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ZMENY NESTABILNYCH POZiCIi GENOMU GENETICKYCH ZDROJOV LANU SIATEHO
V STRESOVYCH PODMIENKACH

THE CHANGES OF UNSTABLE GENOME POSITIONS IN FLAX GERMPLASM UNDER
THE STRESS CONDITIONS

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

The paper is focused on identification of LIS event (Linum Insertion Sequence) of flax. The identification was realized on two levels. On the
level of determination of the presence of target insertion sites of LIS and on the level of particular insertion of LIS. Six different genotypes of
flax weres evaluated in field conditions with and without abiotic stress. Abiotic stress was induced in vitro conditions by cultivation medium
(Murashige and Skoog, 1962) and UV light exposure. In another treatment it was induced by reduction of nutrition via cultivation medium
(with half content of macroelements and without microelements). Analysis of LIS was realized by real-time PCR with designed primers.
Sequences of forward primer for proof of insertion of LIS were: TTTATTTTGGTTGAGTTTGGGTTTA and sequences of reverse primer
were: GATCTCTTGGAGTGATGTTTGATCT. Based on evaluation of melting temperature of gRT PCR product, the presence of target
insertion sites of LIS was confirmed in all plants planted in field and in in vitro conditions. By the same method the insertion of LIS has been
studied. By UV light exposure and nutrition stress condition, the insertion of LIS was activated in two flax genotypes Rembrandt and Gisa.
Insertion of LIS was not observed in other growth conditions. Stress factors like limited nutrition and UV light exposure have influenced LIS

activity within sensitive individuals.
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Genom lanu vykazuje v porovnani s inymi rastlinami niekolko
odliSnosti. Su to, vy$Sie zastupenie vysoko-, stredne a malopo-
Cetne sa opakujucich poradi nukleotidov, ovela niz8ia aktivita
mobilnych prvkov (transpozénov a retrotranspozénov) v geno-
me ako celku a existencia nahlych zmien genému v zavislosti
od podmienok prostredia (Cullis, 1986; Schneeberger a Cullis,
1991; Oh a Cullis, 2003). Linie, v ktorych boli pozorované de-
diéné genomické zmeny vyvolané faktormi vonkajSieho pros-
tredia su oznaCované ako genotrofy (Durrant, 1962). Prvou,
a dodnes intenzivne $tudovanou odrodou lanu siateho je Stor-
mont Cirrus, ozna¢ovana ako Pl — plasticka linia, v gendme kto-
rej bola popisand a charakterizovana inzeréna sekvencia lanu
(LIS — Linum insertion sequence). LIS (obrazok 1) predstavuje
5,7 kb fragment DNA, ktorého indukcia a nasledny vyskyt v
presne definovanom mieste gendmu, je désledkom Specifickej
a komplexnej inzerénej udalosti, pri¢om prirodzeny potencial k

I 1 - 5'hraniciaca oblast (1)

™ 11— 3'hraniciaca 4
oblast (2)

111 - inzeréna sekvencia lanu siateho (3¥—

1V — cielové poradie nukleotidov v&lenenia inzerénej sekvencie (4) (1) 4

Obrazok 1  Genomické usporiadanie inzerénej sekvencie v genotrofoch
fanu siateho
Pristupové ¢isla v NCBI databdze: T — AJ131992, 11 — AJ131993,
111 - AJ131994, TV — AJ131991

Figure 1 Genomic alignment of insertion sequence in flax genotrophs

Accession numbers in NCBI database: 1 — AJ131992, 11 — AJ131993,
111 - AJ131994, 1V — AJ131991

(1) 5 terminal area, (2) 3’ terminal area, (3) insertion sequence,
(4) target sequences of lis insertion
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environmentalne navodenym zmenam maju viaceré genotypy
[anu (Chen, 2005). Vyskyt LIS prvku je Specificky viazany iba
na senzitivne genotypy lanu siateho schopné pomerne rychlej
genomickej reakcie na zmenu Zivotného prostredia za¢lenenim
tohto prvku do typického cielového miesta.

Testovanie hypotézy, podla ktorej by vyskyt LIS prvku mal
byt sucasfou modifikacie gendmu v8etkych odréd lanu pri na-
vodeni Specifickych podmienok a nielen LIS-senzitivnych usku-
to€nili Chen et al. (2005). Testovali tri linie — Saskia, CI1303
a stabilny genotrof L1. V&etky tri v podmienkach vodného stre-
su a pri réznych davkach Zivin. Ziaden variant (pri véetkych sle-
dovanych stresovych podmienkach), po¢as pozorovanych
Stadii, nestabilny prvok genému nevykazoval. Ak sa vSak
rovnaké podmienky experimentu a terminy odberu vzoriek
pouzili pri odrode Stormont Cirrus, vysledkom bolo, Ze z 61
pripadov bolo pozorovanych 36 pripadov rastlin potomstva
Pl linie so zaznamenanou indukciou aktivity LIS. Vyskyt LIS
bol najvyraznejsi vo variante s nedostato¢nou vyZivou. Cel-
kovym vyhodnotenim vysledkov Chen et al. (2009) konStatuju
Uplnu zavislost aktivity zaclenenia sa LIS-1 v [ane siatom od
vyZivy lanu.

Genomickéa odpoved, v spojitosti s LIS prvkom, ako désle-
dok environmentalnych podmienok, je dokumentovana aj pri
odrodach Hollandia, Rembrandt a Liral Monarch (Cullis, 2005;
Chen, 2009).

Praca bola zamerana na identifikaciu pritomnosti cielového
miesta zaclenenia LIS prvku vo vybranych genotypoch lanu
siateho a naslednom vyhodnoteni v€lenenia tohto prvku v pod-
mienkach abiotického a v kombinacii abiotického a nutriéného
stresu technikou real-time PCR. Prave odroda Rembrandt slu-
Zila v praci ako kontrolna odroda navodenia dostato¢ne uc¢inné-
ho abiotického stresu prejavujuceho sa indukciou inzer€nej
sekvencie lanu siateho.
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Material a metddy

Biologicky material bol ziskany z Génovej banky Piestany a tvo-
reny Siestimi genotypmi lanu siateho (tabulka 1) vybranymi tak,
aby reprezentovali svojim pévodom rézne geografické pod-
mienky, hospodarske vyuZzitie ako aj typ genetického zdroja.

Odbery vzoriek biologického materidlu prebehli v troch va-
riantoch podmienok rastu. Prvym variantom rastu boli polné
podmienky pestovania lanu. Oznacenie PP. Maloparcelovy po-
kus bez opakovania bol realizovany na pokusnej parcele Ka-
tedry genetiky a Slachtenia rastlin v Nitre, v roku 2009. Porast bol
zalozeny, vedeny a oSetrovany v stlade so Standardnymi agro-
technickymi postupmi pre pestovanie lanu siateho. Rastlinny
materidl z tohto variantu bol odobrany v poéte 10 nahodne vy-
branych vrchnych listov v obdobi Zltej zrelosti. Druhym variantom
bolo dopestovanie rastlin v in vitro podmienkach na kultivaénom
meédiu (Murashige and Skoog, 1962). Oznagené MS I. Pocas tri-
dsiatich dni rastu boli rastliny 9-krat (kazdy treti defl) oZzarované
UV svetlom po dobu 20 mindt. Material na izolaciu DNA bol zis-
kany z listov piatich rastlin po 30 dfioch. Tretim variantom boli
rastliny dopestované v in vitro podmienkach na upravenom kulti-
vaénom médiu (MS Il) s poloviénym obsahom makroelementov
a nulovym obsahom mikroelementov. Tieto rastliny boli zarover
oZarované UV svetlom. Casovy harmonogram oZarovania, ako
aj odber materidlu sa zhoduje s druhym variantom.

DNA bola izolovana stipravou Invisorb® Spin Plant Mini Kit,
Invitek, kvalita a kvantita DNA bola stanovena pristrojom Qui
bit™ Fuorometer Invitrogen.

Identifikacia cielového miesta zaclenenia LIS prvku bola
uskuto€nena v qRT PCR reakcii dvojicou prajmerov podla
Chen et al. (2009). Optimalizacia koncentracie kazdého z dvoji-
ce prajmerov bola uskuto&nend pri 30 ng obsahu DNA genoty-
pu Albidum. Efektivita reakcie bol vyhodnotenad na optimalny
obsah DNA v gqRT PCR reakcii (obrazok 2). Testované boli va-
rianty 30 ng — 45 ng — 60 ng — 70 ng.

Genomicka analyza LIS prvku a navrh prajmerov LIS prvku
bola uskuto€nena na zaklade poradia nukleotidov v NCBI da-
tabaze — modul BLAST, pod pristupovym ¢&islom AJ131994
a softvérom Primer3 so sekvenciou priameho prajmera:
TTTATTTTGGTTGAGTTTGGGTTTA a spatného prajmera:
GATCTCTTGGAGTGATGTTTGATCT. Vypocet relativnej
kvantifikacie efektivity qRT PCR bol uskuto€neny podla mate-
matického modelu Pfaffl (2001).

gRT PCR sa uskuto¢nili v roztokoch obsahujicich 45 ng
DNA, iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-rad) a koncentraciami
prajmerov 500 nM priamy a 400 nM spatny (obrazok 3) v pri-
stroji CFX96 Real-time system. Casovy a teplotny profil gRT
PCR bol nasledovny, tivodna denaturacia DNA 3 min. pri 95 °C,

Tabulka 1 Charakteristiky genotypov lanu siateho pouZitych v préci
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Kad (1) ng.dm™ DNA Ct hodnota (2) Efektivita (3)
I 30 19,85 89 %
II. 60 23,82 91 %
1. 45 25,91 93 %
IV. 75 27,05 23 %

Obrazok 2 Efektivita qRT PCR reakcie pri roznej koncentracii DNA
v ng.dm™ sa uskutognila v 25 ul reakénom roztoku

Reaction efficiency different DNA concentration in ng dm.
Reaction accomplished in 25 ul of reaction solution

(1) code, (2) Ct value, (3) efficiency, (4) amplification, (5) cycles,
(6) RFU - relative fluorescence units

Figure 2
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Obrazok 3  Efektivita syntézy produktu v real-time PCR pri roznych kon-
centrdciach prajmerov. Oznacenie 300/400 znamend — Citatel
je koncentracia priameho prajmera a menovatel je koncentra-
cia spatného prajmera. Koncentrécie prajmera st v nM.dm™
The synthesis product efficiency in real-time PCR, while
different primers concentrations were used. Identification
300/400 means — numerator is concentration of forward
primer and denominator is concentration of reverse primer.
Primer concentrations are in nM dm’®

Figure 3

(denaturacia DNA 15 s pri 95 °C, naviazanie prajmerov 40 s pri
54 °C — cielové miesto zadlenenia LIS alebo pri 49 °C — LIS pr-
vok, syntéza retazcov DNA 2 min pri 72 °C) 45-krat a zaverecna
syntéza DNA 2 min pri 72 °C. Od¢itania fluorescencie vznikaju-
ceho produktu prebehli po amplifikacnej faze a analyzy teploty
denaturacie fragmentu boli od&itavané pocas 1 sekundy

Nézov genotypu (1) Pévod (2) Typ genetického zdroja (3) Hospodarske vyuZitie (4)
Albidum India krajovd odroda (9) olej (11)
Flanders Kanada (5) odroda (10) olej (11)

Gisa Egypt odroda (10) vidkno (12)

La Plata 1938 Argentina (6) odroda (10) olej (11)
Rembrandt Holandsko (7) odroda (10) vidkno (12)
Svaloef Svédsko (8) krajové odroda (9) nezistené (13)

Table 1 Analysed flax genotypes characteristics

(1) name of genotype, (2) origin, (3) type of germplasm, (4) commercial utilization, (5) Canada, (6) Argentina, (7) The Netherlands, (8) Sweden, (9) Landrace, (10)

cultivar, (11) oil, (12) fibre, (13) unknown
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a v teplotnych narastoch 0,2 °C. gRT PCR reakcia bola analy-
zovana pomocou CFX™ Manager Software. Elektroforeticka
separacia produktov ziskanych qRT PCR reakciou sa uskutoc-
nila v 2% agarézovom géle. Molekularno-genomické analyzy
boli uskutoénené v Laboratériu biodiverzity, fyziolégie a geneti-
ky rastlin excelentného centra ochrany a vyuzivania agrobiodi-
verzity na Katedre genetiky a Slachtenia rastlin, Fakulty
agrobiolégie a potravinovych zdrojov, SPU v Nitre.

Vysledky a diskusia

Schopnost prajmerov v qRT PCR reakcii zmnoZit oblast cielo-
vého miesta v€lenenia sa LIS prvku (obrazok 4) bola potvrdena
analyzou teploty denaturacie, resp. teploty topenia syntetizova-
ného produktu, ako aj vizualizaciou produktu v agar6zovom
géli (obrazok 5). Cielové miesto v€lenenia LIS prvku v gené-
me [anu siateho bolo pozitivne identifikované vo vSetkych ge-
notypoch. Pri 6 genotypoch pestovanych v polnych
podmienkach, tak aj pri 6 genotypoch pestovanych v in vitro
podmienkach.

Vypoditana teplota topenia produktu identifikujuceho
miesto vélenenia LIS prvku predstavuje 81 °C a konkrétne
hodnoty analyzy bodu topenia (obrazok 6) sa pohybovali
v rozpéti 81,2—82,8 °C. Silnu fluorescenciu a najvyraznejSie
vystupy na urovni hodnét RFU 2084-2255 boli pri odrode La
Plata 1938.

Identifik&cia samotného LIS prvku v rastlinach pestovanych
v polnych a in vitro podmienkach bola uskuto¢nena analyzou
teploty topenia qRT PCR produktu, ktory bol vypoctom uréeny
v rozpati 78—-81 °C a experimentalne potvrdeny na Grovni 78,8
a 81,40 °C. Identifikacia bola v pripade rastlin pestovanych
v polnych podmienkach a in vitro podmienkach pri plnom obsa-
hu Zivin spolu s pdsobenim UV Ziarenia, vo v8etkych pripadoch
negativna (tabulka 2). Navodenim nutri€éného stresu (MS Il) sa
podarilo navrhnutou dvojicou prajmerov potvrdit v€lenenie LIS
prvku v pripade genotypu Rembrandt a Gisa (obrazok 7). Odro-
da Rembrandt je v literature (Cullis, 2005) uvadzana ako geno-
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Obrazok 4  Specifita syntézy produktu v qRT PCR pri réznych koncentrd-
cidch prajmerov. Koncentracie prajmera sti v nM.dm™®
Specificity of product synthesis in gqRT PCR while different
primers concentrations were used. Primer concentrations are
in nM.dm™

(1) melt peak, (2) temperature in °C, (3) primer concentration in
nM.dm™, (4) threshold cycle

Figure 4

typ, pri ktorom bola genomicka odpoved na nutri¢ny stres v po-
dobe inzercie LIS prvku dokazana. Ct hodnoty v pripade oboch
genotypov uréuju za danych podmienok gRT PCR reakcie pri-
blizne 2-nasobok kopii zmnozeného LIS prvku v prospech od-
rody Gisa.

Vysledky uvadzané v literattre (Evans, Durrant and Rees,
1966; Cullis, 2005) ukazuju, Ze k inzercii LIS prvku dochadza
v priamej reakcii na rast jedincov v podmienkach stresu. K in-
zercii dochadza po€as vyvinu rastlin a najlepsie je identifikova-
telnd vo vegetativnych organoch — listoch. Tieto zistenia su
sthlasné s naSimi vysledkami. Pouzité prajmery v podmien-
kach qRT PCR reakcie su schopné efektivne zistit zaclenenie
sa LIS prvku aj vo vzorke DNA, ktora reprezentuje populaciu

Tabulka 1  Prehlad vysledkov identifikacie cielového miesta vélenenia LIS prvku a jeho pritomnost vo vybranych genotypoch lanu siateho
Genotyp (1) Produkt (2) Identifikdcia vo variantoch (3)
polné podmienky (4) in vitro podmienky MS | (5) in vitro podmienky MS 11 (6)

CMI + + +
Albidum

LIS - -

CMI + + n
Flanders

LIS - -

CMI + + +
Gisa

LIS - - +

CMI + + +
La Plata 1938

LIS - -

CMI + + +
Rembrandt

LIS - - +

CMI + + +
Svaloef

LIS - -

CMI - cielové miesto vElenenia LIS prvku, LIS —identifikdcia LIS prvku, MS | - pIné MS médium a pdsobenie UV, MS Il = MS médium s poloviénym obsahom mak-
roprvkov a nulovym obsahom mikroprvkov a posobebie UV, + éno, - nie
CMI — Target insertion site of LIS event, LIS — LIS event identification, MS | - full-value MS medium and influence of UV radiation, MS Il — MS medium with half
content of macroelements and zero content of microelements and influence of UV radiation, + means yes, - means no

Table 1

Overview of results of identification of target insertion site of LIS event and its presence in selected flax genotypes

(1) genotype, (2) product, (3) the identification in individual variants, (4) field conditions, (5) in vitro conditions MS |, (6) in vitro conditions MS |1
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ws €—1000 bp

variant: PP (1) variant: MS | (2)

12 3 4 562 8@ 5 6

Obrazok 5

Identifikdcia miesta v&lenenia LIS prvku fanu siateho v agaré-
zovom géli

(1) PP = polné podmienky; (2) MS | - kultivaéné médium s nereduko-
vanou vyzivou

Identification of LIS event target sequences of flax in agarose gel
(1) PP - field conditions, (2) MS | - cultivation medium without
reduction of nutrition

Figure 5
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Obrazok 6 Identifikdcia miesta v€lenenia LIS prvku na zdklade teploty to-
penia qRT PCR produktu vo variante MS Il pestovania rastlin
-d(RFU)/dT - prahové hodnoty topenia produktu

LIS insertion place identification based on analysis of melting
temperature of qRT PCR product in treatment MS Il of plant
cultivating

-d(RFU)/dT — default melt treshold

(1) melt peak, (2) temperature in °C

Figure 6

rastlin daného genotypu. Identifikacia LIS prvku zaznamenava-
la slabSie hodnoty fluorescenéného signalu. Slabsi signal bol
pravdepodobne spdsobeny individualnymi rozdielmi medzi
rastlinami v populacii, z ktorych bola skimané vzorka DNA vy-
tvorena (z ndhodne vybranych 10 listov a nie samostatne z jed-
notlivych listov). Nadasovanie inzercie LIS prvku je zavislé od
konkrétnych podmienok, v ktorych rastlina rastie. Vysledky ako
pre jednotlivé oSetrenia dusikom, tak aj vodno-stresové varian-
ty naznacuju, Ze ak sa rastlina vyvija za tychto $pecifickych
podmienok, tak inzercia LIS vykazuje homozygotnost a precha-
dza na vSetkych potomkov (Chen et al., 2009).

Je tieZ zrejmé, Ze nie vSetky genotypy lanu reaguji na nut-
riny stres inzerciou LIS prvku, alebo nie takou mierou, ako je
dokumentovand pre PI liniu (Cullis, 2005), nakolko samotna
podstata takejto genomickej odpovede v sucasnosti nie je dos-
tatoCne zodpovedana, stabilnost, pripadne citlivost jednotlivych
odréd lanu siateho nembzZe byt uzatvorena ako konec¢na.
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Obrazok 7 Identifikdcia LIS prvku na zaklade teploty topenia produktu
qRT PCR v genotypoch Rembrandt a Gisa
Figure 7 LIS event identification based on melting temperature of qRT

PCR product, which identified insertion of LIS event in
genotypes Rembrandt and Gisa
(1) melt peak, (2) temperature in °C

Sithrn

Praca bola zamerana na identifikaciu LIS prvku (Linum Inser-
tion Sequence — inzeréna sekvencia lanu) lanu siateho. Identi-
fikacia bola realizovana na dvoch urovniach. Na urovni ur€enia
pritomnosti cielovych miest za¢lenenia sa LIS prvku a na trovni
sledovania vlastného zaélenenia sa LIS prvku. Hodnotenych
bolo Sest odliSnych genotypov lanu siateho v polnych pod-
mienkach bez abiotického stresu a v podmienkach s abiotic-
kym stresom. Abioticky stres bol navodeny v in vitro
podmienkach na kultivaénom médiu (Murashige and Skoog,
1962) a UV oziarenim a v dalSom variante s redukciu vyzivy
(s poloviénym obsahom makroelementov a bez mikroelemen-
tov). Analyza LIS prvku bola uskuto€nena pomocou real-time
PCR s navrhnutymi prajmermi, sekvencia priameho prajmera
pre dbkaz zaClenenia sa LIS prvku: TTTATTTTGGTTGAG-
TTTGGGTTTA a sekvencia spatného prajmera: GAT-
CTCTTGGAGTGATGTTTGATCT. Na zaklade hodnotenia
teploty topenia qRT PCR produktu bola potvrdena pritomnost
ciefového miesta zaclenenia sa LIS prvku pri vSetkych rastli-
nach pestovanych v polnych podmienkach a v in vitro podmien-
kach. Rovnakou metddou bolo sledované aj zaclenenie sa LIS
prvku. Vplyvom davok UV Ziarenia a nutri€ného stresu bolo ak-
tivované zaclenenie sa LIS prvku pri dvoch genotypoch lanu
siateho, Rembrandt a Gisa. Pri inych podmienkach rastu nebo-
lo sledované za&lenenie sa LIS prvku. Stresové faktory, nedos-
tato¢na vyziva a ozarovanie UV svetlom, mali vplyv na aktivitu
LIS prvku pri citlivych jedincoch.

Klacové slova: LIS prvok, lan siaty, qRT PCR
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POROVNANIE ENERGETICKEJ HODNOTY ZRN OBILNIN STANOVENEJ ROZDIELNYMI METODAMI
COMPARISON OF CEREAL GRAIN ENERGY VALUE DETECTED BY DIFFERENT METHODS

Daniel BiRO, Branislav GALIK, Milan SIMKO, Miroslav JURACEK, Michal ROLINEC,
Peter SEVCIK, Maro§ KURUC

Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre

The aim of the experiment was the cereal grains energy value by different methods determination. In the experiment we analyzed energy
value of maize, wheat, barley and oat grains. The energy value of feeds we detected by calculations and by direct calorimetric method also.
For energy value detected by calculation were the contents of crude protein, crude fat, crude fibre and nitrogen free extract analyzed. By this
method we found the highest gross energy (18.83 MJ.kg™ of dry matter) in maize, significantly (P < 0.05) in comparison with wheat and oat.
The lowest gross energy content (18.25 MJ.kg™ of dry matter) we detected in oat and barley. In calorimetric energy value we found different
results. The highest calorimetric gross energy value (18.66 MJ.kg™ of dry matter), significantly in comparison with barley and wheat, was for
oat typical. Calorimetric gross energy value of barley and wheat (18.59 and 18.58 MJ.kg™" of dry matter) were lower. The lowest calorimetric
gross energy value we detected in maize, significantly (P < 0.05) in comparison with wheat. We found different results of cereal grains energy
value detected by different methods. By calculations we found the highest gross energy value in maize, by calorimetric method in oat.

Key words: feeds, cereal grains, gross energy, calculation, calorimeter

Dosahovanie vysokej UZitkovosti zvierat a tym efektivnej Zivocis-
nej produkcie je podmienené najmé dostatoénym energetickym
zasobenim ZivociSneho organizmu (Hoffmann, 1998; Biro,
2006). Energia v rbznej forme je v ZivociSnom organizme pot-
rebna pre vSetky prebiehajlice procesy, jej zdrojom vo vyZive
zvierat su krmiva (Hoffmann, 1998). Energetickd hodnotu krmiva
vyjadruje jeho energeticky obsah, resp. jeho energeticky u¢inok
v Zivog&isnom organizme (Pajtas et al., 2009). Najvyznamnejs$im
energetickym zdrojom su vo vyzive zvierat obilniny (Pajtas,
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1997; Mlynek a Halo, 1999; Horniakova et al., 2003). Ich vysoka
energetickd hodnota je determinovana vysokym obsahom
Skrobu (McDonald et al., 2002; Blasel et al., 2006; Marecek,
2008), ktory sa v zrmach obilnin asimiluje do plnej fyziologickej
zrelosti (Frandakova a LiSkova, 2009). Podla Simka et al.
(2010) sa najvy3Sou energetickou hodnotou spomedzi obilnin
vyznacuje zrno kukurice, ktort Biro (2006) oznacuje za nosny
energeticky zdroj vo vyzive zvierat, najméa prezivavcov. V prak-
tickom kfmeni zvierat je potrebné aj podla Petrikovica a Som-



