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VYUZITIE METODY CAPS NA DETEKCIU POLYMORFIZMU RESTRIKCNYCH MIEST
GBSSI GENU MUTANTNYCH LiNIi LASKAVCA

THE USE OF CAPS METHOD TO DETECT POLYMORPHISMS OF RESTRICTION
SITES IN GBSS/ GENE OF AMARANTH MUTANT LINES

Maria LABAJOVA, Katarina RAZNA," Alena GAJDOSOVA,2 Andrea HRICOVA?

Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre'
Ustav genetiky a biotechnoldgii rastlin SAV v Nitre2

The aim of presented paper was to detect the GBSS/ gene. Concretely, the detection of polymorphisms in restriction sites using restriction
endonuclease Hpall was performed. Firstly, four parts of the GBSS/ gene were amplified in PCR reactions, and then the amplified parts of
the GBSSI gene were digested using restriction endonuclease Hpall. The presence of the restriction site 5°CCGG 3" was confirmed in control
genotypes, and in the lines of amaranth exposed to radiation-induced mutagenesis as well. The cleavage in all amaranth mutant lines and
their controls, two fragments were cleaved. In the part of the GBSS/ gene with the size of 1255 bp - 2 725 bp (primer GBSS/ 1) there were
two fragments with the size of 1 261 bp and 229 bp; in the part of the GBSS/ gene with the size of 1 bp — 1 098 bp (primer GBSSI 3) there
were two fragments with the size of 797 bp and 301 bp; and in the part of the GBSSI gene with the size of 2548 bp — 3461 bp (primer GBSS/

4) there were two fragments with the size of 215 bp and 692 bp.
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Pristupy a techniky molekuldrnych analyz v stcasnosti
biologického materidlu cez sledovanie a popisovanie epide-
miologickych zmien v ludskej populdcii (Zeleridkova et al., 2011,
2012a,b), vyhodnocovanie pravosti a autentifikdcie potravin
(Revak et al., 2011; Zidek et al., 2012) az po hodnotenie rozma-
nitosti genofondu kulttrnych ¢i volne rastucich rastlin (Bezo et
al., 2005; Hrubikova et al., 2007; Oslovi¢ova et al., 2010; Vivodik
etal, 2011; Ziarovska, 2003).

Techniky molekularnej genetiky umoziuju aj priamu ana-
lyzu konkrétnych génov rastlinného organizmu zodpovednych
za hospodarsky vyznamné vlastnosti. Jednym z predmetov
molekuldrnych analyz ldskavca je GBBSI gén (granule bound
starch synthetase 1) — waxy gén. Struktira génu GBBSI pre
laskavec metlinaty (Amaranthus cruentus L.), ktory je v databaze
NCBI evidovany pod kédom AB456685, je uvedena na obrazku

AlG

1. GBSSI gén md 3492 bp, 12 intrénov a 13 exdénov. Tento gén
bol zaznamenany aj v genéme inych druhov napr. pSenica
letna (Triticum aestivum L.) v databaze NCBI uvedeny pod
kédom AF286320, ryza siata (Oryza sativa L) AF141955 a i.,
kukurica siata (Zea mays L.) HQ423245, a iné. Zaznamenany bol
aj v genédmoch inych druhov rodu laskavec, ako napr. laskavec
chvostnaty (Amaranthus caudatus L.) a laskavec smutny (Ama-
ranthus hypochondriacus L.).

Pomocou BLAST analyzy bol v GBSS/ géne zaznamenany
vysoky stupen podobnosti na zadklade aminokyselinovych sek-
vencii medzi laskavcom a ostatnymi rastlinnymi druhmi (Park
et al, 2009).

GBSSI gén, tiez zndmy ako waxy bielkovina, je zodpovedny
za syntézu amylézy v amyloplastoch rastlinnych zasobnych
organoch (James et al., 2003; Tsai 1974). Produkcia amylézy je
kontrolovana len jednym hlavnym Struktdrnym génom waxy

TAA

536 £94
4. 573

12381301
1416 1516

1 330 bp
13 503

15981707

2162291 072743

243 2613

HNLIE bp

1764, 2027 2559 302

Obrazok 1 Schematické znazornenie GBSS/ génu. Obdizniky reprezentuji exény a ¢iary medzi nimi intrény. CDS - kéduijlice oblasti génu
su nasledujuce (bp) 1-330, 503-423, 596-694, 873-784, 1238-1301, 1416-1516, 1598-1707, 1784-2027, 2116-2292, 2422—

2613,2707-2793, 2899-3027,3121-3237
Zdroj: Park et al., 2009
Figure 1

Schematic depiction of the GBSS/ gene. The rectangles represent exons, and lines between them represent introns. CDS -

coding regions of the gene are as follows (bp) 1-330, 503-423, 596-694, 873-784, 1238-1301, 1416-1516, 1598-1707, 1784—
2027,2116-2292, 2422-2613,2707-2793, 2899-3027, 3121-3237

Source: Park et al., 2009
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(GBSSI) s waxy recesivnou alelou k dominantnej waxy alele
(Konishi et al., 1985; Okuno a Sakaguchi 1981; Park et al., 2009;
Sugimoto et al., 1981). Nachadza sa na waxy lokuse (Park et al.,
2009). Skrob je lokalizovany v bunkach perispermu, v ktorych
sa tvoria velmi malé $krobové zrna s priemerom 1-2 um (Mar-
cone, 2001). V sucasnosti je znamych len malo dostupnych
informacii, ktoré poukazuju na genetickd kontrolu velkosti
zfn (Lindeboom, Chang and Tyler, 2004). V Amaranthus
cruentus L. podobne ako aj v Amaranthus hypochondriacus L.
boli pozorované dva typy Skrobu nevoskovy typ (non-waxy)
s obsahom amylézy 19,4 — 27,8 %, teda perisperm tohto typu
obsahuje aktivny GBSS/ gén a voskovy (waxy) s obsahom 0 %
amylézy neaktivny (Inouchi et al. 1999; Park et al., 2009).

Park et al. (2010) sledovali variabilitu waxy génu v troch
rozdielnych druhoch rodu laskavec (Amaranthus caudatus
L., Amaranthus cruentus L. a Amaranthus hypochondriacus
L), pricom porovnanim ich nukleotidovej sekvencie bol
zaznamenany vysoky stuper podobnosti. Mutécie GBSS/ génu
v podstate vylucuju alebo redukuju obsah amylézy v Skrobe
narusenim expresie alebo znizenim funkcie GBSS/ génu (Park
etal, 2011). Nakurama et al. (1998) ukazal vyznamné rozdiely
v aktivite GBSS/ génu medzi endospermom waxy a non-waxy
typom ps3enice. Fujita et al. (1998) zistili, Zze nebola detego-
vana Ziadna aktivita GBSS/ génu vo waxy mutantoch psenica
jednozrnna (Triticum monococum L.). Tento gén a pochopenie
jeho expresie predstavuje hlavnu ulohu v stanovovani funkcie
v potravindrskom a nepotravinarskom priemysle. Preto zlep-
Sovanie kvality Skrobu a funkcie zavisi na pochopeni ¢innosti
a ucinkov tohto génu. Pre efektivne vyuZivanie genetickych
zdrojov, tvorbu novych kmenov s rozdielnym zloZzenim Skrobu,
je potrebnd analyza genetickej diverzity z rozli¢nych regiénov
(Park et al., 2009; Park et al., 2011).

Cielom prace bolo vypracovanie protokolu identifikacie
a detekcie génu GBSS/ pri krokovom zmnoZzeni pomocou PCR
reakcie a analyza pritomnosti restrikénych miest Stiepenia

Tabulka 1
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enzymom Hpall deviatich mutantnych linii laskavca a dvoch
kontrolnych genotypov.

Material a metody

Pouzity biologicky materidl (tabulka 1) rodu laskavec
Amaranthus L. bol reprezentovany genotypom Ficha druhu
Amaranthus cruentus L. a hybridom K-433, ktory je vysled-
kom medzidruhového krizenia druhov laskavec hybridny
(Amaranthus hybridus L) a laskavec smutny (Amaranthus
hypochondriacus L.). Semenny biologicky materiél je vysledkom
indukovanej mutagenézy 8 generdcia (radiacného - y Ziarenia
v davke 175 Gy), pricom jednotlivé linie sa vyznacuju Statisticky
preukazne zvysenym hmotnost tisic semien (HTS) (Gajdosova,
2008). Biologicky material bol poskytnuty Ustavom genetiky
a biotechnoldgii rastlin SAV v Nitre.

Genotyp Ficha je charakterizovany ako poloskord odroda
s velkymi semenami, svetlej farby s hmotnostou tisicich zfn
0,85 g. Hybrid K-433 bol vytvoreny v Rodalo Research Centre
v Pensylvanii v USA ako produkt medzidruhového krizenia dru-
hov Amaranthus hybridus L. a Amaranthus hypochondriacus L.
Charakterizovany je ako poloskora odroda s velkymi semenami,
svetlej farby s hmotnostou tisicich zfn 0,73 g.

Pre ucely amplifikdcie GBSS/ génu boli zo semenného
materidlu dopestované rastliny v in vitro podmienkach na
kultivacnom médiu. DNA bola izolovand zo zelenych casti
7-dnovych klicencov izola¢nou supravou Invisorb Spin Plant
Mini Kit (Invitek).

Prajmery pre zmnozenie génu (tabulka 2) boli navrhnuté
autormi Park et al. (2009) a na zaklade sekvencie génu GBSSI pre
Amaranthus cruentus L. s velkostou 3 492 bp, ktory je v databéze
NCBI uloZeny pod pristupovym kédom AB456685.

Dvojica prajmerov GBSSI 1 zabezpecuje zmnoZenie
Useku 1255 -2 725 bp, poradia nukleotidov GBSS/ génu, dvojica

Charakteristika pouzitého biologického materialu laskavca

Mutantna linia (1)

Povod mutantnych linii (2)

C15/1;C26/2;C26/3;C27/5
C82/1;C236/1

genotyp Ficha, laskavec metlinaty (Amaranthus cruentus L.)

Kontrola A
D 54/1; D 279/1; D 282/1 hybrid K-433, ktory je vysledkom inter$pecifickej hybridizacie druhov laskavec smutny (Amaranthus hypo-
Kontrola B chondriacus L.) x laskavec hybridny (Amaranthus hybridus Lindl.)

Table 1 Characteristics of amaranth biological material used in the work

(1) mutant line, (2) origin of mutant lines

Tabulka2 Sekvencie prajmerov a teplota navdzovania jednotlivych dvojic

Oznacenie prajmera (1) Sekvencia prajmera (2) Teplota navdzovania (3)
GBSSITF CAGGCAGCTTTGGAGGCACCA 68 °C
GBSSITR TGGAGGCTACCACAGGCACCT 68 °C
GBSSI2 F TTCAGGCCAGGGGACACCGT 65 °C
GBSSI2R CGTGGGTAGTCCGCCAAGGC 65 °C
GBSSI3 F ATGGAAACAGTAACATCTTCTCACT 61°C
GBSSI3R CATCTTTTCATAGAATAGCCAAGTCA 61°C
GBSSI4 F ATGTTAATTCCTAGCAGATTTGA 57°C
GBSSI4R CTTTGTGAATTTGTTGTTGAATA 57°C
Table 2 The sequences of primers and their annealing temperature

(1) name of primer, (2) sequence of primer, (3) annealing temperature of primer
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Tabulka3 Casovy a teplotny profil PCR zmnoZenia Usekov GBSS/ génu

Faza CAPS reakcie (1) Casovy interval (2) Teplota (3) Pocet opakovani (4)
Uvodna denaturécia (5) 3 minuty 95°C -
Denaturacia (6) 15 sekund 95 °C

Naviazanie prajmera (7) 40 sekund 57-68 °C 32
Polymerizacia (8) 2 minuty 72°C

Polymerizacia (8) 7 minut 72°C -
Chladenie (9) 10 minuat 4°C -

Table 3 Time and temperature profile of PCR for amplification of the GBSS/ gene

(1) steps of GBSSI reaction, (2) time profile, (3) temperature profile, (4) number of cycle, (5) initial denaturation, (6) denaturation, (7) annealing,

(8) extension, (8) final extension, (9) cooling

GBSSI 2 Useku 437 — 1 659 bp, dvojica GBSSI 3 usek 1 -1 098 bp
a dvojica prajmerov GBSSI 4 zabezpecuje zmnozenie Useku
2548bp - 3461 bp poradia nukleotidov GBSS/ génu laskavca.

PCR reakcie prebiehali v timivom ustalenom roztoku 1x PCR
obsahujucom: 100 mmol.dm? Tris-HCI (pH 8,8), 500 mmol.dm™
KCl a 1,5 mmol.dm= MgClI2 (Applichem), spolu s 0,2 mmol.dm?
d NTP (InvitrogenTM, Life Technologies), prajmerom 450 nmol.
dm? prajmer (Microsynth), 1 U Taq polymerazy (Applichem)
a 50 ng.ul" DNA v celkovom objeme 15 pl za podmienok uve-
denych v tabulke 3.

PCR produkty boli vystavené Stiepeniu pomocou
restrikénej endonukleazy Hpall. Stiepenie prebiehalo v timi-
vom ustédlenom roztoku 1x Buffer Tango™ obsahujucom
33 mmol.dm?3 Tris-acetdt (pH 7,9), 10 mmol.dm3 octan
hore¢naty, 66 mmol.dm™ draselny acetat, 0,1 mg.ml" BSA
(Fermentas - Life science), spolu s 10 U.ul" Hpall dodavany
v 10mmol Tris-HCI (pH 7,4; 25 °C), 100 mmol.dm= NacCl, 1
mmol.dm= DTT, EDTA, 0,2 mg.ml" BSA a 50 % glycerol), DNA
a vodou. Stiepenie prebehlo pri teplote 37 °C pocas 14 hodin
v termoboxe. Stiepne produkty boli dalej elektroforeticky
spracované a vyhodnocované. Stiepne fragmenty pre stano-
venie pritomnosti alebo absencie ampflikovanej casti génu
boli elektroforeticky rozdelované v 2% agar6zovom géli 1x
TBE. Pre urcenie velkosti Stiepnych fragmentov bol pouzity
markér Lonza 50 - 2 500 bp. Elektroforéza prebiehala pri kon-
Stantnom napaéti 65 V. Fotodokumentadcia elektroforeogramov
bola realizovana zariadenim G.Box. Elektroforeogramy boli
spracované pomocou GeneSnap - verzia: 7.09 (Syngene)
a GeneTools - verzia: 4.01 (Syngene). Profily boli vyhodnoco-
vané z hladiska pritomnosti alebo nepritomnosti Ziadanych
Stiepnych produktov.

Vysledky a diskusia

Poznatky o genetickej rozmanitosti a vztahoch medzi
a v ramci kultdrnych druhov a ich volne rastucich pribuznych
si nevyhnutné najmd z hladiska efektivneho budovania
a vyuzivania jednotlivych kolekcii genetickych zdrojov rastlin
(Chan and Sun, 1997).

V pripade zrnovych typov ldskavca su az po sucasnost
stdle platné dve hypotézy ich evolu¢ného vyvinu (Sauer,
1967). Prvou je hypotéza, ze vietky tri zrnové typy laskavca
boli domestikované z volne rasttcich druhov nezdvisle od
seba na troch odlisnych uzemiach - Amaranthus caudatus L.
z laskavec ecuadorsky (Amaranthus quitensis Kunth. in H., B.
et. K.) v Juznej Amerike, Amaranthus cruentus L. z Amaranthus.
hybridus L. v Strednej Amerike a Amaranthus hypochondriacus
L. z laskavec zelenoklasy (Amaranthus powellii S. Watson)
v Mexiku.

Molekuldrne analyzy jednotlivych zloziek gendmu laskavca
su teda ziaducim nastrojom s potencidlom objasnit niektoru
z platnych hypotéz. Blizsia charakteristika evolu¢nych vztahov
jednotlivych druhov rodu ldskavec so zameranim sa na sta-
novenie vztahov medzi jednotlivymi kultivovanymi aj volne
rastucimi druhmi bola uskuto¢nenad pomocou RAPD markérov
a izoenzymov (Chan and Sun, 1997), AFLP a ISSR markérov (Xu
and Sun, 2001), ako aj metodikami mikromorfolégie (Costea et
al., 2006).

Gén GBSSI pre Amaranthus cruentus L. s velkostou 3 492 bp
je v databdze NCBI evidovany pod pristupovym kédom
AB456685.1. GBSSI gén je zodpovedny za syntézu Skrobu.
Patri medzi intenzivne Studovany gén laskavca podielajicich

54,1

27ar1

Obrazok2 Zmnozenie Useku génu GBSS/v rozsahu 1 -1 098 bp prajmerom GBSS/ 3
M — markér Lonza 50 - 2 500 bp, NK - negativna kontrola, vzorky laskavec metlinaty (Amaranthus cruenthus L.) 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1,
236/1, A - kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1,279/1, 282/1, B - kontrola

Figure 2

Amplification of part of the GBSSI gene 1 -1 098 bp with primer GBSS/ 3

M - Marker Lonza 50-2500 bp, NK - negative control, samples of Amaranthus. cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A — control.

Samples of K-433 hybrid 54/1,279/1, 282/1, B - control
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Obrazok 3 Zmnozenie Useku génu GBSSI v rozsahu 437 - 1 659 bp prajmerom GBSSI 2
M - markér Lonza 50-2500 bp, NK - negativna kontrola, vzorky laskavec metlinaty (Amaranthus cruenthusL.) 15/1, 26/2,26/3, 27/5,82/1,236/1,
A - kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1,279/1, 282/1, B - kontrola

Figure3  Amplification of part of the GBSSI/ gene 437 — 1 659 bp with primer GBSSI 2
M - Marker Lonza 50-2500 bp, NK - negative control, samples of Amaranthus. cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A - control.
Samples of K-433 hybrid 54/1,279/1, 282/1, B - control

Obrazok4 Zmnozenie Useku génu GBSS/ v rozsahu 1255 -2 725 bp prajmerom GBSS/ 1
M - markér Lonza 50-2500 bp, NK — negativna kontrola, vzorky laskavec metlinaty (Amaranthus cruenthus L.) 15/1, 26/2, 26/3, 27/5,82/1,236/1,
A - kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1,279/1, 282/1, B - kontrola

Figure4  Amplification of part of the GBSSI gene 1 255 — 2 725 bp with primer GBSS/ 1
M - Marker Lonza 50-2500 bp, NK - negative control, samples of Amaranthus. cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A - control.
Samples of K-433 hybrid 54/1,279/1, 282/1, B - control

2500 bp

Obrazok 5 Zmnozenie Useku génu GBSS/ v rozsahu 2 548 — 3 461 bp prajmerom GBSS/ 4
M - markér Lonza 50-2500 bp, NK - negativna kontrola, vzorky laskavec metlinaty (Amaranthus cruenthusL.) 15/1,26/2,26/3,27/5,82/1,236/1,
A - kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1,279/1, 282/1, B - kontrola

Figure5  Amplification of part of the GBSSI gene 2 792 - 3 461 bp with primer GBSS/ 4
M - Marker Lonza 50-2500 bp, NK - negative control, samples of Amaranthus cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A - control.
Samples of K-433 hybrid 54/1,279/1, 282/1, B - control

sa na tvorbe zésobnych latok (Skrobu). Prdve zmena poradia Pre zmnozenie celého GBSS/ génu boli pouzité prajmery
nukleotidov v tomto géne méze podmienovat zvysenie HTS, s oznacenim: GBSSI 1, GBSSI 2, GBSSI 3, GBSSI 4. Sekvencia s vel-
napriklad v désledku zmeny syntézy skrobu, za ktory je dany  kostou a vyznacenim jednotlivych prajmerov je zndzornend na
gén zodpovedny. obréazku 6.

76



Acta fytotechnica et zootechnica 3/2012 Mdria LABAJOVA a kolektiv
EBSSI2 GBSSI4
| RR—— I—
GBSS 3 ZE 5511

 — | L B ——————————

1 i i i i A 1 A i i i | i i L i L i i " i 1 " i i 1 i i i i J i i i i 3492
| |
a7 nt 1463 it 2rEant
¥Hpall *Hpall tHpall

Obrazok 6 Mapa restrik¢nych miest pouzitej endonukledzy Hpall na GBSS/ géne laskavca
Figure6  Map of restriction sites with used endonuclease Hpall for the amaranth GBSSI gene

5. CMC CRG ..
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AGAGTTTTGAATC TCAACAACARTCCGAAC TTCTCTGGACCATATG
GTALAC AL AT T TCATAA TG AT TATGATTTGGTTTTTTGTTGCATCATTC AAGCACTTTCCTTTGCALTGAC
G ARG TAGATGTAC TCATATG TG TATATTTTGTACAGGTGARAATGTTGTT TTCATTGCCAATGACTGGCATR
CTGCTCTTCTTC - O GTATC TGAAGGC TATC TACCALCCCARGGGTATC TATALTAATGCCAAGGTGAGCCTT
CTAATCTT T A TAC G A A A AT TT T TT GG T T TG G TAC TTTARAGTTAATZC TATATAATTGARLATTTCAGSTT
GCTTTCTGATTCAC AATATTGTATATCALGGAAGATTTGCCTTGGCGGACTACCCACGTCTTCATCTTCCCGAGS
AGTTGAGGC CAGTTTTTGAATTTATGGATG GG T ALAGTATC TTC TTAC TCC TARAC ATTATATTCAATAGGATGS
A AGTATAAATTGATCAGTTATGTTTTACAGGTATGAC AGACCAATAAAGGGAAGGAAALTCARCTGGATGALR
GCAGGTATTTTAC RATC AGACCGTGTAGTAAC TG TGAGC CCC TATTATGCTCARGAACTTATATCAGGAGTTGAG
AGAGETGTGGAGC TCGACGATGTAGTTCGAC AGAC TGGTGTTACTGGTATAGT CALATGGTATGGATGTGCALAGAR
T AT AT A TG A A A G TAC AT TG TAT TALTTTCAATATAACAAC TG TALAG TAAGATTTTARACARCAGT
TCCTTAT AL G TAGRACGAC AT TTAARAGTTGC TAATATAAGTTGTTATTACTCCCTTTTACAGGTTATGACTGE
AAAGCCAC TTAT AR AGGAAGCCC TACAAGC AGALGTTGGTCTACCAGTGGATAGGAATATCCCTTTAATTGGATT
TATAGGALGGC TTGAAGAGCARAALGGTTC TGACATTC TTGCAGAAGC AATTCCTCGTTTCATCALGGAALACGT
CCAGATTGTTGTTC T TG TAAGAC CAATTC TTAC CATTATAAARRAACCATAGT TCTGAAGAGARAGCAATTACACR
TTATCGTGGTCTAC AT G TAT GG TG TAC CAGTAC AR TTTTC TCATGATTTTTTTTTTTC TG GALATAGSGALC
GG AAR GGG T AL TG A GAAR A GATTGAGCAGC TG A LA TAC TC TACCC TG AALAGGCGAGAGGAGTZACAAR
ATTCAATTCTCCC TTAGC TCATATGATTGTAGC TG G TG CGATTTCATGTTARTTCCTAGCAGATTTGAGCCGTG
TEEGTTAATTC AL T TATTCGATGC G TTAT GG AL TG TATGTAAC AGTTTARA TGGAGTALATTC TCATAATACT

GATTATTC TTC T TAATACATTAAGTGGATCACTTACCCCACACATACTTACTT

Obrazok 7 Restrik¢né miesto Stiepenia Useku 1 255 - 2 725 bp GBSSI génu RE Hpall
Figure7  Restriction site for cleavage of 1 255 - 2 725 bp segment of the GBSS/ gene RE Hpall

Na analyzu potencidlnych zmien v géne GBSS/ laskavca
genotypu Ficha - Amaranthus cruentus L. a hybrida K-433
(Amaranthus hybridus L. x Amaranthus hypochondriacus L.) bola
pouzitd PCR reakcia - zmnozenie jednotlivych oblasti GBSS/
génu a ich nasledné restrikéné Stiepenie.

Pomocou navrhnutych prajmerov boli krokovo zmnoZzené
samostatne Styri Useky GBSS/ génu laskavca (obrazky 2 - 5).

Pre stiepenie génu bol vybrany restrikény enzym Hpadll,
ktory sa vyznacuje citlivostou na CpG metylaciu. Stiepenie GBSS/
génu pomocou RE Hpall prebehlo po predchddzajucej analyze
sekvencie GBSS/ génu v programe NEBcutter2 volne dostupnom
na internete (http://tools.neb.com/NEBcutter2/), kde bola zostro-
jend mapa restrikénych miest (obr. 6) pre Hpall endonukledzy.

Na obrazku 7 je zobrazené Stiepne miesto Useku 1 255 —
2 725bp GBSSI génu restrikéného enzymu Hpall, ktory sa vyzna-
Cuje citlivostou na CpG metylaciu.

Na zdklade elektroforeogramu (obrazok 8) zostrojeného
po restrikénom Stiepeni vybranou restrikénou endonukledzou
Hpall bolo zistené, Ze prislusny enzym Stiepil v Useku génu
s velkostou 1 255 — 2 725 bp vo vietkych vzorkdch muta¢nych
linii a ich kontrol rovnako. Vysledkom boli dva $tiepne produkty
s velkostou 1 261 a 229 bp. Podobne to bolo aj v Useku génu
s velkostou 1 - 1 098 bp (prajmer GBSSI 3), kde vysledkom boli
dva fragmenty velkosti 797 bp a 301 bp a v Useku génu s vel-
kostou 2 548 — 3 461 bp (prajmer GBSS/ 4) to bolo fragmenty
velkosti 215 bp a 692 bp.
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1000 bp

Obrazok 8 Stiepenie Useku génu s velkostou 1255 -2 725 bp pomocou RE - Hpall
M - markér Lonza 50 - 2 500 bp, NK - negativna kontrola, vzorky laskavec metlinaty (Amaranthus cruenthus L.) 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1,
236/1, A - kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1, 279/1, 282/1, B - kontrola

Figure 8

Cleavage of the GBSS/ gene segment 1 255 — 2 725 bp with RE - Hpall

M - Marker Lonza 50 - 2 500 bp, NK - negative control, samples of Amaranthus. cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A - control.

Samples of K-433 hybrid 54/1,279/1, 282/1, B - control

Vysledkom Stiepenia je, Ze v d6sledku aplikovanej mutacie
v podobe radia¢ného ziarenia nedoslo ku zmenam - mutacii na
urovni nukleotidov v miestach restrik¢ného stiepenia pomocou
Hpall enzymu v sekvencii GBSSI génu laskavca.

Hricovd et al. (2011) realizovala biochemicky vyskum
mutantnych liniidruhov Amaranthus cruentusL.genotypu‘Ficha’
a hybridu K-433. Nutri¢né hodnoty vybranych mutantnych linii
v porovnani s ich kontrolnymi zostavaju bez vyraznejsej zmeny
s vynimkou mutacnej linie C82/1.

Mudry et al. (2011) analyzoval polymorfizmus enzymov
mutantnych linii genotypu Ficha a mutantnych linii hybridu
K-433. Najlepsi vysledok bol pozorovany v pripade fosfogluko-
mutazy, kde boli oba genotypy navzajom odlisené.

Ray and Roy (2009) vyuzili RAPD a SCAR markéry na
stanovenie genetickej diverzity medzi viacerymi druhmi
laskavca. RAPD prajmery zabezpecili produkciu tvorby celkovo
262 amplifikovanych produktov, z ktorych 96,94 % bolo poly-
morfnych. Priemernd hodnota koeficientu podobnosti medzi
sledovanymi druhmi laskavca predstavovala hodnotu 0,56. Na
zaklade tejto hodnoty koeficientu je zrejmé, Ze existuje varia-
bilita medzi rozdielnymi populaciami. SCAR markéry oznacili
ako potenciondlne uzito¢né pre ochranu genetickych zdrojov
a identifikéciu ekotypov laskavca.

Park et al. (2010) sa vo svojej praci zamerali na zistenie pritom-
nosti a popis polymorfnych miest v poradiach nukleotidov waxy
génov troch druhov laskavca. Porovnanim ziskanych sekvencii
autori popisali celkovo 16 polymorfnych miest v kédujucich Use-
koch aj intrénoch, pricom vacsina bola charakteru SNP a/alebo
inzercii a delécii. Jednonukleotidovy polymorfizmus — SNP
v kédujucich usekoch bol ndjdeny v exdnoch 10 a 13, ale neve-
die k zmenam v zloZeni aminokyselin a ani k zmenam v dozrie-
vani tejto bielkoviny ¢i k ovplyvneniu jej enzymatickej aktivity.
Krétke indel zmeny (delécia alebo inzercia) boli popisané
vintrone 4 - konkrétne delécie 8 a 3 bp. Podobné kratke delécie
existuju aj vinych rastlinnych druhoch ako laskavec a vo va¢sine
vzhladom na ich lokalizaciu neovplyvnuju fenotyp (Domon et
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al, 2002b; Fukunaga et al., 2002; Van et al., 2008). V tychto oblas-
tiach bolo néjdenych aj niekolko kratkych prvkov charakteru
transpozénovych sekvencii a rovnako ako indel zmeny, aj tieto
sU zaznamenané pri viacerych rastlinnych druhoch zahifajuc
ryzu (Mochizuki et al., 1992), kukuricu (Bureau a Wessler, 1992)
a proso (Fukunaga et al., 2002; Kawase et al., 2005). Molekularna
charakteristika waxy alel viacerych rastlinnych druhov poukazuje
na réznu pri¢inu ich vzniku. V pripade kukurice a prosa waxy
mutdcie vznikli spontdnne ako désledok transpozi¢nej aktivity
(Fedoroff et al., 1983; Wessler a Varagona, 1985; Fukunaga et al.,
2002). V pripade ryze ide o désledok nukleotidovej substittcie
vyustujuci v aberaciu a zostrih 5’konca intrénu 1 (Cai et al., 1998;
Hirano et al., 1998; Wang et al., 1995). V pripade pSenice existuju
vyznamné delécie génu tohto proteinu v kédujucich oblastiach
(Vrinten et al,, 1999) a pri prose je waxy fenotyp dosledkom delé-
cie 5'termindlnej casti génu (Domon et al., 2002a). Testovanie
diverzity genému laskavca na molekuldrnej drovni pomocou
molekuarnych markérov je ucinné a je v sucasnosti vo vysokej
miere pouzivané (Park, Lee and Kim, 2009).

Zaver

Restrik¢né Stiepenie PCR fragmentov predstavuje efektivny
nastroj druhovo Specifickych analyz, ktory efektivne a v krdtkom
¢ase umoznuje identifikaciu pritomnosti a/alebo zmeny konkrét-
nych poradi nukleotidov v rastlinnych genémoch. Potvrdenie
restrikéného miesta Hpall enzymu v GBSSI géne laskavca v pri-
pade kontrolnych vzoriek aj mutantnych linii ukdzalo, Ze tento
usek poradia nukleotidov nebol pozmeneny v désledku radia¢nej
mutagenézy, ¢o dava predpoklad pre jeho vyuZitie v konstrukcii
prajmerov dalsich molekularnych analyz GBSS/ génu.

Suhrn

V praci bola realizovand detekcia GBSS/ génu zo zadmerom
sledovania polymorfizmu v restrik¢énych miestach posobenia
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restrik¢énej endonukledzy Hpall s vyuZitim zmnoZzenia Styroch
usekov GBSSI génu laskavca PCR reakciou a ndasledné stiepe-
nie produktov prislusnou restrikénou endonukledzou Hpall.
Pritomnost rozoznavaného miesta stiepenia 5°CCGG3” bola
potvrdend ako pre kontrolné genotypy, tak aj pre linie laskavca.
Vo vietkych sledovanych mutac¢nych linidch a ich kontroldch
boli vystiepené dva fragmenty v Useku génu s velkostou 1 255
— 2 725 bp (prajmer GBSSI 1) to bolo fragmenty velkosti 1 261
bp a 229 bp, v Useku génu s velkostou 1 — 1 098 bp (prajmer
GBSSI 3) to bolo fragmenty velkosti 797 bp a 301 bp a v Useku
génu s velkostou 2 548 - 3 461 bp (prajmer GBSS/ 4) to bolo
fragmenty velkosti 215 bp a 692 bp.

Klucové slova: GBSS/ gén laskavca, PCR, restrik¢né Stiepenie,
mutantné linie
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