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ABSTRACT

The aim of this work is identification of genesrfrahe anthocyanins biosynthetic pathway that are
responsible for grain color and comparison of teeijuences. We used ripened caryopsis of spring
wheat with different coloration of the aleurone gweticarp layers as an experimental material.
Genotypes UC66049 and Tschermaks Blaukorniger Soweieen have blue aleurone. Genotypes
Abissinskaja arrasajta and ANK-28B have purplegagp. Genotype Novosibirskaja 67 was used
as standard. It has a white caryopsis as wellgenatype Heroldo (a form of winter wheat). RNA
from caryopsis was isolated using phenol-chlorofestiraction and revese transcribed into cDNA.
House keeping gene GAPDH (the gene for glyceraldet8/phosphate dehydrogenase) was
chosen as a control for PCR to verify the succéssfoscription of cDNA. For designing primers
we used the cDNA sequences for CHI and DFR obtafreed the database NCBI were used for
primers designing. Via PCR reactions were amplifegments of sequences for CHI and DFR,
which were used for direct sequencing of PCR prbdlice obtained candidate sequences were
compared with sequences in the NCBI database aid pblymorphisms were evaluated. We
aquired a partial sequence for genes chalcone rssmeand dihydroflavanol reductase. By
comparing sequences for each gene was found hoynatothe range from 95 to 100%. The
variability caused single nucleotide polymorphismdaindels. Sequences were sent to the
Laboratory of Molecular Cytogenetics and Cytomekngtitute of Experimental Botany, Olomouc.
There were compared our cDNA sequences with BA@tjbof wheat chromosomes. A sequence
for CHI was found on chromosome 5B. In the cas®BR was found a sequence on 3B and on
long arm 3A chromosome. Downstream step in thiskwerto get the whole sequence of the
transcribed genes by 3'RACE and 5'RACE PCR reati6unrthermore, the complete cDNA
sequences will be compared with genomic DNA segetha determine the presence of introns in
genes. Finally, the data will be used for the desijgPCR for the study of genes expresion during
caryopsis maturation.
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uvoD

Chalkon izomeraza (CHI) a dihydroflavonol redukt§ZFR) jsou enzymy, které setastni
biosyntetické drahy anthoky&nAnthokyany jsou firodni pigmenty, které zbarvuji &y, listy,
plody, semena a dalsi pletiva do modré, purpur@éranzové barvy. V pSenici sef€riicum
aestivum zodpovidaji mj. zatizné zbarveni obilek. Modra barva je ukladana vraleové vrsté
obilky, purpurova barva v perikarpu. V s@asné dob bylo popsano vice nez 500 diuh
anthokyari. Jsou vysoce céné nejen pro své organoleptické vlastnosti, aleméerp
pro blahodarny vliv na zdravi. Jejich benefitemzg@gména antioxidmi aktivita a pozitivni viiv
na kardiovaskularni systém. Anthokyany jsou né&lswnestabilni a ve v@dnerozpustné, tudiz
se obvykle firozert nenachazi ve volném stavu. Misto toho se ve vakhobuky vyskytuji
slowené s cukry, které jim poskytuji stabilitu a rozpest ve vod. V takovém pipad
je aglykonova (necukern&pst oznéovana jako anthokyanidiny (de Pascual-Tersal, 2010).
Obecné schéma nejoejSich anthokyanidiih je zobrazeno na obrazku 1. V SirSim slova smyslu
mizeme v souvislosti s anthokyany héiv® biosyntetické draze flavondidjelikoz anthokyany
do této skupiny spadaji spofe& s chalkony, aurony, flobafeny a dalSimi latkamirvri?
v biosyntetické draze flavonaidje enzym chalkon syntaza, ktery katalyzuje vzniialkonu.
Biosynteticka cesta dale vede &olika enzymatickymi kroky k ostatniniidam flavonoid, jako
jsou flavonoly, dihydroflavonoly a nakonec k antiiakim. DalSi tidy flavonoidi (tj. izoflavony,
aurony, flavony a pro-anthokyanidinyjeulstavujici vedlejSidtve flavonoidi, které jsou odvozeny
z meziprodukit anthokyanovych sld@enin (Ahmedet al, 2009; Tanakat al, 2008; Schijleret al,
2004). Geny pro enzymy upiafjiici se v biosyntetické draze anthokggpbr. 2) jsou rozélovany
na d¥ skupiny: geny rané biosyntézy a geny pozdni bigsyn V této praci se zabyvame genem
pro chalkon izomerazu, kterd fiatlo rané biosyntetické drahy a genem pro dihydvaihol

reduktazu, ktera jeazena do pozdni biosyntetické drahy.

Obr. 1: Obecné schéma négejSich anthokyanidié

R1 Anhokyanidin| R1 R2
OH pelargonidin | H H
+ = kyanidin OH H
HO (9] = delfinidin OH OH
| = = RZ2 peonidin OCH H
o - petunidin OCH OH
OH malvidin OCH | OCHs
OH
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Obr. 2: Biosyntetické draze anthokyafupraveno dle Ahmed et al., 2009)

CHS - chalkon syntdza, CHI — chalkon izomeraza, +Hlavanon hydroxylaza, DFR -
dihydroflavonol reduktdza, ANS — anthokyanidyn sya, UFGT — UDPG-flavonoid glukosyl
transferdza, RBD - ran& biosynteticka draha, PRDzeni biosyntetick4 draha
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MATERIAL A METODIKA

Jako material byly pouzity obilky pSenice jarninfgrs nestandardnim zbarvenim obalovych vrstev
(obr. 3). Genotyp UC66049 a Tschermaks Blaukdrnigemmerweizen maji mée zbarveny
aleuron. Genotypy Abissinskaja arrasajta a ANK-288 vyznauji purpurovym perikarpem.
Genotyp Novosibirskaja 67 byl pouzit jako standandyzng&uje se bilou barvu obilky stejrjako
odrida Heroldo (ozima forma pSenice). Vzorky osiva Biskany z Agrotest fyto, s.r.o. Kraiiiz.
Rostliny byly vygstovany v maloparcelkovém pokusu na pozemku ArborfENDELU

ve vegetanim obdobi 2010/2011.

Z obilek byla fenol-chloroformovou extrakci izolowd celkovd RNA a iepsana pomoci
komekniho kitu (M-MLV Reverzni transkriptaza, Top-Biop dDNA. Owteni UsgSnosti fepisu
bylo provedeno pro&tdnictvim provozniho genu GAPDH (gen pro glyceraidk3-fosfat
dehydrogenéazu), ktery byl vybran dle Wang et aDO®. Ri navrhu primeit byly pouzity
sekvence cDNA ziskané z databaze NCBI (NationalteCefor Biotechnology Information).
Pro CHI byla vybrana sekvence cDNA s kédovym éeném v databazi AB187026.1. Pro DFR
byla vybrana sekvence s kédovym osmr@m AB162138. Primery byly navrzeny pomoci
programu Primer3. K zji8hi optimalni teploty anealingu navrzenych primeavikombinaci byla
provedena gradientova PCR. PCR reakci byly amplifikly Gseky sekvenci pro CHI a DFR, které
byly po purifikaci pouzity pro fimé sekvenovani PCR produktu, které bylo provedeno
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specializovanou laborato (Macrogen, Holandsko). Ziskané kandidatni sekeenlayly

pro vyhodnoceni polymorfizmu porovnany programemus@lIW2 vzajem&i mezi sebou
a se sekvenci z databdze NCBI, podle které bylyzeay primery. Sekvence byly odeslany
do laboratée molekulamni cytogenetiky a cytometrie, Ustav eikpentalni botaniky, Olomouc.
Zde bylo provedeno porovnani ziskanych sekvendeggencemi v BAC knihovhjednotlivych
chromozoni pSenice seté.

Obr. 3: Pouzité genotypy pSenice
a) UC66049, b) Tschermaks Blaukdrniger Sommerwgizehovosibirskaja 67, d) Abissinskaja
arrasajta, e) ANK-28B

VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky sekvenovani PCR produktu pro :Glgkvenovanim jarnich forem pSenice seté (genotypy
UC66049, Tchermaks Blaukorniger Sommerweizen, Amsgsja arrasajta, ANK-28B
a Novosibirskaja 67) jsme ziskali sekvemiadata fragmentu DNA o velikosti 335 bp. Pro ggpot
Heroldo byla velikost sekvence 338 bp. Odchylka ostp bazi nukleotifl je dana
jednonukleotidovymi inzercemi/delecemi (déle jedel) (obr. 4a). V jednomifpadt jsme nasli
indel o velikosti 5 bp (obr. 4b). Tento indalepuSujecteci rAmec a Kfize zpgisobit nefunknost
now vznikajiciho proteinu. Ze ziskanych dat neni moirié, jestli se jedn& o inzerci v genotypu
Novosibirskaja 67 nebo o deleci v sekvenci ostatngenotyfi. Vzajemna podobnost mezi
sekvencemi se pohybovala v rozmezi hodnot 98 - %00variabilita v sekvencich byla mifn
ovlivnéna i jednonukleotidovym polymorfizmem, ktery jsmeCidl zaznamenali pouze v jednom
piipact, a to u genotypu Heroldo. Musilowt al. (2011) detekovali v sekvenci chalkon syntazy
nékolik podobnych pipadi jednonukleotidového polymorfizmu, nicm#&medetekovali zadny
indel.

Sekvenovanim PCR produktu pro DFRme ziskali data o velikosti 148 bp pro genotypy
UC66049, Tschermaks Blaukérniger Sommerweizen, shisgaja arrasajta, ANK-28B a Heroldo.
U genotypu Novosibirskaja 67 byla ziskand sekvewelkd 153 bp. Odchylka ve velikosti
sekvenanich dat u genotypu Novosibirskaja 67 jeigpbenaitmi indely (obr. 4c). Prvni indel
je velikosti ti nukleotidh. DalSi dva indely jsou jednonukleotidové. Vzajenp@dobnost mezi
sekvencemi se pohybovala v rozmezi hodnot 95 - 1@@%je vySSi stugiepodobnosti jaky zjistili
Trojanet al. (2011) v pipads chalkon syntazy (82 - 100%).
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Porovnani sekvenci pro CHI a DFR s BAC knihovnaenjg® setésekvence DFR byla nalezena
ve dvou kopiich. Na chromozomu 3B a na dlouhém rarcieromozomu 3A. Himi a Noda (2004)
lokalizovali gen pro DFR na chromozomech 3A, 3B[a Shoda v sekvencich se u jednotlivych
genotypi pohybovala v rozmezi 96 — 98 %. Ygadt CHI byla nalezena shoda na dlouhém rameni
chromozomu 5B. Podobnost byla 98 — 100%. Data proncozom 5DL nejsou v séasné dob

dostupna a proto je mozné, Ze kopie genu CHI sedzacv této oblasti.

Obr. 4. Vybrané tGseky sekvenci
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NCBI  GGCGTETACACG-GACGC-CGAG-GCCGCCGCCG-TCE  HER heT CCAT
HER GGTGTET  CACGCGRCGCTCGAGTGCCGCCGCCEATCE  Clustal :
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BR  GCCGCCATGGAG- - TACGCCAGCGA-GAACGGCCTGG-ACTTCATCAGCATCATCCCCACGCTCET
N67 GCCGCCATGGEGAAGTTACGCCAGCEARGAACGECCTGEGACTTCATCAGCATCATCCCCACGCTCET
HER GCCGCCATGGAG TACGCCAGCGR GAACGGCCTEG ACT CATCCCCACGCTCGT
oc GCCEECATEERE TACGCCAGCGA - GARCGGECCTEG - ACTY ATCCCCRCGCTCGT
TBS GCCGCCATGGAG TACGCCRGCGA - GAACGGCCTIGG AC ATCATCCCCRCGCTCGET

NCBI GCCGCCATEGAG -~ TACGCCAGCGA -GAACGGCCTGG A ATCCCCACGCTCGT

(a) jednonukleotidové indely v sekvenci CHI
(b) indel gerusuijicicteci rAmec v sekvenci CHI
(c) indely v sekvenci DFR

AA - Abissinskaja arrasajta, N67 - Novosibirskajg BNK - ANK-28B, UC - UC66049, TBS -
Tchermaks Blaukdrniger Sommerweizen, NCBI — sekeepouzita pro navrh primgr HER —
Heroldo

ZAVER

Bylo potvrzeno, Ze sekvéni analyzou jsme ziskalidst&nou sekvenci pro geny CHI a DFR.
Po srovnani byla zjiha vzajemnd homologie mezi sekvenci vrozmezi 9%00%. Bylo
potvrzeno, Ze navrzené primery skike amplifikuji Gseky genu CHI a DFR. V sekvencich
se podélo detekovat jednonukleotidové polymorfizmy i igekteré naruSujéteci rAmec a mohou
tak mit vyznamny vliv na furiinost no¥ vznikajiciho transkriptu. Porovnanim sekvenci cDpta
DFR s BAC knihovnou pSenice seté jsme zjistiltgmnost genu ve dvou kopiich (chromozom 3B
a dlouhé rameno 3A). Vifpact CHI byl gen lokalizovan na chromozomu 5B. Navaduji
krokem na tuto préaci je ziskat sekvence ¢élti transkribovanych gérmprostednictvim 3'RACE

a 5'RACE PCR reakce. Dale porovnat sekvenci kompleDNA se sekvenci genomické DNA
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a zjistit tak oblasti introl v genech. V neposledriad® budou data slouzit pro navrh qPCR

pro studium exprese gén pribghu zrani obilky.
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