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DIFFERENTIATION BETWEEN
PROTEINS AS MARKERS

BARLEY GENOTYPES USING

Marian Tomka, Jana Bradovad, Zdenka Galova

ABSTRACT

The aim of this work was to differentiate 30 barley genotypes using proteins as markers. We observed
polymorphism at 4 isozyme loci (Est 1, Est 2, Est 4 and Est 5) and 7 hordein loci (Hrd A, Hrd B, Hrd F, Hrd C,
Hrd D, Hrd E, Hrd G). We revealed significant polymorphism using polyacrylamid gel electrophoresis for
isoenzyme and starch gel electrophoresis for hordein separation. We observed 85 lines and 50 profiles based on
hordein polymorphism and 43 lines and 12 esterase profiles in 30 analyzed varieties. A total of 29 alleles have
been detected at 3 major hordein loci at which 10 alleles were at Hrd A with frequencies of 1,2 — 47,1 %, 16
alleles at Hrd B with frequencies of 1,2 — 14,1 %, and 3 alleles at Hrd F with frequencies of 16,5 — 58,8 %. At
esterases loci we detected 4 alleles of Est 1 with frequencies of 2,3 — 62,8 %, 3 alleles at locus Est 2 with
frequencies from 4,7 to 93,0 % and 2 alleles of Est 4 with frequencies 32,6 and 67,4 %. Frequency of 4 detected
alleles at Est 5 varied from 2,3 to 85 %. Esterases polymorphism was used to differentiate barley lines with

identical hordein profile.
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UVOD

Jaémenn jarny je na Slovensku vyznamnou
obilninou. Priblizne 20-25 % produkcie zrna sa
vyuziva na vyrobu sladu, ktory je zakladnou
surovinou pri vyrobe piva, vel'mi obl'ibeného napoja.
Vytazky z ja¢menného sladu sa vyuzivaju na rézne
farmaceutické  vyrobky, pretoze su zdrojom
vitaminov skupiny B, minerdlnych latok (najma
zeleza) a bielkovin (Candrakova, 2006).

Leistrumaité a Paplauskiené (2007) uvadzaju, ze
medzi genetickymi zdrojmi rastlin je ¢asto geneticka
variabilita a preto je dolezité poznat zdroj ktory sa
pouzije na Slachtenie. Na tento 0cel sa pouzivali
agromorfologické markery aj ked” maji obmedzené
pouzitie pre hodnotenie stupfa variability pretoze su
mnohokrat ovplyviiované environmentalnymi
faktormi a podmienkami rastu. Pre hodnotenie
genetickej variability rastlin sa preto pouzivaju rozne
biochemické a molekularne metédy. Biochemické
metddy na rozdiel od morfologickych st viacej
premenlivé, menej zavislé na prostredi a informativne
v akomkol'vek vyvojovom §tadiu rastlin.

Pouzitim molekularnych technik je Vv mozné
urychlit' prenos génov medzi odrodami a zaviest
nové gény zdivo rasticich pribuznych druhov.
Polygénny charakter, ktory bol v minulosti tazko
stanovitelny pomocou tradicnych metéd, je
v sucasnosti  'ahko  detegovatelny  pomocou
molekularnych markerov (Mohan et al., 1997).

Identifikdcia a charakteristika jednotlivych
genotypov rastlin je zakladnym predpokladom
zvySovania kvality pestovanych odrod

v $lachtitel'skych programoch. Na druhej strane,

informacia o povode odrody moéze pomoct
pestovatelom pri vybere vhodnej odrody na
pestovanie do konkrétnych agroklimatickych

podmienok, ako aj pre koncové vyuzitie danej
plodiny pre vyzivu I'udi, zvierat a pod. (Zakova a
Benkova, 2004).

Zasobné bielkoviny zrna pSenice a jaCmena su v
praxi najviac vyuzivané pre ucely identifikacie a
diferenciacie genotypov. Su lokalizované v
§pecializovanych rastlinnych pletivach alebo
organoch, kde sa nachadzaji v dostatoénom
mnozstve a su relativne lahko extrahovatelné
(Chiapek, 2008).

Na diferenciaciu genotypov jac¢mena pouzili
polymorfizmus hordeinov viaceri autori
Pomortsev et al. (2002, 2007, 2008), Yin et al.
(2003).

Cerny a SaSek (1998)  hodnotili moznosti
markerovania 6smych agronomickych znakov
jamena siateho formy jarnej a ozimnej koeficientmi
asociacie. Medzi poctom alel hordeinovych génov a
kvalitativnou triedou pouzitych znakov (HTZ; podiel
zrna 2,2 mm; podiel zrna 2,5 mm; extrakt v suSine
sladu, odolnost k mucnatke travovej, hrdzi
jatmetiovej, polichaniu, dizka rastliny). Pouzity
postup markerovania bol overovany pri pouziti
stiboru 63 domacich a zahrani¢nych odrdd ja¢mena
jarného a ozimného.

Nevo (1990) pomocou izoenzymov zostavil
molekularnu fylogenézu pSenice a jaCmenia a odhalil
nové pribuzenské odrody, pricom navrhuje dalSie
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teoretické a praktické Stidium izoenzymov na urovni
DNA a bielkovin. Prace viacerych autorov (Brown
a Munday, 1982; Sakti a Pietrzak, 1988; Konishi,
1995; Liu et al, 1999) poukazuju na vysoky stupefi
polymorfizmu v esterazovych lokusoch, ¢o dokazuje
vyuzitel'nost’ esteraz ako molekularnych markerov.
Kahler aAllard (1981) dokazali analyzou
esterazovych lokusov, ze zakonitosti geografického
rozmiestnenia esterazovych alel nie su nahodné,
pricom pozorovali rozdiely v spektre alel na
jednotlivych kontinentoch.

Nasa praca bola zamerana na hodnotenie
polymorfizmu hordeinov a esterdz. Polymorfizmus
hordeinov bol hodnoteny v 7 lokusoch (Hrd A, Hrd
B, Hd F, Hrd C, Hrd D, Hrd E, Hrd G) a
polymorfizmus esteraz v Styroch lokusoch (Est 1, Est
2, Est 4, Est 5) ana ich ziklade sa pokusit
o diferenciaciu 30 genotypov jaCmena siateho.
Esterazové lokusy Est 1, Est2 aEst 4, ktoré su
najcastejSie Studované, sa nachadzaju v tesnej vizbe
na chromozéme 3H (Konishi a Matsuura, 1987)
asu usporiadané¢ vporadi Est 2 - Est 1 — Est4
(Kahler a Allard, 1970). Najcastejsie sledovanymi
hordeinovymi lokusmi st Hrd A a Hrd B, priCom
niektoré alely ztychto lokusov predstavuju
potencialne markery agronomickych
a technologickych parametrov jaémena.

MATERIAL A METODY

Analyzovali sme 30 genotypov jaémena siateho,
ktoré nam poskytla Génova banka semennych
druhov SR Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby
SCPV v Piestanoch, UKSUP v Bratislave, Génova
banka semennych druhov CR a AGRO BSS s r.0.
Sladkovi¢ovo. Vicsina genotypov mala slovensky
povod.

Zasobné bielkoviny sme izolovali z endospermu
celych, suchych, zrelych zin podla
optimalizovanej CSN 46 1085-1 (Bradova,
Sykorova, 2006). Zrno sme zhomogenizovali
mechanicky -  rozmliazdenim, vlozili do
eppendorfovej skumavky, kde prebehla samotna
extrakcia hordeinov v 65 % etanole.

Elektroforézu, fixaciu a farbenie Skrobovych gélov
sme uskutoénili podla optimalizovanej CSN 46
1085-1 (Bradova, Sykorova, 2006). Na detekciu
hordeinov v stipcoch $krobovych gélov sme pouzili
farbiaci roztok nigrosinu a nasledne boli jednotlivé
gély  vyhodnotené  a naskenované.  Vysledny
dendrogram bol zostrojeny hierarchickou klastrovou
analyzou vyuzitim UPGMA algoritmu.

Metoda elektroforézy esteraz v 7 dnovych
listoch ja¢meia bola realizovand podl'a Sykorovej
a Saska, 1996 (modifikovandi metéda Davisa
aJonesa) a predstavuje dalsiu moznost, ako
roz$irit Skalu genetickych markerov u odréd
jacmena, ktorych geneticky zaklad je pomerne
uzky (Bradova a Sykorova, 2000).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Jednym z prvych produktov expresie génov su

bielkoviny, apreto zich zlozenia  mozZno
predpokladat’ skladbu génov, atym ziskavat
informacie o genotype. Princip bielkovinovych

markerov umoznuje podl'a bielkovin stanovit’ pdvod
kultarnych rastlin, ur¢it' Struktiru ich genému,
uskutoCnit’ ich gendmovu analyzu, presne a rychlo
identifikovat’ odrody, detegovat’ linie a mutanty
(Gregova et al. 1995; Galova et al. 2003).

Celkovo sme detekovali 85 linii a 50 hordeinovych
profilov.  Viacsina  odrod (20) vykazovala
vnutroodrodovy polymorfizmus hordeinov. Pocet
linii sa pohyboval od 1 do 8. Celkovo sme
v majoritnych lokusoch detekovali 29 alel, z toho 10
vHrd A5 16 vHrd B a3 alely vlokuse Hrd F.
V minoritnych lokusoch sme zistili pritomnost’ 5 alel
(Tabulka 1). Jednotlivé alely sa v lokuse Hrd
A vyskytovali s frekvenciou od 1,2 % do 47,1 %.
V lokuse Hrd B sa frekvencia alel pohybovala od 1,2
% do 14,1 %. Frekvencia alel v Hrd F sa pohybovala
od 16,5 % do 58,8 %. V minoritnych lokusoch (Hrd
C, Hrd D, Hrd E, Hrd G) sa alely vyskytovali
s frekvenciou 1,2 % - 60,0 %. Vysoky stupeii
polymorfizmu, ktory sme  pozorovali v
hordeinovych lokusoch potvrdzuja aj Prugar
a Hraska (1989), Pomortsev et al. (2007, 2008),
Yin et al. (2003) a d’alsi.
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Tabulka 1 Typy a ioéet detekovani'ch alel na i’ednotlivi'ch lokusoch.

Hrd A
Alela | Pocet | Alela | Pocet | Alela | Pocet | Alela | Pocet | Alela | Pocet | Alela | Pocet
2 40 12 12 21 11 31 2 N2 5
3 2 14 2 23 9 N1 1 N 1
Hrd B
1 3 8 1 (17) 2 21 8 34 2 N
3 12 9 1 18 1 25 8 47 12
5 4 17 3 19 12 29 12 64 2
Hrd F

Pomocou elektroforézy v polyakrylamidovom géle
sme v Styroch esterazovych lokusoch detegovali 13
alel. Z tohto poétu boli 4 alely v lokuse Est 1 (Al, Ca,
Pr, 0), 3alely v Est 2 (Dr, Fr, Un), 2 alely v Est 4 (At,
Su) a4 alely vEst 5 (Ag, Pi, Ri, Te). Priemerny
pocet alel na lokus bol 3,25, ¢o potvrdzuju prace
autorov Brown, 1983; Nielsen and Johansen, 1986
Dai aZhang (1989). Tieto alely vroznych
kombinacidch vytvorili 12 esterdzovych profilov.
Celkovo sa frekvencie jednotlivych alel pohybovali
od 2,3 % do 93 %. Kahler aAllard (1981)
v lokusoch Est 1, Est 2, Est 3 a Est 4 pozorovali
minimalne 7, 12, 6 a7 alel vuvedenom poradi.
V porovnani s nasimi analyzami detegovali vacsi
polymorfizmus v esterdzovych lokusoch, pretoze
analyzovali subor, ktory pozostaval z 1506 odrod
ja¢menia  siatcho  (Hordeum  vulgare L))

a divorasttceho (H. spontaneum Koch.). V porovnani
S touto pracou je mensi poéet nami detegovanych alel
pravdepodobne spdsobeny tym, ze véésina naSich
genotypov bola prevazne slovenského povodu zatial
¢o uvedeni autori pracovali s celosvetovou kolekciou
genotypov jaémena. Alely ktoré sme detegovali tak
mdzu byt do istej miery Specifické pre Eurdpu ¢o by
potvrdili aj prace Kahler a Allard (1981), Dai
a Zhang (1989) kde sa autorom podarilo preukazat’,
Ze esterazy su pre niektoré regiony Specificke.

Na zéklade detegovanych alel sme zistili, ze z
analyzovaného suboru 30 odréd jacmena bolo 10
heterogénnych resp. viacliniovych, pricom pocet linii
sa pohyboval od 1 do 4. Poéty a frekvencie
detegovanych alel sa nachadzajuo v tabulke ¢&.2
a prehlad profilov je uvedeny v tabul’ke ¢.3.

Tabul’ka 2 Pocet a frekvencia deteiovani'ch alel

Alela Al Ca Pr 0 Dr | Fr | Un | At Su [ Ag| Pi Ri | Te
Pocet 6 27 9 1 3 40 2 14 29 1 37 2 3
Frekvencia 14.0 | 628 1 209 | 23 | 7.0 [ 93.0 [ 47 ]| 326 | 674 | 23| 86.0 | 4.7 [ 7.0
Tabul’ka 3 Detegované esterazové profily
0 Al | AL ] AL Al | Ca|Ca]| Ca]| Ca ] Ca| Pr Pr
Dr+Fr | Fr | Fr | Fr | Dr | Fr | Fr | Fr | Fr | Un | Fr | Dr+Fr
Su At | Su | Su ] Su| At | At | Su | Su | Su | Su At
Ag Pi Pi | Te | Te | Pi Ri Pi | Te | Pi Pi Pi
1 2 2 1 1 9 2 13 1 2 8 1
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Obrazok 1 Ukazka polyakrylamidového gélu s esterazami s oznacenymi alelami Standardov

ZAVER

Vysledky, ktoré sme ziskali nasimi analyzami,
poukazuji na moznost aplikdcie bielkovinovych
markerov pri identifikacii a diferenciacii genotypov
jaémena siateho. Vysoky stupeit detekovaného
polymorfizmu V hordeinovych lokusoch
predpokladd jeho vyuzitie pri $tidiu genetickej
diverzity. Podla detekovanych alel je mozné
predikovat’ kvalitu ja¢mena a na zéklade nej uréit’
smer jeho d’alSicho vyuzitia. Pomocou bielkovych
markerov sme dokazali v analyzovanom stbore
sledovat’ aj heterogenitu odrod, ¢o sa da nasledne
vyuzit' pri §tidiu vnutroodrodového polymorfizmu.
Esterazy patria kizoenzgmom tj. enzymom
srovnakou katalytickou aktivitou, priCom sa
odliSuju svojou primarnou Strukturou. Viaceri
autori v minulosti potvrdili, Ze izoenzymi su
vynikajliicim nastrojom na biochemické a genetické
stadie. Elektroforeteickd analyza esteraz 30
genotypov jaémena preukdzala variabilitu alel v
Styroch esterazovych lokusoch. Polymorfizmus
esterazovych lokusov je vSak mensi ako bol
pozorovany u hordeinovych lokusov. Na zaklade
ziskanych vysledkov mézme konStatovat, ze
vyuzitie esterdz ako bielkovinovych markerov ma
svoje opodstatnenie predovsetkym pri diferenciacii
genotypov jaCmena s rovnakym hordeinovym
profilom. Tieto fakty jednoznacne poukazuju na to,
Ze spojenie analyz polymorfizmu esteraz spolu s
polymorfizmom  hordeinov  je excelentnym
nastrojom na identifikiciu  a diferencidciu
genotypov jacmena. Nevyhodou bielkovinovych
markerov oproti DNA markerom je to, Zze
umoznuju sledovat’ polymorfizmus iba
v kodujucich sekvenciach DNA.
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