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Abstract

Potatoes represent a very fundamental and irreplaceable crop and food. The cultivar verification
and identification as well as the possibility of the cultivar genuineness control have become an obvious
necessity. The electrophoretic profiles of soluble tuber proteins and enzymes are considered as
appropriate for the cultivar identification. Two methods of PAGE — UPOV (1996, 2002) were used for
the characterization and identification of the registered potato cultivars. Potato cultivars were found by
both methods used to be distinguishable and identifiable.
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Souhrn

Brambory jsou velmi dlleZitou plodinou a nenahraditelnou potravinou. Odrida je soucasné
pfimym nositelem kvalitativnich znakid. Verifikace a identifikace odridy jakoz i moznost kontroly
pravosti odriidové deklarace jsou velmi dilezitym néstrojem napt. pro kontrolu sadby. K tomuto tcelu
jsou velmi dobie vyuzitelné elektroforetické profily rozpustnych hlizovych proteini a enzymu. Pro
identifikaci a charakterizaci registrovanych odrid brambor byly pouZity dvé metody elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu podle UPOV (1996, 2002). Odrudy byly rozlisitelné a identifikovatelné
obéma metodami.

Uvod

Brambory jsou dtlezitou a v nasich podminkach i téZko nahraditelnou plodinou a potravinou, u niz
je vyznam odrady jako nositele kvality nesporny. Brambory se stadvaji potravinou v okamziku, kdy jsou
uvadény do obéhu k pfimému prodeji spotiebiteli a vztahuje se na né ustanoveni Zakona o potravinach
(Zékon ¢.110/97 Sb.). Vzhledem k tomu, Ze provadéci vyhlaska k tomuto zakonu ptipousti pouze 2%
pfimési cizi odridy, je velmi zadouci disponovat metodami, které umozni identifikaci, verifikaci a
provedeni kontroly pravosti odridové deklarace u brambor. Cely proces musi samoziejmée zacinat jiz u
Slechtitele a producenta sadby. Metody identifikace odrid zalozené na morfologickych znacich rostlin a
hliz nejsou pfilis objektivni, tyto znaky jsou znacné zavislé na podminkach prostiedi a ro¢niku; proto za
nejvhodnéjsi pro identifikaci odridy jsou pokladany stabilni znaky hliz, naptf. rozpustné hlizové
proteiny a enzymy, které tyto zavislosti nevykazuji, jsou tedy geneticky fixovany.

Hlizy brambor pfedstavuji relativné homogenni pletivo, z néhoz lze rozpustné proteiny hliz
pomérné snadno extrahovat. Rozpustné proteiny ziskdvané z Cerstvé sklizenych zralych hliz jsou
pfevazné albuminy a globuliny. Glykoprotein patatin tvoii az 20% rozpustnych proteinti, hlavni protein
z frakce albuminll tuberin vykazuje esterdzovou aktivitu (Desborough,1983). Vhodnou a uc¢innou
metodou pro separaci téchto proteinti je elektroforéza v polyakrylamidovém nebo Skrobovém gelu
v alkalickém 1 kyselém prostfedi, pfiCemz elektroforetické spektrum proteini se neméni v hlizach
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skladovanych po n€kolik mésicti v chladu ani v bramborach péstovanych na raznych lokalitach a
v riznych roc¢nicich (Desborough,1983). Katalog evropskych odrid brambor zaloZzeny na variabilité
elektroforetickych spekter proteini a esterdz vypracovali Stegemann a Loeschcke (1977). Také
mezindrodni organizace pro ochranu prav k odriddm UPOV doporucila vyuziti polymorfismu
hlizovych proteinli a enzymu ke zjiSténi odliSnosti, homogenity a stability (DUS) — (UPOV, 1996,
2002).

Metodika

Jako rostlinny material k elektroforetickym analyzam byl pouzit modelovy soubor hliz 15 v CR
registrovanych odrtid brambor (standardni etalonové vzorky) poskytnuty Hlavni odriidovou zkuSebnou
UKZUZ Lipa u Havlickova Brodu a hlizy 10 kalibragnich etalonovych odrid, uZivanych podle UPOV.
Pouzivané hlizy musi byt zralé a cerstvé sklizené. Tyto vzorky byly poskytnuty z IPK Genbank
Luesewitz, SRN. Extrakty pro elektroforézu byly ziskdny vymackanim hlizové vody z hluboce
zmrazenych a nasledné rozmrazenych hliz, stabilizaci s antioxida¢nim cCinidlem (roztok sifiCitanu a
disifi¢itanu sodného), zahusSténim a obarvenim koncentrovanym roztokem sachar6zy a amidocerni a
centrifugaci. Ziskané supernatanty byly bud ihned pouzity k elektroforetickym analyzam nebo
zmrazeny pii -24°C a skladovany (pouzitelnost minimélné 1 rok). K charakterizaci a identifikaci odrid
brambor byly pouzity dvé metody elektroforézy hlizovych proteinti a esteraz v polyakrylamidovém gelu
(PAGE) doporucené UPOV. Prvni vhodné k identifikaci hlizovych proteinii a esterdz je zaloZena na
systétmu 1 gelu a Tris-boratovém pufru o pH 7,9 (UPOV 1996), druha metoda doporucend hlavné pro
patatiny vyuziva soustavy dvou geld (zaostfovaciho a déliciho) a pufru Tris — Glycin o pH 8,9 (UPOV
2002).

Ziskana elektroforeticka spektra patatinii byla usuSena mezi dvéma vrstvami celofanu, néasledné
proméfena, vypocteny hodnoty relativni elektroforetické mobility (REM) jednotlivych pruhd, sestrojena
grafickd schemata -elektroforeogramii a sestavena matice indexti identity celého souboru.
Elektroforetickd spektra esteraz byla rovnéz usuSena, prométena a zékladni pruhy byly zkalibrovany
pomoci kalibra¢nich odrid. Nasledné bylo provedeno jejich pfedbézné zatazeni do kategorii esteraz
podle postupu navrzeného UPOV (2002).

Vysledky a diskuse
Piehled pouzitych odrid je uveden v tabulce 1.

Tab. 1: Piehled souboru registrovanych a kalibracnich odritd brambor

Matice indexti identity (ii) pro jejich velky rozsah neuvadime.
Z matice indexii identity esterdz u souboru registrovanych odrad

[Registrované |Kalibraéni

odrudy odrudy

Camilla S38 _ |Hansa vyplynulo, ze z celkem porovnavanych 105 part odrid 14 part mélo
Fresco S39 Karolin hodnotu ii vyssi nebo rovnou 50, s maximem 67% u paru Amylex -
Karmela S40 |Cinja Katka a Vineta — Klera, 34 parti m¢lo hodnotu 11 mezi 0 a 10% a 57 pari
Molli S41 Corine mezi 10 a 50. Primérna hodnota ii esterdz souboru testovanych odrd
Vivaldi S42 Diana C¢inila 25%. Ze sestrojené matice indext identity patatinii u souboru
Vital S43 Leyla registrovanych odrtid, obsahujici 105 porovnavanych part odrid,

Remarka S44 |Sieglinde
Cicero S47 Obelix
Felsina S49 Jetta
Karlena S50 Premiere

vyplyva, ze maximalni nalezena hodnota ii ¢ini 70 % a byla zjiSténa u
dvou para odriid, a to Vital — Remarka; Katka — Felsina. Celkem ze 105
pari mélo hodnotu ii vyssi nez 50% 9 part, mezi 10 a 50% 81 pari a pod

Katka S51 Ute 10 % 15 part. Primérnd hodnota indexu identity patatin testované¢ho
Klera S52 modelového souboru registrovanych odrid ¢inila 28 %.

Victoria S58 Pokud se tykd matice indexti identity kalibra¢nich odrid, bylo
Vineta S59 porovnavano celkem 45 part odrid, u esteraz maximalni hodnota ¢inila
Amylex S60 80% a byla zjisténa u dvou part odrtid Leyla-Hansa a Sieglinde-Corine,

u 5 part byla zjisténa hodnota ii nad 50%, u 25 parti hodnota ii Cinila 0% a u 15 pard se hodnota ii
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pohybovala mezi 0 a 50%. Primérnd hodnota ii esterdz tohoto souboru cCinila 20%. Z matice indexi
identity patatinti u kalibra¢nich odrd vyplynulo, Ze jeho maximalni hodnota ¢inila maximalné 67 % u
paru Jetta — Sieglinde; u celkem 6 part dosahovala hodnot nad 50% a u zbylych 38 para se hodnota ii
patatini pohybovala mezi 15 a 50%. Primérna hodnota ii patatinii souboru kalibracnich odrid cinila
15%.

Postupem podle UPOV (2002), ktery vyplyva z prace Stegemann a Loeschcke (1977) byly zjistény
kalibra¢ni hodnoty REM jednotlivych pruht spektra patatinti a esterdz a provedeno zafazeni do skupiny
podle pfislusného lokusu nejprve u souboru kalibra¢nich odrtd (tabulka 2) a predbézné u souboru
testovanych odrtd (tabulka 3). Z tabulky 3 je patrné, Ze se toto zatazeni zdafilo jen u n€kterych odrad,
intenzivni prace v tomto sméru budou pokracovat.

Tab. 2: Kalibracni hodnoty REM pro odriidy - etalony a skupiny patatinii a esterdz (UPOV)

Odrida Patatiny Pat.sk. Est2 |Est2 skup.|Est3|Est 3 skup.

Hansa [15,21,26,33,43,50,59 8.15 74,83 j 0 0 74,83
Karolin  |15,31,43,52 3.05 74,84 i 88 c 74,84,88
Cinja 13,15,23,43,49,60 4.07

Corine  ]15,21,26,33,43,50,59 8.15 74,75 74,75
Diana 15,26,31,43 1.01 65,67 65,67
Leyla 15,23,31,43 Kef.rohl.|74,76,83| dI tot.l 0 0 74,76,83
Sieglinde |15,26,33,43,60 ? 75,77 I 88 C 75,77,88
Obelix 15,21,26,31,43,59 2.02 66,75 C 0 0 66,75
Jetta 15,26,31,43 1.01 73,76 h 0 0 73,76
Premiere [15,21,26,43,59 71,74 g 86 b 71,74,86
Ute 15,23,33,43,50 7.03 74,82 j 86 b 74,82,86

Tab. 3: Pokus o piedbéZné zarazeni odrid do skupin patatinit a esteraz podle UPOV (2002)

Odrada Patatiny Pat.sk. Esterazy Est.sk.
Camilla S38 15,33,43,50 7.04 69,75,79,85,86 ?
Fresco S39 15,31,43,50 3.01 67,71,75,83,89 ?
Karmela S40 15,26,31,43,50 3.02 67,75,78,84,91 67+Fambo
Molli S41 15,31,43,50 3.01 71,76,82,91 ?
Vivaldi S42 15,23,33,43,50 7.03 74,84,86 ?

Vital S43 15,21,26,33,43,59 5.01 67,75,77,88 67+Sieglinde
Remarka S44 15,21,26,43,59 Premiere 71,75,84,91 ?
Cicero S47 13,15,26,31,43,53 3.06 Tegal 75,84 ?
Felsina S49 13,15,21,26,31,43,53,59 13+4.06 Vineta | (69,74,77,83); 70,75,84 ?
Karlena S50 | 13,15,26,31,33,43,52,59,60 ? 66,75,79,84 79,84+0belix
Katka S51 13,15,21,26,30,43,52,60 ? 75,77,84,88 84+Sieglinde
Klera S52 15,23,33,43 Baltica 75,77,83,88 83+Sieglinde
Victoria S58 13,15,21,26,31,43,53,59 | 13+4.06 Felsina 67,75,77,85 Pod.Kuras
Vineta S59 13,15,21,26,31,43,52,59 13+4.03 71,75,78,84 ?
Amylex S60 15,21,26,33,43,52,59 8.02,8.03 69,75,77,86,91 69,75,91+Donald
Zavér

Aplikaci obou popsanych metod na modelovy soubor registrovanych odriid brambor bylo zjisténo,
ze je 1ze pomoci uvedenymi postupy vzdjemné rozlisit a identifikovat a tim jednoznacné a objektivné
verifikovat odridovou deklaraci a odriidovou ¢istotu jak u Slechtitelského materialu, tak u certifikované
sadby 1 konzumnich vzorkii brambor. Snaha o genetickou intepretaci ziskanych vysledki — zatazeni
odrid do pfislusnych skupin patatinii a esteraz bude pokracovat v dalSich letech feSeni vyzkumnych
projekta.
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