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VYUZITIE ESTERAZ AKO BIELKOVINOVYCH MARKEROV  NA
DIFERENCIACIU GENOTYPOV JA CMENA

DIFFERENTIATION OF BARLEY GENOTYPES USING ESTERASES AS
PROTEIN MARKERS

Marian Tomka?Jana Bradova'Zdenka Galova

ABSTRACT

The aim of this work was to differentiate 30 barlggnotypes using esterases as protein
markers. We observed isoenzyme polymorphism atcé (lest 1, Est 2, Est 4, Est 5). It
revealed significant polymorphism using polyacryiden gel electrophoresis. Forty three
lines and 12 esterase profiles in 30 analyzed wesiavere observed. A total of 13 alleles
have been detected at 4 loci of which 4 allelegsif1 with frequencies of 2.3 — 62.8 %, 3
alleles at locus Est 2 with frequencies rangingnfrb. 7 to 93.0 % and 2 alleles of Est 4 with
frequencies 32.6 and 67.4 %. Frequency of 4 detexdteles at locus Est 5 varied from 2.3 to
85.0 %. Ten of the 30 examined genotypes showealvitietal polymorphism. The number
of detected lines in analyzed varieties varied franto 4. Two of the 43 lines were
heterozygotes.
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UvoD

Jamei jarny je na Slovensku vyznamnou obilninou. PritdiZ20-25 % produkcie zrna sa
vyuZiva na vyrobu sladu, ktory je zakladnou surouimpri vyrobe piva, vidmi ob’'dbeného
napoja. Vyazky z j&menného sladu sa vyuzZivaju na rézne farmaceutigkdblty, pretoze
su zdrojom vitaminov skupiny B, mineralnych latokajma Zeleza) a bielkovin
(Candrakova, 2006).

Leistrumaité a Paplauskieré (2007) uvadzaju, Ze medzi genetickymi zdrojmi rastlin je
¢asto geneticka variabilita a preto je déleZité @dzdroj ktory sa pouZije ndd&chtenie. Na
tento &el sa pouzivali agromorfologické markery ajdkenaju obmedzené pouZzitie pre
hodnotenie stufa variability pretoze sU mnohokrat ovpiywané environmentalnymi
faktormi a podmienkami rastu. Pre hodnotenie gekei variability rastlin sa preto
pouzivaju rézne biochemické a molekularne metdédpctiemické metddy na rozdiel od
morfologickych su viacej premenlivé, menej zaviskta prostredi a informativne
v akomkd'vek vyvojovom Stadiu rastlin.

Pouzitim molekularnych technik je v mozné uryiplienos génov medzi odrodami a zavies
nové gény z divo rastlcich pribuznych druhov. Péhyty charakter, ktory bol v minulosti
tazko stanovittny pomocou tradnych metdd, je v siasnosti lahko detegovatay
pomocou molekularnych marker¢gMohan et al., 1997).

Identifikacia a charakteristika jednotlivych genpby rastlin je zakladnym predpokladom
zvySovania kvality pestovanych odrdd Raéhtitd’skych programoch. Na druhej strane,
informacia o pévode odrody méze poniguestovattom pri vybere vhodnej odrody na
pestovanie do konkrétnych agroklimatickych podmlenako aj pre koncové vyuZitie
danej plodiny pre vyziviiudi, zvierat a podZakova a Benkova, 2004).

Genetické zdroje kultivovanych gmenov pozostavaju z genetickej diverzity medzi
vySlachtenymi odrodami, prvotnymi odrodami a divo rasti populaciami ich
vyvojovych pribuznych. Genetické hodnotenie tyclzdrojov prostrednictvom Studia
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izoenzymov poskytuje délezitt pomoc pre vhodny zheskladnenie a pouziti@Brown

a Clegg, 1983).

Nevo (1990) pomocou izoenzymov zostavil molekularnu fylogeng®&enice a jamena

a odhalil nové pribuzenské odrody, dm navrhujed’alSie teoretické a praktické Studium
izoenzymov na arovni DNA a bielkovin. Prace viacérautoroyBrown a Munday, 1982;
Sakti a Pietrzak, 1988; Konishi, 1995; Liu et al, 999) poukazuji na vysoky stupe
polymorfizmu v esterazovych lokusocin, dokazuje vyuzitenog’ esterdz ako molekularnych
markerov.Kahler a Allard (1981) dokazali analyzou esterazovych lokusov, Ze zakstiito
geografického rozmiestnenia esterazovych alel inieéhodné, pom pozorovali rozdiely v
spektre alel na jednotlivych kontinentoch.

NaSa praca bola zamerana na hodnotenie polymarfesterdz v Styroch lokusoch (Est 1,
Est 2, Est 4, Est 5) ana jeho zéklade sa pékasiferenciaciu 30 genotypov gaena
siateho. Esterazové lokusy Est 1, Est2 a Est 4¢ lgd najastejSie Studované, sa nachadzaju
v tesnej vazbe na chromozome 8kbnishi a Matsuura, 1987)a su usporiadané v poradi
Est 2 - Est 1 — Est&ahler a Allard, 1970).

Pod’aBradovej et al. (1998)mdZu by detegované esterazové alely pouzité na detainejs
charakterizaciu a rozliSenie liniicfaena s identickym hordeinovym profilom. Podobne ako
Ward a Bamforth (2002) sme na separaciu esterazovych alel pouzili el&kiEzu

v polyakrylamidovom géle.

MATERIAL A METODIKA
Analyzovali sme 30 genotypov gaenha siateho, ktoré nam poskytla Génova banka
semennych druhov SR Vyskumného Ustavu rastlinnepbyy SCPV v Pie&noch,
UKSUP v Bratislave, Génova banka semennych drudf® a AGRO BSS sr.o.
Sladkovtovo. V&Sina genotypov mala slovensky pévod.
Metdda elektroforézy esterdz v mavych listoch j@mena bola realizovana pdd
Sykorovej a Saska, 199@modifikovana metéda Davisa a Jonesa) a predstavaiSiu
moznog, ako rozSiti Skalu genetickych markerov u odrédtn@ena, ktorych geneticky
z&klad je pomerne UzkBradova a Sykorova, 2006)
Esterazy boli izolované zo Siestych rastlign@a. Prvy list nakidenej rastliny sa
odstrihol, bol zvadZzeny a nasledne rozotreny v jreneske s 10 nasobnym objemom
vychladeného extragkého pufru. Zmes bola prenesena do malych (1,5 ml)
centrifuga&nych kyviet bez vi&ok, tie boli vlozené do w&ich (10 ml) kyviet pre
centrifigu K-24. Centrifugovali sme pri -4 °C  D@inat pri 10 000 ot/min. K 10Ql
odpipetovaného supernatantu sme pridail zorkového pufru.
Do jamiek gélu bolo pomocou Hamilton syringe nam&apo 30 ul vzorky.
Elektroforeticky pristroj bol pomocou Frigostatupred vychladeny na 2 °C. Po naliati
elektrodoveho pufru boli nastavenécmiocné podmienky elektroforézy: 50 mA a 300V.
Po prejdeni horného gélu markerovaciehom (cca po 30 minutach) bol zvySeny prad na
75 mA, stabilizovalo sa napéatie cca 300V.
Elektroforéza prebiehala tak dlho, kym moaeo nedoputovalo cca 2 cm k dolnému
okraju gélu (cca za 2 hod. 50 min.).
Na detekciu alel bol pouziti roztok pripraveny zodk roztokov:

a) 10 mg 1-naftylacetdtu + 10 mg 2-naftylacetatu rstpné v1 ml

dimetylformamidu
b) 100 mg fast Blue RR rozpustenych v 1 ml dimetylfarmdu
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Tieto dva roztoky sa tesne presne pred detekcioe3aju do 100 ml fosfatového pufru.
Po objaveni hnedych &@rvenych pruhov esteraz (cca 15 -20 minut) saosi@ldpostup
vyfarbovania pdom sa vzorky nenechali prili§ rozdifundovaNasledne boli gély
fixované zastavovacim roztokom (70 ml kys. octowej930 ml destilovanej vody)
a premyté destilovanou vodou.

Gély boli vyhodnocované na ploSnom transiluminatpanmocou publikovanych alel
etalénovych odréd, ktoré boli nanesené na géhste so vzorkami. Pta Bradovej

a Sykorovej (2006 sa osvedlo pouzitie odrod Atlas (Al, Fr, At, Pi), Drost €& Dr, Nz,
Pi) a Ricote (Pr, Fr, Su, Ri), ktoré maju rozmanitistavu esterazovych alel (uvedené
v poradi stupajucej mobility: Est 1, Est 2. ESE4t 5).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hned v Uvode tejto kapitoly je potrebné informdvap rozdielnostiach v nomenklatare
esterazovych lokusov pouzivanych rdéznymi autorminagej praci sme sa pridrziavali
nomenklatiry uvedenej v prakivida a Nielsena (1977)ktora bola vytvorend na zaklade
odpor&ani IUPAC-IUB vyboru pre biochemickd nomenklatarimeadzinarodného vyboru
pre nomenklatiru a symboliku génownaena. Poda tejto prace, viaceri autori uvadzaju
nespravne ozianie lokusov, predovsetkym lokus Est 3, ktory by @ spravne ozngeny
ako Est 4. Tieto fakty uvadzame kvoli porovifatesti nasich vysledkov.

Pod’a viacerych autorov Brown et al., 1978; Brown, 1983; Nielsen and Johaes, 1986
bolo jameni detegovanych najmenej 60 izoenzymovych lokusprviemerom 3,3 alely na
lokus. Najv&Si polymorfizmus bol sledovany v lokuse Est 2Hordeum vulgaressp.
spontaneumobsahujucom 15 alelDai a Zhang (1989)svojimi analyzami, pri ktorych
Studovali polymorfizmus tibetskych odrodimaeia potvrdzuju variabilitu alel v esterazovych
lokusoch Est 1, Est 2 Est 3, Est 4.

Pomocou elektroforézy v polyakrylamidovom géle swmstyroch esterazovych lokusoch
detegovali 13 alel. Z tohto ptu boli 4 alely v lokuse Est 1 (Al, Ca, Pr, 0), [2lg v Est 2
(Dr, Fr, Un), 2 alely v Est 4 (At, Su) a 4 alelyegt 5 (Ag, Pi, Ri, Te). Priemerny et alely
na lokus bol 3,25¢o potvrdzuje prace hore uvedenych autorov. Tietyal réznych
kombinaciach vytvorili 12 esterazovych profilov. IB®/o sa frekvencie jednotlivych alel
pohybovali od 2,3 % do 93 % (obrazdR). Kahler a Allard (1981) v lokusoch Est 1, Est
2, Est 3 aEst 4 pozorovali minimalne 7, 12, 6 @& v uvedenom poradi. V porovnani
s naSimi analyzami detegovali ¢& polymorfizmus v esterazovych lokusoch, pretoZze
analyzovali subor, ktory pozostaval z 1506 odr&imgaia siateho Klordeum vulgarel.)

a divorastiucehoH. spontaneunkoch.). V porovnani s touto pracou je menségionami
detegovanych alel pravdepodobne spdsobeny aj tgmyasSina nasich genotypov bola
prevazne slovenského pbévodu ziatia uvedeni autori pracovali s genotypmi z celéhdasve
Alely ktoré sme detegovali tak mdzuthgo istej miery Specifické pre Europa by potvrdili

aj praceKahler a Allard (1981), Dai a Zhang (1989kdesa autorom podarilo preukazae
esterazy su pre niektoré regiony Specificke.

Na z&klade detegovanych alel sme zistili, Ze zyaoakného suboru 30 odrodiiaena bolo
10 heterogénnych resp. viacliniovych, ¢pm paet linii sa pohyboval od 1 do 4.
Heterogenitu vo vnutri odréd na zéklade polymorfizrasterdz detegovali dfahler

a Allard (1981). Z naSich analyz taktiez vyplyva, Ze 2 linie (Kose&SK 5451) boli
heterozygétne nakko v lokuse Est 2 boli detegovana pritomhasoch alel (Dr + Fr).
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Paity a frekvencie detegovanych alel sa nachadzapbuwke ¢.1 a preliad profilov je
uvedeny v tabike ¢.2.

Tab. 1 Patet a frekvencia detegovanych alel

Lokus Est1 Est 2 Est 4 Est5

Alela Al | Ca | Pr 0 Dr | Fr [Un| At | Su |Ag| Pi | Ri [ Te

Pocet 6 27 9 1 3| 40| 2| 14 291 1 37 ? B
Frekvencia | 14.0| 62.8| 209 23] 7.0 93)0 47 336 674 PR3 §g6407| 7.0

Tab. 2 Detegované esterazove profily

Est 1 0 |A]JAl [Al |Al |ca|cal| cal cal cal Pr| Pr

Est 2 Dr+Fr| Fr | Fr| Fr| Dr| Fr| Fr| Fr] Fr] Un Fr | Dr+Fr

Est4 Su | At] Sul Su Sy Al Al S§ Sp Hu u A

Est5 Ag Pi| Pi| Te|l] Tel Pi| Ri| Pi| T4 P Pl Pi

Pocet 1 2 2 1 1 9 2| 13 1 2 § 1
- - - - - . »

JUBILANT ATLAS DROST RICOTE NITRAN

Obr. 1 Ukazka polyakrylamidového gélu s esterazami s @amani alelami Standardov
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Obr. 2 Frekvencia detegovanych alel v lokusoch Est 12EEist 4, Est 5

ZAVER

Esterazy patria k izoenzymom t.j. enzymom s rovoakatalytickou aktivitou, ptiom sa
odliSuju svojou primarnou Struktdrou. Viaceri autominulosti potvrdili, Ze izoenzymi su
vynikajicim nastrojom na biochemické a genetick&li& Elektroforeteicka analyza esteraz
30 genotypov j&mena preukazala variabilitu alel v Styroch esterazbwvylokusoch.
Polymorfizmus esterazovych lokusov je vSak men& b&l pozorovany u hordeinovych
lokusov. Na zaklade ziskanych vysledkov mézme latoss, Ze vyuZzitie esterdz ako
bielkovinovych markerov ma svoje opodstatnenie pv8dtkym pri diferenciacii genotypov
jaémeia s rovnakym hordeinovym profilom. Tieto fakty jednane poukazuju na to, ze
spojenie analyz polymorfizmu esteraz spolu s polfimmom hordeinov je excelentnym
nastrojom na identifikaciu a diferenciaciu genotypemena.
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