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GENOMICKA ANALYZA A IDENTIFIKACIA RETROTRANSPOZONU CASSANDRA
V KOLEKCII GENETICKYCH ZDROJOV LANU SIATEHO

GENOMIC ANALYSIS AND IDENTIFICATION OF CASSANDRA RETROTRANSPOSON
IN GERMPLASM COLLECTION OF FLAX

Jana ZIAROVSKA, Katarina RAZNA, Milan BEZO, Slavomira SENKOVA
Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre

The aim of this study was to evaluate presence and variability of retrotransposon (RTN) in Cassandra genome in genetic collection of flax
resources. Cassandra is nonautonomous retrotransposon Terminal Repeat in Miniature (TRIM). Cassandra, like other RTNs,is an active
part of genome in dicotyledonous plants and their effective marker system. According NCBI database, the primers were proposed for
identification of Cassandra and its diversity in PCR and gRT PCR. In a process of primer design, markers were chosen on the base of
nucleotide sequence of conformity that is interrupted at least in two positions. RTN Cassandra was present in all tested 25 flax varieties. By
comparison of treshold cycles (Ct) it is possible to assume 145-fold difference in RTN Cassandra presence status in genomes of variaties
Albidum and Liral Il. Varieties Liral Il, Vera and Horan belong to a group with the lowest Ct values.
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Vzhladom na to, Ze poznatky o genéme lanu su v suéasnoti
tvorené réznymi roztrisenymi informéaciami, nie su k dispozicii
ani Specifické markérovacie systémy umoznujuce identifikaciu
genotypov pri identifikacii genotypov na zaklade pritomnosti
konkrétnych sudasti ich genémov je poZadovana znalost pora-
dia nukleotidov pre navrhy lokusovo Specifickych prajmerov.
Prikladom ¢asto analyzovanych a az na uroven poradi nukleoti-
dov preskimanych stuc¢asti medzigénového priestoru rastlin su
retrotranspozoény (RTN).

Pocet chromozdémov v diploidnom stave Linum usitatis-
simum je 30 a velkost genému sa pohybuje v rozmedzi 381 Mb
az do 575 Mb v zavislosti od geografického pévodu lanu (Vrin-
ten et al., 2005). Frakcie celkovej jadrovej DNA sa nachadzaju
v mnohonasobne opakovanych a za sebou iducich poradiach,
ktoré su v blokoch rézne rozptylené na chromozémoch a jadro-
vU DNA tiez tvoria aj poradia s nizkym poc¢tom opakovani. Tym-
to svojim usporiadanim sa lan odliSuje od vacSiny rastlin
s podobnou velkostou gendmu. Mnohonasobne opakované
a za sebou iduce poradia su vytvorené z malého poctu blokov
a pokryvaju priblizne 35 % celkovej jadrovej DNA. Stredne sa
opakujuce Useky su zastupené len v 15 % celkovej jadrovej
DNA, ¢o je o nie€o menej ako vo vacSine vysSich rastlin. Zvy-
Sok gendmu je usporiadany v poradiach s nizkym po&tom opa-
kovani, Cize 50 % genému. Z toho vyplyva, Ze lan ma vacsie
mnozstvo celkového gendému jadra v poradiach s niz8im poc-
tom opakovani v porovnani s inymi rastlinami s podobnou vel-
kostou genému. Dal$i rozdiel medzi fanom a ostatnymi vy&simi
rastlinami je v dlhej peridde distribicie pdvodnej Sablony (pb-
vodného elementu) v tychto blokoch a poradiach (Cullis, 2005).

Genomy vysSich rastlin obsahuju mnoZstvo transponova-
telnych elementov, v rozpéti od 15 % jadrovej DNA v Arabidop-
sis thaliana aZ viac ako 90 % pri niektorych z Liliaceae. Va&Sina
tychto elementov s RTN I. triedy s LTR (s dlhymi koncovymi
opakovaniami) (Sabot a Schulman, 2006). Retrotraspozén
Cassandra patri medzi TRIM elementy (Terminal Repeat Retro-
trasnposons In Miniature — Minimalizované RTN s koncovymi
opakovaniami), ktoré patria do I. triedy LTR neautonémnych

RTN. TRIM su zloZené z 100—250 bp priamych koncovych opa-
kovani, ktoré sa zdaju byt totozné s LTR, alebo su odvodené od
LTR. Sekvencia pre naviazanie prajmera sa da najst spravidla
vo vnitri LTR po celej dizke retrotranspozénov. Odhliadnuc od
miesta naviazania prajmera a dalSich malych segmentov TRIM
elementov takmer Uplne chybaju vnitorné oblasti. Z doterajsSie-
ho skiimania pohybu TRIM v genéme vyplyva, ze TRIM su akti-
vované cez komplementaciu proteinovych  produktov
neporuSenych RTN (Kalendar et al., 2004).

RTN, ako molekularne markéry, sa ukazali vhodnym systé-
mom pre svoju nenaro¢nost, reprodukovatelnost a cenovu do-
stupnost. Pri vyhladavani genetickych vztahov medzi
genotypmi rastlin poskytuju vyhodu, pretoze v&lenenie RTN je
nezvratny proces odzrkadlujuci sa aj na potomstve, pricom ich
stabilné zac¢lenenia sa na nové miesto v gendéme su dedené
mendelisticky (Kalendar et al., 1999).

Identifikacia jednotlivych skupin RTN alebo samotnych RTN
v cielovych populaciach alebo odrodach je prvym z krokov
umozhujlcich nasledné analyzy zamerané na vzfahy medzi ge-
notypmi zaloZené na v&leneniach a polymorfizme medzi RTN.

Praca bola zamerana na genomické zhodnotenie nukleoti-
dovych vztahov RTN Cassandra [anu siateho s variantmi tohto
RTN nachadzajucich sa v genémoch vyssich dvojkli¢nolisto-
vych rastlin, naslednom navrhu markérov Specifickych pre
Cassandru lanu, identifikaciu prislusného produktu PCR zod-
povedajucemu Cassandre v 25 genotypoch lanu siateho PCR
a vizuélnou kontrolou a qRT PCR a kontrolou na zaklade bodu
topenia ziskaného produktu ako objektivneho ddkazu syntézy
Specifického produktu zodpovedajuceho sekvencii RTN Cas-
sandra lanu siateho.

Material a metody

Genomicka analyza nukleotidov RTN Cassandra pristupnych
v NCBI (The National Center for Biotechnology Information)
databaze pod &islom DQ767972.1 bola uskutoénena v dvoch
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Table 1 Prajmery identifikujice RTN Cassandra fanu siateho
Prajmer (1) Poradie nukleotidov v smere 5" — 3" (2)
Lan 01_10 priamy (3) TGTAATGTAACACGTTAGGC
Lan 02_10 spatny (4) TGTAACACCCCGTACTTTTC

Tabulka 1 Primers for RTN Cassandra identification in flax

(1) primer, (2) nucleotide sequence direction 5" — 3°, (3) forward
primer, (4) reverse primer

zakladnych rovinach. Metédou Mega-BLAST (Zhang et al.,
2000) boli porovnané nukleotidy Cassandry so vSetkymi sek-
venciami existujucimi v tejto databaze. Nasledne boli v data-
baze identifikované vSetky varianty RTN Cassandra
a vyselektované nukleotidové sekvencie variantov vyskytuju-
cich sa v dvojkli¢nolistovych rastlinach, ktoré boli pouzité
v module Align-BLAST (Stephen et al., 1997) ako vstupné
data k vzadjomnému porovnaniu a zostrojeniu vetvového ¢le-
nenia odliSnosti variant RTN Cassandra.

Na zaklade vysledkov ziskanych genomickymi analyzami
bolo mozné navrhnut prajmery (tabulka 1) tak, aby PCR reak-
cia zabezpec€ovala amplifikaciu celého RTN a zaroven poskyto-
vala Specificky a pre lan jedine¢ny produkt.

Na zaklade znameho poradia nukleotidov produktu, ktory
ohraniéuju v praci navrhnuté prajmery sme softvérom Oligo-
Calc (http://www.basic.nerthwestern.edu/biotools/oligocalc.html)
stanovili jeho predpokladand teplotu topenia, ktora bola vypoci-
tana v rozpati 82—-84 °C.
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K identifikacii RTN Cassandra bolo pouzitych 25 odréd lanu
siateho r6zneho povodu a hospodarskeho typu: Albidum, Albocoe-
ruleum, Usitatissimum, Deubgrc 28197, Svaloef, Norfolk Princess,
Krasnoder, Otofte 15/47, Horan, Lilas, Hohehnheim, Hor Nr 048,
PRFGL 25, Vera, Liral I, Flanders, Renodlat oljelin, La Plata 1938,
L.C.S.D., Red Wing USA, llona, Rembrant, Gisa, Escalina, Marina.

Material na izolaciu DNA bol odobrany z rastlin pestova-
nych v polnych podmienkach. Izolacia DNA bola uskuto€nena
supravou Invisorb® Spin Plant Mini Kit, INVITEK podla navodu
vyrobcu a kvalita a kvantita DNA bola stanovena pristrojom Qu-
ibit™ Fluorometer Invitrogen.

Pre PCR reakciu bol pripraveny roztok pozostavajuci z 20
mmol Tris-HCI, 50 mmol KCl, 1,5 mmol MgCl,, 0,3 mmol dNTP,
1 U Taq polymeraza a 400 nmol prajmerov. PCR reakcia sa
uskuto&nila v pristoji MyCycler™. Casovy a teplotny profil PCR
bol nasledovny, Gvodna denaturacia DNA 3 min . 95 °C, (dena-
turacia DNA 15 s . 95 °C, naviazanie prajmerov 40 s . 54 °C,
syntéza retazcov DNA 2 min . 72 °C) 45-krat a zavere¢na syn-
téza DNA 7 min . 72 °C.

Analyzy qRT PCR sa uskutocnili v roztokoch obsahujucich
iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-rad) a rovnako 400 nmol
prajmerov v pristroji CFX96 Real-time detection system.

Casovy a teplotny profil PCR reakcie ako aj naslednej ana-
lyzy teploty topenia amplifikovaného produktu znazorfiuje obr. 1.

Od¢itania fluorescencie vznikajiceho produktu prebehli po
amplifikaCnej faze a analyzy teploty topenia boli od&itavané po-
Cas 1 sekundy a v teplotnych narastoch 0,2 °C.

F { H [ 45%

Obrazok 1  Profil gRT PCR identifikicie RTN Cassandra
Figure 1 Profil of gRT PCR identification of RTN Cassandra
Query 3 TAATGTAACACGTTAGGCATATCCCATATTGACAARAGTACAAGAGAGACT-TATGGGCTAGAAGGAARCAATCCGTCCCTAACTAACRAAGACGCATTTTCGAGGTGAAATGGAGGARAATCT 121
Sbjct 126 TAMTATAACACTITAGGCATATCOCATATTCACAARGTACGTGASACA-TACATGGOCCATAAGCARCAATCOSTCOCTARCTAACAAATGCAT T T T TGOS TCARRTCGAGRAGTTAT 244
Query 122 GCTAAGAACACTGATGTTAATCGCGCTCGGGTGGGAGCAGTGCATARATGGGTGACCTCCTAGGAAGTCACT-ATTCTGCATCCARAATARAATCTGTGAGGGAT-TAGTTATGCCCARAC 239
Sbjct 245 TCTARGRACACTGATGTTAATCOCGCTCOMATCOCACCACTECAGAR TGACCACCTCTT-CRA- ~ ACTGATTGTT-ATACACCC-ARATCTTTGACAG-TCTAG-A-CCCRRAG 352
Query 240 CGGACAATATCTTGTCGGARARAG-TACGGGGTGTTACAAGTGGTATCCGAGCCT 292
Sbjct 353 COGACAATACCTTCICAARAAAGGT-CGAGATGTIACAAGTCGTATCAGAGECT 405
Query 359 TAATGTAACACGTTAGGCATATCCCATATTGACAAAGTACAAGAGAGACT-TATGGGCTAGAAGGAACAATCCGTCCCTAACTAACAAGACGCATTTTCGAGGTGARATGGAGGARATCT 477
Shjct 126 TAATATAACACTTIAGGCATATCCOATATTGACAAMGTACGIGAGAGA-TACATGOOCCATANGAACAATCOSTCCOTAACTAACAAGATGCATTTTTGGOTCARATCAGRAGTTAT | 244
Query 478 GCTAAGRAACACTGATGTTAATCGCGCTCGGGTGGGAGCAGTGCATARATGGGTGACCTCCTAGGAAGTCACT-ATTCTGCATCCARAATARATCTGTGAGGGAT-TAGTTATGCCCARAC 595
Sbjct 245 TCTAMGAACACTGATGTTAATCGCGCTCOMOTCOCACCAGTECAGAR TOOCCACHTCTT—CAA—~ ACTGATTGTT-ATACACCC-ARATCTTTGAGAG-TCTAG-—A—CCLARAG | 352
Query 596 CGGACAATATCTTGTCGGAARAG-TACGGGGTGTTACA 632
Sbjct 353 COGACAATACCTTGICRARMAAGGT-CGAGATGTTACA 389
Obrazok2  Nukleotidovd zhoda RTN Cassandra a FL1a, spracované v NCBI (2010)

Query — porovnavana sekvencia — poradie nukleotidov retrotranspozénu Cassandra, Shjct — sekvencia poradia nukleotidov retrotranspozénu Fk1a
Figure 2 Nucleotides similarity of RTNs Cassandra and FL1a, processed in NCBI (2010)
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CGGACAATATCTTGTCGGAAAAG-TACGGGGTGTTACAAGTGGTATCCGAGCCT 292
(RN e e e e N NN AN AR R R
CGGACAATACCTTGTCAAARAAAGGT-CGAGATGTTACAAGTGGTATCAGAGCCT 405

TAATGTAACACGTTAGGCATATCCCATATTGACAAAGTACAAGAGAGACT-TATGGGCTAGAAGGAACAATCCGTCCCTAACTAACAAGACGCATTTTCGAGGT GAAATGGAGGAARTCT
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TAATATAACACTTTAGGCATATCCCATATTGACAAAGTACGTGAGAGA-TACATGGGCCATAAGGAACAATCCGTCCCTAACTAACAAGATGCATTTTTGGGGT GAAATGGAGGAGTTAT

GCTAAGAACACTGATGTTAATCGCGCTCGGGTGGGAGCAGTGCATAAATGGGTGACCTCCTAGGAAGTCACT-ATTCTGCATCCAAAATAAATCTGTGAGGGAT-TAGTTATGCCCAAAC
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CGGACAATATCTTGTCGGAAAAG-TACGGGGTGTTACA 632
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Query 596
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FErrrt
TCTAAGAACACTGATGTTAATCGCGCTCGGGTGGGAGCAGTGCAGAA-TGGCCGACCTCTT-GGAA---ACTGATTGTT-ATACACCC-AAATCTTTGAGAG-TCTAG--A--CCCAAAG 352

Obrazok 3

Nukleotidova zhoda RTN Cassandra a FL1b, spracované v NCBI (2010)

Query — porovnavana sekvencia — poradie nukleotidov retrotranspozénu Cassandra, Shjct — sekvencia poradia nukleotidov retrotranspozénu Fk1a

Figure 3

Nucleotides similarity of retrotransposons Cassandra and FL1b, processed in NCBI (2010)

Query — sequences of RTN Cassandra, Shjct — sequences of retrotransposone FL1b

Elektroforeticka separacia produktov ziskanych PCR re-
akciou prebehla sa uskuto€nila v 2% agarézovom géle.
Molekularno-genomické analyzy boli uskuto€nené v Laborato-
riu biodiverzity, fyziologie a genetiky rastlin excelentného cen-
tra ochrany a vyuZzivania agrobiodiverzity na Katedre genetiky
a 8lachtenia rastlin, Fakulty agrobiolégie a potravinovych zdro-
jov, Slovenskej polnoshopodarskej univerzity v Nitre.

Vysledky a diskusia

V pripade genomického ur€enia vysokej zhody poradia nukleoti-
dov RTN Casssandra s nukleotidovou databdzou NCBI modu-
lom mega-BLAST sme boli schopni, na zaklade vysledkov,

Table 2 Potty variant RTN Cassandra identifikovanych v NCBI data-
béze pre dvojklicnolistové rastliny
P Pocet variant RTN

Rad (1) Celad / rod / duh (2) Cassandra (3)
Malus 3
Rosa 2
Fragaria 1
Rosales Rubus y
Prunus 1
Chaenomeles 1
Lotus 2
Glycine 1
Fabales Pisum 1
Medicago 1
Robinia 1
Salicaceae 2
Malpighiales Linaceae 1
Clusiaceae 1
) Brassica 2
Brassicales Arabidopsis 1
Aizoaceae 1
Caryophyllales Caryophyllaceae 1
Solanales Solanum 1
Ericales Vaccinium 1

Tabulka 2 The number of variants of Cassandra RTN identified in NCBI
database in dicotyledonous
(1) order, (2) family / genus / species, (3) number of variants in RTN
Cassandra

identifikovat Useky vyskytujlce sa v gendmoch organizmov, kto-
ré by v PCR reakciach predstavovali alternativy navazovania sa
prajmerov a viedli by k neSpecifickym reakciam, a teda je pri sa-
motnom navrhu markérov nutné sa im vyhnut. Porovnanie sek-
vencii TRIM zo siedmich réznych rastlinnych druhov vykazuje
vysoké sekvencéné podobnosti (Witte et al., 2001), preto pri navr-
hu prajmerov je nevyhnutné urcit percento zhodnosti cielovej
sekvencie, ako s celou databazou znamych poradi nukleotidov,
tak aj cielene s podobnymi prvkami nachadzajicimi sa v organiz-
moch. Zhoda bola najdena (obrazky 2 a 3) s poradim nukleotidov
retotranspozonov lanu siateho FL1a — 89 % a FL1b — rovnako
89 %. Zhoda existuje v oblastiach mimo nukleotidov 292-359
Casssandry, ktoré su popisované ako predpokladany (+) refazec
miesta naviazania sa prajmera polypurinového traktu. Tato vnu-
torna doména je zna¢ne mensia ako pri doteraz popisanych
TRIM elementoch, ku ktorym patri aj Cassandra (Kalendar et al.,
2008, Yang et al., 2007; Witte et al., 2001). Pri navrhu prajmerov
boli ako markéry ur€ené také 20-méry, pri ktorych bola nukleoti-
dova zhoda preruSena aspon na dvoch miestach.

Genomické analyza jednotlivych variant RTN Cassandra
v dvojkliénolistovych rastlinach bola spracovana v méde NCBI
vyhladavania podobnych sekvencii. Celkovo bolo v databaze
najdenych 77 variantov Cassandry v cievnatych rastlinach, pre
dvojkli¢nolistové 26 variant (tabulka 2).

Vé&csina variantov Cassandry dvojkli€nolistovych rastlin vy-
kazuje zhodnost jednotlivych Usekov v rozpéati 71—100 %
a najma v koncovych oblastiach spadajucich pod LTR oblasti.

l. 1. 1. V.
— —
I I I I I I I
0 100 200 300 400 500 600 bp
Obrazok 4  Struktira RTN Cassandra

|. —oblast podobna k 5S ribozomdlnej DNA; Il. — predpokladany (-) re-
fazec miesta naviazania sa prajmera komplementdrneho k iniciacnej
tRNA obsahujticej tiplet pre metionin; I1l. — predpokladany (+) retazec
miesta naviazania sa prajmera polypurinového traktu; IV. — oblast po-
dobnéd k 5S ribozomalenej DNA

Figure 4 Structure of Cassandra RTN
I. — sequence comparable to 5S ribosomal DNA; Il. — supposed
sequence (=) primer binding site complementary to initiating tRNA,
which content triplet for methionin; Ill. — supposed sequence (+)

primer binding site of primer for polypurin tract; IV. — sequence
comparable to 5S ribosomal DNA
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Arabidopsis thaliana

Obrazok 5 Dendrogram (minimum evolution tree) vzdialenosti zhodnosti genomickych tidajov RTN Cassandra dvojkliénolistovych v databdze NCBI
vytvorené modulom Align-BLAST
Figure 5 Dendrogram (minimum evolution tree) of genetic distance of Cassandra retrotransposon sequences in dicotyledonous present in NCBI

database created by modul Align-BLAST

Absolltna zhoda v8etkych nukleotidov RTN Cassandra fanu

siateho s ostatnymi variantami tohto RTN bola genomickou
analyzou vylu¢ena (obrazok 4), €o umoznilo navrh Specifického ;
prajmeru v oblasti 5'LTR Useku (ktory nevykazuje zhodu s ani :
jednym variantom vyskytujicim sa v inych rastlinach) zabezpe-
Sujucim cielent amplifikaciu prisluSného variantu Cassandry.

Cassandra RTN boli doteraz izolované vo viac ako 50 dru-
hoch pokryvajlcich cell Sirku rie rastlin. Maju dizku 565-860 bp
a dizka LTR Usekov je rovnako variabilna v zavislosti od druhu,
a to 240-350 bp. LTR oblasti doteraz sekvenovanych Cassan- g
dra RTN obsahuju konzervativne ukonéenia s univerzalnou
5" TG ... CA 3’ Struktirou a koncovymi obratenymi opakova- o L . o ; ;
niami varirujucimi medzi 6—12 bp, typickymi pre LTR RTN (Ka- 0 10 20 a0 40
lendar et al., 2008). Cycles

Amplification
T

1500

= 1000 1
&

Vyhodnotenim vysledkov porovnania nukleotidov boli zis-
kané vstupné udaje umoZziujice v BLAST analyze zostrojenie
dendrogramu vzdialenosti jednotlivych variantov RTN Cas-
sandravyskytujucich sa v dvojkli¢nolistovych rastlinach. Naj-
vy$8iu zhodnost v Usekoch Cassandry vyhodnotenych ako
podobné (obrazok 5) vykazuju k fanu RTN Cassandra dvoch
druhov —arédbkovky talovej a hrachu siateho. NajvzdialenejSimi
su varianty Cassandry €elade ruzovité.

Identifikdcia RTN Cassandra bola uskutoénena celkovo
v 25 genotypoch (tabulka 3), pri¢om vo vSetkych bola identifika-
cia pozitivna, a to v oboch kontrolnych sériach reakcii. Pri iden-

Melt Peak

_d(RFU)/dT

Temperatre, Celsius

PCR produkt odvodeny od RTN Cassandra
i = 7 Obrazok 7  Identifikdcia RTN Cassandrav gendme lanu siateho pomocou

" gRT PCR

a) kde na osi x je zobrazeny pocet cyklov a osiy relativne fluo-

rescencné jednotky, b) analyzy teploty topenia, kde je na osi x

zachytend teplota v °C a os y odrdZa negativny pomer zmeny

- S -

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

600 bp 1

Obrazok 6 Elektroforeogram PCR identifikicie RTN  Cassandra fluorescencie voéi teplote

retrotranspozonu v genotypoch 1-14. Genotypy su uvedené  Figure 7 RTN Cassandra identification in flax genome by gRT PCR, on
' v Tabulke 3 the axis x number of cycles and on the axis y relative
Figure 6 Electrophoreogram of PCR identification of Cassandra fluorescence unit are depicted

retrotransposon in genotypes 1 to 14. Genotypes are listed in
Table 3
(1) PCR product derived from Cassandra RTN
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a) and melting curve analysis, b) on the axis x temperature and
on the axis y negative ratio of change of fluorescence to
temperature are depicted
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Table 3 Hodnotenie vysledkov identifikicie RTN Cassandra qRT PCR
Cislo Nézov genotypu Ct Tm (4) Ldsrc:gi&ftclj
vzorky (1) (2) 3) produktu (5)

1 Albidum 33,22
2 Albocoeruleum 27,30
3 Usitatissimum 31,54
4 Deubgrc 28197 29,33
5 Svaloef 31,01
6 Norfolk Princess 29,67
7 Krasnoder 30,07
8 Otofte 15/47 31,06
9 Horan 26,94
10 Lilas 30,09
11 Hohehnheim 29,85
12 Hor Nr 048 27,83
13 PRFGL 25 2782 | 82.4-82,6% poz(‘g)"”a
14 Vera 24,19
15 Liral Il 26,04
16 Flanders 28,86
17 Renodlat oljelin 31,21
18 La Plata 1938 30,47
19 L.C.S.D. 29,10
20 Red Wing USA 28,91
21 llona 30,23
22 Rembrant 30,76
23 Gisa 29,81
24 Escalina 27,76
25 Marina 30,50
Ct — prahovy cyklus, Tm — teplota topenia
Tabulka 3  Results evaluation of Cassandra retrotransposon identification

by qRT PCR

(1) number of sample, (2) name of genotyp, (3) Ct — Treshold cycle,
(4) Tm of product — melting temperature of product, (5) identification
of product, (6) positive

tifik&cii klasickym PCR protokolom a po optimalizovani reakcie
bola syntéza vysledného produktu kontrolovana na 2% agar6-
zovom géle (obrazok 6).

Optimalizovany protokol PCR reakcie v podmienkach
real-time potvrdil amplifikaciu sekvencie Cassandry bez ne$pe-
cifickych produktov (obrazok 7), i tvorby dimérov prajmerov.
Kontrola Specifickosti reakcie prebehla analyzou teploty tope-
nia zmnozeného produktu, pri€om konkrétne hodnoty dosaho-
vali rozpatie 82,4-82,6 °C, o zodpoveda vypocitanej Tm
ciefového produktu stanovenej na 82—-84 °C.

Porovnanim prahovych cyklov je mozné predpokladat pri-
blizne 145 nasobny rozdiel zastipenia RTN Cassandra v geno-
moch odréd Albidum a Liral Il. Do skupiny s najnizSimi Ct
hodnotami okrem Liral Il patria aj odrody Vera a Horan.

Ako uz bolo naznagené, vyvoj molekularnych markérov po-
skytujucich spolahlivé uréenie pritomnosti niektorého z trans-
ponovatelnych prvkov je prvym zo série krokov veducich
k charakterizovaniu genotypov na urovni medzigénovej DNA.
Spolahliva identifikacia jednotlivych oblasti DNA s potencialom
markérov umoziuje naslednt komplexnejSiu analyzu gené-
mov. Antonius-Klemola a i. (2006) charakterizuju vo svojej pra-
ci triedu RTN TRIM ako plnohodnotny nastroj pre vyskum

Jana Ziarovskd a kolektiv

genetického mapovania, evolucie a genetickej rozmanitosti
rastlin. Pri analyzovanych genotypoch jabloni uvadzaju, Ze jedi-
ny TRIM prajmer v PCR reakcii je schopny amplifikovat mnoz-
stvo polymorfnych fragmentov, €o naznacuje pomerne vysoky
pocet kopii tychto prvkov, ktoré mézu byt zhlukované alebo roz-
trisené v genéme. Rovnako su TRIM markéry vyuzitelné aj
ako IRAP a REMAP markéry identifikacie, pretoZze poskytuju
unikatne a reprodukovatelné profily.

Sithrn

Cielom prace bolo zhodnotenie pritomnosti a variability retro-
transpozénu (RTN) Cassandra v genéme zbierky genetickych
zdrojov lanu siateho. Cassandra je nesamostatny miniatdarny
retrotranspozon s koncovymi opakovaniami (TRIM), ktory po-
dobne ako iné RTN tvori aktivhu su€ast genému dvojkli¢nolisto-
vych rastlin a je efektivny markérovaci systém. Podla databazy
NCBI boli navrhnuté prajmery pre identifikaciu a rozmanitost
RTN Cassandra v PCR a gRT PCR. Pri navrhu prajmerov boli
ako markéry uréené také 20-méry, pri ktorych bola nukleotido-
va zhoda prerudena aspofl na dvoch miestach. RTN Cassan-
dra lanu siateho bol pritomny vo vSetkych sledovanych
25 genetickych zdrojoch lanu siateho. Porovnanim prahovych
cyklov (Ct) je mozné predpokladat priblizne 145 nasobny roz-
diel zastupenia RTN Cassandra v genémoch odréd Albidum a
Liral Il. Do skupiny z najnizsimi Ct hodnotami okrem Liral Il pat-
ria aj odrody Vera a Horan.

Klacové slova: retrotranspozén Cassandra, qRT PCR, geno-
mické analyza, genetické zdroje lanu
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STANOVENIE SKUTOCNE STRAVITELNYCH DUSIKATYCH LATOK V TENKOM CREVE
METODOU NIRS V KRMIVE PRE PREZUVAVCE

DETERMINATION OF PROTEIN DIGESTIBLE IN INTESTINE BY NIRS-METHOD
IN FORAGES FOR RUMINANTS

Stela JENDRISAKOVA

Plant Production Research Centre PieStany, Grassland and Mountain Agriculture Research Institute

The aim of the work was to find the possibility for using the methods of near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) to analyse bulky
feedstuff from permanent (PG), oversown (OG) and temporary grassland (TG) in the treatments at different fertilization rates (0 NPK,
P30K60, N9OPK, N180PK) in the three-regim cuts. Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) method of analysis was used to
determine protein digestible in intestine (PDI) when energy is limiting (PDIE) and when nitrogen is limiting (PDIN) in forage for ruminants.
Herbage samples were taken from permanent (PG), oversown (OG) and temporary (TG) grasslands managed at different NPK fertiliser
application and under three-cut utilisation system. The samples were analysed by reference methods and their spectra were measured by
NIRS. A correlation between the reference method data and the collected spectra was used to develop an equation “FORAGE.EQA” for
forage analysis. An identification of samples with NIRS was conducted by the analysis of main components. Parameters of quality
FORAGE.EQA are determined by the standard error of calibration (SEC), SECppie = 1.93 g kg™, SECppin = 2.09 g kg''; the standard error of
cross validation (SECV), SECVppie = 2.60 g kg™, SECVppiv = 2.52 g kg™, and the coefficient of correlation (RSQ) RSQppi = 0.99 showed
a very strong dependence. A strong dependence was found at RSQppie = 0.91. The quality of calibration model was tested in the validation

file VFORAGE.CAL.

Key words: forage, grasslands, NIRS, PDIE, PDIN

Improvement in animal performance enhances the
requirements for nutrients and their effective utilization by
animals. Effective nutrients degradability in rumen is an
important characteristic of forage quality for ruminants and
indicates supplementation of animal and ruminal
microorganisms with energy and nitrogen. Much research has
been conducted on the effective nutrient utilization by
ruminants (Cereéhékové et al.,, 2003; PozdiSek and Bjelka,
2002) and rumen degradability of plants protein supplements
(Simko et al., 2006; Cerediiakova et al., 2002). Grasslands are
an important source of forage in the diet of ruminants mainly in
upland and mountain regions. Forage quality is affected by
many factors, including the characteristics of the environments
(soil, temperature, precipitation, light conditions), grassland
management (fertilization, cutting, grazing) and preservation
techniques (Juracek et al., 2001; Gallo et al., 2006; Biro et al.,
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2002; Galik, 2007). The profitable production and the
improvement in animal performance from grassland — based
systems depend on both the botanical composition and the
plant maturity stage. Botanical diversity of meadows and
pastures affects the crude protein content of forage and is
directly related to growth potential of the animals (PozdiSek and
Bjelka, 2002). The crude protein content is an important limiting
nutritional factor. Therefore, in order to adequately supply the
nutritional needs of the ruminants, the evaluation of crude
protein content of forage is needed. The evaluation of crude
protein (CP) according to the protein digestible in intestine
(PDI) system is based on utilisable nitrogen sources in the
small intestine of ruminants. These sources consist of microbial
protein synthesised in forestomachs and of non-degradable CP
of forage and their proportions — according to van Straaten
(Sommer, 1994) — depend on an extent of degradation and on



