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1. Uvod

Je¢men je jako druh jednou z nejstarSich obilnin. Dé&jiny péstovani zasahuji do doby
zhruba 10 000 let pfed nasim letopoctem. Nasi pfedkové se zabyvali péstovanim jeCmene
Sestifadého a Ctyfradého uz ve starém Egypté a Babylonu. V Evropé se s péstovanim je¢mene
zacalo v pravéku a az v dob¢ bronzové nastupuje na scénu jeCmen ctyitady. JeCmen dvourady
je mnohem mladsi. Zemépisny pavod Hordeum vulgare spada do dvou oblasti. Oblast pavodu
Sestifadych je¢menli spadd do jihozdpadni Asie. Ve vychodoafrické HabeSi se pak
vyskytovaly nejen $estifadé, ale i dvoutadé je¢meny (DIVIS a kol., 2000).

Na nasem tzemi se zacalo s péstovanim je¢mene asi 5000 let pfed nasim letopoctem.
Hlavni rozvoj péstovani jeCmene nastal v novoveéku po zavedeni Norfolského osevniho
postupu. Zatazeni okopanin poskytlo idedlni podminky pro péstovani zejména jarniho
jeCmene. E. Proskowetz zachrdnil nékolik krajovych odrid a vrocel875 wvyslechtil
z klasického hanackého je¢mene ,Proskowtziv Hana pedigrée”, ktery svoji vynikajici
sladovnickou kvalitou zaujal velmi vyznamné postaveni v Rakousko-Uhersku. Slechténi
je¢mene probiha az do dnes$ni doby. V roce 1965 vyslechtil ing. Josef Bouma, CSc. odridu
Diamant metodou muta¢niho Slechténi. Zaméfil se na zvySeni vynosu, kterého doséhl vy$sim
poctem odnozi. Déle na zkraceni stébla, ¢imz se zamezi nadmérnému poléhani a podafilo se
mu udrzet sladaiskou kvalitu zrna (DIVIS a kol., 2000).

V devadesatych letech u nas byly povoleny nové doméaci odridy Lunet (1990), Okal a
Kromoz (1992) a Kamil, Kromir a Luxor (1930-1996).

Slechténi je¢mene je v soucasné dob¢ soustiedeéno u slechtitelskych firem Selen, a.s., Britech,
a.s., CEZEA, a.s., Plant Select, s.r.o. a ZVU Krom&fiz (CURN, GRAMAN, 1998).

Mnoho ekonomicky vyznamnych druhl rostlin zahrnuje velky pocet odrid, z nichz
mnohé jsou blizce ptibuzné. V piipadé agronomicky cennych druhli méa znaény ekonomicky
vyznam moznost odliSeni odriid. Ve Slechtitelstvi miize byt uznana jen takova odrida, ktera
ma svou jasnou charakteristiku. Odrida se musi liSit od vSech ostatnich povolenych odrid. U
mnohych vyznamnych druhil existuje znacné mnozstvi odrid a mnohé nové odridy vzniklé
v novoslechténi Casto nejsou akceptovany vzhledem k nemoznosti rozliSeni ve znacich
pouzivanych pro odliSeni a charakteristiku odriid nebo genotypti (NIELSEN, 1985).

Tradi¢ni metody stanoveni odridové pravosti a Cistoty odrid jeCmene jsou zalozeny
na posuzovani souboru morfo-fyziologickych znakii a vlastnosti rostlin hodnocenych ve

vegetacnich zkouskach. Tento zpusob je vSak Casové narocny a neumoznuje rychlou a plné



spolehlivou, vn&jsimi faktory neovlivnitelnou identifikaci odrid (BRADOVA, SYKOROVA
2005).

Porovnavanim genotypt jeCmene a stanovenim odli$nosti, homogenity a stalosti odrad
se u nas odbornici zabyvali v devadesatych letech. Vyuzily metody bilkovinnych signalnich
genil. Do té doby se odliSnost, stejnorodost a stalost odrtid ur€ovala pomoci morfologickych a
fyziologickych znakli a vlastnosti. Bylo zjisténo, Ze elektroforeticka analyza prolaminil
pfedstavuje rychlou exaktni metodu, umoziujici objektivni posouzeni odliSnosti,
deklarovaného ptivodu, stupné¢ homogenity a stalosti odrid jecmene. Elektroforéza prolaminii
tak mize vhodné¢ dopliiovat a objektivizovat stavajici zplsoby stanoveni odliSnosti,
homogenity a stalosti odrid, zaloZzené¢ na morfologickych a fyziologickych kritériich

(CERNY, SASEK, 1998).



2. Literarni piehled

2.1. Botanické rozdéleni

Rod Hordeum L. se podle poctu chromozoml (n = 7) rozdéluje na diploidni,
tetraploidni a hexaploidni, ale i v ramci druhu se mohou vyskytovat rizné stupné ploidity.
Pfedchiidcem dnesnich je¢menti byl pravdépodobné je¢men vicetady H. agrioctrithon Aberg.
Z n¢ho pravdépodobné vznikly je¢meny dvouradé. Vsechny kulturni jeCmeny piedstavuji
jeden kulturni diploidni (n=14) druh Hordeum vulgare L., je¢men sety dale Clenény na
convariety ( PETR, HUSKA a kol., 1997).

V soucasnosti je nejvice pouzivand klasifikace podle ORLOVA a VAVILOVA
(1936). Tito autofi kulturni je¢men rozde€luji podle fadosti klasu, tedy pocétu plodnych kvitkt
v klasku, na tfi poddruhy: H. vulgare L. (vicetady jeCmen), H. distichum L. (dvourady
je¢men) a H. intermedium Vav. et Orl. (pfechodny je€men). Dalsi €lenéni uvnitf téchto
poddruht je podle morfologie klasu na variety, kterych je v soucasnosti popsano asi 200

(LEKES, 1985).

Jeémen sety vicefady — Hordeum vulgare convar. vulgare se rozliSuje na dva typy,
typ Sestifady a typ Ctyitady.

Typ Sestitady ma vSechny tfi klasky plodné, klasy se Sesti podélnymi fadami obilek,
stejnomérné rozdélenymi kolem vietene v podobé Sesticlenného preslenu. Obilky protilehlych
postrannich fad jsou na stran¢ ke stfedni obilce jednostranné prohnuté.

Typ Ctyitady ma rovnéz vSechny klasky plodné, klas je tidsi se Sesti fadami obilek, ale
se stfedni fadou obilek té€sné pfilehlou k vietenu klasu a postranni obilky se cCastecné
prekryvaji, takze na vietenu jsou zdanlivé jen Ctyii fady obilek. Patii sem vétSina kultivart
krmného je¢mene. U nés se tyto typy péestuji jako ozim. Vicetadé formy jarniho jeCmene se
vyskytuji v severnich olblastech, zvlast¢ Kanada a Skandinavie, kde nizké teplota po zaseti
umoziuji diferenciaci také klaskti postrannich.

JeCmen sety piechodny - H.v. convar. intermedium ma stiedni klasky plodné,
postranni ¢aste¢né nebo uplné neplodné. Zahrnuje jeCmeny vychodoasijské a tibetské, nékteré

skotské a Svédské.



Je¢men sety riznotvary — H.v. convar. labile

Na klasku klasového vietene se vyviji nestejny pocet plodnych klaskd, fada
rozmanitych forem pivodem patrné ze severovychodni Afriky a Arabie. Pravé jeCmen labilni
prokazuje, ze dvouradost a vicefadost klasu je¢mene muze byt ovlivnéna klimatickymi
podminkami. V oblastech, kde pii jarnim vysevu je¢mene je do tfeti etapy organogeneze
vzrostného vrcholu jeho dalsi diferenciace velmi rychla vlivem vyssich teplot a del$iho dne,
nemohou se vyvinout postranni jednokvété klasky. Vytvoii se jen prostfedni, ktery od urcité

faze inhibuje rust postrannich klask.

Jeémen sety dvourady — H.v. convar. distichon nese ti1 klasky ve skupiné, ale jen
sttedni je plodny a Casto 1 osinaty. Okrajové klasky jsou n€kdy s prasniky nebo jalové,
bezosinné, vzdy s pluchou a pluskou. Zralé zplostélé klasy maji jen dvé podélné fady obilek
na plodnych licnich stranach ¢lankd vietene, mezi nimi je z kazdé strany dvojitd tada

bezosinnych, drobnych, jalovych klaskd. Cleni se do nékolika variet, z nichz hlavni jsou:

Je¢men nici — var. nutans

Klas je dlouhy 50 az 130 mm, pfi zrani hackuje. Osiny jsou dlouhé soubézné
priléhajici, obilky pluchaté. Tato varieta zahrnuje nejdiilezitéjsi sladovnické odrudy.

Je¢men vzprimeny - var. erectum

Ma kratky husty klas, ktery ztstava do plné zralosti vzpiimeny. Osiny odstavaji od
vietene.

Jeémen pavi - var.zeoctrithon, syn. var. breve

Jeho klas je kratky, velmi husty, u baze Siroky, u vrcholu se zuzuje. Obilky odstavaji
od vretene. Na klasu jsou osiny véjifovite rozestalé.

Je¢men nahy — var. nudum

Obilka nesrtstd s pluchou a pluSkou. Vyznacuje se nizkym obsahem vlékniny.
Ackoliv je velmi hodnotnym krmivem, péstuje se jen velmi malo.

(PETR, HUSKA a kol., 1997; BOTHMER a kol.1995)



2.2. Charakteristika a Slechténi souc¢asnych odrid

Soucasné odrudy vicetadych ozimych jeémend maji vesmés vysoky vynosovy
potencial. Odridy povolené v poslednich letech vynikaji vysokym vynosem 1 zlepSenou
krmnou hodnotou. Jednd se zejména o odridy Kamil, Kromir a Luxor. Zvlast¢ u naSich
alespont stfedni odolnost nebo alesponn tolerance k padli travnimu. Je mozné pouziti
dvoutradych ozimych je¢ment jako sladovnickych odrad. Takto jsou vyuzivany piedevsim
v nékterych zemich EU, ale slad je pon€kud horsi kvality. Na§ sladovnicky primysl tyto
dvouradé ozimé jeCmeny neakceptuje jako sladovnické. Ptrednosti ozimého, zejména
vicetadého jeCmene je jeho mensi naro¢nost na agroekologické podminky a vysoky vynosovy
potencial i na horSich piidach a v horSich oblastech. Nevyhodou i u modernich odriid je jejich
mensi odolnost k nizkym teplotam (DIVIS a kol., 2000).

Slechténi je dnes zaméfeno u jarnich dvoufadych forem piedeviim na tvorbu odrid
pro sladovnické tudely, ozimé formy pro krmné ucely. Zadaji se odridy vynosné,
s odpovidajici urovni jakostnich ukazateli, odolné vii¢i neptiznivym vliviim a vhodné pro
mechanizovanou technologii péstovani a sklizné (CURN, GRAMAN, 1998).

V dnesni dob¢ nachézi jemen vyuziti i v potravinaiském pramyslu. Zpracovava se
hlavné¢ na kroupy a na mouku. Pro potravinaiské vyuziti se Slechti tzv. Waxy je¢meny
s vysSim obsahem beta — glukanii a biologicky aktivnich antioxidanti, pfedevsim tokoferolt,
tokotrienolll a vitaminu E. Nemaly vyznam mé i je¢men uréeny pro prumyslové zpracovani,
predev§im vyroba etanolu, whisky, produkce je¢ného Skrobu a kosmetickych ¢i

farmaceutickych piipravki (PELIKAN, SAKOVA, 2001).

2.3. Trendy

Jarni je¢men by se podle vieho mél stat hlavni komoditou rostlinné vyroby CR. Slad,
chmel a pivo maji $anci byt nosnym agrarnim komplexem exportu CR. K tomu je nutné
vyrazné zvysit vynosy jarniho jeCmene pii udrzeni vysoké kvality zrna. Vstupy do produkce
musi pfinaSet rentabilni pfirGistek trzeb. Je nutné, aby soub&Zné s ristem péstovani jarniho
je¢mene piibyvaly i technologické poznatky, nové vstupy, rozvijel se obchod a odbyt.

Soubéznym cilem také musi byt cesky export ,,pivni kultury* vysoké kvality do svéta. Co se



tyée vyhledu do budoucnosti sladovnického jeémene v EU, ma CR vynikajici podminky pro
je€men z hlediska vynost, kvality, tradice, sladoven, pivovarnictvi, skladovéani a exportu.

Sladovnicky je¢men je hlavni exportni plodinou CR (VASAK, 2006).

2.4. Hordeinové bilkoviny

Hordeiny jsou prolaminové bilkoviny je€menného zrna a predstavuji genetické
bilkovinné markery. Jsou proto vhodné krozliSeni a identifikaci jednotlivych genotypt
je¢mene (linii, odrid) i k markerovani hospodaisky vyznamnych vlastnosti. Hordeiny jsou
polymorfni a snadno zjistitelné pomoci elektroforézy. Nutna je vysoka dédivost hordeinovych
spekter a jejich specifi¢nost u jednotlivych genotypti jeémene (CERNY, SASEK, 1998).

Hordeiny jsou velmi podobné gliadinim procentickym zastupenim jednotlivych
aminokyselin, obsahuji vSak vét§i podil prolinu, glycinu a valinu, ale méné kyseliny
asparagové (EWART, 1980).

Hordeinovou frakci rozdélujeme do tfech zakladnich skupin oznacenych pismeny
A,B,C. Rozdil mezi slozkami je v molekuldrnich hmotnostech. Pozdé&ji se jesté podatilo

odhalit skupinu ¢tvrtou oznacenou pismenem D.

slozka:
A 14000 -22 000 daltont
B 28000 -49 000 daltont
C 50000 - 85000 daltont
D nad 100000  daltont

Bylo vSak zjisténo, ze slozky skupiny A se svymi fyzikalné — chemickymi vlastnostmi
(molekularnimi hmotnostmi, izoelektrickymi body, rozpustnosti), aminokyselinovym
slozenim ( vys$si obsah lyzinu, glutaminu a prolinu) vyrazné li§i od typickych prolaminii. Také
geny fidici jejich syntézu nejsou lokalizovany na chromozomu 5, ale 1 a 4 chromozomu

(SALCEDO et al., 1982).



Skupiny B a C jsou typické hordeiny, nebot’ vykazuji vysoky stupenn polymorfismu. Lisi se
zastoupenim cysteinu a molekuldrnimi hmotnostmi. Skupina D je tvofena polypeptidy
s relativné vysokou molekularni hmotnosti a vy$S§im zastoupenim glycinovych zbytki, které
se podobaji spiSe podjednotkdm psSeni¢nych gluteinli s vysokou molekularni hmotnosti

(SHEWRY, 1983).

2.5. Hordeinové geny

Geny, které tidi syntézu prolaminovych bilkovin, se nachdzi v kratkém ramenu
chromozomu 5. V dlouhém ramenu téhoz chromozomu se zase nachazi geny podminujici
vznik slozek blizkych prolaminim (KONAREV, 1983). Jeden z téchto hordeinovych lokust,
oznaceny H-1, odpovid4d za tvorbu C hordeinu, druhy lokus H -2 podmifiuje syntézu B
hordeinu. Sila vazby mezi obéma témito geny se rovna 16,1 Morganu. Lokus H-1 je situovan
bliz k centromeie (CERNY, SASEK 1998).

D hordein je geneticky determinovan hordeinovymi geny, které se nachazeji
v dlouhém rameni chromozomu 5 (LAURENCE, SHEPHERD, 1980). SHEWRY et al.
(1983) uskutecnili genetickou analyzu D hordeinu a zjistili, ze lokus oznaceny jako H-3
odpovida za jeho syntézu.

Sila vazby mezi lokusem H — 3 a centromerou ¢ini 10 Morganii, coz je podobné sile
vazby mezi centromerou a lokusy podjednotek gluteini Glu 1A, Glu 1B, GlulD. Potvrzuje to
ptedstavy o slozkach D hordeint jako o bilkovinach glutelinového typu (SOZINOV, 1985).

POMORCEV (1985) dosahl vyrazného rozdéleni hordeini do tii frakci vertikalni
elektroforézou ve sloupcich skrobového gelu. Jednotlivé frakce byly oznaceny jako A, B, a F
hordeiny. Mezi A a B hordeiny nékterych odriid je€mene jsou pfitomny minoritni slozky C a
D hordeinu. Lokusy, které determinuji hordeiny A, B, F, C, D a E, jsou lokalizovany
v kratkém ramenu chromozomu 5 v poradi Hrd A, Hrd B, Hrd F, Hrd C, Hrd D, Hrd E.
Prokazala se jest¢ existence dalSiho hordeinového lokusu, ktery se oznacuje jako Hrd G. Ten
determinuje vyskyt dvou polypeptidli v oblasti B hordeini. Gen Hrd G je vsilné vazbé
s lokusem Hrd A (NECVETAJEV, 1983).

Podle SOZINOVA et al. (1985) se hordeinové slozky A hordeini dédi v blocich a

soucasn¢ se potvrdila existence mohutného alelismu lokusu Hrd A.



Podobnym zptisobem se dédi B hordeiny (DEMINA, 1984). Jednotlivé bloky slozek
hordeinti jsou geneticky determinovany alelickymi variantami lokusu Hrd B. Rovnéz F
hordeiny se dédi obdobné jako A a B hordeiny (POMORCEYV, 1985).

Hordeinové lokusy Hrd C, Hrd D, Hrd E a Hrd G podminuji vyskyt, nebo
nepfitomnost minoritnich slozek v zon¢ nizké mobility elektroforetického spektra hordeind.
Tyto lokusy nemaji tak slozitou polycistronickou strukturu jako lokusy Hrd A a Hrd B.
Skladaji se pouze z jednoho genu v dominantnim ¢i recesivnim stavu (SOZINOV, 1985).

Lokusy Hrd A, Hrd B a Hrd F podminuji vice typi bilkovin. Nejvétsi pocet slozek byl
zjistén v oblasti hordeinového spektra, ktery je determinovan lokusem Hrd A. Nejmensi pocet
slozek v oblasti hordeinového spektra byl determinovan v lokusu Hrd F. Jestlize je kazda
hordeinové slozka elektroforetického spektra geneticky podminénd nejméné jednim genem,
musi byt hordeinovy lokus, ktery fidi syntézu bloku hordeinovych slozek, sloZen z vice genti
— cistronit (CERNY, SASEK, 1998).

Jednotlivé cistrony se ve slozitém lokusu nachazeji v silné vazbé, proto jsou
rekombinace uvniti bloku hordeinovych genti velkou vzacnosti. Spontanni mutace cistront se
vyskytuji jen velmi mélo. Z toho vyplyva, ze bloky hordeinovych slozek jsou velmi stabilni a
ve Stépicich populacich se manifestuji prakticky beze zmény (SOZINOV, 1985).

Oznacovani hordeinti vychdzi z genetické determinace blokii hordeinovych slozek.
Zakladem rozliSovani jsou alelické varianty blokd hordeinovych slozek. Blok se oznacuje
symbolem HRD, ktery odpovida symbolu hordeinového lokusu Hrd. Velké pismeno urcuje
hordeinovy lokus (napt. A, B, G atd.). Cislo v oznadeni vyjadiuje alelickou variantu bloku

hordeinovych slozek. Tento zplisob oznacovani navrhl SOZINOV (1985).

2.6. Hordeinové bloky

V disledku vazby vloh genli, mohou bloky hordeinovych slozek plsobit jako
genetické markery ostatnich znakll a vlastnosti vazanych do zminéné vazbové skupiny.
Vyuziti hordeini jako genetickych markeri umoziuje vysoka dédivost skladby

elektroforetickych hordeinovych spekter (SHEWRY, 1978).



POMORCEV (1982) prokazal hodnocenim 370 genotypl je¢mene ozimého, které
geny markeruji jeho vys§i mrazuvzdornost. Jsou to geny Hrd — B4 a Hrd — F3.

Genotypy tureckych je¢ment s alelou Hrd — A3 vykazovaly lepsi pfezimovani nez
ostatni genotypy (DEMINA, 1984). Dal§i vyuziti markerovani je u vynosu zrna je¢mene, kdy
NECVETAJEV a SOZINOV (1982) prokazali vyznamnou korelaci mezi vys§im vynosem
zrna a vySsi HTS.

POMORCEYV (1982) dokazal, ze biotopy je¢mene ozimého ,,Oksamit* s geny Hrd A1,
Hrd B1, Hrd F1 a Hrd A3, Hrd B1, Hrd F1 se vyznacuji, pfi stejn¢ vysokém obsahu bilkovin
zrna, niz§im podilem hordeinti a vyS§Sim zastoupenim glutelinli, coz se projevilo ve vysSim
obsahu lyzinu. Z toho lze usuzovat, ze markerovani se d4 vyuzit i ve zjiStovani skladby
bilkovin zrna.

Markerovani sladovnické jakosti je¢mene prokazali DEMINA a NECVETAJEV
(1984) korelaci mezi alelickou proménlivosti hordeinovych lokust a sladovnickou jakosti.
Zjistili, ze genotypy HRD A2 B21 nebo HRD A2 B19 vykazovaly vyssi sladovnickou jakost
nez genotypy z hordeinovymi bloky HRD A2 B8, HRD A2 B17.

2.7. Enzymové bilkoviny

V kazdém organismu jsou vSechny chemické pochody podminény ¢innosti enzymad.
Izoenzymy jsou enzymy katalyzujici v organismu stejnou reakci, ale 1i8i se svoji strukturou,
molekulovou hmotnosti a nabojem. Pro odliSeni izoenzymii se vyuziva jejich rizna
elektroforeticka pohyblivost. Enzymy, které se zjist'uji elektroforeticky, se vyznacuji vysokou
heritabilitou, a proto mohou plnit tlohu genetickych markert. Izoenzymy urcitého enzymu se
mezi sebou lisi kinetikou enzymatické katalyzy. Vyskyt nékolika odliSnych izoenzymu proto
napomaha uchovat optimalni enzymatickou aktivitu v podminkach, kde na organismus plsobi
vétsi pocet odlisSnych faktori prostfedi, napf. rizné teploty. Obecné lze oznacit zplisob
genetické determinace izoenzymu jako olygogenni, pii némz je tvorba urcitého enzymu
podminéna jednim ¢i nékolika geny velkého ucinku. Nekteré izoenzymové soustavy jsou
determinovany serii alelickych gent jednoho lokusu, jiné n¢kolika lokusy s riznym poctem
alel. Ve spektru nékterych hybridnich izoenzymii se mohou manifestovat tzv. hybridni zony,
tedy nové bilkoviny, které se nevyskytuji v elektroforetickém spektru daného izoenzymu

rodicovskych forem. V piipadé¢ enzymi triploidniho endospermu se projevuje v jejich



elektroforetickém spektru tzv. ucinek davky genti jako dusledek setkani v endospermu dvou
genetickych informaci matefské formy a jedné genetické informace otcovské formy (CERNY,
SASEK, 1998).

Enzymové geny, lokusy zjistované pomoci Skrobové, ¢i polyakrylamidové
elektroforézy charakterizovali NIELSEN a JOHANSEN (1986).

Odlisnost elektroforetickych spekter enzymovych systéma byla zjiSténa pii analyze
enzymu nachdazejicich se v zrnech a listech jeémene u morfologicky vyrovnanych odrid. To
znamena, ze populace jsou slozeny z n¢kolika Cistych linii (PRZYBYLSKA, 1974).

Pro identifikaci odriid se vyuziva dvou hordeinovych a tficetideviti izoenzymovych
lokust stanovenych elektroforézou v polyakrylamidovém a Skrobovém gelu (NIELSEN,
JOHANSEN, 1986).

K diferenciaci je nutné pouzit i dal§i polymorfni bilkovinné lokusy, nebot’ nizsi
polymorfismus a vazba hordeinovych lokusti zabraiuje zhruba u 20 % odrid je¢mene jejich
identifikaci pomoci elektroforézy hordeinti (GLAZKO, SOZINOV, 1993).

Dnes se pouzivaji k ur€ovani standartnich odrtid alely esterdzovych lokust Est 1, Est
2, Est 4 a Est 5 zlisth jecmene (HVID, NIELSEN 1977), pomoci nichz charakterizovali
SYKOROVA a SASEK (1996) soubor v CR povolenych odriid ozimého a jarniho je¢mene.

Vytvoteny katalog esterazovych alel popisuje odriidy jako cCisté linie nebo smeés
sesterskych linii, ¢imz pfispivd k vzajemnému rozliSeni odrid je€mene 1 v ptfipadech, kdy
polymorfismus hordeinli neni postacujici. Jako ptiklad lze uvést hordeinové identické odrudy
Jaspis a Orbit, lisici se spektrem esterdz (CERNY, SASEK, 1998).

KONISHI a MATSUURA (1987) zjistili, ze enzymové alely se mohou uplatnit
rovnéz jako markery odolnosti ke zluté virové mozaice jecmene. Rovnéz se prokazala vazba
genu rezistence ke rzi Puccinia hordei s geny né€kterych enzymt u zpétnych kiizencii
kulturniho je¢mene odridy Clipper s vnesenymi segmenty z Hordeum spontaneum (CERNY,

SASEK 1998).

2.8. Biochemické markery

Geneticky marker (signdlni gen) se pouzivd pro oznaleni jasné¢ se fenotypové

projevujiciho znaku s jednoduchou dédi¢nosti. Oznaceni marker pak piedpoklada spojeni



tohoto znaku genovou vazbou s jinymi kvantitativnimi ¢i kvalitativnimi znaky (SOZINOV,
1985).

Genetické biochemické markery se musi vyznaCovat dostateCnou genetickou a ji
odpovidajici fenotypovou variabilitou, vysokou expresivitou a penetranci a rovnéz vysokou
heritabilitou, tj.nezavislosti na podminkach prostfedi (SASEK, CERNY, SYKOROVA,
1983).

V soucasnosti se vyuzivaji dva druhy genetickych markeri:

1) biochemické markery — do této skupiny patii proteinové markery, to jsou izoenzymy a
zasobni bilkoviny, mastné kyseliny, sekundarni metabolity
2) molekularni DNA markery (GRAMAN a kol., 1999)

Vyhodou molekularnich markert je, Ze jsou nezdvislé na vngjSich podminkéach
prostiedi. Dalsi vyhodou byva moznost rychlého testovani rozsahlého materidlu. Pouziti
molekularnich markert ma oproti morfologickym znakim vyhody i v moznosti sledovani
vetsiho poctu zadanych znakt. Navic je velmi casto mozné testovat rostliny v kli¢nim stavu a
dale si ponechat jen rostliny vhodného genotypu, tento fakt je pfiznivy zejména pro aplikace
ve §lechténi (CURN, 1995).

Bilkoviny mohou velmi dobie spliiovat kritéria pro genetické markery, nebot’ se
vyznacuji vysokym stupném geneticky fixovaného polymorfismu, kodominantni dédi¢nosti,
rozliSitelnosti alel v individuich, jistou mirou nezédvislosti na vnéjSich podminkéch. Takovymi
systétmy mohou byt zasobni bilkoviny nebo izoenzymy. V principu vSechny bilkoviny
vykazuji geneticky polymorfismus, mohou byt vyuzity jako diferenéni markery odrid, a to
s v&t§im efektem neZ klasické morfologické markery (SYKOROVA, HADACOVA, 1992).

V roli biochemickych markerti se krom¢ izoenzymil pouZzivaji i neenzymatické
bilkoviny jako jsou zasobni proteiny. Podstatné méné se vyuzivd polymorfismu jinych
biologickych molekul, jako jsou mastné kyseliny, sekundarni metabolity a pigmenty (CURN,
1995).

Volba vhodného biochemického markerovaciho systému (na trovni DNA, proteinu
nebo enzymu) je zaloZena na tiech nasledujicich pozadavcich, kterymi jsou:

- dostatecna frekvence genetickych variant u daného druhu
- exprese nezavisla na podminkach prostiedi

- vhodna elektroforetickd a detek¢ni technika (NIELSEN, 1985).



2.9. Vyuziti biochemickych markeri

Nedocenitelnou tlohu maji biochemické markery ve Slechtitelskych programech pfti
vyuziti technik fragmentacni analyzy — AFLP (Amplification Fragment Lenght
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) nebo RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Detekce RAPD polymorfismu byla Gspé$né pouzita nejen
pii rozliSovani odrid je¢mene ale i ostatnich plodin jako pSenice, picni travy zeleniny,
kukufice, brambor a hrachu (CURN, SAKOVA, GRAMAN, 1995).

Vyuziti izoenzymi a proteint pro ucely identifikace odrid. [zoenzymové a proteinové
markery nachazeji vyuziti v semendiské kontrole pro hodnoceni pravosti a Cistoty osiva
(CERNY, SASEK 1998). Analyza izoenzymového spektra je pouzivana i k predikci
heterézniho efektu Fi hybridt (CERNY, SASEK, 1998).

Pokud bychom chtéli vyuzit morfologické znaky jako markery, nese to v rostlinné
genetice i fadu nevyhod. Recesivni alely mohou byt ve svém projevu maskovany ptitomnosti
aktivni ¢i dominantni alely. Také epistaticky nebo pleiotropicky efekt nékterych genti miize
limitovat pocet markerti pouzitelnych v jednom souboru. Naproti tomu alely vétSiny
1izoenzymovych lokusti jsou kodominantni a mohou se pak projevit i v ptipadé¢ recesivity nebo
pleiotropie. Tato kodominance také umoziiuje rozlisit heterozygoty od homozygotii (CURN,
1995).

V soucasné dob¢ jiz existuji rychlé a spolehlivé metody identifikace odrid je¢mene,
zalozené na vyuziti riznych bilkovinnych systému uplatiujicich se jako genetické markery,
které umoziuji charakterizovat genotyp na zaklad¢ geneticky definovaného polymorfismu
jednotlivych bilkovinnych slozek, prakticky nezavislych na vnéjsich faktorech. Ze stavajicich
metod se jevi jako vyhodna metoda elektroforézy bilkovinnych genetickych markeri, ktera
predstavuje jednu znejacinnéjSich metod identifikace odrid jeCmene. Podstatou
elektroforetického stanoveni odriidové pravosti a odridové Cistoty je existence bilkovinnych
gent, které podminuji tvorbu zasobnich bilkovin zrna — hordeind, specifickych pro jednotlivé
odridy je¢mene. Pti elektroforéze ve Skrobovém nebo polyakrylamidovém gelu se tyto
odrtidové specifické bilkoviny rozdé€li na jednotlivé slozky podle velikosti elektrického naboje
a tvaru molekul, dojde k jejich vizualizaci v podobé dobfe barvitelnych pruht a vytvareji

specifické soubory zon analyzovanych bilkovin tzv. elektroforeticka bilkovinna spektra,



typicka pro jednotlivé odridy je¢mene. Zakladem vyuzivani elektroforézy genetickych
markerii pro identifikaci odrid je¢mene jsou vzorova elektroforeticka spektra bilkovin
jednotlivych odrid — etalont. Tato vzorova elektroforetickd spektra mohou byt vyjadiena
rovnéz v podobé alelického vzorce, soubort alelickych blokd spole¢né dédénych zon,

vyélenénych z elektroforetickych spekter hordeinti (BRADOVA, SYKOROVA, 2005).

2.10. Elektroforetické metody

Patii mezi elektromigracni metody. V principu vyuZivaji rozdilné pohyblivosti
nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém poli. Pohyblivost zavisi na velikosti naboje,
velikosti a tvaru molekul, podminkach prostiedi, ve kterych separace probihd a na sile
pouzitého elektrického pole. Techniky probihaji vyhradné v kapalné fazi, obvykle ve vodnych
roztocich (DRBAL, KRIZEK, 1999).

Jsou to jednoduché, relativné rychlé a vysoce citlivé metody, které se vyuzivaji
hlavné pro analyzu makromolekul (bilkovin, nukleovych kyselin), ale mohou byt pouzity i
pro déleni cukrti, aminokyselin, peptidii, nukleotidii a jednoduchych iontd (HOEFER, 1994).
analyzy a hraji klicovou roli v klinické diagnostice chorob, v soudnim Iékafstvi,
potravinafstvi, Slechténi, kontrole kvality a v genovém inzenyrstvi (ANDREWS, 1993).

Elektroforézu lze provadét v prostfedi, kde se na pfenosu naboje uplatnuji ionty
samotného vzorku — metody bez nosného elektrolytu, mezi néz patii izotachoforéza a volna
elektroforéza. Volna elektroforéza je metoda pohyblivého rozhrani, kde je samotny vzorek
diskontinualnim prostfedim (KRALOVA, FUKAL, RAUCH, RUML, 2001).

V pribéhu separaéniho procesu dochazi krozmyvani zon separovanych latek.
K rozmyvani dochazi vlivem difuze, gradientu hustoty, ohfevu separa¢niho sloupce a
elektroosmotického proudéni. Proto je nutné zony stabilizovat. Stabilizace se provadi uZitim

poréznich nosiétl, hydrofilnich geli nebo pievedenim do kapilary (STANKOVA, CAP, 1991).



Mezi elektromigracni metody patii také izotachoforéza. Termin ,,izotachoforéza lze
ptelozit jako elektroforéza pii stejné rychlosti. Riizné ionty maji riznou pohyblivost. Pohyb
stejnou rychlosti u iontl s rozlicnou pohyblivosti je mozny jen tehdy, ptsobi-li na jednotlivé
ionty elektricka pole o rizné intenzité (BARTUSEK, 1984). U izotachoforézy je vzorek
umistén mezi dva rizné elektrolyty se zvolenymi pohyblivostmi (KRALOVA, FUKAL,
RAUCH, RUML, 2001).

Na nejcastéjsi pouziti elektroforetickych technik ukazuje tabulka €.1

Tab.¢ 1: Nejcastéjsi aplikace jednotlivych elektroforetickych technik.

el el S
Proteiny

Analyza neznamé smési * rx ok rok * * *
Srovnani zndmého a * * * * *

neznamého vzorku

Membranové proteiny * * *x *

Testovani homogenity * * * *

(Cistoty) vzorku

Uréeni molekulové hmotnosti * *x ok

Isoenzymova elektroforéza * *ok *ok * *
Nukleové kyseliny

Genové mapovani a ok *

fingerprinting

Molekulova hmotnost ok * *
Sekvenovani ok * ok
Taxonomické studie * o *

Klinické aplikace * * ok

Soudni 1ékatstvi * *

Analyza potravin * *

Analyza peptidi * * *ok
Analyzy aminokyselin

modifikovano dle ANDREWS (1993), Curn (1995)
Legenda k tab ¢. 1:
PAGE HB polyakrylamidova elektroforéza v homogennim pufrovém systému

PAGE MPB  polyakrylamidova elektroforéza v multifizovém pufrovém systému
SDS-PAGE  polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti detergentu (SDS)

PGGE polyakrylamidova koncentra¢ni gradientova elektroforéza
2D-PAGE dvourozmérna elektroforéza

IEF isoelektricka fokusace

Acet.Cel. elektroforéza na acetyl celuloze

SGE Skrobova elektroforéza

TLE elektroforéza na tenké vrstveé



2.10.1 Polyakrylamid (PAGE)

Velmi c¢asto pouzivanou metodou je Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
(PAGE). Ta se provadi ve specidlnich aparatech, v nichz se nosi¢ se vzorkem k separaci
umisti mezi dvé elektrody, mezi nimiz prochdzi stejnosmérny proud. Uspotadani
elektroforézy je dvojiho typu. Elektroforéza v trubickédch, kterda ma sloupcové uspotadani,
nebo elektroforéza v plosném uspofadani na desti¢kach s tenkou vrstvou gelu (KRALOVA,
RAUCH, FUKAL, RUML, 2001).

Polyakrylamidovy gel se ziskava polymeraci akrylamidu (CH2 = CH-CO-NH2) a N,N-
methylénbisakrylamidu (CH2=CH-CO-NH-CO-CH-NH2) =za piitomnosti katalyzatora
polymerace. Akrylamidové monomery polymeruji do dlouhych fetézci a jsou kovalentné
spojeny crosslinkerem - bisakrylamidem. Polymerace je dosahovdno chemickou nebo
fotochemickou metodou. Pii nejbéznéjsi chemické metod¢ je pouzivan persiran amonny a
kvartérni amin, N,N,N,N — tetramethylendiamin (TEMED) jako iniciator polymerace a
katalyzétor. Fotochemicka reakce je iniciovana dlouhovinnym ultrafialovym svétlem pomoci
zativky. Polymerace je inhibovana kyslikem, smé&s monomert musi byt odvzduSnéna ve
vakuu. Rovnéz pfi ptipravé gelu je nutné zabranit difuzi kysliku do polymeraéni smési. Jeji
povrch je opatrné pievrstven vodou nebo vodou saturovanym n-butanolem. Tim se nejen
zabrani pronikani vzduchu do polymerujiciho gelu, ale dochdzi 1 k vytvofeni dokonale
plochého povrchu bez zaktiveni. Zaktiveny povrch miize vést az k silnému naruSeni spektra
prouzku pti elektroforéze.

Polyakrylamidové gely maji oproti Skrobovému gelu nékteré vyhody — jsou prithledné,
pruzné, termostabilni, velkou vyhodou je moZnost pomérné ptresné regulace velikosti pord,
véetné nastaveni hustotniho gradientu v profilu gelu, neobsahuji ionizivatelné skupiny, maji
pak velmi nizky elektroosmoticky potencial, Ize je vysuSit a ziskat permanentni stabilni
zdznam. Je mozné automatizované vyhodnocovani a denzitometrické zpracovani gela.

Jejich nevyhodou je toxicita monomert, chybégjici pocate¢ni viskozita roztoku, nizky
elektricky odpor geli. Pfi béznych aplikacich také neni mozné gel podélné roziiznout a
detekovat rizné enzymové systémy. Tento nedostatek 1ze obejit n€kolikerym ,,zkopirovanim*

gelu na membranu a detekci enzymatické aktivity na membrané (CURN, 1995).



2.10.2. SDS - PAGE

Metoda je =zalozena na elektroforéze komplexi denaturovanych polypeptidii
s anionickym detergentem dodecylsulfatem sodnym — SDS. Navazanim SDS se nabojové
rozdily mezi rGznymi proteiny téméef Uplné potlaci, komplexy protein — SDS jsou
v neutralnim a alkalickém prostfedi siln€ negativné nabité a putuji k anodé. Prochézeji-li
gelem o vhodné porozité, je jejich pohyblivost ddna témét vyhradné velikosti molekuly
(HOREJSI, 1985).

SDS nese pomérné velky zaporny naboj a proto ve vazbé na bilkovinu vyrovnava
nabojové rozdily bilkovinnych molekul a ty se pak pohybuji v gelu jen podle velikosti.
Mobilita komplexu SDS — bilkovina v polyakrylamidovém gelu je pfimo umérna logaritmu
molekulové hmotnosti pfislusné bilkoviny. Takto stanovené hodnoty relativni molekulové
hmotnosti bilkoviny jsou vSeobecné uznavany pro ucely charakterizace bilkovinného
preparatu (KRALOVA, FUKAL, RAUCH, RUML, 2001).

Pomoci SDS — PAGE je pak mozné stanovovat molekulovou hmotnost analyzovanych
proteinll nebo jejich smési.

Nevyhodou je, Zze vazbou SDS na bilkovinu ve vétsin¢ piipadt dochazi ke ztraté
biologické aktivity bilkoviny, takze napt. enzymy jiz po probéhnuti elektroforézy neni mozné

na zakladé aktivity prokazat (KRALOVA, FUKAL, RAUCH, RUML 2001).

2.10.3. Dvojrozmérna elektroforéza SDS — PAGE

Dalsi metodicky postup, ktery vyuzivda vyhody polyakrylamidového gelu je
dvourozmérna elektroforéza 2 -D PAGE, pouZivana pro separaci a charakterizovani slozitych
proteinovych komplexii a smési (ANDREWS, 1993; HOEFER, 1994; CURN, 1995;
KRALOVA, FUKAL, RAUCH, RUML, 2001).

2.10.4. Isoelektricka fokusace (IEF)

Izoelektrickd fokusace je dal§i zelektromigracnich metod. Patfi do kategorie
rovnovazné elektroforézy. Od zonalni elektroforézy se 1isi tim, Ze v mediu mezi elektrodami
se diky pritomnosti nizkomolekuldrnich amfolytd vytvati gradient pH. Amfoterni molekula

nesouci naboj se pohybuje vlivem elektrického proudu v gradientu pH az do okamziku, kdy



se dostane do oblasti pH shodné s jejim izoelektrickym bodem a jeji pohyb se zastavi. Pokud
molekula z tohoto mista difunduje pry¢, zméni se vstupem do oblasti s jinym pH jeji vysledny
naboj a elektroforeticky pohyb ji vrati zpét do mista jejiho izoelektrického bodu. Kazda
molekula je tedy fokusovana (zostfena)do uzké zony kolem svého izoelektrického bodu.
Timto zpisobem je mozno od sebe odd¢lit molekuly, jejichz izoelektricky bod se 1isi o 0,001
jednotky pH.( KRALOVA, FUKAL, RAUCH, RUML, 2001).

V misté isoelektrického bodu se dané bilkovina zastavi a dochézi k jeji koncentraci
v disledku ztraty naboje. Prouzky, které se vytvareji jsou velmi uzké a ostré.IEF je velmi
ucinnd technika pouzitelnd pro separaci proteinid. Ne&které proteiny totiz nemohou byt
separovany béznou elektroforézou a musi se separovat elektrofokusaci (CURN, 1995).

Metoda se pouzivd pro velmi citlivé srovnani identity nebo odliSnosti riznych
preparatt, pro kontrolu Cistoty, uréovani izoelektrického bodu, stanoveni titracnich ktivek a
identifikaci jednotlivych slozek separované smési (HOREJSI 1985; KRALOVA, FUKAL,
RAUCH,RUML, 2001).

2.10.5. Kapilarni elektroforéza (HPCE)

Metoda je zaloZena na dé€leni vzorku bilkovin v tenké kapilafe pii velmi vysokém
napéti a detekci eluovanych bilkovinnych frakci specidlnim detektorem. Tento zpiisob detekce
s vyloucenim barvicich kroki umoziuje stanoveni bilkovinného spektra v ,,redlném case®,
vyrazné¢ se zvySuje kapacita pristroje a je zde velmi vysokd mira automatizace analyzy.
Extrémné U¢innd separace je podminéna velkym vnitinim povrchem v poméru k objemu
separa¢niho kandlu o kapilarnich rozmérech. Velké rozliSeni a vyssi citlivost této metody
dovoluji identifikovat 1 genotypy malo odlisné nebo nerozlisitelné za pouziti technik PAGE

nebo SDS — PAGE (CURN, 1995).



3. Cile diplomové prace

Cilem prace bylo detailni hodnoceni variability proteinovych spekter druhu Hordeum
vulgare L. na Grovni souboru 23 vybranych svétovych genotypt. Porovnany byly dva odlisné
ptistupy hodnoceni elektroforetickych spekter — klasické (ruc¢ni) stanoveni REM u

jednotlivych proteinovych pruhti versus softwarové hodnoceni proteinovych profilti.



4. Material a metody

4.1. Charakteristika biologického materialu

Variabilita proteinovych frakci byla hodnocena u 23 genotypti jeémene ziskanych ze ZVU

Kroméfiz v ramci feSeni grantu NAZV QD 1365 (tab.2).

Tabulka ¢.2: Seznam a znaeni vzorkl analyzovaného materialu

cislo zemé
genotyp vzorku radovost typ zrna plvodu

Annabel 1 2 nud DEU
CDC Candle 2 2 nud CAN
CI 12785 3 2 nud ETH
Ebsdorfer nackt 4 6 nud DEU
HB 803 5 2 nud -
Jersey 6 2 nud NL
Kavkazsky
golozernyj 7 2 nud SUN
KM1910 8 2 nud CZ
KM2001 9 2 nud CZ
KM2062 10 2 nud CZ
KM2283 11 2 nud CczZ
Lyallpur 3647 12 2 nud IND
Merlin 13 2 nud CAN
Milofiov nudum 14 2 nud CSK
Nordus 15 2 nud DEU
Pax 16 2 nud SK
Shimabara 17 6 nud PRK
Tolar 18 2 nud CZ
VKM2087 19 2 nud CZ
Wabet 20 2 cov USA
Wanubet 21 2 nud USA
Wapana 22 2 nud USA
Washonubet 23 2 nud USA




4.2. Extrakce proteini

a) extrakce celkového SDS proteinu

Jednotlivé vzorky v podobé zrna byly zhomogenizovany v laboratornim Srotovniku a
postupné byly extrahovany jednotlivé frakce proteint dle rozpustnosti. 50 mg jemného Srotu
bylo navazeno do mikrocentrifugacni tuby (1,5 ml) a promichéno s 500 pl extrak¢niho pufru
(0.0625 M Tris-HCL pH 6.8, 5 % 2-merkaptoethanol, 2 % SDS). Proteiny byly extrahovany
po dobu 4 hodin pfi teploté 4 °C. Po centrifugaci (3 min. pii 14 000 g) byl ¢iry supernatant
(200 pl) ptenesen do nové mikrocentrifugacéni zkumavky s 50 pl nanaseciho pufru (5 x NP: 5
ml 1.25 M Tris-HCI, pH 6.8, 2.3 g SDS, 10 ml glycerol, 5 mg Bromophenol Blue; k 500 pl
pufru se tésn¢ pied pouzitim piida 170 pl 2-merkaptoethanolu). Pfed nanesenim na gel v

mnozstvi 10 pl byly vzorky 2 minuty vafeny ve vodni lazni.

b) extrakce jednotlivych proteinovych frakei dle rozpustnosti

Frakce A — proteiny rozpustné v 0,1 M Na-fosfatovém pufru o pH 7 (smés
dihydrogen a
hydrogenfosfore¢nanu sodného) s 1 M NaCl
Frakce B — proteiny rozpustné v 70 % etanolu

Frakce C — proteiny rozpustné v 0,2 % NaOH

Postup

1. Navazka 0,5 g jemného Srotu (po lyofilizaci).

2. Pridat 5 ml extr. roztoku 0,1 M Na-fosfatového pufru, radn¢ promichat, nechat
extrahovat pii 4°C pies noc.

3. Centrifugace 15 min. pii 6,5 tis. otacek, 100 ul supernatantu pirenést do nové
mikrocentrifugani zkumavky (frakce A).

4. K peletu pfidat 3 ml vychlazené vody, fadn¢ promichat a centrifugovat 10 min., vodu slit
do odpadu (promyvani).

5. Kpeletu ptidat 5 ml 70 % etanolu, fadn¢ promichat a nechat extrahovat 3 hodiny pfi
20 °C.

6. Centrifugace 6,5 tis otd¢ek 15 min., 100 upl supernantantu ptenést do nové

mikrocentrifugacni zkumavky (frakce B).



7. Kpeletu ptidat 3 ml etanolu, fadn¢ promichat a centrifugovat 10 min., etanol slit do
odpadu (promyvani).

8. K peletu ptidat 3 ml vychlazené vody, fadn¢ promichat a centrifugovat 10 min., vodu slit
do odpadu (promyvani).

9. K peletu pfidat 5 ml 0,2 % NaOH a nechat extrahovat 3 hodiny pii 4 °C

10. Centrifugace 15 min. 6,5 tis otacek, 100 pl supernatantu pienést do nové

mikrocentrifugacni zkumavky (frakce C).

K ziskanym extraktim jednotlivych frakei (A, B, C) pfidat 100 pl extrakéniho pufru
(0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8, 5 % 2-merkaptoethanol, 2 % SDS). Proteiny byly extrahovany
po dobu 1 hodiny pfi teplote¢ 4 °C. Poté byl k vyslednému objemu extrakti 200 pl pridan
nanaSeci pufr v mnozstvi 50 ul (5§ x NP: 5 ml 1.25 M Tris-HCl, pH 6.8, 2.3 g SDS, 10 ml
glycerol, 5 mg Bromophenol Blue; k 500 pl pufru se tésné pied pouzitim ptida 170 pl 2-
merkaptoethanolu). Pfed nanesenim na gel v mnozstvi 15 ul byly vzorky 2 minuty vafeny ve

vodni lazni.

4.3. Elektroforeticka separace (SDS-PAGE)

Pouzita byl diskontinudlni deskova denaturac¢ni elektroforéza na polyakrylamidovém
gelu (SE 600, Hoefer, USA) - 4 % zaosttovaci gel (0.125 M Tris-HCI, pH 6.8 + SDS) a 10 %
separacni gel (0.375 M Tris-HCI, pH 8.8 + SDS) - v prostiedi systému 0.025 M Tris + 0.192
M glycine (pH 8.3) + SDS (HAMES, RICKWOOD, 1987). Podrobné slozeni gelovych systémt a
elektrodového pufru je uvedeno v tab. 7. Separace probihala pfi proudu 40 mA na gel, napéti
200 V a pfti teploté 4°C po dobu 4-5 hod (1 cm od spodniho okraje gelu).



Tab.3: Slozeni roztokl pro diskontinudlni SDS-PAGE (denaturacni systém).

komponenta

redestilovana voda
AC/BIS

pufr A

pufr B

SDS

sifi¢itan sodny
persiran amonny
TEMED

POZNAMKY:

AC/BIS:
pufr A:

pufr B:
NaQSO3Z
(NH4)2SzOgZ
SDS

elektrodovy pufr 1:
elektrodovy pufr 2:

AC/BIS

gelové pufry
persiran amonny
SDS

elektrodovy puftr 1
elektrodovy pufr 2

elektrodovy pufr 1
elektrodovy pufr 2

jednotka SEPARACNI GEL (10 %) ZAOSTROVACI GEL (3,75 %)

ml 21 12,15

ml 13,3 2,5

ml 5 -

ml - 5

ul 400 200

ul 110 50

ul 200 150

ul 20 20

30 g akrylamid + 0,8 g BIS / 100 ml

36,3 g Tris (Trizma), 48 ml 1 M HCI, pH 8,8 / 100 ml

6 g Tris (Trizma), 48 ml 1 M HCl, pH 6,8 / 100 ml

nasyceny vodny roztok

15 % roztok

10 % roztok

14,4 g glycin, 3 g Tris (Trizma), pH 8,3 / 1000 ml

144 g glycin, 30,3 g Tris (Trizma), 10 g SDS, pH 8,3 / 1000 ml

uchovavat ve tmé a v chladnu, roztok staly cca 3 tydny
uchovavat ve tmé a v chladnu, stalé

lze uchovavat ve tmé a v chladnu 1 tyden

uchovavat ve tm¢ asi jeden mésic

pfipravovat pted pouzitim

ptipravovat jako 10 x koncentrovany roztok, uchovavat ve tmeé a v chladnu

esterazy, nativni bilkoviny
SDS-bilkoviny (pro stanoveni BPK)

4.4. Detekce separovanych proteinii na gelu

Detekce bilkovin byla provedena barvenim roztokem Coomassie Brilliant Blue
(C-Blue) pfes noc (smés methanol, ledova kyselina octova, voda v poméru 5:1:4 + 0.1 %
Coomassie Brilliant Blue R-250, Sigma Co.). Po detekci bylo odbarveno nespecifické pozadi
(pouzita smés ethanol : kyselina octova :
odbarveni 2 - 3 x) a provedena fixace a dehydratace ve smési 45 % ethanolu + 3 % glycerolu

po dobu 2 — 3 hodin. Nasledné byly gely suSeny v celofanu na skle pfi laboratorni teploté na

vzduchu po 2 - 3 dny (modifikovano HAMES, RICKwooD, 1987; CURN, 1995).

voda v poméru 2,5:1:16,5; s vyménou béhem



4.5. Zpracovani elektroforetickych dat

Elektroforeticka spektra (profily) proteinii byly zpracovany prostfednictvim digitalni
obrazové analyzy (DOA). Proces probihal v nasledujicich fazich (modifikovano podle CURN,
1995; VEJL, 1998):

1. Transformace dat z gelu do elektronické podoby prostiednictvim stolniho scanneru (pfi
400 dpi).

2. Uprava primarniho zdznamu - uprava pozadi, volba vhodné velikosti obrazu, volba
formatu (TIFF), transformace do stupiiti Sedi a nasledna inverze (Uiprava pro software
BioProfil).

3. Pro hodnoceni elektroforetickych spekter byly pouzity nasledujici zptisoby:

Hodnoceni pomoci specialniho software BIOPROFIL - vzajemné porovnani spekter
zalozZené na principu poméru shodnych pruhti obou hodnocenych spekter ku celkovému poctu
pruhi obou spekter, tzv. simple matching (Nei & Li podobnostni koeficient; VILBER
LOURMAT, 1999), vystupem je matice podobnostnich koeficienti nebo dendrogram. Pfi tvorbé
dendrogramu byl zvolen konfiden¢ni interval 3 %. Software BioProfil 1 D++ umoziluje
vytvorit 1 tabulku molekularnich hmotnosti jednotlivych bilkovinnych podjednotek.

Provedeni klasického ,,ru¢niho* stanoveni hodnot Relativni Elektroforetické Mobility
(REM) u jednotlivych bilkovinnych podjednotek vcetné hodnoceni intenzity detekéniho
barveni. Stanoveni bylo provedeno zméfenim vzdalenosti od poc¢atku drahy, kterou jednotlivé
pruhy urazily a vypoctem REM. Ten se stanovi podilem drahy pruhu ku draze celkové.
Intenzita pruhli se stanovi subjektivnim posouzenim a ohodnocenim ¢islici ve stupnici od
1-5.

Vytvoreni ,,jedno — nulové“ matice, ktera pomoci ¢islic 1 a 0, vyjadiuje pfitomnost
nebo absenci bilkovinné podjednotky v fadach oznacenych pismeny abecedy jednotlivych
o¢islovanych profili od 1 do 23, které zastupuji jednotlivé vzorky odrid. Matice byla
pfevedena do programu MVSP. Findlni vyhodnoceni matic pomoci programu MVSP
(KOVACH COMPUTING SERVIS). Program vzijemné porovnava spektra. Vystupem je
grafické vyjadifeni v dendrogramu, které je doplnéno matici podobnostnich koeficientt.

Porovnavani profili v dendrogramu a hodnoceni rozsahu genotypové variability

proteinovych profilii na zaklad¢ ziskanych vysledkii.



5. Vysledky

5.1. Frakce prolaminii

Nejvhodnéjsi pro hodnoceni je prolaminova frakce (viz. obr.1). Bilkovinné
podjednotky jsou dobie Citelné a z vétsi Casti se podafilo jednotlivé odriidy dobte rozlisit.
Pruhy jsou lokalizovany zejména v rozsahu od 36 — 66 kDa (viz.ptiloha tab.1). Pruhy maji
rozdilnou intenzitu, jsou zhusténé, ale dobte hodnotitelné. Nejveétsi pocet pruhti byl detekovan
v profilu odridy Wapana, a to celkem 13. Nejnizsi poc€et pruhli bylo zaznamenano u odridy
Wabet. Jednalo se celkem o 4 pruhy. Ctyii pruhy, coZ je nejméng, bylo detekovano u odridy
Wabet.

Obr.¢.1: SDS-PAGE profily prolaminovych proteint
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Lgenda odrid: 1-Annabel, 2-CDC Candle, 3- CI 12785, 4- Ebsdorfer nackt, 5-HB803, 6- Jersey, 7-
Kavkazsky golozernyj, 8- KM 1910, 9-KM 2001, 10- KM 2062, 11-KM 2283, 12- Lyallpur 3647, 13-
Merlin, 14-Miloniov nudum, 15- Nordus, 16-Pax, 17-Shimabara, 18-Tolar, 19-VKM 2087, 20-Wabet,
21-Wanubet, 22-Wapana, 23-Washonubet



Obr. ¢. 2: Dendrogram prolaminové frakce proteinli je¢mene; vyhodnoceni software Bio-
Profil 1D++ (Vilbert Lourmat).
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Pomoci programu BioProfil byl vytvofen dendrogram (viz.obr.¢.2), ktery znazoriuje
variabilitu prolaminové frakce jeCmene u vSech 23 odrid. Z 23 vzork se vytvoftilo 17 shluki.
Nejvice shlukd se pohybuje na Grovni podobnosti 80 — 90 %. V této oblasti jejich celkem 9.
Vys§i podobnost nez 90 % je sledovana jen u tfech shlukl. Jedné se o shluk, ktery vytvareji
odridy Annabel, KM 1910 a Tolar. Zde se podobnost pohybuje mezi 95 — 96 %. Naprosto
identické prolaminové slozky byly pozorovany u odrid Kavkazsky golozernyj a Washonubet
a dale HB803 a Jersey. Vykazuji 100% index identity v dendrogramu i v podobnostni matici
(viz.ptiloha tab.2). Vzajemna podobnost mezi odriidami Washonubet, HB 803 a Jersey je
podle podobnostni matice 89 %. Identita od 100 do 95 % byla sledovana u celkem sedmi
odrid.



Podobnost nejvzdalenéjSich odrad, konkrétné Wabet a Nordus se pohybuje pod
hranici 50 %. Matice podobnosti ukazuje ptesné€jsi udaj indexu identity u obou odrid —
Wabet — Nordus 46 % a Nordus — Wapana 47 %, coz jsou nejspodné&jsi hranice podobnosti
v prolaminovém spektru.

Pifi porovnavani vzajemné podobnosti prolaminové frakce sledovanych odrad
pomoci matice podobnosti, se jako nejvice variabilni viic¢i ostatnim odridam ukazuje odrtida
Wabet. Naopak vysokou identitu vykazuji odridy Kavkazsky golozernyj, CI 12785 a
Wanubet.

Vyhodnocenim dendrogramii a podobnostnich matic byl u prolaminové frakce zjistén vysoky
stupenl polymorfismu.

Obr .¢. 3: Dendrogram prolaminové frakce proteint je¢mene; vyhodnoceni software MVSP
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Pti zhodnoceni prolaminové frakce stejnych odriid pomoci programu MVSP, zjistime,

ze dendrogram (viz. obr. 3) neukazuje vzajemnou 100% podobnost u Zadné z odrtd. Je zde



vSak pozorovana vétsi podobnost nez 90 % u ctyfech shlukli. Nejvice shluki, celkem 11, se
vyskytuje na tirovni 76 — 92 %. Koeficient podobnosti vyssi nez 90 % vykazuje sedm odrid -
CDC Candle, Kavkazsky golozernyj, Merlin, Shimabara, Ebsdorfer nackt, Wanubet a VKM
2087.

Podobnostni matice MVSP (viz. ptiloha tab. 3) ukazuje nejvétsi index identity u odrad
Wanubet a Ebsdorfer nackt na Grovni 95,6 %. Je to zaroven i nejvyssi hodnota podobnosti
mezi dvémi odridami v dendrogramu. Po téchto odriiddch pak sestupné nasleduji odridy
Kavkazsky golozernyj a CDC Candle s indexem identity 95,2 % a Merlin - Shimabara s
hodnotou 94,7 %.

Nejveétsi polymorfismus vykazuji podle podobnostni matice MVSP odrady Tolar a
Babet, a to 37,5 % a odridy Wabet a HB 803 s hodnotou podobnosti 35,2 %.

V celkovém srovnavani odriid v podobnostni matici MVSP vykazovaly odridy
Wanubet a Kavkazsky golozernyj vysokou identitu. Nizkd podobnost byla zjisténa u odrud
Wabet, Washonubet a Lyallpur 3647.

Pti hodnoceni prolaminové frakce je€mene pomoci programu MVSP byl u této frakce

zjistén vysoky stupen polymorfismu.

5.2. Frakce albuminii a globulini

Elektroforetické spektrum albuminti a globulini (viz.obr.4) ma slozity charakter,
proteinové pruhy jsou na gelu detekovany v celé zon¢ separace vzorkl. Proteinové pruhy jsou
dobie cCitelné a maji dobrou intenzitu detekéniho barveni. V tomto profilu se bilkovinné
podjednotky rozdélily do ctyfech hlavnich oblasti. Marker ukazuje v jakych hodnotach se
pohybuji jednotlivé hlavni oblasti bilkovinnych podjednotek. Prvni oblast se pohybuje v
rozmezi od 55 — 66 kDa, druhé 34 — 40 kDa, tieti v rozmezi 24 — 30 kDa a ¢tvrta pod 20 kDa.
Tabulka molekulovych hmotnosti (viz.pfiloha ¢.4) ukazuje, ze piesné rozpéti hmotnostniho

standardu proteinovych podjednotek se pohybuje v rozmezi od 1 - 84 kDa.



Obr. €. 4: SDS-PAGE albuminovych a globulinovych proteinti
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Legenda odrud: 1-Annabel, 2-CDC Candle, 3- CI 12785, 4- Ebsdorfer nackt, 5S-HB803, 6- Jersey, 7-
Kavkazsky golozernyj, 8- KM 1910, 9-KM 2001, 10- KM 2062, 11-KM 2283, 12- Lyallpur 3647, 13-
Merlin, 14-Milonov nudum, 15- Nordus, 16-Pax, 17-Shimabara, 18-Tolar, 19-VKM 2087, 20-Wabet,

21-Wanubet, 22-Wapana, 23-Washonubet

Podle tabulky (viz. pfiloha ¢.4) se hlavni oblasti detekce albuminové a globulinové frakce
pohybuji v téchto hodnotach molekulové hmotnosti:

85,118 — 53,375 kDa

43,550 — 34,000 kDa

33,843 — 24,148 kDa

23,537 -1,367 kDa

Nejvétsi pocet bilkovinnych podjednotek, celkem 22, se vyskytuje u odrad CI 12785,
Ebsdorfer nackt, VKM 2087 a Wabet.



Program BioProfil v dendrogramu (viz. obr. 5) rozdélil odridy do 17 shluka.
V tabulce podobnostni matice (viz. ptiloha tab. €. 5 ) lze najit pfesné hodnoty podobnosti
odrid. Nejvyssi index identity je mezi odriidami Kavkazsky golozernyj a HB 803 94 %.
Vysoké podobnost je také u odrid CDC Candle, CI 12785, Ebsdorfer nackt na urovni 93 %.
V trovni podobnosti do 94 % odridy tvoii dva shluky. Odridy se 100 % identitou se v tomto
spektru nenachazeji. Nejvice shlukli je nakumulovéano ve stfedni oblasti 80 — 90 %, kde se
nachdzi celkem dvanact shluki. Nejméné shluki dendrogram ukazuje v oblasti od 70 do 90

%. Zde jsou pfitomny jen tii shluky.

Obr. ¢. 5: Dendrogram albuminové a globulinové frakce proteinli je¢mene; vyhodnoceni
software Bio-Profil 1D++ (Vilbert Lourmat).
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Pfesnd nejmensi podobnost zaznamenand v podobnostni matici v ptiloze tab.¢.5 ma
hodnotu 61 %. V tomto pfipadé€ se jedna o odridy Wapana a KM 2001, Wabet a Kavkazsky
golozernyj. Nizké hodnoty podobnosti vykazuji 1 dal$i odridy:

Wabet - KM 1910 62%
Wapana - KM 1910 63%
Wabet —  Jersey 63%
Kavkazsky golozernyj — Miloflov nudum 63%
Wabet - KM 2001 65%

V celkovém porovnani mezi ostatnimi odriidami vysokou identitu vykazuji odridy
Annabel a CDC Candle, nizkou hodnotu identity maji odridy KM 1910, KM 2001 a
Kavkazsky golozernyj (viz. ptiloha tab. €. 5).

V dendrogramu (viz. obr. 6), ktery byl vytvofen pomoci programu MVSP, se celkem
vytvofilo 20 shluki. Nebyly nalezeny odridy se 100 % indexem identity. Rozmezi
podobnosti se pohybuje od 64 — 94 % podle dendrogramu. Nad 94 % se vyskytuji tfi shluky
nejpodobnéjSich odriid — Tolar, Wapana, Nordus, Wabet, VKM 2087, CI 12785 a CDC
Candle. Tuto skute¢nost vyjadiuje podobnostni matice v ptesnych hodnotach (viz. ptiloha tab.

6). Nejvyssi hodnoty koeficientu podobnosti mezi jednotlivymi vzorky byly nalezeny u
odrud:

CDC Candle — CI 12785 96,5 %
Wabet — VKM 2087 95,4 %
Nordus - Tolar 94,7 %
Tolar - VKM 2087 92,7 %
Tolar - Wabet 92,7 %
VKM 2087 - Wapana 92,6 %



Obr. €. 6: Dendrogram albuminové a globulinové frakce proteinti je¢mene; vyhodnoceni
software MVSP
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Stfedni uroven identity se pohybuje od 90 do 76 %, kde je soustiedéno 11 shlukd.
Odrada s nejmensi identitou v albumino — globulinové frakci je Merlin. Nejnizsi index
identity je sledovan u odriid Merlin a Kavkazsky golozenyj 42,857 %. U odrtid Merlin a KM
1910 je hodnota indexu identity o néco vyssi, a to 44,4 %.

Vysoka variabilita albuminové a globulinové frakce je¢mene byla pii pouziti vyhodnoceni
pomoci programu MVSP zjisténa u odrad KM 1910, KM 2001 a HB 803, zatimco vysoka
podobnost byla zji§t€éna u odriid Nordus, Tolar a VKM 2087.



5.3. Frakce glutelini

Obr. ¢. 7: SDS-PAGE profily glutelinovych proteinti
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Legenda odrud: 1-Annabel, 2-CDC Candle, 3- CI 12785, 4- Ebsdorfer nackt, 5-HB803, 6- Jersey, 7-
Kavkazsky golozernyj, 8- KM 1910, 9-KM 2001, 10- KM 2062, 11-KM 2283, 12- Lyallpur 3647, 13-
Merlin, 14-Miloniov nudum, 15- Nordus, 16-Pax, 17-Shimabara, 18-Tolar, 19-VKM 2087, 20-Wabet,
21-Wanubet, 22-Wapana, 23-Washonubet

Glutelinové spektrum je Spatné Citelné. Bilkovinné podjednotky se pohybuji na trovni
mezi 36 — 55 kDa. Vykazuji velkou intenzitu detekéniho barveni (viz. obr. 7 ). Tabulka ¢. 7
(viz. priloha €. 7) obsahuje pfesné molekulové hmotnosti detekovanych bilkovinnych pruht
glutelinové frakce je¢mene. Hmotnostni rozpéti téchto pruhti je 34,884 — 49,906 kDa.



Obr. €. 8: Dendrogram glutelinové frakce proteinti je¢mene; vyhodnoceni software Bio-Profil

1D++ (Vilbert Lourmat).
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Dendrogram, ktery byl vypracovan pomoci programu BioProfil (obr. 8), ukazuje, ze
pii hodnoceni podobnosti odrid je¢mene pomoci glutelinové frakce je dosazeno nejvyssi
podobnosti odrid v porovnani s variabilitou zjisténou pii vyhodnocovani prolaminové c¢i
albuminové a globulinové frakce. 100% podobnost vykazuje 20 odriid. Hodnoty podobnosti
se pohybuji od 65 — 100 %. V této oblasti se celkem nachazi sedm shlukti. V nejvyssi oblasti
podobnosti jsou ¢tyii shluky. Pti pohledu do podobnostni matice (viz. pfiloha tab. ¢. 8) bylo
je na arovni 33 % mezi odridami Lyallpur a HB 803 a stejné Lyallpur a Jersey. Velmi nizky

koeficient podobnosti 1ze nalézt v tab.8 (viz. ptiloha €. 8) i mezi odriidami:



VKM 2087 - Annabel 40 % Wabet - Annabel 50
%
Wanubet — Annabel 50 % Kavkazsky golozernyj — Jersey 50
%

Stfedni troven identity se pohybuje od 90 do 70 %. V komplexnim hodnoceni odriid
mezi sebou se jevi jako nejpodobnéjsi odridy Wapana, Ebsdorfer nackt, Wanubet, KM 2062,
CI 12785. Odriida s nejnizsi podobnosti podle podobnostni matice je Annabel.

Obr. €. 9: Dendrogram glutelinové frakce proteini je¢mene; vyhodnoceni software MVSP
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Dendrogram MVSP (obr.9) rozdéluje vSechny odridy do osmi shlukii. Hodnoty
podobnosti se pohybuji v rozmezi mezi 60 — 100 %. 100% identitu dendrogram ukazuje u
vSech 23 odrud a ty pak spojuje do péti shluki. V rozmezi hodnot od 60 - 68 % se vyskytuji
tfi shluky. Pii pohledu do podobnostni matice (viz. pfiloha tab. 9) se zjistilo, Ze spodni
hranice podobnosti neklesa pod troven 50 %. Sttedni hodnoty identity se pohybuji kolem 66
% a nejvyssi hodnoty jsou na urovni 100 %. Nejvice identické odridy v porovnani s ostatnimi

jsou CDC Candle, Ebsdorfer nackt, HB 803, Kavkazsky golozernyj, KM 1910, Shimabara,



Nordus a Pax. Nejniz§i podobnost v glutelinové frakci vykazuji odrady Tolar, Miloiiov

nudum, Washonubet a Jersey.

5.4. SDS - celkovy protein

Obr. ¢. 10: SDS-PAGE profil SDS-celkového proteinu
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Legenda odrid: 1-Annabel, 2-CDC Candle, 3- CI 12785, 4- Ebsdorfer nackt, 5-HB803, 6- Jersey, 7-Kavkazsky
golozernyj, 8- KM 1910, 9-KM 2001, 10- KM 2062, 11-KM 2283, 12- Lyallpur 3647, 13-Merlin, 14-Milotiov
nudum, 15- Nordus, 16-Pax, 17-Shimabara, 18-Tolar, 19-VKM 2087, 20-Wabet, 21-Wanubet, 22-Wapana, 23-
Washonubet

Frakce celkového SDS-proteinu (obr. 10) je obtizné hodnotitelna. Proteinové pruhy se
rozd¢lily do ctyfech trovni v rozmezi od 8 — 100 kDa. Hlavni oblasti pruhti ptedstavuji u
spekter celkového SDS-proteinu zony nad 66 kDa, od 33 do 66 kDa a pod 21 kDa. Ptesné
molekulové hmotnosti bilkovin nalezneme v tabulce (viz. pfiloha tab. ¢. 10). Pruhy maji

vysokou intenzitu detek¢éniho barveni.
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Obr. ¢.11 : Dendrogram frakce SDS-celkového proteinu jecmene; vyhodnoceni software Bio-

Profil 1D++ (Vilbert Lourmat).
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Jak ukazuje dendrogram BioProfil (obr. 11), identita odrid ve spektru se pohybuje od
65 — 95 %. Ptesny udaj z podobnostni matice ( viz. pfiloha tab. 11) ukazuje hodnoty od 59 —
97 %. Odrudy jsou v dendrogramu rozdéleny do 21 shluki ve ttech urovnich. Nejvyssi Groveil

podobnosti je nad 90 % a patii sem odridy:

Shimabara — Pax 97 %
Shimabara — Nordus 95 %
KM 2062 — KM 2001 94 %
Tolar — Wapana 93 %

CDC Candle — Annabela 92 %



Stfedni hodnoty podobnosti jsou mezi 80 a 90 %. Zde se nachdzi devét shluki.

cwwr

nackt.

V celkovém porovnani odriid (viz. ptiloha tab. 11) se jako vysoce identické jevi
odriidy Nordus, Milonov nudum, Pax, KM 2001 a CDC Candle. Nejméné podobné jsou
odridy Ebsdorfer nackt a Lyallpur.

Obr. €.12: Dendrogram frakce SDS-celkového proteinu je¢mene; vyhodnoceni software
MVSP
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Dendrogram MVSP (obr. 12) ukazuje rozmezi hodnot identity mezi 50 — 95 %. Piesny
udaj odecteny z podobnostni matice (viz. ptiloha tab.12) je od 42,105 - 94,118 %. Celkem se
vytvofilo 21 shluki ve tfech trovnich. Usek nejvétsi podobnosti nad 92 % obsahuje Gtyfi

shluky. Zde se nachazeji Ctyfi odrady s nejvyssim indexem identity (viz.ptiloha tab.12):



Tolar —  Shimabara 95,652 %

Ebsdorfer nackt — CI 12785 94,118 %
CDC Candle —  Ebsdorfer nackt 91,429 %
CDC Candle —  CI1278590,9 %

Odrtdy s nejnizsi identitou jsou:

Nordus — KM 191042,105 %
VKM 2087 — Lyallpur 43,478 %
Nordus —  Merlin 47,059 %

Nejmensi podobnost v celkovém porovnani odrid mezi sebou byla zjiSténa mezi
odridami KM 2062, KM 1910, KM 2283 a Merlin. Nejvyssi hodnoty podobnosti byly
sledovany u odriid Pax, CDC Candle a KM 2001.



6. Diskuze

Tato diplomova prace se zabyvd porovnavanim odrid jeCmene setého (Hordeum
vulgare L). Smyslem prace bylo detailné zhodnotit variabilitu proteinovych spekter. Byla
hodnocena variabilita spektra prolamind, albumind a globulinti a glutelinti. Doplikové byla
hodnocena i frakce celkového SDS-proteinu. Variabilita proteinovych frakei byla hodnocena
u zrna 23 genotypt jeémene ziskanych ze ZVU Kroméiiz. Na zakladé ziskanych vysledki se
urcovala variabilita mezi jednotlivymi odradami.

Tyto udaje by se mohly vyuzit napt. k identifikaci odrtid, poptipadé k urceni odridoveé
Cistoty v ramci rutinniho testovani, jak uvadi rizni autofi. Identifikaci odrid je¢mene se

v devadesatych letech také zabyvali na VURV v Praze riizni autofi.

6.1. Prolaminy

Hordeiny jsou prolaminové bilkoviny jeémenného zrna, které ptredstavuji genetické
bilkovinné markery. Hordeiny je jen jiné oznadeni pro prolaminovou frakci (CERNY,
SASEK, 1998).

Autofi CERNY a SASEK (1998) vyuzly k verifikaci odrid je¢mene podle
elektroforetické skladby hordeinti rizné metody -elektroforézy napi. elektroforézu ve
Skrobovém gelu nebo elektroforézu hordeint v polyakrylamidovém gelu a dalsi. Alelické
hordeinové bloky byly vycClenény z elektroforetickych spekter ziskanych elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu (PAGE).

SASEK et. al. (1991) kontrolovali elektroforézou hordeinti napt. odriidovou pravost
genetickych zdrojii jeémene. CERNY et. al. (1993) analyzovali soubor 31 odriid dvoutadych
jeCment. Zjisténd skladba hordeinti téchto jeCmenti byla porovnavéna s elektroforetickou
skladbou hordeini 35 genotypii. Bylo zjisténo, ze lze rychle a objektivné vertikalni
elektroforézou hordeini ve Skrobovém gelu rozliSit hodnocené soubory odrid a novych
Slechténi ozimych dvouradych je¢ment a jarnich dvoutradych je¢mend.

Na zaklad¢ zhodnoceni spekter jednotlivych proteinovych frakci je¢mene setého lze

jako nejlepsi frakci pro hodnoceni variability odrid je¢mene setého oznacit prolaminovou



frakci. Prolaminova frakce se jevi jako nejvhodnéjsi, protoze bilkovinné podjednotky jsou
dobfe Citelné a z vEtsi Casti se podafilo jednotlivé odridy dobie rozlisit. Hlavni bilkovinné
pruhy této frakce byly detekovany zejména v rozsahu molekulové hmotnosti 36 — 66 kDa. To
znamena, ze podle zptisobu déleni hordeinové frakce podle KOIBE et. al. (1976) prolaminy
patti do skupin B a C hordeinti. Skupiny B a C lze povazovat za typické hordeiny s vysokym
stupném polymorfismu. Vzijemné se liSi nejen uvedenymi molekularnimi hmotnostmi, ale 1
zastoupenim cysteinu. Hordein B obsahuje 2,5 % a hordein C jen stopovd mnoZstvi.
Vysledky studia zastoupeni jednotlivych aminokyselin, jakoz 1 sekvence 10
aminokyselinovych zbytki od N-konce nékterych izolovanych hordeinovych slozek C
hordeinu, dokézaly jejich vyraznou podobnost (SHEWRY et. al., 1981).

Vzhledem k diskutované vysi uvedené moznosti vyuZiti polymorfismu proteinovych
frakci zrn k verifikaci odrid (CERNY, SASEK, 1998), je vyznamné piedeviim zjiiténi
vysokého stupn¢ variability prolaminové frakce u sledovaného souboru 23 odrud.

Tento vysledek se shoduje i s tvrzenim autordt CERNY a SASEK (1998) ktefi uvadgji,
ze prolaminové bilkoviny jeémeného zrna jsou vhodné k rozliSeni a identifikaci jednotlivych
genotypl je¢mene. Jsou polymorfni a snadno zjistitelné pomoci elektroforézy.

Program BioProfil urcil jako identické prolaminové slozky u odrid Kavkazsky
golozernyj a Washonubet a ddle HB803 a Jersey. Bohuzel se nevi, jak byly tyto odrudy
vySlechtény a tak lze jejich plivod jen téZko pfesné urcit. U odridy HB 803 se nepodafilo
nalézt ani zemi ptivodu. Pfesto se mizeme domnivat, Ze by tyto uvedené odriidy mohly byt
vyslechtény ze spole¢nych predkii. Nejzajimavejsi je podobnost odrid Kavkazsky golozerny;j
a Washonubet, které dokonce pochazeji z jinych ¢asti svéta — Rusko a USA. Nelze vsak toto
tvrzeni nijak potvrdit. Vysoké hodnoty podobnosti, kolem 95 %, ukazuje dendrogam
BioProfil u shluku odriid Annabel, KM 1910 a Tolar. Odridy Tolar a KM 1910 pochazeji
z CR. Je zde velmi pravdépodobné, Ze k jejich §lechténi mohli byt pouziti podobni predei.

Pfi hodnoceni wvysledkti ziskanych ztestovanych vyhodnocovacich programi
BioProfil a MVSP byl zjistén minimalni rozdil mezi vysledky téchto programi v oblasti

vysoké podobnosti odrad. Odlisnosti ve vysledcich ziskanych pomoci programt BioProfil a



MVSP Ize nalézt piedevsim ve stfedni urovni podobnosti. Hranice podobnosti byla v ptipadé
programu MVSP posunuta az k76 %, kde se nachazi jedenédct shluki oproti deviti
z dendrogramu BioProfil 1 D++. Rozdil je patrny i v nejnizSich hodnotach podobnosti, kdy
podobnostni matice ukazuje na nejniz§i hodnotu podobnosti na twrovni 46 % oproti
podobnostni matici MVSP, kde je hodnota o 10,7 % niZz8i. Nejvice se vysledky hodnoceni
MVSP odlisuji absenci 100% identity a niz§imi hodnotami jednotlivych Grovni identity mezi
odriidami. Na urovni nejvyssi podobnosti se v obou piipadech umistilo sedm odrid. Z téchto
sedmi odrid se ovSem vobou systémech hodnoceni shoduje jen odrida Kavkazsky;j
golozernyj. Tento rozdil v hodnoceni obou programii je zpusoben rozdilnym poctem
detekovanych pruht pfi ,,;ru¢nim* a softwarovém hodnoceni elektroforetickych spekter téchto

odrad.

6.2. Albuminy a globuliny

Spektra proteinti rozpustnych v 0,1 M Na-fosfatovém pufru (albuminy + globuliny),
maji podobny pomérné slozity charakter jako frakce SDS-celkového proteinu. U frakce
albuminil a globulind 1ze obecn€ povaZzovat za hlavni oblasti proteinové podjenotky v rozmezi
55 — 66 kDa, 34 — 40 kDa, 24 — 30 kDa a pod 20 kDa. Nevyhodou obou téchto proteinovych
systému je predevsim také jejich slozitost. To je zplsobeno tim, ze se na gelu nachazeji
spektra albuminovych a globulinovych bilkovin zrn je¢mene ktera, se vzajemné piekryvaji,
jako v pfipad€ frakce SDS-celkového proteinu. Toto spektrum se jevi jako méné vhodné pro
charakteristiku odrad.

Frakce albuminti a globulini vykazuje vysoké hodnoty podobnosti, nebot oba
dendrogramy ukazuji nejvyssi hodnoty identity mezi odriidami kolem 94 %. Porovnani
vysledka BioProfil a MVSP shodné ukazuje vysoké podobnosti spektra. Hodnoty variability
v dendrogramech se v zasadé nelisi, jen celkovy pocet shluki se lisi o tfi shluky. Udaje
z podobnostni matice MVSP maji vétsi rozpéti hodnot, nez v matici BioProfil. Oba programy
se shoduji na nékterych nejméné podobnych odriidach v celé frakcei. Jsou to odrady KM 1910

a KM 2001. V odriidach s nejvyssi podobnosti se obé hodnoceni rozchazeji.



6.3. Gluteliny

Spektra glutelinti, proteinti rozpustnych v 0,2 % NaOH, kterd ziejmé maji (podle
molekulové hmotnosti) velmi podobnou skladbu proteinovych podjednotek jako profily
proteinli rozpustnych v 70 % etanolu, 1ze povaZovat za prakticky méné pouzitelna. Diivodem
je Spatna Citelnost spekter, zfejmé zptsobend vlivem alkalické hydrolyzy proteint.

Program BioProfil ve frakci glutelinti detekoval v jednotlivych profilech od dvou do
péti pruhii. Rozdilny vysledek vychazi z klasického ru¢niho hodnoceni, kde byl v profilech
identifikovan jen jeden nebo dva pruhy. Programy BioProfil a MVSP shodné ukézaly
podobnost v glutelinovém spektru jako nejvyssi. Dendrogram MVSP hodnotil spektrum
v mén¢ shlucich, ale u vice odrid stanovil 100% index identity. Hodnoceni podobnostnich
frakci glutelint byl detekovan maly pocet variabilnich pruhi. Glutelinova frakce zrn jeCmene
seté¢ho je tedy nevhodna pro hodnoceni variability mezi odridami, a to nejen z divodu Spatné

¢itelnosti spektra, ale pfredevsim vzhledem k nizkému stupni polymorfismu u této frakce.

6.4. SDS-celkovy protein

Elektroforeticka spektra SDS-celkového proteinu maji slozity charakter. Proteinové
pruhy jsou rozmistény v celé draze separace vzorku. Celkovy protein v podstaté predstavuje
slozena spektra albuminii a globulind, protamint a glutelini dohromady. Toto spektrum je
pak velmi slozit¢ hodnotit, nebot’ se jednotlivd slozend spektra vzajemné piekryvaji. Pro
charakteristiku odrid je¢mene je tato frakce méné vhodna. Hlavni oblasti pruht pfedstavuji u
spekter celkového SDS-proteinu zény nad 66 kDa, od 33 - 66 kDa a pod 21 kDa.Velmi jasné
lze tedy v tomto spektru rozeznat napt. prolaminovou frakci, kterd se nachazi ptesné v zoné
molekulovych hmotnosti od 33 — 66 kDa. Prolaminy a gluteliny pak ptekryva frakce
albuminti a globulinti, kterd& ma proteinové podjednotky rozmistény pies celé pole

hmotnostniho standardu.



Hodnoceni z programu MVSP a BioProfil se pii blizSim srovnani odliSuji. Program
MVSP ukazuje §irsi rozmezi hodnot identity nez program BioProfil. Oba programy se shoduji

v poctu shlukl a dale v odridach s nejvyssi podobnosti napt. u odrid CDC Candle a Pax.

6.5. OdliSnosti ve vysledcich

Pfi hodnoceni vysledka, které poskytly vyhodnocovaci programy BioProfil a MVSP,
byly u vSech hodnocenych proteinovych frakci zaznamenany rozdily v kone¢nych vysledcich.
Je to zptisobeno odlisnym zplisobem hodnoceni. Pravdépodobnym diivodem téchto odliSnosti
je, ze pro vyhodnocovani u obou programi byly pouzity rozdilné vstupni udaje. Pro
vyhodnocovéani pomoci MVSP byly primarné pouzity ,,jedno-nulové* matice vzniklé na
zakladé¢ ru¢niho vyhodnocovéani. Program BioProfil pracoval sudaji ziskanymi pomoci
digitalni obrazové analyzy hodnocenych spekter. Program BioProfil je schopen detekovat i
obtizn¢ viditelné bilkovinné podjednotky, které  pfi ruénim vyhodnocovani nejsou
zaznamenany. BioProfil detekoval vice pruhi a bylo mozné ptesné urcit jejich pozici a
odecist molekulovou hmotnost. Rozdily jsou patrné pii porovnavani dendrogrami obou
softwarti. Hodnoceni se li§i rozdélenim odrid do shlukl a poctem shlukd v dendrogramu i
poctem odrid ve shluku. Program MVSP u vSech ctyfech frakei vykazuje vzdy vétsi rozpéti
hodnot podobnosti nez BioProfil. Lze fici, ze vysledky z programu BioProfil jsou mnohem

presnéjsi nez vysledky z MVSP, které vychdzeji z ruéné stanovenych dat.



7. Z.avér

Z vysledkii prace lze odvodit, Ze prolaminova frakce se jevila pro charakterizaci
genotypl jeCmene v porovnani s ostatnimi frakcemi jako nejvhodnéjsi. Pfi porovnani matic
podobnosti a dendogramt, které byly ze spekter prolaminové frakce vytvoreny pomoci
programu BioProfil a MVSP se jako nejvice variabilni viici ostatnim odridam ukazala odrtida
Wabet. Naopak u parii genotypt Kavkazsky golozernyj a Washonubet ¢i HB 803 a Jersey byl
pomoci programu BioProfil zjiStén index 100% identity. Vysoké hodnoty podobnosti méli
také napt. odridy CI 12785, Wanubet, Annabel, KM 1910 a Tolar. Programy BioProfil a
MVSP ukazovaly v obou hodnocenich odridu Kavkazsky golozernyj jako jednu z odrad
s nejvyssi podobnosti.

U profilu albumint a globulini se bilkoviny rozdélily do ¢tyfech dobife hodnotitelnych
urovni. Podobnost se pohybovala v rozmezi hodnot od 70 do 94 % podle dendrogramu
vytvotfené¢ho v programu BioProfil. Podle tohoto programu byl nejvétsi koeficient podobnosti
zaznamenan mezi odradami Kavkazsky golozerny; a HB 803, zatimco nejvice polymorfni
byla odrida Wabet. Oba programy ukazovaly podobny index identity u odrid CDC Candle a
CI 12785 (96,5 % - MVSP, 93 % - BioProfil). Nizké hodnoty podobnosti vykazovaly ve
vysledcich obou programii odriidy KM 1910 a KM 2001.

Rozmezi podobnosti elektroforetického spektra celkového SDS-proteinu se
pohybovalo od 95 — 65 %. Nejvyssi mira podobnosti byla zaznamenéana u odrid Shimabara,
Pax, Tolar a CDC Candle.

Pti hodnoceni glutelinové frakce byla v porovnani s ostatnimi hodnocenymi frakcemi
zaznamenana nejvysSi mira podobnosti v souboru hodnocenych odrid, a to na zékladé
vyhodnoceni spekter glutelinové frakce pomoci obou programi. Dendrogram BioProfil
vytvoril ctyfi shluky se 100% podobnosti, do kterych zahrnul celkem dvacet odrtd.
Nejvzdalengjsi v celé frakci byla odrida Kavkazsky golozernyj vuéi odradé Jersey.
Dendrogram MVSP ukazoval jako jedny z nejvzdalenéjSich odridy Washonubet a Milonov
Nudum.

Zavérem lze fici , Ze pomoci elektroforézy hordeind Ize urcovat rozdily mezi jednotlivymi
odridami je¢mene. Pravé hordeinova frakce byla k tomuto ucelu nejvhodnéjsi, nebot’ byla

dobie Citelna a hodnotiltelnd a vykazovala vysoky stupen polymorfismu. Hodnoceni odrad



pomoci SDS-celkového proteinu nebo frakce albumind a globulini nebylo moc vhodné,
protoze tyto frakce mély velmi slozity charakter. Bilkovinné podjednotky se v jednotlivych
spektrech prekryvali a byly rozmistény napfi¢ celému rozpéti hmotnostniho standardu.
Glutelinova frakce méla vlivem alkalické hydrolyzy velmi Spatnou Citelnost spekter a proto

byla pro hodnoceni mén¢ vhodna.
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