosfou zrna. Tato
kukurica sa pestuje najmd v  horskych
podmienkach a v oblastiach, kde je potrebna
odolnost k chladu. Dobre znasa zlé skladovacie
podmienky. Tvori asi 14% rozlohy.

Skrobnata (blando) — kukurica na muku. M4
mikké skrobové jadro a l'ahko sa melie. PouZiva sa

na pripravu tortil a podobne. Je to najbeZnejsia



kukurica pre priamu ludska spotrebu. Tvori asi
12% rozlohy.

Konsky zub (dentado) — jadro je tvorené maksim
Skrobovym endospermom ktory je ¢iastocne
zakryty trochu tvrdSou Supkou. Ta vSak nepokryva
celé jadro, to preto pri schnuti vytvori
charakteristickii  vydut. NajrozsSirenejsi  typ
kukurice, predstavuje zhruba 73 % svetovej
produkcie. Pouziva sa prevazne ako krmivo pre
dobytok a v priemysle na vyrobu skrobu, alkoholu,
oleja a podobne.

Cukrovd - endosperm sa sklada prevazne z
rozpustnych cukrov s malym podielom skrobu.
Predstavuje sice zanedbatelni c¢ast produkcie ¢o
sa tyka rozlohy, ale zato sa predava za velmi

vysokt cenu ako zelenina na vyspelych trhoch.




Kukurica je cudzopeliva rastlina. Pri ich tvorbe
$lachtitelia vyuZili rozne $lachtitel'ské metody. Pri
kukurici sa pestuji F1i hybridy pre vyuzitie
heter6zneho efektu, ktory dosahuje az o 25-30%
vys§iu drodu oproti najvykonnejsiemu
rodicovskému partnerovi. Je zname, Ze takto
ziskané hybridy sa vyznacuji vysSou urodou,
lepsou technologickou a nutricnou kvalitou. V
semenarskych podnikoch sa pestuja
medziodrodové, medziliniové a odrodoliniové
hybridy. Vychodiskovy material kukurice siatej
tvoria vSetky jej druhy a poddruhy, krajové
odrody, slachtené odrody, populécie, hybridy linie
a mutanty (Boha¢, 1990).

Kukurica sa stala i modelovou plodinou pre
heterozné slachtenie. Hlavnti geneticki bazu
kukurice tvoria komponenty, linie najviac
pestovanych hybridov v sticasnej praxi, napriek to-
mu, Ze je ovela Sir§i sortiment kmenov a linii,
ktoré st k dispozicii..

Vyslachtené genetické materidly by mali byt
udrziavané, ale sicasne musia podliehat dalsiemu
vyvoju. Kombinaénym slachtenim je mozné v
jednotlivych genotypoch koncentrovanie
komplexnych uz existujtcich vlastnosti a sticasne

zavedenie novych znakov, ktoré st k dispozicii.



Lepsie hybridy je mozné vyslachtit vylepSovanim
linii. K tomu je potrebné poznanie dostupnych
genetickych rezerv.

Pri tvorbe genetického materiadlu kukurice siatej
moZe byt efekt Slachtenia vyrazny pri zachovani
genetickej Cistoty a pozitivhym, cielenym riedenim
sa moze zlepSovat aj kombina¢ni schopnost.
Geneticka variabilita slachtitel'skych programov v
znatnej miere zavisi od moznosti a kreativity
Slachtitelov minulosti, sti¢asnosti a budiicnosti.
Usporiadanie Slachtitel'skych materidlov podla
pribuznosti a vykazovanie rozdielov medzi nimi
predstavuje doélezitt tlohu pri slachteni kukurice
a podmiernuje efektivnost slachtitel'ského procesu.
Uspech $lachtenia je podmieneny zachovanim a
obohatenim genetickej variability.

Cielom price bolo urcit geneticki podobnost
medzi liniami a vybrat linie pre heterézne
Slachtenie kukurice. Zasobné bielkoviny zrna
kukurice moézu slazit ako genetické bielkovinové
markery pre identifikiciu genotypov aj pre
stanovenie ich homogenity, kedze st geneticky
determinované urcitymi lokusmi a s polymorfné.
V rastlinnom organizme sa bielkoviny vyskytujt v
kazdej bunke a st zastiipené molekulami roznej

velkosti, vlastnosti a funkcie. Bielkoviny v bunke
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plnia funkciu $trukturdlnu a regula¢nt. Rastlina
obsahuje desiatky tisicok roznych typov molekal
bielkovin. Tento bielkovinovy polymorfizmus je
pouzitelnym pre najroznejSie tUcely, je tiez
vhodnym prostriedkom pre stanovenie identity

individua a jeho odlisenie od ostatnych.
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2. Material a metody
Hodnotenie avypocet genetickej podobnosti
celkovo 109 linii kukurice siatej (Zea Mays L.)
ktoré boli vytvorené na S$lachtitel'skej stanici
Zelseed s.r.o Horna Poton.
Pomocou polyakrylamidovej gélovej elektroforézy
v pritomnosti  dodecylsulfatu  sodného (SDS-
PAGE) avkyslom prostredi (A-PAGE) boli
hodnotené pritomné zeinové fragmenty. Deliacim
systémom bola diskontinualna SDS-PAGE podla
ISTA (Wrigley, 1992) a A-PAGE (Draper, 1987). .
V proteinovych  profiloch sme  hodnotili
polymorfné reprodukovatelné markery ako
pritomné (1) alebo nepritomné (0). Ziskané tudaje
sme pouzili na vypocet Jaccardovho koeficientu
genetickej podobnosti pre vSetky parové
kombinacie. Takto ziskand matricu genetickej
podobnosti  sme pouzili na  konstrukciu
dendrogramu.
Vysledny  dendrogram  sme  konS$truovali
hierarchickou Kklastrovou analyzou metodou
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
arithmetic Averages) pouzitim modulu SPSS

Professional Statistics v. 8.0.1..
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2.1 Extrakcia zasobnych semennych bielkovin
1. Zasobné semenné bielkoviny sme izolovali z
endospermu celych, suchych, zrelych zfn, alebo
len =z Ccasti endospermu bez embrya.
Homogenizaciu zfn sme robili mechanicky,
rozmliazdenim. Pre analyzy elektroforetickych
profilov zasobnych semennjch bielkovin kukurice
sme pouzili frakcie glutelinového typu (bielkoviny
rozpustné v slabych kyselinich alebo zasadach) a

frakcie zeinov rostpustnych v alkohole.

2.1.1.1 Extrakcia zeinov pre SDS-PAGE
Extrakciu gluteninov sme robili podl'a standardnej
metddy ISTA (Wrigley, 1992).
Zlozenie zasobného roztoku pre extrakciu zeinov
glutelinového typu :

e 12,5 ml 1mol.I Tris-HCI, pH 6,8

e 20 ml glycerolu

e 24,1ml destilovanej vody

e 4gSDS

e 20 mg Pyronin Y
Pred extrakciou bol pripraveny vzdy -Cerstvy
extrakény roztok zo zasobného roztoku zmiesanim
zasobného extrakéného roztoku, 2-

merkaptoetanolu a destilovanej vody v pomere
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17:3:40. Na 1 mg rozdrveného zrna sme pridali 8
ul takto pripraveného extrakéného roztoku.
Bielkoviny sme extrahovali thodinu pri 25°C,
vzorky sme obcas premiesali vortexom. Pred
nanesenim do gélu boli vzorky denaturovné

zohriatim na 96° C pocas 5 mintt.

2.1.1.2 Elektroforetické separacie bielkovin v SDS-
PAGE
Deliacim systémom bola diskontinudlna SDS-PAGE podla
ISTA (Wrigley, 1992). Koncentracia polyakrylamidu
v deliacom géli bola 12,7%, v Startovacom géli 6%.
ZlozZenie deliaceho gélu :
* 0,381 mol.I* Tris-HCI, pH 8,8
* 12,7% akrylamid
*  0,168% N,N‘- metylénbisakrylamid
*0,1% SDS
*  0,0253% persiran amonny
* 0,06% TEMED
ZloZenie Startovacieho gélu (dlhy 1 — 2 cm) :
*  0,1235 mol.l'* Tris-HCI, pH 6,8
* 6% akrylamid
*  0,1% N,N‘- metylénbisakrylamid
*0,1% SDS
*  3,7% persiran amonny

* 0,1% TEMED

-14 -



ZlozZenie elektrodového roztoku :
* 1,41% glycin
*  0,3% TRIS-HCl
*0,1% SDS

Pre lepSie rozliSovanie vysokomolekulovych
podjednotiek v SDS-PAGE sme pouzili rovnaka
metodiku, koncentracia polyakrylamidu vsak bola
znizend vseparatnom géli na 10%, resp. 7%
a v Startovacom géli na 3%.

Pred nanesenim do gélu sme vzorky
denaturovali poc¢as 10 minuat pri 1000C. Po ich
ochladeni a centrifugovani pri 12 000 ot./min.
sme ich naniesli do gélu v mnozZstve 5 — 15 ul,
v zavislosti od hrabky pouZzitého gélu (od 0,75 do
1,5 cm). Pre elektroforetické separacie bielkovin
v SDS-PAGE sme pouzili elektroforeticki jednotku
Protean II (Bio-Rad). Elektroforetické delenie
prebiehalo pri 30 mA, 8 — 10 hodin, pri
kons$tantnej teplote 15°C, aZ pokial marker

doputoval ku spodnému okraju gélu.

2.1.1.1 Extrakcia zeinov pre A-PAGE
Pre extrakciu v alkohole rozpustnych bielkovin
- prolaminov, sme pouzili §tandardnd referencéni
meté6du ISTA v kyslom prostredi (A-PAGE)

(Draper, 1987). Zlozenie extrakéného roztoku :
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® 30 % 2-chloretanolu
* 0,05% Pyronin G alebo Methyl Green
Jednotlivé zrna sme mechanicky
homogenizovali a hruby homogenat sme preniesli
do 1,5 - 2 ml Eppendorf tib. K jednému
rozdrvenému zrnu kukurice (hmotnost 50-100
mg) sme pridali 0,2 ml extrakéného roztoku.
Obsah tuby sme dokladne premiesali a nechali
extrahovat cez noc pri laboratérnej teplote. Pred
nanesenim 10 - 20 pl extraktu do gélu sme obsah
tab centrifugovali 10 mintt pri 12 000 ot./min.

(Sigma B. Braun 3K-10)

2.1.1.2 Elektroforetické separacie bielkovin v A- PAGE
Standardna referen¢na metoda, ktort schvalila
organizicia International Seed Testing Association
(ISTA, Draper 1987) pouziva ako elektrolyt zmes
glycinu a kyseliny octovej, s hodnotou pH 3,1. My
sme separaciu prolaminov robili v kontinualnych
polyakrylamidovych géloch v kyslom prostredi pri
pH 3,1 podla Drapera (1987).
Zlozenie gélového tlmivého roztoku :
* 2% ladova kyselina octova
0,1% glycin
* pH 3,2

Priprava 100 ml separaé¢ného gélu :

-16 -



* 60 ml gélového tlmivého roztoku

* 10 g akrylamidu

* 0,4 g N,N'- metylénbisakrylamidu
* 0,1 g kyseliny askorbovej

® 0,005 g siranu Zeleznatého

6 g mocoviny

* doplnit gélovym timivym roztokom do 100 ml
® pridat 0,2-0,3 ml 10% roztoku persiranu aménneho
® 0,3 ml TEMED
Zlozenie elektrédového tlmivého roztoku :
* 0,4% l'adova kyselina octova
* 0,04% glycin
¥ pH 3,1

Elektroforéza prebiehala pri konstantnom
napati 200 V pocas 30 mintt, 600 V pocas 3 hodin
pri teplote 4°C v elektroforetickej jednotke SE660

(Hoefer Pharmacia Biotech).

2.2 Farbenie bielkovin
Vsetky frakcie zdsobnych bielkovin separovanych
v A-PAGE a SDS-PAGE sme farbili v roztoku
pripravenom zmieSanim 95 ml 10% kyseliny
trichloroctovej a 5 ml 0,5% roztoku Coomassie
Brilliant Blue R250 v etanole. Farbili sme 10-15
minut. Prebyto¢né farbivo z gélu sme odstranovali

premyvanim gélov vo vode.
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3.Vyhodnotenie polymorfnych bielkovinovych

fragmentov
Pomocou bielkovinovych markerov —zeinov sme
hodnotili  pritomnost alebo  nepritomnost
fragmentov a na zaklade bielkovinovych markerov
sme zostrojili dendrogram, ktory vyjadruje
vzajomné  genetické  vztahy  (vzdialenost
pribuznosti) medzi  sledovanymi  liniami.
Zhlukovou analyzou UPGMA boli geneticky
rozdielne linie rozdelené do hierarchickych
klastrov a bola vypocéitana genetickd pribuznost

resp. rozdielnost jednotlivych hybridnych linii

kukurice siatej a cukrove;j.
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3.1 Dendrogram zobrazujuci klastrovanie 40 linii
kukurice siatej na zdaklade ich genetickej vzdialenosti
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Na zdklade vyhodnotenia 22 polymorfnych znakov
elektroforetickej separacie zeinov bolo mozné vyuzitim
UPGMA algoritmu vytvorit' dendrogram, ktory naznacuje
genetické vztahy medzi hybridnych linii kukurice. 14
polymorfnych znakov sme ziskali s metodou SDS-PAGE
a 8 polymorfnych znakov s metodou A-PAGE. Zhlukovou
analyzou UPGMA boli geneticky rozdielne linie rozdelené
do dvoch hlavnych hierarchickych klastrov, pricom v
jednom klastri bolo zoskupenych 16 linii a v druhom 24
linii kukurici siatej. Miera ich genetickej vzdialenosti podl'a
Jaccarda sa pohybovala v rozmedzi 0,0 — 0,88.

Nedali sa rozlisit' linie ( napr. 799, 802, 772 a 792).
Rovnaky bielkovinovy profil niektorych linii (napr. 527,
546, 441, 503, a 520) spdsobeny pravdepodobne spoloénym
genetickym zakladom separovanych proteinov boli
dévodom preco sa v zostrojenom dendrograme nepodarilo
diferencovat’.

V dendrograme sa vyskytlo este sedem dvojic ( 43
a’77, 575 a749, 468 a 472, 459 a 669, 6 a 29, 140 a 165,
111 a 332, 179 a 203, 387 a421 ). Tieto linie kukurice
siatej sa nedali odlisit’ a vykazovali tie isté fragmenty, to
znamena, ze sa nedaju vyuzit' v ramci skupiny na krizenie
na heterozny efekt.

Spektrum glutelinov  obsahovalo  bielkoviny
s relativnou molekulovou hmotnostou od 97 kDa do 9 kDa
anajvicsia variabilita bola v proteinoch s molekulovou
hmotnostou 20 az 30 kDa a9 kDa. Vysoky stupen
polymorfizmu vtych oblastiach detekovali pomocou
bielkovinovych markerov vyskumnici Pastorello et al.
(2009).

Dokumentované klastrovanie analyzovanych hybridoch
by malo suvisiet s rozdielmi v znakoch kdédovanych
lokusmi, z ktorych analyzované bielkovinové fragmenty
pochadzaju.
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3.2: Dendrogram zobrazujuci klastrovanie 15 linii

kukurice siatej cukrovej na zdklade ich genetickej
vzdialenosti
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Na zadklade vyhodnotenia 13 polymorfnych znakov
elektroforetickej separacie zeinov bolo mozné vyuzitim
UPGMA algoritmu vytvorit' dendrogram, ktory naznacuje
genetické vztahy medzi hybridnych linii kukurice.
Bielkovinové markery sme ziskali s metdédou A-PAGE.

Miera ich genetickej vzdialenosti podla Jaccarda sa
pohybovala v rozmedzi 0,0 — 1.

Zhlukovou analyzou UPGMA boli geneticky rozdielne
linie rozdelené do dvoch hlavnych hierarchickych klastrov,
pricom v jednom klastri bolo zoskupenych 4 linii a v
druhom 11 linii.

Nedali sa rozlisit’ linie ( napr. Z1947, Z2023 a Z2324)
Rovnaky bielkovinovy profil niektorych linii bol spésobeny
pravdepodobne spolo¢nym genetickym zakladom.
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3.3 Dendrogram zobrazujuci klastrovanie 54 linii
kukurice siatej na zdaklade ich genetickej vzdialenosti

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Cluster C;
o s 10 15 20 25
1 N 1 1 1
z1i08 53—
z108 54—
z58 11—
z106 51—
z1o7 52—
z10a 49—
z105 50—
zas 40—
z103 48—
zoz 38—
zoa 39—
zao 34—
zaz 37—
z60 51—
zae 29—
zss
zso a—
z57 2—
z70 15—
z7 16—
zel &f—
zes 13—
zsa 14—
Z 66 11—
Z &7 12—
Zee
. Z8S 10—
ze2 7
z83 sf—
z10 46—
zi02 47—
z o8 41— —
zoo 44
z1o0 45—
zor 42—
zos 43—
z79 24—
zao 25—
z77 22
z78 23—
zss 33—
zao 35—
z72 17—
z8s 31—
zer 32—
z83 28—
zas 30—
z78 21
za2 27
zZ73 18—
Z7e 19—
z7s 20
za1 2
za
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Na zédklade vyhodnotenia 5 polymorfnych znakov
elektroforetickej separacie zeinov bolo mozné vyuzitim
UPGMA algoritmu vytvorit' dendrogram, ktory naznacuje
genetické vztahy medzi hybridnych linii kukurice siatej.
Zeinové fragmenty sme analyzovali s metodou SDS-PAGE.
Zhlukovou analyzou UPGMA boli geneticky rozdielne linie
rozdelené do dvoch hlavnych hierarchickych klastrov,
pricom v jednom klastri bolo 11 linii a v druhom 43 linii
kukurici siatej. V prvom Kklastri je samostatne odliSena
hybridna linia Z91 a druhy klaster bol rozdeleny do dvoch
skupin: 52 hybridnych linii a jedna samostatna linia Z81.
Miera ich genetickej vzdialenosti podla Jaccarda sa
pohybovala v rozmedzi 0,0 — 1.

Zhodné zeinové fragmenty mala 18 ¢lenna skupina (56,
57, 58, 59, 60, 84, 89, 92, 93, 94, 95, 103, 104, 105, 106,
107, 108 a 109) sposobené pravdepodobne spoloénym
genetickym zakladom. Druha skupina bola 11 ¢lenna (72,
73, 74,76, 82, 83, 85, 86, 87, 88 a 90).Tretia skupina bola 4
¢lenna (77, 78, 79, 80).

Spektrum glutelinov  obsahovalo  bielkoviny
s relativnou molekulovou hmotnostou od 97 kDa do 9 kDa
anajvicsia variabilita bola v proteinoch s molekulovou
hmotnost'ou 20 az 30 kDa a 9 kDa.
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