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Vyuziti gelové acipové elektroforézy k identifikaci podjednotek gluenina s vysokou a
nizkou molekulovou hmotnosti u pSenice

Predkladana metodika zahrnuje optimalizované met@éditistupy pro analyzu podjednotek
glutenini s vysokou molekulovou hmotnosti (HMW-GS) a podmeR gluteni s nizkou
molekulovou hmotnosti (LMW-GS) u pSenice. Klasiadaktroforéza v polyakrylamidovém
gelu umoduje sowdasnou Kklasifikaci obou gluteninovych systém Automatickacipova
elektroforéza je nova moderni technika, ktera @geu podminky objektivni, rychlé,
dostaten¢ presné a reprodukovatelné, z hlediska pozailankbezpénost prace a bez{ee
analyzy glutenifi. Sowasti metodiky je hodnoceni gluteninovych podjedkatenlediska
predikce pekiske jakosti pSenice.

The use of gel and chip electrophoresis for the idéfication of high molecular weight
and low molecular weight glutenin subunits in wheat

The presented methodology includes optimized metlogical approaches for the analysis of
high molecular weight glutenin subunits (HMW-GS)dalow molecular weight glutenin
subunits (LMW-GS) in wheat. The classical polyaanyide gel electrophoresis enables a
simultaneous classification for the both glutenystems. The automatic chip electrophoresis
is a new modern technology ensuring conditionsdijective, rapid, sufficiently precise,
reproducible and safe (regarding workplace safetypiirements) glutenin analysis. A part of
the methodology is an evaluation of glutenin sutsum terms of the wheat baking quality
prediction.

Oponenti:

Ing. Ladislava Trbolova
Ustredni kontrolni a zkuSebni Gstav zeféisky, Praha 5

Ing. Tomé&s Vyhnanek, Ph.D.
Mendelova univerzita, Brno
Metodika je uéena pracovnilkm zabyvajicich se Slecmtim pSenice, pracovnikn statni

kontroly, jakoz i pracovnilkm vyzkumnych organizaci a univerzit.

Metodika byla schvalena Ministerstvem zefistvi CR — odborem rostlinnych komodit pod
¢.j. 1/10967-2011.

Ministerstvo zemsdélstvi doporgéuje tuto metodiku pro vyuZiti v praxi.
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|. CIL METODIKY

Cilem pedkladané metodiky je poskytnout standardni poptopanalyzu gluteniin pomoci
klasické gelové elektroforézy a nové moderni tdohri automatick&ipové elektroforézy
(Experion System, Bio-Rad Laboratories, USA).

Il. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Uvod

Dominantni dlohu v technologické jakosti zrna p&erz pohledu jeho chemického slozeni
hraje bilkovinny komplex, igdevSim zasobni prolaminové a glutelinové bilkoviny
endospermu pSeafrieho zrna, které t¢¥dbcca 80 % celkového obsahu bilkovin v&psenice.
Z&sobni bilkoviny, které jsou hlavni s@sti pSeriného lepku, jsou u pSenice nazyvany
gliadiny a gluteniny. Gluteniny maji polymerni chler a jejich jednotlivé podjednotky jsou
vazany disulfidickymi vazbami, které Izecidkem reduknich c¢inidel rozSEpit na
vysokomolekularni podjednotky glutedintHMW-GS)* a nizkomolekularni podjednotky
glutenini (LMW-GS)*. HMW- a LMW-GS vytvé&i alelické kombinace, na jejichz zékéad
mohou byt odidy charakterizovany. Jejich vyskyt je vippé vazls k technologické jakosti
zrna pSenice, zejména k pesled kvalit, coz je dlezité pro radu zpracovatelskych
technologii. BZnymi postupy separace zasobnich bilkovin p@&&ho zrna jsou
elektroforetické metody, kter&gustavuji nejjednodussi igob analyzy HMW-GS a LMW-
GS. V poslednich letech byla vyvinuta automatitiva elektroforéza Experion (Experion
System, Bio-Rad Laboratories, USA), kterdegstavuje moderni analytickou techniku
umoziujici separaci denaturovanych bilkovin s vysledigamdobnym klasické elektroforéze.

* z angl.: High Molecular Weight Glutenin Subunitsgw Molecular Weight Glutenin Subunits

2. Analyza HMW- a LMW- glutenind metodou vertikalni elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu v pros¥edi dodecylsulfatu sodného (SDS
PAGE).

2.1. Princip metody

Elektroforézou v SirSim slova smyslu rozumime pobhslektricky nabitych ¢astic ve
stejnosmirném elektrickém poli, putujicich podle povahy nabdud k anod (kladna
elektroda) nebo ke katddzaporna elektroda) v tekutém meédiu — elektrolytwzSim smyslu
pak pod timto pojmem rozumim#&du metod, které umodji tento jev sledovat. K
nejrozstergjSim  elektroforetickym technikam v stasnosti pdat elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu (PAGE), ktera se vyuzivéedevsSim v analytice bilkovin.
Uspsnost elektroforetické separace ve&mamfe zavisi na vold vhodnych podminek pro
provedeni procesu, a to zejména na pouzitém pHaPRatyzu HMW a LMW glutenifb se
nejbszngji pouziva technika elektroforézy v polyakrylovéraly s dodecylsulfatem sodnym
(SDS), coz je elektroforeticky apob separace na zakéadelikosti molekul separovanych
latek. SDS je anionaktivni detergent, ktery nesegooe vysoky naboj, a proto ve vazima
bilkovinu vyrovnava nabojové rozdily bilkovin agg pohybuji v gelu jen na zaktabzdilné
velikosti molekul. Vyhodou metody SDS PAGE je mogincharakterizace jak HMW-GS tak
LMW-GS souasre v jednom gelu. LMW-GS se vyskytuji v Uzkém spojsrgama a omega
gliadiny, proto musi vlastni elektroforézéedchazet specialni vicenasobna extrakce, kdy



dochazi k odseparovani gliadin Prednosti metody je geneticka interpretace ziskanych
vysledia tj. jejich vyjadeni ve forn¢ gluteninovych alelickych vzotc - tzn. relativni
nezavislost na ffpadnych metodickych odchylkach v hodnotach refatir
elektroforetickych mobilit na jednotlivych geleciMetoda SDS PAGE je dopafena
mezinarodni organizaci UPOV (Union for The Protactiof New Varieties of Plants)

k testovani odliSnosti, homogenity a stalostitod{Guidelines for the conduct of tests for
distinctness, uniformity and stability - TG/3/11-94-04 ).

Uskalim metody je rizikovost pouzivanych chemikaWikrylamid a bisakrylamid jsou
neurotoxické latky, proto je nutno &mito latkami pracovat vzdy s co néjsi opatrnosti
(gumove rukavice, rouskaikdy jejich roztoky nepipetovat Usty!).

2.2. Technické vybaveni

Pristroje a zatizeni

» piistroj pro vertikalni elektroforézu (dop@ena sila gelu -1,5 mm)

e zdroj stejnosrrného proudu (moznost nastaveni jak konstantnilbodw, tak i
konstantniho naii)

» chladici termostat

» laboratorni centrifuga (10 000 x g, cca 12 000 wotjrpro plastové mikrozkumavky
objemi 1,5 ml a 2,0 mi

e proswtlovaci panel

» vortexové tepaka (vortex)

» elektromagneticka mickika

« vyhiivana vodni laze(pozadovana teplota &5)

» ultrazvukova laze

» laboratorni digesio

» chladntka

*  pH metr

Sklo, laboratorni pomiicky

Bézné laboratorni sklo a plast, nadoby na fixaci evdya geti, stojanky, kadinky, odgmné
valce, Spiky, 2ml a 1,5ml plastové centrifugld mikrozkumavky, inje&ni stikacka s
jehlou, mikrostikacka Hamilton, automatické pipety, osobni ochranree@vni prosedky -
respirator, rukavice!

2.3. Chemikalie (VSechny chemikalie stupnanalytical reagent* - p.a.)

Chemikalie pro extrakci proteina
* Ethanol
e 1-Propanol
» Tris(hydroxymethyl) aminomethan (Tris)
* Kyselina chlorovodikova (HCI)
» Dodecylsulfat sodny (SDS)
» Glycerol
» Bromfenolova motl
» 2-Merkaptoethanol
* 1,4-Dithiothreitol (DTT)
* 4-Vinylpyridin (VP)




Chemikalie pro elektroforézu

Akrylamid (AA)

Bisakrylamid (BIS)

40% Akrylamid (AA-40) komemi roztok
2% Bisakryamid (BIS-2) komeéni roztok
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Kyselina chlorovodikova (HCI)

Bromfenolova motl

Dodecylsulfat sodny (SDS)
Persiran amonny (APS)

TEMED (N,N,N',N' - tetramethylethylendiamin)

Glycin

Chemikalie pro fixaci, barveni a suSeni gl

Kyselina trichloroctova (TCA)

Kyselina octova
Glycerol
Methanol

Coomassie Brilliant Blue R-250

2.4. Roztoky

Tabulka 1: Extrakeni roztoky

¢. Roztok SloZky MnozZstvi | poznamka
E1l | 60% Ethanol 96% Ethanol 60 ml skladovat
Destilovana voda 36 ml v chladnice
E2 | 50% 1-Propanol 1-Propanol 50 ml skladovat
v 0,08 M Tris-HCI v chladnice
pH 8,0 E3 50 mi
E3 | 0,08 M Tris-HCI Tris 4,844 g -upravit pH na 8,
pH 8,0 rozpustit a| ptidanim HCI
doplnit - skladovat
Destilovana voda do 500 ml | v chladnice
E4 | Vzorkovy pufr SDS 29 skladovat
Glycerol 40 ml v chladnice
Bromfenolova moti 0,02 g
2-Merkaptoetanol 1ml
Roztok E3 do 100 ml
E5 | Roztok E2 + DTT DTT 40 mg pouzivat vzdy
Roztok E2 4 ml cerstvy
E6 | Roztok E2 + VP VP 60 pul pouzivat vzdy
Roztok E2 4 ml cerstvy
E7 | Extraéni roztok Roztok Z2 30 ml skladovat v
pouze pro HMW-GS | Roztok Z4 24 ml digestdi
Glycerol 12 ml
2-Merkaptoethanol 6 ml
Destilované voda 48 ml




Tabulka 2: Zasobni roztoky pro elektroforézu

¢. Roztok Slozky MnozZstvi poznamka
Z1 Gelovy pufr 8,8: Tris 45,5 g TRIS | -upravit pH na
0,75 M Tris-HCI Destilovana voda do 500 ml 8,8 pidanim
pH 8,8 HCI
- skladovat
v chladnéce
Z2 Gelovy pufr 6,8: Tris 6,19 -upravit pH na
0,25 M Tris-HCI Bromfenolova motl Spetka 6,8 gidanim
pH 6,8 Destilovana voda do 200 ml HCI
-skladovat
v chladnéce
Z3 AA a BIS Akrylamid 150 g skladovat za
Bisakrylamid 49 lab. teploty
Destilovana voda do 500 ml
Z4 10% roztok SDS SDS 50 skladovat za
Destilované voda do 50 ml lab. teploty
Z5 10% roztok APS APS 0,59 pripravovat
Destilovan& voda do 5 ml vZzdy cerstvy
Z6 Zasobni Tris 30,3 ¢ skladovat za
elektrodovy pufr: Glycin 144 g lab. teploty
0,25 M Tris; SDS 10g
1,92 M glycin pH Destilovana voda do 1000 ml
8,3
Z7 Provozni pufr Zasobni elektrodovy pripravovat
pufr 100 mi vZzdy cerstvy
Destilovana voda 900 ml
Tabulka 3: Roztoky pro fixaci, barveni a suSeniigel
Pozn.: uvedené roztoky mozno pouZzit opaké\yamax.10x)
¢. Roztok Slozky MnozZstvi poznamka
F1 Fixaéni ¢inidlo: TCA 2009 skladovat za
20% TCA Destilovana voda do 1000 ml | lab. teploty
S1 Snésny roztok Methanol 250 ml skladovat za
Kyselina octova 100 ml lab. teploty
Destilovana voda 650 ml
Bl Barvici roztok Commassie Brilliant Blue skladovat za
R 250 0,25¢ lab. teploty
Smeésny roztok do 500 ml
Gl 2% roztok Glycerol 20 ml skladovat
glycerolu Destilovana voda 980 ml v chladniéce




2.5. Pracovni postup

2.5.1.P¥iprava vzorki - extrakce

Prvni den:

1) Jednotliva zrna roztlouci pkvé kladivkem mezi déma listy papiru a fgvést do 2ml
centrifug&nich mikrozkumavek.

2) Pridat 0,5 ml extraéniho roztokuEl, protepat na vortexu a nechat stat ve pres noc
Pozn.: alternativa - 1h inkubovat p5°C ve vodni lazni.

Druhy den:

1) Viozit na 10 min do ultrazvukové laZn

2) 30 min inkubovat ve vodni lazntiB5°C.

3) 5 min centrifugovat (10 000 x g) a supernatantrads.

4) K pevnému zbytku (pel&t pridat 0,5 ml extraéniho roztokue1l.

5) Peletu doke promichat jehlou a kratce pigpat na vortexu.

6) Vlozit na 10 min do ultrazvukové l&zn

7) 30 min inkubovat ve vodni lazntiB5°C.

8) 5 min centrifugovat (10 000 x g) a supernatantrads.

9) K pevnému zbytku (pel&kpridat 0,5 ml extraéniho roztokue1l.

10) Peletu doke promichat jehlou a kratce prepat na vortexu.

11) Vlozit na 10 min do ultrazvukové l&n

12) 30 min inkubovat ve vodni lazniip5°C.

13) 5 min centrifugovat (10 000 x g) a supernatantrads.

14) Pridat 100pl roztokuE5 (E2 + DTT) —v digestdi.

15) Peletu doke promichat jehlou a kratce prepat na vortexu.

16) Vlozit na 10 min do ultrazvukové l&n

17) 30 min inkubovat ve vodni lazniip5°C.

18) Pridat 100pl roztokuE6 (E2 + VP)— v digestdi, kratce protepat na vortexu.

19) 15 min inkubovat ve vodni lazniiB5°C.

20) 3 min centrifugovat (10 000 x g).

21) 100pl ptenést do nové 1,5ml mikrozkumavky.

22) Pridat100ul vzorkového pufru.

23) 15 min inkubovat ve vodni lazntiB5°C.

24) 3 min centrifugovat (10 000 x g).

Pozn.: Pokud chceme analyzovat pouze HMW-GS, pemEjzjednodusenou extrakci:

Jednotliva zrna roztlouci kladivkem meziédva listy papiru aigvést do 2ml centrifugaich
mikrozkumavek. Na 1 rozéméné zrno pouzit 0,3 ml extrakiho roztokuE7. Vzorky nechat

2 hodiny extrahovat a poté Zah 2 minuty na vrouci vodni lazni. Po vychladnuti
mikrozkumavky 4 min. centrifugovat (10 000 x g)upsernatanty serpvést do novych 1,5ml
mikrozkumavek.

Ziskané extrakty jsou ffpraveny pro elektroforézu. Lze je skladovatkolik tydnd
v chladnéce (gipadré v mraznéce).



2.5.2. Riprava gelu

Tabulka 4: Slozeni gelovych roztdgk

10% cklici gel 4,6% zaosbvaci (skrny) gel
Roztok alternativa alternativa
Z3 (AA+BIS) 32,60 ml - 12,50 ml -
40% akrylamid (AA-40) | - 24,50 ml - 9,40 ml
2% bisakryamid (BIS-2)| - 13,00 ml - 5,00 ml
Z1 (Gelovy pufr 8,8) 48,80 ml 48,80 ml - -
Z2 (Gelovy pufr 6,8) - - 41,70 ml 41,70 ml
Z4 (SDS) 98Qul 980ul 830ul 830ul
destilovana voda 16,30 ml 12,70 ml 43,80 ml 103nl
TEMED 58l 58 ul 33ul 33ul
Z5 (APS) 980ul 980ul 830ul 830ul
Pozn.:

- Vtabulce 4 je slozeni uvedeno na 100 ml celkovéhwzstvi jednotlivych
gelovych roztok.

« MnoZstvi gelovych roztakje nutno pizptsobit typu pistroje a velikosti desek.

+ Objem gelového roztoku petbného k fpraw zaostovaciho gelu je cca
v porreru 1:5 k objemu d&iciho gelového roztoku.

Postup @i pipravwé a nalévani gelu
(Kazdy gel se sklada zlitiho a zaosbvaciho gelu)

1) Dle typu gistroje sestavit suchécesté gelove kazety.

2) Pripravit 10% dlici gel (Tabulka 4) - jednotlivé sloZkytidavat za pomalého michani
v paradi tak, jak je uvedeno v tabulce 4 (polymeraaceggtartovanaidanim TEMEDu a
APS) (k michani mozno pouzit elektromagnetickouhaiicu).

3) Gelovy roztok pé&live nalit mezi skla tak, aby se netilp vzduchové bublinky.

4) Gelové kazety naplnit 30 mm pod okraj (prostor @® mm vrstvu zaostvaciho
gelového roztoku).

5) Povrch gelového roztokurgvrstvit opatréd vodou (injekini stikackou) a nechat 30 minut
polymerovat.

6) Po skowreni polymerace vodu slit, povrch gelu osusit fitian papirem a kazety se az po
okraj naplnit zaogbvacim gelovym roztokem.

7) 4,6% zaosbvaci (skrny) gel (Tabulka 4) fipravit bezprosedre pred nalévanim
podobre jako gel dlici a nalit na spodni gel.

8) lhned vlozit kebeny pro tvorbu jamek - polymerace probiha ccenibiut.

9) Bezprostedre pred vlastni elektroforézou¢beny opatré vyjmout, jamky v gelu promyt
elektrodovym pufren¥Z7 pomoci injekni stikacky (doporkuje se pipravit si gely den
piedem ped vlastni elektroforézou a skladovat v chlade).

2.5.3. NanasSeni vzork

Mnozstvi nanaSeného extraktu zalezi na velikostkja (typ pistroje, velikost Febenu). U
vétSiny keznych tym vertikalnich elektroforetickych jednotek se dopaije aplikovat
mikrostikackou Hamilton 15 — 20 pl extraktu (Postup dle 2)bdb. kazdé gelové jamky.



2.5.4. Vlastni elektroforéza

Tabulka 5: Provozni podminky SDS PAGE pro analyzu HMW- a LMV%-G

Elektrodovy pufr Z7 —provozni pufr

Proud 0,2 mA/ mn¥ gelu (1gel- 14 cm Bta;1mm
tlou&’ka = 28mA)

Napéti doporieno max. 300 V (konstantni proud)

Teplota 8°C

Smér migrace od katody (-) k ano#(+)

Doba dleni: Jakmile traéni barvivo dosahne spodniho okraje sefr@ire gelu, dobadeni
se prodlouzi o 30 minut.

2.5.5.Fixace, barveni, odbarveni, suseni
Fixace:
1) Sklergné desky s gelem vyjmout igtroje.
2) Gel sejmout, fenést do nadoby s figkaim roztokent1 a fixovat 60 minut.
3) Odstranit roztok1, gel gelit smésnym roztokenSla v roztoku ponechat 30 minut.

Barveni:

1) Odstrant roztolS1 a gel se felit barvicim roztokenB1.
2) Gely se barvifes noc (bezeépani).

Odbarveni:
1) Odstranit roztolB1 a gel pelit smésnym roztokens1; odbarvovat 60 minut.
2) Odstranit roztokS1 (Ize znovu pouzit po filtracifps aktivni uhli ) a nakonedgit

gely destilovanou vodou.

Suseni

Pripravit sklertnou desku (rozery desky musi byt &Si nez velikost vysledného PAGE

gelu). Dale je nutnoifpravit dva obdélniky z celofanu (rozny prvniho obdélniku se rovnaji
rozmeram sklergné desky; (strany druhého obdélniku jsou cca o 2deiSi nez strany
sklerené desky). Taktoijpraveny celofan a PAGE gel paitado pipraveného roztok@1
(cca 2 hodiny). Poté 1. celofanovy obdélnik pdlaia sklegnou desku, nad umistit
PAGE gel a pikryt 2. celofanovym obdélnikem. Okraje celofantehmout pod sklemou
desku a plochu eventuélivyhladit plastovym vakkem (odstraéni vzduchovych bublin).
Susit @i laboratorni teplat v dostaténé vzdalenosti od zdnbgepla a s¥tla.
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2.6. Vyhodnoceni experimentélnich dat z SDS PAGEnferpretace
elektroforetickych profil a HMW- a LMW-podjednotek glutenin @

1) Syntéza HMW-GS jgizena temi genyGlu Al, Glu Bla Glu D1 lokalizovanymi na
dlouhém rameni prvni homeologické skupiny chromasom

2) Syntéza LMW-GS jéizena temi geny Glu A3, Glu B3a Glu D3 lokalizovanymi na
kratkém rameni prvni homeologické skupiny chromosom

3) Vyhodnoceni ziskanych elektroforeogiase provadi pomoci schématického zn&sirn
elektroforetickych mobilit jednotlivych podjednoté®brazek 1; Obrazek 2)

4) Pro HMW-GS, které se nalézaji v horni polaviaiektroforetického spektra (Obrazek 3),
byl navrzen jak systémxislovani jednotlivych podjednotek, tak systém cam
jednotlivych alel pismeny. LMW-GS alely (v dolnilpeiné elektroforetického spektra)
jsou popsany pouze pismeny a kazdé pismenoconakupinu bilkovinnych prdh
(podjednotek) pro kazdy z& gemi Glu A3, Glu B&a Glu D3(Obrazek 3).

5) Elektroforetické spektrum glutenirpak lze zapsat tzv. gluteninovym alelickym vzorcem
pomocicislic (HMW-GS)¢&i pomoci pismen (LMW-GS, HMW-GS), (Tabulka 6).

6) Elektroforetické mobility HMW-GS alel (Obrazek 1yl popsany na zakladodridy
Chinese Spring (Payne, Lawrence, 1983), kterd gratterizovana nulovou alelou na
Glu A1(Glu-Alg a dale alelam@lu-B1b(7+8) aGlu-D1a(2+12).

7) Pxi vySe nastavenych podminkach SDS PAGE HMW-glutrénpodjednotky 10 a 12 se
nalézaji v térs totozné poloze (Obrazek 1, Obrazek 3). Vzhledetontu, Ze se vzdy
vyskytuji ve dvojicich 5+10 a 2+12, 3+12, 4+12ajednotky 5 a 2, 3, 4 jsou vzaje&n
velmi dolie rozliSitelné, mze byt identifikace 5+10Glu-D1d) a 2+12 Glu-D1g), 3+12
(Glu-D1b), 4+12Glu-D1¢ jednozné&né provedena.

8) Elektroforetické mobility LMW-GS alel (Obrazek 2)ylg popsany na zakl&d
elektroforetickych mobilit HMW-gluteninovych podjedtek 2+12. Pro snadjsi
orientaci niizka ve schématu oz&ige pozice HMW podjednotek 2+12, pozice
nejpomalejSich LMW-podjednotek (stast Glu-B3f a Glu-B3g), pozice dvou LMW-
podjednotek alelyGlu-A3d a pozice nejrychlejSich LMW-GS (s&ast Glu-D3b a Glu-
D30).

9) Do kazdeho elektroforetickéh@tu se doportuje k analyzovanym ofddam z#adit dva
snadno dostupné genotypy jako standardy se znartpieném a vysokou variabilitou
HMW- a LMW-GS alel, coz znaé¢ usnadni identifikaci jednotlivych gluteninovyclrebl
(Obrazek 3). Doporiené genotypy, které na vyzadani poskytuje Genovdakeba
VURV,v.v.i., jsou odiidy Globus a Saxana a jejich charakterizace je ineesddabulce 6.

10)Pokut nelze s jistotou identifikovat jakoukoliv ¢ggninovou alelu, je mozno v nasledujici
elektroforetické analyze k égsreéni vyuzit odfidy, jejichz profily jsou prezentované na
obrazku 3 se sloZzenim gluteninovych alel uvedenyabulce 6.

11)HMW-GS alelaGlu-Alc a LMW-GS alelyGlu-A3e, Glu-B3jsou nulové alely, nejsou
charakterizovany Zzadnym pruhem (Obrazky 1 a 2).

12)LMW-GS alela Glu-A3f je velmi obtizné identifikovat, protoZze je€asto skryta
podjednotkami, které se vyskytuji @#u-B3 lokusu (Obrazek 2). Nelze pak sitwsti
fici, zda je genotyp charakterizov&tu-A3f¢i nulovou alelouGlu-A3e Z tohoto divodu
byly tyto dw alely v rekterych gipadech kombinovan§lu-A3e/f (Tabulka 6), (Branlard
et al., 2003).

13)Na obrazku 3 jsou vyziany u modelovych odd pSenice &n¢ se vyskytujici HMW- a
LMW-GS alely.

14)V tabulce 6 jsou sumarizovany gluteninové charidtiky vSech odid prezentovanych
na obrazku 3.
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Obrazek 1: Schématické znazasni elektroforetickych mobilit HMW-GS alel kédovaryc
geny v lokusiGlu-1
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Obrazek 2 Schématické znazani elektroforetickych mobilit LMW-GS alel kédovartyc
geny v lokusiGlu-3
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HMW-GS

|LMW-GS

Obrazek 3: Ozn&eni jednotlivych HMW- a LMW:- gluteninovych podjedie na SDS
PAGE gelu (HMW-GS jsou ozganycisly; LMW-GS pismeny - symbelznai LMW-GS
naGlu-A3 LMW-GS naGlu-B3jsou bez symbolu, symbglznai LMW-GS naGlu-D3)
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Tabulka 6: Alelické slozeni HMW-GS a LMW-GS modelovych édrpSenice uvedenych na

obrazku 3.
Cislo| Nazev HMW-GS LMW-GS
drahy| odridy | Glu-A1| Glu-B1| Glu-D1| Glu-A3| Glu-B3| Glu-D3
1 |Globus a(l) d(6+8) | a(2+12) d g C
2 | Trappe c (0) c(7+9) | d (5+10) d g a
3 | Swedjet c(0) |h(14+15)| a(2+12) d g c
4 | Corsaire c (0) d(6+8) | c(4+12) d d C
5 |Zuzana a(l) a(7) d (5+10) a d C
6 |Rialto a(l) |i(7+18)| d(5+10) a ] C
7 | Brimstone c (0) d(6+8) | a(2+12) a g d
8 | Gabo b(2*) |i(@7+18)| a(2+12) b b b
9 |llona b (2%) c(7+9) | d (5+10) el/f b b
10 | Radja b(2¥) | b(7+8) | a(2+12) e b’ b
11 | Bravura a(l) a(7) d (5+10) elf g b
12 | Biscay c (0) d(6+8) | a(2+12) elf f C
13 | Amaretto a(l) c(7+9) | d (5+10) elf C C
14 | Rapsodia c(0) |i(17+18)| a(2+12) f j C
15 | llias a(l) e(20) | d(5+10) a g C
16 | Iridium c (0) a(7) d (5+10) a o} c
17 | Magnif24 | b (2*) | f(13+16)| a(2+12) a [ b
18 | Saxana a(l) c(7+9) | d(5+10) a b b
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3. Analyza HMW- a LMW- gluteninu metodou automatické ¢ipové
elektroforézy

3.1. Princip metody

Automatickacipova elektroforéza Experion (Experion System, Rid Laboratories, USA)
predstavuje moderni analytickou techniku umgici separaci denaturovanych bilkovin s
vysledkem podobnym klasické SDS PAGE. Na rozdilSexs PAGE poskytuje analyza na
Cipové elektroforéze celoiiadu vyhod, a to zejména rychlost, jednoduchost sokqu
opakovatelnost provedeni analyz, objektivnasidptekci a vyhodnoceni, ale étéi pracovni
bezpénost, protoZze odpada prace s toxickymi monomerylakidu @i pripraw gel.
Hlavni vyhodou systému je vzajemné propojeni segabélkovin, jejich detekce a zpracovani
dat do jednoho komplexniho systému, ktery elimiriggso narané kroky, které vyzaduje
klasickdi SDS PAGE. Analyza bilkovin je provedenaosfiednictvim dodavaného
analytického kitu ,Experion Pro260 Analysis Kit“tety obsahuje sadu analyticky¢ipa,
reagencii a ostatnich dagli pro provedeni separace bilkovin. S vyuzitim uvéten
analytického kitu je mozné provést vlastni anal§@wzorki béhem 30 minut. Tato moderni
metoda by mohla byt ziaym pfinosem pro Slechtitelef@devSim k testovani gluteninového
sloZeni populaci pSenice v ranych stadiich Slexdbkiého procesu, ale i pro hodnoceni
genetickych zdrd@j genovych bank pro svou jiz znd¢imou objektivitu a efektivnost hodnoceni.

3.2. Technickeé vybaveni

3.2.1. Fistroje a za‘izeni

+ systém automatick@pové elektroforézy Experion System dodavany firnBoorRad
Laboratories, USA

« stanice pro zavéadi gelu do mikrofluidniho systému analytickéhpu tzv. ,priming
station dodavana firmou Bio-Rad Laboratori¢gdSA) jako sodast cipové
elektroforézy Experion

«  paitag s nainstalovanym ovladacim a vyhodnocovacim soétmaExperion Bio-Rad
Laboratories, Version 3.0

« vortexova tepaka (vortex)

« vyhtivana vodni laze(pozadované teploty 65°C a 95-100°C)

« laboratorni centrifuga (10 000 x g, cca 12 000 otjrpro plastové mikrozkumavky
objemi 1,5 mla 2,0 ml

« stolni minicentrifuga

+ chladntka

« predvazky a analytické vahy

« sada pipet o rozsahu 1-10 pl, 10-100 pul a 100-1000

s pH metr

« b&Zny laboratorni plast a sklo - stojanky, kadinkgngrné valce, Sgky, 2,0ml 1,5ml
a 0,5ml plastové centrifugai mikrozkumavky, automatické pipety, osobni ochean
pracovni prosedky — respirator (rouska), rukavice!

3.2.2. Chemikalie
« analyticky kit ,Pro260 Analysis Kit“, ktery obsalmjsadu analytickyckipi, a
vesSkeré reagencie ffebné k analyze
+ Experion DEPC-Treated Water
+ Dimethyl sulfoxid (DMSO)
+ 1-Propanol
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« Dithiotreitol (DTT)
« Dodecylsulfat sodny (SDS)

3.3. Pracovni postup

3.3.1.P¥iprava vzorki - extrakce

1) Roztlouci jednotliva zrna gév ¢ kladivkem mezi déma listy papiru.

2) Odvézit 30 +2 mg do 2,0ml plastovych mikrozkumavek .

3) Fridat 1 ml dimethyl sulfoxidu (DMSO). S¥s ihned praepat na vortexu, extrahovat
10 min.

4) Centrifugovat mikrozkumavky (3 min, 10 000 x gddstranit supernatant.

5) Pridat 1 ml 50% vodného roztoku 1-propanolu (1 diirbpanolu smichat s 1 dilem
destilované vody), pi@pat na vortexu, extrahovat 10 min.

6) Centrifugovat mikrozkumavky (3 min, 10 000 x g)a@stranit supernatant.

7) Pridat 1 ml 50% vodného roztoku 1-propanolu, fgpat na vortexu, extrahovat 10 min.

8) Centrifugovat mikrozkumavky (3 min, 10 000 x g)a@stranit supernatant.

9) Fridat 0,3 ml extraéniho roztoku, aikladre protepat na vortexudkolik sekund.

10) Vlozit na 30min do lazhzalraté na 65C.

11) Centrifugovat (4min, 10 000 x g).

12) Cisty supernatantipmistit do no¥ popsané 1,5ml mikrozkumavky.

Extrakéni roztok — 1%ni roztok dodecylsulfatu sodného (SDS) s odrsall procenta
dithiothreitolu (DTT) — pipravovat vzdycerstvy!

Z&sobni roztok (1% vodny roztok SDSHre byt skladovaniplaboratorni teplat (1 g SDS
rozpustit a doplnit do 100 ml destilovanou vodou).

Extraleni roztok se fipravi rozpu&tnim 100 mg DTT v 10 ml zasobniho roztoku (1% vodny
roztok SDS) — uvedené mnozstvi je pro 25 viork

3.3.2. Vlastni postup analyzy na automatickéipové elektroforese Experion

K analyze bilkovin na automatick&pové elektroforéze je nutny kontek dodavany
analyticky kit ,Experion Pro260 analysis kibbsahujici saddipu po 10 nebo 25 kusech a
soubor specifickych chemikalii nezbytnych proéippavu analyzovanych vzaika cipa
(,Pro260 Kit Reageris

3.3.2.1 SloZeni, skladovani a ekvilibrace analyébk kitu Experion Pro260 analysis kit

Prislusny kit obsahuje 10 resp. 25 analytickygpi a 1 ¢ip pro cisteni elektrod ¢ipové
elektroforézy. Tyto komponenty kitu Ize skladovat pokojove teplat. Citlivou sowasti
analytického kitu jsou reagencie (chemikalie), jg@nutné v pvodnim kartonovém boxu
skladovat ve tr (reagencie jsou velmi citlivé na &lo) a @i 4°C. Ri spinéni podminek
skladovani je Zivotnost chemikalitipa 9 mesial — datum ukoteni exspirace je vyzdano
na kazdém baleni kitu.

Reagencie obsazené v analytickém kitu préifh@ jsou nasledujici:
* 3 mikrozkumavky s 520 ul gellPy0260 g€l - zeleny uzasr
e 1 mikrozkumavka se 45 pul fluores¢enbarvy Pro260 staifi - modry uzavr
e 1 mikrozkumavka se 400 ul vzorkového pufRrq260 sample buffer Zluty uzawr
e 1 mikrozkumavka se 60 ul proteinového standaRhw260 laddet - ¢erveny uzasr
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1) Pred pouzitim je nutno reagencie 15-20 minut vyteroyetr ¥ pokojove teplat.

2) Vzhledem Kk citlivosti reagencii na&lo je nutné reagencie po celou dobu temperovani i
dalSi prace maximéatchranit ged s¥tlem.

3) Po uplynuti doby temperovani je nutné mikrozkumawbsahujici reagencie kratce
promichat na vortexu a poté kratce centrifugovhy aeSkery obsah mikrozkumavky
klesl ke dnu.

3.3.2.2. Piprava roztok geli

Priprava gelu s fluorescéni barvou Pro260 gel-stainGS)

1) Gel s fluoresceini barvou je fipraven pidanim 20 ul barvy Pro260 staifi (modry
uzawr) k obsahu (520 pl) mikrozkumavky s bezbarvym gel@zn&eni ,Pro260 gel,
zeleny uzagr).

2) Vznikly obarveny gel (Pro260 gel-staify GS) kratce promichat na vortexu.

3) Prenést obsah obarveného gelu do mikrozkumavkyradfili kolonkou (je sotasti kitu) a
provést filtraci na centrifuzeriplO0 000 x g po dobu 5 minut.

4) Po centrifugaci vizudkh zkontrolovat zda byl gel ipfiltrovan, kolonku vyjmout,
mikrozkumavku s fefiltrovanym gelem obalit alobalem a n&kud ozn&it GS (gel-stain
nebo-li gel obarveny fluorescém barvou).

Priprava bezbarvého gel@1(0260 gelG)

1) Cely obsah (520 pl) neobarveného gelu (6ena,Pro260 gé€l; zeleny uzawr) prenést
do mikrozkumavky s filtréni kolonkou (je sotasti kitu) a provést filtraci na centrifuze
pii 10 000 x g po dobu 5 minut.

2) Po centrifugaci vizuakh zkontrolovat zda byl gel ipfiltrovan, kolonku vyjmout,
mikrozkumavku s fefiltrovanym gelem obalit alobalem a n&ki oznd&it G (bezbarvy

gel).

Pozn.: Oba typy taktorpravenych, filtrovanych gelovych roztbknohou byt skladovany az
1 mesic @i 4°C ve tné. Po ngsici by nEl byt nepouzity gel oftovrg filtrovan.

3.3.2.3. Fiprava vzorkového pufru (Pro260 sample buffer)

1) Ze zasobniho roztoku vzorkového pufru (a&rd ,Pro260 sample bufferzluty uzawr)
odebrat 30 pl do 0,5 ml mikrozkumavky (neni &sii kitu) a k tomuto objemuidat
1 pl Experion DEPC-Treated Water

2) Nésledr je nutné obsahudladné promichat na vortexu a kratce centrifugovat.
Pozn.Vzorkovy pufr fipravovat vzdyerstvy pro analyzu kazdékgu.

3.3.2.4. Piprava vzork a hmotnostniho markeru ,Pro260 Ladder"

1) Hmotnostni marker (ozdani ,Pro260 Ladder; c¢erveny uzadr) a vzorky utéené k
analyze seffipravuji jednotnym zfisobem.

2) Do ozn&enych mikrozkumavek (objem 0,5 mlfgmést 4 pul hmotnostniho markeru (na
kazdy ¢ip je nutno nanést hmotnostni marker) nebo 4 [drkz a gidaji se 2 pl
piipraveného vzorkového pufru.

3) Pripravené vzorky a hmotnostni markerikthdné promichat pomoci vortexu a
centrifugovat pomoci stolni minicentrifugy.
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4)
5)
6)

7
8)

Vzorky a hmotnostni marker za ve vodni lazni na teplotu 95-100°C po dobu 3 - 5
minut.

Po zchlazeni je nutné vzorky @pcentrifugovat (15 vién), aby se veSkery obsah
mikrozkumavky nachazel na jejim&n

Poté se do kazdé mikrozkumavky se vzork&nmmotnostnim markeremrigat 84 ul
Experion DEPC-Treated Water a ¢bpkratce promichat pomoci vortexu a kréatce
centrifugovat.

Vzorky a hmotnostni marker jsotipraveny k aplikaci do vzorkovych jamélpu.

Vzorky a hmotnostni marker jsou v tomto stauil pokojové teplot stabilni rekolik
hodin, ale je nutné chranit jéqul s\wtlem.

3.3.2.5. Ripravacipu

Po vyjmuti ¢ipu z obalu se provede aplikace filtrovanych getbvyroztoki, vzorki a
hmotnostniho markeru do jamek na licové sti@pu dle nize uvedeného postupu. Obrazek 1
schématicky znazauje analytickycip systému Experion a e slouzit k lepSi orientaci v
nasledujicim textu.

Obrazek 4. Schématické znaza¥ni analytickéhaipu ,Experion Pro260

1)

2)

3)
4)

5)

6)
7

8)
9)

V prvni fazi gipravy ¢ipu nutno aplikovat 12 pl filtrovaného gelu s flascegni barvou
(GS - ,Gel-stain*) do jamky v pravém hornim rohéipu, kterda je oznzena GS a
zvyrazréna tma¥ modrym podkladem. Tato jamka (tzvGel priming well®) slouzi k
zavedeni gelu do systému mikrokariétkou. Po skoteni pipetovani se provede vizualni
kontrola jamky GS a pokud byl&gmanaSeni gelu vyt¥ena bublina, je nutné ji odstranit.
Vlozit ¢ip do stanice pro zavadi gelu do mikrofluidnich kanalk¢ipu tzv. ,Priming
station®.

Na stanici nastavit tlak B&s 3. Po znt&knutim tlaitka Start zatne zdizeni pracovat.
Iniciace ¢ipu trva 60 vtéin - je ukorgeno zvukovym signalem a na displeji se objevi
zprava Ready.

Po vyjmuti¢ipu je mozné zkontrolovat, zda proces zavedeni delkandlk ¢ipu prokehl
spravre — mikrokanalky, které jsou u novekigu na spodni stra&nzietelné, jsou v této
fazi ptipravycipu obtizrg viditelné.

Z jamky GS odstranit odpipetovanimigbyte&ny gel.

Do vSech jamek s ozéanimGS aplikovat 12 pul filtrovaného gelu s fluores¢anbarvou
(,Gel-stain solution’), a to ¥etné jamky, ktera v pedchozim kroku zaji®vala primarni
piipravucipu.

Aplikovat 12 pl gelu (el solution®) do jamky s ozngenimG.

Vzorky piipravené dle vySe uvedeného postupu jsou v objepiuaPlikovany do jamek s
oznaenim 1 - 10. Zadna z jamekéena pro vzorky nesmiigtat prazdna.

10)Do jamky s oznéenimL aplikovat 6 pl hmotnostniho markerPgp260 ladder?).
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11)Zkontrolovat, zda $ aplikaci vzorki a hmotnostniho markeru nedoslo k vyami bublin
a pripadre provést opravu.

12)Vlozit ¢ip do aktivni elektroforetické staniceAytomated Electrophoretic Station*®

13)Zkontrolovat spravné usazetipu a opatra zawit viko elektroforetické stanice.

Pozn.: Bi aplikaci gelovych roztok (GS, G), hmotnostniho markeru a vzario ¢ipu nutno
vlozit Spiku pipety vertikald@ na dno jamky a nevyitavat vzduch ze Sgky na konci
pipetovani. Umishi pipetovaci Sgky na roh jamky nebo steni pipetované kapaliny po
sténé jamky mize vést k vytvéeni bublin na déjamky. Rijatelné jsou 1-2 malé bublinky na
povrchu. Ripadné ¥tSi bubliny vypudit ze dné&istou pipetovaci Spkou.

3.3.2.6. Provedeni analyzy vzark

1) Zapnout elektroforetickou stanici Experion stiskealeného tléitka ve stedu gedniho
panelu. Trvale zelemsvitici kontrolka nad ttdtkem signalizuje, Zeifstroj je zapnuty.

2) Spustit software Experion.

3) Pred spu&nim vlastni analyzy zkontrolovat komunikaci mezilamacim softwarem a
elektroforetickou stanici (na dolni kSt pravém rohu se objevi zelené kiie).

4) K zahdjeni vlastni analyzy a kontroleip¢hu analyzy slouzi specializovany software
(, Experion software).

5) Po spudini tohoto softwaru zvolit novou analyzu pomoiikpzuNew Run

6) Na obrazovce se poté objevi dialogové okno - vesnylje nutno zvolit typ analyzy
(,Assay: Protein260), pro snazSi orientaci je mozné pojmenovat projkkt kterému
analyza pislusi a samdejmé ozna&it vlastni analyzu. Sassti dialogového okna je
tabulka vzork (Sample 1 - Sample 18 zde je moZné pojmenovat analyzované vzorky.

7) Zadat pikaz Start a analyza je zahgjena. Vapehu analyzy musi v pravém dolnim rohu
blikat jiz zmirené (viz bod 3) zelené kalko. Konec analyzy je ohlaSen Zadosti o vyjmuti
¢ipu z elektroforetické stanice.

8) Opatrre otewit viko stanice a vyjmoutip. Po kazdé praihlé analyze je nutné vigstit
elektrody pomoctisticihocipu, ktery je sodasti kazdého analytického kitu.

9) Do ¢isticiho cipu aplikovat 800 pl Experion DEPC-Treated Watdeto cip vlozit do
stanice na misto analytickébipu.

10)Viko stanice zatit a elektrody ponechat v Experion DEPC-TreatedeWVgiblizné 60
vterin. Poté viko stanice oté&v a elektrody ponechat cca 60ieoschnout.

3.4. Vyhodnoceni experimentalnich dat gipové elektroforézy a jejich
interpretace

Souasti automatickéipové elektroforézy je potacové zpracovani ziskanych dat do formy
grafického zaznamu fbchu analyzy v podabpika detekovanych bilkovidi simulovaného
elektroforetického gelového spektra (tzv. virtuAtnigelu). Vysledkem je rovi tabulka, ve
které jsou migréni ¢asy detekovanych bilkovin a jejich molekulové hnostin Systém také
nabizi automatickou relativni a absolutni kvangéifikdetekovanych bilkovin.

Cipova elektroforéza poskytuje formou virtualinihdugeysledky podobné klasické gelové
elektroforéze (SDS PAGE), kde se HMW- a LMW-GS jgako dw rozdilné skupiny
elektroforetickych pruln rozdtlenych podle jejich molekulovych hmotnosti. ©aavzajem
odlisné skupiny pro HMW- a LMW-GS lIze rozeznat piipact elektroforeograrin v podols
pika (Obrazek 5).
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Obrazek 5: Znazorgni HMW- a LMW- GS odiidy Mulan na grafickych vystupedidiciho a
vyhodnocovaciho software systému Experion.

Identifikace HMW-GS

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

9)

Identifikace jednotlivych gluteninovych podjednotédlyla provadna na modelovych
odridach psenice se znamym alelickym sloZenim (Tabillka

Identifikaci HMW-GS ucipové elektroforézy je vhodisi provadt pomoci virtualniho
gelu (v gipack potreby Ize Iépe porovnavat s klasickou SDS PAGE).

Sekvence HMW-GS na virtualnim gelu nerteg® podle skuténé velikosti molekuly
jednotlivych pojednotek a neodpovida sekvenci partpgek v SDS PAGE gelu.
Jednotlivé gluteninové podjednotky jsou ozray ve virtualnim gel&isly, ktera jsou
béZzna pro klasickou SDS PAGE (Obrazek 6, Tabulka 7).

Paadi HMW-gluteninovych podjednotek na virtualnimwed startu je 2 =5, 1, 2%, 7,
14, 6, 17, 20, 10, 15, 18, 8, 12 a 9 (Obrazek 6).

HMW-GS jsou charakterizovany molekulovymi hmotnoistkteré vypdita software na
zaklad hmotnostniho markeru (Tabulka 8).

Podobs jako v gipact klasické SDS PAGE, je i zde vyhoda, Z&teré podjednotky se
vyskytuji v parech (5+10, 2+12, 17+18, a pod.). de to hlav& podjednotek 2 a 5,
které se vyskytuji v pozici horniho hmotnostnihakeau (260 kDa) a nelze je vzajein
rozliSit, zatimco podjednotku 10 Ize jednoduseisitzbd podjednotky 12; tudiZz stanoveni
5+10 Glu-D1d) a 2+12 Glu-D1a muze byt jednoznmé provedeno (Obrazek 6).
Doporiuje se do kazdéhdipu k analyzovanym oddam zaéadit standard se znamym
slozenim HMW-GS alel, coz z&a usnadni identifikaci jednotlivych gluteninovychehl
(viz. SDS PAGE).

Na obrazku 6 je vyzr@na u modelovych odld pSenice #tSina @zn¢ se vyskytujicich
HMW gluteninovych podjednotek. V tabulce 7 jsou tghinové charakteristiky pro
jednotlivé odfidy sumarizovany.
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Brawura Blava  Sida  Mulan  Ludwig Clarus Swedjet Gabo  Rialto  Ilias

HMW-GS

LMW-GS

Obrazek 6: Ozna&eni HMW- a LMW- gluteninovych podjednotek na virnién gelu
z ¢ipové elektroforezy (HMW-GS jsou ozteny ¢isly; LMW-GS pismeny). L — hmotnostni
marker (Ladder fekricek molekulovych hmotnosti; symbolyt ozna&uji polohu horniho
(upper marker) a dolniho (lower marker) hmotnoginitarkeru.

Tabulka 7: Alelické slozeni HMW-GS a LMW-GS modelovych édrpSenice uvedenych na

obrazku 6.

Cislo| Nazev HMW-GS LMW-GS

drahy| odridy | Glu-Al| Glu-B1 | Glu-D1| Glu - A3 | Glu - B3| Glu - D3
1 |Bravuraa(l) a(7) d (5+10) elf g b
2 |Blava |c(0) c(7+9) d (5+10) d g a
3 |Sida a(l) c(7+9) a(2+12) d ] C
4 |Mulan |a(1) b (7+8) a(2+12) el/f d c
5 | Ludwig |c (0) d (6+8) d (5+10) d g c
6 |Clarus |c(0) d (6+8) a(2+12) d j C
7 | Swedjet c (0) h (14+15) |a (2+12) d g C
8 |Gabo |b (2% i (17+18) |a(2+12) b b b
9 |Rialto |a(1) I (17+18) |d (5+10) a ] Cc
10 | llias a(l) e(20) d (5+10) a g C
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Tabulka 8: Vypoctené molekulové hmotnosti jednotlivych HMW-GS zisieh cipovou
elektroforézou

Molekulova
HMW-GS hmotnost
kDa
Glu-Al
1 249
2* 241
Glu-B1
6 188
7 196,5
8 148
9 141
14 193
15 157
17 180
18 151
20 174,5
Glu-D1
2 260
12 143
5 260
10 165,5

Identifikace LMW-GS

LMW-gluteninoveé podjednotky jsou v porovnani s HM®& velmi obtiza identifikovatelné.
ObtiZnost je spojena s velkymdem konkrétnich podjednotek, které se vzajepiekryvaji,

tudiz jednotlivé LMW-GS nelze spolehdividentifikovat pomocicipové elektroforézy
(Obréazek 6), (Uthayakumaran et al., 2006).

4. Skladba podjednotek gluteniri a jejich vyuziti pro predikci pekaiské
kvality pSenice

Geneticky potencial ofd pro pek#&skou kvalitu pSenice je posuzovan padu let
s vyuzitim tzv.Glu-1 skére, coz je bodové ohodnoceni jednotlivych nedod gluteninovych
podjednotek s HMW podle toho, jaky maji efekt naslednou pekimkou kvalitu (vySsi
hodnota predikuje lepSi peis&ou kvalitu). Systém tohoto hodnoceni byl vyvirldaynem et
al. (1987) na zékladslozeni HMW-GS a SDS sedimetného testu, jehoz vysledky maji
Uzky vztah k peki@ké kvalig. Cornich et al. (2005b) tento systém gkud inovovali na
z&kladt dalSich kvalitativnich paramétpSenice (nap reologickych vlastnosti) a doplnili o
bodové hodnoceni¢hterych dalSich podjednotek (14+15, 20), (Tabulka 9
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Tabulka 9: Glu—1skoére pitazené jednotlivym nebo pan HMW-GS

Skore Glu-Al Glu-B1 Glu-D1
4 - - 5+10
3 1; 2% 17+18; 7+8; 7+9; -
13+16; 14+15
2 - - 2+12; 3+12
1 Null 7: 6+8; 20 4+12

Pokud odiida obsahuje Zitnou translokaci T1BL.1RS, dochazi&&ine pripadi ke snizeni
pekaské kvality. Aby byla predikce pekské kvality gesrgjsi, je nutno Glu-1 skére

v pripact pritomnosti Zitné translokace upravit nasledujicipdspbem.Glu-1 skére odid
mezi 8 a 10 se sniZuje B body, Glu-1 skére mezi 5 a 7 se snizuje 0 2 body a jeden bod s
odeite, pokud jeGlu-1 skore mezi 3 a 4.

Pro LMW-GS podobny systém bodového hodnoceni jéidgioh podjednotekei alel ve
vztahu k pekiské kvalit v sowasné dob neexistuje. Poznatky vyzkumtiilse v této oblasti
do jisté miry rozchazeji (Cornish et al. 2005).atdulce 10 je uveden model hodnoceni efektu
jednotlivych LMW-GS alel na &které kvalitativni parametry navrzeny Branlardemakt
(2001), podle kterého Ize oriett& odmidy pSenice hodnotit z hlediskareplpokladané
pekaské kvality.

Tabulka 10: Porovnani efektu jednotlivych LMW-GS alel na reptké hodnoty a hodnoty
Zelenyho testu.

Lokus | Pevnost lepku Taznost lepku Zelenyho test

Glu-A3 |a=d=f>e d=a=*fe d>a>f>e
Glu-B3|b>d=c=b=gi>f2j|i>b>c=g>b=f=d>j|b'=d=b=i= g=0c >
Glu-D3 |a>b=d=c sn sn

sn: statisticky nefikazné rozdily

5. Zawr

Metodika uvadi dva analytické postupy pro charakéer gluteninové frakce zasobnich
bilkovin, které maji vyznamny vztah k pékké kvalit pSenice. V fipadd metody cipové
elektroforézy vyvinuté v poslednich letech dochaai rozdil od klasicke elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)c¢ksové Uspi@. Riziko manipulace s toxickymi
chemikaliemi je omezeno na minimum a je ré&minimalizovan vliv lidského faktoru. SDS
PAGE se vSak vyzraje menSi ekonomickou namosti a umoiuje rozliSeni jednotlivych
LMW-GS alel.

23



lIl. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUP U*

V Ceské republice nebyla dosud zpracovana komplexntodit@, kter4d by satasré
zahrnovala hodnoceni jak vysokomolekularnich (HMW®}Gak i nizkomolekularnich
podjednotek glutenin (LMW-GS). RedloZzena metodika,VyuZziti gelové a ¢ipové
elektroforézy pro identifikaci podjednotek glutenins vysokou a nizkou molekulovou
hmotnosti u pSenice” obsahuje podrobné pracovni postupy klasické alfkitzy
v polyakrylamidovém gelu (SDS PAGE) a modetipové elektroforézy pro identifikaci
obou typi glutenini. Metodika zahrnuje katalog HMW-gluteninovych alal LMW-
gluteninovych alel, ktery nebyl doposud’'R k dispozici a fehledr popisuje postup jejich
identifikace na modelovych oibtdch pSenice. Metodika zardve poskytuje nejnoysi
informace o vztahu glutenink pekaské kvalig a schopnosti predikovat tuto vyznamnou
vlastnost pSenice.

IV. POPIS UPLATN ENi METODIKY

Metodika shrnujici nové poznatky v oblasti zasobniiélkovin pSenice bude poskytnuta
Siroké odborné wejnosti, ktera se touto problematikou zabyva. Buwdloi uZivateli
metodiky jsou univerzity, organy statni kontrolyyzkumna a Slechtitelskd pracowist
Metodika mize byt efektiveé uplatrétna ve Slechtitelskych programechi ghodnoceni
Slechtitelskych material a k urychleni i monitorovani procesu tvorby novyokrid.
Metodika najde row¥ uplaténi pi charakterizaci genovych zdfojna pracovistich
zabyvajicich se genofondy pSenice.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Cipova elektroforéza na rozdil od klasické gelovékebforézy (SDS PAGE)ipdstavuje

z ekonomického hlediska cca 3x vyssi fipovaci ndklady na aparaturu i mnohem vyssi
naklady na speebni material (Tabulka 11). Jednd se vSak o kvaiit& vySSi arove
analyzy jak z hlediska Uspoasu a pracnosti, objektivnosti vyslédiktak i bezpénosti
prace.

Tabulka 11. Informativni porovnéni naklaédna analyzu gluteninv zrnu pSenice metodou
SDS PAGE &ipovou elektroforézou

SDS PAGE Cipova elektroforéza
1 analyza K¢ 1 analyza K¢
(2 gely, 30 zrn) (1 ¢ip, 10 zrn)
Material s DPH (20%) 156,00 Material s DPH (20%) 1092,00
Mzda Mzda
(14 hod.; 150,00 &hod.) 2100,00 | (3 hod.; 150,00 K/hod.) 450,00
ReZie pracovist ReZie pracovist
(cca 29% celk. nakl.) 902,00 (cca 29% celk. nakl.) 615,00
Celkové naklady na 30 zrn  3158,00 | Celkové naklady na 10 ztn  2157,00
Naklady na 1 zrno 105,00 Naklady na 1 zrno 216,00
(zaokrouhleno) (zaokrouhleno)

Pozn.: V nakladech neni zahrnuta amortizatsnoj.
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Ok¢ metody vyznamé prispeji k efektivité a racionalizaci Slechtitelského procesu tvorby
modernich odrd pSenice. Ekonomickou efektivitu IzefepevSim spaébvat v moznosti
selekce pSennych materidl jiz v ranych generacich, coz vede k urychlencttigelského
procesu a tim i uspe provoznich nakladna vedeni a hodnoceni polnich experiment

V. SEZNAM POUZITE SOUVISEJICI LITERATURY

Branlard G., Dardevet M., Amiour N., Igrejas G. @30 Allelic diversity of HMW
and LMW glutenin subunits and omega gliadins innErebread wheafl¢iticum aestivum
L.). Genetic resources and Crop Evolution, 50: 669-

Branlard G., Dardevet M., Saccomano R., LagoutieGéurdon J. (2001): Genetic
diversity of wheat storage proteins and bread wheality. Euphytica 119: 59-67.

Cornish, G.B., Békés, F., Eagles, H.A., Payne, R005): Prediction of dough
properties for bread wheats. In Gliadin and Gluteitihe Unique Balance of Wheat Quality.
Amer. Assoc. Cereal Chemists, St Paul, MN, USA eB&t#13-280.

Payne P.l1., Lawrence G.J. (1983): Catalogue ofesller the complex lociGlu-Al,
Glu-B1andGlu-D1 which coded for high-molecular-weight subunitgybftenin in hexaploid
wheat. Cereal Research Communications, 11: 29-35.

Payne P.l., Nightingale M.A., Krattiger A.F., HdltM. (1987): The relationship
between HMW glutenin subunit composition and thealdrmaking quality of british-grown
wheat varieties. Journal Science Food and Agrioel|0: 51-65.

Uthayakumaran S., Listiohadi Y., Baratta M., Bakey, Wrigley C.W. (2006): Rapid
identification and quantitation of high-moleculaeight glutenin subunits. Journal of Cereal
Science, 44: 34-39.

VII. SEZNAM PUBLIKACI, KTERE P REDCHAZELY METODICE

Bradova J., Majova E. (2008): Comparison of the results of SDSGEAand chip
electrophoresis of wheat storage proteins, Chrognaptia 67: 83-88

Bradova J., Sttkova L. (2010): Evaluation of winter wheat collectiin term sof
HMW- and LMW- glutenin subunitsCzech J. Genet. Plant Breed., 46: 96-99.

25



Autori: Ing. Jana Bradova
Ing. Vaclav Dy@ek, PhD.
Ing. Lenka Stmva

Nazev: Vyuziti gelové @pové elektroforézy pro identifikaci podjednotekignin
s vysokou a nizkou molekalo\nmotnosti u pSenice

Vydal: Vyzkumny ustav rostlinné vyrobwy.i.
Drnovskéa 507, 161 06 Prahdrbizyre

Sazba a tisk: Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby,iv.
Drnovska 507, 161 06 Prahdr@izyre

Naklad: 50 ks

VySlo v roce 2011
Vydano bez jazykové Upravy

Kontakt na autory: bradova@vurv.cz
dvoracek@vurv.cz
stockova@vurv.cz

Autor fotografii: Lenka Stékova
©Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., 2011

ISBN 978-80-7427-056-7

26



