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Abstrakt

Psenica je jednou z najdodlezitejSich plodin, ktora poskytuje zakladné potraviny pre viac
ako 30% l'udskej populécie. Hlavnu zloZku pSeni¢ného zrna predstavuje Skrob, ktory je
zlozeny z amylopektinu (70-80%) a amylézy (20-30%). Pomer amyl6zy a amylopektinu
sa u skrobov rozneho pdvodu 1isi a ovplyviiuje radu fyzikalnych ale inutri¢nych
vlastnosti. Skroby so zvysenym podielom amylozy, nazyvané tieZ rezistentné Skroby
maju podobné vlastnosti ako vldknina ateda st rezistentné voci procesom travenia.
PSenice so zvySenym mnoZstvom amyldzy sa potom modZu vyuZit’ na tvorbu obilnych
potravindrskych vyrobkov, ktoré obsahuji viacsie mnozstvo funkénej vldkniny bez zmeny
vyzivnych vlastnosti. Funk¢né vldknina ma pozitivny vplyv na zdravotny stav populacie
a je tiez prevenciou pred radou civilizanych ochoreni ako je diabetes, obezita ¢i rakovina
hrubého ¢reva. V ramci tejto prace bola uskuto¢nena charakterizécia Struktiry pSeni¢ného
génu Skrobovej syntazy II pre 7A chromozom, Ktorého mutaciou méze dojst’ k zvyseniu
podielu amylozy v Skrobe. V ramci tejto prace bol gén pre pSeni¢nt skrobovu syntazu I1
(SSII-A gén) anotovany. Vd'aka tejto anotacii bolo mozné navrhnut’ Specifické primery
pre SSII-A gén a osekvenovat’ SSII-A gén za tcelom zistenia miery polymorfizmu
v Slachtitel’skych materidloch a identifikacie potencidlneho markeru pre tento gén. Pre
identifikaciu polymorfnych miest bola vybrana diverzna testovacia populacia. Na zaklade
vyslednych sekvencii SSII-A génu v diverznej populacii bola osekvenovana oblast’

druhého exonu v 384 Sl'achtitel'skych linii. Na tychto liniach bola zistend vel'mi nizka



miera polymorfizmu, kde len v 6 linidch boli identifikované 2 jedno-nukleotidové
polymorfizmy, ktoré nemali vplyv na aminokyselinovti sekvenciu. Pri porovnani SSII-A
génu T. aestivum s druhmi T. durum Langdon a T. militinae bolo zistenych 5 jedno-
nukleotidovych substitucii v kodujacich oblastiach v sekvencii druhu T. militinae,
Z ktorych len 2 mali vplyv na sekvenciu polypeptidového retazca. Z toho vyplyva, ze gén
skrobovej syntazy II je ve'mi konzervovany, a preto nie je vhodny pre tvorbu markerov

vhodnych pre Slachtitel’skt prax.
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CIELE PRACE

Teoreticka cast’
= Spracovanie literarnej reSerSe na danu tému diplomovej prace
Prakticka ¢ast’

» Analyzovanie Struktury génu skrobovej syntazy Il v diverznych vzorkach druhu
T. aestivum

» Porovnanie sekvencie génu Skrobovej syntdzy II na 7A chromozéme so
sekvenciami génu Skrobovej syntazy Il na 7B a 7D chromozome

* Osekvenovanie najpolymorfnejSej exonovej oblasti génu Skrobovej syntazy Il na
kultarnych pSeniciach

= Zistenie vplyvu zmien v nukleovych sekvenciach v géne Skrobovej syntazy II na

expresiu génu v kultarnych pSeniciach



1.  UVOD

PSenica ako jedna ztroch najdolezitejSich plodin (okrem ryze a kukurice)
predstavuje zékladny zdroj l'udskej vyzivy pre viac ako 30% l'udskej populacie. PSenica
je zékladnou obilninou ndsho klimatického péasma, ktorej zrno je svojimi
technologickymi vlastnostami vhodné na vyrobu réznych pokrmov, chleba, peciva,
oblatok ¢i cestovin. PSeni¢né zrno je zloZené prevazne zo $krobu (65-75%), vody (14%),
bielkovin (10-13%) a minoritnych latok ako st neSkrobové polysacharidy (2-3%), tuky
(2%) aenzymy (1-3%). Snaha o0 zvySenie obsahovych latok s biologickym alebo
funkénym vyznamom komerénych pekarenskych a pecivarenskych vyrobkov je
celosvetovym trendom. K najviac limitovanym zlozkdm pSeni¢nej muky patri vldknina.
V pripade pSenice, zmenou pomeru hlavnych zloziek Skrobu, ato amylozy
a amylopektinu, mézeme dosiahnut’ znizenie glykemického indexu a zvySenie obsahu
funkénej vlakniny v potrave. Skroby s vy$§im podielom amylézy st vhodné najmi na
vyrobu potravin na baze rezistentného Skrobu. Rezistentny Skrob je odolny voci
zalidoc¢nej kyseline, nerozpadéava sa posobenim traviacich enzymov, najmé a-amylazy,
a preto Skrob nie je uplne metabolizovany na energiu ale chova sa ako vladknina. Zvysené
mnozstvo vladkniny v potrave ovplyviiuje zlozenie ¢revnej mikrofléry ¢o ma priaznivé
zdravotné ucinky, upravuje krvny tlak, podporuje dobré travenie, je prevenciou pred
réznymi civilizaénymi ochoreniami ako je obezita, cukrovka a rakovina hrubého Creva.
Enzym Skrobova syntadza Il ma vyznamny vplyv na mnozstvo a zloZenie Skrobu a je
zapojeny do syntézy amylopektinu. Mutaciou génu Skrobovej syntdzy II dochéadza
K zvy$eniu mnoZzstva amylozy v skrobe. Predkladana praca sa zaobera charakterizaciou
Struktary pSeni€ného génu Skrobovej syntazy II pre 7A chromozém a uréenim miery

polymorfizmu tohto génu v ramci Slachtitel'skych materidlov.
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2. LITERARNY PREHIAD

2.1  PSenica (Triticum L.)

PsSenica je jedna z najstarsich plodin uzivanych ¢lovekom. Vd’aka svojej vysoke;j
vyzivne] hodnote tato plodina predstavuje zédkladnu potravinarsku surovinu pre vyrobu
roznych pokrmov, cestovin, oblatok ¢i peciva. V sucasnosti sa vac¢Sina potravin vyraba
z novych odréd psenice, ktoré boli vyslachtené v poslednych rokoch. V priemysle sa
pSenica vyuziva hlavne ako surovina na vyrobu liechu a piva. Takisto je vyuZivana na
vyrobu krmiv pre hospoddrske zvieratd, ¢i na vyrobu domacich dekoracii. PSenica
predstavuje jednu z najpestovanejSich plodin na svete, medzi krajiny s najviac¢Sou
produkciou patri EU, Cina, India, USA, Rusko (Martin et al., 2006). Vdaka svojej
vysokej produkcii sa radi do "velkej trojky" obilnin, spolu s ryzou a kukuricou. Jej
svetova rocna produkcia je viac ako 600 milionov ton (http://www.fao.org/).

Rod psSenica (Triticum L.) patri do ¢elade lipnicovitych (Poaceae). Zahina
nickol’ko druhov a velky pocet foriem a kultivarov. Deli sa podl'a ploidie na tri skupiny.
Medzi diploidné (2n = 14) pSenice zarad’'ujeme pSenicu plani nazyvanu jednozrnka
(Triticum boeticum) a kulturnu jednozrnku (Triticum monoccocum), ktora sa pestuje
vyhradne na kfmne tcely (Zimolka, 2005). Z pestovateI'ského hl'adiska ma vacsi vyznam
skupina tetraploidnych (2n = 28) psenic, ktoré sa podl'a vzniku delia na takzvané Emmer
pSenice (,,Emmer< psenica (Triticum turgidum, tieZ niekedy Farro), ktora vznikla
v tirodnom polmesiaci a je zakladom pSenice tvrdej a chlebovej) a tetraploidna Triticum
timopheevii aznej odvodené hexaploidné Titicum zhukovskyi, ktoré¢ vznikli
pravdepodobne nezavisle na ,,Emmer* pSeniciach (Rodriguéz et al., 2000; Badaeva et al.,
2016). Timopheevii psenice maju kultivované (Triticum militinae) iplané formy
(Triticum ararticum). Medzi najvyznamnejsie ,,Emmer” pSenice patria pSenica plana
dvojzrnka (Triticum dicocoides), pSenica dvojzrnka (Triticum dicoccum), pSenica
nadurela (Triticum turgidum), (Triticum polonicum) a pSenica tvrda (Triticum durum)
(Obr.1). Z danej skupiny najvyznamnejSia pSenica tvrda sa pouziva najmi na vyrobu
cestovin. PSenica tvrdé kultivaru Langdon je vyznamnd vd’aka svojej odolnosti vo¢i hrdzi
travovej a fusariozy klasu, sposobené Fusarium graminearum, je vsak menej odolna voci
mrznutiu Vv porovnani s ostatnymi druhmi pSenice (Soresi, 2015). Zo skupiny
Timopheevii pSenic, vyznamna Triticum militinae je zaujimava vdaka svojej vysokej
odolnosti vo¢i mucnatke, hrdzi pSeni¢nej a sneti (Jakobson, 2012). Najvyznamnejsia

skupina z hl'adiska pestovania je hexaploidna (2n = 42) pSenica, ako napriklad pSenica
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Spalda (Triticum spelta L.) a hlavne pSenica siata (Triticum aestivum L.). PSenica Spalda
sa vyuziva sa na vyrobu cestovin alebo jej nedozreté obilky ako prisady do polievok
(Zimolka, 2005). Z rodu Triticum je z ekonomického a pol'nohospodarskeho hl'adiska

najdodlezitejSim zastupcom pSenica siata.

Obr.1 Rézne druhy rodu Triticum

a) Triticum boeoticum; b) T. monococcum; ¢) T. dicoccoides; d) T. dicoccum; €) T. durum; f) T.
turgidum; g) T. polonicum; h) T. timopheevii; i) T. aestivum; j) T. spelta (upravené podla
Mangelsdorf, 1953)

2.1.1 PSenica siata (Triticum aestivum L.)

PSenica siata patri k najdolezitejSim svetovym plodindm, predstavuje zaklad
potravy pre viac nez tretinu 'udskej populacie (http://www.cimmyt.org/). PSenica siata je
tradi¢ne pestovanym druhom vo vSetkych systémoch hospodérstva v nasej oblasti, zahfiia
cez 90% vsetkych kultivarov pSenice (Matsuoka, 2012). Svetové zasoby pSenice siatej sa
hlavne vplyvom zvy3eného dopytu zmensujii a podl'a odhadov klesli aZ o polovicu. Urodu
d’alej nepriaznivo ovplyviluju extrémne vykyvy pocasia, Skodcovia a r6zne choroby.
Cielom S§lachtitelov pri tvorbe novych odrdod je nielen vysokd Uroda a vhodné
agronomické vlastnosti pSenice ako odolnost’ voci biotickym (choroby a Skodcovia)
a abiotickym (sucho, mraz a vysoké teploty) faktorom prostredia, ale v poslednom obdobi
je to najmd pridand hodnota primérnej rastlinnej produkcie, ktord zvySuje jej
konkurencieschopnost’. PSenica s pridanou hodnotou umoziluje vyrobu funkénych
potravin, ktoré st obohatené o biologicky aktivne latky so zdraviu prospeSnym efektom
U konzumenta. Méze tym dochadzat k zlepsSeniu zdravotného stavu 'udskej populécie, ¢i

prevencii roznych civilizaénych ochoreni (Riickschloss et al., 2015).
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PSenica siata je alohexaploidna, jej gendm tvoria tri blizko pribuzné subgenémy
A, B aD, kazdy so siedmimi chromozémami (Devos a Gale, 1997). Genom pSenice siatej
obsahuje skoro 17 Gb (Bennett a Smith, 1991). Kédujuce sekvencie predstavuji priblizne
1,2% gendému (Brenchley et al., 2012), zvySok tvoria medzigénové a repetitivne
sekvencie DNA (Paux et al., 2008). Alopolyploidizacia psenice prebiehala v dvoch po
sebe nasledujucich medzidruhovych hybridizaciach. Prva hybridizécia sa uskutocnila
pred priblizne 0,5 milionmi rokov, kedy prebehlo prvé krizenie medzi divokou diploidnou
pSenicou Triticum urartu, ktorej gendm bol 2n = 14, AA s druhom pribuznym s Aegilops
speltoides s genomom 2n = 14, BB. Vysledkom tejto hybridizacie bol novy tetraploidny
druh Triticum turgidum s genomom 2n = 48, AABB (Huang et al., 2002). K druhej
hybridizacii doslo priblizne pred 10 tisicami rokov, kedy sa skrizila tetraploidna pSenica
Triticum turgidum s diploidnou pSenicou Aegilops tauschii s genomom 2n = 14, DD.
Touto hybridizaciou vznikla sGfasna hexaploidna pSenica siata Triticum aestivum

s gendmom 2n =42, AABBDD (Obr.2) (Charmet, 2011).

1
Trticum urorty 5 Aegilops speltoides

AA Ba
oy

AB

3 Aegllops tousehid "
Do

ABD

Obr.2 Schéma vyvoja pSenice siatej

Schéma dvoch po sebe nasledujticich medzidruhovych hybridizacii v priebehu vyvoja genomu
pSenice siatej (upravené podl'a http://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/ WheatBP/document

s/Doc_Evolution.php)
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2.1.2 Vynos pSenice

Hospodarsky vynos u psSenice je tvoreny predovsetkym vynosom zrna. Vynos
zrna je vysledkom posobenia viacerych faktorov, podmienok prostredia pre rastlinu

a reakcii genotypu rastliny na dané podmienky.
Zlozky vynosu zrna predstavuju tri zékladné vynosové prvky:
1. Pocet klasov na plosni mieru
2. Pocet zin v klase
3. Hmotnost zfn

Pocet klasov na plo§ni mieru predstavuje pocet rastlin na 1m? a pocet plodnych

stebiel na jednej rastline. Pocet rastlin je limitovany pripravou pddy, biologickou
hodnotou osiva, siatim, stupfiom poskodenia, nepriaznivymi ¢initel'mi (choroby,
Skodcovia, poveternostné podmienky), medzidruhovymi a vnatrodruhovymi vztahmi.
Pre tvorbu vysokych vynosov je potrebna vysoka biologicka hodnota osiva, na ktord ma
vplyv aj predchadzajuca troven vyzivy pri jeho redukcii. K redukcii poctu rastlin
dochadza v obdobi od jari az po zber urody, najkritickejSie obdobie kedy dochadza
k najvacsej redukcii poctu rastlin pre pSenicu predstavuje zima a obdobie pred jarou.
Optimalna hustota porastu dana po¢tom vysiatych kli¢ivych obiliek na jednotku plochy
je 400-500 na m? (Lipavsky, 2000).

Pocet zin v klase je dany po¢tom klaskov a po¢tom plodnych kvietkov v Klase.

Pocet klasov na ploSni mieru a pocet zfn v klase si do zna¢nej miery ovplyviiované
rovnakymi podmienkami. Poéet zfn v klase je ovplyvneny dizkou obdobia odnoZovania,
genetickym potencidlom produktivity klasu rastliny, aktivite fotosyntetického aparatu
vV obdobi tvorby klasov a klaskov. Podmienky pocasia v dobe kvitnutia, formovania
klasov a klaskov tiez vplyvajli na pocet klaskov v klase ako aj pritomnost’ nepriaznivych
¢initel'ov ako st Skodcovia a rozne choroby (Petr et al., 1988).

Hmotnost’ zin je ovplyvnena geneticky ale aj prostredim. Rast obiliek predstavuje
zavereCny Casovy usek tvorby vynosu zrna, obilka rastie po dobu vytvarania novych
asimilatov alebo do vycCerpania zadsobnych asimildtov. Zrna z nizsej strednej Casti klasu
st taz§ie a su zastipené v najvacSom poéte (Lipavsky, 2000). Cim dlhsia je peridda
kvitnutia, tym je va¢sia moznost’, ze budl oplodnené vsetky kvietky, a tym sa zvysi pocet
zfn v klase, najmi pri nizkych teplotach. Rast zrna a jeho hmotnost’ zavisi od viacerych
faktorov, ktoré¢ ovplyviuji celkovi suSinu rastliny, ateda stav asimilacného aparatu

klasu, listov a stebla, dostatok vlahy, svetla a minerdlnych Zivin. Nepriaznivy vplyv na
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hmotnost’ zfn maju vysoké teploty, ktoré sposobuju rychlu senescenciu listovej plochy
a skracuju dizku fungovania listu. Hmotnost' obiliek sa udava ako hmotnost’ tisic zfn

(HTZ) v gramoch, u psenice je to okolo 30-50g (Divis et al., 2000).

2.1.3 Kovalita pSenice

Vyzivna atechnologickd kvalita pSenice je dana predovsetkym obsahom
bielkovin a sacharidov. Potravinarska pSenica tvori v nasej spotrebe potravin 35%
energetickej potreby a 30% z potreby bielkovin. Obsah zasobnych latok determinuje
hmotnost’ susiny zrna a tym urcuje hodnotu HTZ a vysku urody. Podiel $krobu na
hmotnosti zrna pSenice je V rozmedzi 65-75%, naproti tomu obsah bielkovin iba 10-12%
(Zalesakova et al., 2004). Procesy zodpovedné za syntézu Skrobu v najvdéSej miere
rozhoduju o trode zrna. Medzi obsahom Skrobu a bielkovin plati negativna korelécia,
ked'ze syntéza Skrobu aj bielkovin sa uskutociiuje zo spolocnych fotosyntézou
vytvorenych primarnych produktov. Fyziologicko-biochemické zakonitosti tvorby
Skrobu a bielkovin aich vyuzitie vo forme zasobnych latok v endosperme zrna st
regulované predovSetkym endogénnymi geneticky programovanymi procesmi
ontogenézy, ktoré su tiez modulované aj klimatickymi podmienkami a pestovatel'skymi
praktikami. SPachtitel moZe cielene ovplyviiovat tvorbu zasobnych latok a tym
i hospodarsku urodu a jej kvalitu. Odrody psenice s nizkym obsahom bielkovin a miakkou
textiirou endospermu (tzv. mikké pSenice) maju obecne vysoky obsah Skrobu, naopak
tvrdé pSenice s vysokym obsahom bielkovin maji obsah Skrobu do 65% (Riickschloss et

al., 2015).

Bielkovinovy komplex

Dominantnt ulohu v technologickej kvalite zrna pSenice z pohl'adu chemického
zloZenia v pripade potravinarskych vyrobkov zohrdva bielkovinovy komplex. Tento
komplex je zloZeny z cytoplazmatickych bielkovin (frakcia albuminov a globulinov)
atypicky zasobnych bielkovin (frakcia prolaminov a glutelinov). Cytoplazmatické
bielkoviny st prednostne umiestnené v zarodku, s katalyticky aktivne, 'ahko rozpustné
vo fyziologickych roztokoch a dobre stravitelné (Michalik a Bauerova, 2016). Zasobné
bielkoviny predstavuji prevazn ¢ast’ bielkovinového komplexu, dosahuju priblizne 70-
75% celkového obsahu bielkovin v zrne pSenice (Bietz a Wall, 1972). Su lokalizované
v endosperme a st schopné pri zmie$ani s vodou vytvarat' charakteristickii molekulovu
Struktaru pSenicného lepku, ¢im vyraznym spdsobom ovplyviiuju vyslednu kvalitu

pekarenskych vyrobkov, napriklad objem chleba ¢i spracovatelnost’ cesta (Michalik
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a Bauerova, 2016). Obsah bielkovin nie je genotypovou vlastnostou, je ovplyvneny
najmd zmenou klimy, pouzitou agrotechnikou, zasobami mineralnych zivin v pdde a to
najmd dusikom a draslikom. PSenica so zvySenym obsahom bielkovin v dosledku
dopliiujaceho dusikatého hnojenia v zrnach sa vyuziva na vyrobu cestovin, pretoze ma

pevny, kratky a tuhy lepok a zrno tvrdé a sklovité (Riickschloss et al., 2015).
Sacharidy

PSeni¢né zrno obsahuje priblizne 80% sacharidov z celkovej hmotnosti suchého
zrna (Zalesakova et al., 2004). Dominantni cast’® pSeni¢ného zrna predstavuji
polysacharidy, z nich najvacsie zastupenie ma $krob. Medzi neSkrobové polysacharidy
nachadzajuce sa vo va¢Som mnozstve v zrne radime celuldézu, v menSom mnozstve su to
hemiceluloza, p-glukany apentozany. Celuléza a polysacharidy s linearnymi
glukozovymi retazcami st lokalizované najma v obalovych vrstvach zrna (30%), naopak

Skrob sa nachadza v endosperme zin (Girhammar a Nair, 1992).

2.2 Skrob (amylum)

Skrob patri z ekonomického, fyziologického a technologického hladiska
K najvyznamnej$im polysacharidom. Je najddlezitej$im produktom metabolizmu rastlin a
funguje ako zdroj sacharidov pri kliceni semien alebo vyvoji listovych pletiv.
V rastlinnom materiali sa Skrob hromadi ako rezervna latka v podobe zfn. V najva¢Som
mnozstve ho obsahuju predovsetkym semena (kukurica, pSenica, ryza), hl'uzy a korene
(zemiaky, maniok) rastlin. Na priemyselné ziskavanie §krobu sa ako surovina pouzivaja
prave tieto casti. Rocne sa vo svete vyprodukuje cca 70 milidnov ton Skrobu
(http://www.starch.dk/ISI/market/index.asp). V poslednych rokoch vzrastla eurdpska
produkcia pSenicného Skrobu az o0 25% (http://www.starch.eu/european-starch-
industry/). Celosvetovo je najvyznamnej$im zdrojom $krobu kukurica (50%), pSenica
(25%) a zemiaky (25%) (http://www.starch.dk/ISI/market/index.asp). Podl'a toho z akych
surovin je Skrob vyrobeny sa rozdel'uje na Skrob kukuri¢ny, pSeni¢ny, ryZovy, zemiakovy
a iné. Medzi hlavné dovody vyuzitia pSenice k produkcii Skrobu patria priaznivé
klimatické podmienky pre pestovanie pSenice, vysoké vynosové urovne odrod pSenice a
intenzita jej pestovania (Burrell, 2002). Dalsou vyhodou je spracovanie penice na $krob

kde sa jedna o tzv. ,,quasi“ bezodpadovi technologiu (Slattery et al., 2000).
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2.2.1 Vyuzitie Skrobu

Skrob ako zdroj chemickej energie vyuZivajii Zivoéichy, vyssie rastliny aj
mikroorganizmy. Predstavuje hlavni energeticka zlozku l'udskej potravy, poskytuje
okolo 35% denného prijmu kaldrii a vyznamne ovplyviiuje funkéné vlastnosti potravin
ako napriklad zahustovanie potravin a prava ich textary (Eliasson, 2004). Skrob je
vyuzivany v mnohych priemyslovych odvetviach, kde jeho spotreba ro¢ne narastd
0 6,5%. Vyuziva sa v papiernickom, textilnom, farmaceutickom priemysle alebo pri
chemickych a biochemickych aplikaciach (Tab.1) (Burrell, 2002).

Tabulka ¢.1.: Priklady vyuZitia Skrobu v ré6znych odvetviach priemyslu

Jedla majonéza cukrovinky detské jedlo | chlieb masové
jedla
Napoje sirupy nealko napoje
Farmaceuticky lieky puder
priemysel
Stavebnictvo sadrova mineralne beton cement
doska vlakna
Pol'nohospodarstvo hnojivo osemenie
Textilny priemysel vina tkaniny priadze
Papiernicky karton lepenka papier
priemysel
Ostatné lepidla olej uprava
vody

2.2.2 Struktira §krobovych zin

Skrob sa vyskytuje v podobe diskrétnych ¢astic, nazyvanych skrobové zrna, ktoré
sa ukladajii v zasobnych organoch rastlin (Obr.3). Skrobové zrné st unikatne pre rastlinny
druh z ktorého pochadzajh, liSia sa vonkajSim vzhladom, chemickou Strukturou,
vlastnostami a distribuciou velkosti ¢astic (Sarka et al., 2013). Ich tvar moze byt
pravidelny (gulovity, vajcovity a hranaty) alebo uplne nepravidelny. Skrobové zrné sa
V pSenici vytvaraju pocas zrenia obilky. Usporiadanie Skrobového zrna je z 30% obraz
krystalovej mriezky, zvySok je neusporiadany. V pSenici existuju dva druhy Skrobovych
zfn, prvu skupinu tvoria zrna s priemerom mens$im ako 10 pm a druht zrna s priemerom
10-20 um (Dudas, 1981). Skrobové zrna v priebehu rastu zapliiaji amyloplasty, bunkové
organely, ktoré zarad’'ujeme medzi plastidy, neobsahujice Ziadne pigmenty, nazyvané tiez

leukoplasty. Zrna sa vyskytuji vzdy vol'né, nie su fyzikalne ani chemicky viazané na inu
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zlozku, ¢o umoziuje ich pomerne jednoduché ziskanie (Sicho, 1969). Poéas hydrolyzy
pomocou amylaz, najmd o- amylazy, zo Skrobu vznika glukéza, maltéza a dextriny,
zlozené z niekol’kych desiatok glukdézovych jednotiek (Yu et al., 2015). Doba hydrolyzy
zavisi vo vel'kej miere od vel'kosti Skrobovych zfn, pricom malé Skrobové zrna maji dobu

Stiepenia najkratSiu (Dudas, 1981).

Obr.3 Skrobové zrna pSenice

Zobrazenie Struktary pSeni¢nych skrobovych zfn vo svetelnom mikroskope, ktoré s farbené

Lugolovym roztokom (prevzaté z Kiselov, 2006)

2.2.3 Chemické zloZenie Skrobu

Hlavné zlozky skrobu predstavujii dva a-D-glukany - amyléza a amylopektin
(Obr.4). Tieto dve molekuly su prepojené tak, ze vytvaraji semi-krysStalické Skrobové
zrno (Kainuma, 1988). Skrobové zrnéa okrem amylozy a amylopektinu obsahuji v malom
mnozstve lipidy (0,9%), proteiny (0,4%) a vodu (25-35%) (Acker a Brauner-Glaesner,
1982). Dalej je vyznamné pritomnost’ kyseliny fosfore¢nej, ktorej obsah sa pohybuje
v rozmedzi 0,08 - 0,25% v susine (Davidek et al., 1969). Skroby v korefioch a hl'uzach
obsahuju menej lipidov a bielkovin v porovnani s obilnymi §krobmi. Mnozstvo lipidov
a bielkovin v skrobovych zrnach nema vyznamnejsi G€inok na vlastnosti Skrobu, vyrazne
vplyva len na chutovy profil skrobu. U pSenice pritomnost proteinov v Skrobovych
zrnach urcuje tvrdost’ pSenice. Proteiny Skrobovych zin delime do dvoch skupin na
zéklade ich extrakcie zo zfn. Prvou skupinou si povrchové proteiny, ktoré¢ mézu byt
extrahované pomocou roztokov soli, zatial' ¢o druha skupina proteinov sa nachédza vo
vnutri zfn a vyZaduje extrakciu pouzitim alkalického roztoku alebo silného detergentu

(Rayas-Duarte et al., 1995). Skrobové lipidy nachadzajiice sa v zrnach sa nazyvaju
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lysofosfolipidy, aich Struktura im umoziuje vytvarat velmi stabilny komplex

s amylozou (Acker a Brauner-Glaesner, 1982).

2.2.3.1 Amylopektin

Amylopektin je hlavny glukanovy polymér Skrobu, ktory zodpoveda za
pravidelnu Strukturu Skrobového zrna. Nachddza sa najmid vo vonkajSich castiach
Skrobovych zfn (Davidek, 1969). V struktire amylopektinu sa striedaju amorfné -
nepriechl'adné a semikrystalické - priehl'adné zony. V molekule vetveného amylopektinu
st D- glukopyrandzové jednotky vaésinou viazané o-D(1—4) glykozidovymi vazbami
ale v mensej miere okolo 4-5% tu posobia aj a-D(1—6) glykozidové vizby, ktoré
pripajaji boéné retazce (Sarka et al., 2013). a-D(1—6) glykozidované vizby st
v amylopektine kratSie ako v amyléze. Vetvenie amylopektinu nie je pravidelné a vetvy
sa mozu d’alej rozvetvovat’ (Meyer et al., 1947). Priemerne kazdy retazec amylopektinu
obsahuje 25-30 glukézovych podjednotiek (Mikulikova et al., 2008). Polymeraény stupen
(DP) amylopektinu je 100 000-1000 000 gluk6ézovych podjednotiek a molekulova
hmotnost’ 107-108 (Buleon et al., 1998). Stupeii hydrolyzy amylopektinu zavisi na druhu
pouzitych amylolytickych enzymov. Pri  hydrolyze =z amylopektinu vznikaju
nizkomolekulové dextriny, maltéza a isomaltoza (Sicho, 1969). Skroby s vy$sim podiel
amylopektinu maju vyssi stupen hydrolyzy oproti $krobom s normalnym alebo vys$im
podielom amylozy (Anker-Nilssen et al., 2006). Amylopektin je nerozpustny vo vode
a dava viskdzne, stale koloidné roztoky. Vysoky obsah amylopektinu v §krobe je spojeny

s vySSou viskozitou a stabilitou voci teplote a pH (Dudas, 1981).

2.2.3.2 Amyloza

Amyléza je minoritna zlozka Skrobu, ktord sa vo vode rozpusta na Ciry, malo
viskézny roztok, ktory zahrievanim nemazovatie (Davidek, 1969). Struktira amylozy
predstavuje nepreruSovanu zavitnicu, kde jeden zéavit zodpoveda Siestim molekulam
glukozy (Mua a Jackson, 1997). Amyléza je prevazne linearny, dlhy retazec, v ktorom
st jednotlivé D-glukopyranosové jednotky navzajom viazané o(1—4) glykozidovymi
vizbami (Morrison a Karkalas, 1990). U niektorych rastlinnych druhov amyl6za obsahuje
vV malom mnozstve aj o(1—6) glykozidové vizby, priblizne 0,5%, ¢o vedie k ve'mi
nizkej miere vetvenia, S frekvenciou okolo 0,2-0,6% (O'Sullivan and Perez, 1999).
Mensie nerozvetvené glukanové polyméry amylézy maju moznost’ zapletat’ sa, tvorit’

dvojvldknovu helikélnu Struktiru pomocou domén, v rdmci ktorych st segmenty vldkna
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Vv blizkom kontakte (Leloup et al., 1992). DP amylézy skrobu v pSenici je 1000-6000
glukézovych podjednotiek a jej molekulova hmotnost je okolo 10°-10° (Mua a Jackson,
1997). Amyl6za sa pdsobenim amylolytickych enzymov amylaz Stiepi cez maltdézu na

glukozu, pricom jej molekulova hmotnost’ stale klesa a vznikaju nizkomolekulové

dextriny (Sicho, 1969).

Chioroplast

Obr.4 Struktira amylézy a amylopektinu
a) Porovnanie Struktary amyldzy aamylopektinu, zobrazenie a-D(1—4) a a-D(1—6)
glykozidovych vizbieb v amylopektine b) Zobrazenie Skrobovych zin v elektronovom

mikroskope, ktoré sa nachadzaju v chloroplaste (upravené podla http://www.majordifferen

ces.com/2013/02/difference-between-amylose-and_17.html#.WGorUdLhDIU)

2.2.4 SKkroby so zvySenym podielom amylézy

Vicsina nativnych Skrobov obsahuje 20-30% amylézy a 70-80% amylopektinu
(Preiss, 1991). Pomer amyl6zy a amylopektinu sa u Skrobov rézneho povodu lisi a
ovplyviuje radu fyzikalnych vlastnosti. Prejavuje sa to najméa v rozdielnej rozpustnosti,
napuciavani, retrogradacii, stravitelnosti a ma urcujuci vyznam z hladiska vyuzitia
Skrobu. Niektoré modifikované genotypy kukurice, jaCmenia a pSenice maju zvySeny
obsah amylozy az na 80% (Richardson et al., 2000), existuju vSak aj druhy s nizkym
obsahom amylézy, napriklad ,,waxy* pSenice, kde obsah amylopektinu dosahuje 99%
(Nakamura et al., 1995). Skroby s vysokym podielom amylopektinu sa vyuZivaju
V potravinarskom priemysle na vyrobu piva, cestovin ¢i mrazenych potravinovych
vyrobkov. Su vhodné tiez na vyrobu papiera a adheziv. Zmenou pomeru amylozy a
amylopektinu v Skrobe mozno menit’ aj textiru chutoviek, v pripade zvyseného objemu

amylopektinu sa zvicSuje objem produktu a jeho krehkost'.



Skroby, v ktorych je vys§i obsah amylozy st §iroko pouZivané v potravinarstve
ale aj v inych priemyselnych odvetviach. Vyuzivaja sa na vyrobu funkénych potravin na
baze rezistentného Skrobu, v cukrarstve, kde zarucuji pevnost’ cukrikov, a tiez na vyrobu
vyprazanych chutoviek alebo cestovin, kde sa vd’aka nim predizila doba varenia
(Richardson et al., 2000). ZloZenie skrobu v muke ovplyviiuje kvalitu potravinarskych
vyrobkov, najmaé ich textiru. Miky z pSenice s vysokym obsahom amyl6zy maju oproti
muke z beznej pSenice vyssiu viaznost’ vody, horsiu pekarensku kvalitu a vyznacuju sa
vy$§im obsahom biclkovin a lipidov. Zvy$ené mnozstvo amyldzy podporuje zachovanie
tvaru, pevnosti cesta a chrumkavost chutoviek (Riickschloss et al., 2015). Skroby
S vyS$im obsahom amylézy sa tiez vyuzivaji na vyrobu fotografickych filmov
(Mikulikova et al., 2008). Vd’aka zvySeniu podielu amylozy v Skrobe modzu obilné
potravindrske vyrobky obsahovat’ vicSie mnozstvo funkénej vlakniny bez zmeny
vyzivnych vlastnosti. S to napriklad cereélie, kolace ¢i susienky, ktorym poskytuje lepsi
vzhlad, textaru a pocit v tstach nez tradi¢né zdroje vlakniny (Richardson et al., 2000).

Skroby so zvysenym podielom amylozy predstavujii jeden z typov rezistentnych
Skrobov. Tento typ rezistentného Skrobu (RS) ma podobné fyziologické vlastnosti ako
vlaknina, a teda je odolny voci procesom travenia (Akerberg et al., 1998). Enzymaticka
odolnost’ je sposobena vdaka tvorby komplexu amylozy s lipidmi (vdc¢Sinou volné
mastné kyseliny a fosfolipidy) (Holm et al., 1983). Lipidy sa nachadzaji najmi na
povrchu Skrobového zrna, kde obmedzuju kontakt enzymu so substratom (Tester, 2006).
Enzymatickd odolnost’ sa zvysuje s rasticim stupiom polymerizacie amylozy, dizkou
retazca mastnych kyselin a teplotou (Singh et al., 2001). Komplex amylézy s lipidmi ma
vela technologickych vlastnosti, ako je napriklad zniZenie rozpustnosti amylozy,
zvySenie teploty tvorby Zelatiny, znizenie lepivosti, zniZenie zmrazovacej
a rozmrazovacej stability (Eliasson et al., 1981). Dal3ou pri¢inou odolnosti RS vogi
procesom travenia je aj miesto koncentracie amylozy, ktora sa nachadza najméa po obvode
Skrobovych zin a interakciou s amylopektinom tvori pevnt $krupinu (Debet a Gidley,
2007). Okrem toho gluk6zové retazce amyldzy st navzajom viac spojené vodikovymi
vézbami oproti amylopektinu, ¢im je amyl6za menej dostupnejsia pre hydrolyzu (Singh
et al., 2001). Povrchové vlastnosti $krobovych zfn tiez ovplyviiuji ich enzymatické
travenie, Skroby so zvySenym podielom amyldzy maji hladsi povrch, menej jam a porov,

¢im su viac odolné voci amylaze (Tester, 2006).
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Rezistentny Skrob ma s vldkninou okrem odolnosti voci hydrolyze traviacimi

enzymami a schopnosti prechddzat do hrubého c¢reva aj vela dalSich rovnakych

priaznivych ucinkov na organizmus, ako napriklad:

urychl'uje prechod travenej potravy, vd’aka ¢omu je stena ¢reva kratSie vystavena
posobeniu pripadnych Skodlivych zloziek potravy a splodin latkového
metabolizmu, ¢im sa zniZzuje vyskyt zhubnych nadorov hrubého c¢reva, prsnika
a prostaty

produkuje mastné kyseliny s kratkym ret'azcom, ktoré prispievaji k normalnej
funkcii hrubého creva, znizuju ph Criev, stimuluju prietok krvi v ¢revach
(Fuentes-Zaragoza et al., 2010)

znizuje hladinu cholesterolu v Krvi

pomaha bojovat’ proti obezite, ma hlavné vyuzitie pri redukénych diétach, sice
dava organizmu menej energie ale vd’aka schopnosti viazat’ vodu zvysuje pocit
nasytenia

zabezpecuje zvysSené vstrebavanie mineralnych latok, najméd vapnika a Zeleza
(Nugent, 2005)

znizuje hladinu glukézy v krvi, je vhodny pri cukrovke typu II. (Schulze et al.,
2004)

je ucinnym prostriedkom pre l'udi trpiacich na zédpchu, hemoroidy ¢i zl¢nikové
tazkosti

zniZuje riziko vzniku Zl¢ovych kamenov a nadorov v hrubom c¢reve

zniZuje riziko vstrebdvania réznych latok z ¢reva a tym zniZuje riziko privodu
neziaducich latok, na druhej strane to vSak mdze ovplyvnit’ aj vstrebavanie latok
dolezitych pre organizmus

posobi ako prebiotikum, pretoze tvori Cast' Zivnej pddy pre probiotické
mikroorganizmy- bifidogénne baktérie, ktoré priaznivo ovplyviiuju imunitu
organizmu a potlacaju vznikajuce problémy po uzivani antibiotik (Anderson et
al., 2009; Higgins, 2004).

Zvysené mnozstvo amyldzy robi Skrob odolnym proti traveniu amyldzami, najma

a- amyldzou a tym znizuje glykemicky index (GI). Glykemicky index je Ciselny index,

ktory zarad’uje sacharidy na zéklade rychlosti glykemickej odozvy, teda ich premeny na

glukozu v 'udskom tele. GI pouZziva stupnicu od 0 do 100, vysSie hodnoty st zobrazené

u potravin, ktoré najviac spdsobuju rychly vzostup hladiny cukru do krvi. Cista glukoza
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slizi ako referenény bod a ma hodnotu na glykemickom indexe 100. Potraviny s nizkym
Gl sa mozu podielat’ na znizeni rizika srdcovych a cievnych chorob ale aj niektorych
nadorov, napriklad Criev a pfs. Pravidelné konzumovanie sacharidov s nizkym GI dava
dlhsi pocit sytosti, minimalizuje Sance mat’ nadvahu alebo obezitou a znizuje riziko

vzniku cukrovky (Jenkins et al., 2002).

2.2.5 Biosyntéza Skrobu

Skrob sa v obilninach syntetizuje v endosperme semien vo forme zasobného
Skrobu alebo v chloroplastoch pocas fotosyntézy vo forme prechodného Skrobu
(Mikulikova et al., 2008). Biosyntézu Skrobu katalyzuje 14 roznych enzymov, medzi
najdodlezitejSie patria: ADP glukoza-pyrofosforylaza (AGPéza), Skrobova syntaza, enzym
vetviaci §krob a enzym devetviaci Skrob (Obr.5) (Nelson a Pan, 1995). Enzym AGPaza
je zodpovedny za syntézu polymérneho Skrobu, Skrobova syntdza predlzuje retazce
aenzym vetviaci Skrob sa podiela na vetveni retazcov do klastrovej Struktary

(Mikulikova et al., 2008).

A
+ATP

AGPaza

Glukéza 1-fosfat

Skrobové zrno

Obr.5 Biosyntéza Skrobu

Prvy krok je tvorba ADP-glukézy z ATP a Glc-1-fosfatu pomocou ADP-gluko6za pyrofosforylaza
(AGP4za). Skrobova syntéza viazana na zra (GBSS) a $krobové syntazy (SSs) sa podiel’ajii na
adicii glukosylovej skupiny z ADP-GIc na jeden z koncov a-1,4 alebo a-1,6 vizbového glukanu.
Enzym vetviaci Skrob (SBE) je zodpovedny za vetvenie retazcov do klastrovej Struktiry a enzym
devetviaci Skrob (DBE) sa spolu s amylazami podiel'a na degradacii Skrobu na jednoduchsie

monosacharidy (upravené podl’a Yu et al., 2015)
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2.2.5.1 Skrobova syntaza

PSeni¢ny endosperm ma popisané 4 triedy Skrobovej syntazy (SS): Skrobova
syntaza viazana na zrnd (GBSS), Skrobova syntaza I (SSI), II (SSII) a III (SSIII), ktoré st
rozdielne rozdelené v pSeni¢nom endosperme. GBSS je v obilnindch podmienena génmi
waxy, je zodpovedna za syntézu a(l-4) gukanovych vizieb amylozy a podiela sa na
predlzovany amylopektinového retazca (Denyer et al., 2001; Sestili et al., 2009). SSI,
SSII a SSIII syntazy su zapojené v amylopektinovej syntéze. Katalyzuju elongaciu ou(1-
4) a a(1-6) glukanovych vézieb prenosom gluk6zového zvySku z ADP-Glukdzy na
koniec existujuceho a(1-4), alebo a(1-6) glukanu (Shimbata et al., 2005).

Skrobové syntdza I1

V jednokli¢nolistovych rastlinach sa nachadzaju dve izoformy SSII, nazyvané
SSlla a SSIIb, ktoré vznikli pravdepodobne génovou duplikdciou. V obilnindch SSIIb
enzym nebol popisany na rozdiel od SSlIla, ktorej aktivita bola definovand u mnohych
druhoch, vratane pSenice (Yamamori et al., 2000). Syntaza Skrobu II, tiez znama ako
protein Skrobovych zfn 1 (SGP-1), zohrava vyznamnu ulohu pri syntéze Skrobu
v endosperme. Vplyva na mnozstvo a zlozenie Skrobu a je zapojend do syntézy strednych
retazcov amylopektinu (Nakamura et al., 1995). Enzym SSII je takisto kl'i¢ovy enzym
vo vyvoji Skrobovych zfn v pSenici, ma vysoky vplyv na ich hmotnost’ (Konik-Rose et
al., 2007). Tri SGP-1 proteiny, SGP-A1, B1 a D1 o molekulovej hmotnosti 115, 100 a
108 kDa, st produkované troma homoeolognymi SSII génmi, SSII-A, B, a D (Li et al.,
1999). SGP-A1, B1, D1 st kédované lokusmi, ktoré sa nachadzaju na 7AS, 7BS a 7DS
chromozome (Yamamori a Endo, 1996; Shimbata et al., 2005). Struktara génu a primarna
sekvencia SSII su vysoko konzervované v jednokli¢nolistovych aj v dvojklicnolistovych
rastlinach, ¢o dokazuje, Ze gén sa vyvinul pred oddelenim tychto rastlin (Li et al., 2003).
Nepritomnost’ SSII v rastlinnych druhoch vedie k zvySenej frekvencii kratkych retazcov
glukdnu v amylopektinu, a Vv kone¢nom dosledku vo vécSine pripadoch k zvySeniu
mnozstva amylozy (Zhang et al., 2005). Mutanty pSenice, ktoré neobsahuju enzym SSlla,
moZu obsahovat priblizne az 1,3-krat viac amylozy oproti divokému typu pSenice. Medzi
znaky tychto mutantov takisto patri zniZenie celkového obsahu Skrobu, modifikacia
distribtcii dizky amylopektinového retazca, zmena morfologie Skrobovych zin ¢&i
znizeny stupeii kryStalizacie (Ball a Morell, 2003). Napriek tomu, Zze SSII ma mensi vplyv
na celkovu aktivitu Skrobovej syntazy, strata tento izoformy ma dramaticky dopad ako na

zlozenie tak aj na mnozstvo Skrobu v rastlinach (Li et al., 1999).
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2.3  Variabilita genotypu rastlin

Mutacie predstavuju hlavny zdroj variability genotypu rastlin a tym novych
génov. Mutacie mézu ovplyvnit’ geneticky materidl v rozdielnom rozsahu. Fenotypovy
efekt mutdcie nemusi byt nutne umerny jej rozsahu. Zmena jediného nukleotidu moze
v zavislosti na kontexte gendému ovplyvnit fenotypovy prejav drastickejSie nez
zmnozenie celej chromozomovej sady. Podl'a okolnosti vzniku mutacie delime na
spontanne, ktoré vznikli bez vplyvu z vonkajSieho prostredia a indukované, vyvolané
vonkaj$imi mutagénnymi faktory (Gomory, 2014). Podl'a Grovne, na ktorej geneticku
informaciu ovplyviuju delime mutacie na genomické (s najrozsiahlejsi typ mutacii,
tykajuci sa celého gendému, postihuja celé chromozdmy resp. celé chromozémové sady,
menia ich pocet a tym zdsadne menia velkost’ gendmu), chromozémové (st Struktirne
zmeny na urovni jednotlivych chromozémov, postihuju vaési tsek chromozoému,

spravidla obsahujuci nieckol’ko génov) a génové (Cizmarova et al., 2013).

2.3.1 Génové mutacie

Génové mutéacie prebichaji na urovni vlakna DNA. Zasahuju jeden alebo
niekol’ko nukleotidov v ramci jedného génu a mézu menit’ prejav génu. Génové mutacie
moézu vzniknut v kédujucich aj nekddujucich oblastiach. Podl'a mechanizmu vzniku
delime génové mutacie na inzercie, delécie a substiticie.

Inzercia znamena vc¢lenenie jedného alebo viacerych nukleotidovych parov do
sekvencie DNA. Pokial je zaradeny taky pocet nukleotidov, ktory nie je nasobkom cisla
3 (3n) dochadza k posunu ¢itaciecho ramca (frame shift) a nasledne k syntetizovaniu
nového odlisného polypeptidu alebo dokonca k predéasnému ukonceniu proteosyntézy
vznikom termina¢ného kodénu. Zaradenie 3n nukleotidov, nenarusi pdvodny Citaci rdmec
ale dochadza k predlzovaniu polypeptidového retazca on aminokyselin podla
inzertovanej sekvencii.

Delécia sekvencie DNA znamena stratu jedného alebo viacerych nukleotidov,
resp. rozsiahlejsieho tseku génu. U¢inok je podobny ako u adicii, tiez moze dojst
K posunu &itacieho ramca ale namiesto predizenia polypeptidového retazca dochadza
k jeho skracovaniu.

Substitucia znamena zdmenu len jedného nukleotidu za iny. Takéto mutacie sa
rozliSuji na tranzicie - zdmena purinove] bazy za purinovd, teda A<G, alebo

pyrimidinovej za pyrimidinovu, teda C—T a transverzie - zamena purinovej bazy za
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pyrimidinovt alebo naopak. Nasledky substitucie mézu byt rdzne podl'a toho na akej

pozicii kodonu k substittcii doslo.

Podl’a toho ako mutacie ovplyviiuji proteosyntézu rozdel'ujeme génové mutacie

na niekol’ko typov.

Lollent” mutdcie su mutacie, ktoré vyuzivaju degeneraciu genetického kodu

ateda, ze niektoré aminokyseliny si kddované réznymi tripletmi, a preto aj napriek
mutacii dochddza k zaradeniu rovnakej aminokyseliny. Tieto muticie su vicSinou
spdsobené substituciou na tretej pozicii kodonu. V tomto pripade nevznikd mutacia, ale
hovorime o tichom (silent) variante zmeny sekvencie DNA (nemeniaci polypeptidovy

ret’azec).

~Missense™ muticie predstavuji mutacie, ktoré menia zmysel polypeptidového

retazca. St spdsobené takymi substiticiami, ktoré spdsobuji zaradenie odliSnej
aminokyseliny pri proteosyntéze. V tomto pripade hovorime o variante meniacom zmysel
(missense) informacie v kodujucej sekvencii DNA. Niektoré aminokyseliny majt
podobné vlastnosti, preto zamena moze byt’ konzervativna. Ak sa pdvodna aminokyselina
zasadne chemicky odliSuje od aminokyseliny u mutovanej alely, modze sa zmenit’
terciarna Struktira proteinu, jeho afinita k lipidovym membranam, v pripade enzymu
optimum jeho fungovania (teplota, pH), atd. Mutovany polypeptid méze nadobudnut’
uplne novu biologicku funkciu alebo dokonca strati schopnost’ plnit’ akukol'vek funkciu

(Gomory, 2014).

»Nonsense*“ mutdcie su mutacie, ktor¢ zapriCinuju vznik predcasného
termina¢ného kodonu v sekvencii DNA. V takomto pripade hovorime o variante bez
zmyslu (nonsense), ktorého vysledkom je skratenie polypeptidového retazca. Syntéza
takéhoto polypeptidu potom nie je dokoncena a vysledkom je nefunkény protein
(Cizmarova et al., 2013).

Mutacie s plne vyuzivané v §l'achteni, s cielom tvorby novych odrod rastlin so
zlepSenymi kvalitativnymi a kvantitativnymi vlastnostami, s odolnostou voci
nepriaznivym abiotickym i biotickym faktorom, s vel'kou mierou adaptability k meniacim
sa podmienkam prostredia. V poslednom obdobi sa §l'achtitelia zameriavaju hlavne na
kvalitativne vlastnosti, ktoré reprezentuju predovsetkym obsahové latky s biologickym
alebo funkénym vyznamom. Medzi takéto latky patri aj vlaknina, ktora je zakladom pre
tvorbu tzv. funkénych potravin. Mutdciou SSII génu, ktory je zodpovedny za syntézu

amylopektinu, dochaddza ku zvySeniu mnoZstva amylozy v pSenici, ¢o mé za nasledok
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znizenie glykemického indexu a zvySenie funkénej vldkniny v primérnej potrave. Na
zaklade poziadavky od §l'achtitel’'ov preto boli osekvenované diverzné vzorky pre urcenie
vhodnej oblasti s diverzitou v sekvencii SSII génu a nasledne prebehlo zistenie miery

diverzity SSII génu v §l'achtitel'skych zdrojoch.
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3.  MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Na sekvenovanie génu Skrobovej syntdzy II boli pouzité dve populacie pSenice
siatej (Triticum aestivum ssp. aestivum). Prva testovacia populacia predstavovala vzorku

16 diverznych linii pre urCenie vhodnej oblasti s diverzitou v sekvencii SSII-A génu

(Tab.2).

Tabulka ¢.2.: Zoznam diverznych linii prvej testovacej populacie

ECN Druh Nazov Stat povodu
01C0107242 Triticum aestivum ssp. aestivum 124999 SYR
01C0100841 Triticum aestivum ssp. aestivum Ungaro ARG
01C0106554 Triticum aestivum ssp. aestivum Akinci-84 AZE
01C0204685 Triticum aestivum ssp. aestivum Marmara 86 TUR
01C0101007 Triticum aestivum ssp. aestivum Malakof USA
01C0101096 Triticum aestivum ssp. aestivum llola FIN
01C0101212 Triticum aestivum ssp. aestivum Cantore ITA
01C0101276 Triticum aestivum ssp. aestivum Suwon PRK
01C0101204 Triticum aestivum ssp. aestivum Aniversario ARG
01C0100837 Triticum aestivum ssp. aestivum Klien Cometta ARG
01C0100887 Triticum aestivum ssp. aestivum Egyptska EGY
01C0101010 Triticum aestivum ssp. aestivum Sg 603 (Beijing) CHN
01C0101479 Triticum aestivum ssp. aestivum Akakomugi JPN
01C0101160 Triticum aestivum ssp. aestivum Puuk EST
01C0105013 Triticum aestivum ssp. aestivum Kangon 20 ARM
01C0101031 Triticum aestivum ssp. aestivum Bankuti 1201 HUN

Prva testovacia populacia bola doplnena liniami Triticum militinae (semena
poskytla Dr. Kadri Jarve, TUT Tallin, Estonsko) a Triticum durum Langdon (semena
poskytol Prof. Jorge Dubcovsky, UC Davis, USA). Druha populécia predstavovala 384
jedincov kultarnych pSenic pre zistenie miery diverzity SSII-A génu v $lachtitel'skych
zdrojoch. DNA a semena obidvoch populacii druhu pSenice siatej boli poskytnuté Ing.

Tiborom Sedla¢kom (Selgen a.s., CR). Ako kontrola pre overenie §pecificity navrhnutych
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primerov bola pouzitda DNA pSenice siatej kultivaru Chinese Spring (semend poskytol

Prof. Pierre Sourdille, INRA, Francuzsko).

3.12

3.13

Chemikalie

10% Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, USA)

3- methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva, Nemecko)

40% Akrylamid — N, N’- methylenbisakrylamid 19:1, (Fluka Analytical, USA)
Agardza (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol — nedenaturovany (Lach-ner, CR)

Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, USA)
Exonukleaza I (Fermentas, Kanada)

Chlorid draselny (KCl) (Lach-ner, CR)

Chlorid sodny (NaCl) (Lach-ner, CR)

N, N, N, N’- tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, USA)
Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

Peroxodisulfat amonny (APS) (Sigma-Aldrich, USA)

Primery (Eurofins Genomics, Nemecko)

Taq DNA polymeraza (New England Biolabs, USA)

Termosenzitivna alkalicka fosfataza (FastAP) (Fermentas, Kanada)

Tris bazy (Sigma - Aldrich, USA)

Velkostny marker, Gene Ruler™100 bp, Plus DNA Ladder (Fermentas, Kanada)

Pufry a roztoky

5x Cresol red (vodny roztok)

- 0,05% Cresol red

- 7,5% sacharozy

5x TBE (vodny roztok)
-10 mM EDTA

- 450 mM kyseliny boritej
- 450 mM Tris bazy

-pH 8,0
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3.1.4

10x PCR pufor

- 1% Triton X- 100

- 100 mM Tris-HCI (ph 8,8)
- 15 mM MgCl;

- 500 mM KClI

-pH 8,8

Komerc¢né kity

Bigdye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA)
NucleoSpin® Plant Il (Macherey-Nagel, Nemecko)

Paramagnetické gulicky Agencourt CleanSeq® (Beckman Coulter, USA)

Pristrojové vybavenie

3730x1 DNA Analyzér (Aplied Biosystems, USA)

Centrifuga IEC Micromax RF, (Thermo Scientific, USA)

Chladena centriftiga Juan CR4i (Thermo Scientific, USA)

Fluorometer Modulus (Turner BioSystems, USA)

Homogeniza¢ny oscilacny mlyn MM301 (Retsch, Nemecko)

Horizontalna elektroforeticka aparatra Owl A6 (Thermo Fisher Scientific, USA)
lyofilizator Heto Drywinner (Trigon-plus s.r.o.,CR) a véakuovd pumpa
(Vacuubrand GMBH + CO KG, Nemecko)

Semimikro vdha, SBC 21 (Scaltec, Nemecko)

Termocyklér C-1000 Touch™Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)

Termostat TCH 100 (Laboratérne pristroje Praha, CR)

Trepacka Vortex (Heidolph Instruments, Nemecko)

UV Transluminator InGenius Biolmaging (Syngene, UK)

Vodny kupel’ Grant SUB 6 (Grant Instruments, UK)

Vertikalna elektroforetickd aparatura Dual Adjustable Mega-Gel Kit C-DASG-
400-50 (C.B.S. Scientific, USA)

Zdroj napitia pre elektroforézu MP- 300V (Major Science, USA)

31



32  Metédy

3.2.1 Anotacia génu Skrobovej syntazy 11

Anotacia génu Skrobovej syntazy II bola vykonana pomocou dvoch programov
uréenych na predikciu génu. Pouzivané programy Geneid (Parra et al., 2000) a Fgenesh
(Salamov et al, 2000) su dostupné na strankach http://linux1.softberry.com/
berry.phtmli?topic=fgenesh&group=programs&subgroup= gfind a http://genome.crg.es/
software/geneid/geneid.html. Na analyzu bola pouzita referenéna genomicka sekvencia
pSeni¢ného SSII génu pre 7A chromozém (nepublikované vysledky), ktord bola vlozena
Vv obidvoch programoch vo FASTA formate. Po nahrati danej sekvencie bol zvoleny
organizmus, ktory sa chcel analyzovat' a nasledne prebehla samotna predikcia génu.

Ziskané vysledky boli porovnané s publikovanou mRNA sekvenciou génu Skrobove;j

syntazy Il (AJ269503) (Gao a Chibbar, 2000).

3.2.2 Extrakcia a purifikacia DNA

Semend pre extrakciu DNA boli umiestnené na Petriho misky s buniCitou
vatou, filtranym papierom a navlh¢ené vodou. Klicenie semien prebehlo 10 dni pri
izbovej teplote. Z kazdého nakliceného semena boli odobraté 3 cm listové segmenty
a pouzité na extrakciu DNA. Odobraté listové segmenty boli 12 h lyofilizované. Po
vysuSeni listovych segmentov sa ku kazdej vzorke pridali dve 5 mm sklenené gulicky
a boli homogenizované v oscilaénom mlyne MM301 (Retch, Nemecko) po dobu 4 min
s frekvenciou 27 Hz. Zhomogenizované vzorky boli centrifugované 1 min pri 11 000
otaCkach, aby sa praSok usadil. Nasledna lyza a extrakcia DNA sa uskutocnila pomocou
komeréného kitu NucleoSpin® Plantll (Macherey-Nagel, Nemecko) presne podla
pracovného manualu. Pre vizualizaciu a urCenie kvality vyizolovanej DNA bola pouzita
agardzova gélova elektoforéza. Koncentracia vyizolovanej DNA bola merand na
fluorometri  Modulus (Turner BioSystems, USA) podla navodu vyrobcu

a nasledne nariedend na koncentraciu 10ng/pl.

3.2.3 Agarézova gélova extrakcia a vizualizacia DNA

1,5% agardzovy gél bol pripraveny zo zmesi 300 ml 0,5x TBE a 4,5 g agardzy,
ktora bola privedend do varu v mikrovinnej rure. Nasledne bola zmes ochladend na
telesni teplotu pod prudom studenej vody avyliata do komorky s vloZzenymi
hrebienkami. G¢l tuhol po dobu 30 min pri izbovej teplote. Po stuhnuti boli vybraté

hrebienky a komorka s agar6zovym gélom bola umiestnena do elektoforetickej aparatury
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azaliata 0,5x TBE pufrom. 1 pl extrahovanej DNA (10ng/ul) bol naneseny do
jednotlivych jamiek na agarézovy gél spolu s farbickou 6xStop C v pomere 1:4.
Elektoforeticka separacia DNA prebehla pri 120 V po dobu 45 min. Gél so separovanou
DNA bol umiestneny do nadoby s roztokom 0,05% ethidium bromidu (Sigma-Aldrich,
USA) 30 min. Separovana DNA bola vizualizovand pomocou dokumenta¢ného

zariadenia InGenius Bio Imaging (Syngene, USA).

3.2.4 Navrhovanie Specifickych primerov

Pri navrhovani $pecifickych primerov sa ako templat pouzila ziskana predigovana
sekvencia génu skrobovej syntazy Il v Triticum aestivum, urcena progranom Geneid.
Primery boli navrhnuté pre gén skrobovej syntazy II Specifickej pre pSeni¢ny chromozém
7A. Kazdy z navrhovanych Specifickych primerov pre SSII-A gén sa navrhoval tak, aby
obsahoval aspoii jeden jedno-nukleotidovy polymorfizmus na 3' konci, ktory by odliSoval
sekvenciu 7A chromozomu od sekvencii homolognych subgenémov 7B a 7D. Sekvencie
homolégnych subgenémov boli ziskané z databdzy NCBI (AB201446, AB201447)
(Shimbata et al., 2005). Sekvencie jednotlivych homolognych chromozémov boli
porovnavané v programe BLAST (Altschul et al., 1990) pre identifikaciu polymorfnych
miest vhodnych pre dizajn primerov. Pre navrhovanie Specifickych primerov bol pouzity
program Primer3 v. 0.4.0 (Rozen et al., 2012). Dizka navrhovanych primerov bola
povolend v rozmedzi 14 az 24 nukleotidov a teplota topenia (Tm) bola stanovena na 60°C
+5°C. Dizka amplikonov bola povolena v rozpiti od 400 do 900 bazovych parov. Zoznam
vSetkych Specifickych parov primerov pre SSII-A gén je uvedeny v Tab.4, zvys$né

testované primery si uvedené V prilohe 1.

3.2.5 Polymerazova retazova reakcia (PCR)

Overenie Specificity primerovych parov sa uskutoc¢nilo pomocou polymerazovej
retazovej reakcie, kde bola k amplifikacii Specifickych produktov PCR pouzita teplota
anelacie danad vyrobcom primerov. V pripade ak doSlo k amplifikdcii neSpecifickych
produktov PCR, optimalna teplota nasadania primerov bola zistend pomocou
gradientovej] PCR alebo Touchdown PCR (Tab.4). PCR rekcie boli uskuto¢nené
v termocykléroch C-1000 Touch™Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) za nasledujiicich
podmienok: 1x pociatoéna denaturacia (95°C-5min) /34x denaturacia (95°C-30s),
anelacia (teplota podla jednotlivych primerov uvedena v Tab.3-30s), elongacia (72°C-

30s az 45s podla dizky amplikénov)/ a1x zaverena elongacia (72°C-7min). Pri
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gradientovej PCR teplota nasadania primerov bola v rozpéti od 53 do 62°C. V pripade
Touchdown PCR boli pouzité nasledovné podmienky: 1x (95°C-5min)/5x (95°C-30s,
69°C-30s, 72°C-40s), 5x (95°C-30s, 68°C-30s, 72°C-40s), 5x (95°C-30s, 67°C-30s,
72°C-40s), 5x (95°C-30s, 66°C-30s, 72°C-40s), 25x (95°C-30s, 65°C-30s, 72°C-40s), 1x
(72°C-7min). Celkovy objem PCR reakénej zmesi bol 20 pl. Jednotlivé zlozky reakcnej

zmesi su uvedené v Tab.3.

Tabulka ¢.3.: ZloZenie PCR reakénej zmesi

Zlozky PCR reakcie Koncentracia v reakcii
10x PCR pufor 1x
10uM Forward primer 1uM
10uM Reverse primer 1uM
10mM dNTPs 200pM
Taq polymeraza 1,2U
5x Cresol Red 1x
DNA 2 ng/ul
Deionizovana voda

3.2.6 Polyakrylamidova gélova elektroforéza

Uspesnost  amplifikdcie PCR bola overend pomocou elektroforézy na 4%
polyakrylamidovom géli. Polyakrylamidovd gélova -elektroforéza sa uskutocnila
vo vertikalnej aparatire Dual Adjustable Mega-Gel Kit C-DASG-400-50 (C.B.S.
Scientific, CA). Akrylamidovy gél bol polymerizovany medzi dvomi sklenenymi
tabul'ami s rozmermi 22x50 cm, z ktorych jedno je UV transparentné. UV transparentné
sklo  bolo silanizované pre  stabilizaciu  gélu  pouzitim  0,03% = 3-
methakryloxypropyltrimethoxysilanu v 1 ml 0,5% kyseline octovej v 96% ethanole. 4%
nedenaturujuci polyakrylamidovy gél obsahoval - 0,066% (w/v) APS, 0,073% (v/v)
TEMED, 0,5x TBE pufor, 4% zmes akrylamid:bisakrylamid v pomere 19:1 doplnenych
H20 na 150ml. Zmes bola vyliata medzi elektroforetické skld, medzi ktoré bol vloZeny
hrebienok. Gél polymerizoval 1 hod pri izbovej teplote. Po stuhnuti bol vybrany
hrebienok a gél bol vlozeny do elektroforetickej aparatary kde do katédovej a anddovej
vanicky bol naliaty 0,5x TBE pufor. Do pufru v anédovom priestore bolo pridanych
0,01% roztoku ethidium bromidu. Saturacia gélu ethidium bromidom prebehla 90 min pri

300 V. Po saturacii boli do jednotlivych jamiek na gél nanesené produkty PCR (5ul) a 60
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ng velkostného markeru, Gene Ruler™100 bp, Plus DNA Ladder (Fermentas, Litva).
Elektoforeticka separacia PCR produktov prebiehala 45-60 min pri 350 V, v zavislosti od
dizky delenych fragmentov. Po skondeni elektroforézy boli separované PCR produkty
vizualizované pomocou dokumenta¢ného zariadenia InGenius Bio Imaging (Syngene,

UK) a gél bol odfotografovany.

3.2.7 Preclistenie PCR produktu a sekvenovanie

Enzymatické precistenie vzniknut¢ého PCR produktu prebehlo pomocou
exonukledzy I (Fermentas, Kanada) a termosenzitivnej alkalickej fosfatazy (FastAP)
(Fermentas, Kanada), vd’aka ¢omu sa odstranili nespotrebované nukleotidy a primery.
Reakéna zmes na precistenie jedného PCR produktu mala celkovy objem 7 pl a
obsahovala 10-40 ng amplifikovanej DNA, 1 U exonukleazy I, 0,5 U FastAP a 1x PCR
pufor. Reak¢éna zmes bola inkubovana 37°C, 30 min a nasledne bola reakcia zastavena

inkubaciou 95 °C, 5 min.

Sekvenovanie precisteného PCR produktu sa uskuto¢nilo pomocou sekvena¢ného
kitu BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA).
Celkovy objem sekvenacnej reakénej zmesi bol 10 pl. Zlozenie reakénej zmesi pre
sekvenovanie: 1x sekvena¢ny pufor, 0,125 ul BigDye®, 0,875 ul BDX64 pufru, 10 uM
primeru (forward alebo reverse), 5-20 ng DNA a deionizovana H2O. Sekvenacna reakcia
prebiehala v termocycleri C-1000 Touch™Thermal Cycler (Bio-Rad, USA): 1x (98°C-
5min), 60x (96°C-10s, 50°C-5s, 60°C-4min). Ziskané produkty sekvenacnej rekcie boli
precistené na robotickej stanici Biomek® NX” (Beckman Coulter, USA). Vyhodnotenie
produktov sekvenacnej reakcii bolo vykonané pouZitim 3730x] DNA analyzatoru

(Applied Biosystems, USA).

3.2.8 Spracovanie ziskanych dat

Vystupy z dokumenta¢ného zariadenia InGenius Bio Imaging (Syngene, UK) boli
upravené v programe Adobe Photoshop CS5 v. 12.2 x 64 a vyhodnotené manualne.
Analyza sekvencii produktov PCR jednotlivych jedincov testovacej populacie bola
vykonana pomocou programu Chromas v. 2.5.1 (Chen, 2001). Na zaklade udajov z
chromatogramu boli vysledné sekvencie spracované v Microsoft office word 2013 do
FASTA formatu a prenesené do MEGAG6 programu (Koichiro et al., 2013), kde boli

jednotlivé sekvencie porovnavané.
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4.  VYSLEDKY

4.1  Anotacia génu Skrobovej syntazy II pre 7A chromozom (SSII-A gén)
Predikcia génu Skrobovej syntazy II prebehla za pouzitia referencnej genomickej
sekvencie Triticum aestivum kultivaru Chinese spring pre 7A chromozém
(nepublikované vysledky) v oblasti pseni¢ného SSII génu. Sekvencia bola analyzovana v
dvoch predikénych programov Fgenesh (Salamov et al., 2000) a Geneid (Parra et al.,
2000). Vystupom u oboch programov bola webova stranka zobrazujica poziciu Start
kodonu, stop kodonu a ostatnych exonovych oblasti. V porovnani s Geneidom, Fgenesh
program urcil aj miesto pociatku transkripcie a polyA signal. Fgenesh program uréil gén
s dizkou 4163 a9 exénovymi oblastami. Miesta $tart a stop kodonu uréené Fgenesh
programom sa nezhodovali s porovnavanou sekvenciou mRNA SSII-A  génu
nachadzajicou sa v databaze NCBI (AJ269503) (Gao a Chibbar, 2000), a preto bol
pouzity druhy predikény program Geneid. Uréené pozicie Start, stop kodonu a miest
zostrihov podl'a Geneid programu sa zhodovali s MRNA sekvenciou SSII-A génu (Gao
a Chibbar, 2000) a preto boli pouzité v tejto diplomovej praci. Anotovany pSeni¢ny gén

Skrobovej syntazy Il ma velkost’ 6652 bp a obsahuje 8 exonov.

4.2.  Navrhovanie Specifickych primerov

K navrhovaniu S$pecifickych primerov bola vyuzitd ziskand sekvencia génu
Skrobovej syntazy II v Triticum aestivum. Primery boli navrhované tak, aby boli
$pecifické pre kratke rameno 7A chromozému. Specificita bola dosiahnuta tak, Ze aspoi
jeden z parov navrhovanych primerov obsahoval polymorfizmus medzi sekvenciou SSII
génu na 7AS chromozdéme a sekvenciami na 7BS a 7DS chromozémoch v rozmedzi 1 az

6-nukleotidov (obr.6) Celkovo bolo navrhnutych 82 parov primerov.

TAS ACCGLCCCCGOGCT T T----GCGAGGTGTGGCLGLG
TBS AACGGAACGGCTGC GAGCAGTGGCCGCG
DS AACGGAACGGCTGC GAGCTGTGGCGGCEH

Obr.6 Priklad navrhovania geném Specifickych primerov

Sekvencia paru primerov AMY F79 a AMY_ R79 na 7AS chromozdme spolu s odpovedajicimi
sekvenciami na homoldégnych ramenach 7BS a 7DS. Farebne vyznacené nukleotidy oznacuju

polymorfizmus medzi jednotlivymi homolognymi subgenomami
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4.3  Overenie Specificity navrhnutych primerov

Specificita navrhnutych primerov bola overovana pomocou PCR reakcie.
V pripade, ked’ doslo k amplifikacii neSpecifickych produktov PCR pochadzajucich z
homolégnych subgendémov 7BS a 7DS alebo z inych oblasti DNA psenice pri teoreticke;j
anelacnej teplote, bola PCR s takymito primermi optimalizovana pomocou gradientove;j
alebo touchdown PCR (Obr.7). Specificky PCR produkt pre SSII gén zo 7A chromozému
poskytlo 13 parov primerov (Tab.4) (Obr.8), z toho na sekvenovanie SSII-A génu bolo

vyuzitych 10 parov primerov (Tab.4), zameranych na kodujice oblasti.

62 61,5 60,5 58,7 56,6 54,8 53,6 53 °C
K M

..... T Y VR e ey by et ey

=1 <« 1000p

Y . s00bp

Obr.7 Optimalizacia Specificity primerov pomocou gradientovej PCR

Gradientova PCR pre optimalizovanie anelacnej teploty u paru primerov AMY F74 a
AMY_ R72. Elektroforetogram 4% polyakrylamidového gélu zobrazuje produkty PCR, ktora
prebiehala pri réznych teplotach nasadnutia primerov (Tm), pouzita bola kontrolna vzorka
Triticum aestivum cv. Chinese spring. Vysledna pouzita optimalna teplota bola 55°C. K-kontrola,
M-velkostny marker 100
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Tabulka ¢.4.: Zoznam Specifickych parov priemerov pre gén Skrobovej syntazy I1
Z chromozomu 7A

Oznadenie Sekvencia 5'-3' Optimalna | Di’ka PCR
Tm (°C) produktu (bp)

AMY_F81 AACAAATGAAAACGGGAGAAAA c8.7 866

AMY_R81 TTGCAGAATCCACGTGAAGA '

AMY _F74 ACTCCCGCTGCCACCA

AMY_R72 GCGCGCCACCTTCC > 1089

AMY_F51 CGAGATCAGCTCACGAATTG

AMY_R51 GCTCCTCGAAGCCAATGTAT o1 606

AMY_F52 ATCGTCGAAGAAGCTCCAAA

AMY_R52 CGGATCTACAGGGCAGGTAA o1 708

AMY_F4 TGCAGGCTTTCACTTAACTCTG

AMY_R4 CAATTGGGATGACTGCAGAA 61 066

AMY _F5 CATTTCCGGTTAATGGTTGC

AMY _R5 GGAGCGTCAATGAACACAAA > 060

AMY _F67 CAATCAAAGGGGAGCTGAAA

AMY_R7 GCGATGTAGGCACGGTCTAA 61 1186

AMY_F7 GCGCATTGATTTTGGAAATA

AMY_R7 GCGATGTAGGCACGGTCTAA > 621

AMY _F11 CTCTTGTCATTTCCCCCTCA

AMY_R11 GACCTAAAGTCAGGTCCATGC 00 058

AMY_F12 ATCCGACCCGAATCATCATA 60 662

AMY_R12 CCAACACATAGCGCAATCAA

AMY F13 GTCACATCAACGTGCAGAGC

AMY R13 GAAACCCACCGGCATCTAT 60 654

AMY_F14 GGTCCAGCTAACGCCATTT e35 1049

AMY_R15 ATGATCTCCACGCCCTTCT ’

AMY _F16 TCGACAACATGGAGTGGAAC 61 683

AMY_R16 GACGTCCTCGTAGAGCTTGG

* ’ r r . . ~elr . , , . , ,
zvyraznené pary primerov boli pouzité pri sekvenovani SSII-A génu v diverznych vzorkach
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Obr.8 Diagram SSII-A génu

Diagram SSII-A génu s vyznacenymi poziciami primerov a SNP. Sivé oblasti predstavuju oblasti
exonov, Cierne zvislé Sipky znazoriuji SNP v diverznych vzorkach druhu T. aestivum a sivé
Sipky SNP v druhej testovacej populacie kultarnych psSenic. 1) AMY_F81; 2) AMY_R81,; 3)
AMY_F74; 4) AMY_R72; 5) AMY_F51; 6) AMY_R51; 7) AMY_F52; 8) AMY_R52; 9)
AMY_F4; 10) AMY_R4; 11) AMY_F5; 12) AMY_R5; 13) AMY_F67; 14) AMY_F7; 15)
AMY_R7; 16) AMY_F11; 17) AMY_R11; 18) AMY_F12; 19) AMY_R12; 20) AMY_F13; 21)
AMY_R13; 22) AMY_F14; 23) AMY_R15; 24) AMY_F16; 25) AMY_R16; A) SNP(T za C);
B) SNP(G za A); C) SNP(C za G); D) SNP(C za G); E) Inzercia(A); F) Delécia(G); G) SNP(G
zaA); H) SNP(C zaT); I) SNP(A za G)

4.4  Identifikdcia polymorfizmu v SSI1-A géne medzi testovacimi liniami

K identifikacii polymorfnych oblasti SSII-A génu bola pouzita kolekcia 16
diverznych linii pSenice vratane vzdialenych pribuznych Triticum militinae a Triticum
durum (kultivar Langdon). U tychto vzdialenych pribuznych neboli primery
AMY_F74/AMY-R72 pouzité, pretoze dochadzalo k amplifikacii aj nesSpecifického
produktu (Obr.9). PCR produkty z ostatnych linii mali pozadovanu dizku.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 LDNCSTM K

Obr.9 PCR pre primerovy par AMY_F74 a AMY_R72 v 4% PAA géli

Elektroforetogram zobrazuje priklad amplifikacii DNA jednej oblasti SSII-A génu pomocou
vybranych priemerov testovanych na diverznych vzoriek. V pripade TM aLDN doslo k
amplifikacii aj neSpecifického produktu, preto tento par priemerov na danych vzorkach nebol
pouzity. 1-16-Triticum aestivum, LDN-Triticum durum Langdon, CS-Triticum aestivum Chinese
Spring, TM-Triticum militinae, K-kontrola, M-vel’kostny marker 100
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Vsetky exdénové oblasti vratene niektorych intrénovych oblasti a jednej
promoétorovej oblasti génu Skrobovej syntazy II boli osekvenované zo vsetkych
diverznych vzoriek. Vynimkou bola len oblast’ prvého exonu, cca 300 bp, zahriiujaca par
primerov AMY F74/AMY R72, pri ktorej bol vysledny band zloZeny z viac nez jedného
produktu. U primeru AMY R72 doslo k osekvenovaniu oblasti dlhej cca 101 bp,
neprislichajucej k SSII génu na 7A chromozoéme, ale bola identifikovana ako oblast’
chromozému 3BS psenice. Z toho vyplyva, Ze par primerov AMY F74/AMY_ R72 nebol
Specificky pre pozadovanu oblast’” SSII-A génu a viazal sa na viac ako jednu oblast’
gendmu.

Analyzou sekvencii SSII-A génu V diverznych vzorkiach bola odhalena
pritomnost’ 7 jedno-nukleotidovych polymorfizmov. Bola zistena tranzicia, transverzia,
inzercia a delécia. PCR produkty, ktoré obsahovali jedno-nukleotidové polymorfizmy
boli poskytnuté 3 parmi primerov - AMY_F81L/AMY_R81, AMY_F67/AMY_F7
a AMY_F7/AMY_R7 (Tab.5).

V styroch diverznych vzorkach, atiez u Triticum militinae a Triticum durum
Langdon bola po analyze sekvencii zistena oblast zmesnych signalov s diZkou cca 76 bp
V ramci paru primerov AMY_ F5/AMY_RS3, ktora sa nachadza v oblasti tretieho intrénu
(Obr.10).

Tabul’ka ¢.5.: Charakterizacia polymorfizmu v diverznych vzorkach v SSI1-A géne

Nazov paru primerov Typ Oblast’ Pocet linii
polymorfizmus polymorfizmu obsahujucich SNP v
16 vzorkach

AMY_F81/AMY_R81 SNP (T za C) prométorova oblast’ 15
SNP (G za A) 2
SNP (C za G) 15
SNP (C za G) 15
Inzercia (A) 1
AMY_F67/AMY_R7 Delécia (G) intrén 6 15
AMY_F7/AMY_R7 SNP (G za A) intrén 7 15
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Obr.10 Chromatogram zobrazujici zmesnt sekvenciu

Sekvencia oblasti primerov AMY_F5/AMY_R5 v CHROMAS programe zobrazujtca oblast’
zmesnych signalov nachadzajtcich sa od cca 1836 bp do 1912 bp v SSII-A géne v 6 vzorkach.

Na zaklade vyslednych sekvencii SSII-A génu v diverznych vzorkach bola
osekvenovana oblast’ druhého exénu SSII-A génu pre zistenie miery diverzity v 384
kultarnych pSeniénych liniach. Tato oblast bola amplifikovana z primerov
AMY_F51/AMY_R51. V ramci populacie kultirnych pSenic bola identifikovana nizka
miera variability predstavujica 2 jedno-nukeotidové polymorfizmy len v 6 liniach
(Tab.6). Zistené tranzicie predstavovali tiché mutacie, ktoré nesposobili ziadnu zmenu

v aminokyselinovej sekvencii (Obr.11).

1 2
a) ccggcaccgAGGCAGGACGCCGCC a) ccggcaccgAGGCAGGATGCCGCC
b) RGGCAGBACGCCEED b) RGGCAGBATGCCEER
I 2 3. 45 T 2|34 5
) Arg GlIn Asp Ala Ala ) Arg Gin Asp Ala Ala
D
a) acccagaacAGAGTACCAGTGAAC a) acccagaacAGAGTACCGGTGAAC
]
b) TAGEAGTGRAG b) RGAGT TGAAG
T 2::3 48 r 2|34 :5
) Arg Val Pro Val Asn ) Arg Val |Pro| Val Asn
m

Obr.11 Zobrazenie jedno-nukleotidového polymorfizmu

Zobrazenie tichych mutacii v oblasti druhého exénu SSII-A génu ohranicujlicej parom primerov
AMY_F51/AMY _R51 v druhu Triticum aestivum. 1) zobrazuje referenénti genomicku sekvenciu
T. aestivum kultivaru Chinese spring; 2) zobrazuje ziskant sekvenciu v testovacich vzorkach; I)
zobrazuje na 3. kodone v 3. pozicii tranziciu cytozinu za tymin, priCom nedochadza k zmene
aminokyseliny asparagovej; 1) zobrazuje na 3. kodone v 3. pozicii tranziciu adeninu za guanin,

pricom nedochadza k zmene aminokyseliny prolinu
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Tabul’ka €. 6.: Charakterizacia polymorfizmu oblasti druhého exénu

Nazov paru Typ Oblast’ Pocet linii
primerov polymorfizmus polymorfizmu obsahujucich SNP v
384 vzorkach
AMY_F51/AMY_R51 SNP (CzaT) exon 2 3
SNP (A za G) 3

V pripade linie Triticum durum Langdon bola po analyze sekvencii odhalena
jedna substitacia pri porovnani so sekvenciou linie Triticum aestivum. Zamena guaninu
za adenin bola zistena v tretej intronovej oblasti a preto nemala vplyv na expresiu SSII-
A génu. Porovnanie sekvencii SSII-A génu druhu Triticum aestivum s druhom Triticium
militinae ukazalo viacpocetné zmeny oproti porovnaniu s druhom Triticum durum
Langdon. V Triticum militinae bolo identifikovanych 48 zmien v sekvencii SSII génu,

z toho 43 zmien v intréonovej oblasti a 5 zmien v exénovej oblasti (Tab.7).

Tabul’ka €. 7.: Charakterizacia zmien sekvencie SSII-A génu v TM

Nazov paru primerov Typ zmeny Oblast’ zmeny
AMY_F51/AMY_R51 AzaG exon 2
CzaT
AMY_F52/AMY_R52 Delécia (2bp) intrén 3
AMY_F4/AMY_R4 Tranzicia — 2X intrén 3
AMY_F67/AMY_R7 AzaC exon 5
Tranzicia — 4X intrén 5
Transverzia — 1x
Tranzicia — 8x intrén 6
Transverzia — 7x
Delécia — 4x (1bp az 6bp)
Inzercia (2bp)
AMY_F7/AMY_R7 TzaA exon 7
GzaT
Tranzicia — 12x intrén 7
Transverzia — 2x
Inzecia (105bp)
Delécia (6bp)
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Z piatich zmien v kodujacich oblastiach SSII-A génu druhu T. militinae len dve z
nich mali za nasledok zmenu aminokyseliny vo vyslednom proteine (Obr.12). V prvom
pripade doslo k zdmene cysteinu za tymin, Ccoho vysledkom bola zdmena aminokyseliny
prolinu za serin. V druhom pripade doSlo k zmene adeninu za cytozin. Tato zamena

sposobila zamenu aminokyseliny izoleucinu za leucin.

1. 2.
a) agaacAGAGTACCAGTGAAC a) agaacAGAGTAiGGTGAAC
b) EGAGTAGEAGTGRAE || b) BGAGTASEGGTGRAT
1 2 3 4 5 1 21345
c) Arg Val Pro Val Asn c) Arg Val|Pro|Val Asn
)
a) gtgacAAGGCGCCGGAGTCC a) gtgacAAGGCGTCGGAGTCC
b) BAGGCGEEEGAGTER b) BAGGCGTEEGAGTEE
1 2 3 4 5 1 23|45
) Lys Ala Pro Glu Ser <) Lys Ala [Ser|Glu Ser
m
a) ttgacGCTCCTATCTTCCGA a) ttgacGCTCCTCTCTTCCGA
b) BCiccTATETTCEEA b) Beic CGA
12 345 12|34 5
c) Ala Pro lle Phe Arg c) Ala Pro|Leu|Phe Arg
i)
a) gtCCTTGGCACGTTCCA a) gttCCATGGCACGTTCCA
b) EGiTGoEAGGTIEEA || b) GGEAGGTTEEA
12 3 4 5 112 3 4 5
c) Pro Trp His Val Pro c) Pro|Trp His Val Pro
)
a) tacatAACATCGCGCACCAG a) tacatAACATCGCTCACCAG
b) BACATCGEGCACEAG b)
1 2 3 4 5
c) Asn lle Ala His Gln ) Asn lle Ala|His GIn
V)

Obr.12 Zobrazenie zmien v SSII-A géne v T. militinae v kodujucich oblastiach
V porovnani s druhom T. aestivum

1) zobrazuje referenénu genomicku sekvenciu T. aestivum kultivaru Chinese spring; 2) obdiznik
zobrazuje sekvenciu druhu T. militinae; 1) zobrazenie zmeny na 3. koddne v 3. pozicii adeninu za
guanin, pricom nedochadza k zmene aminokyseliny prolinu; 1) zobrazenie zmeny v 3. kodone
Vv 1. pozicii cysteinu za tymin, pricom dochadza k zmene aminokyseliny prolinu za serin; I11)
zobrazenie zmeny adeninu za cystein v 1. pozicii v 3. kodone, pricom dochadza k zmene
aminokyseliny izoleucinu za leucin; 1V) zobrazenie zmeny v 1. kodéne v 3. pozicii tyminu za
adenin, pricom nedochadza k zmene aminokyseliny prolinu; V) zobrazenie zmeny v 3. kodone

Vv 3. pozicii guaninu za tymin, kedy nedochédza k zmene aminokyseliny alaninu
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45  Porovnanie SSII génu medzi jednotlivymi subgenomami 7AS, 7BS a 7DS
Porovnavanie kodujucich sekvencii prebehlo na zaklade mRNA sekvencii
dostupnych v databaze ENA (http://www.ebi.ac.uk/ena), kde podl'a Shimbata et al.
(2005) mRNA wSs2a-2 génu (AJ269503) (Gao a Chibbar, 2000) predstavuje kodujucu
sekvenciu génu SSII-A, mMRNA wSs2a-3 génu (AJ269504) (Gao a Chibbar, 2000)
predstavuje kodujucu sekvenciu génu SSII-B a mMRNA wSs2a-1 génu (AJ269502) (Gao
a Chibbar, 2000) predstavuje kodujicu sekvenciu génu SSII-D. Vysledky ukazali
priemerna mieru polymorfizmu medzi jednotlivymi homolégnymi subgendémmi. Identita
sekvencii bola vo vSetkych pripadoch viac ako 95%. Pri porovnani mRNA sekvencii
SSII-A génu a SSII-B génu bolo zistenych 99 substitucii, 6 jedno-nukeotidovych inzercii
a9 delécii v rozmedzi 1 az 11 nukleotidov. V pripade porovnania mRNA sekvencii SSII-
A génu a SSII-B génu bolo zistenych 95 substitucii, 2 jedno-nukleotidové inzercie a 10
delécii v rozmedzi 1 az 11 nukleotidov. Z porovnania mRNA sekvencii SSII-B génu
a SSII-D génu bolo identifikovanych 103 jedno-nukleotidovych substitucii, 3 inzercie

Vv rozpiti 1 az 3 nukleotidy a 6 delécii v rozmedzi 1 az 11 nukleotidov.
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6. DISKUSIA

Na biosyntéze Skrobu sa podiel’a nickol’ko druhov enzymov. Jednym z nich je aj
Skrobova syntaza II, ktora je v pSenici zapojena do syntézy amylopektinového retazca.
Nepritomnost' enzymu SSII v rastlinnych druhoch ma za nasledok zmenu pomeru
hlavnych zloziek skrobu, a to zvysenie podielu amylozy (Yamamori et al., 2000). V ramci
tejto prace bola uskutocnena charakterizacia pSenicného génu Skrobovej syntazy II
Z pSeni¢ného chromozému 7A s cielom ziskat’ predstavu o diverzite tohto génu v rdmci
Slachtitel'skych materidlov a odvodit’ molekularny marker.

Ako prvy krok bol SSII-A gén anotovany s ohl'adom na nové zdroje sekvencii
(IWGSC, 2014). Pre istotu bola anotacia uskuto¢nena v dvoch predikénych programoch
Fgenesh (Salamov et al., 2000) a Geneid (Parra et al., 2000). Predikcia génu programom
Fgenesh sa nezhodovala so sekvenciou mMRNA SSII-A génu nachadzajicou sa v databaze
NCBI (AJ269503) (Gao a Chibbar, 2000). Nukleotidova sekvencia cDNA klonu pre
SSII-A gén urcena podl'a Gao a Chibbar (2000) sa na 95% zhodovala so pSenicnym SSII-
A génom popisanym z predchadzajucej stadie podla Li et al. (1999), a preto bola pouzita
ako porovnavacia sekvencia pri anotacii. Sekvencia génu urcena programom Fgenesh
mala uréené pozicie Start a stop kodonu o niekol'ko nukleotidov skér v porovnani
s porovnavanou sekvenciou, a to pri Start kodone o 985 nukleotidov a pri stop kodone
0 3473 nukleotidov. Celkovo bol predigovany gén urceny Fgenesh programom kratsi
02488 nukleotidov a mal 16 =zostihovych miest, zktorych 12 sa zhodovalo
s porovnavanou sekvenciou. Na zaklade odlisnych vysledkov Fgenesh s mMRNA
sekvenciou SSII-A génu (Gao a Chibbar, 2000) bol pouzity tiez program Geneid.
Vysledky ztohto programu sa zhodovali s MRNA sekvenciou SSII-A génu (Gao
a Chibbar, 2000), a takisto so sekvenciou SSII-A génu, ktora stanovili vo svojej §tadii
Shimbata et al. (2005), a preto bola predikcia z Geneid programu pouzita na anotaciu
pSeni¢ného SSII-A génu. VSeobecne plati, Ze kodujica oblast DNA byva bohatSia na
cytozin a guanin kvoli termostabilite DNA (Bernardi, 1989). Exonové sekvencie
anotovaného SSII-A génu boli oblasti bohatSie na cytozin a guanin (63%) Vv porovani so
sekvenciami intronov (39%), ¢o podporuje spravnost’ vyberu kodujucej sekvencie.
U eukaryotickych genémov je skutocnych ORF (otvoreny citaci rdmec) vel'mi malo
V porovnani s moznymi kombinaciami §tart a stop kodonov (Burge a Karlin, 1997). Dizka
génov je variabilnej$ia nez u prokaryot a véac¢sina eukaryotickych génov moze obsahovat’

intrény, ktoré mozu posuvat ORF pri priamom ¢itani, v désledku ¢oho moézu byt

45



pravdepodobné rozne varianty génov (Boue et al., 2003) ako v pripade aj SSII-A génu.
Vdaka alternativnym zostihom teda mdézeme ziskat’ r6zne varianty génov a preto sa neda
uplne vylucit' ani funkénost” génu uréen¢ho Fgenesh programom. NajlepSie overenie
anotacie predstavuje laboratorny experiment, pri ktorom sa osekvenuje molekula RNA
pritomna v zivych bunkach. Zisti sa tak, ze dany gén je v bunke aktivny, preklada sa do
RNA a ktoré varianta sa preklada.

SSII gén z gendmu A pSenice je pokladany za variantu génu s najvacsim
prispevkom k variabilite tohto znaku (Yamamori a Endo, 1996), preto bolo potrebné
navrhnit’ primery Specifické pre tento genom. Navrhovanie 7A Specifickych primerov
bolo mozné¢ vdaka porovnavaniu ziskanej sekvencii génu Skrobovej syntazy II
v referenénej genomickej skevencii Triticum aestivum kultivaru Chinese spring
(nepublikované vysledky) asekvencidm homoldgnych subgendémov SSII  génu
dostupnych v NCBI databaze (AB201446, AB201447) (Shimbata et al., 2005).
Uspesnost $pecificity navrhnutych primerov predstavovala 48% (Tab.4). Zo $pecifickych
primerov pre sekvenovanie SSII-A génu bolo vyuzitych 10 parov primerov (Obr.8)
(Tab.4), ktoré pokryvali takmer cely gén a ¢ast’ promotora. Nizka GispeSnost’ navrhovania
Specifickych primerov bola pravdepodobne spdsobena nizkou mierou polymorfizmu
medzi homoloégnymi subgenéomami. Identita sekvencii predstavovala viac ako 95%,
v dosledku ¢oho ¢asto dochadzalo k amplifikacii neSpecifického produktu. Najvacsi
podiel na nizkej Gspesnosti mala oblast’ prvého exénu SSII génu, ktoru sa nepodarilo
osekvenovat’ napriek pouzitiu 13 parov primerov. Z vyslednych PCR amplifikacii a Casti
osekvenovanej pomocou primeru AMY R72, ktora predstavovala oblast’ chromozému
3BS pSenice mozno predpokladat’, Ze oblast’ prvého exonu ma repetitivny charakter
a preto nie je jednoduché ju osekvenovat’. V §tadii Shimbata et al. (2005), z ktorej boli
pouzité dva pary primerov pre dant oblast’, pri ktorych takisto dochadzalo k amplifikécii
aj nespecifického produktu, pouzili metodu subklonovania, kedy sa PCR produkt
zaklonuje do plazmidového vektora, vd’aka ¢comu je mozné oddelit’ jednotlivé amplikony
Z homolognych subgendmov. V ramci tejto diplomovej praci nebolo mozné vykonat’ tuto
metddu z Easovych dovodov. Celkové dizka amplifikovanych PCR produktov pomocou
13 $pecifickych parov primerov (Tab.4) pre SSII-A gén pokryvala 88% SSII-A génu.
Dosiahnutd hodnota je vysSia v porovnani s hodnotou z predchddzajicej stadii Huang
a Bralé-Babel (2010), ktora sa zameriavala na vyvoj genom-$pecifickych primerov pre

homoldogne SS-II gény v alopolyploidnych pseniciach, kde celkova dizka
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amplifikovanych PCR produktov predstavovala 61,6% SSII-A génu. V tejto $tadii okrem
inych oblasti takisto nebola amplifikovana oblast’ prvého exénu SSII-A génu.

Analyzou sekvencii SSII-A génu v diverznych vzorkach druhu T. aestivum bolo
zistenych 7 jedno-nukleotidovych polymorfizmov v nekdédujucich a mimogénovych
oblastiach SSII-A génu a preto nemali vplyv na Struktaru vysledného proteinu. Pri 4
diverznych vzorkach druhu T. aestivum, a tiez tetraploidnych druhoch T. militinae a T.
durum Langdon od cca 1836 bp do 1912 bp v oblasti tretieho intrénu SSII-A génu bola
zistena oblast’ zmesnych signalov (Obr.10). Pri¢inou vzniku zmesnej sekvencie mohla
byt nedostato¢na Specificita primerov alebo duplikdcia tejto oblasti. V tychto
sekvenciach bola identifikovana mutacia, sposobujica posun Citacieho ramca, pri ktorej
na zaciatku bola ziskana ¢ista sekvencia az do bodu mutacie, kedy sa objavili zmesné
signaly. Pri tejto mutacii dochadzalo k amplifikacii PCR produktov o rovnakej dizke,
ktoré nebolo mozné odhalit’ elektroforetickou separaciou PCR produktov. Képie PCR
produktov pochadzali s najvdc¢Sou pravdepodobnost'ou z homoldégnych subgendémov,
v ktorych sekvencie sa menili len v urcitej oblasti. Uréenie, ¢i ide o kopie génu z jedného
gendému alebo z homoldgnych genémov by mohlo byt urobené pomocou triedenia
chromozomov skupiny 7 a amplifikdcia z chromozom Specifickych DNA. V sti¢asnosti
je mozné triedit’ takmer vsetky chromozémy pSeni¢ného genému pomocou metddy
FISHIS (Giorgi et al., 2013).

Na zéaklade vysledkov sekvenovania SSII-A génu v diverznej populacii
pSeni¢nych linii bola oblast’ exonu dva vybrata pre testovanie diverzity tohto génu v ramci
Slachtitel'skych materidlov. AvSak bola pozorovana len vel'mi nizka miera polymorfizmu.
Zistené polymorfizmy predstavovali synonymické mutacie, ktoré¢ nemaji Ziadny vplyv
na polypeptidovy retazec (Obr.11). Dal§im problémom je, Ze polymorfizmus bol
pozorovany len v 1,6% linii. Pri¢inou mdze byt obmedzena diverzita Sl'achtitel'skych
materialov v dosledku intenzivneho $lachtenia (Feuillet et al., 2007).

Najpocetnejsie genetické variacie v sekvencii SSII-A génu boli pozorované pri
porovnani referen¢nej genomickej sekvencii hexaploidného druhu T. aestivum
s tetraploidnym druhom T. militinae. Zmeny v exonovych oblastiach v dvoch pripadoch
predstavovali variant meniaci zmysel informacie v kodujucej sekvencii DNA, ktory
rovnako meni aj sekvenciu polypeptidového retazca (Obr.12). V prvom pripade doslo
k zamene aminokyseliny prolinu za serin. Zatial’ ¢o aminokyselina prolin ma hydrofobny,

nepolarny aromaticky postranny retazec, serin je alifatickd hydroxyaminokyselina s
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hydrofilnym, poldrnym zvySkom, takze touto zmenou mdze dojst’ k zamene funkcie
proteinu. V druhom pripade bola zistend zamena aminokyseliny izoleucinu za leucin.
Aminokyseliny izoleucin a leucin su aminokyseliny s podobnymi vlastnost'ami, obe maji
nepolarny alkylovy a hydrofébny zvysSok, teda vlastnosti a Struktura vytvaraného
polypeptidu sa dosledkom tejto zmeny s najvacSou pravdepodobnost’ou vyrazne nezmeni.

V pripade d’alSicho tetraploidného druhu T. durum kultivaru Langdon bola zistena
len jedna substitucia v intronovej oblasti, ktora pravdepodobne nemala vplyv na expresiu
SSII génu. Podobné vysledky boli uvedené aj v stidii Huang a Brlé-Babel (2010), ktori
zistili velmi vysoka identitu SSII génu v homolognych A gendomoch medzi durum
a hexaploidnou pSenicou. Vyrazné rozdiely v sekvenciach SSII-A génu pri porovnani
hexaploidného druhu T. aestivum s tetraploidnym druhom T. militinae oproti porovnaniu
s tetraploidnym druhom T. durum Langdon mohli byt spdsobené rozdielnym vyvojovym
predkom jednotlivych druhov. T. aestivum aT. durum maju spolo¢ného predka T.
turgidum (nazyvant tiez ,,Emmer* pSenica s genomom AABB) (Luo et al., 2007), a preto
sa daji ocakavat’ blizke vztahy medzi chromozémami. Na druhej strane T. militinae
vznikla z T. timopheevii (geném A'A'GG). Timopheevii p3enice vznikli pravdepodobne
Vv izolacii od beznej T. turgidum (Jiang a Gill, 1994), pri¢om doslo k urcitej diferenciacii
A genoému T. timopheevii v porovnani s A genomom polyploidnych pSenice a dokonca sa
predpoklada, Zze hybridy medzi T. timophevii aT. turgidum sa sterilné
(http://www.fao.org/3/a-y4011e/y4011e07.htm). Pretoze tetraploidny druh T. militinae
vznikol nezévisle na ,,Emmer* pSeniciach, mohol by sa stat’ zdrojom variability pre gén
SSII-A. Prenos genetickej informacie z T. militinae do T. aestivum bol uz v minulosti
uspesny (napr. Jakobson et al., 2006). Bolo by zaujimavé zistit, ¢i introgresia Casti
chromozomu 7A (Jakobson et al., 2012) zahrna aj lokus génu SSII-A a ¢i to ma vplyv na
zlozenie Skrobu v zrnach tejto introgresnej linie. Sekvencie ziskané v tejto praci su
vhodnym markerom pre testovanie takéhoto prenosu.

Z analyz sekvencii bola zistend nizka miera polymorfizmu medzi testovanymi
kultarnymi pSenicami druhu T. aestivum, ¢o dokazuje, ze SSII gén pre 7A chromozoém je
vysoko konzervovany, a nie je vhodny pre tvorbu diagnostickych markerov vyuziteI'nych
v §lachteni beznych kultirnych pSenic. Okrem introgresie z pribuznych pSenic je
mutagenéza dalSou moznostou na zvySenie genetickej variability. Najsl'ubnejSiu
muta¢nu metodu predstavuje TILLING (cielené indukované lokalne mutacie v genome)
metoda (Henikoff et al., 2004), ktora je zalozena na chemickej mutagenéze gendomu
rastlin s pouzitim chemickych mutagénov (napr. EMS, azid sodny, atd’.), ktorymi je
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mozné indukovat velkll hustotu bodovych mutécii. Pouzitim citlivych technoldgii
vysokokapacitného genotypovania je mozné detegovat mutcie cielovych génov.
TILLING metoda je vhodna pre akykol'vek organizmus, ktory moéze byt silne
mutagenizovany a V porovnani s inymi metédami st naklady a ¢as pri tejto metode ovela
niz8ie (Slade a Knauf, 2005). Tato metdda je zvlast vyhodna pre plodiny ako je pSenica,
nakol’ko polyploidia umoznuje vysoku hustotu mutacii. V studii Sestili et al. (2009)
pomocou mutagenézy vytvorili nové alelické varidcie SSII génu v hexaploidnej pSenici
kultivaru Cadenza. V tejto studii vyuzili TILING metodu, pomocou ktorej v SSII géne
indukovali niekol’ko jedno-nukleotidovych substitiucii, predcasny stop kodon
a aminokyselinové substitucie. Pomocou SDS-PAGE analyzy mutagenizovanych linii
SSII enzymu potom identifikovali linie s uplnou stratou koédovaného proteinu v désledku
zavedenia pred¢asného stop kodonu alebo mutacie v mieste zostrihu, ktora moze sposobit’
stratu exonu. TILLING metodu vyuzili aj v $tadii Dong et al. (2009), v ktorej dokazali,
7ze HRM (Hight resolution melting) analyza kombinovana s mutaciou Surveyor® je
dostatocne citliva na detekciu jedno-nukleotidovych substittcii v PCR amplikone, ktory
obsahuje produkt zo vSetkych troch homolégnych subgenémov. Metoda bola testovana
v TILLING populacii hexaploidnej pSenice kultivaru Ventura oSetrenej EMS, u ktorej
genotypovanie prebehlo v koncovej karboxylovej doméne SSII génu. Hogg et al. (2013)
vo svojej §tadii uskutoénili mutagenézu $krobovej syntazy II pomocou chemického
mutagénu EMS. Skrizili linie T. durum s deléciou v prvej exénovej oblasti SSII géne
Sliniou T. durum odrody Mountrail a ich potomstvo oSetrili EMS. Z dvojitych
mutantnych linii zistili v dosledku indukovanych mutécii zvySenie obsahu amylozy
0 15% v Skrobovych zrnach.

Expresia génu moze byt’ ovplyvnena aj pomocou epigenetickych zmien (Wolffe
a Matzke, 1999). Epigenetické zmeny reguluju expresiu génu reverzibilnymi
kovalentnymi modifikaciami DNA, RNA alebo proteinov bez zmeny poradia nukleotidov
alebo aminokyselin. Epigenetické zmeny su dedi¢né a ovplyviiuju tak fenotyp bez zmeny
genotypu (Wolffe a Matzke, 1999). Medzi epigenetické zmeny patri DNA metylacia
a modifikacia histonov (Holliday, 1987; Li, 2002). DNA metylacia znamena prenos
metylovej skupiny zo substratu S-adenozyl-metioninu na pyrimidin cytozinu v pozicii 5'
za vzniku 5-metylcytozinu. Prenos metylovej skupiny zabezpecuje skupina enzymov
nazyvana DNA metyltransferazy. Tato ¢ast DNA je nasledne nepristupnd pre RNA
polymerazu, a teda informacia kodovana na tomto Giseku nemoze byt’ exprimovana (Rohlf

et al., 2012). Za modifikaciu histonov st zodpovedné deje, ktorych vysledkom je aktivny

49



chromatin a zarad'ujeme k nim acetylaciu, fosforyldciu, metylaciu a ubikvitinaciu
histonov (Allfrey et al., 1964). Dvojzavitnica DNA je v bunke omotana okolo bielkovin
nazyvanych histony. Aby sa nejaky gén mohol prejavit, musi sa obmotanie uvolnit’, aby
bol prislusny tisek DNA pristupny pre iné proteiny. Tie zabezpecia funk¢énost’ génu tym,
ze sa DNA prepiSe do RNA. Ak st vSak histony pozmenené, DNA sa neodmota a proteiny
zabezpecujuce funkénost’ nemaji ku génu pristup (Felsenfeld a Groudine, 2003). D4 sa
teda predpokladat, Ze deacetylacia histonov pomocou histonovych deacetylaz (Kuo
a Allis, 1998) a DNA metylacia moézu viest’ k inaktivacii génu Skrobovej syntazy II
Vv roznych rastlinnych druhoch.

Navrhnuté gendém-Specifické primery pre gén Skrobovej syntazy I
A chromozému, mézu byt vyuZzité pri r6znych Stadiach genetickej diverzity SSII génu
Vv tetraploidnych ale aj hexploidnych druhoch psenice. Z vysledkov tejto prace je zrejmé,
ze SSII-A gén je vel'mi konzervovany a nie je vhodny na tvorbu markerov pre Sl'achtenie.
Avsak tieto vysledky mozu byt’ vyuzité pri Studiu regulacie tohto génu na epigeneticke;j
urovni. Jednou z najsl’'ubnejSich moznosti pre Sl'achtitelov je vyuzitie mutagenézy, najmi
TILLING metody, ktord bola uspesne vyuzita vo viacerych popisanych Stadiach.
Specifické primery pre SSII-A gén navrhnuté v tejto praci potom mozu byt vyuZité pre

detekciu indukovanych mutécii.
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6. ZAVER

Predkladana diplomova praca bola zamerana na charakterizaciu génu skrobove;j
syntazy Il na 7A chromozdéme v roznych odrodach psenice. Mutaciou daného génu moze
dojst’ k zvySeniu amyldzy v Skrobe, ¢o mé vela priaznivych G¢inkov na zdravie ¢loveka.
Ciel'om bolo ziskat’ predstavu o diverzite tohto génu v ramci $lachtitel’skych materialov
a odvodit’ molekularny marker.

Hlavnym cielom experimentalnej casti bolo osekvenovanie SSII-A génu
v roznych druhoch pSenice. Za danym ucelom bolo ziskanych 13 gendém-$pecifickych
parov primerov pre SSII-gén na 7A chromozome. Z analyzy vyslednych sekvencii SSII-
A génu v diverznych vzorkach druhu T. astivum a kulturnych pSeniciach druhu T.
aestivum boli identifikované len 2 jedno-nukleotidové polymorfizmy V oblasti druhého
exonu SSII-A génu v 1,6% linii kultarnych p$enic. Pri porovnani SSII-A génu T. aestivum
sdruhmi T. durum Langdon aT. militinae bolo zistenych 5 jedno-nukleotidovych
substittcii v kodujtcich oblastiach v sekvencii druhu T. militinae, z ktorych len 2 mali
vplyv na sekvenciu polypeptidového ret'azca.

Z nizkej miery polymorfizmu SSII-A génu vyplyva, ze tento gén nie je vhodny
pre tvorbu markerov. Jednou z najsl'ubnejSich mozZnosti pre $lachtitelov je vyuzitie
roznych druhov mutagenézy. Gendom-$pecifické primery vytvorené v danej diplomovej
praci mozu byt’ uzitocné pri roznych d’alSich stadiach SSII-A génu v hexaploidnych ale

aj tetraploidnych pseniciach.
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

3BS
TAS
7BS
7DS

AGP
APS
bp

C

CS
DBE
DNA
dNTP
DP
EDTA
EMS
ENA

F primer
G
GBSS
Glc
LDN
MRNA
N
NCBI
ORF
PAA
PCR

R primer
SBE
SNP
SS

kratke rameno chromozému 3B

kratke rameno chrmozému 7A

kratke rameno chrmozému 7B

kratke rameno chromozému 7D

adenin

ADP-glukéza pyrofosforylaza (ADP-Glc pyrophosphorylase)
peroxodisiran aménny (ammonium peroxydisulfate)

pocet bazovych parov (base pairs)

cytozin

Triticum aestivum kultivar Chinese Spring

enzym devetviaci $krob (starch debranching enzyme)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
deoxyribonukleotidovy trifosfat (deoxyribonucleotide triphosphate)
polymerizaény stupeil

kyselina ethyléndiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
etylmetansulfonat (ethyl methanesulfonate)

European Nucleotide Archive

forward primer

guanin

Skrobova syntaza viazana na zrna (Granule Bound Starch Synthase)
glukéza (glucose)

Triticum durum kultivar Langdon

mediatorova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)
nukleotid (nucleotide)

National Center for Biotechnology Information

otvoreny Citaci ramec (open reading frame)

polyakrylamid

polymerazova retazova reakcia (Polymerase Chain Reaction)
reverse primer

enzym vetviaci Skrob (Starch Branching Enzyme)
jedno-nukleotidovy polymorfismus (Single Nucleotide Polymorphism)
Skrobova syntaza (Starch Synthase)
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SSII-A Skrobova syntaza Il pre 7A chromozdém (starch synthase 11-7A

chromosome)
T tymin
Tm teplota topenia

TEMED N, N, N’, N’ - tertractylénmetyléndiamin (tetramethylethylenediamine)

TBE Thris/Borate/EDTA pufor

TILLING  cielené indukované lokalne mutacie v genome (Targeting Induced Local
Lesions IN Genomes)

™™ Triticum militinae

uv ultrafialové Ziarenie
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9. ZOZNAM PRIiLOH

Priloha 1 Zoznam testovanych primerov pre gén Skrobovej syntdzy II na 7A

chromozome
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Priloha 1

Tabulka P1: Zoznam testovanych primerov pre SSI1-A gén

Nazov priemera Sekvencia primeru 5'-3' Tm (°C) Dizka PCR
produktu (bp)
AMY_F1 CCGCCCCTCGTGTAAAG 57,6 524
AMY_R1 GCGCCATACAGCAAGTCATA 57,3 524
AMY_F2 CCACCAAGGTAGTTGGTTCG 59,4 526
AMY_R2 CAACATCGCTGTCAATGTCC 57,3 526
AMY_F3 GGCTCAAATTTCGTGGTCTC 57,3 685
AMY_R3 ATCCGACTGCTAACCACCAC 59,4 685
AMY_F6 TGGACTTGGCTAGACTTTGATG 58,4 632
AMY_R6 GACCAAATGTGCATGTGAGG 57,3 632
AMY_F8 CTGGCATATGATTACACATTTTATTTT 55,9 650
AMY_R8 TTAGGAGAAAAGGAACCTGGTG 58,4 650
AMY_F9 GGCCCACACACTCCCTATTA 59,4 671
AMY_R9 AGCAGGAGAAGGAGGAGAGG 61,4 671
AMY_F10 GATGCAGTACACTCGGTCCA 59,4 668
AMY_R10 GGCTTGTTGAGGAAGAGCTG 59,4 668
AMY_R14 CGGGGTCGTACAGTCTGAAG 61,4 679
AMY_F15 AGCTAGGTCGCTTGCCATC 58,8 660
AMY_F17 ATCGTCGAAGAAGCTCCAAA 55,3 708
AMY_R17 CGGATCTACAGGGCAGGTAA 59,4 708
AMY_F18 TTTCATAGCCAACCCTGGAG 57,3 655
AMY_R18 CATCAAAGTCTAGCCAAGTCCA 58,4 655
AMY_F19 GGGAGCTAGTTTTCGGGTTT 57,3 658
AMY_R19 ATGCCAGTCAGTAGGCCTTG 59,4 658
AMY _F20 CCTGCAGGATATGGAAGTGAA 57,9 653
AMY_R20 GCCAAGGAACCTGCAAATTA 55,3 653
AMY_F21 CTCTCCAACTCAATTGACAACC 58,4 695
AMY_R21 CGTGACAAGTTCAAGCACCA 57,3 695
AMY_F22 GATGCAGTACACTCGGTCCA 59,4 668
AMY_R22 GGCTTGTTGAGGAAGAGCTG 59,4 668
AMY_F23 GGACCCACTTGTCAGCCTAT 59,4 650
AMY_R23 GCCAGAGCAGGAGAAGGAG 61 650
AMY_F24 CTGACCTAGCCGGACCATTA 59,4 671
AMY_R24 GCAAGAGACAAAAAGGGCTTA 55,9 671
AMY_F25 TATTTCCCCCAAGCTGTGTC 57,3 662
AMY_R25 CGCCTCGCAAATGTTAAGAA 55,3 662
AMY_F26 GCGAGTCCATTCTTTTCTGG 57,3 676
AMY_R26 CCATGGCACTGTACCACATT 57,3 676
AMY_F27 GCGTTCTTTGCTCTGCTCTT 57,3 665
AMY_R27 CTGGTCCGCCATCTTCAG 58,2 665
AMY_F28 TTTCTTGGGTACTCCGTTGG 57,3 652
AMY_R28 AGCATGCTCTCCAGGTCGT 58,8 652
AMY_F29 ATGTTCTCCCTGGTGCAAAA 55,3 721
AMY_R29 TTTGGTGGCTCTAACCGAAC 57,3 721
AMY_F30 GCGCCCGTGTGTGTATTTAT 57,3 678
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Pokracovanie TabuPky P1: Zoznam testovanych primerov pre SSI1-A gén

Nazov priemera Sekvencia primeru 5'-3' Tm (°C) Dizka PCR
produktu (bp)
AMY_R30 TCCATCGATATAAGCATGGAAA 54,7 678
AMY_F31 GGGACTATGAGGAAGCCTACG 61,8 650
AMY_R31 TTTCCAAATCAATCGGTGAA 51,1 650
AMY_F32 TGTGTATGCATGTATTTCAACAGA 55,9 668
AMY_R32 AAGTGAACACGCGTGACAAG 57,3 668
AMY_F33 CACCAGGTTCCTTTTCTCCA 57,3 674
AMY_R33 GTTGGGTTGGTGGATGGTC 58,8 674
AMY_F34 CCCCCTATGCACTTCATGTC 59,4 682
AMY_R34 CCCTCGTTAGGCTGGTCATA 59,4 682
AMY_F35 TGCATGACAATAAATGAGACCA 54,7 660
AMY_R35 AGACCTGACGGAGATGGAAA 57,3 660
AMY_F36 GATCAGGGACGCAAAGAATC 57,3 654
AMY_R36 CAAGCGGCCTTAGCTAAAAA 55,3 654
AMY_F37 TTCCCGGAGACACTTGTGAT 57,3 664
AMY_R37 AGCCCAACAGAGTACCGAAC 59,4 664
AMY_F38 AGCGACGTGGAACAAGAACT 57,3 656
AMY_R38 CTCCAGGGTTGGCTATGAAA 57,3 656
AMY_F39 GGCAAAGAGAGGACATCGTG 59,4 660
AMY_R39 CTGGGGTTTTGATGGCTCTA 57,3 660
AMY_F40 GCGCCCGTGTGTGTATTTAT 57,3 712
AMY_R40 GGAAGAGAGGAGCGTCAATG 59,4 712
AMY_F41 TGGGGACTATGAAGAAGCCTA 57,9 681
AMY_R41 TATTGTTTGTGGCAGGTGGA 55,3 681
AMY_F42 GCACATTTGGTCAAGCGTTA 55,3 651
AMY_R42 TGGCACACAACAGCAAGTTT 55,3 651
AMY_F43 CGGGTTGCAAAATTATGATG 53,2 654
AMY_R43 ACGAGGGGAAAGGACAAGAG 59,4 654
AMY_F44 TTTGCTCCAAGGCTACCATC 57,3 671
AMY_R44 TGATGATTCGGTTCACATGG 55,3 671
AMY_F45 ATTGCTCGCACTAGGAGGTC 59,4 689
AMY_R45 CGCACCAGAAAAGAATGGAC 57,3 689
AMY_F46 ACAACGGATATGGTGTCACG 57,3 662
AMY_R46 GCGACCATGGAGAGACAGAT 59,4 662
AMY_F47 ATGACTTGCCTTTGGTCCAG 57,3 652
AMY_R47 ACCGGTGGTGCTTAAACTTG 57,3 652
AMY_F48 CAAGTGTGATGAATCCTACTGGT 58,9 653
AMY_R48 GGGTTCCACTCCATGTTGTC 59,4 653
AMY_F49 CGGGACTACAAGGAGAGCTG 61,4 635
AMY_R49 GCACACGGTTGAGTTGTAGC 59,4 635
AMY_F50 AGCACACTCCAGTCCAGTCC 61,4 644
AMY_R50 CCGCCGGTAGATTTGTTCT 56,7 644
AMY_F53 GGCACTCCTGCCTGTCTATC 61,4 716
AMY_R53 GGCTTGTTGAGGAAGAGCTG 59,4 716
AMY_F54 ATCAACACCGACATCATCCA 55,3 759
AMY_R54 AGCTTGGGGGAAATAGAGGA 57,3 759
AMY_F55 CCCTTTGCGTAGCAATTTTT 53,2 532
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Pokracovanie TabuPky P1: Zoznam testovanych primerov pre SSI1-A gén

N#zov priemera Sekvencia primeru 5'-3' Tm (°C) Dizka PCR
produktu (bp)
AMY_R55 CCAACGGAGTACCCAAGAAA 57,3 532
AMY_F56 GCCTGAACTTTCTGGACTTAGTTT 59,3 605
AMY_R56 CACGTCCTGGCTCACGAT 58,2 605
AMY_F57 CGGGCTGAACCAGCTCTAC 61 708
AMY_R57 GCAAGAGTATCAATCCCACAGA 58,4 708
AMY_F58 CACTCCACATTGTTTGAGGAAA 56,4 702
AMY_R58 CAAATGATGTTGAGGATTTTGC 54,7 702
AMY_F59 TGTCATGACCATCCACCAAC 57,3 733
AMY_R59 TTCGAACCTGGGACCTAAAG 57,3 733
AMY_F60 TGGAAGGAGCACAACAACAG 57,3 708
AMY_R60 GTGCTCAGGGAGAAGTTGGT 59,4 708
AMY_F61 GTGGCTGCTGAATGTTCTCC 59,4 601
AMY_R61 TGATAGCAACCATTAACTGAAAATGT 56,9 601
AMY_F62 GGCACTCCTGCCTGTCTATC 61,4 602
AMY_R62 CCCTTTCCCACACACACATA 57,3 602
AMY_F63 GTCGCAGGTATGCTGGTAGC 61,4 714
AMY_R63 GGCTGGTCATAGTGGGGAGT 61,4 714
AMY_F64 TGTCCCAGCTGAGAAGACG 58,8 613
AMY_R64 CTTTCATGTCTTGCACTTAATAACA 56,4 613
AMY_F65 TTTACCCCACAGAGCACACTC 59,8 512
AMY_R65 GCGACCTGCACACGAG 56,9 512
AMY_F66 CATTTCCCCGGCCTGAC 57,6 511
AMY_R66 TTGTAGAAACAATTCGTGAGCTG 57,1 511
AMY_R67 CACTTCACAAGGGAGATTACG 57,9 422
AMY_F68 TTTTCTATATGTTGGTGTTTGATTGC 56,9 530
AMY_R68 GCCAAGGAACCTGCAAATTA 55,3 530
AMY_F69 GCCGCCGCGCTACT 50 900
AMY_R69 CAGGTTCAACATCGCTGTCA 57,3 900
AMY_F70 GCTCTGGGCGGAGGAC 59,4 813
AMY_R70 AGAAGCCGAGACCACGAAAT 57,3 813
AMY_F71 CCCGCGCATCGTACC 56 694
AMY_R71 GAATCCGGAGCCACGAC 57,6 694
AMY_F72 ACTCCCGCTGCCACCA 56,9 684
AMY_F73 CGCGGCCGCAAAT 44 630
AMY_R73 AGCGCGTGCGTTTTGTAG 56 630
AMY_R74 GCGCGCCACCTTCC 50 915
AMY_F75 CGCTTTCCAGCGTGCTC 57,6 778
AMY_R75 CCGTTCATACTCGGTGGAC 58,8 778
AMY_F76 GAAAGGCAACGGTAAGACGA 57,3 764
AMY_R76 GGAGCACGCTGGAAAGC 57,6 764
AMY _F77 TAGCGCCCTACCAGGGTAAC 61,4 900
AMY_R77 GCTGGACTGGACTGGAGTGT 61,4 900
AMY_F78 CCGGAGAATAACAAACAAAAGG 56,5 866
AMY_R78 GGAGCACGCTGGAAAGC 57,6 866
AMY_F79 ACCGGCCCCGCTTT 48 492
AMY_R79 CGCGGCCACACCTC 50 492
AMY_F80 GTGCGTTTACCCCACAGAG 58,2 912
AMY_R80 GAGCAGAAGCCGAGACCA 58,2 912
AMY_F82 TTGCAGTGCTCTATCTATCTATCTACA 60,4 941
AMY_R82 GCCGTTCATACTCGGTGGA 58,8 941
SSIl Fowl GGGGGCCGTTCGTACGTACCC 67,6 983
SSIl Revl CGAAATTTGAGCCGGACGAC 59,4 983
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Pokracovanie TabuPky P1: Zoznam testovanych primerov pre SSI1-A gén

Nazov priemera Sekvencia primeru 5'-3' Tm (°C) Dizka PCR
produktu (bp)
SSII Fow?2 AGGGATCCCGTCAAGACGCTCG 65,8 2548
SSII Rev2 GTGCCGTGTGCCAATC 54,3 2548
SSII Fow3 CATGCGGCGGTGTCCCTTATG 63,7 3803
SSIl Rev3 TCACCACTGGTACTTGGCCTTGA 62,4 3803
SSI AF1 GCGTTTACCCCACAGAGC 58,2 454
SSII AR1 ACGCGCCATACAGCAAGTCATA 60,3 454
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