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Abstract
The patterns of the storage proteins (hordeins) were compared by the methods of the
electrophoresis in different gel matrixes in 47 spring barley varieties registered in the Czech Republic.
Alleles of four esterase loci were determined in this set of varieties. Applying this protein markers,
inter- and intravarietal polymorphism of the evaluated varieties was determined. Alleles of the esterase
loci were used for detailed characterization and differentiation of the hordein identical varieties and
lines. Only distinction of varieties Jarek and Ebson have not been successful using these methods yet.
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Souhrn

47 registrovanych odrid jarniho je¢mene bylo analyzovano pomoci 3 metod elektorforézy hordeinti
(Skrobova gelova elektroforéza, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v kyselém a zasaditém
prostfedi) a elektroforézou esteraz v polyakrylamidovém gelu. Pomoci vySe uvedenych bilkovinnych
marker byl uréen vnitroodridovy a meziodridovy polymorfismus. Alely esterazovych lokust byly
pouzity pro detailnéjsi charakterizaci a rozliSeni hordeinové identickych odriid a linii. Kombinaci vyse
uvedenych metod se podafilo rozliSit témet vSechny registrované odridy je¢mene s vyjimkou dvojice
odrad Jarek a Ebson.

Uvod

Davky osiv ¢i merkantilniho zrna jeCmene piedstavuji vyznamné komodity. Zarukou jejich
odpovidajiciho vyuZiti podle pozadovanych hospodaiskych vlastnosti je predev§im deklarace odriidové
pravosti a odridové Cistoty. Odrtuda je jednim z nejvyznamnéjsich faktord rozvoje zemed¢lstvi, je tzv.
"nositelem" kvality. Metody identifikace a vzdjemného rozliSovani odrid vyznamnych zemédélskych
plodin, se v poslednich letech vyvijeji v rychlém tempu. Souvisi to s obchodnimi aktivitami s osivem a
sadbou mezi specializovanymi firmami a spole¢nostmi, kterym se u nas oteviel trh. S obchodovanim
jsou vzdy spojeny problémy souvisejici s pravni a obchodni ochranou zbozi. Ochrana prav, ktera se
vaze na urcity rostlinny genotyp (odridu), se na rtiznych urovnich tyké ochrany autorskych prav jak
samotného autora, ¢i majitele odrtidy, tak i dalSich, ktefi s odridou manipuluji, napt. na zakladé licence.

Vyznam rychlého a spolehlivého uréeni odrid je podminovan odlisnosti odrid v fadé hospodatsky
vyznamnych vlastnosti. Kazdé odriida se vyznacuje specifickym souborem vlastnosti, které rozhoduji o
jejim vyuziti. Je proto v zajmu vyrobct osiva a sadby i v zajmu péstiteld, nakupu, zpracovatelského
priamyslu, vnitiniho a zahrani¢niho obchodu pouzivat jen spravné zvolené a spolehlivé urcené odridy.



Metodika
K charakterizaci odrid je¢mene byly pouzity etalonové vzorky semen registrovanych odrad jarniho
je¢mene. Vzorky byly ziskany z Ustiedniho kontrolniho a zkuSebniho ustavu zemédélského (Odbor
odridového zkuSebnictvi). Ve Statni odriidové knize bylo k 1.10.2004 zapsano 46 odrad jeCmene
jarniho. V leto$nim roce byla ze Statni odridové knihy vyfazena jarni odrida Krona. Ke stanoveni
elektroforetické skladby hordeint bylo pouzito 100 zrn od kazdé odrtidy a ke stanoveni elektroforetické
skladby esterdz byly pouzity sedmidenni listy 24 kli¢nich rostlin.

K verifikaci odriid je¢mene byly pouZzity a vzajemné porovnany Ctyfi postupy elektroforetické
separace hordeinovych a enzymatickych bilkovin je¢mene a sice 1. postup elektroforézy ve Skrobovém
gelu (SGE) podle CSN 46 1085-1, 2. postup doporu¢eny mezinarodni organizaci semenaiské kontroly
ISTA, tj. elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE-ISTA), ktera je zakotvena v CSN 46 1085-2,
dale 3. metoda elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostfedi SDS (SDS-PAGE), doporucena
mezinarodni organizaci pro ochranu odriad (UPOV, 1994), 4. metoda elektroforézy esterazovych lokust
Est 1, Est 2, Est 4 a Est 5 v polyakrylamidovém gelu s tris-glycin pufrem pii pH 8,3 (Sykorova,1996).

Vysledky a diskuse
Charakteristiky hordeinovych (SGE, SDS PAGE) a esterazovych elektroforetickych spekter odrid
jarniho je¢mene, vyjadiené soubory alelickych blokii zon jsou uvedeny v tabulce 1.

Polymorfismus ve skladbé hordein( a esteraz odrad jarniho je€mene.

Pomoci hordeinovych a esterazovych gent lze hodnotit genetickou strukturu odriid je¢mene jako
Cisté linie homogenni ve skladbé hordeind, resp. esteraz ¢i jako populace hordeinové, resp. esterazove
polymorfni. Pocet bilkovinnych linii a jejich relativni ¢etnost v odridové populaci jsou vyznamné pro
identifikaci odriid hodnocenych ve vzorku elektroforetickou analyzou hordeint a esteraz.

Metodou SGE bylo v hodnoceném souboru 47 odrid jarniho jeémene zjisténo 23% odrad
hordeinové polymorfnich - viceliniovych (Jubilant, Kompakt, Nitran, Olbram, Pejas, Primus, Scarlet,
Sladko, Stabil, Terno, Viktor).

K hodnoceni hordeinového polymorfismu vyse zminéného souboru byla dale pouzita metoda SDS
PAGE, jiz lze charakterizovat odriidy pomoci lokusi hordeinovych gent, tvoficich alelické série —
hordeinové bloky, lisici se od alelickych serii lokusi, ziskanych metodou SGE. V souboru odrtid jarniho
je€mene bylo s vyuZzitim této metody charakterizovano jako hordeinové polymorfnich 17% odriad
(Jubilant, Kompakt, Nitran, Pedant, Primus, Scarlett, Sladko, Terno).

Jako dal$i kriterium k hodnoceni bilkovinného polymorfismu zminéného souboru byla pouzita
metoda elektroforézy esteraz, kdy z celkového poctu 47 odrid jeCmene jarniho jsou pouze 3 odridy
(Akcent, Primus, Viktor) polymorfni v elektroforetické skladbé¢ esterazovych lokust, coz ¢ini 6%.

Odriudova specificnost hordeinovych a esterazovych elektroforetickych spekter

Hordeinové geny jecmene jsou lokalizovany pouze v jednom chromozému (kratké rameno
chromozoému 5) a vyznacuji se celkové nizsi genetickou proménlivosti. To se projevuje vyssi cetnosti
odrd-linii je¢mene s identickym hordeinovym elektroforetickym spektrem. Pro identifikaci odrid
je€mene je proto vhodné pouzit kombinaci zminénych metod elektroforézy hordeinti a esterdz..

Hodnocené odridy, resp. jejich hordeinové linie byly roztfidény do skupin podle specifickych
elektroforetickych a esterdzovych spekter. Skupiny hordeinové identickych elektroforetickych spekter
jarniho jeémene ziskané metodou SGE jsou uvedeny v tabulce 2, skupiny hordeinové identickych
elektroforetickych spekter jarniho jeCmene ziskané metodou SDS PAGE jsou uvedeny v nové
vytvorené tabulce 3 a skupiny esterdzovych elektroforetickych spekter pro jarni je¢men jsou uvedeny
v tabulce 4. Z téchto tabulek je patrné, Ze néktera spektra jsou vyluénd, specificka pro jednu odriidu,
linii, jind jsou spolecné pro nékolik odrtd ¢i linii.



Jako priklad rozliseni identickych odriid Ize uvést skupinu odriid ¢. 30 (tabulka 2) Forum a Malz,
které se vyznacuji shodnou skladbou hordeinovych alel HRD AN1- HRD B8- HRD F2 ziskanych
metodou SGE. Pomoci metody SDS PAGE byl zjistén rozdil mezi témito odrtidami, kdy odrida Forum
je charakterizovana elektroforetickou skladbou hordeinovych alel HRD D1-HRD C10- HRD B6,
zatimco u odriildy Malz se vyskytuji alely HRD D1- HRD C6- HRD B15 (tabulka 3).

Ptiklad jiného rozliSeni hordeinové identickych odrid jsou odridy Atribut a Orbit. Tyto odridy se
vyznacuji shodnou skladbou hordeinovych alel ziskanych jak metodou SGE, tak metodou SDS PAGE.
V tabulce 4 pak muzeme vidét, ze odriada Atribut je charakterizovana elektroforetickou skladbou
esteraz, vyjadienou souborem alel Estl Ca- Est2 Dr- Est4 Su- Est5 -null, ktera se li$i od odrady Orbit
(Estl Ca- Est2 Fr- Est4 At- Est5 Ri) a tak je 1ze mezi sebou spolehlivé rozlisit.

K determinaci hordeinovych genii je mozno pouzivat dal$i postup elektroforetické separace
hordeini, a to oficidlni metodiku PAGE — ISTA. Elektroforeticka spektra ziskana touto metodou jsou
charakterizovana relativni elektroforetickou mobilitou (REM) a intenzitou zbarveni jednotlivych pruht.
V této studii byla metoda PAGE ISTA uplatnéna u modelového souboru odriid jarniho a ozimého
je¢mene, které byly shleddny hordeinové identickymi s pouzitim metody SGE (tabulka 2). Metodou
PAGE - ISTA se podafilo rozliit pouze dvojice jarnich odriid Forum — Malz (obrézek 1) a Maridol —
Signal (obrazek 2).

Obrazek 1: Forum — Malz Obrazek 2: Maridol - Signal
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Zavér

Zakladni metodou SGE hordeintl byla zjisténa sestava hordeinovych alelickych bloki jednotlivych
odrtd jeCmene. Byla zjisténa homogenita, resp. heterogenita jednotlivych odrtid. Alternativou k SGE je
SDS PAGE hordeinil, od niz 1ze oc¢ekavat pfiblizn¢ stejné vysledky jako od SGE, je vSak pracovné i
PAGE ISTA pak ptedstavuje dalsi stupen zjisténi meziodriadového polymorfismu. Nevyhodou posledné
uvedené metody je absence genetické interpretace ziskanych hordeinovych elektroforetickych spekter
na rozdil od ostatnich pouzivanych postupti.

Nespornym piinosem téchto metod je, Ze umoziuji vhodnou kombinaci vzajemné rozliSeni témét
vSech registrovanych odrtid jarniho je¢mene, coz je dulezit¢ hlavné z hlediska sladaiské jakosti.
Z celého sortimentu registrovanych jarnich odrid je¢mene ma totiz 26% odrid nesladovnickou jakost.
Pomoci zminénych metod se nepodafilo rozlisit pouze dvojici odrid Jarek a Ebson. Nutno vSak
poznamenat, Ze odrtida Ebson je povolena pouze pro vyvoz osiva, ne k péstovani v CR a je tedy mensi
pravdépodobnost jejiho vyskytu.
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Tabulka 1: Hordeinové (SGE,SDS PAGE) a esterdzové genetické markery registrovanych odrid
jeCmene jarniho

HRD alelické bloky (SGE) HRD alel. bloky (SDS PAGE Alely esterazovych lokusu
Odrida  |tinie] % [ A [ B | F [minhor] tinie| % [D@)] ca)[B@)]tinie] % [Est-1]Est-2]Est-4] Est-5
el| 70 | Ca | Dr | Su Pi
Akcent A (100 12]21] 1 a | 100 1 6 | (16) <1 30 T calFrl su i
Amulet A 1100 12|47 1 E,C a [100[ 1 6 15| el ] 100 [ Ca | Dr | Su Pi
Annabell | A [100] 2 | 17| 3 E,C a [100] 1 1 1 el | 100 | Ca | Fr [ Su | null
Atribut A [100] 21]25] 1 a [ 100 1 10 4 Jel]100]| Ca| Dr | Su | null
Biatlon A [ 100] 2329 3 a | 100 1 6 2 Jel] 100]| Pr| Fr [ Su Pi
Bolina A 100 2|1 8] 2 D a [100] 1 2 4 el ] 100 | Pr | Fr | Su Pi
Calgary A 1100] 18] 17( 3 a [100[ 1 2 1 el [ 100 | Ca [ Fr [ Su Pi
Diplom A |100] 23]129] 3 a [100] 3 11 16 | el | 100 | Pr | Fr | Su | null
Ditta A [100] 32]21] 1 a [100] 1 | ne [ 14 J el ] 100 | Pr | Dr | Su Pi
Ebson A 1100] 2 |19] 1 a [100] 1 1 9 el ]100] Ca| Fr | Su| Ri
Faustina A 1100] 2] 8| 2 D a [100[ 1 2 4 | el ] 100 [ Ca| Fr [ Su | Ag
Forum A |100|NI| 8] 2 a [100] 1 10 6 el | 100 | Pr | Fr [ Su Pi
Heris A [100] 2 |47] 1 E a | 100 1 1 15 | el | 100 | Pr | Fr | Su Pi
Jarek A 1100] 2 |19] 1 a [100] 1 1 9 el ]100] Ca| Fr | Su| Ri
Jersey A 1100)1 23] 8 2 a [100 1 1 151 el | 100) Ca| Fr | Su Pi
Jubilant Al 94]23[29] 3 a |69 1 10 4
B | 6 [N2[29] 3 b Tl Too 7 L "™ e
Kompakt | A [ 79 2 [19] 1 a [ 75] 1 1 9 .
= B |21 |21] 2| 3 b (257 1 [ 1 [an] o] P T[S0 P
Krona A ]1100] 23]129] 3 a [100] 1 4 2 el | 100 | Ca | Fr | Su Pi
Ladik A [100]23]21] 1 G a | 100 1 4 1(16)] el | 100 | Ca | Fr | Su Pi
Lumar A 1100 5]|17| 3 a [100[ 1 [ (6) 1 el [ 100 | Ca | Fr | At | Ri
Madeira A 11002329 3 a [100[ 1 11 16 | el | 100 | Ca | Fr | Su Pi
Madonna | A | 100| 23 [29] 3 a [100] 1 4 2 el | 100 | Ca | Dr | Su Pi
Maridol A [ 100 N3 |N2| 1 a | 100 1 11 8 | el ] 100 ]| Ca| Fr | Su Pi
Malz A [100|N1] 8] 2 a [100] 1 6 15 1 el | 100 Pr | Fr | Su Pi
Nordus A |100]23]129] 3 a [100] 1 11 5 el | 100 | Ca | Dr | Su Pi
Novum A ]1100] 32|21] O a [100] 1 1 [(13)] el ] 100 | Ca | Un [ Nz Pi
Olbram ‘g ?8 ‘5‘ ?; ; S L a o] 1|27 ]e]100]ca o | Su | Me
Orbit A 110021 |25] 1 100 1 10 4 Jel] 100 | Ca| Fr [ At | Ri
Orthega A [ 100 N4[29] 3 100 1 11 8 | el ] 100 | Ca | Fr | At Pi
Pax A [100] 2 ]19] 1 100 1 1 21 J el | 100 [ Pr | Fr | Su Pi
Pejas Al9B12147) 1 E T oatfwol 1| 1] 7 et]|t0]caler|ac] pi
B| 6| 2]47] 1
Philadephia] A | 100| 23 [29] 3 a [100] 3 1 8 el | 100 | Ca | Fr | Su Pi
Prestige A 1100 2 | 17] 2 a [100] 1 1 4 Jel] 100 Ca| Fr | Nz Te
Primus A 43]121]125] 1 a 68 1 2 4 el 75 Ca | Fr [ Su Ri
B |57 2]25] 1 b [32] 1 10 4 | e2]| 25 [ Ca| Fr | Su Pi
Respekt A[100] 2] 5] 1 a [ 100 1 4 8 | el ] 100 | Pr| Fr | At| Ri
Prosa A [100] 2 ]19] 1 a | 100 1 1 9 | el ] 100 ]| Ca | Fr | At Pi
Sabel A 1100] 2 |29 3 E a [100] 1 4 4 | el] 100 [ Ca| Fr | Su Pi
Saloon A |1100] 23]129] 3 a [100] 1 4 4 el | 100 | Ca | Fr [ Su | null
Scarllet A|l35] 282 D a leol 1 ) 3
2 ﬁ Nzl 2 ; el | 100 | Pr | Fr | Su Pi
bl 6 T2il511 b [40| 1 2 4
Signal A [ 100 N3 |N2| 1 a | 100 1 11 | (17)] el | 100 | Ca | Fr | At Pi
Sladko A58 ]12]21] 1 G a | 83| 1 6 N et l100l cal ol sul mi
B|42]12]21] 1 E,.G b 17 1 6 | (16)
Stabil A |8 2|47 1 el | 91 | Ca | Fr | At Pi
B | 17 |[N2[47] 1 ST 2 S T o [Galor [ su | ®
Terno Al 75 ]121{aDf 2 a | 50| 1 2 1 .
B | 25| 2 [a7)] 2 b [s0] 1 0] ||| M
Tolar A 1100] 2 |19] 1 100 1 1 9 J el ] 100 | Ca| Fr | Su Pi
Viktor Al 751 2[17] 3 el | 8 | Ca | Fr | At Pi
a | 100 1 1 1 -
B|l25]2|17] 3 E e2 | 15 Ca| Fr | Su Pi




Tabulka 2: Skupiny hordeinové identickych elektroforetickych spekter odriid jeCmene jarniho

ziskanych metodou SGE

Skupina| T XD i“;iﬁcstecﬁ lzlflyg;on "1 0dridy, pfipadn& HRD linie
1 2-3-2 Kompakt B, Nitran B
2 2-3-2-D Nitran C
3 2-5-1 Respekt, Scarlett B
4 2-8--2-D Scarlett A, Faustina, Bolina
5 2-17-2 Prestige, Terno B
6 2-17-3 Viktor A, Pedant
7 2-17-3-E Viktor B, Annabell
8 2-19-1 Ebson, Jarek, Kompakt A, Pax, Prosa, Tolar
9 2-25-1 Primus B
10 2-29-3 Sabel
11 2-47-1 Pejas B, Stabil A
12 2-47-1-E Heris, Pejas A
13 4-21-1-G Olbram A
14 5-17-2 Olbram B
15 5-17-3 Lumar
16 12-21-1 Akcent
17 12-21-1-G Sladko A
18 12-21-1-EG Sladko B
19 12-47-1-CE Amulet
20 18-17-(3) Calgery
21 21-5-1 Scarlett D
22 21-17-2 Terno A
23 21-25-1 Atribut, Orbit, Primus A
24 23-8-2 Jersey
25 23-21-1-G Ladik
% 23993 Kr9na, Mgdonna, Nordus, Biaton, Diplom, Jubilant B, Madeira,
Philadephia, Saloon
27 32-21-0 Novum
28 32-21-1 Ditta
29 N1-3 -2 Nitran A
30 NI1-8-2 Forum, Malz, Scarlett C
31 N2-29-3 Jubilant A
32 N2 -47-1 Stabil B
33 N3-N2-1 Maridol, Signal
34 N4-29-3 Orthega

Pozn.: 1) oznac. HRD linii velkymi pismeny za nazvem odridy(-A,-B,-C,-D)
2) N1, N2, N3, N4-dosud nekatalogizované alelické bloky
3) C, D, E, G (sloupec 2 tj. HRD alelické bloky) - minoritni hordeinové slozky




Tabulka 3: Skupiny hordeinové identickych elektroforetickych spekter odriid jeCmene jarniho
ziskanych metodou SDS PAGE

Skupina Hl;[; ﬂiﬁ‘;ﬁiﬁgj&;‘)“ Odriidy, pifpadné HRD linie
1 1-1-1 Annabell, Viktor, Nitran a
2 1-1-4 Prestige
3 1-1-7 Pejas
4 1-1-9 Ebson, Jarek, Kompakt a, Prosa, Tolar,Nitran-b, Pedant-b
5 1-1-(13) Novum
6 1-1-15 Heris, Jersey
7 1-1-(17) Kompakt- b
8 1-1-21 Pax
9 1-2-1 Temo- a
10 1-2-4 Primus -a, Scarllet- b, Bolina
11 1-2-7 Olbram
12 1-2-8 Scarllet -a, Stabil
13 1-4-2 Krona, Madonna
14 1-4-4 Sabel, Saloon
15 1-4-8 Respekt
16 1-4-(16) Ladik
17 1-(6)-1 Lumar, Pedant-a
18 1-6-15 Amulet, Malz
19 1-6-(16) Akcent, Sladko- b
20 1-6-N Sladko- a
21 1-10-1 Terno-b
22 1-10-4 Atribut, Jubilant-a, Orbit, Primus- b,
23 1-10-6 Forum
24 1-10-7 Jubilant- b
25 1-N -14 Ditta
26 1-11-5 Nordus
27 1-11-8 Maridol, Orthega
28 1-11-16 Madeira
29 1-11-(17) Signal
30 3-1-8 Philadelphia
31 3-11-16 Diplom

Pozn.: 1) ozna¢. HRD linii malymi pismeny za ndzvem odridy(-a,-b)
2) N- neznamé, dosud nekatalogizované alelické bloky



Tabulka 4: Skupiny esterazové identickych elektroforetickych spekter odriid jecmene jarniho

Skupina Esﬁelgsisztegslﬁi‘“;‘t's Odridy, piipadné est. linie

1 Ca Dr Su Pi  |Akcent-el, Amulet, Madonna, Nordus

2 Ca Dr Su null |Atribut

3 Ca Dr Su Me |[Olbram

4 Ca Dr Su Ri [Sladko, Stabil- e2

5 Ca Fr Su Pi Akcent-e;, Krolna, Jersey, Ladik, Madeira, Maridol,
Philadephia, Primus-e2, Sabel, Terno, Tolar, Viktor-e2, Pedant

6 Ca Fr At Pi |Orthega, Pejas, Prosa, Signal, Stabil-e1, Viktor -e1

7 Ca Fr At Ri |Lumar, Orbit

8 Ca Fr Su Ri |Ebson, Jarek, Primus-el

9 Ca Fr Su Te [Jubilant

10 Ca Fr Su  null [Annabell, Saloon

11 Ca Fr Su Ag [Faustina

12 Ca Fr Nz Te [Prestige

13 Ca Un Nz Pi |Novum

14 Pr Dr Su Pi |Ditta

15 Pr Fr Su Pi Bolina,Forur.n, Her.is, Kompakt, Pax, Biaton, Calgery, Malz,
Scarlett, Bolina, Nitran

16 Pr Fr At Ri |Respekt

17 Pr Fr Su null |[Diplom

Pozn.: 1)oznac. esterdazovych linii pismenem "e" a cislici 1,2



