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ABSTRACT

The gene for 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) in barley cultivars with
different level of tocols (vitamin E) was studied. HPPD is one of the important enzymes
involved in the biosynthetic patchway of tocols. Up to now, cultivars with the different
vitamin E content do not seem to have any dissimilar or less functional allele of this gene. Till
now the length polymorphism of 21 cultivars and 7 lines were evaluated. Moreover,
restriction enzyme analyses of specific products were carried out in contrast cultivars with
different vitamin E content. The gene sequence was found out to be longer than the published
cDNA sequence in GenBank (HVAJ693). Therefore, sequencing of the second part of the
gene containing intron was performed. The sequence of 816 bp contained 411 bp intron as
Falk et a (2002) supposed. The reverse primer in the splicing site was designed based on the
the exact exon-intron sequences. This primer will be used for the transcriptional activity
analysis of the gene. The influence of this gene on the total vitamin E content and its
importance of new varieties breeding will be explained by the consequent quantitative
analysis of transcriptional activitiesin cultivars with the known vitamin E content in tissues.
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ABSTRAKT

U odrid je¢mene jarniho s rozdilnou hladinou tokola (vitamin E) byl studovan gen pro
4-hydroxyfenylpyruvét dioxygenazu (HPPD), ktery je jednim z dilezitych enzymu
zapojenych v biosyntetické dréze tokolt. Z dosavadnich experimenta vyplyvd, Ze linie
je¢mene s odlisnym obsahem vitaminu E pravdépodobné nenesou odlisnou ¢i méné funkéni
alelu tohoto genu. Zatim byl hodnocen délkovy polymorfismus u 21 odriad a 7 Slechtitel skych
linii. U kontrastnich odrad v obsahu vitaminu E byly navic provedeny restrikeni analyzy
specifickych produkti. Ukazalo se, Ze sekvence genu je delSi nez uvadéna sekvence cDNA
v GenBank (HVAJ693). Proto jsme pristoupili k sekvenovani druhé ¢ésti genu obsahujici
intron u odrad liicich se obsahem tokold. Cést sekvence genu o déce 816 pb obsahovala
intron o délce 411 pb v misté, kde ho predpokladali Falk et a. (2002). Na zaklad¢ presnych
hrani¢nich sekvenci tohoto intronu jsme navrhli reverzni primer do mista sestiihu, ktery bude
vyuzit pfi hodnoceni aktivity transkripce tohoto genu. Nésledné kvantitativni hodnoceni
transkripénich aktivit u odrad se stanovenym obsahem vitaminu E v pletivech bliZze objasni
vliv tohoto genu na celkovy obsah vitaminu E ajeho vyznam pii Slechténi novych odrad.

Kli¢ova slova: je¢men, tokoly, vitamin E, 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza, HPPD
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UvoD

Rostlinné latky tokoferoly a tokotrienoly souhrnné oznacované jako tokaly, tj. a-, b-,
c- a d- izomery vitaminu E hrgi dulezitou Ulohu jednak piimo v rostlindch (chrani
fotosynteticky aparat pred poskozenim volnymi radikdy, udrZuji stabilitu membran a
poméahgji rostlinam piekonat stresové podminky zpusobené suchem nebo chladem) ae jsou
také dulezitou soucasti lidské vyzivy. V lidském organismu chrani vitamin E nenasycené
mastné kyseliny pred poSkozenim volnymi radikaly. Ty napoméhaji vzniku ateriosklerdzy,
Sedého zé&kau, mozkové mrtvice a srdecniho infarktu. Dale ma vitamin E pozitivni vliv na
snizovani hladiny cholesterolu v krvi a v posledni dob¢ se ukazuje, Ze by mohl zpomalovat
prabéh Parkinsonovy choroby.
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Zdrojem vitaminu E pro lidskou vyZivu jsou napriklad rostlinné olegje, obilné klicky,
ofechy, kapusta a v neposledni fadé se k nim fadi i jeémen, vychozi surovina pro kroupy, slad
a mouku, ktera vysokym obsahem vitaminu E obohacuje zefména pecivo vyrobené
z celozrnné mouky. To je davod pro Sechténi novych odrid obilovin, zgiména jemene
s vy&im obsahem vitaminu E v pletivech.

Ukazuje se, Ze jednim z dulezitych enzymi, které ovliviuji celkovy obsah tokoli
v rostlinnych tkanich je 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenédza (HPPD). ZvySena exprese tohoto



genu vedla k vy&Simu obsahu vitaminu E v listech i plodech u nékterych experimenta nich
druha rostlin, napt. huseni¢ku, tabaku nebo sbji (Tsegaye et al., 2002). VySSi exprese tohoto
genu byla neprimo prokézana zvysenou odolnosti vici herbicidu sulcotrionu. Daleko piesnéjsi
hodnoceni exprese tohoto genu by umoZznilo primé hodnoceni jeho transkripce na molekularni
arovni pomoci RT PCR.

NaSim cilem bylo nalézt pripadné mutace charakteristické pro odridy s vysokym
obsahem vitaminu E, vyhodnotit sekvenci v oblasti intronu a do mista sesttihu navrhnout
primer, ktery by byl pouzitelny pro RT PCR transkriptt tohoto genu.

MATERIAL A METODIKA

Pro posouzeni rozdili hppd u jednotlivych odrad je¢mene jarniho (Hordeum
vulgareL.) byly pouZity obilky 21 odrad (Amulet, Bojos, Jersey, KM 1057, KM 1910, KM
2084, KM 2283, Malz, Merlin, Prestige, Sebastian, Tolar, Carina, Kompakt, Krona, KM
1771, Wanubet, Washonubet, Wabet, Wapana) a 7 linii (Kompakt x Wabet, Wabet x Kompakt,
579, Krona x Wanubet, Krona x Kompakt, Kompakt x Krona, Wanubet x Krona, Wabet x
Washonubet), u kterych je znam obsah tokolu (viz tab. ¢. 1).

Tabulka ¢. 1: Obsah tokold v zrnu jeémene [mg/kg] (Belcrediova et al., 2004)

a- B+y- 5- a- B+y- 5-

tokofoferoly tokoferoly tokoferoly tokotrienoly tokotrienoly tokotrienoly
Kompakt 7,05 5,75 11 24,84 12,25 0,71
Krona 6,96 3,64 0,84 27,59 10,38 0,55
KM 1771 5,87 2,72 0,69 22,79 13,76 0,93
\Wanubet 6,17 3,78 1,16 36,32 12,4 0,53
\Washonubet 6,56 3,13 0,93 42,09 13,86 0,62
\Wabet 7,35 4,08 1,17 34,8 12,45 0,6
Kompakt x Wabet 7,02 5,64 1,36 30,05 13,34 0,75
\Wabet x Kompakt 7,41 5,57 1,38 29,4 8,87 0,67
Krona x Wanubet 6,13 54 1,09 25,64 10,36 0,37
Krona x Kompakt 6,66 4,45 0,98 27,01 9,61 0,49
Kompakt x Krona 8,08 4,32 0,81 27,95 8,32 0,55
Wanubet x Krona 6,47 4,02 0,94 28,44 10,14 0,42
\Wabet x Washonubet 6,18 3,83 1,01 27,41 13,33 0,66

Rostliny byly vysety do perlitu a ve fazi tiéi pravych listi bylo odebrano cca 100 mg
listové hmoty pro izolaci DNA. DNA byla izolovana pomoci Dneasy Plant Mini Kit od firmy
Qiagen.

Na zaklad¢ referencni odridy Carina a jegji znamé cDNA sekvence (HVAJ693) bylo
pomoci programu Primer 3 navrZeno Sest para primera (viz. tab. 2), které byly syntetizovény
ve specializovane laboratori na Prirodovédecké fakulté Masarykovy university. Nejprve byla
amplifikovana sekvence odpovidgjici takika celému genu pomoci primera F1R,. Poté byly
optimalizovany i ostatni reakce. Podminky vybranych reakci uvadi tabulka ¢. 3. Hodnoceni
PCR produkti probihalo na 1,5 % agarézovém gelul.



U kontrastnich odrad v obsahu vitaminu E byly navic provedeny restrikéni analyzy
specifickych produktt. Restrikéni enzymy (Bst2U |, Mboll, Hgal) byly zvoleny pomoci
programu RestrictionMapper. Reakce probihaly podle standardnich protokolu udéavanych
vyrobcem a do reakce bylo pouZito 2,5 — 4 ng PCR produktu ohrani¢eného primery FsRy,
resp. FeRs. Roz&tépené PCR produkty byly hodnoceny na 5 % akrylamidovém gelu (24:1) a
barveny stiibrem (Schumacher et a., 1986).

Tabulka ¢. 2: Sekvence pouzivanych nami navrzenych primerd

F, > CTTCCACCACGTCGAGTTCT® |R:. > GGCTTGGTGAAGATTTGGAG"®
Fz >CGAATGGTCCGCTTCAAC’ |R, >CTTCATGTGTGAGCCCCTCT®
F, > CGGAGCCAGATACAGACGTT" |Rs °CACGCCCTCCGAGTTGTT®

Fs > GACGAGAGAGGGGAAGAGTA®  |Rs > TGAGCCCCTCTACCATCCAT®
Fs > CTCCAAATCTTCACCAAGCC® |Re >ACAATGTCAACGCTACATTT®

HPPD-RT °>GGTCGGCCTGTCCCCTACTGG®

Tabulka ¢. 3: Podminky nékterych PCR reakci

Poloha Oc¢ekavana| Skutetna
|[Reakce K délka délka Podminky reakce
vence
produktu | produktu

94°C 3:00, 30 x (94°C 1:30,

iR [ 131-1H4) 983 ] eeal00 logec 130 72°C 2:00), 72°C 10:00

54°C 3.00, 35 x (94°C 130, 58°C 1:30,
|F6R6 1095 - 1499 404 cca 850 72°C 2:00), 72°C 10:00
FaHPPD-| 50°C 20.00, 95°C 15:00, 40 X (94°C 1.0,
RT 834-1133 | 299 ccas00 500 1:00, 72°C 1:00), 72°C 10:00

Sekvenovani PCR produkti mezi primery FsRg odrud Carina, Kompakt a Wabet bylo
provedeno formou zakazky na Prirodovédecké fakulté Masarykovy university. Ziskané
sekvence byly hodnoceny programem Clustal W 1.83.

Pro izolaci RNA bylo odebrano 10 obilek z klaska sklizenych 8 dni po opyleni
(rostliny byly péstovany v polnich podminkéch v nezavisiém pokusu). Izolace RNA byla
provedena pomoci RNAqueous total RNA isolation kit od firmy Ambion. DNA ze vzorku
byla rozstépena pomoci DNAzou Turbo DNA free od stgjné firmy. Cely postup probihal
podle standardnich protokol.

NavrZzeny primer byl pouZit do , one step” RT PCR reakce (Qiagen). Podminky reakce
jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

VYSLEDKY A DISKUZE

PCR produkty reakce ohranicené primery F1R, byly o cca 400 pb delSi neZ odpovidalo
uvadéné sekvenci cDNA v GenBank (HVAJE93). V dalsi ¢asti vyzkumu jsme se proto
zametili na presngjSi lokalizaci intronu, jehoz délka byla znama, de v literature nebyla
uvedena jeho presna poloha.




Zminéna sekvence byla lokalizovana mezi primery FgRe (1095 a 1499 pb). Byl proto
navrzen primer R; tak, abychom méli celou sekvenci genu rozdélenou na dva Useky — F1R; a
Usek obsahujici intron (FsRg).

Hodnoceni PCR produkta v3ech odrad (FiR; a FeRe) (viz. obr. ¢. 2) ukazuje, Ze
v danych oblastech nebyl detekovan vyrazngjsi délkovy polymorfismus, ktery by byl
rozliSitelny na agarézovém gelu.
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Obr. €. 2: Hodnoceni délkového polymorfismu hppd specifickych PCR produkti. A: Prvni ¢ast
sekvence genu hppd mezi primery F;R;, B: Druhd ¢ast sekvence genu obsahujici intron (mezi
primery FeRe). Cisly jsou oznateny jednotlivé odrady a linie. 1. Amulet, 2. Bojos, 3. Jersey,
4. KM 1057, 5. KM 1910, 6. KM 2084, 7. KM 2283, 8. Malz, 9. Merlin, 10. Prestige, 11. Sebastian,
12. Tolar, 13. Carina, 14. K (kontrolni vzorek neobsahujici DNA), 15. Kompakt, 16. Krona,
17. KM 1771, 18. Kompakt x Wabet, 19. Wabet x Kompakt, 20. 579, 21. Krona x Wanubet, 22. Krona x
Kompakt, 23. Kompakt x Krona, 24. Wanubet x Krona, 25. Wabet x Washonubet, 26. Wanubet,
27. Washonubet, 28. Wabet, 29. Wapana, 30. Carina, 31. K.

Ztéchto analyz nelze
vylou¢it pritomnost  mutaci,
které neovliviiyji nebo maéo
ovliviuji délku téchto PCR
produkta. Proto bylo
pristoupeno k analyze zaloZené
na restrikénim Stépeni PCR
produktd enzymy Bst2U |, Mbo
Il a Hga |, které byly zvoleny
na zékladé oc¢ekavaného spektra
&épnych produkti. Ani tyto
analyzy v3ak neodhalily rozdily
mezi testovanymi odradami.
Priklad reakce je uveden na
obrézku ¢. 3.

Proto byly vybrény tii
kontrastni  odrady (Carina,

Obr. & 3 : Stépeni PCR produkti FsR; enzymem Bst2U | na 5% . .
akrylamidovém gelu (24:1): 1. Bojos, 2. KM 1771, 3. Kompakt x Wabet, 4. Krona Kompaktv Wabet) a useky mezi
X Wanubet, 5. Krona x Kompakt, 6. Kompakt x Krona, 7. Wanubet x Krona, 8. pri mery FGRG byly

Carina




osekvenovany (viz. priloha). Ziskané sekvence byly porovnany se sekvenci odridy Carina
(HVAJ693) a byla presn¢ urcena poloha intronu mezi 1123 a 1124 pb. Uvniti intronu byla
nalezena jedna bodova mutace (zaména C — T) , kterou se odliSuje odrada Wabet od odrad
Carinaa Kompakt. Velikost intronu byla 411 pb narozdil od uvedené velikosti 413 pb, kterou
uvadi Falk et a. (2002). Zjisténa mutace zatim nebyla v literatuie popsana. ProtoZe byl
hodnocen produkt pouze z jedné PCR reakce nemizZzeme vyloudit, Ze zaména u genotypu
Wabet byla zpusobena chybou pfi PCR reakci, nicméné bodové mutace v intronech byvaji
¢asto pozorovany.

Hrani¢ni sekvence intronu byly pouZity pii navrZzeni reverzniho primeru do mista
sestiihu, ktery bude vyuzit pii hodnoceni aktivity transkripce tohoto genu (viz. obr.¢. 4).

Obr. ¢. 4: Znazornéni mista sestiihu, ¢ervené je znazornéna sekvence v misté primeru
HPPD-RT

exon 1l

4 -
primer Fg intron

} AGGTAAARA
ACCAAGGGGTGTTGbTCCAAATCTTCACCAAGCCﬁ\GTAGGGGACAGGTAAA ACTAAA----ATCAGCTA

S ’TTATGTTEA GGCCGACC:---GCTCACA CATGAAGAﬁAATGTA GCGTTGA CATTGT'Il'GTACAATCTTGCTT 3

intron exon 2 primer Rg

Vyhodou takto umisténého primeru je, Ze nenaseda na sekvence genomové DNA,
které mohou kontaminovat vzorky RNA z aktivované tkéné i po enzymatickém Stépeni
Dnézou. Stimto primerem (reakce F4HPPD-RT) byla Gspédné optimalizovana reakce u RNA
izolované z obilek kléski odebranych osm dni po opyleni (obr. ¢.5). RT-PCR produkty byly
hodnoceny na 1,5 % agarézovém gelu a vizualizovany ethidiumbromidem.

F,HPPD-RT

Obr. ¢. 5: One-step RT PCR reakce s primery F4 a HPPD-RT

1. RT PCR produkt F,HPPD-RT

2. Kontrola na ptimési DNA ve vzorku (bez reverzni transkripce)
3 Negativni kontrola bez templatu

Tato reakce bude pouZita k hodnoceni transkripéni aktivity genu hppd v raznych
pletivech u odrad s rozdilngym obsahem vitaminu E. Tyto analyzy by mohly objasnit vliv
tohoto genu na celkovy obsah vitaminu E ajeho vyznam pii dechténi novych odrid.



ZAVER

1) Mezi testovanymi odradami nebyl nalezen délkovy polymorfismus na Urovni
DNA. Zé&dné specifické mutace nebyly zji&tény ani pomoci restrikénich analyz.

2) Byla piesné stanovena sekvence intronu mezi 1123 a 1124 pb (Cislovani dle
sekvence cDNA odrudy Carina (HVAJE93).

3) Byly navrZzeny vhodné primery o ovéreny podminky pro RT PCR reakci, kterou
|ze hodnotit expresi tohoto genu.
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PRiILOHA

Sekvence ohrani¢end primery FgRe odridy Carina. Sekvence intronu (411 pb) je
znazor néna modre.

CTCCAAATCTTCACCAAGCCAGTAGGGGACAGGTAAAAACTAAAGACACAAGCTTTCTCCACTTTGATTTTGGCT
TATACATTACATGATCCATGTGTGATGCTGCAGAAAAGTACGAGTATGAAAGTTGGTGTTAGGATACAGAGTT
GAATCATAAGATAGTGAGTGCCATGATCCTATTGGAAGTATTTTAGTTCAAATGCATGATGCACCTTTATGAAG
ATTGCCAGAACTAAAAGGGGAATAAAGTTCCCTGTGCATAGAGGAAAGCCAACGTATATTCCCAATTCGCGCC
ATAGATTAGCACAGGATTAGGTTCAGGAGGTAGTATCAGTTATGCTATAATTCAGTAATGTGAGGTTCAGTGCT
CTAATACATTCTAGCTGCATCTTTGCTCTACTCCCCGTGCTTCCAAATCTAACTGCATCAGCTATTATGTTCAGG
CCGACCTTGTTCCTGGAGATGATCCAGAGGATCGGGTGCATGGAGAAGGACGAGAGAGGGGAAGAGTACCAG
AAGGGTGGCTGCGGCGGGTTCGGCAAAGGCAACTTCTCCGAGCTGTTCAAGTCCATTGAAGATTACGAGAAGT
CCCTTGAANNCAAGCAATCTGCTGCAGTTCAGGGATCATAGGATAGAAGCTGGTCCTTGTATCATGGTCTCATG
GAGCAAAAGAAAACAATGTTGTTTGTAATATGCGTCGCACAATTATATCAATGTTATAATTGGTGAAGCTGAA
GACAGATGTATCCTATGTATGATGGGTGTAATGGATGGTAGAGGGGCTCACACATGAAGAAAATGTAGCGTTGT



