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IRAP MARKERY TRIM RETROTRANSPOZONU SLIVKY DOMACE)J
IRAP MARKERS OF PLUM TRIM RETROTRANSPOSON

Slavomira SENKOVA, Milan BEZO, Méaria LABAJOVA

Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre

The efficiency comparison of two IRAP markers of plum (Prunus domestica L.) genome was realized on nine plum genotypes. Primer
IRAP1 was derived from LTR’s (Long Terminal Repeat) 3’end of plum retrotransposon Cassandra and primer IRAP2 was designed based on
LTR’s 5’end of the same retrotransposon. Orientation and length of primers were designed as the same. PCR products were amplified in
optimized conditions. By the study of electrophoreograms it have been revealed that IRAP1 primer provided 4 polymorphic levels from 10
total levels and IRAP2 primer created 10 polymorphic levels from 18 total levels. In the case of IRAP2 primer there were registered unique
bands, too. Percentage content of polymorphic fragments constitutes 23% for IRAP1 and 41% for IRAP2 primer. Four plum genotypes
collected from Slovak locations of their natural occurrence (Pecovska N. Ves, Torysa, Podolinec and Lipany) were evaluated based on
genetic similarity Nei, Li coefficients as the most similar by both primers.
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Slivka doméca (P. domestica L.) je hexaploid (6n) so 48 chromo-
zémami, vznikla pravdepodobne autopolyploidiziciou slivky
Ceresnoplodej (P. cerasifera Ehrh.), ktord sa prirodzene vyskytuje
v diploidnom stave so 16 chromozdémami. Slivka ¢eresnoploda
(P. cerasifera Ehrh.) sa vyskytuje na Balkdne, Kaukaze a v juho-
zépadnej Azii vo viacerych formach diploidnej, tetraploidnej aj
hexaploidnej, pricom hexaploid slivky ceresrioplodej (P. cerasi-
fera Ehrh.) sa ndpadne podoba na slivku domdacu (P. domestica
L.) (Zohary, 1992; Pandey, 2008).

V databaze EURISCO, ktord zdruZuje 20 Statov sveta sa
nachddza 4995 zdznamov o genotypoch slivky domdcej
(P. domestica L.) (EURISCO, 2012). Orientéciu v Sirokej Skéle
genetickej diverzity druhu slivka domaca (P. domestica L.)
ulahc¢uju molekuldrne markéry. Pre identifikdciu genetickej
variability, podobnosti alebo nepodobnosti, pre urcenie dupli-
katov v kolekcidch genotypov su vyuzivané RAPD markéry, SSR
markéry, AFLP markéry (Hend, 2009; Ayanoglu, 2007; Mnejja,
2004).

Hend et al. (2009) hladali rozdiely medzi pévodnymi,
miestnymi genotypmi slivky domacej (P. domestica L.) a intro-
dukovanymi genotypmi v Tunise. RAPD markéry, morfologické
a pomologické markéry preukézali zna¢nu genetickd diverzitu
medzi genotypmi. Na 27 genotypoch aplikovali 143 RAPD
markérov, vdaka ktorym ziskali z celkového poctu pruzkov
97,28 % polymorfnych pruzkov. Na zéklade vysledkov gene-
tickej analyzy boli urcené duplikdty v kolekcii genetickych
zdrojov a odhalend biodiverzita bude pouzita pre zefektivnenie
slachtenia novych odréd.

Ayanoglu et al. (2007) pomocou AFLP markérov skumali
geneticku diverzitu pévodnych genotypov slivky ceresrioplo-
dej (Prunus cerasifera Ehrh.) volne rastucich v Turecku, v oblasti
Antalya. Druh slivka ¢eresnoploda (P. cerasifera Ehrh.) ma hlavny
hospodarsky vyznam v tvorbe podpnikov pre slivku domécu
(P. domestica L.). Doteraz nezmapované populacie volne ras-
tucich genotypov slivky ceresnoplodej (P. cerasifera Ehrh.) boli
pomocou AFLP markérov definované a porovnané s komercne
pouzivanymi genotypmi slivky ceresrioplodej (P. cerasifera
Ehrh.) vTurecku. Vdaka AFLP ziskali 580 jednoznacnych prazkov.
Pouzili Sest vybranych prajmerovych kombinécii na dvadsiatich
genotypoch. Vietky genotypy bolo mozné jasne odlisit pomo-

cou S$pecifickych profilov. Hodnoty genetickej podobnosti
vypocitané pomocou Jaccardovho koeficientu podobnosti boli
pomerne nizke od 0,829 do 0,985.

Molekulové markéry odvodené od retrotranspozénov sa
dostavaju do popredia vdaka svojim vlastnostiam. Retrotrans-
pozény su zastupené vo velkom pocte kopii, lokalizované
na roznych miestach chromozému, s moznostou sledovania
polymorfizmu v ramci druhu aj medzi druhmi, ¢o ich predur-
Cuje ako vhodny néstroj pre analyzu fylogenetickych vztahov,
genetickej rozmanitosti, vazby génov, mapovania a analyzy
génov (Kalendar et al. 1999, 2006, Hrubikova et al. 2006a,
2006b, Zein et al., 2010, Ziarovska et al. 2012). Podla 3tatistiky
vyhladavania v databaze Web of Science najcastejsie vyuzivané
metddy odvodené od retrotranspozénov su metody IRAP
a REMAP. Metéda IRAP zodpovedé dizkovému DNA polymor-
fizmu medzi retrotranspozénmi a metéda REMAP zodpovedd
dizkovému DNA polymorfizmu medzi retrotranspozénom
a mikrosatelitom.

Ziarovska et al. (2009) pouzil pre zhodnotenie 36 genoty-
povej kolekcie fanu siateho (Linum usitatissimum L.) dva IRAP
molekulové markéry a jeden REMAP molekulovy markér. IRAP
prajmery boli odvodené od sekvencii na 2 rozli¢nych retrotro-
transpozénoch, Tst1 a Cassandra. Tst1 (5060 bp) je autonémny
copia-like element, ktory bol povodne definovany na [ulku
zemiakovom a Cassandra (615 bp) je neautondmny TRIM ele-
ment, definovany povodne na slivke domacej. REMAP prajmery
boli navrhnuté kombinaciou IRAP prajmera odvodeného od
sekvencie na retrotranspozéne Cassandra a ISSR prajmera.
Ukazovatel ,Percentudlny podiel polymorfnych fragmentov”
(PPPF) bol najvyssi pri REMAP markéri (86,4 %), zatial co PPPF
IRAP markéra odvodeného od sekvencie Tst1 retrotranspozénu
dosiahol hodnotu 76,9 % a PPPF IRAP markéra odvodeného
od sekvencie Cassandra retrotranspozénu dosiahol hodnotu
68,7 %. Vyhodnotenim IRAP a REMAP markérov pomocou vet-
vovych ¢leneni ziskanych metédou EDAC (Euclidian Distance
Averages of Clusters) sa zistilo, ze IRAP markéry poukazuju na
sirSie genetické pozadie a vztah krajovych odrod s vyslach-
tenymi liniami a REMAP markér v rdmci vetvového ¢lenenia
vytvoril zhluk, v ktorom sa odrdzaju rodokmeriové informécie
hodnotenych genotypov lanu.
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Vyuzitie IRAP a REMAP markérov pre hodnotenie gene-
tickych vztahov medzi 12 odrodami jablone domacej (Malus
domestica Borkh.) a ich siedmimi klonmi skimal kolektiv
Antonius-Klemola et al. (2006). Sihrnnou analyzou 9 IRAP mar-
kérov a sihrnnou analyzou 3 REMAP markérov ziskali dvandst
unikatnych, reprodukovatelnych profilov pre vietky skimané
odrody. Napriek predpokladanému vysokému poctu kopii
TRIM elementov v genéme jablone domécej, sledované IRAP
a REMAP markéry neposkytli polymorfné profily pre sedem
mutacne odvodenych klonov od danych odréd, ale vyhodnotili
ich ako identické s ich povodnymi odrodami.V analyzach ziskali
celkovy pocet jasne detekovatelnych pruzkov na jeden IRAP
prajmer od 6 do 15 pruzkov a z hodnotenia REMAP vyplyva cel-
kovy pocet jasne detekovatelnych prizkov na jeden prajmerovy
par v rozmedzi od 7 do 25 pruzkov. Pocet polymorfnych pruz-
kov ziskanych IRAP prajmermi v rozmedzi od 2 do 10 pruzkov
a pocet polymorfnych pruazkov ziskanych REMAP prajmerovymi
parmi v rozmedzi od 8 do 15 pruzkov.

Cielom tejto Studie bolo porovnat rozliSovaciu schopnost
dvoch IRAP markérov odvodenych od tohoistého TRIM elementu.

Material a metody

Biologicky material
V analyzach bolo pouzitych 9 genotypov slivky domacej (Pru-
nus domestica L.). Genotypy je mozné v rdmci charakteristiky
rozdelit do dvoch skupin. Prva skupinu tvori pat komeréne
vyuzivanych eurépskych odrod pévodom z Ceskej republiky,
Bulharska, Madarska a byvalej Juhoslavie. Vzorky, pre izoldciu
DNA, boli ziskané vo forme zelenych listov z technického
izolatu pracoviska: Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnéisky
Holovousy s.r.o., Ceské republika. Styri genotypy patriace do
druhej skupiny patria k botanickému druhu slivka doméca (Pru-
nus domestica L.), ale blizsie Specifikované neboli. Tieto vzorky
boli odobrané na styroch lokalitach ich prirodzeného vyskytu,
Pecovska N. Ves (345 m n. m), Lipany (390 m n. m), Torysa (425
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m n. m), Podolinec (572 m n. m). Charakteristika pouzitych
genotypov je uvedena v tabulke 1.

DNA bola izolovana zo zelenych pletiv listov, pomocou izo-
la¢nej stpravy Invisorb Spin Plant Mini Kit od vyrobcu INVITEK
podla manuélu vyrobcu.

Navrh prajmerov IRAP

IRAP1 prajmer bol odvodeny od 3’konca dlhého koncového
opakovania (LTR - long terminal repeat) retrotranspozénu
Cassandra slivky domécej (Prunus domestica L.) s pristupovym
¢islom v NCBI databéze: AY860314. Markér odvodeny rovnakym
algoritmom bol pouzity pre hodnotenie DNA polymorfizmu
lanu siateho v préci Ziarovska et al. (2009). Orientécia tohto
28 nukleotidového prajmera je totozna so sekvenciou 5" - 3’
retrotranspozénu. IRAP2 prajmer je odvodeny od 5’konca LTR
retrotranspozénu Cassandra slivky domacej. IRAP2 obsahuje
tiez 28 nukleotidov a je identicky so sekvenciou 5 - 3" retro-
transpozénu. Z vlastnosti retrotranspozénov vyplyva, ze aj TRIM
element Cassandra obsahuje 5" aj 3° LTR, preto v PCR kazdy
z prajmerov prifne 2x na templat DNA. Grafické zobrazenie
miest prilnutia IRAP prajmerov je znazornené na obrazku 1.
Charakteristika prajmerov je uvedend v tabulke 2.

IRAP2
Retrotranspozon__' - —
Cassandra 1 1

IRAP1

Obrazok 1 Grafické zobrazenie miest prilnutia IRAP prajmerov
Figure 1 Graphical view of IRAP primer’s annealing sites

Podmienky PCR

PCR produkty boli amplifikované v podmienkach, ktoré boli
osobitne optimalizované pre kazdy prajmer. Reakcie prebehli

Tabulka 1 Charakteristika pouzitych genotypov slivky domacej (Prunus domestica L.)
Genotyp (1) Typ (2) Pévod (3) Rodokmen (4)
Gabrovska odroda (5) Bulharsko (11) Kjustendilska x Montfortska
Chrudimska odroda (5) Ceska republika (12) nahodny semenac (19)
Svestka domaci odroda (5) Ceska republika (12) nahodny semenac (19)
Cacanska lepotice odroda (5) Byvala juhoslavia (13) Wahgheimova x Pozegaca
Anna spatch odroda (5) Madarsko (14) nahodny semenac (19)
Slivka domaca PNV (7) nezname (6) Slovenska republika — Pecovska N. Ves (15) neznamy (6)
Slivka domaca T (8) nezname (6) Slovenska republika — Torysa (16) neznamy (6)
Slivka domaca P (9) nezname (6) Slovenska republika — Podolinec (17) neznamy (6)
Slivka domaca L (10) nezname (6) Slovenska republika - Lipany (18) neznamy (6)

Table 1 The characteristics of tested plum (Prunus domestica L.) genotypes
(1) genotype, (2) type, (3) geographical origin, (4) pedigree, (5) cultivar, (6) unknown, (7) plum PNV, (8) plumT, (9) plum P, (10) plum L, (11) Bulgaria,
(12) the Czech Republic, (13) Former Yugoslavia, (14) Hungary, (15) Slovakia — Pecovska N. Ves, (16) Slovakia - Torysa, (17) Slovakia - Podolinec,

(18) Slovakia - Lipany

Tabulka 2 Charakteristika pouzitych IRAP prajmerov

Nazov prajmera (1) Sekvencia prajmera (2) Teplota topenia (3) Teplota prilhutia (4) Dizka prajmera (5)

IRAP1 ACGGCGGAGCCGATCCCGGGATGTGACA 68,7 °C 54°C 28 nt
IRAP2 tctccgttggtcgatgtgggatgttaca 61,4°C 61°C 28 nt
Table 2 Used IRAP primers characteristics

(1) primer name, (2) primer sequence, (3) melting temperature, (4) annealing temperature, (5) primer length
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v roztokoch BIOTAQ™ PCR Kit od vyrobcu BIOLINE. Reak¢ny
buffer 10x NH, je charakterizovany ako 160 mM (NH,).SO,,
670 mM Tris-HCI (pH 8,8 pri 25 °C), 0,1% stabilizétor. 10mM dNTP
pozostavala z 2,5 mM kazdého zo Styroch dNTP vo forme soli
litia (pH 7,5). Zasobny roztok MgCl, je k dispozicii v koncentracii
50 mM. BIOTAQ polymeraza je vysoko precistend termostabilnd
polymerédza s 5 - 3" exonukledzovou aktivitou, ktord je vhodna
pre Siroké spektrum PCR.

Celkovy objem reakcie pre prajmer IRAP1 aj IRAP2 bol 15 pl,
koncentracie jednotlivych sucasti PCR su uvedené v tabulke 3.

Tabulka 3 Koncentracie jednotlivych sucasti PCR

IRAP prajmer (1) IRAP1 IRAP2

Zlozky PCR (2)

dNTP v mM 0,3 0,3
MgCl2 v mM 3 3,3
Prajmer v mM (3) 0,75 04
DNA templat v ng/reakcia (4) 20 20
Buffer 10x 10x
BIOTAQ polymeraza v U (5) 1 1

Table 3 PCR reagents concentration

(1) IRAP primer, (2) PCR reagents, (3) primer in mM, (4) DNA
template in ng per reaction, (5) BIOTAQ polymerase in U

Podmienky nastavenia termocykléra
pri PCR reakciach

Casovo-teplotny rezim nastavenia termocykléra pre amplifika-
ciu PCR produktu pomocou prajmera IRAP1 bol nasledovny:
uvodnad denaturdcia trvala 1T minutu pri 95 °C, 32x sa cyklicky
opakovali kroky: denaturacia 1 minutu pri 95 °C, nasadnutie
prajmera 1 minutu pri 54 °C a syntéza DNA 3 minuty pri 72 °C.
Findlna syntéza DNA zabezpecujica dokoncenie syntézy DNA
fragmentov a trvala 10 minut pri 72 °C. Po ukonceni PCR boli
vzorky schladené na 4 °C.

Podmienky amplifikdcie PCR produktu prajmerom IRAP2
boli zabezpecené nasledovne: Uvodna denaturacia trvala
3 minuty pri 95 °C. Cyklus denaturacie, prilnutia prajmera a syn-

M 1 20 A5 (S (o) (=4 8 O i
3500bp W
2000k ey
1000 bp —— ¥
750 by — n ”
500 bp : e = ol B
&2 . s BN B

250 bp
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tézy DNA sa opakoval 32 x v krokoch: 40 sekind denaturdcia
pri 95 °C, 40 sekund prilnutie prajmera pri 61 °C a syntéza DNA
trvala 2 minuty pri 72 °C. Findlna syntéza DNA 5 minut pri 72 °C.
Po ukoncéeni PCR boli vzorky schladené na 4 °C.

Elektroforeticka separacia PCR produktu
a analyza dat

Separacia PCR produktov bola realizovana elektroforeticky
v 1,7% agarézovom géle (Applichem) a v 1x TBE roztoku.
Vzorky boli farbené interkala¢nou farbickou Gel Red 10 000x
(Biotium). Elektroforéza trvala 4 hodiny pri variabilnom pride
a konstantnom napati 60V. Elektroforeogramy boli ziskané
pomocou fotodokumenta¢ného systému KODAK EDAS 290.
Velkost jednotlivych fragmentov bola hodnotena oproti mole-
kuldrnemu markéru 250 bp DNA Ladder (Invitrogen). Hodno-
tenie elektroforeogramov bolo realizované vizualne v prostredi
MS Excel. Fragmenty DNA sme stanovili ako pritomné (1) alebo
nepritomné (0) a vysledky sme previedli do binarnej matice.
Indexy podobnosti boli vypracované podla metodiky Nei a Li
(1979) ako Sl = 2x pocet spolo¢nych prizkov vdrahach AaB/

(pocet pruzkov v drahe A + pocet pruzkov v drahe B).

Vysledky a diskusia

Oba testované IRAP markéry boli odvodené z toho istého
TRIM elementu Cassandra, ktorého sekvencia sa poklada za
charakteristicki pre druh slivka doméca (Prunus domestica
L). Uz v rdmci porovndvanej kolekcie deviatich genotypov
slivky domacej sme zaznamenali vyrazny rozdiel v efektivite
a vyuzitelnosti tychto markérov, aj napriek tomu, ze prajmery
IRAP1 a IRAP2 (elektroforeogram uvedeny na obrazku 2) boli
navrhnuté na zaklade toho istého LTR Useku a mali rovnaku
orientéciu, aj dizku. K rovnakému zisteniu dospeli aj pracovnici
kolektivu Antonius-Klemola et al. (2006), kedy porovnavali
4 IRAP markéry odvodené od toho istého LTR useku TRIM
elementu Cassandra. Svoje porovndavania vypracovali na druhu
jablon domaca (Malus domestica L.) a pre navrh prajmera im
sluzila sekvencia retrotranspozénu Cassandra typicka pre druh

NC

3500 bp

1000 bp

750 bp -

500 bp

2601 bp

Obrazok 2A a2B Elektroforeogram PCR produktov ziskanych amplifikdciou pomocou prajmera IRAP1 (2A) a IRAP2 (2B)
Popis elektroforeogramu: M... molekulovy markér (250 bp DNA Ladder, Invitrogen), 1 ... slivka domaca PNV (lokalikta odberu vzorky: Pec¢ovska
Nova Ves), 2... slivka domaca T (lokalita odberu vzorky: Torysa), 3... slivka doméca P (lokalikta odberu vzorky: Podolinec), 4... slivka doméca L
(lokalikta odberu vzorky: Lipany), 5... odroda Gabrovsk3, 6... odroda Chrudimsk3, 7... odroda Svestka domaci, 8... odroda Cacanska lepotice, 9...

odroda Anna spatch.

Figure 2A and 2B Electrophoreogram of PCR products gained by IRAP1 (2A) and IRAP2 (2B) primers amplification
Electrophoreogram description: M... molecular marker (250 bp DNA Ladder, Invitrogen), 1 ... plum PNV (location of sample collection: Pe¢ovska Nova
Ves), 2... plum T (location of sample collection: Torysa), 3... plum P (location of sample collection: Podolinec), 4... plum L (location of sample
collection: Lipany), 5... cultivar Gabrovskg, 6... cultivar Chrudimska, 7... cultivar Svestka domdci, 8... cultivar Ca¢anska lepotice, 9... cultivar Anna spatch
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Tabulka4 Hodnotenie elektroforeogramov ziskanych separaciou PCR produktov IRAP1 a IRAP2 prajmerov, z hladiska vytvorenych trovni

Prajmer (1) Celkovy pocet Pocet polymorfnych Pocet Grovni s unikatnym | Pocet urovni s unikatnym absentujicim
arovni (2) arovni (3) fragmentom (4) fragmentom (5)
IRAP1 10 4 0 0
IRAP2 18 10 2 2
Table 4 Evaluation of electrophoreograms gained by IRAP1 and IRAP2 PCR products separation by created levels

(1) primer, (2) total number of levels, (3) number of polymorphic levels, (4) number of levels with unique present band, (5) number of levels

with unique absent band

Tabulka5 Hodnotenie elektroforeogramov ziskanych prajmermi IRAP1 a IRAP2, z hladiska struktury vytvorenych fragmentov

Celkovy pocet
fragmentov (2)

Celkovy pocet polymorfnych

Prajmer (1) fragmentov (3)

Celkovy pocet monomorfnych
fragmentov (4)

Percentualny podiel polymorfnych
fragmentov (5)

IRAP1 70 16

54 23%

IRAP2 122 50

72 41%

Tabulka 5 Evaluation of electrophoreograms gained by IRAP1 and IRAP2 PCR products separation by created fragments
(1) primer, (2) total number of bands, (3) number of polymorphic bands, (4) number of monomorphic bands, (5) percentage of polymorphic bands

jablor domaca. Prajmery K004, KOO5, KOO8 a KOO9 mali rovnaku
orientaciu a pochadzali z toho istého LTR uUseku, lisili sa len
v dizke prajmera, od 21 do 26 nukleotidov. Porovnanim elektro-
foreogramov autori zistili, ze prajmer K004 dal vzniknut celkovo
Siestim Urovniam, K005 &smim udrovniam, K008 trindstim
a K009 patnastim Urovniam. Taktiez boli rozdiely aj pri pocte
zaznamenanych polymorfnych drovni, kde K004 dalo vznik
len dvom polymorfnym drovniam, KOO5 piatim, KOO8 &smim
a K009 desiatim polymorfnym drovniam. IRAP1 a IRAP2 dali
vznik celkovo desiatim (IRAP1) a osemndstim urovniam (IRAP2).
Pri pocte polymorfnych trovni dosiahol prajmer IRAP2 hod-
notu totoznu s prajmerom K009, ¢ize 10 polymorfnych Grovni
a prajmer IRAP1 dal vznik $tyrom polymorfnym urovniam, ako
to vyplyva aj z tabulky 4. Prajmer IRAP2 je tieZ zaujimavy kvoli
tvorbe dvoch Uplne jedinec¢nych fragmentov. Tento jav sa pri
prajmeri IRAP1 nevyskytol.

Prajmer IRAP1, bol pod ndzvom P-Frodo2-02, pouzity aj pri
hodnoteni kolekcie lanu siateho (Linum usitatissimum L.) v Studii
o vyuzitelnosti, resp. moznostiach prenosu retrotranspozéno-
vych prajmerov medzi druhmi (Ziarovska et al., 2009).V pripade
hodnotenia 36 genotypov lanu siateho prajmer P-Frodo2-02
(IRAP1) umoznil vznik celkovo 3estnastich Urovni a jedenast
polymorfnych Urovni. Percento polymorfnych fragmentov bolo
v tejto praci vyhodnotené 68,7 %, ¢o bolo tiez vyssie ako pri
9 genotypoch slivky domacej (23 %) (tabulka 5). Tak vyrazny
rozdiel v hodnoteni toho istého prajmera bol spésobeny aj
velkostou kolekcie, ktora nie je zrovnatelna. Autori porovnali aj
efektivitu IRAP prajmera P-Frodo2-02 s IRAP prajmerom P-Tst1-
01, ktory bol navrhnuty na zaklade sekvencie autonémneho
retrotranspozénu Tst1. Prajmer P-Tst1-01 dal vznik 76,9 %
polymorfnych fragmentov.

Dalsie hodnotenie prajmerov bolo realizované na zéklade
hodnotenia vlastnej genetickej pribuznosti jednotlivych geno-
typov slivky doméacej, pomocou Nei a Li koeficientov genetickej
podobnosti. Ako vyplyva z tabuliek 6 a 7 geneticka podobnost
medzi skimanymi genotypmi nadobtdala rozdielne hodnoty;
pre prajmer IRAP1 0,75 az 1,00 a 0,32 az 0,643 pre prajmer
IRAP2. Z ¢oho vyplyva, Ze prajmer IRAP1 cely subor genotypov
vyhodnotil ako vzdjomne geneticky podobnejsi v porovnani
s prajmerom IRAP2.

Vzorky druhého stboru sledovanych genotypov slivky
domdcej boli sice odobrané v geograficky rozdielnych lokali-
tach, ale aj napriek tomu Nei a Li koeficienty pri oboch prajme-
roch potvrdili najvyssiu genetickl pribuznost v rdmci tejto
skupiny genotypov. Genotypy G1-G4 (vzorky slivky domacej
z rozli¢nych lokalit, porovnaj s tabulkou 6) dosahovali koefici-
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enty 0,941 az 1,00 pre hodnotenie s prajmerom IRAP1, ¢ize ako
uplne identické boli oznacené genotypy G1 - G4 a G2 - G3,
velmi maly rozdiel bol zaznamenany medzi genotypmi slivky
broskynovej G1 - G2, G3 a G4 - G2, G3. V rdmci hodnotenia
Nei, Li koeficientov pre prajmer IRAP1 je mozné ako dva uplne
identické genotypy tiez oznacit odrody ¢acanska lepotica (G8)
a Anna spatch (G9). Najvyssie hodnoty Nei, Li koeficientov pri
analyze prajmera IRAP2 tiez dosahovali vzorky slivky domacej
z réznych geografickych Gzemi, ale na rozdiel od Nei, Li koefi-
cientov prajmera IRAP1 nebol v ramci skupiny G1 — G4 zazna-
menany ziadny rozdiel (tabulka 7). Ako najmenej geneticky
podobné genotypy v ramci hodnotenia prajmera IRAP1 boli
oznacené genotypy G5 (odroda Gabrovskd) - G2, G3 (slivka
domdca) a G6 (odroda Chrudimskd) - G2, G3 (slivka domdca).
Analyza genetickej podobnosti prajmera IRAP2 oznacila ako
geneticky najmenej podobné genotypy G7 (Svestka domdci) -
G5 (Gabrovska) a G9 (Anna spatch) — G7 (Svestka domdci).

Tabulka 6 Nei a Li koeficienty genetickej pribuznosti ziskané na
zaklade hodnotenia IRAP1 markéra

G1 G2 ([ G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | G9
G1 1,000 | 0,941 | 0,941 1,000 0,800 0,800 0,857 |0,875|0,875
G2 1,000 | 1,000 | 0,941 {0,750 | 0,750 | 0,800 | 0,824 | 0,824
G3 1,000 | 0,941 (0,750 | 0,750 | 0,800 | 0,824 | 0,824
G4 1,000 | 0,800 | 0,800 | 0,857 | 0,875 0,875
G5 1,000 | 1,000 | 0,923 |0,933| 0,933
G6 1,000 0,923 0,933 | 0,933
G7 1,000 0,857 0,857
G8 1,000 | 1,000
G9 1,000
G1 ... slivka domaca (lokalita odberu vzorky: Pec¢ovska Nova
Ves), G2... slivka doméca (lokalita odberu vzorky: Torysa), G3...
slivka domaca (lokalita odberu vzorky: Podolinec), G4... slivka
domaca (lokalita odberu vzorky: Lipany), G5... odroda Gabrov-
ska, G6... odroda Chrudimska, G7... odroda Svestka domaci,
G8... odroda Ca¢anska lepotice, G9... odroda Anna spétch
Table 6 Nei and Li coefficients of genetic similarity obtained

based on IRAP1 marker evaluation

G1 ... plum PNV (location of sample collection: Pecovska Nova
Ves), G2... plum T (location of sample collection: Torysa), G3...
plum P (location of sample collection: Podolinec), G4... plum
L (location of sample collection: Lipany), G5... cultivar Gabrov-
ska, G6... cultivar Chrudimska, G7... cultivar Svestka doméci,
G8... cultivar Ca¢anska lepotice, GO... cultivar Anna spétch
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Tabulka 7 Nei a Li koeficienty genetickej pribuznosti ziskané na
zaklade hodnotenia IRAP2 prajmera

G1 G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | G9
G1 1,000 0,643 |0,643|0,643|0,480|0,600| 0,429 0,571 | 0,560
G2 1,000 | 0,643 | 0,643 | 0,480 | 0,600 | 0,429 |0,571 | 0,560
G3 1,000 0,643 |0,480|0,600|0,429|0,571| 0,560
G4 1,000 | 0,480 | 0,600 | 0,429 | 0,571 | 0,560
G5 1,000 0,444 0,320 | 0,480 | 0,545
G6 1,000 | 0,467 | 0,600 | 0,519
G7 1,000 0,429 0,320
G8 1,000 | 0,560
G9 1,000

G1 ... slivka domaca (lokalikta odberu vzorky: Pecovskd Nova
Ves), G2... slivka domdca (lokalita odberu vzorky: Torysa), G3...
slivka domaca (lokalikta odberu vzorky: Podolinec), G4... slivka
doméca (lokalikta odberu vzorky: Lipany), G5... odroda Gabrov-
skd, G6... odroda Chrudimska, G7... odroda Svestka domaci,
G8... odroda Ca¢anska lepotice, G9... odroda Anna spatch

Nei a Li coefficients of genetic similarity obtained ba-
sed on IRAP2 marker evaluation

G1 ... plum PNV (location of sample collection: Pec¢ovska Nova
Ves), G2... plum T (location of sample collection: Torysa), G3...
plum P (location of sample collection: Podolinec), G4... plum
L (location of sample collection: Lipany), G5... cultivar Gabrov-
ska, G6... cultivar Chrudimska, G7... cultivar Svestka doméci,
G8... cultivar Ca¢anska lepotice, GO... cultivar Anna spétch

Table 7

Zavery

IRAP prajmery odvodené od retrotranspozénu Cassandra slivky
domadcej (P. domestica L.) si vhodné pre hodnotenie genetickej
diverzity medzi genotypmi slivky domacej. O moznostiach
analyzy genetickej diverzity, ako aj o jej efektivite rozhoduje
kvalitativny charakter prajmera.

Porovnavané IRAP prajmery, IRAP1 a IRAP2, sice boli navrh-
nuté podobnym spdsobom, ale ich vyuzitie a moznosti vzajom-
ného porovnania genotypov slivky domacej sa odlisovali.

Na zéklade porovnania poctu vytvorenych polymorfnych
urovni moézeme zhodnotit, Ze prajmer IRAP1 (4 polymorfné
urovne) nedosahuje také moznosti hodnotenia polymorfizmu
ako prajmer IRAP2 (10 polymorfnych urovni). Tiez percentu-
alny podiel polymorfnych fragmentov ziskanych prajmerom
IRAP2 bol takmer dvojndsobne vyssi ako tento podiel ziskany
prajmerom IRAP1.

Aj pri Nei, Li koeficientoch genetickej pribuznosti sme
zaznamenali vyrazny rozdiel vyhodnotenia kolekcie deviatich
genotypov slivky domacej. Nei, Li koeficienty ziskané z matice
prajmera IRAP1 mali vyssie hodnoty ako koeficienty ziskané
z matice prajmera IRAP2. Toto poukazuje na vyssiu geneticku
podobnost medzi tymi istymi genotypmi pri hodnoteni
prajmerom IRAP1, ako pri hodnoteni prajmerom IRAP2. Vzorky
slivky domacej, odobrané zo 4 povodnych lokalit Slovenska,
boli vyhodnotené ako geneticky najpodobnejsie. Takyto
vysledok sme ziskali porovnanim Nei, Li koeficientov genetickej
podobnosti v pripade oboch prajmerov.

Suhrn

Porovnanie efektivity dvoch IRAP markérov genému slivky
domacej (Prunus domestica L.) bolo realizované na deviatich
genotypoch slivky domacej. Prajmer IRAP1 bol odvodeny od
3’konca dlhého koncového opakovania (LTR - long terminal
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repeat) retrotranspozénu Cassandra slivky domacej (Prunus
domesticaL.) a prajmer IRAP2 bol navrhnuty na zéklade 5'konca
LTR, toho istého retrotranspozénu. Orientécia aj dizka oboch
prajmerov boli navrhnuté ako rovnaké. PCR produkty boli
amplifikované v optimalizovanych podmienkach. Zo studia
elektroforeogramov vyplynulo, Zze IRAP1 poskytuje celkovo
10 Urovni, z toho Styri Urovne su polymorfné a IRAP2 dava vznik
spolu osemnastim Urovniam, z ktorych az 10 Urovni je poly-
morfnych. Pri prajmeri IRAP2 boli zaregistrované aj unikatne
fragmenty. Percentudlny podiel polymorfnych fragmentov pri
prajmeri predstavoval 23% (IRAP1) a 41% (IRAP2). Styri geno-
typy slivky domacej ziskané zo slovenskych lokalit ich prirod-
zeného vyskytu (Pecovskd N. Ves, Torysa, Podolinec and Lipany)
boli vyhodnotené pomocou Nei, Li koeficientov genetickej
podobnosti ako najpodobnejsie, pomocou oboch prajmerov.

Kltacové slova: IRAP markéry, retrotranspozén Cassandra, slivka
domdca (Prunus domestica L.), genotypy
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VPLYV PREDHRIATIA NASADOVYCH VAJEC PRED SKLADOVANIM
NA LIAHNUTIE HYDINY

EFFECT OF PRE-STORAGE INCUBATION OF HATCHING EGGS
ON HATCHABILITY OF POULTRY

Cyril HRNCAR, Jozef BUJKO

Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre

Present study reports the effect of two different pre-storage incubation (PRESI) periods (6 and 12 hours) on hatchability and embryo mortality
of chickens. All 450 hatching eggs which were obtained from a parent flock of Oravka were divided into three groups containing 50 eggs
each with three replicates. Control group without PRESI was stored 10 days under controlled conditions (temperature 15 °C, relative humidity
70%), group PRESI 6 was being heated at 37.5. °C for 6 hours and stored 10 days at control storage conditions, group PRESI 12 was being
heated at 37.5 °C for 12 hours at control storage conditions in period of 10 days. Hatching eggs were incubated in commercial incubator
F500S in standard conditions for chicken hatching. The result was that hatchability was positively affected by pre-storage incubation, with
hatchability 81.54, 92.81 and 88.04%. Maximum embryo mortality we recorded in the control group (12.93%), while PRESI 6 had minimum
mortality (3.23%). Pre-storage incubation did not affect length of incubation and live weight of one-day chickens. Incubation of hatching

eggs for pre-store incubation in 6 hours was effective in comparison with long-term heating in all tested parameters.

Keywords: hatching, chicken, pre-store incubation, hatchability, embryo mortality

Liahnutie je biologicky proces, pri ktorom sa v oplodnenom vaijci
zarodok vyvija na nového jedinca (Benkovd, 2008). Pre spravny
vyvoj zarodku je nevyhnutné vytvorit optimalne podmienky,
dané najma vhodnym klimatickym prostredim (teplota, vihkost,
vymena vzduchu, obracanie vajec a pod.).

Na Uspesnost liahnutia vplyvaju dva hlavné cinitele. Prvym
Cinitelom je biologickd hodnota nasadovych vajec, druhym
Cinitelom je vlastnd technika liahnutia (Veterany, 2001).

Biologicka hodnota ndsadovych vajec predstavuje komplex
fyzikalnych, chemickych a biologickych vlastnosti vajec, ktoré
podmienuju ich optimalnu liahnivost, dobru Zivotaschopnost
vyliahnutych mladat a ich neskor$iu Uzitkovost (Baumgartner
a Benkova, 2006).

Pre biologickd hodnotu ndsadovych vajec je velmi dblezita
dl?ka uskladnenia. Najvyssia liahnivost sa dosahuje pri usklad-
neni nasadovych vajec do 7 dni. Pri uskladneni nasadovych
vajec nad 14 dni sa uz vyrazne znizuje ich liahnivost. Pri kratko-
dobom uskladneni méze byt teplota okolo 20 °C (uskladnenie
3 az 4 dni). Pri uskladneni 6 az 7 dni moze byt teplota okolo
16 °C, pri dlhsom uskladneni nasadovych vajec by mala byt
i nizia. Relativna vlihkost vzduchu by mala byt v rozmedzi od
55 do 75 % (Hrn¢ér, 2006).

Pri nizkej relativnej vlhkosti dochddza k rychlejSiemu
vysychaniu nasadovych vajec, zahustuje sa ich obsah a tym sa
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znizuje liahnivost a zvy3uje sa embryonélna mortalita. Naopak,
pri vysokej relativnej vlhkosti vzduchu v uskladnovacich pries-
toroch sa na Skrupine nasadovych vajec kondenzuju vodné
pary, ¢im vznikéd vhodné prostredie pre rozmnozovanie pato-
génnych mikroorganizmov (Veterany a Weis, 2001).

Skladovanie nasadovych vajec po dobu dlhsiu nez 7 dni je
spojené s predlzovanim dizky liahnutia, poklesom liahnivosti
a kvality jednodriovych mladat. Predhriatie ndsadovych vajec
pred skladovanim (PRESI) je navrhnuté ako metdda, ktord moéze
znizit negativne Gcinky dlhodobého skladovania zmenou vyvo-
jovej fazy embrya. Pocas predhrievania vajec pred skladovanim
sU nasadové vajcia inkubované po dobu 6 a 9 hodin, kedy je
embryo vystavené teplote 37,5 °C, ¢o umozniuje embryondlny
vyvoj zarodkov do Stadia, pri ktorom sa predpokladd, Ze su
odolnejsie voci dlhodobému skladovaniu, nez vyvojovéa faza
embrya hned po zneseni vajca (Vitaskova et al., 2010).

Po zneseni vajca je zérodok vystaveny r6znym mikroklima-
tickym podmienkam, ktoré moézu ovplyvnit Zivotaschopnost
embrya, liahnivost a kvalitu jednodrfiového mléddata. Jednym
z najdolezitejsich faktorov vplyvajucich na vyvoj zérodku
v nasadovom vajci je teplota (Mahmud et al., 2011). Reijrink et
al. (2008) uvadzaju, ze vyvojové zmeny v zarodku nenastéavaju
pri teplotach pod 20 °C a tato teplota byva oznacovand ako
Jfyziologicka nula”.
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