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ABSTRACT

There are several genotypes of wheat with differgabetically determined, grain colour: purple,
blue yellow and white. These coloured grain wheas wbtained through wide hybridization
among common wheafTiiticum L., 2n=42) and other related genotypes, suchAgopyron
elongatum purple-grained tetraploid wheats from Ethiopia &he grown common wheat has red
coloured grain. The different coloured grains carubed in food industry for a production of new
products which could be not only attractive for samers but they would be also good for their
health. The purple and blue forms content differenthocynanins, compounds well known as
antioxidantsOur objective based on flavonoid biochemical pathwas to find genes responsible
for different grain coloration in a group of 5 géyymes. The first procedure of the analyses was the
RNA isolation, a very important step to manage Wimle experiment. The isolation of intact,
functional total RNA from coloured-grained wheat ntaining high levels of starches,
polysaccharides, and flavonoids was extremely aiffj that is why were used 3 comercional
isolation kits (NucleoSpin RNA Plant - Macherey-MggRNeasy Plant Mini Kit - Qiagen,
UltraClean Plant RNA Isolation Sample Kit - MO BlO)here is very important to obtain enough
RNA of good quality by the isolation, because thisreequested at least 12§.uI"of RNA for

RT PCR (Reverse Transcripthase Polymerase ChaictiBeg The range of isolated RNA number
is optimal from 125-150g.uf*. According to the results from 3 different isabats 1 kit was
chosen. The amount of RNA isolated by the kit Wiean Plant RNA Isolation Sample Kit
(MO BIO) was 530.3ig.u* of purity 2.1.
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uvoD

Predmétem prace je na zékladiosyntetické drahy flavonoidvyhledat geny zodpedné za
zbarveni obilek a provést jejich sekemh porovnani v souboru 5 genofyppSenic

s diferencovanym zabarvenim obilekés®vané odrdy pSenice setéT(iticum aestivurh maji
gervené zbarveni obilky. Existuji vSak i @édy nebo genotypy, které maji zbarveni obilky oddisn
purpurové, modré, zluté a bilé. Z biochemickéhdliska jde o to, Ze z flavonanvznikaji mimo
jiné flavan-4-oly a dihydroflavonoly, z nichz pot&nikaji leukoanthokyany. Zthto se pak
leukoanthokyanidin reduktazou odvozuji flavan-3:-dteré maji zlutou a bilou barvu a na druhé
straré enzym leukoanthokyanidin dioxygenaza katalyzugetiv 3-hydroxy anthokyadn z nichz za
(Casti 3 enzym (O-metyl transferdza, flavonoid glukosyl transferarhamnosyl transferaza)
vznikaji dalSi typy anthokydn(modré, purpurové aj.) Tato zbarveni jsou podméngitomnosti
pislusnych ged. V piipact purpurovych a modrych obilek se jedna o antokyahyglutych obilek

je to zvySeny obsah karotem‘)idU bl'lych obilek jde o redukci exprese getkteré podm’luji
zbarveni je zpsobeno derivaty katechinu a taninu. Tyto latky nqs;edmhuu zbarvem obilek, ale
nekteré jejich vliastnosti, ndipantioxida&ni Ginky, mohou vyraz# ovliviiovat dietetickou hodnotu
vyslednych potravindgkych produki. K expresi &chto geri nedochazi v celé obilce. Tvorba
jednotlivych barviv je pak omezena na jednotléésti obilky. Purpurova barviva jsou obsazena
v perikarpu a testobilky, modré jsou v aleuronové vréta Zluta v endospermu. Geny zodgdna

za tzv. netradni zbarveni obilek byly lokalizovany n&aanych chromozomech genomu pSenice
(obr. 1) (Trojan et al., 2010).
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Obr. 1 Chromozomy hexaploidni pSenice, geny aitp@vza zbarveni obilek a jejich urafst
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RNA, kterou izolujeme z obilek, je nutno reverzmanskripci pepsat do cDNA, tuto pak
amplifikovat pomoci degenerovanych prieZiskané amplikony se pasgisténi naklonuji do
vektoru a budou podrobeny néasledné sekvenaci. Zéskekvence budou porovnany se sekvencemi
geni databaze NCBI (National Centre for Biotechnologjotmation). Ziskané sekvence budou
vyuzity i pro navrh specifickych prim&iumo#iujici studium exprese v {goéhu zrani obilky.

Kvalita izolovaného materidluiasto rozhoduje o U8pnosti navazujicich postip Cilem
extrakenich a purifik&nich proces je ziskat nukleovou kyselinu v nativnim stavu gt@t€ném
mnozstvi a cistots. Metody izolace nukleovych kyselin vyuZivaji rdnédi rozpustnosti
biologickych makromolekul, adsorpce na pevny podkiebo ultracentrifugace v gradientnich
roztocich. Vylr metody purifikace DNA nebo RNA zavisi natspbu jeji nasledné analyzy
(Smarda et al., 2005).

MATERIAL A METODIKA

Soubor genotyips rozdilnym zbarvenim obilek byl poskytnut ze ZXtbmeiiz, s.r.0. Jedna se 0 5
vzorki ("ANK-28B°, “Abyssinskaja Arreseita’, ‘UC 66049"Tschermaks Blauérniger
Sommerweizen” a "Heroldo"). Jelikoz sésfuSné genyizného zabarveni obilek exprimuji v dob
jejich dozravani (mkéné zralost, cca 20 dipiost anthesjs nebylo mozno RNA izolovat z listi
kotinki. Odkery z polnich podminek v ZVU Kroiiz prokshly v terminech 2., 15. a 19. 7.2010.
Po exstirpaci obilek byly vzorky usklagmy v hlubokomrazicim boxuip-70°C. Izolace RNA se
provedly pomoci 3 komeénich kiti (NucleoSpin RNA Plant f. Macherey-Nagel, RNeasgnPI
Mini Kit f. Qiagen, UltraClean Plant RNA IsolatioBample Kit f. MO BIO). Izolace celkové
rostlinné RNA se sklada zkolika kroki. Nejdive je poteba rostlinny material homogenizovat.
Byly zvoleny 2 zfisoby, drceni vzork celych obilek o hmotnosti do 100 mg zmrazenychutygk
dusikem jednordzovymi drtitkyfimo v Eppendorf zkumavkach nebo #eem v teci misce
prostedkem RNase Zap. Po homogenizaci nasledujgigarp pufti burgéna lyze a filtrace tohoto
lyzatu. Po Upravpodminek etanolem dojde k navazani RNA na silikage: membranu kolonky.
Tato membrana se MDB (MembrarDesalting Buffer) pufrem odsoli, aby mohla nastedn
probshnout enzymatické reakce DNazoui ®mto kroku se degraduje DNA, tudiz na membran
zistava uz jen RNA, kterou pomoci promyvacich fufyvazeme z membrany a v poslednim
kroku tuto RNA vymyjeme vody, ktera neobsahuje RNazZlakto vyizolovanou RNA dale
uchovavame kratkodelpti -20°C, dlouhodob pii -80°C. DalSim postupem je reverzni transkripce
vyizolované RNA do cDNA. Prodely této reakce byl vybran taktéz korgrirkit (Enhanced Avian
HS RT-PCR-100 Kit f. Sigma-Aldrich). Vyrobce tohokdtu deklaruje optimalni mnozstvi RNA
pro prepis 125ng.uf*. Kontrola gitomnosti, vy&znost a kvalita ziskané RNA bylastena na
spektrofometrickych fistrojich Picodrop a Nanodrop 2000.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pri studiu regulace vzniku flavonaida jejich lokalizace v witych ¢astech rostlin, byly izolovany
a popséany klony genomové cDNA, kédujietdmu gerli podilejicich se na biosyntéze flavoniid
Studie¢asové a prostorové expresgierych z &chto ger prinesly velmi cenné informace o jejich
dulezitosti [ regulaci biosyntézy flavonoid ve vztahu ke specifické akumulaéthto flavonoid:
v urgitych pletivech a organech vigxhu vyvoje rostliny a k adaptaci rostliny k rozmamit
vngjSim stredm. Analyzy prokazaly Uzky vztah mezi aktivitou emifya akumulaci flavonoid
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(Koorneef 1990; Shirley et al. 1995)ii Ffnapovani &chto geri je poteba ziskat z materidlu

dostaténé mnozstvi RNA o odpovidajitistots.

Jak uvadi Gao et al. (2001) je izolace RNA tatthi metodami z materi&ls vysokym procentem
$krobu velice obtizna. Zidodi nedostaténé Gistoty a nizké vytznosti (max. 501g.uf* pomoci
kita f. Macherey-Nagel a f. Qiagen) byl k izolaci pdyése kit f. MO BIO.
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Graf. 1 Koncentrace RNA ve vzorcich modrych (2@ugpurovych (21) obilek po izolaci kitem
fi. MO BIO, n¥Fena na pistroji Picodrop

DosaZena v§¥nost i izolaci timto kitem byla 267,1 a 530y8).ul* (graf 1), tudiZ dostaéea pro
piepis do cDNA, ktera je v naSentiipact 125ng.ul*. Gao et al. (2001) pouzitim metody izolace
SDS/fenol dosahl stabilni W#nosti z navazky 1 g v rozmezi od 350 — 4@Pui. V naSem
pripact jsou vysledky o to uspokojjsi, Ze nebylo pdeba tolik rostlinného materialufipemz
vytéznost je velice dobra. Skrob, ale také jiné poliisaidy a flavonoidy se mohou vazat nebo
srazet s RNA, coZini izolaci RNA zpletiv obilek pSenice obzvl&Sbbtiznou (Salzman
et al.,1999). R pouziti tohoto kitu byl také nejvice eliminovamoplém s mazovahim Skobu ve
fazi burené lyze.Cistota RNA, tedy porr absorbanceip 260 nm (A260) a 280 nm (A280)
odpovidal u vzorku modrého genotypu hodndtl. Vyrobce kitu f. MOBIO pro ffepis z RNA do
cDNA deklaruje hodnoty mezi 1,9 az 2,1 jako optimidistotu RNA. Vzorekg. 21 s purpurovou
barvou obilek byl v pibéhu izolace zkontaminovan neznamou latkdu 240 nm, jak je patrné ze
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zelené kivky grafu 1. Ponyr absorbanci A260/ A280 ukazuje hodnotu 0,di0; nedostaténé
Cistou RNA.

ZAVER

Detailni znalosti o umishi a slozeni gah podmiiujicich tvorbu anthokyan a karotenoid

v obilkach pSenice jsou nezbytné pro cilené Stedhiéto dileZité obilniny. Poznatky o expresi
geni zodpowdnych za biochemické drahy, které poduiji tvorbu jednotlivych barviv v obilce,
a lokalizaci této exprese, umozni regulovat prodtiachto metabolii, a tak bude mozné vhodnou

volbou suroviny (celé neboc¢asti obilky) ovliiovat dietetickou hodnotu vyréiych
potravingskych produk.

Na zaklad zkuSenosti a vysledkziskanych fi izolaci RNA z odliSg zbarvenych obilek pSenice
se os¥dcila homogenizace vzotkna teci misce tloskem. K izolaci RNA z rostlinnych materigl
s vysokym obsahem Sknbbdopor&uji komegni izol&ni kit UltraClean Plant RNA Isolation
Sample Kit f. MO BIO, nebd vytéZznost RNA a jejicistota jsou dostat@é k gepisu RNA do
cDNA pomoci RT PCR.

LITERATURA

Gao JI, Liu JI., Li B., Li Z. (2001): Isolation and Purificatiorf Bunctional Total RNA from Blue-
grained Wheat Endosperm Tissues Containing Highelsewf Starches and
Flavonoids. Plant Molecular Biology Reporter 19548- 185i.

Himi E., Noda K. (2005): Red braun colour gene ¢Ryvheat is a Myb-type transcription factor, -
Euphytica, 143: 239-242.

Koorneef M. (1990): Mutation affecting the testdocdn Arabidopsis. Arabidopsis Inf Ser28:
1-4.

Salzman R.A., Fujita T., Zhu-Salzman K., Hasegawa. Rnd Bressan R.A. (1999): An improved
RNA isolation method for plant tissues containinghh levels of phenolic
compounds or carbohydrates. Plant Molecular BioRgporter, 17: 11-17.

Shirley B. W., Kubasek W. L., Storz G., BruggemanKoorneef M., Ausubel F. M., Goodman H.
M. (1995): Analysis ofArabidopsismutants deficient in flavonoid biosynthesis. -
Plant J, 8: 659 — 671.

Trojan V., Bartl P., Musilova M., Vyhnanek T., Mawtk P., Tremlova B. (2010): Barevné pSenice
- genetika, Slechhi a potravingské vyuziti. In HYGIENA ALIMENTORUM
XXXI. 1. vyd. KoSice, Slovensko: Univerzita vetefiiského lekarstva a farmacie
v KosSiciach, 5. — 7. 5. 2010: 335-337.

Winkel - Shirley, B. (2001): Flavonoid biosynthesfs colorful model for genetics, biochemistry,
cell biology, and biotechnology. — Plant Physiolog§ (2): 485 — 493.

830



