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Abstrakt


	Cílem práce byla analýza polymorfismu isoenzymů EST u androgenních regenerantů odrůdy „Granát“ (u nás novošlechtění HE 5038, pod názvem „Granát“ povoleno na Slovensku) a F1 hybridů ječmene, kde byla odrůda „Granát“ použita jako mateřský komponent. Elektroforetická analýza spekter isoenzymů EST (EC 3.1.1.1) byla provedena u androgenních regenerantů hybridů F1 generace 66 („Granát“ x HE 6105), hybridů 84 („Granát“ x „Prisma“), hybridů 86 („Granát“ x O 22/91 D) a u androgenních regenerantů mateřské parentální formy Granát.





	Androgenní rostliny byly získány technikami prašníkových kultur in vitro. Prašníky byly kultivovány dle metodiky Vagera, ohnoutková (1993). Odběr prašníků pro kultivaci byl prováděn ve stádiu první pylové mitózy (střední a pozdní jednojaderná fáze mikrospor).





	Materiál pro elektroforetické stanovení isoenzymů EST byl odebrán z rostlin ve fázi 4 pravých listů. K PAGE analýze isoenzymových systémů nespecifických esteráz byla použita vertikální elektroforéza dle metodiky používané na pracovišti ÚEB AV ČR - pracoviště Olomouc. Zymogramy androgenních regenerantů parentálních forem a F1 hybridů byly vyhodnoceny pomocí relativní pohyblivosti (Rf) a charakteru denzitogramu.





	V našem případě měl mateřský genotyp „Granát“ nejvyšší responzibilitu a u jednotlivých F1 hybridů klesala responzibilita v závislosti na responzibilitě otcovkého genotypu, který byl použit pro křížení. Rozdíly v responsibilitě a v regeneraci v zelené a albikátní rostliny jsou způsobeny responzibilitou křízených rodičů, čímž byly potvrzeny výsledky Hou et al. (1994) a Kintzios a Fischbeck (1994).





	Stanovení ploidie bylo provedeno podle standartní metodiky (doležel a kol.,1989) pomocí průtokového cytometru PARTEC PAS II. Byla potvrzena tvorba regenerantů o různém stupni ploidie (haploidy, dihaploidy) při nepřímé androgenezi in vitro.





	U androgenních regenerantů získaných z F1 hybridů 86 a 66, nebyly ve spektru isoenzymů EST zaznanenány kvantitativní ani kvalitativní změny ve srovnání s výchozími F1 hybridy. U andogenních regenerantů F1 hybridů 84 byly zaznamenány kvantitativní rozdíly v 2 nejintenzivnějších isoenzymových pruzích o Rf 0,12 a 0,19. V zymogramech všech androgenních regenerantů  hybridů F1 byl nalezen isoenzym s Rf 0,52 specifický pro mateřský genotyp odrůdu „Granát“. Pouze v jednom případě z 15 analyzovaných regenerantů byl nalezen též isoenzym z otcovského genotypu o Rf 0,45. Převahu specifického mateřského pruhu lze vysvětlit vysokou androgenní responzibilitou mateřského genotypu (převažuje při gametické selekci).





        	Genetická varibilita isoenzymů zjištěná mezi rostlinami regenerovanými z kultur in vitro byla zjištěna u řady rostlinných druhů (Larkin, 1987). Jedna z těchto příčin mohou být metylace DNA. Za tyto metylace odpovídá enzym DNA-metyltransferáza. Byly zjištěny rozdíly v poměrech intenzit jednotlivých izoenzymů u androgenních regenerantů odvozených z 1 donorové rostliny. Je možné se domnívat, že tyto rozdíly byly způsobeny metylacemi v důsledku stresových faktorů při kultivaci in vitro  (růstové regulátory  2,4-D). Nebyla zjištěna korelace mezi intenzitou pruhů a stupněm ploidie.
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