
 

Univerzita Palackého v Olomouci 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diplomová práce 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Olomouc 2021        Romana Nesnadná  



 

Univerzita Palackého v Olomouci 

Přírodovědecká fakulta 

Katedra buněčné biologie a genetiky 

 

 

 

 

Analýza génov vernalizácie u jačmeňa siateho 

 

Romana Nesnadná 

Studijní program: Biologie 

Studijní obor: Molekulární a buněčná biologie 

Forma studia: Prezenční 

 

 

 

 

Olomouc 2021                         Vedoucí práce: RNDr. Jan Šafář, Ph.D. 



 

 



i 

 

Bibliografické údaje 

Meno a priezvisko autora: Romana Nesnadná 

Názov práce: Analýza génov vernalizácie u jačmeňa siateho 

Typ práce:  Diplomová 

Pracovisko:  Ústav experimentální botaniky Akademie věd ČR, Olomouc 

Vedúci práce:  RNDr. Jan Šafář, Ph.D. 

Rok obhajoby práce:  2021 

Abstrakt: 

Kvitnutie je kritickým krokom v živote rastliny a jeho správne načasovanie má vplyv 

na úrodu a kvalitu zrna. Porozumenie mechanizmu účinku génov zapojených v kaskáde 

kvitnutia je dôležitým krokom v príprave nových kultivarov prispôsobených oblastiam, kde 

sú pestované. Expresia génu VRN-H1 je indukovaná po dlhodobom pôsobení chladu, 

vernalizácii, ktorá umožňuje kvitnutie u ozimných kultivarov jačmeňa. V rámci mojej 

diplomovej práce boli pripravené dva konštrukty pre štúdium mechanizmov riadiacich expresiu 

génu VRN-H1. Konkrétne bol promotor z kultivaru Morex a kódujúca sekvencia VRN-H1 

fúzované s reportérovým génom β-glukuronidázou. Okrem toho bol zahájený genetický skrín 

mutovanej populácie ozimného kultivaru Antonella za cieľom identifikácie prípadne nových 

génov regulujúcich expresiu VRN-H1. Kvitnutie bez dlhodobého chladového pôsobenia bolo 

zaznamenané u 34 kandidátnych rastlín bez mutácie kľúčových génov VRN-H1 a VRN-H2. 

Identifikácia génu zodpovedného za skoré kvitnutie týchto kandidátov je predmetov ďalšieho 

štúdia. Posledné časť mojej diplomovej práce sa venuje sekvenčnej analýze génu VRN-H1 u 22 

kultivarov jačmeňa s cieľom identifikácie špecifických motívov a polymorfizmov, ktoré by 

mohli ovplyvniť rastový zvyk. Taktiež sa uskutočnila fylogenetická analýza opísaných aliel 

génu VRN-H1. 

Kľúčové slová: Hordeum vulgare, vernalizácia, VRN-H1, klonovanie, 

genotypovanie, fylogenetika, sekvenovanie 

Počet strán: xi + 87 

Počet príloh: 5 

Jazyk: Slovenský 

 



ii 

 

Bibliographical identification 

Author’s first name and surname: Romana Nesnadná 

Title: Analysis of vernalization genes in Hordeum vulgare 

Type of thesis: Master 

Department: Institute of Experimental Botany of the Czech 

Academy of Sciences, Olomouc 

Supervisor: RNDr. Jan Šafář, Ph.D. 

The year of presentation: 2021 

Abstract: 

Flowering is a critical step in plant life and its proper timing has an impact on seed 

and grain cereal quality. Understanding molecular mechanisms regulating flowering cascade 

is an important step towards preparing new cultivars better adapted to changing conditions 

of growing areas. Expression of the VRN-H1 gene is induced by prolonged cold (vernalization) 

to trigger flowering of winter barley cultivars. Within the framework of my Master thesis, two 

constructs of VRN-H1 were prepared to investigate the mechanisms controlling the induction 

of this gene. Specifically, the endogenous promoter of cultivar Morex and coding sequence 

of VRN-H1 were fused to reporter gene β-glucuronidase. Moreover, the genetic screen 

of mutated population of winter cultivar Antonella was initiated with an aim to identify 

possible new genes regulating VRN-H1. In total 34 candidates with supressed vernalization 

requirements were identified. Genotyping revealed an absence of mutations in the key 

flowering genes VRN-H1 and VRN-H2. The identification of the main casual gene will be 

the subject of further study. The last part of my Master thesis focused on the sequence analysis 

of the gene VRN-H1 in 22 genetically diverse barley cultivars with aim to detect specific motifs 

and polymorphisms that could affect growth habit. Phylogenetic analysis of described                     

VRN-H1 alleles was carried out. 

Keywords:  Hordeum vulgare, vernalization, VRN-H1, cloning, 

genotyping, phylogenetics, sequencing 

Number of pages: xi + 87 

Number of appendices: 5 

Language: Slovak 

 

 



iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prehlásenie 

 Prehlasujem, že som diplomovú prácu vypracovala samostatne pod vedením RNDr. Jana 

Šafáře, Ph.D. a za použitia citovanej literatúry 

 

 

V Olomouci dňa:      ............................................. 

           Romana Nesnadná 



iv 

 

                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poďakovanie 

 Na tomto mieste by som rada poďakovala môjmu vedúcemu RNDr. Janu Šafářovi, Ph.D. 

a Mgr. habil. Aleši Pečinkovi, Ph.D. za ich odborné vedenie, poznatky, pripomienky a čas 

venovaný spracovaniu diplomovej práce. Taktiež by som sa chcela poďakovať Mgr. Beáte 

Strejčkové a Mgr. Kateřine Lahnerové za pomoc v rámci experimentálnej časti diplomovej práce 

a za ich ochotu vždy poradiť. Ďalej ďakujem Ing. Vojtěchovi Hudzieczekovi, Ph.D. a kolektívu 

na Biofyzikálním ústavu Akademie věd České republiky, v.v.i., v Brne za praktické vysvetlenie 

klonovacích techník. Veľké poďakovanie patrí celému kolektívu Centra strukturní a funkční 

genomiky rostlin, Ústavu experimentální botaniky, AV ČR v.v.i., v Olomouci za vytvorenie 

priateľského prostredia.  



v 

 

OBSAH 

 

1 Úvod……………………………………………………………………………………………1 

2 Ciele práce……………………………………………………………………………………...2 

3 Literárny prehľad……………………………………………………………………………….3 

3.1 Kvitnutie…………………………………………………………………………………...3 

3.2 Arabidopsis thaliana………………………………………………………………………3 

3.2.1 Vernalizačná dráha……………………………………………………………………4 
3.2.2 Fotoperiodická dráha………………………………………………………………….5 

3.3 Jačmeň siaty (Hordeum vulgare L.)……………………………………………………….7 

3.3.1 Vernalizačná dráha u pšenice a jačmeňa……………………………………………...7 
3.3.2 Fotoperiodická dráha u pšenice a jačmeňa…………………………………………..12 
3.3.3 Cirkadiánne hodiny………………………………………………………………….15 

3.4 Funkčná genomika……………………………………………………………………….16 

3.4.1 Klasická mutagenéza………………………………………………………………...17 
3.4.2 Cielená mutagenéza s využitím špecifických endonukleáz………………………….18 
3.4.3 Vybrané metódy klonovania…………………………………………………………22 
3.4.4 Príprava vektorov pre transformáciu………………………………………………...26 

3.5 Transformácia jačmeňa…………………………………………………………………..28 

3.5.1 Biolistická metóda…………………………………………………………………...28 
3.5.2 Transformácia jačmeňa prostredníctvom Agrobacterium tumefaciens……………...29 

3.6 Transgénne plodiny s výhodnejšími vlastnosťami……………………………………….31 

4 Materiál a metódy……………………………………………………………………………..33 

4.1 Biologický materiál………………………………………………………………………33 

4.2 Použité chemikálie, súpravy a roztoky…………………………………………………...33 

4.3 Zoznam použitých prístrojov a zariadení………………………………………………...35 

4.4 Použité experimentálne a vyhodnocovanie postupy……………………………………...36 

4.4.1 Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri…………………………………………..36 
4.4.2 Skríning mapovacej populácie jačmeňa siateho……………………………………..44 
4.4.3 Analýza sekvenčných motívov a konštrukcia fylogenetickej príbuznosti VRN-H1 

génov………………………………………………………………………………………47 
5 Výsledky………………………………………………………………………………………49 

5.1 Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri……………………………………………….49 

5.2 Skríning mapovacej populácie jačmeňa siateho………………………………………….56 

5.3 Analýza sekvenčných motívov a konštrukcia fylogenetickej príbuznosti VRN-H1 génov.

 ..................................................................................................................................................63 

6 Diskusia……………………………………………………………………………………….68 

7 Záver…………………………………………………………………………………………..75 

8 Literatúra……………………………………………………………………………………...76 

9 Prílohy………………………………………………………………………………………...87 

 

 



vi 

 

Zoznam symbolov a skratiek 

AGL24 AGAMOUS LIKE24 

ALS Acetolaktátsyntáza 

AP1 APETALA1 

BBM5 BABY BOOM 5 

Cas9 CRISPR-associated protein 9 

CBF C-repeat binding factor 

CCA1 CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 

CDF CYCLING DOF FACTOR 

cDNA Komplementárna DNA 

CDS Kódujúca sekvencia (angl. coding sequence) 

CNV Copy number variation 

CO CONSTANS 

COP1 CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindrom 

crRNA CRISPR RNA 

CRT/DRE C-repeat/dehydration-responsive element 

Cry2 Cryptochróm 2 

DREBs Drought-responsive element binding proteins 

DSB Dvojvláknový zlom (angl. Double–Strand break) 

dsRNA Dvojvláknová RNA (angl. Double-Stranded RNA) 

EAM10 EARLY MATURITY10 

EAM8 EARLY MATURITY8 

EDTA Kyselina etyléndiamíntetraoctová 

ELF3 EARLY FLOWERING 3 

ELF4 EARLY FLOWERING 4 

EMS Etylmetán sulfonát 

ENU Etylnitróso močovina 

FD FLOWERING LOCUS D 

FDL2 FLOWERING LOCUS-D LIKE 2 

FKF1 FLAVIN KELCH F BOX 1 

FLC FLOWERING LOCUS C 

FRI FRIGIDA 

FT FLOWERING LOCUS T 

FTIP1 FT-INTERACTING PROTEIN1 

FUL FRUITFULL 

GFP Zelený fluorescenčný proteín (angl. Green fluorescent protein) 

Ghd7 Grain number, plant height et heading date 7 

GI GIGANTEA 

GIF1 GRF-INTERACTING FACTOR 1 

GMO Geneticky modifikovaný organizmus 

GRF4 GROWTH-REGULATING FACTOR 4 

GRP2 GLYCINE RICH RNA-BINDING PROTEIN 2 

GUS ß-glukuronidáza 

H3K27me3 Trimetylácia lyzínu 27 na históne 3 

H3K4me3 Trimetylácia lyzínu 4 na históne 3 

H3K9me2/3 Di/trimetylácia lyzínu 9 na históne 3 

HA Hemaglutitín 

HAP HEME ACTIVATOR PROTEIN 

HIV Vírus ľudskej imunitnej nedostatočnosti (angl. Human Immunodeficiency Virus) 

HOS1 HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENE 1 

HR Homológná rekombinácia (angl. Homologous recombination) 

CHE CCA1-HIKING EXPEDITION 



vii 

 

ICE1 INDUCER OF CBF1 

InDel Inzercia–delécia  

JMJC Jumonji C‐type 

LB Luria Bertani 

LEC1 LEAFY COTYLEDON 1 

LEC2 LEAFY COTYLEDON 2 

LFY LEAFY 

LHY LATE ELONGATED HYPOCOTYL 

LTR Long terminal repeat 

LUX LUX ARRHYTHMO 

MAS Marker-assisted selection 

MITE Miniature inverted-repeat transposable element 

NF-Y Nukleárny faktor-Y (ang. Nuclear factor-Y) 

NHEJ Nehomológné spájanie koncov (angl. nonhomologous end-joining) 

NIR Ferredoxín-nitrit reduktáza 

PAM Protospacer Adjacent Motif 

PhyA Fytochróm A 

PhyC Fytochróm C 

PPD Fotoperiodický gén 

PRC2 Polycomb repressive complex 2 

PRR Pseudo-response-regulator 

QTL Quantitative trait locus 

RIP3 RNA Immune Precipitation fragment 3 

RISC RNA-induced silencing complex 

RNAi RNA interferencia 

RVD Repetitívné vaRiabilné di-reziduá (angl. Repeat Variable Di-Residues) 

S/MAR ScaVold/matrix attachment region 

sgRNA Single synthetic guide RNA 

siRNA Malá interferečná RNA (angl. small interfering RNA 

SNP  Jednonukleotidový polymorfizmus (angl. single nucleotide polymorfisms) 

SOC1 SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 

SPA1 SUPPRESSOR OF PHYTOCHROME A 

SPL SQUAMOSA BINDING PROTEIN LIKE 

TAE Tris-Acetát-EDTA 

TALE 
Transkričpné aktivátory podobné efektorom (angl. Transcription activator-like 

effector) 

TALEN Transcription activator-like effector nuclease 

TFL1 TERMINAL FLOWER1 

Ti Tumor indukujúci plazmid 

TILLING Targeting Induced Local Lesions IN Genomes 

TOC1/PRR1 TIMING OF CAB EXPRESSION1 

tracrRNA Transaktivačná crRNA 

uORF Upstream čítací rámec (angl. upstream open reading frame) 

VIN3 VERNALIZATION INSENSITIVE 3 

VRN Vernalizačný gén 

VRS1 SIX-ROWED SPIKE 1 

VRT2 VEGETATIVE TO REPRODUCTIVE TRANSITION GENE 2 

WUS WUSCHEL 

YDV Vírus žltej zakrpatenosti (angl. yellow dwarf virus) 

ZFN Nukleáza zinkového prstu (angl. zinc finger nuclease) 

ZmUbi Ubikvitínový promotor z kukurice (Zea Mays) 

 

 



viii 

 

Zoznam obrázkov 

Obrázok 1: Potlačenie transkripcie hlavného represora kvitnutia u A. thaliana, génu FLC, 

pomocou nekódujúcich RNA (COLDAIR a COOLAIR) počas vernalizácie. .............................. 5 

Obrázok 2: Schematické znázornenie funkcie génov vernalizačnej dráhy u ozimného typu 

jačmeňa. ........................................................................................................................................ 9 

Obrázok 3: Schematické znázornenie recesívnej alely vrn-H1 u ozimných kultivarov 

a dominantnej VRN-H1 u jarných kultivarov s deléciou v rámci prvého intrónu. ...................... 10 

Obrázok 4: Schematické znázornenie prvého intrónu u 11 aliel génu VRN-H1. ....................... 11 

Obrázok 5: Schematické porovnanie kľúčových génov v rámci fotoperiodickej a vernalizačnej 

dráhy u A. thaliana a jačmeňa. .................................................................................................... 14 

Obrázok 6: Hlavné metódy editácie genómu prostredníctvom miestne špecifických endonukleáz, 

konkrétne ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9 .................................................................................. 19 

Obrázok 7: Schéma Golden Gate klonovania. ........................................................................... 24 

Obrázok 8: Schéma Gibson Assembly. ..................................................................................... 25 

Obrázok 9: Schéma Gateway klonovania.. ................................................................................ 26 

Obrázok 10: Schéma klonovacích vektorov pre editáciu rastlinných genómov navrhnutá Čermák 

et al. (2017). ................................................................................................................................ 27 

Obrázok 11: Schematicky znázornené pozície jednotlivých primerov, pomocou ktorých 

sú amplifikované jednotlivé časti génu VRN-H1 u kultivaru Igri. .............................................. 37 

Obrázok 12: Schematicky znázornený princíp zloženia finálneho konštruktu                                     

ProVRN-H1::CDS:GUS. ............................................................................................................. 43 

Obrázok 13: Schematicky znázornený princíp zloženia finálneho konštruktu ZmUbi::CDS:GUS.

 ..................................................................................................................................................... 44 

Obrázok 14: Detekcia produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovaných z kolónií E.coli MAX 

Efficiency Stbl2 transformovaných vektorom pJET1.2_CDS. ................................................... 50 

Obrázok 15: Sekvenčný alignment CDS VRN-H1 s referenčnou sekvenciou (AY758235.1). .. 50 

Obrázok 16: Detekcia produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovaných z kolónií E.coli MAX 

Efficiency Stbl2 transformovaných vektorom pJET1.2_ProVRN-H1.. ...................................... 51 

Obrázok 17: Sekvenčný alignment promotorovej oblasti VRN-H1 s referenčnou sekvenciou 

VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovaná z Jayakodi et al., 2020) ..................................................... 51 

Obrázok 18: Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovaných z kolónií 

E.coli MAX Efficiency Stbl2 transformovaných vektorom pJET1.2_1.časťVRN-H1. ............... 52 

Obrázok 19: Sekvenčný alignment prvej časti génu VRN-H1 s referenčnou sekvenciou VRN-H1 

kultivaru Igri (extrahovaná z Jayakodi et al., 2020). .................................................................. 52 

Obrázok 20: Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovaných z kolónií 

E.coli MAX Efficiency Stbl2, transformovaných vektorom pJET1.2_2.časťVRN-H1 ............... 53 



ix 

 

Obrázok 21: Sekvenčný alignment druhej časti génu VRN-H1 s referenčnou sekvenciou                    

VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovaná z Jayakodi et al., 2020) ..................................................... 53 

Obrázok 22: Elektroforetogam pripravených fragmentov s komplementárnymi presahmi 

za účelom prípravy konštruktov ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS pomocou metódy 

Gibson Assembly.. ...................................................................................................................... 54 

Obrázok 23: Elektroforetogram restrikčného štiepenia vektoru pVO120 pomocou dvojice 

restrikčních enzýmov. ................................................................................................................. 55 

Obrázok 24: Restrikčné štiepenie izolovaných plazmidov ProVRN-H1::CDS:GUS 

a ZmUbi::CDS:GUS pripravených pomocou Gibson Assembly.. .............................................. 56 

Obrázok 25: Identifikácia jarnej a ozimnej alely génu VRN-H1 u 34 kandidátov, Antonelly 

a Morexu pomocou 1. páru primerov. ......................................................................................... 58 

Obrázok 26: Identifikácia prítomnosti MITE elementu v rámci 1. intrónu alely HvVRN1, ktorej 

nositeľom je kultivar Antonella a Igri pomocou 3. páru primerov. ............................................ 59 

Obrázok 27: Amplifikácia 620 bp veľkej oblasti génu Ppd-H1, ktorej súčasťou je SNP15 (C/T) 

pomocou páru primerov Jones5-F+R u 34 kandidátov a kultivarov Antonella, Igri a Morex..... 60 

Obrázok 28: Restrikčné štiepenie PCR produktu o veľkosti 620 bp pomocou MspI u 34 

kandidátov a kultivarov Antonella, Igri a Morex. ....................................................................... 61 

Obrázok 29: Amplifikácia ZCCT-Ha, ZCCT-Hb, ZCCT-Hc.. ................................................... 62 

Obrázok 30: Fylogenetická analýza génu VRN-H1 génu. Fylogenetický strom bol skonštruovaný 

pomocou metódy Maximum Likelihood a Tamura-Nei modelu (Tamura et Nei, 1993) v programe 

MEGA X (Kumar et al., 2018). .................................................................................................. 67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 

 

Zoznam tabuliek  

Tabuľka 1: Prehľad použitých kultivarov s ich rastovým typom .............................................. 33 

Tabuľka 2: Zloženie reakčnej zmesi pre prepis RNA do cDNA pri procese RT-PCR. ............ 37 

Tabuľka 3: Sekvencia použitých primerov pri amplifikácii VRN-H1 génu a CDS VRN-H1 

za účelom klonovania. ................................................................................................................. 37 

Tabuľka 4: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu promotorovej oblasti génu VRN-H1 

pomocou primerov HvBM5.027 a HvBM5.006 a Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. ............ 38 

Tabuľka 5: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu promotorovej oblasti génu VRN-H1 

pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. ........................................................................... 38 

Tabuľka 6: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu 1. časti génu VRN-H1 pomocou 

primerov VRN-H1_1.cast_F1 a VRN-H1_1.cast_R1, a 2. časti génu VRN-H1 pomocou primerov 

VRN-H1_F6 a VRN-H1_R6 a prostredníctvom PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. ............. 38 

Tabuľka 7: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu 1.časti génu VRN-H1 pomocou 

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. ......................................................................................... 38 

Tabuľka 8: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu 2.časti génu VRN-H1 pomocou 

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. ......................................................................................... 39 

Tabuľka 9: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu CDS VRN-H1 pomocou primerov                    

VRN-H1_CDS_F2 a VRN-H1_CDS_R3 a HOT FIREPol DNA Polymerase. .......................... 39 

Tabuľka 10: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu CDS VRN-H1 pomocou HOT 

FIREPol DNA Polymerase. ........................................................................................................ 39 

Tabuľka 11: Reakčná zmes pro ligáciu purifikovaného PCR produktu a linearizovaného vektoru 

pjet1.2/blunt. ............................................................................................................................... 40 

Tabuľka 12: Parametre enzymatického štiepenia vektoru pVO120 pomocou restrikčných 

endonukleáz. ............................................................................................................................... 42 

Tabuľka 13: Sekvencia použitých primerov za účelom vytvorenia komplementárnych presahov 

na jednotlivých fragmentoch, ktoré boli amplifikované z príslušných konštruktov pomocou                                 

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase za účelom klonovania. ....................................................... 42 

Tabuľka 14: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu jednotlivých fragmentov 

s komplementárnymi presahmi za účelom klonovania pomocou Q5 High-Fidelity DNA 

Polymerase. ................................................................................................................................. 42 

Tabuľka 15: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu jednotlivých fragmentov 

s komplementárnymi presahmi za účelom klonovania pomocou Q5 High-Fidelity DNA 

Polymerase. ................................................................................................................................. 43 

Tabuľka 16: Zloženie jednotlivých komponentov reakcie Gibson Assembly s uvedenou 

koncentráciou použitých fragmentov a vektoru. ......................................................................... 43 



xi 

 

Tabuľka 17: Zoznam a sekvencia primerov publikovaných pre analýzu génov VRN-H1,                     

VRN-H2 a Ppd-H1. ..................................................................................................................... 46 

Tabuľka 18: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu špecifických oblastí génov                   

VRN-H1, VRN-H2, Ppd-H1 pomocou Taq DNA polymerázy. ................................................... 46 

Tabuľka 19: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu špecifických oblastí génov                

VRN-H1, VRN-H2, Ppd-H1 pomocou Taq DNA polymerázy. ................................................... 46 

Tabuľka 20: Parametre enzymatickej reakcie pri použití restričknej endonukleázy MspI 

pre štiepenie amplifikovaného fragmentu génu Ppd-H1 pomocou primerov Jones5F + R. ....... 47 

Tabuľka 21: Zoznam mien jednotlivých kultivarov vrátane rastového typu a zdroja sekvencie, 

ktoré boli použité v rámci sekvenčnej analýzy génu VRN-H1. ................................................... 48 

Tabuľka 22: Zoznam pripravených modulov za účelom ich spájania pomocou metódy Gibson 

Assembly. .................................................................................................................................... 53 

Tabuľka 23: Identifikácia a fenotypovanie vybraných znakov u jednotlivých kandidátov 

mutagenizovanej populácie jačmenného kultivaru Antonelly.. .................................................. 57 

Tabuľka 24: Stručný zoznam analyzovaných kultivarov a významných polymorfizmov v rámci 

promotorovej oblasti génu VRN-H1. ........................................................................................... 64 

Tabuľka 25: Stručný zoznam analyzovaných kultivarov a významnejších polymorfizmov 

v rámci oblasti prvého intrónu génu VRN-H1. ............................................................................ 66 

 

 



1 

 

1 Úvod 

Jačmeň siaty predstavuje z hľadiska celosvetovej produkcie štvrtú najdôležitejšiu 

poľnohospodársku plodinu hneď po pšenici, ryži a kukurici. Existujú rôzne druhy jačmeňa, pričom 

každý má svoje charakteristické využitie. Jačmeň je dôležitou zložkou ľudskej potravy, ďalej 

pivovarníckeho a liehovarského priemyslu, a zároveň sa využíva v živočíšnej výrobe ako krmivo. 

Jačmeň je taktiež využívaný v rámci výskumu ako dôležitý modelový organizmus pre štúdium obilnín. 

V roku 2050 sa predpokladá nárast svetovej populácie na viac ako 10 miliárd obyvateľov s čím 

sa zvyšujú nároky na výnos a kvalitu zrna u obilnín všeobecne. Samotný výnos je však ovplyvňovaný 

rôznymi biotickými a abiotickými faktormi. Preto aktuálny výskum viacerých vedeckých tímov smeruje 

k vylepšeniu vlastností súčasných, či príprave nových kultivarov, ktoré budú lepšie prispôsobené 

klimatickým podmienkam v oblasti ich pestovania.  

Správne načasovanie kvitnutia stojí za reprodukčným úspechom rastliny. Tento proces 

je kontrolovaný veľkým množstvom génov, ktoré spolu vzájomne interagujú. Identifikácia týchto 

génov, ich alelických variant a samotných interakcií v rámci biochemických dráh zodpovedných 

za správne načasovanie kvitnutia je veľmi komplikovaný, ale zároveň nevyhnutný proces v príprave 

nových kultivarov. Kvitnutie je pomerne detailne popísané u modelovej rastliny Arabidopsis thaliana. 

Každopádne nie je možné všeobecne aplikovať všetky poznatky na obilniny, pretože pri diverzifikácii 

jednoklíčnolistových a dvojklíčnolistových rastlín došlo k zásadným zmenám. Vďaka neustálemu 

technickému pokroku a vývoju molekulárnych metód je však možné pochopiť tento komplikovaný 

a dôležité proces aj u pšenice či jačmeňa, a následne tieto poznatky využiť v šľachtiteľstve.  
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2 Ciele práce 

Predložená diplomová práca sa skladá z teoretickej a praktickej časti. V rámci teoretickej časti 

je vypracovaný literárny prehľad zameraný na gény ovplyvňujúce kvitnutie u Arabidospsis thaliana 

a obilnín, predovšetkým pšenice siatej (Triticum aestivum L.) a jačmeňa siateho (Hordeum vulgare L.). 

V literárnom prehľade je taktiež pojednávané o editácii genómu, príprave molekulárnych konštruktov 

a metódach transformácie obilnín.  

Cieľom praktickej časti je príprava vhodných konštruktov pre štúdium molekulárnych 

mechanizmov vernalizácie u jačmeňa siateho pre gén VRN-H1. Súčasťou práce ja taktiež genetický skrín 

M2 mutovanej populácie (ENU) ozimného kultivaru jačmeňa siateho Antonelly s cieľom identifikovať 

kandidátne gény, ktoré môžu zohrávať úlohu v regulácii génu VRN-H1. V neposlednom rade bude 

prevedená fylogenetická analýza VRN-H1 génu u vybraného súboru sekvenovaných kultivarov jačmeňa 

siateho.   
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3 Literárny prehľad 

3.1 Kvitnutie 

 Kvitnutie je kritickým krokom v živote rastliny a preto je dôležité jeho správne načasovanie. 

Na iniciáciu kvitnutia majú vplyv podmienky vonkajšieho prostredia (dĺžka dňa, teplota), ale dôležitú 

úlohu zohráva aj fyziologický stav rastliny. Tento proces a jeho načasovanie má vplyv na reprodukčný 

úspech. Príprava nových kultivarov kultúrnych plodín prispôsobených k podmienkam vonkajšieho 

prostredia v danej oblasti je jedna z možností zvýšenia výnosu. Výskum v oblasti kvitnutia prechádza 

z modelových rastlín na významné hospodárske plodiny ako sú napríklad pšenica, jačmeň či ryža.  

Na procese kvitnutia sa podieľajú viaceré gény, ktoré spolu navzájom interagujú, a preto 

je dôležité štúdium týchto génov na molekulárnej úrovni vrátane ich regulácie. Hlavnými dráhami 

za kvitnutie u obilnín je vernalizačná dráha, ktorá je tvorená vernalizačnými génmi (VRN) 

a fotoperiodická dráha tvorená fotoperiodickými génmi (Ppd). Boli definované aj gény rannosti 

(earliness per se), ktoré sú dôležité na jemné doladenie času kvitnutia po splnení vernalizačného 

a fotoperiodického nároku. V neposlednom rade sa na iniciácii kvitnutia podieľajú rastlinné hormóny, 

konkrétne kyselina giberlínová, a tzv. clock gény v rámci cirkadiánneho cyklu. Kvitnutie je intenzívne 

študované na modelovej dvojklíčnolistovej rastline Arabidopsis thaliana a tieto výsledky sú aplikované 

aj na iné rastlinné druhy. V posledných rokoch je tento dôležitý proces študovaný na ryži, ktorá patrí 

medzí jednoklíčnolistové rastliny rovnako ako pšenica a jačmeň. V samotnej stratégii kvitnutia sú však 

odlišné. Ryža je krátkodenná rastlina bez potreby vernalizácie, zatiaľ čo pšenica a jačmeň (rovnako 

aj A. thaliana) sú dlhodenné rastliny, u ktorých je kvitnutie regulované aj vernalizáciou. Napriek týmto 

rozdielom je celá rada ortológnych génov zapojených do rovnakých dráh kvitnutia u A. thaliana, ryže, 

kukurice, jačmeňa a pšenice (Kikuchi et Handa, 2009).  

Neustále sú identifikované nové gény, ktoré ovplyvňujú dôležité agronomické a morfologické 

znaky, a taktiež znaky pre výnos. Vzhľadom k meniacim sa klimatickým podmienkam v miernom 

pásme je potrebné štúdium týchto génov, identifikácia aliel a príprava nových kultivarov, ktoré budú 

týmto podmienkam prispôsobené a nebude tak ohrozený ich výnos. S vyvíjajúcimi sa technológiami, 

ako je napríklad vývoj molekulárnych markerov (marker-assisted selection, MAS), charakterizácia 

kvantitatívnych znakov (quantitative trait locus, QTL), editácia génov a viac dostupné sekvenovanie 

celých genómov, sa šľachtiteľský proces urýchľuje a zjednodušuje.  

3.2 Arabidopsis thaliana 

Vplyv rôznych genetických, epigenetických a environmentálnych faktorov na prechod 

z vegetatívnej do reprodukčnej fázy je intenzívne študovaný na modelovej rastline A. thaliana. 

Za modelový organizmus bola vybraná najmä vďaka jej krátkemu životnému cyklu a malému genómu, 

ktorý je osekvenovaný a anotovaný. A. thaliana je kozmopolitná rastlina, ktorá sa radí do čeľade 

kapustovité (Brassicaceae). Genóm A.thaliana (157 Mb) s nízkym počtom repetitívnych sekvencií 
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je rozdelený do piatich chromozómov a kóduje 27 000 génov (Arabidopsis Genome Initiative, 2000; 

Cheng et al., 2017). 

  

3.2.1 Vernalizačná dráha 

Vernalizácia je proces dlhodobého vystavenia rastliny nízkym teplotám, vďaka ktorému 

prechádza rastlina z vegetatívnej do reprodukčnej fázy. Je to veľmi dôležitý proces pre adaptáciu 

niektorých rastlín na nepriaznivé podmienky. Kľúčové gény, ktoré zabraňujú vykvitnutiu 

pred pôsobením nepriaznivého obdobia u A. thaliana sú FLOWERING LOCUS C (FLC) (Michaels 

et Amasino, 1999) a FRIGIDA (FRI). Naopak medzi hlavné aktivátory kvitnutia patria FLOWERING 

LOCUS T (FT) a SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1; Searle et al., 2006). 

Gén FRI je lokalizovaný na štvrtom chromozóme a kóduje proteín, ktorý obsahuje dve 

tzv. coiled-coil domény, vďaka ktorým pravdepodobne interaguje so štruktúrou chromatínu génu FLC 

a aktivuje jeho expresiu (Johanson et al., 2000). Bolo zistené, že dominantná alela odďaľuje kvitnutie 

a stojí za vernalizačným nárokom, zatiaľ čo prítomnosť recesívnej alely vedie ku skoršiemu kvitnutiu. 

V prípade recesívnej alely fri došlo k zámene báz a predčasnému zaradeniu stop kodónu, čo 

má za následok vznik nefunkčného proteínu (Gazzani et al., 2003).  

Gén FLC je lokalizovaný na piatom chromozóme a kóduje MADS-box transkripčný faktor. FLC 

je považovaný za hlavný represor kvitnutia, keďže mutantné rastliny (flc) kvitnú oveľa skôr (Michaels 

et Amasino, 1999). Kóduje proteín, ktorý sa viaže priamo do regulačnej oblasti génov FT a SOC1, 

a zabraňuje ich expresii (Searle et al., 2006). Expresia génu FLC sa znižuje pôsobením chladu v procese 

vernalizácie. Z toho vyplýva, že gén FLC je pozitívne regulovaný FRI a negatívne vernalizáciou (Lee 

et al., 1994). Alelické varianty FLC majú vplyv na potrebnú dĺžku expozície voči nízkym teplotám 

(Shindo et al., 2006). Napríklad Gazzani et al (2003) identifikovali viacero jednonukleotidových 

polymorfizmov (SNP), inzerciu o veľkosti 30 bp a prítomnosť neautonómneho transponovateľného 

elementu Mutator-like v prvom intróne génu FLC. 

Počas vernalizačného procesu je expresia FLC potlačená prostredníctvom nekódujúcej RNA 

nazvanej COOLAIR a COOLDAIR. Počiatok ich transkripcie je lokalizovaný priamo v géne FLC, 

pričom COOLAIR je transkribovaná z promotora na konci génu FLC a COLDAIR z prvého intrónu. 

Represia tohto génu je taktiež spojená so zmenami na úrovni chromatínu (epigenetická regulácia). 

Pôvodný metylačný stav sa obnovuje počas rannej embryogenézy, a preto je vernalizácia nutná v každej 

generácii. Pred pôsobením chladu je gén FLC exprimovaný vo vysokej miere, čo je spojené s aktívnym 

stavom chromatínu, konkrétne je lyzín 4 na históne 3 trimetylovaný (H3K4me3). Pôsobením chladu 

je FLC reprimovaný, čo súvisí s trimetyláciou lyzínu 27 na históne 3 (H3K27me3) prostredníctvom 

Polycomb repressive complex 2 (PRC2; Heo et Sung, 2011). Počas vernalizácie dochádza k expresii 

génu VERNALIZATION INSENSITIVE 3 (VIN3), ktorý interaguje s PRC2. Na konci chladného obdobia 

sa expresia VIN3 znova znižuje (Obrázok 1; Sung et Amasino, 2004).  
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Obrázok 1: Potlačenie transkripcie hlavného represora kvitnutia u A. thaliana, génu FLC, pomocou nekódujúcich RNA (COLDAIR 

a COOLAIR) počas vernalizácie. Pred začiatkom vernalizácie je gén FLC transkribovaný. Na začiatku vernalizácie je aktivovaná transkripcia 

antisense COOLAIR nekódujúcej RNA z promotora na konci génu FLC. Dosiahnutie vrcholu expresie COOLAIR koreluje so znížením hladiny 

transkriptov FLC. Následne dochádza k transkripcii sense COLDAIR nekódujúcej RNA z oblasti prvého intrónu génu FLC, ktorá udržuje 

nízku hladinu FLC po vernalizácii. Transkripcia FLC je taktiež potlačená pomocou PRC2, ktorý spôsobuje H3K27me3 najskôr oblasti 

promotoru a prvého exónu. Počas vernalizácie dochádza postupne k H3K27me3 prvého intrónu a po vernalizácii celého génu. Postupnou 

akumuláciou COLDAIR sa zvyšuje expresia VIN3. Na konci chladného obdobia sa expresia VIN3 znižuje. Prevzaté a upravené podľa Andrés 

et Coupland, 2012.  

3.2.2 Fotoperiodická dráha 

Rôzne zemepisné šírky a nadmorské výšky sú charakteristické odlišnou dĺžkou dňa 

(fotoperiódou), ktorá sa mení počas celého roka a je dôležitá aj pre správne načasovanie kvitnutia 

a reprodukcie. A. thaliana, ktorá patrí medzi dlhodenné rastliny.  

Hlavnú úlohu vo fotoperiodickej dráhe zohrávajú u A.thaliana gény GIGANTEA (GI), FLAVIN 

KELCH F BOX 1 (FKF1), CONSTANS (CO) a FT. Tieto gény sú exprimované v listoch a signál 

do vrcholového meristému je prenášaný cez floém mobilným proteínom, ktorý je kódovaný FT a dostal 

prívlastok florigén. Vďaka tomu je prenesený fotoperiodický signál z listov do miesta tvorby kvetov 

(Turck et al., 2008). K tomuto prenosu je potrebná interakcia medzi FT a membránovým proteínom 

endoplazmatického retikula FT-INTERACTING PROTEIN1 (FTIP1; Liu et al., 2012). Expresia FT 

je závislá na prítomnosti CO, ktorý kóduje transkripčný regulátor zinkového prstu s dvomi 

tandemovými B boxami na N-konci a konzervovanou CTT doménou na C-konci. CO pravdepodobne 

aktivuje transkripciu FT priamo, prostredníctvom interakcie s promotorom (Robson et al., 2001). Vďaka 
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transkripčnej a posttranslačnej regulácii expresie CO je zabezpečené, že expresia FT môže byť 

aktivovaná len pri dlhom dni.  

Na transkripčnej úrovni je CO regulovaný svetlom a cirkadiánnymi hodinami. Cirkadiánne 

hodiny predstavujú endogénny mechanizmus, ktorý meria trvanie dĺžky dňa a noci a reguluje 

transkripciu viacerých rastlinných génov, vďaka čomu sa môžu adaptovať na denné a sezónne zmeny 

vonkajšieho prostredia (Müller et al., 2014). Medzi komponenty cirkadiánnych hodín patrí GI 

a ubikvitín ligáza FKF1, ktorá vníma svetlo prostredníctvom chromoforu pri dlhom dni. GI a FKF1 

spolu navzájom interagujú a následne aktivujú transkripciu CO prostredníctvom degradácie 

transkripčných represorov, tzv. CYCLING DOF FACTORs (CDFs) (Sawa et al., 2007).  

Regulácia expresie CO na postranslačnej úrovni je sprostredkovaná ubikvitín ligázovým 

komplexom, ktorý pozostáva z CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) 

a SUPPRESSOR OF PHYTOCHROME A (SPA1). Ubikvitinylovaný CO je degradovaný 

26S proteázomom počas tmy, pretože spomínaný komplex je inhibovaný svetlom (Jang et al., 2008; 

Laubinger et al., 2006; Liu et al., 2008). Na inhibícii katalytickej aktivity komplexu COP1-SPA1 

sa podieľajú fotoreceptory Fytochróm A (PhyA; receptor pre vnímanie červeného svetla) 

a Cryptochróm 2 (Cry2; receptor pre vnímanie modrého svetla). Aktivovaný Cry2 vytvára komplex 

s SPA1 a následne sa tento komplex pripája na COP1, čím je inhibovaný (Briggs et Olney, 2001; Zuo 

et al., 2011). V tme, keď nie sú fotoreceptory aktívne, je CO degradovaný prostredníctvom COP1-SPA1. 

Ráno je proteín CO degradovaný ďalšou ubikvitín ligázou HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY 

RESPONSIVE GENE 1 (HOS1) a poobede je stabilizovaný prostredníctvom FKF1, ktorý vníma modré 

svetlo prostredníctvom chromoforu (Lazaro et al., 2012; Song et al., 2012). Z toho vyplýva, 

že maximum CO mRNA, ktoré sa nahromadilo v prítomnosti svetla vďaka degradácii represoru CDF 

prostredníctvom GI–FKK1, je na konci dlhého dňa a vedie k akumulácii proteínu CO.  

FT následne prenáša signál z listov do apikálneho meristému, kde interaguje s transkripčným 

faktorom FLOWERING LOCUS D (FD; Corbesier et al., 2007). Tento proteín-proteínový komplex 

(FT-FD) následne aktivuje expresiu SQUAMOSA BINDING PROTEIN LIKE (SPL), ktorý kóduje 

transkripčné faktory hrajúce dôležitú úlohu v rozvoji kvetu (Wang et al., 2009). Zvýšená hladina SPL 

následne umožňuje expresiu MADS-box transkripčných faktorov SUPPRESSOR OF 

OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), FRUITFULL (FUL), a APETALA1 (AP1; Lee et al., 

2008). Inaktiváciou SOC1 a FUL bolo potlačené skoršie vykvitnutie, ktoré bolo iniciované nadmernou 

expresiou FT z heterológnych promotorov. Z toho vyplýva, že SOC1 a FUL sú nevyhnutné pre indukciu 

kvitnutia sprostredkovanú cez FT (Torti et al., 2012). SOC1 potom interaguje s AGAMOUS LIKE24 

(AGL24), ktorý taktiež patrí do rodiny MADS-box transkripčných faktorov a spoločné kontrolujú 

expresiu LEAFY (LFY; Lee et al., 2008). Tento gén je taktiež zapojený do procesu iniciácie kvitnutia. 

Dôležitou súčasťou tejto kaskády je taktiež TERMINAL FLOWER1 (TFL1), ktorý antagonizuje účinok 

AP1 a LFY, a tým preventívne zabraňuje ich ektopickej expresii vo vrcholovom meristéme (Hanano 

et Goto, 2011). 
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3.3 Jačmeň siaty (Hordeum vulgare L.) 

Do čeľade lipnicovitých (Poaceae) patrí veľké množstvo poľnohospodársky významných 

druhov, ako pšenica (Triticum aestivum L.), ryža (Oryza sativa L.) či kukurica (Zea mays L.). 

Domestikovaný jačmeň (Hordeum vulgare L.) je taktiež klasifikovaný do tejto čeľade a predstavuje 

štvrtú najdôležitejšiu obilninu s celosvetovou produkciou viac ako 140 miliónov ton ročne (FAO 

statistics).  

Z miesta pôvodu, oblasti Úrodného polmesiaca na Blízkom Východe, sa jačmeň rozšíril 

do celého sveta. Za týmto rozšírením stojí pravdepodobne jeho vysoká genetická variabilita, ktorá 

viedla k vzniku rôznych kultivarov odolnejších voči chladu, suchu, salinite či zásaditosti pôdy.  

Jačmeň je veľmi dôležitou súčasťou našej potravy. Taktiež je nenahraditeľnou zložkou 

pivovarníckeho a liehovarského priemyslu a v živočíšnej výrobe slúži ako krmivo. Obsahuje látky, 

ktoré majú priaznivý vplyv na ľudské zdravie, ako napríklad β-glukány, ktoré znižujú hladinu 

cholesterolu v krvi a glykemický index (Behall et al., 2004). Okrem toho je zdrojom tokoferolov 

a tokotrienolov, ktoré majú antioxidačný účinok, a taktiež znižujú hladinu LDL cholesterolu (Qureshi 

et al., 1991). Endosperm zrna je dôležitým prirodzeným úložiskom proteínov, a preto sa nedávno začal 

využívať ako biorektor pre výrobu ľudských terapeutických proteínov alebo vakcín pre zvieratá. 

Takýmto spôsobom bola pripravená monoklonálna protilátka 2G12 proti vírusu ľudskej imunitnej 

nedostatočnosti (Human Immunodeficiency Virus, HIV; Hensel et al., 2015) alebo rekombinantný 

kompletný kolagén typu I alfa1 (Eskelin et al., 2009). V endosperme jačmenných zŕn sa na Islande 

pri kontrolovaných podmienkach vyrábajú rekombinantné proteíny pre kozmetický priemysel 

(Erlendsson et al., 2010).  

Genóm jačmeňa je v diploidnom stave tvorený 14 chromozómami. Veľkosť genómu 

v haploidnom stave je 5,1 Gb a kóduje približne 26 000 génov. Mobilné elementy a iné repetitívne 

sekvencie tvoria až 84 % genómu jačmeňa (International Barley Genome Sequencing Consortium et al., 

2012). Znalosť úplnej genómovej sekvencie je nevyhnutná pre pochopenie prirodzenej genetickej 

variability a umožňuje vývoj moderných stratégií pre šľachtiteľské programy (Langridge et al., 2012).  

3.3.1 Vernalizačná dráha u pšenice a jačmeňa 

Odrody, ktoré sú pestované v severných oblastiach alebo vyšších nadmorských výškach, musia 

odolávať dlhým chladným obdobiam, a naopak odrody pestované v južných oblastiach sú vystavené 

horúcemu a suchému počasiu. Vďaka vernalizácii sú citlivé kvetné meristémy chránené voči pôsobeniu 

nízkych teplôt počas zimy. Na základe požiadaviek na vernalizáciu rozdeľujeme odrody pšenice 

a jačmeňa na jarný (jarina), fakultatívny a ozimný (ozimina) typ. Jarný typ nie je odolný voči pôsobeniu 

nízkych teplôt, nie je citlivý na fotoperiódu a nemá vernalizačný nárok. Ozimný typ je odolný voči 

pôsobeniu nízkych teplôt, je citlivý na fotoperiódu a má vernalizačný nárok. Oziminy sú vysádzané 

na jeseň a v zime u nich pôsobením nízkych teplôt prebehne vernalizačný proces, ktorý je potrebný 

k tomu, aby rastlina vykvitla. Jariny je možné vysádzať na jar, rovnako tak na jeseň (platí pre oblasti 
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s miernymi zimami) a v ten istý rok žať. Fakultatívny typ je podobný ozimnému typu. Fakultatívne 

kultivary sú taktiež odolné voči pôsobeniu nízkych teplôt ako v prípade ozimného typu, ale nemajú 

vernalizačný nárok.  

Proces vernalizácie je dobre popísaný na modelovej rastline A. thaliana (Henderson et al., 

2003), na rozdiel od Triticeae, do ktorého patria dôležité hospodárske plodiny, ako jačmeň či pšenica. 

Kmeň Triticeae predstavuje homogénny genetický systém s vysokým stupňom synténie. Tým pádom 

je možné aplikovať poznatky o génoch zapojených do procesu vernalizácie získané štúdiom jedného 

druhu na iné druhy v rámci tohto kmeňa (Dubcovsky et al., 1998). 

Vernalizačný proces je u obilnín regulovaný tromi hlavnými génmi VRN1, VRN2 a VRN3. 

Na základe ortolológie pšeničných a jačmenných génov sa používa nomenklatúra s „H“, ktorá odkazuje 

na rod Hordeum: Sh2 = VRN-H1; Sh = VRN-H2 a Sh3 = VRN-H3. Jarný typ je charakterizovaný 

dominantnými génmi VRN-H1 a VRN-H3, a recesívnym vrn-H2. Naopak zimný typ je charakterizovaný 

alelickou konštitúciou vrn-H1, vrn-H3 a VRN-H2. Alelické varianty génu VRN-H3 boli popísané 

len u exotických odrôd jačmeňa (Takahashi et Yasuda, 1971, Yan et al., 2006). Tým pádom 

je vernalizačný proces vo všeobecnosti regulovaný najmä alelickými variantmi v génoch VRN-H1 

a VRN-H2 (Obrázok 2).  

V rámci VRN2/VRN1 epistatickej interakcie u obilnín kóduje VRN2 dominantný represor 

kvitnutia (expresia je potlačená vernalizáciou), ktorý potláča expresiu vrn1. Mutácie v géne VRN2 

spôsobujú vznik nefunkčného represoru. Platí teda, že kultivary, ktoré obsahujú recesívnu alelu vrn-2 

bez ohľadu na alelickú konštitúciu génu VRN1, nie sú citlivé voči vernalizácii. Kultivary, ktoré obsahujú 

dominantné gény VRN2 a VRN1 sú spojené s minimálnym vernalizačným nárokom (absencia 

väzbového miesta pre represor v promotorovej oblasti alebo v prvom intróne). Tento model 

je podporený rozsiahlymi fenotypickými štúdiami získanými z kríženia ozimného typu (vernalizačný 

nárok) s jarným alebo fakultatívnym typom (bez vernalizačného nároku). Klonovanie troch hlavných 

génov vernalizačného procesu, VRN1 (Danyluk et al., 2003; Trevaskis et al., 2003), VRN2 (Liuling Yan 

et al., 2004) a VRN3 (Yan et al., 2006) a charakterizácia ich prirodzene sa vyskytujúcich alelických 

variant predstavuje veľmi dôležitý prvý krok k pochopeniu vernalizácie u Triticeae. Zmena v expresii 

niektorého z génov vernalizačnej dráhy má za následok moduláciu transkripčného profilu ostatných 

génov, čo sa prejaví v zmene doby kvitnutia.  

Genotypy pšenice s vernalizačným nárokom vyžadujú vystavenie nízkym teplotám (4–6 °C) 

po dobu 4–6 týždňov a nevykvitnú pokým u nich vernalizácia neprebehne kompletne, zatiaľ 

čo nevernalizovaný jačmeň s vernalizačným nárokom môže vykvitnúť v nepriaznivých podmienkach, 

čo nemusí byť výhodné z agronomického hľadiska (Cockram et al., 2007).  
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Obrázok 2: Schematické znázornenie funkcie génov vernalizačnej dráhy u ozimného typu jačmeňa. (1) Pôsobením chladu počas zimy 

(vernalizácia) je indukovaná expresia génu vrn-H1, ktorý znižuje expresiu VRN-H2. Vďaka tomu je exprimovaný gén vrn-H3, ktorý kóduje 

tzv. florigén, ktorý prenáša signál do apexu a podporuje expresiu génu vrn-H1. Vďaka tomu je splnený vernalizačný nárok a dochádza 

k vykvitnutiu. (2) Pred pôsobením chladu nie je exprimovaný vrn-H1. Tým pádom vysoká hladina VRN-H2 blokuje expresiu vrn-H3 

a nedochádza k vykvitnutiu pred zimou.  

Gén VRN1 

 Kľúčovým génom, ktorý reguluje dobu kvitnutia u Triticeae je gén VRN1. Klonovanie VRN-Am1 

(Yan et al., 2003) a VRN-Am2 (Liuling Yan et al., 2004) v diploidnej pšenici Triticum monococcum L. 

umožnilo charakterizovať kandidátne gény VRN-H1 a VRN-H2 u jačmeňa. Gén VRN1 kóduje u pšenice 

aj jačmeňa MADS-box transkripčný faktor. Jedná sa o homológny gén s génmi AP1, FUL 

a CAULIFLOWER (CAL) u A. thaliana. U pšenice sa gény VRN1 nachádzajú na dlhých ramenách 

chromozómu 5A (VRN-A1), 5B (VRN-B1) a 5D (VRN-D1). U jačmeňa je ortológ tohto génu taktiež 

lokalizovaný v rámci rovnakého regiónu na chromozóme 5H (Dubcovsky et al., 1998; Laurie et al., 

1995). Vysoká expresia génu VRN1 je nevyhnutná pre prechod z vegetatívnej do reprodukčnej fázy, 

a preto je tento gén označovaný aj ako iniciátor kvitnutia. Dominantná forma VRN1 je spojená s jarným 

rastovým typom, úroveň jeho expresie je vysoká, a preto nie je potrebné pôsobenie chladu. Naopak, 

u ozimných kultivarov, ktoré majú recesívnu alelu vrn1, je jeho expresia indukovaná až pôsobením 

chladu. Bolo zistené, že recesívna alela vrn1 je pôvodná, intaktná. Každopádne variabilita 

vo vernalizačnom nároku nie je spôsobená rozdielmi v kódujúcich oblastiach. Nedochádza k žiadnym 

posunom v rámci čítacieho rámca, predčasnému zaradeniu stop kodónov či nesynonymným mutáciám, 

a to ani u jačmeňa, ani u pšenice (von Zitzewitz et al., 2005). Naopak, mutácie v promotorovej oblasti 

či v oblasti prvého intrónu génu VRN1, sú zodpovedné za vznik dominantého VRN1, a tým pádom stratu 

vernalizačného nároku (Obrázok 3; Danyluk et al., 2003; von Zitzewitz et al., 2005; Yan et al., 2003).  
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Obrázok 3: Schematické znázornenie recesívnej alely vrn-H1 u ozimných kultivarov a dominantnej VRN-H1 u jarných kultivarov s deléciou 

v rámci prvého intrónu. Gén VRN-H1 je u ozimných kultivarov dlhý približne 17 kb, má 8 exónov a prvý intrón je dlhý približne 11 kb. Schéma 

bolo vytvorené na základe alignmentu génu VRN-H1 ozimného kultiveru Strider (AY750993.1) a jarného kultivaru Morex (AY750995.1) Jarné 

kultivary majú deléciu v rámci prvého intrónu, pričom u kultivaru Morex má táto delécia veľkosť približne 5 kb. Exóny sú znázornené 

ako červené šípky, medzi nimi sa nachádzajú intróny, promotor je pred prvým exónom, delécia v rámci prvého intrónu u dominantnej jarnej 

alely je zobrazená ako čierna čiara. W – ozimina, S – jarina, ATG – štart kodón.  

Skúmanie zárodočnej plazmy jačmeňa viedlo k charakterizácii jedenástich aliel génu VRN-H1 

(Obrázok 4). Konkrétne sa jedná o alely: HvVRN1, HvVRN1-1, HvVRN1-2, HvVRN1-3, HvVRN1-4, 

HvVRN1-5, HvVRN1-6, HvVRN1-7, HvVRN1-8, HvVRN1-9, HvVRN1-10 (Cockram et al., 2007; Fu 

et al., 2005; Hemming et al., 2009; Szűcs et al., 2007, p. 1; von Zitzewitz et al., 2005). Oziminy 

sú nositeľmi buď alely HvVRN1 alebo HvVRN1-6 a zvyšné alely sú spojené s jarným fenotypom. 

Ozimné alely sa medzi sebou líšia deléciou o veľkosti 486 bp, ktorá sa nachádza v mieste výskytu 

retrotranspozónu Lolaog. Nositeľom tejto delécie je alela HvVRN1-6 (Cockram et al., 2009).  

Porovnaním sekvencie viacerých kultivarov pšenice a jačmeňa bola determinovaná 2,8 kb veľká 

oblasť v rámci prvého intrónu, ktorá sa nachádza u všetkých ozimných kultivarov. Z tejto oblasti 

je prvých 440 bp u pšenice a 436 bp u jačmeňa najviac konzervovaných medzi všetkými kultivarmi. 

Jedná sa o tzv. vernalizačný kritický región, ktorý je typický pre ozimné kultivary, zatiaľ čo jariny majú 

v tomto mieste deléciu (Fu et al., 2005; von Zitzewitz et al., 2005).  

V rámci tejto 2,8 kb oblasti sa nachádza 1 kb región, ktorý je deletovaný vo všetkých jarných 

kultivaroch. Táto oblasť ale nezahŕňa vernalizačný kritický región. Predpokladá sa, že oblasť 

zodpovedná za vernalizačný nárok u obilnín je oveľa väčšia a nie je reprezentovaná vernalizačným 

kritickým regiónom. V rámci tejto 1kb oblasti sa vyskytuje veľké množstvo domnelých regulačných 

motívov spojených s represiou VRN-H1, a taktiež krátkych oblastí bohatých na AT, tzv. scaVold/matrix 

attachment region (S/MAR). S/MAR zohrávajú úlohu v štruktúre chromatínu, a tým pádom 

aj v regulácii transkripcie prostredníctvom chromatínovej slučky (Hemming et al., 2009). U A. thaliana 

znižujú oblasti S/MAR transkripciu viacerých génov (napríklad FUL), ktorých sú súčasťou, a preto 

môžu zohrávať rovnakú úlohu aj v prípade regulácie transkripcie VRN-H1 u ozimných kultivarov 

(Hemming et al., 2009; Rudd et al., 2004; Tetko et al., 2006).  
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Obrázok 4: Schematické znázornenie prvého intrónu u 11 aliel génu VRN-H1. Medzery predstavujú deletované oblasti intrónu vzhľadom 

k referenčnej sekvencii kultivaru Strider (AY750993.1). Veľkosť delécie u jednotlivých aliel je uvedená na pravej strane schémy rovnako 

ako rastový typ ktorý daná alela reprezentuje. Trojuholník predstavuje inzerciu v alele HvVRN1-7. Obdĺžnik s prerušovanou čiarou zobrazuje 

región o veľkosti 1 kb, ktorý je deletovaný u jarných kultivarov a je spojený s kvitnutím bez vernalizácie. Obdĺžnik s plnou čiarou vyznačuje 

oblasť o veľkosti 436 bp, ktorá reprezentuje tzv. vernalizačný kritický región. Konzervovaná oblasť (identita 79–91%) o veľkosti 2,8 kb medzi 

pšenicou a jačmeňom je vyznačená sivou farbou na alele HvVRN1 a šrafovaná oblasť predstavuje retrotranspozón Lolaog o veľkosti 1,051 kb. 

S = jarina; W = ozimina; InDel = inzercia–delécia. Prevzaté a upravené podľa Hemming et al. (2009).  

Gén VRN2 

Gén VRN2 je hlavným represorom kvitnutia a zohráva veľmi dôležitú úlohu vo vernalizačnej 

dráhe obilnín. Tento gén zatiaľ nemá jasný ortológ u A.thaliana, ale funkčne sa zhoduje s génom FLC 

(Yan et al., 2004). Represorom kvitnutia u ryže je gén Grain number, plant height et heading date 7 

(Ghd7), ktorý je najbližším ortológom génu VRN2 (Xue et al., 2008). Gény VRN2 sú u tetraploidnej 

pšenice lokalizované na chromozóme 5A a 5B (VRN-A2 a VRN-B2) a u jačmeň na chromozóme 4H 

(Distelfeld et al., 2009; Laurie et al., 1995; Takahashi et Yasuda, 1971). 

Jarný typ je spojený s nefunkčnou, recesívnou alelou vrn2. VRN2 kóduje proteín, ktorý obsahuje 

na N-konci doménu zinkového prstu a CCT doménu (CO, CO-like, TOC1) na C-konci, ktorá 

je konzervovaná medzi rôznymi druhmi rastlín (Yan et al., 2004). U jačmeňa existujú tri pevne viazané 

ZCCT gény vo VRN-H2 lokuse (ZCCT-Ha, ZCCT-Hb a ZCTT-Hc) a dva u diploidnej pšenice (ZCCT-1 

a ZCCT-2). Alelické varianty tohto lokusu sú spojené s kompletnou deléciou a mutáciami, ktoré vedú 

k strate funkcie génu VRN2 (Yan et al., 2004). Bolo zistené, že u pšenice nesú jariny mutáciu 

v konzervovanej CCT doméne. V prípade jačmeňa dochádza u jarného typu k delécii všetkých troch 

ZCCT-H génov (Ha, Hb a Hc; Distelfeld et al., 2009; Yan et al., 2004). Expresia génu VRN2 je potlačená 



12 

 

vernalizáciou a krátkym dňom u obilnín senzitívnych na fotoperiódu. Bolo zistené, že expresia VRN2 

je potlačená krátkym dňom (v prípade nízkych aj vyšších teplôt), ale zvýšenie expresie VRN1 bolo 

zaznamenané až po niekoľkých týždňoch. Z toho vyplýva, že existuje ešte minimálne jeden ďalší 

represor VRN1 (Dubcovsky et al., 2006; Trevaskis et al., 2006). Doména CCT vykazuje určitú 

podobnosť s HEME ACTIVATOR PROTEIN2 (HAP2) podjednotky u kvasiniek. Táto podjednotka 

je súčasťou komplexu HAP2/HAP3/HAP5 a viaže sa do oblasti CCAAT boxov v promotorovej oblasti 

mnohých eukaryotických génov a reguluje tak ich expresiu (Wenkel et al., 2006).  

 

Gén VRN3 

Gén VRN3 je prostredníkom medzi fotoperiodickou a vernalizačnou dráhou. Kóduje mobilný 

element (tzv. florigén), ktorý je z listov transportovaný floémom do apexu, kde aktivuje expresiu génu 

VRN1, a tým pádom sa podieľa na indukcii kvitnutia. Gén FT u A.thaliana je homológom ku génu VRN3 

(Li et al., 2011, p. 2). Gény VRN3 sú u pšenice lokalizované na chromozómoch 7A (VRN-A3), 7B    

(VRN-B3) a 7D (VRN-D3) a patria medzi RAF kinázové inhibítory (Bonnin et al., 2008; Yan et al., 

2006). U jačmeňa je gén VRN-H3 lokalizovaný na chromozóme 7H. Alely s vysokou hladinou expresie 

sú spojované s dominantným jarným typom (Yan et al., 2006).  

U pšenice aj jačmeňa sa VRN3 viaže na promotor génu VRN1, a tak zvyšuje jeho expresiu. 

Pred vernalizáciou je expresia génu VRN3 potlačená pôsobením VRN2. Tým je zabránené vykvitnutiu 

ozimín na jeseň a následnému poškodeniu rastlinných meristémov cez zimu. Pôsobením nízkych teplôt 

cez zimu dochádza k zvýšeniu expresie VRN1 v listoch a potlačeniu expresie génu VRN2. Keďže 

produkty génu VRN2 inhibujú transkripciu génu VRN3, tak ich potlačením môže byť gén VRN3 

exprimovaný. Produkt génu VRN3 je transportovaný floémom do apexu, kde interaguje s FLOWERING 

LOCUS-D LIKE 2 (FDL2; Li et Dubcovsky, 2008). Tento proteínový komplex sa potom viaže 

do promotoru génu VRN1 a podporuje jeho expresiu, pokým sa nezvýši nad kritickú hodnotu, ktorá 

je nevyhnutná k prechodu z vegetatívnej do reprodukčnej fáze (Chen et Dubcovsky, 2012; Dubcovsky 

et al., 2006).  

 

3.3.2 Fotoperiodická dráha u pšenice a jačmeňa 

Fotoperióda ovplyvňuje celý rad fyziologických procesov, ako sú kvitnutie, dormancia, klíčenie 

semien, opadanie listov či tuberizáciu. Na základe požiadaviek na fotoperiódu môžeme rastliny rozdeliť 

na rastliny citlivé a rastliny necitlivé na fotoperiódu. Rastliny necitlivé na fotoperiódu prechádzajú 

do reprodukčnej fáze v momente, ako príde na jar k otepleniu. Kvitnutie u nich nezávisí na dĺžke dňa, 

a patria sem napríklad zemiaky, či rajčiak. V prípade rastlín citlivých na fotoperiódu máme dlhodenné 

a krátkodenné rastliny. Dlhodenné rastliny potrebujú na indukciu kvitnutia dlhší čas, zvyčajne viac ako 

12 hodín a fotoperióda sa u nich označuje ako kritická dĺžka dňa. Medzi dlhodenné rastliny patrí 

napríklad modelová rastlina A.thaliana a obilniny – jačmeň a pšenica. Naopak, krátkodenné rastliny 

ako ryža či tabak kvitnú počas krátkeho dňa, ktorý je charakteristický pravidelným striedaním svetla 
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a tmy, pričom tmavá fáza musí byť dostatočne dlhá a neprerušovaná. Schopnosť rastlín reagovať 

na zmeny v dĺžke slnečného svitu sa nazýva fotoperiodizmus. Doba, počas ktorej sú rastliny vystavené 

žiareniu rámci 24 hodinového cyklu, sa označuje ako fotoperióda. Keďže sa jedná o dôležitý proces, 

tak je u rastlín precízne regulovaný celou sieťou génov, ktoré spolu navzájom interagujú a v konečnom 

kroku je signál prenášaný do vernalizačnej kaskády (Kikuchi et He, 2009). 

Dôležité gény, ktoré sú zapojené vo fotoperiodickej dráhe u A.thaliana, sú CO, GI a FT 

a homológy týchto génov je možné nájsť u pšenice a rovnako tak aj u jačmeňa (Obrázok 5; Nemoto 

et al., 2003; Yan et al., 2006; Zhao et al., 2005). Gény Ppd1 sa u pšenice nachádzajú na krátkom 

ramienku druhého chromozómu a sú prítomné vo všetkých troch subgenómoch a označené ako Ppd-A1, 

Ppd-B1, a Ppd-D1. U jačmeňa je gén Ppd-H1 lokalizovaný taktiež na chromozóme 2H (Beales et al., 

2007; Turner et al., 2005). Gén TaCO1 je lokalizovaný na 7 chromozóme v subgénomoch B a D (TaCO-

B1, TaCO-D1). V subgenóme A nebol zatiaľ TaCO1 identifikovaný (Shaw et al., 2012; Shimada et al., 

2009). Homológ GI bol identifikovaný u jačmeňa aj pšenice. HvGI je lokalizovaný na krátkom ramienku 

chromozómu 3H, ale podľa všetkého zohráva len minoritnú úlohu v správnom načasovaní kvitnutia 

na rozdiel od A.thaliana (Dunford et al., 2005). Gény Ppd patria do pseudo-response-regulator (PRR) 

génovej rodiny a obsahujú taktiež CTT doménu, ktorá je zodpovedná za proteín-proteínové interakcie, 

napríklad s jednotlivými komponentami cirkadiánnych hodín. Gény Ppd1 nemajú úlohu v mechanizme 

cirkadiánnych hodín, ale sú nimi regulované (Turner et al., 2005). Taktiež boli popísané gény Ppd-B2 

na krátkom ramienku chromozómu 7 v subgenóme B a Ppd-H2 u jačmeňa chromozóme 1H. Ppd-H2 

je exprimovaný v podmienkach krátkeho dňa (Faure et al., 2007; Khlestkina et al., 2009).  

U jačmeňa je dominantná alela Ppd-H1 senzitívna voči fotoperióde a stojí za skorším kvitnutím 

pri dlhom dni. Recesívna alela ppd-H1 nie je citlivá voči fotoperióde a tieto rastliny budú kvitnúť 

v rovnakom čase, či sú pestované pri dlhom alebo krátkom dni. (Laurie et al., 1995; Turner et al., 2005).  

Fotoperiodická necitlivosť u pšenice je spôsobená výskytom indelov v promotorovej oblasti, 

ktoré narúšajú väzobné miesto pre transkripčné faktory. Alela Ppd-D1a nesie 2089 bp veľkú deléciu 

v promotorovej oblasti (Beales et al., 2007). Delécie o veľkosti 1027, 1117 a 1085 bp boli 

identifikované u alely Ppd-A1a u tetraploidnej aj hexaploidnej pšenice. Naopak, alela Ppd-B1a.1 nesie 

308 bp inzerciu (Nishida et al., 2013b). Tieto štruktúrne zmeny sa nachádzajú v regióne o veľkosti 

886 bp. V tejto oblasti bola popísaná prítomnosť CCA1-HIKING EXPEDITION (CHE) elementu, ktorý 

je spomínanými indelmi narušený. Efekt CHE ako represoru bol popísaný u A.thaliana, a preto 

sa predpokladá, že tento región zohráva dôležitú úlohu aj v represii Ppd1 (Nishida et al., 2013b; 

Pruneda-Paz et al., 2009).  

TaCO1 vykazuje homológiu s génom CO u A. thaliana a vykazuje rovnaký expresný profil 

u pšenice s maximom expresie približne 16 hodín po úsvite pri dlhom aj krátkom dni (Shaw et al., 2012; 

Shimada et al., 2009). Proteín Ppd1 ovplyvňuje expresiu VRN3 prostredníctvom stabilizácie proteínu 

TaCO. Ppd má teda opačný efekt na expresiu VRN3 ako VRN2. CCT domény Ppd1 a VRN2 interagujú 

s komplexom nukleárneho faktoru-Y (NF-Y). Pred vernalizáciou je VRN2 exprimovaný a tvorí komplex 
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s NF-Y. Tým pádom je CO degradovaný, VRN3 nie je exprimovaný a rastlina tak nekvitne. Počas zimy 

sa expresia VRN1 zvyšuje a potláča expresiu VRN2. Pri dostatočnej dĺžke dňa Ppd1 stabilizuje proteín 

CO tvorbou komplexu CO-NF-Y. CO potom následne pozitívne ovplyvňuje expresiu VRN3 a podieľa 

sa na indukcii kvitnutia pri podmienkach dlhého dňa (Chen et Dubcovsky, 2012; Li et al., 2011). 

Expresia Ppd1 je regulovaná taktiež pomocou cirkadiánneho komplexu. U A.thaliana tvorí EARLY 

FLOWERING 3 (ELF3), LUX ARRHYTHMO (LUX) a EARLY FLOWERING 4 (ELF4) tzv. nočný 

komplex, ktorý bráni expresii viacerých génov počas noci (Helfer et al., 2011). Bolo zistené, že EARLY 

MATURITY8 (EAM8) je ortológom génu ELF3 (Faure et al., 2012) a EARLY MATURITY10 

je ortológom génu LUX u jačmeňa (Campoli et al., 2013). Mutácie v týchto dvoch génoch vedú 

k nadmernej expresii Ppd1 a rastliny sa tak stávajú necitlivé voči fotoperióde.  

 

Obrázok 5: Schematické porovnanie kľúčových génov v rámci fotoperiodickej a vernalizačnej dráhy u A. thaliana a jačmeňa. U jačmeňa 

a A.thaliana je kvitnutie indukované v podmienkach dlhého dňa a pôsobením chladu (vernalizácia). Interakcie medzi jednotlivými génmi 

sú znázornené na obrázku. (1) U A. thaliana je indukovaná expresia CO pomocou GI a FKF1, ktoré spolu interagujú. CO následne aktivuje 

expresiu FT a proteín FT, tzv. florigén prenáša signál z listov do apikálneho meristému, kde interaguje s proteínom FD. Tento proteínový 

komplex iniciuje expresiu génu AP1, ktorý je hlavným aktivátorom kvitnutia. Represorom kvitnutia pred chladovým pôsobením je gén FLC, 

ktorého expresia je pravdepodobne aktivovaná FRI. Vernalizácia následne potláča expresiu FLC a tým pádom môžem byť FT exprimovaný. 

(2) U ozimných kultivarov jačmeňa je dĺžka dňa meraná pomocou Ppd-H1. Pred zimou je kvitnutie potlačené vysokou úrovňou expresie                  

VRN-H2, ktorý potláča expresiu vrn-H3. Vernalizáciou je aktivovaná expresia vrn-H1, ktorá následne reprimuje VRN-H2. Po vernalizácii 

a v podmienkach dlhého dňa je indukovaná expresia HvCO1 a vrn-H3, ktorý prenáša signál do apikálneho meristému, kde interaguje 

s proteínom HvFDL2 a aktivuje expresiu vrn-H1. Prevzaté a upravené podľa Milec et al., 2014. 
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Dôležitú úlohu vo vývoji, morfológii a fyziológii rastlín zohráva svetlo, ktoré je vnímané 

prostredníctvom špecializovaných proteínov, tzv. fotoreceptorov. Medzi fotoreceptory patria 

už spomínané fytochrómy a kryptochrómy, ktoré obsahujú chromofory. Prostredníctvom chromoforov 

sú schopné vnímať svetlo a taktiež reagovať na špecifické vlnové dĺžky. Rastlina tak dokáže detekovať 

a reagovať na rôzne svetelné zmeny (intenzita, kvalita a dĺžka pôsobenia; Christie et al., 2015).  

U obilnín pôsobí červené svetlo prostredníctvom Fytochrómu C (PhyC) na reguláciu aktivity 

Ppd1 a VRN3, a tým pádom aj kvitnutia. Prechod do reprodukčnej fáze je spojený so zvýšenou expresiou 

Ppd1, ktorý sa podieľa na aktivácii expresie VRN3 v závislosti od svetla počas dlhého dňa 

vo vernalizovaných rastlinách jačmeňa či pšenice, a taktiež v kultivaroch, ktoré nevyžadujú 

vernalizáciu. Bolo dokázané, že v prípade nefunkčného PhyC u pšenice dochádza zmene expresie 

génov, ktoré sú súčasťou cirkadiánnych hodín a fotoperiodickej dráhy. To spôsobuje výrazné 

oneskorenie kvitnutia počas dlhých dní (Chen et al., 2014). Dôležitá úloha PhyC bola taktiež popísaná 

u jačmeňa a Brachypodium distachyon (Nishida et al., 2013a; Woods et al., 2014).  

 

3.3.3 Cirkadiánne hodiny 

Cirkadiánne hodiny kontrolujú u A. thaliana procesy ako sú metabolizmus, rast, fotosyntéza 

a samotné načasovanie kvitnutia (Greenham et McClung, 2015). Ako už bolo spomínané, tak sa jedná 

o endogénny komplex regulujúci expresiu génov na základe striedania dňa a noci (Fogelmark et Troein, 

2014). V prípade výnosu obilnín zohráva dôležitú úlohu teplota a fotoperióda. Vysoká teplota počas 

dlhého dňa znižuje samotný výnos a v prípade krátkych dní inhibuje reprodukčný vývoj obilnín. Kvôli 

predpokladaným globálnym zmenám, ktoré negatívne vplývajú na výnos, je dôležité identifikovať gény 

zapojené v mechanizme kontroly kvitnutia v závislosti od teploty. Kandidátmi sú práve gény 

cirkadiánnych hodín, ktoré vnímajú a reagujú na teplotné signály reguláciou expresie génov (Hemming 

et al., 2012).  

Myb transkripčné faktory, CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 (CCA1) a LATE 

ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), ráno inhibujú expresiu TIMING OF CAB EXPRESSION1 

(TOC1/PRR1), ktoré zase naopak zabraňujú expresii CCA1 a LHY počas noci u A. thaliana (Alabadı ́   

et al., 2001). CCA1 a LHY aktivujú expresiu PRR7 a PRR9, ktoré spätnoväzobne znižujú ich expresiu 

(Nakamichi et al., 2010). Súčasťou tejto regulácie je aj tzv. nočný komplex zahŕňajúci ELF3, ELF4 

a LUX. Gény nočného komplexu sú exprimované vďaka zníženiu hladiny CCA a LHY (Helfer et al., 

2011). Ďalšia podobná spätnoväzobná regulácia je popísaná u GI a TOC1, konkrétne GI aktivuje večer 

expresiu TOC1, ktorý naopak expresiu GI inhibuje (Pokhilko et al., 2012). Cirkadiánne hodiny 

umožňujú expresiu CO počas dlhého dňa, reprimujú CDF, a tým pádom umožňujú kvitnutie 

prostredníctvom expresie samotného FT (Baudry et al., 2010).  

U obilnín je tento mechanizmus zatiaľ len slabo popísaný. Na základe homológie génov medzi 

A. thaliana však boli niektoré gény tejto kaskády u jačmeňa identifikované. Aj napriek nezávislým 
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duplikáciám génov, ktoré vznikli pri diverzifikácia jednoklíčnolistových a dvojklíčnolistových rastlín, 

je ich štruktúra a samotný mechanizmus regulácie veľmi podobný (Campoli et al., 2012). Hlavný gén 

fotoperiodickej dráhy Ppd-H1 je najbližším ortológom PRR7 u A. thaliana (Turner et al., 2005). 

U A. thaliana nebol pozorovaný výrazný efekt na samotné načasovanie kvitnutia spôsobený variáciami 

v génoch PRR (Ehrenreich et al., 2009). U jačmeňa boli popísané mutácie spôsobujúce výrazne skoré 

kvitnutie nezávislé od dĺžky dňa prostredníctvom aktivácie expresie VRN-H3. Jedná sa o mutáciu eam8 

a eam10 (Campoli et al., 2013; Faure et al., 2012; Zakhrabekova et al., 2012). Spontánne a indukované 

mutácie eam8 umožňujú adaptáciu obilnín na krátke vegetačné obdobie, ako v príde krajín 

Škandinávskeho polostrova a ich samotné rozšírenie (Lundqvist, 2009). 

 

3.4 Funkčná genomika 

 Funkčná genomika je časť genomiky, ktorá sa venuje charakterizácii funkcie génov a ich 

vzájomných interakcií. Snaží sa vysvetliť súvislosť medzi DNA konkrétneho organizmu a hladinou 

určitých génov, transkriptov a ich proteínových produktov. Poskytuje tak komplexnejší obraz 

o jednotlivých biologických procesoch, ktoré prebiehajú na úrovni bunky, tkaniva a celého organizmu 

v súvislosti s molekulou DNA v rámci genómu daného organizmu. Hlavným cieľom je teda pochopenie 

vzájomného vzťahu medzi genómom určitého organizmu a jeho výsledným fenotypom. Existuje veľké 

množstvo techník a prístupov k odhaleniu funkcie génov. V rámci funkčnej genomiky rozlišujeme 

priamy (forward) a reverzný genetický prístup (Holtorf et al., 2002) 

Metódami priamej (forward) genetiky je možné skúmať nové gény a ich funkciu. Cieľom 

je odhaliť gény, ktoré sú zodpovedné za odlišný, väčšinou mutantný fenotyp v kontraste s fenotypom 

kontrolných rastlín. Na počiatku tohto prístupu stojí mutagenizovaná populácia či línia, ktorá vykazuje 

určitú fenotypovú variabilitu (Jankowicz-Cieslak et Till, 2015). V prípade zaujímavého fenotypu 

je potrebné zistiť, u ktorého génu došlo k mutácii a to následne potvrdiť metódami reverznej genetiky 

(Parinov et Sundaresan, 2000).  

V rámci reverzného genetického prístupu neprebiehajú rozsiahle fenotypové testy, ale vychádza 

sa zo znalosti kandidátnej génovej sekvencie k získaniu a hodnoteniu mutácie v konkrétnom géne. 

Táto metóda neslúži k hľadaniu nových génov, ktoré podmieňujú daný fenotyp (Jankowicz-Cieslak et 

Till, 2015). Medzi metódy reverznej genetiky patrí napríklad RNA interferencia (RNAi) (Fire et al., 

1998), či technológia CRISPR/Cas9 (CRISPR, clustered regularly interspaced short palindrom, Cas9, 

CRISPR-associated protein 9; Doudna et Charpentier, 2014).  

 Funkčná genomika nachádza uplatnenie aj v rámci šľachtiteľského procesu. Lepšie pochopenie 

funkcie a regulácie jednotlivých génov v rámci procesu kvitnutia pomáha k získaniu nových kultivarov, 

ktoré sú lepšie prispôsobené vonkajším podmienkam v oblasti, kde sú pestované, čo má dopad 

na samotný výnos. V rámci klasického šľachtenia rastlín dochádza ku kríženiu rôznych kultivarov 

a selekcii vybraných znakov. Dnes sa uplatňuje aj šľachtenie rastlín prostredníctvom indukcie mutácií 
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v genóme daného organizmu. Genetická zmena je znásobená homológnou rekombináciou v meióze. 

Mutácie podliehajú prirodzenej selekcii a predstavujú hnaciu silu evolúcie. Spontánne mutácie 

sú zriedkavé a náhodné. Preto sa pri šľachtení nových odrôd využíva mutagenéza, a to buď klasická 

alebo cielená (Oladosu et al., 2016). 

 

3.4.1 Klasická mutagenéza  

Mutagenéza je proces tvorby dedičných zmien v genetickej informácii organizmu, ktorá 

nie je zapríčinená segregáciou alebo rekombináciou, ale je indukovaná prostredníctvom chemických, 

fyzikálnych alebo biologických činidiel (Roychowdhury et Tah, 2013).  

Medzi fyzikálne mutagény patria rôzne typy žiarenia, ako napríklad röntgenové, ionizačné, 

či gama žiarenie. Spôsobujú väčšie chromozomálne aberácie (inzercie, delécie, inverzie, translokácie) 

a vyžadujú špeciálne vybavenie. V rámci mutagenézy sú menej používané ako chemické mutagény, 

keďže spôsobujú rozsiahle poškodenia a znižujú životnosť organizmu (Wu et al., 2005). 

Chemické mutagény nevyžadujú použitie špeciálneho vybavenia a poskytujú vysokú frekvenciu 

mutácií. Spôsobujú bodové mutácie typu transverzie či tranzície v kódujúcich i nekódujúcich oblastiach. 

Do tejto skupiny patrí napríklad etylmetán sulfonát (EMS) či etylnitróso močovina (ENU). EMS 

spôsobuje etyláciu guanínu za vzniku O6-etylguanínu, ktorý sa namiesto cytozínu páruje s tymínom. 

Tým pádom dochádza počas replikácie k tranzícii G:C za A:T (Greene et al., 2003). ENU primárne 

spôsobuje transveziu A:T na T:A (44 %) a tranzíciu (38 %) A:T na G:C (Justice et al., 1999). Samotnú 

účinnosť mutagénezy ovplyvňuje koncentrácia mutagénu, dĺžka pôsobenia a teplota, pri ktorej 

mutagenéza prebieha.  

 

TILLING 

Priamy genetický prístup sa využíval v šľachtení v spojení s mutagenézou určitej rastlinnej 

populácie. Neskôr bola vyvinutá metóda Targeting Induced Local Lesions IN Genomes (TILLING), 

ktorá kombinuje chemickú mutagenézu s vysokokapacitných skríningom bodových mutácii v génoch 

záujmu. Jedná sa o metódu v rámci reverznej genetiky (McCallum et al., 2000). Vďaka metóde 

TILLING môže byť získané široké spektrum alelických mutácií vhodných pre genetickú analýzu. 

Výsledkom týchto mutácií môže byt strata funkcie (loss of function), zisk nových vlastností (gain 

of function), či zníženie aktivity. Týmto prístupom sú získané stabilné mutácie. Niektoré mutácie 

nemuseli byť identifikované pomocou metód priamej genetiky, ale vďaka metóde TILLING je ich 

možné detekovať, keďže sa tento prístup zameriava na konkrétny gén. Táto metóda nie je obmedzená 

veľkosťou genómu ani úrovňou ploídie. Nevyžaduje genetickú transformáciu na rozdiel od inzerčnej 

mutagenézy, transpozónov, retrotranspozónov či RNAi. To predstavuje veľkú výhodu pre druhy, ktoré 

nie sú alebo sú len v malej miere transformovateľné. V tomto prípade sa taktiež nejedná o geneticky 

modifikovaný organizmus (GMO), a tým pádom odpadajú legislatívne bariéry pre využitie 

tejto technológie v šľachtení rastlín (Alonso et Ecker, 2006; Tadele et al., 2009).  
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Táto metóda bola využitá v rámci dôležitých projektov na modelových organizmoch A. thaliana 

(Arabidopsis TILLING Project; Till et al., 2003) a Drosophila melanogaster (Fly-TILL; Till et al., 2003; 

Winkler et al., 2005). Následne bola táto technológia aplikovaná na ostatné plodiny, ako pšenica, 

jačmeň, kukurica, ryža, ovos, hrach či sója. TILLING predstavuje sofistikovaný postup 

pre výskumníkov, ale aj šľachtiteľov pre vývoj nových odrôd. Identifikácia mutácií v konkrétnom géne 

je výrazne zjednodušená vďaka pokroku v rámci sekvenovania novej generácie a efektívnejšej detekcie 

heteroduplexov DNA (Burkart-Waco et al., 2017; Szurman-Zubrzycka et al., 2017). Vďaka spätnému 

kríženiu s využitím DNA markerov môže byť konkrétna mutácia jednoduchšie prenesená do elitného 

kultivaru (Hasan et al., 2015).  

Detekcia bodových mutácií v géne záujmu v nemutovanej populácii (prirodzenej populácie) 

sa nazýva EcoTILLING. Pracuje na rovnakom princípe ako metóda TILLING. EcoTILLING nachádza 

uplatnenie v rámci detekcie vzácnych SNP, ktoré by mohli stáť za vznikom rakoviny u ľudí (Till et al., 

2006).  

 

RNA interferencia 

RNAi je proces, pri ktorom dochádza k cielenému umlčaniu špecifickej génovej sekvencie 

prostredníctvom dvojvláknovej RNA (double-stranded RNA, dsRNA). Táto dsRNA sprostredkováva 

štiepenie konkrétnej mRNA alebo blokuje jej expresiu. Jedná sa o prirodzený mechanizmus, ktorý 

prebieha v cytoplazme buniek ako reakcia na prítomnosť vírov alebo transpozónov (Fire et al., 1998). 

Prvým krokom procese RNAi je prítomnosť dsRNA, ktorá je vyhodnotená ako cudzorodá, a preto 

má bunka tendenciu ju odstrániť. Pomocou enzýmu Dicer je dsRNA štiepená za vzniku dvojvláknových 

malých interferenčných RNA (small interfering RNA, siRNA) o veľkosti 21–23 nukleotidov (Elbashir 

et al., 2001; Zamore et al., 2000). V cytoplazme sú siRNA rozvoľnené a antisense reťazec 

je inkorporovaný do komplexu RNA-induced silencing complex (RISC), zatiaľ čo druhé, sense, vlákno 

je degradované v cytoplazme. Komplex RISC je pomocou antisense vlákna vedený ku komplementárnej 

sekvencii na mRNA, s ktorou sa páruje. Táto mRNA je potom endolyticky štiepenia pomocou proteínu 

Agronaut, ktorý predstavuje katalytickú zložku komplexu RISC (Zamore et al., 2000).  

 

3.4.2 Cielená mutagenéza s využitím špecifických endonukleáz 

 Rastlinné genómy boli najskôr modifikované selektívnym šľachtením, neskôr mutagenézou 

a v posledných rokoch aj cielenou úpravou genómu (Weeks et al., 2016). Cielená úprava genómu 

spočíva v modifikácii špecifickej sekvencie DNA bez zásahu do ostatných častí DNA prostredníctvom 

špecifických nukleáz. Jedná sa najmä o nukleázu zinkového prstu (zinc finger nuclease, ZFN), 

Transcription activator-like effector nuclease (TALEN) a CRISPR (Obrázok 6).  

Prostredníctvom spomínaných miestne špecifických nukleáz sú vytvorené dvojvláknové zlomy 

(double-strand breaks, DSB) v presne definovanom mieste v genóme. Tieto DSB musia byť následne 

opravené kvôli zachovaniu stability genómu, plodnosti a genetickej diverzity. DSB môžu byť opravené 
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buď nehomológnym spájaním koncov (nonhomologous end-joining, NHEJ) alebo homológnou 

rekombináciou (homologous recombination, HR). Oprava DSB prostredníctvom NHEJ môže spôsobiť 

v genóme nepredvídateľné zmeny typu malých delécií či substitúcií, ktoré môžu mať za následok 

vyradenie určitého génu z funkcie. Oprava HR ponúka širšie spektrum modifikácií genómu, 

ako napríklad substitúcie jedného nukleotidu až po integráciu viacerých transgénov do cieľového 

miesta. Pomocou HR môže byť DSB opravený prepisom donorovej sekvencie do rozbitej oblasti DNA, 

a tým pádom je tento donorový templát stabilne integrovaný do genómu, čím je dosiahnutá požadovaná 

modifikácia DNA. Dominantnou opravou DSB u rastlín je však NHEJ (Waterworth et al., 2011, Wang 

et al., 2014).  

V súčasnosti sa využívajú najmä TALEN a CRISPR/Cas9. Dosiahnuť HR je oveľa náročnejšie 

v porovnaní s NHEJ, pretože vyžaduje prítomnosť expresnej kazety miestne špecifickej nukleázy 

(TALEN, CRISPR/Cas9) a exogénne dodaného donorového templátu. Neustále sú vyvíjané nové 

stratégie na zvýšenie účinnosti HR. Napríklad Fauser et al (2012) zabezpečili, že každá bunka bude mať 

minimálne jednu kópiu donorového templátu získanú z jej chromozómu. Baltes et al (2014) zase zvýšili 

množstvo donorového templátu replikáciou prostredníctvom geminivírusu. 

 

 

Obrázok 6: Hlavné metódy editácie genómu prostredníctvom miestne špecifických endonukleáz, konkrétne ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9. 

(A) ZFN funguje ako dimér, pričom monoméry sa skladajú zo špecifickej DNA väzobnej domény z tandemovo usporiadaných zinkových 

prstov, pričom jeden rozpoznáva 3 bp sekvenciu a podjednotky restrikčnej endonukleázy FokI. Monoméry sa viažu antiparalelne na vlákna 

DNA, podjednotky FokI dimerizujú a indukujú DBS. (B) TALEN pracuje na podobnom princípe ako ZFN (dimér a restrikčná endonukleáza 

FokI). V tomto prípade rozpoznáva jedna aminokyselinová doména jeden nukleotid. (C) CRISPR/Cas9 funguje na rozdiel od ZFN a TALEN 

ako monomér a väzobná špecifita je určená pomocou single synthetic guide RNA (sgRNA). Cas9 je restrikčná endonukleáza, ktorá sa skladá 

z dvoch nukleázových domén: HNH štiepiacej na komplementárnom reťazci a RuvC domény, ktorá štiepi na nekomplementárnom reťazci. 

CRISPR/Cas9 sa môže viazať na akékoľvek miesto na DNA obsahujúce motív PAM a indukuje DBS 3 nukleotidy pred PAM. Prevzaté 

a upravené podľa Zhu et al., 2017. 
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ZFN 

 Nukleáza zinkového prstu je pripravená fúzovaním DNA väzobnej domény a domény 

nešpecifickej restrikčnej endonukleázy FokI. DNA väzobná doména sa skladá z dvoch sad tandemovo 

usporiadaných ZF, pričom každá sa skladá z 3–4 ZF a rozpoznáva sekvenciu o veľkosti 9–12 bp. Čiže 

jeden ZF rozpoznáva 3 bp dlhú sekvenciu DNA. Restrikčná endonukleáza FokI štiepi molekulu DNA 

a je aktívna len ako dimér. Jedna sada zinkových prstov je fúzovaná s jedným monomérom a druhá zase 

s druhým monomérom FokI. Viažu sa na špecifickú sekvenciu DNA (18–24 bp), pričom monoméry 

sa viažu na opačné vlákno molekuly DNA vo vzdialenosti 5–7 bp od seba. Tento medzerník (spacer) 

umožňuje dvom nukleázovým doménam FokI dimerizovať, čím sa stáva aktívna a následne indukuje 

v tomto mieste DSB (Porteus et Carroll, 2005).  

Existujú programy pre navrhovanie špecifických ZFN na konkrétnu sekvenciu DNA v danom 

géne a ZFN sú aj komerčne dostupné (Osborn et al., 2011).  

 

TALEN 

Princíp TALEN je veľmi podobný tomu ako fungujú ZFN. Skladá sa taktiež zo špecifickej DNA 

väzobnej domény a nešpecifickej nukleázy. Transkripčné aktivátory podobné efektorom (transcription 

activator-like effector, TALE) sú prirodzene sa vyskytujúce efektorové proteíny fytopatogénnych 

baktérií rodu Xanthomonas. Fungujú ako aktivátory transkripcie génov v jadre hostiteľskej bunky. 

Viažu sa do promotorov určitých génov a preprogramujú transkriptóm hostiteľa v prospech patogéna 

(Kay et al., 2007).  

TALE obsahujú unikátnu centrálnu DNA väzobnú doménu, ktorá sa skladá z 13–28 tandemovo 

sa opakujúcich vysoko konzervovaných subdomén (repetíc) o veľkosti 34 aminokyselín. Platí, že jedna 

subdoména rozpoznáva jeden nukleotid. DNA väzobná špecifita je daná tzv. repetitívnými variabilnými 

di-reziduami (Repeat Variable Di-Residues, RVD) v pozícií 12 a 13 v rámci každej aminokyselinovej 

repetície, pričom zvyšné aminokyseliny sú vysoko konzervované. Aminokyselina na pozícii 12. 

je zodpovedná za stabilizáciu štruktúry a aminokyselina na 13. pozícii sprostredkováva špecifickú 

interakciu s jednou bázou na reťazci DNA. Oblasť tandemových repetíc na C-konci proteínu končí 

tzv. polovičnou repetíciu, ktorá obsahuje prvých 20 rezíduí vrátane RVD. Taktiež platí, že TALE vždy 

rozpoznáva bázu T na 5´konci cieľovej sekvencie (Miller et al., 2011).  

DNA väzobná doména je fúzovaná s katalytickou doménou restrikčnej endonukleázy FokI 

podobne ako ZFN. Výsledkom je špecificky riadená a programovateľná nukleáza, TALEN. TALEN 

funguje taktiež v páre, pričom monoméry sa viažu antiparalelne na väzobné miesta na molekule DNA, 

ktoré sú oddelené medzerníkom. Domény FokI interagujú nad medzerníkom a v tomto mieste indukujú 

DSB (Christian et al., 2010).  

Samotný návrh a konštrukcia diméru TALEN je komplikovaný proces z hľadiska požiadaviek 

pre úspešné rozpoznanie cieľovej sekvencie na molekule DNA. Na zostrojenie funkčného TALEN 

sa používa Golden Gate klonovacia metóda (Cermak et al., 2011), klonovanie nezávislé od ligácie 
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(Schmid-Burgk et al., 2013) či vysoko-kapacitná produkcia na pevnom nosiči (Briggs et al., 2012; 

Reyon et al., 2012). Schmid-Burgk et al. (2013) sú toho názoru, že jednotlivé repetície je možné 

kombinovať tak, aby rozpoznali akúkoľvek presne definovanú sekvenciu. Jedným z príkladov je súbor 

TALENov rozpoznávajúcich 18 740 génov kódujúcich ľudské proteíny (Kim et al., 2013).  

 

CRISPR/Cas9 

 Príchod technológie CRISPR/Cas9 spôsobil revolúciu v genómovom inžinierstve. Editácia 

genómu prostredníctvom CRISPR je jednoduchšia ako s použitím metód ZFN či TALEN. V roku 2020 

bola udelená Nobelová cena za chémiu Emmanuelle Charpentier a Jennifer A. Doudna za objav metódy 

editácie genómu CRISPR/Cas9 (Doudna et Charpentier, 2014). CRISPR predstavuje adaptívny 

imunitný systém baktérií a archeí voči infekcii vírusmi a plazmidmi využívajúcich malé RNA. Tieto 

RNA rozpoznávajú a umlčujú cudzorodú nukleovú kyselinu. CRISPR lokus je tvorený jedinečnými 

sekvenciami (photospacermi, 20–30 bp), ktoré sú oddelené krátkymi palindromickými repetíciami 

približne rovnakej dĺžky. Photospacery predstavujú cudzorodú nukleovú kyselinu vírusov 

alebo plazmidov. Súčasťou CRISPR lokusu sú gény, ktoré kódujú Cas proteíny (Jiang et Doudna, 2017).  

Existujú tri typy bakteriálnych systémov CRISPR/Cas (I, II a III), pričom systém II je najlepšie 

popísaný a jeho podstata sa využíva pri cielenej editácii genómu. CRISPR lokus je transkribovaný 

za vzniku pre-crRNA. Úprava pre-crRNA na CRISPR RNA (crRNA) vyžaduje prítomnosť 

transaktivačnej crRNA (tracrRNA), ktorá obsahuje komplementárnu oblasť k repetitívnej sekvencii 

v CRISPR lokuse. TracrRNA sa viaže na túto oblasť na pre-crRNA za vzniku dvojvláknovej RNA, ktorá 

je enzymaticky štiepená RNázouIII na jednotlivé crRNAs. Cas9 v komplexe s tracrRNA a crRNA 

interferujú s dvojvláknovou DNA na základe komplementarity medzi crRNA a cieľovou DNA, pričom 

sa viažu pred tzv. Protospacer Adjacent Motif (PAM). Tento motív je rozpoznaný prostredníctvom 

PAM-viažucej domény, ktorá je súčasťou proteínu Cas9. Následne dochádza k rozvoľneniu vlákien 

a štiepeniu cieľovej sekvencie pred PAM prostredníctvom nukleázovej aktivity Cas9 za vzniku DSB 

(Jiang et Doudna, 2017).  

Typ II CRISPR/Cas9 systém študovaný na Streptococcus pyrogens bol adaptovaný na cielenú 

editáciu genómu u širokého spektra organizmov. Tento systém bol upravený tak, že 3´ koniec crRNA 

spojili s 5´koncom tracrRNA do jedného polyribonukleotidu sgRNA, ktorá je spojená s endonukleázou 

Cas9 (Jinek et al., 2012). Molekula sgRNA v prírode neexistuje. Môže byť vytvorená chemickou 

syntézou in vitro alebo prepisom DNA z plazmidu, ktorý obsahuje sekvenciu kódujúcu sgRNA. Gény 

pre špecifickú sgRNA je možné si pripraviť týmto spôsobom jednoducho v laboratóriu (Hu et al., 2019). 

Zložka crRNA v molekule sgRNA je navrhnutá na oblasť záujmu v genóme organizmu. Táto špecifická 

sekvencia je dlhá približne 20 nukleotidov. Naopak, tracrRNA, ktorá je dlhá približne 76 nukleotidov, 

môže byť fúzovaná s rôznymi crRNA. Nukleáza Cas9 sa skladá z dvoch domén, konkrétne z domény 

podobnej RuvC a domény HNH. Každá doména rozpoznáva jeden reťazec DNA. Jedným z obmedzení 

pri návrhu sgRNA je prítomnosť esenciálneho motívu PAM, ktorý sa musí nachádzať za miestom 
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záujmu. V prípade použitia Cas9 zo S.pyrogens sa jedná o sekvenciu 5´-NGG-3´. PAM je nevyhnutný 

pre správne naviazanie sgRNA a samotné štiepenie prostredníctvom Cas9, ktoré bez prítomnosti PAM 

nie je možné. Bodové mutácie v mieste PAM, či blízko miesta štiepenia znemožňujú fungovanie celého 

systému (Jinek et al., 2012).  

Jedno z hlavných obmedzení využitia CRISPR/Cas9 systému v genómovom inžinierstve 

je off-target aktivita. Jedná sa o nešpecifické zlomy mimo cieľového miesta v genóme organizmu, čo 

výrazne znižuje špecifitu celého systému. Zníženie off-target aktivity je možné dôsledným návrhom 

samotného photospaceru, ktorý by mal mať v genóme čo najmenej potencionálnych miest 

pre nešpecifické štiepenie a neobsahoval PAM sekvenciu (Hsu et al., 2013).  

Oproti technikám ZFN a TALEN funguje CRISPR/Cas9 ako monomér (Kim et Kim, 2014). 

Medzi hlavné výhody patrí jednoduchosť samotného návrhu. V prípade metód využívajúcich ZFN 

a TALEN sa jedná o komplikovaný návrh proteínov, ktoré rozpoznávajú cieľovú nukleotidovú 

sekvenciu. V prípade CRISPR/Cas9 metódy je Cas9 rovnaký a navrhuje sa len nová špecifická sgRNA 

(Cho et al., 2013).  

Technológia CRISPR/Cas9 ponúka možnosť multiplexovej úpravy génov prostredníctvom 

expresie viacerých sgRNA zostavených do niekoľkých expresných kaziet, pričom každá 

je transkribovaná zo samostatného promotora RNA polymerázou III (Ma et al., 2015). Ďalšou 

alternatívou je využitie polycistronickej mRNA, ktorá je pomocou špeciálnych enzýmov 

posttranskripčne spracovaná na jednotlivé sgRNA. Konkrétne sa jedná sa o CRISPR asociovanú RNA 

endoribonukleázu Csy4 z Pseudomonas aeruginosa, ribozýmy či prirodzene sa vyskytujúce enzýmy 

v hostiteľských bunkách, ktoré spracúvajú tRNA (Xie et al., 2015). Je možné taktiež využívať párové 

nickázy k tvorbe dvoch jednoreťazových zlomov na molekule DNA podobne ako v prípade ZFN 

a TALEN. Nickázy sú varianty proteínu Cas9, ktoré vznikli mutáciou určitej aminokyseliny v jednej 

z podjednotiek. K nickáze sú pridané dve sgRNA komplementárne k opačným reťazcom cieľového 

miesta a následným štiepením v dostatočnej blízkosti vznikajú DSB. Aj vďaka tomu je možné znížiť 

off-target aktivitu a zvýšiť špecifitu tejto metódy (Cong et al., 2013; Ran et al., 2013). Okrem použitia 

párových nickáz, môže byť špecifita zvýšená pomocou dimérnych CRISPR/Cas9 nukleáz alebo 

skrátených sgRNA (Fu et al., 2014; Tsai et al., 2014).  

 

3.4.3 Vybrané metódy klonovania 

 Jednou z výziev molekulárnej biológie je príprava organizmov s požadovaným fenotypom 

užitočných na poli medicíny, poľnohospodárstva či priemyslu. To je možné aj pomocou klonovacích 

metód, ktoré umožňujú presné spájanie fragmentov DNA do jedného celku ako sú Golden Gate, Gibson 

Assembly či Gateway klonovanie (Ellis et al., 2011).  
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Metóda Golden Gate  

Metóda Golden Gate pracuje princípe štiepenia fragmentov DNA pomocou restrikčných 

endonukleáz typu IIS, ktoré štiepia mimo svojho rozpoznávacieho miesta. Tým pádom vznikajú 

na štiepených fragmentoch kompatibilné konce o veľkosti 3–4 bp, vďaka čomu môžu byť efektívne 

ligované v presnom poradí a v jednej reakcii. Dôležité je, že ligované fragmenty už potom neobsahujú 

dané rekogničné miesto, a preto nebudú znova štiepené a ligované, pričom zvyšné fragmenty budú. 

To umožňuje presné spájanie viacerých fragmentov DNA až po zisk požadovaného produktu (Engler 

et al., 2009).  

Na začiatku samotného klonovania je dôležité si definovať miesta fúzovania jednotlivých 

fragmentov DNA. Tie sa väčšinou skladajú z 3 alebo 4 nukleotidov a predstavujú miesto štiepenia 

vybranej restrikčnej endonukleázy a samotnej ligácie. Dôležité je, aby sa jednotlivé komplementárne 

miesta fúzovania od seba líšili, aby nedošlo k spájaniu jednotlivých fragmentov v nesprávnom poradí. 

Taktiež by tieto miesta nemali predstavovať palindromické sekvencie a vykazovať podobnosť. Počet, 

veľkosť a pozícia jednotlivých miest fúzovania je odlišná v závislosti samotného experimentu. Platí 

však, že účinnosť restrikčného štiepenia a následnej ligácie klesá so zvyšujúcim sa počtom fragmentov. 

Napríklad vysoká efektivita bola pozorovaná pri spájaní 9 fragmentov (8 komplementárnych fúznych 

miest). Weber et al (2011) vo svojej práci spájali až 17 fragmentov DNA, ale s podstatne nižšou 

účinnosťou. Odporúča sa preto pri ligácii viac ako 9 fragmentov ich rozdelenie do dvoch klonovacích 

krokov. Jednotlivé fragmenty DNA, ktoré chceme spájať pomocou metódy Golden Gate, by mali byť 

ideálne zaklonované vo vektore. S nižšou účinnosťou je možné taktiež spájať fragmenty amplifikované 

pomocou PCR. Jednotlivé fragmenty je možné si nechať syntetizovať komerčnou firmou (Engler 

et Marillonnet, 2013).  

Ďalším krokom je PCR amplifikácia fragmentov DNA pomocou primerov s prevismi. 

Tieto primery obsahujú rekogničné miesto pre vybranú IIS restrikčnú endonukleázu, miesto fúzovania 

(3–4 bp) a úsek komplementárny k fragmentu DNA (16–20 bp). Tým pádom dôjde k zabudovaniu 

dôležitých miest, ktoré umožňujú štiepenie a samotné spájanie fragmentov na základe komplementarity. 

Dôležité je, aby jednotlivé fragmenty neobsahovali rekogničné miesto vybranej restrikčnej 

endonukleázy, ktoré je každopádne možné odstrániť zavedením tichej mutácie. Tieto PCR produkty, 

ktoré boli amplifikované ideálne vysokošpecifickou DNA polymerázou zanechávajúcou tupé konce, 

sú následne klonované do príslušného vstupného vektoru (modulu). Týmto spôsobom bude vytvorená 

knižnica modulov obsahujúcich jednotlivé fragmenty, ktoré budú spojené v cieľom vektore 

v požadovanom poradí a v jednej reakcii. Moduly by nemali obsahovať rekogničné miesto pre IIS 

restrikčnú endonukleázu, ktorá bude použitá. Cieľový vektor by mal taktiež spĺňať určité kritéria. 

Mal by obsahovať len dve rekogničné miesta pre vybranú restrikčnú endonukleázu typu IIS, ktorej jedno 

štepné miesto bude kompatibilné so sekvenciou na začiatku prvého modulu a druhé s koncom 

posledného modulu v rámci vytvoreného setu. Cieľový vektor by nemal obsahovať ďalšie rekogničné 

miesta pre použitú endonukleázu, ale naopak môže obsahovať rekogničné miesta pre inú IIS restrikčnú 
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endonukleázu pre prípadné subklonovanie. Následne prebieha samotná reakcia, v ktorej dochádza 

k štiepeniu jednotlivých modulov príslušnou endonukleázou za vzniku lepivých kompatibilných 

koncov. Tie sú následne spojené podľa poradia do cieľového vektoru, ktorým sú transformované 

kompetentné baktérie. Dôležité v tomto prípade je ideálne nastavenie molárnych množstiev fragmentov 

DNA v moduloch a cieľového vektora (Engler et Marillonnet, 2013). Schematické znázornenie 

klonovacej metódy Golden Gate je na Obrázku 7.  

 

Obrázok 7: Schéma Golden Gate klonovania. Pomocou restrikčnej endonuklázy BsaI je linearizovaný cieľový vektor a vytvorené presahy 

o veľkosti 4 bp na fragmentoch DNA amplifikovaných PCR. Jednotlivé fragmenty sú následne na základe komplementarity spojené 

a cirkularizované vo vektore. Prevzaté a upravené z https://www.neb.ca/detail.php?id=e1600 dňa 4.1.2021.  

Metóda Gibson Assembly 

Ďalšou rozšírenou a populárnou metódou klonovania je metóda Gibson Assembly, ktorá nesie 

meno po svojom zakladateľovi Danielovi G. Gibsonovi. Táto metóda umožňuje spájanie viacerých 

fragmentov DNA len na základe komplementárnych koncových sekvencií v jednej izotermickej reakcii 

pomocou troch enzýmov. V reakcii sa využíva T5 exonukleáza, ktorá štiepi 5´ koniec dvojvláknových 

fragmentov DNA a necháva tak previs na 3´ konci. Previsy na jednotlivých fragmentoch sa spájajú 

na základe komplementarity báz. Medzery sú následne vyplnené aktivitou DNA polymerázy a zárezy 

sú k sebe spojené pomocou termostabilnej DNA ligázy. Týmto spôsobom môže byť spojených až 15 

fragmentov DNA do finálneho produktu, ktorý môže byť lineárny alebo cirkularizovaný v podobe 

vektoru (Gibson et al., 2009).  

Gibsson Assembly sa využíva napríklad pre zisk produktov, ktoré kvôli svojej veľkosti 

nie je možné alebo je príliš komplikované amplifikovať pomocou jednej PCR. V tomto prípade 

je produkt rozdelený na niekoľko častí, ktoré sú amplifikované zvlášť. Následne sú vytvorené 

na jednotlivých PCR produktoch a vektore komplementárne presahy (20–80 bp, v závislosti od dĺžky 

fragmentov) pomocou primerov. Výhodnejšie je však mať jednotlivé fragmenty zaklonované vo vektore 

(Gibson et al., 2009). Spájanie 5 fragmentov je možné v jednej reakcii, v ktorej sú jednotlivé 

komponenty inkubované pri 50 °C približne jednu hodinu a následne transformované do kompetentných 

https://www.neb.ca/detail.php?id=e1600
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baktérií. Jednotlivé kroky Gibson Assembly sú schematicky znázornené na Obrázku 8. V prípade 

spájania viacerých fragmentov (až 15) alebo pre fragmenty, ktoré sú veľkostne výrazne odlišné (100 bp 

až 100 kb) sa odporúča dvojkrokový postup alebo použitie tzv. The Gibson Assembly® Ultra cloning 

kitu (Chen et al., 2015). Gibson Assembly sa využíva taktiež pri generovaní špecifických mutácií, 

ako sú inzercie, delécie a bodové mutácie v rámci tzv. site directed mutagenesis (Thomas et al., 2015). 

V porovnaní s Golden Gate klonovaním sa jedná o lacnejšiu a rýchlejšiu metódu. Hlavnou výhodou 

však je, že nie je závislá na prítomnosti rekogničných miest a restrikčných enzýmov (Gibson et al., 

2009; Santos-Moreno et Schaerli, 2019).  

 

Obrázok 8: Schéma Gibson Assembly. Pomocou metódy Gibson Assembly sú jednotlivé fragmenty DNA s komplementárnymi presahmi 

spojené a cirkularizované vo vektore v presnom poradí v jednej reakcii za účasti troch enzýmov pri 50 °C po dobu 15–60 minút. Prevzaté 

a upravené z https://international.neb.com/applications/cloning-and-synthetic-biology/dna-assembly-and-cloning/gibson-assembly 

dňa 4.1.2021. 

Gateway klonovanie 

Gateway klonovacia technika pracuje na princípe miestne špecifickej rekombinácie medzi 

špecifickou oblasťou v rámci DNA bakteriofága lambda a genómom baktérie Escherichie coli. 

Táto technológia ponúka rýchle klonovanie, kombinovanie a prenos fragmentov DNA zo vstupných 

vektorov do rôznych cieľových vektorov v dvoch reverzibilných krokoch. Selekčným markerom je gén 

ccdB, ktorého produkt interaguje s bakteriálnym enzýmom gyrázou zohrávajúcim dôležitú úlohu 

pri replikácii DNA. Tento gén zabezpečuje, že bakteriálne kolónie nesúce prázdny vektor neprežijú, 

keďže nie sú schopné replikácie. Taktiež je dôležité, že zostáva zachovaná orientácia čítacieho rámca 

klonovaného fragmentu DNA (Hartley et al., 2000).  

V prvom kroku je pripravený vstupný klon pomocou tzv. BP reakcie. V tejto reakcii dochádza 

k prenosu fragmentu DNA, väčšinou PCR produktu, ohraničeného attB sekvenciami do donorového 

vektoru, ktorý nesie attP sekvenciu ohraničujúcu ccdB gén za vzniku vstupného klonu. Vstupný klon 

nesie fragment DNA ohraničený aatL sekvenciami, pričom vedľajším produktom je ccdB gén 

ohraničený attR sekvenciami. K prenosu dochádza pomocou rekombinácie medzi attB a attP miestami 

https://international.neb.com/applications/cloning-and-synthetic-biology/dna-assembly-and-cloning/gibson-assembly
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pomocou BP klonázy. Miesto aatB sa skladá z 21 nukleotidov, a tým pádom nie je problém ho pomocou 

primerov pridať k fragmentu záujmu. Samotný vstupný vektor je kompatibilný so širokým spektrom 

cieľových vektorov, vďaka čomu môže byť zdieľaný v rámci rôznych laboratórií. V druhom 

klonovacom kroku prebieha tzv. LR reakcia, v ktorej je pripravený finálny expresný vektor. Do reakcie 

vstupuje produkt BP reakcie (vstupný vektor, fragment DNA ohraničený attL miestami) a cieľový 

vektor (ccdB gén ohraničený attR miestami). Vďaka miestne špecifickej rekombinácii medzi attL a attR 

miestami pomocou LR klonázy vzniká expresný vektor s fragmentom DNA ohraničeným attB 

miestami, ktorý nahradil ccdB gén (Hartley et al., 2000). Postup Gateway klonovania je schematicky 

znázornený Obrázku 9. 

Metóda Gateway klonovania umožňuje aj spájanie viacerých fragmentov DNA do jedného 

vektora pomocou tzv. MultiSite Gateway klonovania. Táto technika pracuje taktiež na princípe mieste 

špecifickej rekombinácie medzi att miestami v BP a LR reakcii (Sasaki et al., 2004).  

 

Obrázok 9: Schéma Gateway klonovania. Gateway klonovací systém pracuje na princípe miestne špecifickej rekombinácie medzi 

špecifickými sekvenciami a skladá sa z dvoch reakcií. V prvej, BP reakcii je pripravený vstupný klon a následne je pomocou LR reakcie 

pripravený expresný klon nesúci komponenty nevyhnutné pre správnu génovú expresiu. Prevzaté 

a upravené z https://blog.addgene.org/plasmids-101-gateway-cloning dňa 4.1.2021. 

3.4.4 Príprava vektorov pre transformáciu 

 Genómové inžinierstvo je vedná disciplína, ktorá vyvíja stratégie a metódy na cielenú 

modifikáciu DNA v živých bunkách. V prípade editácie rastlinného genómu bolo dostupné 

len obmedzené množstvo nástrojov, ktoré pracovali na princípe CRISPR/Cas9. V počiatkoch bola 

sgRNA exprimovaná z promotora pre RNA polymerázu III a táto technika umožňovala väčšinou 

len umlčanie génov.  

 Čermák et al. (2017) predstavili komplexný modulárny systém pre cielenú editáciu genómov 

jednoklíčnolistových aj dvojklíčnolistových rastlín prostredníctvom TALEN aj CRISPR/Cas9. Podľa 

návrhu funkčného modulu môže byť umožnené umlčanie génov, výmeny, zmeny regulácie transkripcie, 

https://blog.addgene.org/plasmids-101-gateway-cloning


27 

 

či multiplexové modifikácie konkrétneho miesta v rastlinnom genóme. Táto platforma ponúka 

flexibilitu pri tvorbe funkčných modulov a pracuje na princípe Golden Gate klonovania, ktoré umožňuje 

spojiť niekoľko rôznych fragmentov DNA v presne definovanom poradí do jedného recipientného 

plazmidu (Engler et al., 2009).  

Nástroj, ktorý navrhli Čermák et al. (2017) ponúka dva základné typy vektorov: direct klonovací 

vektor a modulárny vektor (Obrázok 10). Direct klonovací vektor umožňuje rýchle zostavenie 

jednotlivých častí do finálnej expresnej kazety. Kostra vektoru, tzv. transformation backbone, obsahuje 

selekčný marker a miestne špecifickú nukleázu. Jediné, čo neobsahuje, je špecifická sekvencia určujúca 

miesto editácie v genóme, ktoré môže byť definované sgRNA alebo dimérom TALEN.  

Modulárny vektor je zhotovený pomocou Golden Gate klonovania a ponúka širšie spektrum 

aplikácií, ako direct klonovací vektor, ktorý umožňuje len umlčanie konkrétneho génu v genóme. 

Finálny modulárny vektor je výsledkom spojenia troch modulov, ktoré sú označené ako modul A, B 

a C. Modul A môže obsahovať prvý TALEN monomér, nukleázu Cas9 alebo zabezpečuje expresiu 

green fluorescent protein (GFP). Pomocou modulu B je determinované miesto editácie vďaka sgRNA, 

či druhým monomérom TALEN. Moduly s jednotlivými TALEN monomérmi sú skonštruované 

pomocou postupu podľa Cermak et al. (2011). Vďaka modulu C môžu byť pridané ďalšie sgRNA, GFP, 

Csy4, či exonukleáza Trex2, ktorá zvyšuje frekvenciu mutácii. Tento modul nie je nevyhnutný, ale býva 

súčasťou reakcie ako prázdny modul. Jednotlivé moduly sú štiepené rovnakou restrikčnou 

endonukleázou AarI a vložené do finálneho modulárneho vektora pomocou spomínaného 

dvojkrokového Golden Gate klonovania v priebehu 5 dní. Modulárny vektor poskytujúci TALEN 

technológiu pri editácii genómu vyžaduje ešte jeden klonovací krok. Obidva vektory obsahujú v rámci 

transformation backbone gén ccdB, ktorý sa podieľa na selekcii pozitívnych klonov. Pri príprave 

samotného vektoru, je gén ccdB vyštiepený klonovanou sekvenciou (Čermák et al., 2017). 

 

 

Obrázok 10: Schéma klonovacích vektorov pre editáciu rastlinných genómov navrhnutá Čermák et al. (2017). Princíp je popísaný v kapitole 

3.4.4 Príprava vektorov pre transformáciu. 
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3.5 Transformácia jačmeňa 

 Jačmeň patrí v poradí medzi štvrtú agronomicky najvýznamnejšiu plodinu. Úsilie v rámci 

genetického inžinierstva sa zmeriava na zlepšenie kvalitu sladu a rezistencie voči chorobám, ale taktiež 

je dôležité z hľadiska štúdia funkcie génov. Transformácia predstavuje vnesenie cudzorodej DNA 

do jadra buniek a jej následnú integráciu do genómu. Transformácia nielen jačmeňa, ale vo všeobecnosti 

obilnín, predstavuje dôležitý krok pre zlepšenie agronomicky významných vlastností, ako je výnos, 

či odolnosť voči biotickým aj abiotickým stresom (Dahleen et Manoharan, 2007).  

Metódy transformácie jačmeňa sú pomerne efektívne, ale sú stále závislé od genotypu, 

čo predstavuje jednu z hlavných nevýhod. V rámci štúdia génov môže byť použitý jačmeň ako diploidný 

modelový organizmus pre hexaploidnú pšenicu, najmä kvôli účinnejšej transformácii a menšiemu 

genómu s nižšou komplexitou. Transformačné systémy by mali byť vo všeobecnosti vysoko efektívne, 

jednoduché na prevedenie, finančne nenáročné a nezávislé na genotype (Harwood, 2012). Taktiež by 

malo prísť k vloženiu génu do genómu organizmu len v jednej kópii, bez nadbytočných častí vektoru 

a tento gén by mal byť stabilne exprimovaný aj v nasledujúcich generáciách (Hu et al., 2003). Účinnosť 

transformácie ovplyvňuje reprodukovateľnosť a efektivita samotnej metódy transformácie, výber 

explantátu, regenerácia po transformácii a selektívna metóda pre výber transformantov. Expresia génu 

je ovplyvnená mnohými faktormi, ako je výber vhodného promotoru, prítomnosť netranslatovaných 

regulačných domén a signálnych peptidov. Transgénna expresia génu môže byť zvýšená pridaním 

intrónových sekvencií (Harwood, 2012). Taktiež bolo zistené, že pre expresiu génu u jačmeňa a pšenice 

je vhodné použitie ubiquitínového promotoru z kukurice (ZmUbi; Himmelbach et al., 2007).  

Jačmeň môže byť transformovaný prostredníctvom Agrobacteria tumefaciens (Tingay et al., 

1997), biolisticky (Wan et Lemaux, 1994), mikroinjekčne (Holm et al., 2000), či priamou 

transformáciou protoplastov (Funatsuki et al., 1995). V súčasnosti sa používa najmä transformácia 

pomocou A. tumefaciens a biolistická metóda. 

 

3.5.1 Biolistická metóda 

 Biolistická metóda, nazývaná aj bombardovanie mikročasticami, sa používa najmä 

pre transformáciu obilnín. Jedná sa o priamy fyzický transfer príslušného vektoru vyzrážaného 

na inertných kovových časticiach do rastlinných buniek. Používajú sa častice z volfrámu alebo zlata 

s priemerom 1–2 µm. Kompetentné rastlinné bunky sú umiestnené vo vákuovej komore a následne 

sú bombardované časticami urýchlenými prúdom stlačeného hélia alebo elektrickým výbojom. Vďaka 

tomu prejdú tieto častice cez silnú bunkovú stenu do jadra a príde k zabudovaniu príslušného génu 

do rastlinného genómu. Nasleduje selekcia a regenerácia transformantov (Danilova, 2007).  

Táto metóda transformácie obilnín je vhodná pre každý typ pletiva a nie závislá na genotype. 

Nezrelé embryá sú v prípade jačmeňa považované za najvhodnejší materiál pre biolostickú transfomáciu 

(Harwood et al., 2000). Pre efektívnu transformáciu je dôležitá samotná príprava rastlinného materiálu. 
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Ten je kultivovaný v osmotickom médiu pred aj po bombardovaní mikročasticami, za účelom 

minimalizácie negatívneho poškodenia buniek (Kemper et al., 1996). Samotnú transformáciu však 

ovplyvňuje rada ďalších faktorov, ako vzdialenosť medzi akcelerátorom a explantátom, množstvo 

použitých častíc či optimálna rýchlosť urýchlenej častice (Birch et Franks, 1991).  

Hlavnou nevýhodou tejto metódy je prípadná viacnásobná integrácia transgénu, ktorá môže 

viesť k umlčaniu či zmene expresie génu záujmu (Travella et al., 2005). Ďalšou nevýhodou 

je poškodenie pletiva a buniek samotnými mikročasticami či veľkosť samotného vektoru. V prípade 

veľkých vektorov môže dôjsť k priľnutiu vektoru na kovové častice, či k jeho nerušeniu v samotnom 

procese bombardovania (Tang et al., 2000).  

 

3.5.2 Transformácia jačmeňa prostredníctvom Agrobacterium tumefaciens 

Agrobacterium tumefaciens je gramnegatívna baktéria a parazit dvojklíčnolistových rastlín 

spôsobujúci vznik nádorov v rastlinných pletivách. Binns et Thomashow (1988) zistili, 

že prostredníctvom A. tumefaciens môže byť prenesený konkrétny segment DNA (T-DNA) v rámci 

tumor indukujúceho plazmidu (Ti) do jadra infikovaných buniek a následne náhodne integrovaný 

do genómu. To viedlo k myšlienke využitia A. tumefaciens pre transformáciu rastlín. Najskôr slúžilo 

pre transformáciu dvojklíčnolistových rastlín a až neskôr bolo použité ako nástroj pre transformáciu 

jednoklíčnolistových rastlín, vrátane obilnín. Tingay et al. (1997) ako prvý úspešne transformovali 

nezrelé embryá jačmeňa prostredníctvom infekčného kmeňa A. tumefaciens AGL1. V nasledujúcich 

rokoch bolo spracovaných a optimalizovaných viacero protokolov pre transformáciu jačmeňa 

prostredníctvom A. tumefaciens (Bartlett et al., 2008; Hensel et al., 2009, 2008). Medzi hlavné faktory 

dôležité pre efektívnu transformáciu patrí genotyp rastliny, výber explantátu, bakteriálny kmeň, zloženie 

kultivačného média a doba kultivácie, taktiež zloženie média na indukciu a regeneráciu kalusu. 

V neposlednom rade má taktiež vplyv poškodenie pletiva či buniek zo samotnej bakteriálnej infekcie 

alebo manipulácie počas transformácie (Cheng et al., 2004). Úspešnosť transformácie A.tumefaciens 

záleží od použitého kultivaru. Pre každý kultivar musia byť jednotlivé postupy najskôr optimalizované 

na rozdiel od biolistickej metódy transformácie. Hlavnými výhodami transformácie A. tumefaciens 

je nižšia integrácia kópií transgénu, vyššia efektivita a stabilita (Travella et al., 2005). 

V prípade jačmeňa je najpoužívanejším kultivarom pre transformáciu Golden Promise (Bartlett 

et al., 2008). Jarný kultivar Golden Promise nie je dôležitý z poľnohospodárskeho hľadiska. 

V porovnaní s elitnými kultivarmi má nízky výnos, a taktiež je viac náchylný voči chorobám, najmä 

plesňového typu (Douchkov et al., 2014). Golden Promise vznikol gama-žiarením indukovanou 

mutagenézou kultivaru Maythorpe (Forster, 2001). Predpokladá sa možný vznik mutácií, ktoré 

korespondujú s vysokou mierou transformácie. Zatiaľ nie je známy gén alebo gény zodpovedné 

za efektívnu transformáciu Golden Promise. Predpokladá sa, že by sa malo jednať o viac lokusovú 

záležitosť, čo predstavuje sťaženie prenosu týchto oblastí do iných kultivarov. Zvýšenie 

transformovateľnosti viacerých kultivarov je dôležité z poľnohospodárskeho aj vedeckého hľadiska. 
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Kandidátnymi lokusmi sú TRA1 na chromozóme 3H, TRA2 a TRA3 na chromozóme 2H (Hisano et al., 

2017; Hisano et Sato, 2016). Orman-Ligeza et al. (2020) zistili, že lokus TRA1 je zodpovedný 

za transformovateľnosť u jačmeňa prostredníctvom A. tumefaciens a zvyšné lokusy zohrávajú 

len minoritnú úlohu. V rámci tohto lokusu sa však nachádza 225 génov a viacero z nich je zapojených 

do procesu interakcie rastliny s patogénom. Každopádne bola publikovaná metóda transformácie 

jačmeňa prostredníctvom A. tumefaciens nezávislá od genotypu, ktorá využíva in vitro kultivované 

vajíčka (Ib et al., 2008). 

Ako už bolo spomínané, tak najvhodnejším materiálom pre transformáciu jačmeňa 

prostredníctvom A. tumefaciens sú nezrelé embryá kvôli ich vysokej regeneračnej schopnosti (Hu et al., 

2003). Celý proces vývoja transgénnej rastliny je časovo náročný. Dôležitý je zisk stabilnej 

homozygotnej línie. Samotný proces identifikácie transgénnych homozygotných rastlín vyžaduje 

časovo náročný skríning veľkého množstva rastlín v T1 a T2 generácii (Massiah et al., 2001). 

Alternatívnym materiálom použitým pre transformáciu jačmeňa pomocou A. tumefaciens môžu byť 

rastlinné vajíčka a peľ (Holme et al., 2006; Kumlehn et al., 2006). Keďže sa jedná o bunky s haploidným 

genómom, tak umožňujú zisk transgénnej homozygotnej línie v krátkom časovom období. Ich prevod 

do diploidného homozygotného stavu je možný buď chemicky, používa sa mitotický jed kolchicín, alebo 

spontánne. Nevýhodu je hrubá bunková stena peľových zŕn, ktorá predstavuje fyzickú bariéru 

pre transformáciu, čo je spojené so značnou úrovňou stresu. Kumlehn et al. (2006) vyvinuli metódu 

transformácie peľových kultúr jačmeňa prostredníctvom A. tumefaciens na zimnom kultivare Igri.  

Účinnosť transformácie je možné zvýšiť na viacerých úrovniach. Pozitívny vplyv 

na transformáciu má zvýšenie citlivosti explantátu. V prípade jačmeňa sa používa vákuová infiltrácia 

a ultrazvuk, u ruže a kukurice zase odstredenie a tepelné upravenie nezrelých embryí (Shrawat et al., 

2007). Taktiež bolo zistené, že u A. thaliana došlo k zvýšeniu účinnosti transformácie zvýšenou 

expresiou génov pre histónové proteíny, ktoré sa podieľajú na ochrane transgénu (Tenea et al., 2009). 

Každopádne je potrebné identifikovať a popísať funkciu génov zapojených do procesu regenerácie 

transformovaných rastlín, či zvýšeniu transformácie, a na základe toho prispôsobiť proces transformácie 

danému kultivaru. Samotnou úpravou média je možné zlepšiť účinnosť regenerácie transformovanej 

rastliny, ale len u niektorých kultivarov. Bolo zistené, že prídavok pikloramu do média má lepší vplyv 

na regeneráciu obilnín ako používaná 2,4-dichlórfenoxyoctovákyselina (Barro et al., 1999). Počet 

regenerujúcich rastlín je možné zvýšiť prídavkom tidiazurónu alebo kyseliny lipoitovej (antioxidant) 

(Dan et al., 2009). Taktiež bolo zistené, že prídavok medi vedie k zdvojnásobeniu rýchlosti regenerácie 

(Bartlett et al., 2008). Boli identifikované gény, ktoré ovplyvňujú regeneráciu rastlín in vitro, napríklad 

ferredoxín-nitrit reduktáza (NIR), či gény zapojené do biosyntézy etylénu. Pridaním prekurzoru etylénu, 

kyseliny 1-aminocyklopropánu karboxylovej, bola zvýšená regenerácia u kultivaru Morex, nie však 

u Golden Promise (Jha et al., 2007; Nishimura et al., 2005).  

Ďalej bolo zistené, že nadmerná expresia génov LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1), LEAFY 

COTYLEDON 2 (LEC2), WUSCHEL (WUS) a BABY BOOM 5 (BBM5) je spojená s výrazne lepšou 
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regeneráciou tkanivových kultúr vďaka vyššej tvorbe somatických embryí a regenerácii výhonkov. 

Taktiež bol popísaný efekt chimérneho proteínu GROWTH-REGULATING FACTOR 4 (GRF4) 

s kofaktorom GRF-INTERACTING FACTOR 1 (GIF1). Transkripčné faktory GRF kódujú proteín 

s konzervovanými doménami QLQ a WRC, ktoré sprostredkovávajú interakciu proteín-proteín 

a proteín-DNA. Proteín GRF interaguje s kofaktormi GIF (Kim et al., 2003). Zvýšenie expresie GRF4 

a GIF1 u A. thaliana sa prejavilo zväčšením plochy listov len vtedy, keď boli tieto dva gény 

exprimované spoločne, nie individuálne. Z toho vyplýva, že tieto dva proteíny spolu interagujú 

a táto interakcia pozitívne vplýva na veľkosť rastlinných orgánov (Debernardi et al., 2014). Z týchto 

zistení vychádzali Debernardi et al. (2020) pri príprave konštruktu, v ktorom bol fúzny proteín                  

GRF4-GIF1 exprimovaný zo spoločného ubikvitinového promotoru, Pozorovali, že expresia fúzneho 

proteínu GRF4-GIF1 zvyšuje účinnosť a rýchlosť regenerácie transformovaných rastlín u pšenice, 

tritikále a ryže bez pridania cytokinínov do média (podpora embryogenéze). Kultivary pšenice Hahn 

a Cadenza, a u tritikále UC3190 nie sú za normálnych okolností schopné generovať transformované 

rastliny. Expresiou chimérneho GRF4-GIF1 bola zvýšená regenerácia transformovaných rastlín, vďaka 

čomu je možné využitie týchto kultivarov v rámci rôznych funkčných analýz, čo doposiaľ nebolo 

možné. 

3.6 Transgénne plodiny s výhodnejšími vlastnosťami 

Pokrok v oblasti technológií a genetického inžinierstva je významný aj pre potravinársky 

priemysel a poľnohospodárstvo. V tejto sfére bola vďaka cieleným úpravám genómu dôležitých 

hospodárskych plodín zaznamenaná zvýšená tolerancia voči abiotickým stresom, herbicídom, 

patogénom a taktiež bola zvýšená ich nutričná kvalita a výnos.  

Zvýšená expresia génov, ktoré sú aktivované počas odpovede rastliny voči abiotickým stresom 

by mohlo zabezpečiť ich toleranciu voči klimatickým zmenám. Jedným z nich sú transkripčné faktory 

z rodiny drought-responsive element binding proteins (DREBs) / C-repeat binding factors (CBFs). 

Zvýšením ich expresie bola pozorovaná lepšia tolerancia voči stresom v mnohých plodinách, konkrétne 

v ryži (Oh et al., 2007), sóji (Chen et al., 2007), trávach (Zhao et al., 2007, p. 1) a taktiež v jačmeni 

a pšenici (Morran et al., 2011).  

Kvôli plesňovým ochoreniam sú každý rok zaznamenávané výrazné straty vo výnose 

jednotlivých plodín. Problémom je rezistencia patogénov voči herbicídom, ktorá vedie k ich zvýšenému 

používaniu v poľnohospodárstve. Nadmerné používanie agrochemikálií má negatívny vplyv na životné 

prostredie a zdravie ľudí. Jedným z rastlinných patogénov je múčnatka (Blumeria graminis), ktorá počas 

interakcie so svojím hostiteľom spúšťa špecifickú odpoveď. Modifikáciou expresie génov zapojených 

v tomto procese by mohlo zvýšiť rezistenciu plodín voči múčnatke. Jedným z komponentov interakcie 

múčnatky s rastlinou je transmembránový proteín MLO. Bolo zistené, že absencia funkčného proteínu 

MLO znižuje prístupnosť patogénu k rastlinným bunkám (Consonni et al., 2006). Predbežné výsledky 

u pšenice s umlčaným MLO proteínom viedli k zvýšeniu rezistencie voči múčnatke. Tento prístup 
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by tým pádom mohol byť aplikovaný aj u jačmeňa (Várallyay et al., 2012). Medzi ďalším častým 

patogénom obilnín je vírus žltej zakrpatenosti (yellow dwarf virus, YDV). K zvýšeniu rezistencie 

sa používajú štandardné transgénne prístupy založené na umlčaní vírusovej RNA či nadprodukcii 

obalového proteínu účinné na jačmeni a ovse (Wang et al., 2000). Pri používaní herbicídov na ničenie 

buriny môže dôjsť k poškodeniu samotnej plodiny kvôli jej nízkej rezistencii voči danému herbicídu. 

Gény pre acetolaktátsyntázu (ALS1 a ALS2) predstavujú cieľ mnohých používaných herbicídov 

ako napríklad chlórsulfurónu. Preto bola pomocou CRISPR/Cas9 technológie generovaná mutácia 

v génoch ALS1 a ALS2, ktorá zvýšila rezistenciu rastlín voči týmto herbicídom v prípade kukurice 

(Svitashev et al., 2015), ryže (Sun et al., 2016), sóje (Li et al., 2015).  

Zvýšenie kvality a úrody plodín predstavuje taktiež jeden z cieľov genetického inžinierstva 

v posledných rokoch. Štúdie sú zamerané na zmenu pomeru jednotlivých zložiek zrna ako napríklad 

škrobu, ktorý sa skladá z amylózy a amylopektínu Škrob sa u väčšiny kultivarov jačmeňa skladá        

z 20–30% amylózy a 70–80% amylopektínu. Bolo zistené, že podiel amylózy v škrobe koreluje 

s obsahom rezistentného škrobu (Shrestha et al., 2010). Tento škrob je rezistentný voči enzymatickej 

hydrolýze a preto je namiesto degradácie v žalúdku fermentovaný až v hrubom čreve anaeróbnymi 

baktériami. Rezistentný škrob pomáha zvyšovať citlivosť buniek na inzulín, znižovať hladinu cukru 

v krvi, zlepšovať metabolizmus a celkovo disponuje priaznivými účinkami na ľudské zdravie. Kvôli 

týmto dôvodom je snaha zvyšovať obsah rezistentného škrobu v zrne. V prípade pšenice došlo 

umlčaním enzýmov podieľajúcich sa na rozvetvení škrobu k zvýšeniu obsahu amylózy v škrobe (Sestili 

et al., 2010). U ryže boli gény SBEI a SBEIIb v ryži mutované pomocou CRISPR/Cas9, pričom výsledná 

rastlina disponovala zvýšeným podielom amylózy (Sun et al., 2017, p.). Metódy genetického 

inžinierstva, predovšetkým CRISPR našiel široké využitie v oblasti poľnohospodárstva 

a potravinárskeho priemyslu. Pomocou tejto technológie je pokrok rýchlejší, jednoduchší, presnejší 

a pravdepodobne aj menej nákladný ako pomocou tradičných metód.  
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4 Materiál a metódy 

4.1 Biologický materiál  

• Hordeum vulgare: kultivary Igri, Antonella, Morex a Golden Promise. Mutagenizované semená 

kultivaru Antonella (M2 populácia) boli poskytnuté Prof. Dr. Marii von Korff (Max Planck 

Institute for Plant Breeding Research, Kolín nad Rýnom, Nemecko). Tieto semená boli 

mutagenizované mutagénom ENU v dvoch rôznych dávkach (200 µmol·l-1 a 1000 µmol·l-1 ).  

• Escherichia coli MAX Efficiency Stbl2 (Chemically Competent; Invitrogen kat. č.10268019)  

Tabuľka 1: Prehľad použitých kultivarov s ich rastovým typom  

Názov kultivaru Rastový typ 

Igri Ozimina 

Antonella Ozimina 

Morex Jarina 

Golden Promise Jarina 

 

4.2 Použité chemikálie, súpravy a roztoky 

Použité chemikálie 

• 6 DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, kat.č. R0611) 

• Agaróza (Top-Bio, kat. č. P045) 

• AgeI-HF (New England Biolabs, kat. č. R3552S) 

• AscI (New England Biolabs, kat. č. R0558S) 

• Cut Smart (New England Biolabs, kat. č. B7204S) 

• Diluent A (New England Biolabs, kat. č. B8001S) 

• EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctová) (Sigma-Aldrich, kat.č. E5134) 

• Hydroxid sodný perly p.a. (Lach-ner, kat.č. 10006-AP2) 

• Karbenicilín (Duchefa Biochemie kat. č. C0109.0025) 

• Marker molekulovej hmotnosti GeneRuler 1 kb+ (Thermo Fisher Scientific, kat. č. SM1333)  

• MspI (New England Biolabs, kat. č. R0106L) 

• Ethidium bromid (Top-Bio, kat.č. P047) 

• SbfI-HF (New England Biolabs, kat. č. R0642L) 

• Sterilná voda 

• Tris (Sigma-Aldrich, kat.č. T1503) 
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Použité komerčné kity 

• CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, kat. č. K1232) 

• HOT FIREPol® DNA Polymerase (Solis Biodne, kat. č. 01-02-00500) 

• NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (New England Biolabs, kat. č. E2621L) 

• NucleoSpin® Plant II kit (Macherey-Nagel, kat. č. 740770) 

• PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara, kat. č. R050A) 

• Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, kat. č. M0491S) 

• QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, kat. č. 27104) 

• QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, kat. č. 28704) 

• RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, kat. č. K1632) 

• Taq DNA polymeráza (Top-Bio, kat.č. T032) 

 

Použité primery 

Primery boli dodávané v lyofilizovanej podobe firmou Integrated DNA Technologies, Inc. 

(USA). Primery boli najskôr stočené na stolnej centrifúge a následnej boli rozpustené v uvedenom 

množstve nuclease-free vody pre získanie zásobnej koncentrácie 100 µmol·l-1. Následne boli v novej 

1,5ml mikroskúmavke zriedené na pracovnú koncentráciu 10 µmol·l-1 (riedenie 10). Konkrétne 

sekvencie primerov použitých v rámci diplomovej práce sú uvedené v kapitole 4.4 Použité 

experimentálne a vyhodnocovanie postupy.  

 

Použité vektory 

Mapy vektorov sú súčasťou príloh. 

• pvo120 

• pjet1.2/blunt 

• pKGWFS7,0 

 

Zoznam použitých programov a databázy 

• Geneious 8.1.9 - https://www.geneious.com/ 

• SnapGene - https://www.snapgene.com/ 

• BioEdit - https://bioedit.software.informer.com/ 

• MEGA X - https://www.megasoftware.net/ 
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Zoznam použitých roztokov: 

Roztoky používané pre agarózovú gélovú elektroforézu: 

50 TAE (Tris-Acetát-EDTA) pufor (1 liter):  

242 g Tris rozpustiť v 800 ml destilovanej vode, potom pridať 57,1 ml 99% kyseliny octovej, 100 ml 

0,5 mol·l-1 EDTA (pH 8) a doplniť destilovanou vodou do 1000 ml.  

 

0,5 mol mol·l-1 EDTA (pH 8, 1 liter):  

186,1 g EDTA rozpustiť v 800 ml destilovanej vody, pH upraviť na hodnotu 8 prídavkom NaOH. 

Destilovanou vodou následne doplniť objemu 1000 ml a sterilizovať filtráciou.  

 

1 TAE pufor (1 liter):  

naliať 20 ml 50x TAE pufru do nádoby a doplniť destilovanou vodou do objemu 1000 ml. 

 

1% (w/v) agarózový gél pre elektroforézu (100 ml):  

navážiť 1 g agarózy a zmiešať so 100 ml 1 TAE pufru. Roztok rozvariť v mikrovlnnej rúre, nechať 

vychladnúť, pridať 1 μl ethidium bromidu, dôkladne premiešať a naliať do elektroforetickej komôrky. 

Vložiť elektroforetický hrebienok a nechať stuhnúť. 

 

Roztoky a média používané pre prácu s baktériami:  

Luria Bertani (LB) médium (pH 7):  

zmiešať 10 g peptónu, 5 g kvasničného autolyzátu a 15 g NaCl. Následne rozpustiť v 800 ml destilovanej 

vody a pH upraviť na požadovanú hodnotu (pH 7) prídavkom KOH. Destilovanou vodou doplniť 

do objemu 1000 ml a sterilizovať autoklávováním. Pre prípravu tuhého média s konečnou  

koncentráciou 1,5% sa pridáva 15 g agaru na 1000 ml média.  

 

Karbenicilín (100 mg·ml-1): 

navážiť 100 mg karbenicilínu a rozpustiť v 1 ml sterilnej destilovanej vody.  

 

4.3 Zoznam použitých prístrojov a zariadení 

• Analytické váhy A200S (Sartorius) 

• Automatické pipety (Nichipet EX Plus) 

• Centrifúga Jouan BR4i, úhlový rotor AM 50C.13 (Thermo Fisher Scientific) 

• Centrifúga MiniStar Silverline (VWR)  

• Digitálne predvážky (Shinko Denshi) 

• Elektroforetická komora so zdrojom napätia (Bio-Tech) 

• Homogenizátor MM301 (Retsch) 
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• Illumina iseq system (Illumina) 

• Laminárny box MSC 1.2 Advantage (Thermo Fisher Scientific) 

• Mikrovlnná rúra EMN (Zanussi 2015) 

• NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer, program ND-1000 V3.8.1 

(Thermo Fisher Scientific) 

• Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) 

• Súprava pre horizontálnu gélovú elektroforézu (Bio-Rad) 

• Termostat BT 120M  

• Termostatová trepačka (Thermo Fisher Scientific) 

• Thermocycler C1000 TouchTM (Bio-Rad, USA)  

• Thermoshaker, Cooling Thermal Shake Touch (VWR) 

• Transiluminátor InGenius LHR (Syngene), program GeneSnap (Syngene) 

• Vodná kúpeľ (Julabo, TW8) 

• Sekvenátor 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems) 

 

4.4 Použité experimentálne a vyhodnocovanie postupy 

4.4.1 Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri 

4.4.1.1 Izolácia celkovej genomickej DNA 

Celková genomická DNA bola izolovaná z kultivaru Igri. DNA bola izolovaná z približne 2 cm 

dlhých mladých listov. Rastlinný materiál bol vždy umiestnený do 2ml mikroskúmavky s tromi 

sklenenými guličkami s priemerom 2 mm. Skúmavky boli následne zmrazené pomocou tekutého dusíka. 

Rastlinný materiál bol následne homogenizovaný v homogenizátore MM301 (Retsch, Nemecko) 

pri 27 Hz po dobu 3 min. Následná izolácia a purifikácia DNA prebiehala pomocou komerčnej súpravy 

NucleoSpin® Plant II kit (Macherey-Nagel) podľa návodu výrobcu. Koncentrácia izolovanej DNA bola 

následne stanovená pomocou spektrofotometra NanoDrop One Microvolume UV-Vis. Izolovaná DNA 

bola skladovaná v mraziaku pri -20 °C. 

 

4.4.1.2 Reverzná transkripcia 

 Komplementárna DNA (cDNA) bola prepísaná pomocou metódy reverznej transkripcie          

(RT-PCR) z RNA (1,7 µg·l-1) izolovanej a prečistenej Mgr. Katarínou Lahnerovou. Pre syntézu cDNA 

bol použitý kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit, pričom zloženie reakcie je uvedené 

v Tabuľke 2. Reakcia 1 bola napipetovaná do 0,2ml mikroskúmavky a následne inkubovaná pri 65 °C 

po dobu 5 min. Po uplynutí doby inkubácie bola mikroskúmavka premiestnená do ľadovej triešte, kde 

k nej boli pridané jednotlivé komponenty reakcie 2. Syntéza cDNA prebiehala pri 42 °C po dobu 1 hod. 
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Tabuľka 2: Zloženie reakčnej zmesi pre prepis RNA do cDNA pri procese RT-PCR. 

 Látka Výsledná koncentrácia 
Objem v 1 

reakcii [µl] 

Reakcia 1 

(12 µl) 

Izolovaná RNA, 1,7 µg·l-1 - 3 

Oligo (dT)18 primer, 100 µmol·l-1 5 µmol·l-1 1 

Nuclease-free water - 8 

Reakcia 2 

(8 µl) 

Reaction Buffer, 5 1 4 

RiboLock RNase Inhibitor, 20 U·l-1 1 U·l-1 1 

dNTP Mix, 10 mmol·l-1 1 mmol·l-1 2 

RevertAid H Minus M-MuLV 

Reverse Transcriptase, 200 U·l-1 
10 U·l-1 1 

Celkový 

objem 
  20 

 

4.4.1.3 Príprava fragmentov pomocou polymerázovej reťazovej reakcie  

Gén VRN-H1 má u ozimných kultivarov veľkosť cez 17 kb. Kvôli veľkosti bol gén VRN-H1 

amplifikovaný pomocou 3 párov primerov, pričom amplikony sa navzájom prekrývali. Gén VRN-H1 

bol rozdelený na promotorovú oblasť, prvú a druhú časť génu. Sekvencia primerov, pomocou ktorých 

prebiehala amplifikácia jednotlivých častí génu VRN-H1, taktiež kódujúcej sekvencie (coding sequence, 

CDS) VRN-H1 génu a podmienky reakcie sú uvedené v tabuľkách 3–10. Pozície primerov na géne 

VRN-H1 sú schematicky zobrazené na Obrázku 11. 

Tabuľka 3: Sekvencia použitých primerov pri amplifikácii VRN-H1 génu a CDS VRN-H1 za účelom 

klonovania. 

Oblasť VRN-H1 génu Názov primeru Sekvencia (5´→ 3´) 

Promotor 
HvBM5.027 AGGCCTATTCGTTTGCAATGC 

HvBM5.006 ATCTCGTGCGCCTTCTTGAG 

1. Časť génu 
VRN-H1_1.cast_F1 GATTTGGGGAAAGCAATATGGG 

VRN-H1_1.cast_R1 GAACAGAGATGTGGTTTTCACG 

2. Časť génu 
VRN-H1_F6 ATGCTGAGTGATACGAAGTGTTGTA 

VRN-H1_R6 GCAGCTTGCTACTTTACTCTGATTT 

CDS 
VRN-H1_CDS_F2 ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAG 

VRN-H1_CDS_R3 TCAGCCGTTGATGTGGCTCACCATC 

 

Obrázok 11: Schematicky znázornené pozície jednotlivých primerov, pomocou ktorých sú amplifikované jednotlivé časti génu VRN-H1 

u kultivaru Igri. Pomocou páru primerov HvBM5.027 a HvBM5.006 je amplifikovaná promotorová oblasť. Párom primerov 

VRN-H1_1.cast_F1 a VRN-H1_1.cast_R1 je amplifikovaná 1. časť génu a 2. časť génu VRN-H1 je amplifikovaná pomocou VRN-H1_F6 

a VRN-H1_R6. Jednotlivé časti sa navzájom prekrývajú za účelom skladania sekvencie zo sekvenovania a ich spájania (metóda Gibson 

Assembly).  
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Tabuľka 4: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu promotorovej oblasti génu VRN-H1 

pomocou primerov HvBM5.027 a HvBM5.006 a Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. 

Látka Výsledná koncentrácia Objem v 1reakcii [µl] 

Q5 Reaction Buffer 5 1 5 

dNTPs, 10 mmol·l-1 200 µmol·l-1 0,5 

Forward primer, 10 µmol·l-1 0,5 µmol·l-1 1,25 

Reverse primer 10 µmol·l-1 0,5 µmol·l-1 1,25 

Q5 High-Fidelity DNA 

Polymerase, 2U·µl-1 
0,02 U·µl-1 0,25 

Templát (BAC 631P8) 10 ng·µl-1 1 

Sterilná destilovaná voda - 15,75 

Celkový objem  25 

 

Tabuľka 5: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu promotorovej oblasti génu VRN-H1 

pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklov 

Počiatočná denaturácia 98 30 s 1 

Denaturácia 98 10 s 

35 Annealing 67 30 s 

Elongácia 72 2:30 min 

Záverečná elongácia 72 2 min 1 
 

Tabuľka 6: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu 1. časti génu VRN-H1 pomocou primerov 

VRN-H1_1.cast_F1 a VRN-H1_1.cast_R1, a 2. časti génu VRN-H1 pomocou primerov VRN-H1_F6 

a VRN-H1_R6 a prostredníctvom PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. 

Látka 
Výsledná 

koncentrácia 
Objem v 1 reakcii [µl] 

Prime STAR GXL Buffer, 5 1 10 

dNTPs, 2 mmol·l-1 160 µmol·l-1 4 

Forward primer, 10 µmol·l-1 0,2 µmol·l-1 1 

Reverse primer 10 µmol·l-1 0,2 µmol·l-1 1 

PrimeSTAR GXL DNA polymerase, 1,25 U·µl-1 0,025 U·µl-1 1 

Templát (genomická DNA) 50 ng·µl-1 -  

Sterilná destilovaná voda - -  

Celkový objem  50 

 

Tabuľka 7: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu 1.časti génu VRN-H1 pomocou 

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklov 

Denaturácia 98 10 s 

35  Annealing 55 15 s 

Elongácia 68 7:15 min 
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Tabuľka 8: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu 2.časti génu VRN-H1 pomocou 

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklov 

Denaturácia 98 10 s 
35  

Annealing a elongácia 68 10 min 

 

Tabuľka 9: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu CDS VRN-H1 pomocou primerov                    

VRN-H1_CDS_F2 a VRN-H1_CDS_R3 a HOT FIREPol DNA Polymerase. 

Látka Výsledná koncentrácia Objem v 10 reakciách[µl] 

Buffer B1, 5 1 15 

MgCl2, 25 mmol·l-1 2,6 mmol·l-1 10,5 

dNTPs, 2 mmol·l-1 300 µmol·l-1 15 

Forward primer, 10 µmol·l-1 0,4 µmol·l-1 4 

Reverse primer 10 µmol·l-1 0,4 µmol·l-1 4 

HOT FIREPol, 5 U·µl-1 0,03 U·µl-1 1 

Templát (cDNA) 10 ng·µl-1 -     

Sterilná destilovaná voda - -  

Celkový objem  150 

 

Tabuľka 10: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu CDS VRN-H1 pomocou HOT FIREPol 

DNA Polymerase. 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklov 

Počiatočná denaturácia 95 15 min 1 

Denaturácia 95 10 s 

35 Annealing 60 40 s 

Elongácia 72 1 min 

Záverečná elongácia 72 10 min 1 
 

4.4.1.4 Kontinuálna horizontálna elektroforetická separácia v agarózovom géle  

 Agarózová elektroforéza bola použitá pre overenie prítomnosti očakávaného PCR produktu. 

V prípade detekcie promotorovej oblasti génu VRN-H1 a CDS bol použitý 1,2% (w/v) agarózový gél 

a v prípade 1. a 2. časti génu bol použitý 0,8% (w/v) agarózový gél. Pre stanovenie veľkosti 

separovaných fragmentov DNA bol použitý GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. Jednotlivé vzorky boli 

zmiešané s adekvátnym množstvom 6 DNA Loading Dye. Elektroforéza prebiehala pri izbovej teplote 

pri 5 V/cm po dobu 1 hod v 1TAE pufre. Pomocou UV transiluminátoru InGenius LHR (Syngene) boli 

separované fragmenty vizualizované a vyfotené.   

4.4.1.5 Extrakcia amplifikovanej DNA z gélu  

 Po elektroforetickej separácii boli fragmenty DNA extrahované z gélu za účelom získania 

koncentrovaného a purifikovaného produktu bez nešpecifických fragmentov. Z gélu bol pod UV 

svetlom pomocou sterilného skalpela vyrezaný agarózový bloček s PCR produktom. Bloček 

bol umiestnený do zváženej 2ml mikroskúmavky. Následná extrakcia prebiehala podľa manuálu 
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komerčne dodávaného QIAquick Gel Extraction Kit. Koncentrácia DNA extrahovanej z gélu bola 

stanovená fluorimetricky pomocou Qubit 3.0 Fluorometer.  

4.4.1.6 Ligácia fragmentov DNA 

 Gén VRN-H1 bol rozdelený na promotor, prvú a druhú časť, a taktiež bola syntetizovaná cDNA 

VRN-H1 z RNA za účelom klonovania. Jednotlivé časti boli amplifikované pomocou 

vysokošpecifických DNA polymeráz zanechávajúce tupé konce. Jednotlivé PCR produkty boli 

extrahované z gélu a následne boli ligované do vektoru pJET1.2/blunt. Tento vektor je dodávaný 

už linearizovaný, takže nie je potrebné jeho štiepenie pomocou restikčnej endonukleázy. Pre zvýšenie 

úspešnosti ligácie bol použitý molárny pomer purifikovaného PCR produktu a vektoru 5:1. Reakčná 

zmes bola pripravená podľa Tabuľky 11. Ligácia prebiehala cez noc pri 16 °C.  

Tabuľka 11: Reakčná zmes pro ligáciu purifikovaného PCR produktu a linearizovaného vektoru 

pjet1.2/blunt.  

Látka Množstvo Objem v 1 reakcii [µl] 

Reaction Buffer, 2 1 10 

Purifikovaný PCR produkt  0,25 pmol - 

pJET1.2/blunt, 50 ng·µl-1 0,05 pmol 1 

Nuclease-free voda - - 

T4 DNA ligáza, 5 U·µl-1 5 U 1 

Celkový objem  20 

  

4.4.1.7 Transformácia baktérií Escherichia coli metódou teplotného šoku 

 Chemokompetentné bunky E. coli, MAX Efficiency Stbl2 sú uchovávané v 1,5ml 

mikroskúmavke po 100 µl v mraziaku pri -80 °C. Baktérie boli vybrané z mraziaku, umiestnené na ľad, 

kde pomaly rozmŕzali. K baktériám bolo následné pridané príslušné množstvo ligačnej zmesi (10 µl). 

Táto zmes bola inkubovaná 30 min na ľade. Po uplynutí doby inkubácie boli mikroskúmavky 

umiestnené do termobloku (42 °C) na 45 s a následne premiestnené na 2 min späť na ľad. K zmesi bolo 

pridaných 800 µl tekutého LB média a následne boli premiestnené na stolnú trepačku, kde prebiehala 

inkubácia pri 37 °C minimálne 1 hod pri 300 rpm.  

 Medzitým boli pripravené v laminárnom boxe Petriho misky s LB médiom a antibiotikom 

karbenicilínom. Antiobiotikum sa pridáva do dostatočne vychladnutého média tak, aby jeho výsledná 

koncentrácia v médiu bola 100 µg·ml-1. Takto pripravené médium bolo v laminárnom boxe rozliate 

na Petriho misky (približne 25 ml na Petriho misku).  

 Baktérie boli po skončení inkubácie centrifugované pri 6000 rpm 3 min. V laminárnom boxe 

bol odpipetovaný supernatant a baktérie boli resuspendované v 100 µl tekutého LB média. Baktérie boli 

napipetované na pripravené Petriho misky s LB médiom obsahujúcim príslušné antibiotikum a rozotreté 

pomocou sterilnej hokejky. Petriho misky boli následne inkubované cez noc v termostate pri 37 °C.  

Úspešnosť ligácie a transformácia bola overená pomocou tzv. colony PCR a Taq DNA 

polymerázy s použitím primerov špecifických pre klonovanú oblasť.  
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4.4.1.8 Príprava glycerolových bakteriálnych zásobných kultúr a izolácia plazmidovej DNA 

Pozitívne bakteriálne kolónie boli následne umiestnené do skúmavky s 5 ml tekutého LB média 

so selekčným antibiotikom (karbeniclín, koncentrácia 100 µg·ml-1). Skúmavky s baktériami v tekutom 

médiu boli následne umiestnené na trepačku, kde boli kultivované cez noc pri 37 °C a 220 rpm. Na ďalší 

deň prebiehala izolácia plazmidu a príprava glycerolových bakteriálnych zásobných kultúr. Najskôr 

bolo z každej bakteriálnej kultúry odobraných 750 µl do novej 1,5ml mikroskúmavky so zámkom. 

K bakteriálnej kultúre bolo následne pridaných 750 µl 30% glycerolu a mikroskúmavka 

bola niekoľkokrát prevrátená. Takto pripravené bakteriálne kultúry s glycerolom boli následne 

zamrazené pomocou tekutého dusíku a skladované v mraziaku pri -80 °C.  

Zo zvyšku bakteriálnej kultúry bol izolovaný plazmid pomocou QIAprep Spin Miniprep Kit 

a príslušného manuálu výrobcu. Koncentrácia izolovaných plazmidov bola stanovená 

spektrofotometricky pomocou NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer. 

Úspešnosť ligácie a transformácie bola overená pomocou kontrolnej PCR s použitím 

špecifických pJET1.2 forward a reverse sequencing primerov. Sekvencia týchto primerov je: forward 

5´-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3´, reverse 5´-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3´. 

Zloženie PCR reakčnej zmesi a podmienky reakcie sú rovnaké ako pri amplifikácii jednotlivých 

fragmentov. 

Pripravené konštrukty boli sekvenované na platforme Illumina technickou pracovníčkou 

na pracovisku Ústavu experimentální botaniky AV ČR v Olomouci. Získané sekvencie boli následne 

overené a analyzované pomocou programu Geneious 8.1.9. 

 

4.4.1.8 Gibson Assembly 

Pomocou metódy Gibson Assembly boli pripravené konštrukty s reportérovým génom 

kódujúcim enzým ß-glukuronidázu (GUS). Konkrétne boli pripravené dva konštrukty:                                

ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS.  

 

Štiepenie vektoru pVO120  

Za účelom prípravy konštruktu ProVRN-H1::CDS:GUS bol vektor pVO120 štiepený pomocou 

restrikčných enzýmov AgeI a AscI. V prípade konštruktu ZmUbi::CDS:GUS bol vektor pVO120 

štiepený pomocou AgeI a SbfI. Počas reakcie došlo k vyštiepeniu určitej časti vektoru a jeho linearizácii. 

Zloženie reakčnej zmesi je uvedené v Tabuľke 12. V oboch prípadoch prebiehalo štiepenie 1 hod 

pri 37 °C. Štiepenie bolo overené pomocou gélovej elektroforézy a naštiepený vektor bol následne 

extrahovaný z gélu podľa postupu uvedenom v kapitole 4.4.1.5 Extrakcia amplifikovanej DNA z gélu. 
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Tabuľka 12: Parametre enzymatického štiepenia vektoru pVO120 pomocou restrikčných endonukleáz.  

Látka Množstvo Objem v 1 reakcii [µl] 

pVO120 500 ng - 

Cut Smart, 10 1 2,5 

Nuclease-free voda - - 

Restričkný enzým  10 U 1 

Celkový objem  25 

 

Príprava fragmentov s presahmi pomocou polymerázovej reťazovej reakcie  

Za účelom prípravy konštruktov ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS boli jednotlivé 

fragmenty amplifikované pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase a príslušných primerov, vďaka 

ktorým boli vytvorené komplementárne presahy. Ako templát pre amplifikáciu jednotlivých fragmenov 

slúžili konštrukty pripravené v rámci diplomovej práce. Sekvencie príslušných primerov, zloženie 

reakčných zmesí a podmienky reakcií sú uvedené v Tabuľkách 13–15. Po prebehnutí PCR reakcie boli 

jednotlivé fragmenty extrahované z gélu podľa postupu uvedenom v kapitole 4.4.1.5 Extrakcia 

amplifikovanej DNA z gélu.  

 

Tabuľka 13: Sekvencia použitých primerov za účelom vytvorenia komplementárnych presahov 

na jednotlivých fragmentoch, ktoré boli amplifikované z príslušných konštruktov pomocou                                 

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase za účelom klonovania. 

Fragment Názov primeru Sekvencia (5´→ 3´) 

ProVRN-H1 

(pJET1.2_ProVRN-H1) 

GA_prom_fw GCCCACCTGCTCATGATCGGAGGCCTATTCGTTTGCAATGC 

GApromCDSR1 CAGCTGCACCTTCCCGCGCCCCATCTCCGCTCGAGG 

CDS 

(pJET1.2_CDS) 

GApromCDSF1 ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCG 

VRN-H1_CDS_R4_dl GCCGTTGATGTGGCTCACCATCCACAGTGGAAGC 

GA_CDS_F1* GTTGTTTGGTGTTACTTCCTGCAATGGGGCGCGGGAAGGTGCAG 

GUS 

(pKGWFS7,0) 

GA_CDS_F2 GATGGTGAGCCACATCAACGGCATGTTACGTCCTGTAGAAACC 

GA_CDS_R3 TCTCGAGGGAGACCACCGGTCATTGTTTGCCTCCCTGCTGC 

*použitý pre amplifikáciu CDS spoločne s VRN-H1_CDS_R4_dl v prípade prípravy konštruktu ZmUbi::CDS:GUS 

Tabuľka 14: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu jednotlivých fragmentov 

s komplementárnymi presahmi za účelom klonovania pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. 

Látka Výsledná koncentrácia Objem v 10 reakciách [µl] 

Q5 Reaction Buffer 5 1 5 

dNTPs, 10 mmol·l-1 200 µmol·l-1 0,5 

Forward primer, 10 µmol·l-1 0,5 µmol·l-1 1,25 

Reverse primer 10 µmol·l-1 0,5 µmol·l-1 1,25 

Q5 High-Fidelity DNA 

Polymerase, 2 U·µl-1 
0,02 U·µl-1 0,25 

Templát  10 ng·µl-1 1 

Q5 High GC Enhancer 5 1 5 

Sterilná destilovaná voda - 10,75 

Celkový objem  25 



43 

 

Tabuľka 15: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu jednotlivých fragmentov 

s komplementárnymi presahmi za účelom klonovania pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklov 

Počiatočná denaturácia 98 30 s 1 

Denaturácia 98 10 s 

35 Annealing 67 30 s 

Elongácia 72 1 min/ kb 

Záverečná elongácia 72 2 min 1 

 

Gibson Assembly 

Pomocou metódy Gibson Assembly boli pripravené konštrukty ProVRN-H1::CDS:GUS 

a ZmUbi::CDS:GUS nasledovným spôsobom. Najskôr bola pripravená reakčná zmes, v ktorej boli 

jednotlivé fragmenty s komplementárnymi presahmi spojené so štiepeným vektorom pVO120 v presne 

definovanom poradí pomocou NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix. Jednotlivé purifikované 

fragmenty boli v molárnom nadbytku vzhľadom k vektoru (pomer 3:1). Zloženie reakčnej zmesi 

je uvedené v Tabuľke 16. Reakcia prebiehala pri 50 °C 2 hod. Výsledné konštrukty a ich príprava 

je schematicky znázornená na Obrázku 12 a 13.  

 

Tabuľka 16: Zloženie jednotlivých komponentov reakcie Gibson Assembly s uvedenou koncentráciou 

použitých fragmentov a vektoru.  

Látka ProVRN-H1::CDS:GUS  ZmUbi::CDS:GUS 

NEBuilder HiFi DNA 

Assembly Master Mix [µl] 
10 10 

Fragmenty Vektor Promotor CDS GUS Vektor CDS GUS 

 

Objem [µl] 3 1 0,7 0,5 2,2 0,5 0,5 

Koncentrácia 

[ng·µl-1] 
25 108 70 260 43 100 260 

Nuclease-free voda [µl] 4,8 6,8 

Celkový objem [µl] 20 20 

 

 

Obrázok 12: Schematicky znázornený princíp zloženia finálneho konštruktu ProVRN-H1::CDS:GUS. 
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Obrázok 13: Schematicky znázornený princíp zloženia finálneho konštruktu ZmUbi::CDS:GUS. 

 

Pripravenou reakčnou zmesou boli následne transformované kompetentné baktérie E. coli, 

MAX Efficiency Stbl2 podľa postupu uvedenom v 4.4.1.7 Transformácia baktérií Escherichia coli 

metódou teplotného šoku. Bakteriálne kolónie boli následne overené pomocou tzv. colony PCR. 

Z pozitívnych bakteriálnych kolónii bol následne vyizolovaný plazmid a pripravené glycerolové 

zásobné kultúry podľa postupu uvedenom v 4.4.1.8 Príprava glycerolových bakteriálnych zásobných 

kultúr a izolácia plazmidovej DNA. Pripravené konštrukty boli sekvenované na platforme Illumina 

technickou pracovníčkou na pracovisku Ústavu experimentální botaniky AV ČR v Olomouci. Získané 

sekvencie boli následne overené a analyzované pomocou programu Geneious 8.1.9. 

 

4.4.2 Skríning mapovacej populácie jačmeňa siateho  

4.4.2.1 Zisk a skríning mutovanej M2 generácie 

Na založenie mapovacej populácie boli použité chemicky mutagenizované semienka (ENU) 

6 radového kultivaru Antonella. Celkovo bolo pomocou ENU mutagenizovaných 40 000 semien (M0), 

pričom približne polovica bola mutagenizová dávkou mutagénu 200 µmol·l-1 a druhá polovica 

dávkou 1000 µmol·l-1. Mutagenizáciou M0 semien boli získaná generácia M1. Tieto semienka boli 

vysadené do pôdy. Počas ich generatívnej fázy boli samosprášené a z každej rastliny bolo odobrané 

jedno semienko za zisku M2 generácie. Semená boli zozbierané po skupinách (batches), pričom celkom 

bolo zozbieraných 23 batches semien mutagenizovaných dávkou 200 µmol·l-1 ENU a 17 batches dávkou 

1000 µmol·l-1. Táto časť práce bola sprostredkovaná Prof. Dr. Mariou von Korff. 

V rámci diplomovej práce boli všetky mutagenizované semienka (M2) vysadené na jar za dlhého 

dňa na pole spoločne s nemutovanou kontrolou Antonelly (1.4.2020). Keďže sa jedná o ozimný kultivar 

jačmeňa, tak k tomu aby došlo ku kvitnutiu je potrebné pôsobenie chladu, ku ktorému už v tomto období 

nedochádzalo. Kandidátne rastliny boli potom tie, u ktorých bolo zaznamenané extrémne skoré kvitnutie 

bez vernalizácie. U týchto rastlín sa predpokladá mutácia niektorého z génov regulujúcich expresiu génu 

VRN-H1. Kandidátne rastliny boli označené (ATL_A a poradové číslo) a bol zaznamenaný dátum 
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metania. Metanie predstavuje proces rastu posledného stebelného článku nesúceho na svojom vrchole 

klas. Fenotypicky je identifikované ako vyčnievanie polovice klasu z pošvy praporcového listu. Taktiež 

bol určený počet dní od prvej manipulácie so semenami (vysadenia populácie) po metanie do tabuľky. 

Do tabuľky bol taktiež zaznamenaný pozorovaný počet radov a odnoží. Z kandidátnych rastlín boli 

zozbierané všetky semienka zvlášť z jednotlivých klasov (M3), a taktiež listy na izoláciu DNA.  

4.4.2.2 Overenie kandidátov na úrovni genotypu (genotypovanie vybraných génov kvitnutia) 

Zo všetkých kandidátnych rastlín bola izolovaná genomická DNA podľa postupu uvedenom 

v kapitole 4.4.1.1 Izolácia celkovej genomickej DNA. Koncentrácia extrahovanej DNA bola stanovená 

spektrofotometricky pomocou NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer a DNA 

bola skladovaná v mraziaku pri -20 °C. 

Pomocou metódy PCR bolo overené, či nedošlo ku kontaminácií jarnými kultivarmi Morex 

a Golden Promise, ktoré boli v predchádzajúcej sezóne pestované na rovnakom mieste. Taktiež bolo 

overené, či nedošlo v priebehu mutagenézy k narušeniu niektorého z hlavných génov zapojených 

v procese kvitnutia. Konkrétne sa jednalo o gény vernalizačnej dráhy, VRN-H1 a VRN-H2 (jednotlivo 

testované ZCCT-Ha, ZCCT-Hb a ZCTT-Hc), a hlavný gén fotoperiodickej dráhy, Ppd-H1. Sekvencia 

primerov a podmienky reakcie sú uvedené v Tabuľkách 17–19. Po PCR amplifikácia fragmentu génu 

Ppd-H1 nasledovalo jeho enzymatické štiepenie pomocou restrikčnej endonukleázy MspI za nižšie 

uvedených podmienok (viď Tabuľka 20, cez noc, pri 37 °C). Produkty PCR amplifikácie boli 

vizualizované, po prebehnutí elektroforetickej separácie v 1,5% (w/v) agarózovom géle s prídavkom 

EtBr v 1TAE pufre pri 5 V/cm po dobu 1 hod, pomocou UV transiluminátoru InGenius LHR 

(Syngene). V prípade amplifikácie VRN-H1 pomocou 3. páru primerov a restrikčnom štiepení 

fragmentov Ppd-H1 prebehla elektroforetická separácia v 2% (w/v) agarózovom géle s prídavkom EtBr 

v 1TAE pufre pri 5 V/cm, 2 hod.  
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Tabuľka 17: Zoznam a sekvencia primerov publikovaných pre analýzu génov VRN-H1, VRN-H2 

a Ppd-H1.  

Gén Názov primeru Sekvencia primeru (5´→ 3´) 

Teplota 

annealingu 

primerov [°C] 

Zdroj 

VRN-H1     

1.pár 
HvBM5A-intronI-F3b CTTGCATGTGTTGTCGGTCT 60 Cockram et al., 2009 

HvBM5A-intronI-R3b GCTGGGACAAGACTCTACGG   

3. pár 
HvBM5A-exon2-F1 TCCCAAGAAAACTTGAACAACACCAG 60 Cockram et al., 2009 

HvBM5Aexon2-R1 ATTAGGTTACATCATTCGACCA   

Ppd-H1 
Jones5F GATGGATTCAAAGGCAAGGA 60 Jones et al., 2008 

Jones5R CGTTAGAGCCCTGCTTCATC   

VRN-H2     

ZCCT-Ha 
ZCCTH.14F CAAGGAATATCAAGTACATATCTGC 53 Szűcs et al., 2007 

ZCCTH.19R CCGTATTTATTGAGTTGGTGGTG   

ZCCT-Hb 
ZCCTb.8F GCATCAATGCACCCTACCTCTT 53 Szűcs et al., 2007 

ZCCTb.11R GGAAAACAATGGTGAGAGTAGTACAG   

ZCTT-Hc 
ZCCT.HcF CACCATCGCATGATGCAC 64 Yan et al., 2006 

ZCCT.HcR TCATATGGCGAAGCTGGAG   

HvSNF2 
HvSNF2.01F CCTGAAGCGAGTATCCATATGC 53, 64 

von Zitzewitz et al., 

2005 

HvSNF2.04R GCTGCATTATAGAGAAACAACAACG   

HvSNF2 – pozitivna kontrola 

Tabuľka 18: Zloženie PCR reakčnej zmesi pre amplifikáciu špecifických oblastí génov VRN-H1, 

VRN-H2, Ppd-H1 pomocou Taq DNA polymerázy.  

Látka Výsledná koncentrácia Objem v 1 reakcii [µl] 

Reakčný pufor, 10 s obsahom 

MgCl2, 15 nmol·l-1 
1 2 

dNTPs, 10 mmol·l-1 200 µmol·l-1 0,4 

Forward primer, 10 µmol·l-1 0,5 µmol·l-1 1 

Reverse primer 10 µmol·l-1 0,5 µmol·l-1 1 

Taq DNA polymeráza 5 U·l-1 0,125 U·l-1 0,5 

Templát (genomická DNA) 50 ng·µl-1 -  

Sterilná destilovaná voda - -  

Celkový objem  20 

 

Tabuľka 19: Teplotný program PCR cycleru pre amplifikáciu špecifických oblastí génov VRN-H1, 

VRN-H2, Ppd-H1 pomocou Taq DNA polymerázy. 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklov 

Počiatočná denaturácia 94 5 min 1 

Denaturácia 94 30 s 

35 Annealing -* 45 s 

Elongácia 72 1 min 

Záverečná elongácia 72 10 min 1 
* teplota annealingu pre jednotlivé páry primerov je uvedená v Tabuľke 17. 
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Tabuľka 20: Parametre enzymatickej reakcie pri použití restričknej endonukleázy MspI pre štiepenie 

amplifikovaného fragmentu génu Ppd-H1 pomocou primerov Jones5F + R.  

Látka Výsledná koncentrácia Objem v 1 reakcii [µl] 

DNA* 100 ng - 

Cut Smart, 10 1 1 

Nuclease-free voda - - 

MspI, 2 U·µl 2 U 1 

Celkový objem  10 

*Koncentrácia PCR produktov bola stanovená spektrofotometricky NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer 

  

4.4.3 Analýza sekvenčných motívov a konštrukcia fylogenetickej príbuznosti VRN-H1 

génov  

V prípade sekvenčnej analýzy génu VRN-H1 sa pracovalo s celogenómovými nukleotidovými 

sekvenciami 20 kultivarov jačmeňa osekvenovaných v rámci projektu Pan-Genome (Jayakodi et al., 

2020). Anotovaná sekvencia kultivaru Strider (AY750993.1) bola stiahnutá internetovej databáze 

GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a predstavovala v rámci analýzy referenčnú sekvenciu. 

V rámci diplomovej práce bol sekvenovaný gén VRN-H1 kultivaru Antonella (okrem promotoru), ktorý 

bol taktiež analyzovaný. Ďalej boli stiahnuté súbory s celogenómovými sekvenciami v podobe 

pseudmolekúl vo formáte fasta (Jayakodi et al., 2020). Zo pseudomolekuly, ktorá reprezentovala 

chromozóm 5H bola extrahovaná sekvencia génu VRN-H1 u jednotlivých kultivarov na základe 

identifikácie prvého a posledného (ôsmeho exónu) pomocou anotovanej sekvencie kultivaru Strider. 

Sekvencia génu VRN-H1 vrátane promotorovej oblasti bola u 20 kultivarov vyextrahovaná a ďalej 

sa pracovalo len s touto oblasťou. Zoznam mien kultivarov spoločne s rastovým typom je uvedený 

v Tabuľke 21. Sekvencie génov VRN-H1 21 kultivarov boli porovnané s referenčnou sekvenciou 

kultivaru Strider pomocou MAFFT multiple aligner (verzia 1.3.3) v softvéri Geneious 8.1.9 

(https://www.geneious.com) podľa predvoleného nastavenia. Po zhotovení alignmentu genómovej 

sekvencie bola extrahovaná CDS génu VRN-H1. Následne bol zhotovený alignment rovnako 

ako v prípade genómovej sekvencie génu VRN-H1. Extrahovaná sekvencia CDS bola následne 

preložená do proteínovej sekvencie. Alignment proteínovej sekvencie bol zhotovený vyššie popísaným 

spôsobom. V rámci sekvenčnej analýzy boli identifikované konzervované motívy a popísané 

polymorfizmy medzi jednotlivými kultivarmi. Za účelom fylogenetickej analýzy bol zhotovený 

alignment génu VRN-H1 (vrátane promotoru) z 22 kultivarov v programe MEGA X (Kumar et al., 2018) 

pomocou Clustal W. Fylogenetický strom bol skonštruovaný pomocou metódy Maximum Likelihood 

a Tamura-Nei modelu (Tamura et Nei, 1993) v programe MEGA X (Kumar et al., 2018).  

 

 

 

 

https://www.geneious.com/
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Tabuľka 21: Zoznam mien jednotlivých kultivarov vrátane rastového typu a zdroja sekvencie, ktoré 

boli použité v rámci sekvenčnej analýzy génu VRN-H1. 

Názov 

kultivaru 
Rastový typ Zdroj Názov Rastový typ Zdroj 

Antonella Ozimný  Akashinriki Jarný Jayakodi et al., 2020 

Strider Ozimný AY750993.1 Barke Jarný Jayakodi et al., 2020 

Igri Ozimný Jayakodi et al., 2020 Golden Promise Jarný Jayakodi et al., 2020 

HOR3081 Ozimný Jayakodi et al., 2020 Hockett Jarný Jayakodi et al., 2020 

HOR3365 Ozimný Jayakodi et al., 2020 HOR7552 Jarný Jayakodi et al., 2020 

HOR21599 Ozimný Jayakodi et al., 2020 HOR8148 Jarný Jayakodi et al., 2020 

ZDM02064 Ozimný Jayakodi et al., 2020 HOR9043 Jarný Jayakodi et al., 2020 

OUN333 Fakultatívny Jayakodi et al., 2020 HOR10350 Jarný Jayakodi et al., 2020 

B1K-04-12 Ozimný Jayakodi et al., 2020 HOR13942 Jarný Jayakodi et al., 2020 

HOR13821 Ozimný Jayakodi et al., 2020 RGT_Planet Jarný Jayakodi et al., 2020 

Morex Jarný Jayakodi et al., 2020 ZDM01467 Jarný Jayakodi et al., 2020 
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5 Výsledky  

5.1 Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri 

Jedným z cieľov diplomovej práce je amplifikácia a následné klonovanie génu VRN-H1. Postup 

pri klonovaní jednotlivých fragmentov bol nasledovný. Najskôr boli fragmenty amplifikované pomocou 

primerov a vysokošpecifickej DNA polymerázy. Produkt PCR reakcie bol separovaný pomocou 

agarózovej gélovej elektroforézy a extrahovaný z gélu pomocou QIAquick Gel Extraction Kit. 

Koncentrácia extrahovanej DNA bola stanovená fluorimetricky pomocou Qubit 3.0 Fluorometer. 

Následne bola pripravená ligačná zmes s vektorom pJET1.2/blunt. Po ligácii boli takto pripraveným 

vektorom transformované baktérie E.coli MAX Efficiency Stbl2 metódou teplotného šoku. Na ďalší deň 

boli bakteriálne kolónie overené pomocou tzv. colony PCR. Pozitívne baktérie boli zaočkované 

do tekutého LB média. Z takto pripravených kultúr boli na ďalší deň pripravené glycerolové zásobné 

kultúry a izolované plazmidy pomocou QIAprep Spin Miniprep Kit. Koncentrácia izolovaných 

plazmidov bola stanovená spektrofotometricky pomocou NanoDrop One Microvolume UV-Vis 

Spectrophotometer. Správna veľkosť inzertu bola overená pomocou kontrolnej PCR so špecifickými 

pJET1.2 forward a reverse sequencing primerami. Po kontrolnej PCR boli overené plazmidy 

sekvenované v závislosti od dĺžky klonovaného fragmentu buď Sangerovým sekvenovaním 

alebo na platforme Illumina technickou pracovníčkou na pracovisku Ústavu experimentální botaniky 

AV ČR v Olomouci. Získané sekvencie boli následne overené a analyzované pomocou programu 

Geneious 8.1.9. Zoznam pripravených modulov je sumarizovaný v Tabuľke 22.  

 

Klonovanie CDS VRN-H1 génu 

Za účelom klonovania kódujúcej sekvencie génu VRN-H1 bola najskôr izolovaná RNA 

prepísaná do cDNA. Následne bola cDNA génu VRN-H1 amplifikovaná primerami VRN-H1_CDS_F2 

a VRN-H1_CDS_R3, a pomocou HOT FIREPol DNA Polymerase. Produkty PCR (735 bp) boli 

separované pomocou agarózovej gélovej elektroforézy a extrahované z gélu. Koncentrácia extrahovanej 

DNA bola 153 ng·µl-1. Ďalej sa pokračovalo podľa jednotlivých krokov uvedených v úvode kapitoly 

5.1 Klonovanie génu VRN-H1 kultivaru Igri. Produkty kontrolnej PCR (782 bp) boli separované 

pomocou agarózovej gélovej elektroforézy a vizualizované (Obrázok 14). V tomto prípade bola 

správnosť klonovanej CDS overená Sangerovým sekvenovaním (Obrázok 15) za použitia špecifických 

pJET1.2 forward a reverse sequencing primerov. 
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Obrázok 14: Detekcia produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovaných z kolónií E.coli MAX Efficiency Stbl2 transformovaných 

vektorom pJET1.2_CDS. Očakávaná veľkosť produktu je 782 bp. M – štandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 

1 až 13 – dráhy amplikónov z plazmidov amplifikovaných zo špecifických primerov pJET1.2 forward a reverse sequencing primerov. 

 

Obrázok 15: Sekvenčný alignment CDS VRN-H1 s referenčnou sekvenciou (AY758235.1). Červená šípka zobrazuje CDS VRN-H1 overenú 

Sangerovým sekvenovaním (konsenzuálna sekvencia). Biele miesta na koncoch sekvencie predstavujú oblasti, kde sa sekvencia nezhoduje. 

V tomto prípade sa jednalo o pJET1.2 forward a reverse sequencing primery. Referenčná sekvencia so zobrazenou pozíciou primerov            

(VRN-H1_CDS_F2 + VRN-H1_CDS_R3), ktorými bola CDS VRN-H1 amplifikovaná za účelom klonovania je zobrazená ako čierny obdĺžnik. 

Toto porovnanie bolo vytvorené v programe SnapGene. Výsek sekvenčného alignmentu vytvorený v programe Geneious 8.1.9., v ktorom bol 

overený výsledok sekvenovania sa nachádza v dolnej časti schémy.  

Klonovanie promotorovej oblasti VRN-H1 génu 

Promotorová oblasť bol amplifikovaná pomocou primerov HvBM5.027 + HvBM5.006                             

a Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. Ako templát pre amplifikáciu promotoru z jarného kultivaru 

Morex slúžil BAC klon 631P8 z knižnice HVVMRXALLhA z génovej banky INRA-CNRGV 

v Toulouse. Promotorová oblasť bola najskôr amplifikovaná z genomickej DNA ozimného kultivaru 

Igri a jarného kultivaru Morex. Z dôvodu výskytu veľkého množstva nešpecifických produktov, ktoré 

nevyriešilo ani testovanie viacerých špecifických primerov, optimalizácia reakcie či reamplifikácia 

z produktu očakávanej veľkosti extrahovaného z gélu, bol práve ako templát pre amplifikáciu 

promotorovej oblasti zvolený BAC klon. Produkt očakávanej veľkosti (2238 bp) bol separovaný 

pomocou agarózovej gélovej elektroforézy a extrahovaný z gélu (173 ng·µl-1). Ďalej sa pokračovalo 

podľa jednotlivých krokov uvedených v úvode kapitoly 5.1 Klonovanie génu VRN-H1 kultivaru Igri. 

Produkty kontrolnej PCR (2357 bp) boli separované pomocou agarózovej gélovej elektroforézy 

a vizualizované (Obrázok 16). Po kontrolnej PCR boli plazmidy sekvenované na platforme Illumina 

technickou pracovníčkou na pracovisku Ústavu experimentální botaniky AV ČR v Olomouci 

(Obrázok 17). 
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Obrázok 16: Detekcia produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovaných z kolónií E.coli MAX Efficiency Stbl2 transformovaných 

vektorom pJET1.2_ProVRN-H1. Očakávaná veľkosť produktu je 2357 bp. M – štandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA 

Ladder; 1 až 8 – dráhy amplikónov z plazmidov amplifikovaných zo špecifických primerov pJET1.2 forward a reverse sequencing primerov. 

  

Obrázok 17: Sekvenčný alignment promotorovej oblasti VRN-H1 s referenčnou sekvenciou VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovaná z Jayakodi 

et al., 2020). Červená šípka zobrazuje promotorovú oblasť VRN-H1 overenú sekvenovaním na platforme Illumina (konsenzuálna sekvencia). 

Biele miesta predstavujú oblasti, kde sa sekvencia nezhoduje, v tomto prípade sa jednalo o SNP a taktiež oblasť mikrosatelitu, 

kde pravdepodobne došlo ku chybe čítania v rámci sekvenovania. Referenčná sekvencia so zobrazenou pozíciou primerov (HvBM5.027             

+ HvBM5.006), ktorými bola promotorová oblasť VRN-H1 amplifikovaná za účelom klonovania je zobrazená ako čierny obdĺžnik. 

Toto porovnanie bolo vytvorené v programe SnapGene. Výsek sekvenčného alignmentu vytvorený v programe Geneious 8.1.9., v ktorom bol 

overený výsledok sekvenovania sa nachádza v dolnej časti schémy. 

Klonovanie celého intaktného génu VRN-H1 

Ako templát pre amplifikáciu jednotlivých častí VRN-H1 slúžila genomická DNA izolovaná 

z kultivaru Igri (189,3 ng·µl-1; čistota 260/280 1,87). Prvá časť VRN-H1 génu bola amplifikovaná 

pomocou primerov VRN-H1_1.cast_F1 + VRN-H1_1.cast_R1 a PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. 

Pomocou elektroforetickej separácie bola potvrdená amplifikácia 1. časti génu VRN-H1 a produkt 

očakávanej veľkosti (6978 bp) bol následne extrahovaný z gélu (332 ng·µl-1). Ďalej sa pokračovalo 

podľa jednotlivých krokov uvedených v úvode kapitoly 5.1 Klonovanie génu VRN-H1 kultivaru Igri. 

Produkty kontrolnej PCR (7099 bp) boli separované pomocou agarózovej gélovej elektroforézy 

a vizualizované (Obrázok 18). Overené plazmidy boli sekvenované na platforme Illumina technickou 

pracovníčkou na pracovisku Ústavu experimentální botaniky AV ČR v Olomouci (Obrázok 19).  

Promotorová oblasť, 2238 bp 
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Obrázok 18: Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovaných z kolónií E.coli MAX Efficiency Stbl2 transformovaných 

vektorom pJET1.2_1.časťVRN-H1. Očakávaná veľkosť produktu v dráhach 1 a 2 je 6978 bp, a v dráhach 1P a 2P je 7099 bp. M – štandard 

molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1 a 2 – dráhy amplikónov z plazmidov amplifikovaných z primerov                                 

VRN-H1_1.cast_F1 + VRN-H1_1.cast_R1; 1P a 2P – dráhy amplikónov z plazmidov amplifikovaných zo špecifických primerov pJET1.2 

forward a reverse sequencing primerov.  

 

Obrázok 19: Sekvenčný alignment prvej časti génu VRN-H1 s referenčnou sekvenciou VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovaná z Jayakodi et al., 

2020). Červená šípka zobrazuje prvú časť VRN-H1 overenú sekvenovaním na platforme Illumina (konsenzuálna sekvencia). Referenčná 

sekvencia so zobrazenou pozíciou primerov (VRN-H1_1.cast_F1 + VRN-H1_1.cast_R1), ktorými bola táto časť VRN-H1 amplifikovaná 

za účelom klonovania je zobrazená ako čierny obdĺžnik. Toto porovnanie bolo vytvorené v programe SnapGene. Výsek sekvenčného 

alignmentu vytvorený v programe Geneious 8.1.9., v ktorom bol overený výsledok sekvenovania sa nachádza v dolnej časti schémy. 

Druhá časť génu VRN-H1 bola amplifikovaná pomocou VRN-H1_F6 + VRN-H_R6 primerov 

a PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. Amplifikácia tejto oblasti o veľkosti 8560 bp bola pomerne 

problematická. Po optimalizácii podmienok a reamplifikácii (rovnaké podmienky) sa nakoniec podarilo 

amplifikovať túto oblasť v dostatočnom množstve. Produkt očakávanej veľkosti (8560 bp) 

bol extrahovaný z gélu (102 ng·µl-1). Ďalej sa pokračovalo podľa jednotlivých krokov uvedených 

v úvode kapitoly 5.1 Klonovanie génu VRN-H1 kultivaru Igri. Produkty kontrolnej PCR (8679 bp) boli 

separované pomocou agarózovej gélovej elektroforézy a vizualizované (Obrázok 20). Overené plazmidy 

boli sekvenované na platforme Illumina technickou pracovníčkou na pracovisku Ústavu experimentální 

botaniky AV ČR v Olomouci (Obrázok 21).  
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Obrázok 20: Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovaných z kolónií E.coli MAX Efficiency Stbl2, 

transformovaných vektorom pJET1.2_2.časťVRN-H1. Očakávaná veľkosť produktu je 8679 bp. M – štandard molekulovej hmotnosti, 

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1 a 2 – dráhy amplikónov z plazmidov amplifikovaných zo špecifických primerov pJET1.2 forward 

a reverse sequencing primerov  

 

Obrázok 21: Sekvenčný alignment druhej časti génu VRN-H1 s referenčnou sekvenciou VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovaná z Jayakodi et 

al., 2020). Červená šípka zobrazuje druhú časť VRN-H1 overenú sekvenovaním na platforme Illumina (konsenzuálna sekvencia). Referenčná 

sekvencia so zobrazenou pozíciou primerov (VRN-H1_F6 + VRN-H1_R6), ktorými bola táto časť VRN-H1 amplifikovaná za účelom 

klonovania je zobrazená ako čierny obdĺžnik. Toto porovnanie bolo vytvorené v programe SnapGene. Výsek sekvenčného alignmentu 

vytvorený v programe Geneious 8.1.9., v ktorom bol overený výsledok sekvenovania sa nachádza v dolnej časti schémy. 

Tabuľka 22: Zoznam pripravených modulov za účelom ich spájania pomocou metódy Gibson 

Assembly. 

Modul 

pJET1.2_ProVRN-H1 (jarný typ) 

pJET1.2_CDS 

pJET1.2_1.časťVRN-H1 

pJET1.2_2.časťVRN-H1 

Gibson Assembly 

 Pre prípravu konštruktov ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS bola v rámci 

diplomovej práce využitá metóda Gibson Assembly, ktorá pracuje na princípe spájania fragmentov 

v presne definovanom poradí na základe komplementarity v jednej izotermickej reakcii. Prvým krokom 

je príprava samotných fragmentov pomocou primerov, ktorými sú vytvorené komplementárne presahy 

medzi jednotlivými fragmentami a vektorom o dĺžke minimálne 20 bp. Fragmenty boli amplifikované 
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pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. Po PCR amplifikácii boli jednotlivé fragmenty 

separované pomocou agarózovej gélovej elektroforézy a vizualizované (Obrázok 22). Pripravené 

fragmenty boli izolované z gélu pomocou QIAquick Gel Extraction Kit. Koncentrácia extrahovanej 

DNA bola stanovená fluorimetricky pomocou Qubit 3.0 Fluorometer. V prípade konštruktu                   

ProVRN-H1::CDS:GUS bol promotor amplifikovaný z konštruktu pJET1.2_ProVRN-H1 (jarný typ) 

pomocou primerov GA_prom_fw a GApromCDSR1 (2178 bp). Koncentrácia extrahovanej DNA z gélu 

bola 108 ng·µl-1. CDS VRN-H1 génu bola amplifikovaná z pJET1.2_CDS pomocou primerov 

GApromCDSF1 a VRN-H1_CDS_R4_dl (732 bp). Koncentrácia extrahovanej DNA z gélu bola 

70 ng·µl-1. Gén GUS bol amplifikovaný z vektoru pKGWFS7,0 pomocou primerov GA_CDS_F2 

a GA_CDS_R3 (1850 bp). Koncentrácia extrahovanej DNA z gélu bola 260 ng·µl-1. V prípade 

konštruktu ZmUbi::CDS:GUS bola CDS VRN-H1 génu amplifikovaná pomocou primerov GA_CDS_F1 

a VRN-H1_CDS_R4_dl z pJET1.2_CDS (755 bp). Koncentrácia extrahovanej DNA z gélu bola 

100 ng·µl-1. Výsledné konštrukty a ich príprava je schematicky znázornená na Obrázku 12 a 13 

v podkapitole 4.4.1.8 Gibson Assembly. 

 

Obrázok 22: Elektroforetogam pripravených fragmentov s komplementárnymi presahmi za účelom prípravy konštruktov                                                 

ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS pomocou metódy Gibson Assembly. M – štandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus 

DNA Ladder; 1 až 3 – dráhy amplikónov pripravených z pJET1.2_ProVRN-H1 (jarný typ) pomocou primerov GA_prom_fw 

a GApromCDSR1. Očakávaná veľkosť produktu je 2178 bp; 5 až 9 – dráhy amplikónov pripravených z pKGWFS7,0 pomocou primerov 

GA_CDS_F2 a GA_CDS_R3. Očakávaná veľkosť produktu je 1850 bp; 10 až 12 – dráhy amplikónov pripravených z pJET1.2_CDS pomocou 

primerov GA_CDS_F1 a VRN-H1_CDS_R4_dl. Očakávaná veľkosť produktu je 755 bp; 14 až 16 – dráhy amplikónov pripravených 

z pJET1.2_CDS pomocou primerov GApromCDSF1 a VRN-H1_CDS_R4_dl. Očakávaná veľkosť produktu je 732 bp; 4, 13 – prázdne dráhy.  

Nasledovala príprava a linearizácia vekoru. V prípade prípravy konštruktu                                         

ProVRN-H1::CDS:GUS bol vektor pVO120 štiepený pomocou restrikčných enzýmov AgeI a AscI. 

Pomocou týchto restrikčných enzýmov došlo k vystrihnutiu oblasti o veľkosti 2446 bp obsahujúcej 

promotor ZmUbi a gén pre lacZ. Následne bol tento linearizovaný vektor o veľkosti 3298 extrahovaný 

z gélu (25 ng·µl-1). V prípade prípravy konštruktu ZmUbi::CDS:GUS bol vektor pVO120 štiepený 

pomocou AgeI a SbfI. V tomto prípade bola vystrihnutá oblasť o veľkosti 444 reprezentujúca gén 
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pre lacZ. Linearizovaný vektor o veľkosti 5300 bp bol extrahovaný z gélu (42 ng·µl-1). Restrikčné 

štiepené vektoru pVO120 je zobrazené na Obrázku 23.  

 

Obrázok 23: Elektroforetogram restrikčného štiepenia vektoru pVO120 pomocou dvojice restrikčních enzýmov. M – štandard molekulovej 

hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1 – vektor pVO120 štiepený pomocou AgeI a AscI (3298 bp a 2446 bp); 2 – vektor pVO120 

štiepeneý pomocou AgeI a SbfI (5300 bp a 444 bp). 

 

 Následne bola pripravená reakčná zmes, v ktorej došlo k spojeniu jednotlivých fragmentov 

v presne definovanom poradí spoločne s vektorom ako je schematicky zobrazené na Obrázkoch 12 a 13 

v podkapitole 4.4.1.8 Gibson Assembly. Jednotlivé fragmenty boli v molárnom nadbytku voči vektoru 

(pomer 3:1). Následne boli takto pripraveným vektorom transformované baktérie E.coli MAX 

Efficiency Stbl2 metódou teplotného šoku. Na ďalší deň boli bakteriálne kolónie overené pomocou 

tzv. colony PCR. Pozitívne baktérie boli zaočkované do tekutého LB média. Z takto pripravených kultúr 

boli na ďalší deň pripravené glycerolové zásobné kultúry a izolované plazmidy pomocou QIAprep Spin 

Miniprep Kit. Koncentrácia izolovaných plazmidov bola stanovená spektrofotometricky pomocou 

NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer. Pripravené konštrukty boli overené 

restrikčným štiepením (Obrázok 24). Konštrukt ProVRN-H1::CDS:GUS bol štiepený pomocou 

restrikčnej endonukleázy AgeI (4346 bp a 3627 bp) a konštrukt ZmUbi::CDS:GUS pomocou AgeI 

a AscI (4542 bp a 3298 bp). Úspešnosť metódy Gibson Assembly bola potvrdená sekvenovaním týchto 

konštruktov na platforme Illumina technickou pracovníčkou na pracovisku Ústavu experimentální 

botaniky AV ČR v Olomouci. 
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Obrázok 24: Restrikčné štiepenie izolovaných plazmidov ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS pripravených pomocou Gibson 

Assembly. M – štandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1 a 2 – ProVRN-H1::CDS:GUS štiepený pomocou AgeI 

(4346 bp a 3627 bp); 4 až 6 – ZmUbi::CDS:GUS štiepený pomocou AgeI a AscI (4542 bp a 3298 bp).  

 Jednotlivé moduly pripravené v rámci diplomovej práce a konštrukty ProVRN-H1::CDS:GUS 

a ZmUbi::CDS:GUS sú uskladnené v mraziaku pri -80 °C vo forme glycerolových zásobných kultúr. 

Tieto moduly budú použité pre prípravu plánovaných konštruktov a tie následne pre prípravu stabilných 

reportérových línií za účelom bližšieho štúdia mechanizmu vernalizácie.  

5.2 Skríning mapovacej populácie jačmeňa siateho 

Skríning mutovanej M2 populácie jačmeňa siateho kultivaru Antonella 

 V rámci diplomovej práce bol v septembri v roku 2019 zvolený postup skríningu mutovanej M2 

populácie v kontrolovaných podmienkach. Celkovo bolo v skleníku vysadených 2 000 

mutagenizovaných semien spoločne s nemutovanou kontrolou kultivaru Antonella. Tento postup bol 

však neefektívny z časového aj priestorového hľadiska a z tohto množstva vysadených rastlín bola 

identifikovaná len jedna kandidátna rastlina, ktorá vykvitla skôr ako kontrola. Táto kandidátna rastlina 

bola označená ako ATL_A41 a boli z nej odobrané len semená pre ďalšiu analýzu. Následne bol zvolený 

postup vysadenia zvyšných mutagenizovaných semien (40 000) spoločne s nemutovanou kontrolou 

kultivaru Antonella na pole pomocou agrotechniky na jar 1.4.2020. Jedná sa o ozimný kultivar, ktorý 

k iniciácii kvitnutia potrebuje dostatočne dlhé pôsobenie chladu. Počas tohto obdobia nebolo 

zaznamenané výrazne pôsobenie nízkych teplôt, ktoré by mohlo túto populáciu čiastočne vernalizovať. 

Ozimný kultivar Antonella je nositeľom recesívnej alely vrn-H1, dominantnej VRN-H2 a recesívnej 

alely ppd-H1 génu. Celkovo bolo zaznamenané skoré kvitnutie, resp. kvitnutie bez vernalizácie u 34 

kandidátnych rastlín, pričom prví kandidáti začali kvitnúť už po 58 dňoch (viď Tabuľka 23). U všetkých 

skorých kandidátov bol taktiež zaznamenaný počet odnoží. Kultivar Antonella má 6 radový klas, pričom 

u 3 troch kandidátov (ATL_A1, ATL_A2 a ATL_A3) bol pozorovaný 2 radový klas. Zo všetkých 
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kandidátov boli odobrané listy na izoláciu DNA zo stebla s prvým klasom. Následne boli taktiež 

zozbierané jednotlivé klasy a z nich vylúpané semienka za účelom premnoženia a overenia fenotypu 

v kontrolovaných podmienkach.  

 

Tabuľka 23: Identifikácia a fenotypovanie vybraných znakov u jednotlivých kandidátov 

mutagenizovanej populácie jačmenného kultivaru Antonelly. V tabuľke je u týchto kandidátov 

zaznamenaný dátum začiatku metania, počet dní, počet odnoží a radov.  

Označenie kandidáta Začiatok metania Počet dní Počet odnoží Počet radov 

ATL_A1 29.05.2020 58 2 2 

ATL_A2 29.05.2020 58 1 2 

ATL_A3 29.05.2020 58 1 2 

ATL_A4 13.06.2020 73 2 6 

ATL_A5 16.06.2020 76 1 6 

ATL_A6 16.06.2020 76 1 6 

ATL_A7 18.06.2020 78 2 6 

ATL_A8 22.06.2020 82 4 6 

ATL_A9 19.06.2020 79 -* 6 

ATL_A10 19.06.2020 79 1 6 

ATL_A12 19.06.2020 79 1 6 

ATL_A13 19.06.2020 79 1 6 

ATL_A14 19.06.2020 79 1 6 

ATL_A15 19.06.2020 79 3 6 

ATL_A16 19.06.2020 79 1 6 

ATL_A17 19.06.2020 79 3 6 

ATL_A18 19.06.2020 79 2 6 

ATL_A19 26.06.2020 86 2 6 

ATL_A20 26.06.2020 86 4 6 

ATL_A21 26.06.2020 86 2 6 

ATL_A22 26.06.2020 86 2 6 

ATL_A23 26.06.2020 86 1 6 

ATL_A24 26.06.2020 86 1 6 

ATL_A25 26.06.2020 86 7 6 

ATL_A26 26.06.2020 86 13 6 

ATL_A27 26.06.2020 86 2 6 

ATL_A28 27.06.2020 87 3 6 

ATL_A28! 27.06.2020 87 3 6 

ATL_A29 27.06.2020 87 2 6 

ATL_A30 27.06.2020 87 1 6 

ATL_A31 28.06.2020 88 1 6 

ATL_A32 28.06.2020 88 4 6 

ATL_A33 29.06.2020 89 1 6 

ATL_A34 29.06.2020 89 2 6 

*klasy boli zničené 
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Overenie kandidátov na úrovni genotypu (genotypovanie vybraných génov kvitnutia) 

Zo všetkých 34 kandidátov bola izolovaná DNA a koncentrácia izolovanej DNA bola stanovená 

spektrofotometricky pomocou NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer. Pomocou 

špecifických primerov boli testované hlavné gény zapojené do mechanizmu kvitnutia, konkrétne 

VRN-H1, VRN-H2 a Ppd-H1. Bolo dôležité zistiť, či nedošlo ku kontaminácia jarnými kultivarmi 

Golden Promise a Morex, ktoré boli pestované na tom istom mieste v predchádzajúcej sezóne. 

Týmto spôsobom bolo taktiež overené, či nedošlo počas mutagenézy ENU k narušeniu niektorého 

z týchto génov, čo by mohlo byť dôvodom skorého kvitnutia. DNA izolovaná z jarných kultivarov 

Golden Promise a Morex, a ozimných Antonella a Igri bola použitá ako kontrolná DNA v jednotlivých 

reakciách.  

Gén VRN-H1 

Na rozlíšenie dominantnej a recesívnej alely génu VRN-H1 boli požité dva páry primerov 

(Cockram et al., 2009). 1. pár primerov amplifikuje oblasť v rámci 1. intrónu, ktorá chýba u jarín a preto 

nie je na géle pozorovaný žiaden produkt a taktiež odlišuje dve ozimné alely HvVRN1 (veľkosť PCR 

produktu 830 bp) a HvVRN1-6 (344 bp). Bolo zistené, že 33 kandidátov je nositeľom recesívnej alely 

vrn-H1 (Obrázok 25). Na základe veľkosti PCR produktu (830 bp) sa predpokladá, že Antonella 

je nositeľom alely HvVRN1. V prípade kandidáta ATL_A9 nebol detekovaný žiaden produkt, 

čo pravdepodobne v tomto prípade nenaznačovalo mutáciu v miestach VRN-H1, ale súvislo to s kvalitou 

izolovanej DNA. 

 

Obrázok 25: Identifikácia jarnej a ozimnej alely génu VRN-H1 u 34 kandidátov, Antonelly a Morexu pomocou 1. páru primerov. M – štandard 

molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1–34 – označenie kandidátnych rastlín; A – Antonella; Mo – Morex.  
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 Tento pár primerov amplifikuje taktiež oblasť v rámci jarnej alely HvVRN1-7 (830 bp), ktorá 

neobsahuje deléciu v 1. intróne ako zvyšné jarné alely, na ktoré cieli 1. pár primerov. Pomocou 

špecifických primerov, ktoré amplifikujú transponovateľný element (488 bp) typický pre túto alelu 

by mohlo byť definitívne potvrdené, že kandidáti nie sú nositeľmi jarnej alely (absencia produktu). 

Za týmto účelom prebehla PCR analýza, pričom nebol detekovaný žiaden PCR produkt (výsledky nie 

sú uvedené). Tým pádom sa došlo k záveru, že nedošlo ku kontaminácii týmto kultivarom a kandidáti 

sú nositeľmi ozimnej alely HvVRN1 (830 bp). 

Gén VRN-H1 bol overený pomocou 3. páru primerov. Tento pár primerov amplifikuje oblasť 

o veľkosti 616 bp, ktorá odpovedá prítomnosti MITE u alely HvVRN1 (oziminy), a HvVRN1-7 (jariny). 

U ozimnej alely HvVRN1-6 nie je prítomný v tejto oblasti MITE a preto je veľkosť PCR produktu 

v tomto prípade 574 bp. Pomocou 3. páru primerov došlo u všetkých kandidátov (okrem ATL_A9), 

u kultivaru Antonella a Igri (alela HvVRN1) k amplilifikácii PCR produktu o veľkosti 616 bp. Jarný 

kultivar Morex nemá na tomto mieste MITE a preto bol detekovaný PCR produkt o veľkosti 574 bp 

(alela HvVRN1-1). Výsledok PCR amplifikácie je zobrazený na Obrázku 26.  

 

Obrázok 26: Identifikácia prítomnosti MITE elementu v rámci 1. intrónu alely HvVRN1, ktorej nositeľom je kultivar Antonella a Igri pomocou 

3. páru primerov. M – štandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1–34 – označenie kandidátnych rastlín;                         

A – Antonella; I – Igri; Mo – Morex.  

 Pomocou 1. a 3. páru primerov bolo zistené, že všetci kandidáti (okrem ATL_A9) sú nositeľmi 

alely HvVRN1 a nedošlo ku kontaminácii jarnými kultivarmi Golden Promise a Morex.  
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Gén Ppd-H1 

  Produkt génu Ppd-H1 ovplyvňuje expresiu génu VRN-H3. U jačmeňa je dominantná alela        

Ppd-H1 zodpovedná za skoré kvitnutie pri dlhom dni (citlivá voči dĺžke dňa) a naopak recesívna alela 

ppd-H1 je zodpovedná za neskoré kvitnutie pri podmienkach dlhého dňa (necitlivá voči dĺžke dňa). 

Rastliny nesúce ppd-H1 však vykvitnú aj pri podmienkach krátkeho dňa na rozdiel od tých, čo nesú 

dominantnú Ppd-H1. 

 Pomocou páru primerov Jones5-F a Jones5-R bol amplifikovaný fragment génu Ppd-H1 

o veľkosti 620 bp (Jones et al., 2008). Tento úsek obsahuje SNP15 (C/T), ktorý spôsobuje zmenu 

aminokyseliny, kde namiesto prolínu (dominantný Ppd-H1, C) sa u recesívnej alely (T) vyskytuje serín. 

Taktiež dochádza u recesívnej alely k strate rekogničného miesta pre restrikčnú endonukleázu MspI. 

Po amplifikácii a následnom restrikčnom štiepení sú získané v prípade dominantnej alely 3 fragmenty 

o veľkosti 276, 269 a 70 bp. Restrikčným štiepením recesívnej alely sú detekované dva fragmenty 

o veľkosti 276 a 339 bp. Oblasť o veľkosti 620 bp bola amplifikovaná u všetkých 34 kandidátov 

a kultivarov Antonella, Igri a Morex (Obrázok 27). Po restrikčnom štiepení tohto fragmentu pomocou 

MspI bolo zistené, že Antonella je nositeľom recesívnej alely ppd-H1 a je teda necitlivá k dĺžke dňa. 

V prípade 6 kandidátov bola detekovaná dominantná alela Ppd-H1 (ATL_A3, ATL_A15, ATL_A17, 

ATL_A27, ATL_A29 a ATL_A30). Igri je nositeľom dominantnej alely a Morex recesívnej alely. 

V prípade kandidáta ATL_4 nie sú detekované fragmenty po restrikčnom štiepení, čo pravdepodobne 

súvisí s kvalitou DNA (Obrázok 28). 

 

Obrázok 27: Amplifikácia 620 bp veľkej oblasti génu Ppd-H1, ktorej súčasťou je SNP15 (C/T) pomocou páru primerov Jones5-F+R u 34 

kandidátov a kultivarov Antonella, Igri a Morex. M – štandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1–34 – označenie 

kandidátnych rastlín; A – Antonella; I – Igri; Mo – Morex. 
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Obrázok 28: Restrikčné štiepenie PCR produktu o veľkosti 620 bp pomocou MspI u 34 kandidátov a kultivarov Antonella, Igri a Morex.                 

M – štandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1–34 – označenie kandidátnych rastlín; A – Antonella; I – Igri;                      

Mo – Morex. 

 

Gén VRN-H2 

U kultivarov zimného typu boli identifikované 3 gény v rámci VRN-H2 lokusu na chromozóme 

4H u jačmeňa. Jedná sa o ZCCT-Ha, ZCCT-Hb a ZCTT-Hc, na ktoré boli navrhnuté špecifické páry 

primerov (Szűcs et al., 2007, Yan et al., 2006). Jariny sú nositeľmi recesívnej alely vrn-H2, kvôli 

deléciam vo všetkých 3 génoch ZCCT-H (Ha, Hb a Hc). Tým pádom nie je u jarného typu detekovaný 

PCR produkt. U všetkých 34 kandidátov, ozimných kultivarov Antonella a Igri boli detekované PCR 

produkty reprezentujúce jednotlivé gény ZCCT-H (Ha, Hb a Hc). U jarných kultivarov neboli 

detekované PCR produkty. Funkciu pozitívnej kontroly zohrával gén HvSNF2, ktorý leží blízko lokusu 

VRN-H2 (veľkosť PCR produktu sa pohybovala medzi 500 a 700 bp, von Zitzewitz et al., 2005). U 33 

kandidátov bol identifikovaný dominantný, funkčný gén VRN-H2. Po PCR amplifikácii boli detekované 

produkty o veľkosti 600 bp reprezentujúce ZCCT-Ha a ZCCT-Hb, a produkty o veľkosti 200 bp 

pre ZCTT-Hc u 33 kandidátov (Obrázok 29). Z toho vyplýva, že nedošlo k mutácii a vyradeniu z funkcie 

hlavného represora kvitnutia VRN-H2, čo by mohlo stáť za skorým kvitnutím u týchto kandidátov. 

V prípade kandidáta ATL_A9 nebol pozorovaný ani v jednom prípade PCR produkt, čo pravdepodobne 

súvisí s kvalitou izolovanej DNA. Slabé PCR produkty jednotlivých génov boli detekované najmä 

u kandidáta ATL_4, čo je taktiež pravdepodobne spôsobené kvalitou templátu.  
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(a) ZCCT-Ha 

 
(b) ZCCT-Hb 

 
(c) ZCCT-Hc 

Obrázok 29: Amplifikácia ZCCT-Ha, ZCCT-Hb, ZCCT-Hc. (a) Amplifikácia 600 bp PCR produktu pomocou primerov ZCCTH.14F 

a ZCCTH.19R, ktorým bola potvrdená prítomnosť ZCCT-Ha u všetkých kandidátov (okrem ATL_A9) a ozimných kultivarov Antonella a Igri. 

V prípade jarných kultivarov (Morex a Golden Promise) nie je detekovaný PCR produkt. (b) Amplifikácia 600 bp PCR produktu pomocou 

primerov ZCCTb.8F a ZCCTb.11R, ktorým bola potvrdená prítomnosť ZCCT-Hb u všetkých kandidátov (okrem ATL_A9) a ozimných 

kultivarov Antonella a Igri. V prípade jarných kultivarov (Morex a Golden Promise) nie je detekovaný PCR produkt. (c) Amplifikácia 200 bp 

PCR produktu pomocou primerov ZCCT.HcF a ZCCT.HcR, ktorým bola potvrdená prítomnosť ZCCT-Hc u všetkých kandidátov (okrem 

ATL_A9) a ozimných kultivarov Antonella a Igri. V prípade jarných kultivarov (Morex a Golden Promise) nie je detekovaný PCR produkt. 

M – štandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1–34 – označenie kandidátnych rastlín; A – Antonella; I – Igri;                   

Mo – Morex; GP – Golden Promise; K- pozitívna kontrola (gén HvSNF2). 
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 V rámci genetického skrínu mutovanej populácie ozimného kultivaru jačmeňa siateho 

Antonelly bolo identifikovaných 34 kandidátnych línií, u ktorých bolo zaznamenané skoré kvitnutie 

bez predchádzajúceho chladového pôsobenia, pričom ani u jedného nedošlo k mutácii génu VRN-H1 

a hlavného represora kvitnutia VRN-H2. U 6 kandidátov došlo v prípade génu Ppd-H1 k zmene alelickej 

konštitúcie z recesívnej alely na dominantnú. Výsledky analýzy jednotlivých génov sú zhrnuté 

v prehľadnej tabuľke v prílohách. Identifikácia mutovaného génu, prípadne génov bude predmetom 

ďalšieho štúdia.  

5.3 Analýza sekvenčných motívov a konštrukcia fylogenetickej príbuznosti 

VRN-H1 génov 

Pomocou sekvenčnej analýzy genómovej sekvencie VRN-H1, CDS a proteínovej sekvencie boli 

identifikované jednotlivé polymorfizmy u 22 kultivarov jačmeňa. V rámci analýzy CDS bolo zistené, že 

kultivar ZDM02064 nesie dva SNP v rámci 1. exónu (na pozícii 9 C/A a na pozícii 173 A/C) 

a kultivary HOR9043, HOR10350 a RGT_Planet sa odlišovali pomocou SNP vo 4. exóne (na pozícii 

7303 G/A). Proteínová sekvencia bola u všetkých kultivarov identická, takže sa jedná o synonymné 

SNP. Zdrojom variability, ktorá stojí za vernalizačným nárokom sú nekódujúce oblasti VRN-H1 génu, 

konkrétne promotorová oblasť a oblasť prvého intrónu (von Zitzewitz et al., 2005).  

 

Analýza sekvenčných motívov v rámci promotorovej oblasti génu VRN-H1 

Promotorová oblasť bola analyzovaná u 21 kultivarov za účelom identifikácie sekvenčných 

motívov spojených s rastovým typom. Nebola analyzovaná promotorová oblasť kultivaru Antonelly, 

kvôli tomu, že sa ju v rámci diplomovej práce nepodarilo osekvenovať a jej sekvencia nie je dostupná 

v databáze GeneBank. Promotorová oblasť predstavovala úsek o veľkosti približne 2,5 kb pred štart 

kodónom (ATG) VRN-H1 génu. V rámci tejto oblasti bolo identifikovaných 55 polymorfných pozícii 

pozostávajúcich zo 40 SNP a 15 InDel. Významné polymorfizmy u jednotlivých kultivarov 

sú zaznamenané v Tabuľke 24. Taktiež bol identifikovaný mikrosatelit pozostávajúci z AT 

repetitívnych jednotiek. Ďalej boli identifikované konzervované regulačné motívy ako CArG 

a CRT/DRE. Ozimné kultivary Strider, Igri a HOR3081 a jarný kultivar ZDM01467 nesú 2 bp deléciu 

v jednom zo štyroch identifikovaných CRT/DRE motívov. Jarné kultivary HOR10350 a RGT Planet 

majú SNP v jednom z troch CArG motívov pred štart kodónom VRN-H1 génu. Ozimné kultivary Igri, 

Strider, HOR3081, HOR3365, HOR13821, ZDM02064, fakultatívny kultivar OUN333 a jarné kultivary 

Akashinriki, HOR7552 a ZDM01467 nesú v rámci promotorovej oblasti sekvenčné motívy, ktoré 

sú charakteristické pre kultivary so zimným rastovým typom. Jedná sa napríklad o inzerciu TCCTT 

na pozícii -2039 až -2034, ďalej deléciu na pozícii -1951 až -1948 (jarné kultivary majú v tejto oblasti 

sekvenciu CTA) a SNP na pozícii -1673. Kultivary Igri, Strider a HOR3081 sa odlišujú od zvyšných 

analyzovaných kultivarov inzerciou TCGCG na pozícii -1685 až -1681. Kultivary Akashinriki, 

HOR7552 a ZDM01467 sa od zvyšných kultivarov líšia viacerými SNP, konkrétne na pozíciách -2667 
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(C/T), -2572 (T/C), -2468 (A/G),-1933 (T/A) a-915 (C/T). Fakultatívny kultivar OUN333 sa odlišuje 

taktiež prostredníctvom SNP. Ozimný kultivar, divý B1K-04-12 (H. vulgare ssp. spontaneum) 

je charakterizovaný sekvenčnými motívmi typickými pre oziminy, ale na pozícii -1673 nesie C zdieľaný 

s jarnými kultivarmi. Od ostatných kultivarov sa odlišuje viacerými polymorfizmami zahŕňajúcich SNP 

na pozíciách -2312 (C/T) -735 (C/T) a -400 (A/G), a viaceré delécie o veľkosti 1 bp. Kultivary 

HOR10350, RGT Planet, HOR9043, HOR8148, Golden Promise, Hockett, HOR13942, Morex, Barke 

a ozimný kultivar HOR21599 majú v rámci promotoru sekvenčné motívy charakteristické pre jarný 

rastový typ. Kultivary HOR9043, HOR10350 a RGT Planet, ktoré sa od zvyšných kultivarov odlišujú 

inzerciou GCCC na pozícii -1621 až -1618. Kultivary HOR10350 a RGT Planet majú SNP v CArG 

boxe. Pre kultivary B1K-04-12, HOR21599, HOR8148, Golden Promise, Hockett, Morex a HOR13942 

je spoločná inzercia CGCT na pozícii -52 až -49 a viacero SNP ako napríklad na pozícii -173 (A/G), -146 

(T/C), -70 (G/C). Jarný kultivar Barke je charakterizovaný polymorfizmami, ktoré sa nenachádzajú 

u zvyšných 20 kultivarov. Konkrétne sa jedná o 3 InDely a 6 SNP.  

Tabuľka 24: Stručný zoznam analyzovaných kultivarov a významných polymorfizmov v rámci 

promotorovej oblasti génu VRN-H1. 

W/S - diagnostické regióny určené podľa von Zitzewitz et al. (2005) 

 

Analýza sekvenčných motívov v rámci prvého intrónu génu VRN-H1 

 V rámci oblasti prvého intrónu VRN-H1 génu bolo u 22 kultivarov jačmeňa identifikovaných 

198 polymorfných pozícií, z toho bolo 177 SNP a 21 InDel. Pre lepšiu orientáciu sú významné 

polymorfizmy a alely uvedené v Tabuľke 25. Dominantná alela VRN-H1 u jarných kultivarov obsahuje 

deléciu v prvom intróne. Jarné kultivary sa medzi sebou líšili vo veľkosti delécie, ktorá sa pohybovala 

v rozmedzí 4,3–6,6 kb. Výnimkou bol jarný kultivar Barke s deléciou o veľkosti až 9 kb. Kultivary 

Názov 

kultivaru 

Rastový typ -2039 až 

-2034 

-1951 až 

- 1948 

(W/S) 

-1735 až 

- 1731 

 

-1732 až 

 -1727  

(W/S) 

-1673 

(W/S) 

-1577 -173 -157 až 

 -147 

-70 -52 až  

- 48 

Strider Ozim TCCTT - - - T C G CArG C - 

Igri Ozim  TCCTT - - - T C G CArG C - 

HOR3081 Ozim TCCTT - - ACCCA T C G CArG C - 

HOR3365 Ozim TCCTT - CRT/DREB ACCCA T C G CArG C - 

HOR21599 Ozim  - TAC CRT/DREB ACCCA C G A CArG G CGCT 

ZDM02064 Ozim TCCTT - CRT/DREB ACCCA T C G CArG C - 

OUN333 Fakultatívny TCCTT - CRT/DREB ACCCA C C G CArG C - 

B1K-04-12 Ozim TCCTT - CRT/DREB ACCCA C G A CArG G CGCT 

HOR13821 Ozim  TCCTT - CRT/DREB ACCCA T C G CArG C - 

Morex Jariny - TAC CRT/DREB ACCCA C G A CArG G CGCT 

Akashinriki Jariny TCCTT - CRT/DREB ACC T C G CArG C - 

Barke Jarina - TAC CRT/DREB ACCCA C G G CArG C - 

Golden 
Promise 

Jarina - TAC CRT/DREB ACCCA C G A CArG G CGCT 

Hockett Jarina - TAC CRT/DREB ACCCA C G A CArG G CGCT 

HOR7552 Jarina TCCTT - CRT/DREB ACC T C G CArG C - 

HOR8148 Jarina - TAC CRT/DREB ACCCA C G A CArG G CGCT 

HOR9043 Jarina - TAC CRT/DREB ACCCA C G G CArG C - 

HOR10350 Jarina - TAC CRT/DREB ACCCA C G G SNP A/C C - 

HOR13942 Jarina - TAC CRT/DREB ACCCA C G A CArG G CGCT 

RGT_Planet Jarina - TAC CRT/DREB ACCCA C G G SNP A/C C - 

ZDM01467 Jarina  TCCTT - - - T C G CArG C - 
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HOR10350, HOR9043 a RGT Planet obsahovali v rámci tejto delécie o veľkosti 6691 bp inzerciu 26 bp. 

Fakultatívny kultivar OUN333 má v tejto oblasti deléciu o veľkosti 2,6 kb. V rámci prvého intrónu 

bol u niektorých kultivarov identifikovaný element MITE 5´ aj 3´konci. Taktiež bol identifikovaný 

restrotranspozón Lolaog o veľkosti 1054 bp ohraničený ACCTAT priamym opakovaním. Na základe 

porovnania delécie v rámci prvého intrónu VRN1 génu u pšenice a jačmeňa bola identifikovaný 

spoločný región o veľkosti 2,8 kb u ozimných kultivarov. Prvých 440 bp u pšenice a 436 u jačmeňa 

z tejto oblasti je označených ako tzv. vernalizačný kritický región a vykazuje najvyššiu sekvenčnú 

podobnosť. Predpokladá sa, že tento región je zodpovedný za vernalizačný nárok u Triticeae 

(von Zitzewitz et al., 2005). Vernalizačný kritický región bol v rámci diplomovej práce identifikovaný 

u 14 kultivarov, z toho u 4 jarín, konkrétne u Akashinriki, HOR7552, HOR13942 a ZDM0167. Ďalej 

bolo v rámci prvého intrónu identifikovaných viacero cis regulačných motívov zahŕňajúce motívy 

s hormonálnou či svetelnou reguláciou ako napríklad I-box like, C-box like, RY motif, ABRE/G-box 

like, CRT/DRE motívy, väzobné miesta pre proteín Dof či väzobné miesto pre MYB transkripčný 

faktor. Na základe sekvenčnej analýzy v kombinácii s literatúrou boli u jednotlivých kultivarov 

identifikované alely génu VRN-H1 (Cockram et al., 2009; Hemming et al., 2009). Kultivary ozimného 

rastového typu Antonella, Strider, Igri, HOR3081, HOR3365, ZDM02064, BIK-04-12, HOR13821 

sú nositeľmi alely HvVRN1, kultivar HOR21599 alely HvVRN1-6. Fakultatívny kultivar OUN333 

má alelu HvVRN1-9. Jarné kultivary Morex, Golden Promise, Hockett, HOR8148 sú nositeľmi alely 

HvVRN1-1. Jarné kultivary Akashinriki, HOR7552, ZDM01467 majú HvVRN1-8 alelu. Ďalej jarné 

kultivary HOR9043, HOR10350, RGT Planet majú alelu HvVRN1-2. Jarný kultivar Barke má alelu 

HvVRN1-3 a kultivar HOR13942 alelu HvVRN1-4. 22 kultivarov jačmeňa sa od seba odlišovalo 

predovšetkým na základe prítomnosti či neprítomnosti delécie v prvom intróme. Kultivary nesúce 

recesívnu alelu vrn-H1 majú vernalizačný nárok a intaktný vernalizačný kritický región. Jedná o ozimné 

kultivary HOR3081, Strider, Antonella, Igri, ZDM02064, HOR13821, HOR3365, B1K-04-12, 

HOR21599, OUN333. Fakultatívny kultivar OUN333 má v rámci prvého intrónu deléciu, ale intaktný 

vernalizačný kritický región. Taktiež sa vyznačuje ďalšími polymorfizmami, konkrétne deléciou (3 bp) 

a 8 SNP. Všetky ozimné kultivary nesú restrotranspozón Lolaog. Kultivar HOR21599 má v tomto 

elemente deléciu o veľkosti približne 500 bp. Fakultatívny kultivar OUN333 nesie len časť o veľkosti 

500 bp. U ozimného kultivaru HOR21599 bolo identifikovaných 21 SNP, ktorými sa odlišoval 

od zvyšných ozimných kultivarov a naopak ich zdieľal s jarnými kultivarmi, konkrétne s Morexom, 

Golden Promise, Hockett, HOR8148 a HOR13942. Kultivary Antonella, Igri, Strider a HOR3081 

sa odlišujú od zvyšných kultivarov prostredníctvom 6 SNP. Oziminy HOR3365, HOR13821 

a ZDM02064 zdieľajú spoločné polymorfizmy, konkrétne 4 SNP, pričom u kultivaru ZDM02064 

bolo identifikovaných ďalších unikátnych 9 SNP. B1K-04-12 sa odlišoval od zvyšných kultivarov 

66 polymorfnými pozíciami, ktoré zahŕňali 59 SNP a 6 InDel o veľkosti 1 až 21 bp. Tento kultivar 

taktiež niesol inzerciu o veľkosti 3520 bp, ktorá sa nenachádza u žiadneho z analyzovaných kultivarov. 

U ozimov bol identifikovaný región bohatý na AT-opakovania a identifikovaný ako S/MAR. Jarné 
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kultivary mali v tejto oblasti deléciu (Hemming et al., 2009). Kultivary jarného typu majú dominantnú 

alelu VRN-H1 a deléciu v rámci prvého intrónu. Jarné kultivary Akashinriki, HOR7552 a ZDM01467 

majú intaktný kritický vernalizačný región, časť restrotranspozónu Lolaog a unikátne 4 SNP. Jarné 

Kultivary HOR9043, HOR10350 a RGT PLANET sa odlišujú od zvyšných kultivarov pomocou 

11 spoločných SNP. Ďalej kultivary Golden Promise, Hockett, Morex, HOR8148 a HOR13942 zdieľajú 

rovnaké SNP a taktiež majú rovnakú veľkosť delécie. Ako už bolo spomínané tak tieto kultivary nesú 

spoločné SNP s ozimným kultivarom HOR21599. V rámci sekvenčnej analýzy bolo zistené, že ozimný 

kultivar HOR21599 a jarné kultivary Morex, Barke, Golden Promise, Hockett, HOR8148, HOR9043, 

HOR10350, HOR13942, RGT Planet majú v rámci druhého intrónu deléciu o veľkosti 17 bp oproti 

jarinám Akashinriki, HOR7552, ZDM01467 a ďalším ozimným kultivarom.  

 

Tabuľka 25: Stručný zoznam analyzovaných kultivarov a významnejších polymorfizmov v rámci 

oblasti prvého intrónu génu VRN-H1. 

Názov 

kultivaru 

Rastový 

typ 
Alela * 

Veľkosť 

delécie 

Vernalizačný 

kritický 

región 

MITE 5´ Lolaog MITE 3´ 
InDel 17 bp 

(2. intrón) 

Antonella Ozimný HvVRN1 - Áno Áno Áno Áno In 

Strider Ozimný HvVRN1 - Áno Áno Áno Áno In 

Igri Ozimný HvVRN1 - Áno Áno Áno Áno In 

HOR3081 Ozimný HvVRN1 - Áno Áno Áno Áno In 

HOR3365 Ozimný HvVRN1 - Áno Áno Áno Áno In 

HOR21599 Ozimný HvVRN1-6 - Áno Áno 
Delécia – 

500 bp 
Nie Del 

ZDM02064 Ozimný HvVRN1 - Áno Áno Áno Áno In 

OUN333 Fakultatívny HvVRN1-9 2610 Áno Áno 
Len časť – 

500 bp 
Áno In 

B1K-04-12 Ozimný HvVRN1 - Áno Áno Áno Áno In 

HOR13821 Ozimný HvVRN1 - Áno Áno Áno Áno In 

Morex Jarný HvVRN1-1 5462 Nie Nie Nie Nie Del 

Akashinriki Jarný HvVRN1-8 6544 Áno Áno 
Len časť – 

807 bp 
Áno In 

Barke Jarný HvVRN1-3 9017 Nie Nie Nie Nie Del  

Golden 
Promise 

Jarný HvVRN1-1 5462 Nie Nie Nie Nie Del 

Hockett Jarný HvVRN1-1 5462 Nie Nie Nie Nie Del 

HOR7552 Jarný HvVRN1-8 6544 Áno Áno 
Len časť – 

807 bp 
Áno In 

HOR8148 Jarný HvVRN1-1 5462 Nie Nie Nie Nie Del 

HOR9043 Jarný HvVRN1-2 
6691 + 

inzercia 26 
Nie Nie Nie Nie Del 

HOR10350 Jarný HvVRN1-2 
6691 + 
inzercia 26 

Nie Nie Nie Nie Del 

HOR13942 Jarný HvVRN1-4 4295 Áno  Áno Nie Nie  Del 

RGT Planet Jarný HvVRN1-2 
6691 + 

inzercia 26 
Nie Nie Nie Nie Del 

ZDM01467 Jarný HvVRN1-8 6544 Áno Áno 
Len časť – 
807 bp 

Áno In  

*určené na základe sekvenčnej analýzy v spojení s literaturou (Cockram et al., 2009; Hemming et al., 2009) 
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V rámci diplomovej práce bola v programe MEGA X uskutočnená fylogenetická analýza, ktorá 

odráža vyššie popísané skutočnosti u 22 analyzovaných kultivarov jačmeňa. Tento strom zobrazuje 

odlišnosti medzi jednotlivými kultivarmi spôsobené polymorfizmami v rámci promotorovej oblasti 

a v oblasti prvého intrónu. V týchto oblastiach sa nachádzajú dôležité sekvenčné motívy zodpovedné 

za variabilitu vo vernalizačnom nároku. Každopádne analýza naznačuje, že oblasť promotoru a prvého 

intrónu VRN-H1 génu až na drobné odchýlky koreluje s rastovým typom (Obrázok 30).  

 

Obrázok 30: Fylogenetická analýza génu VRN-H1 génu. Fylogenetický strom bol skonštruovaný pomocou metódy Maximum Likelihood 

a Tamura-Nei modelu (Tamura et Nei, 1993) v programe MEGA X (Kumar et al., 2018). V rámci červeného obdĺžnika sa nachádzajú kultivary 

jarného rastového typu s dominantnou alelou VRN-H1 a v modrom kultivary zimného rastového typu s recesívnou alelou vrn-H1.  
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6 Diskusia 

Predložená diplomová práca sa venuje bližšej charakterizácii génov zapojených v procese 

vernalizácie u jačmeňa siateho. Gén VRN-H1 kóduje MADS-box transkripčný faktor a je kľúčovým 

génom vo vernalizačnom procese. U ozimných kultivarov je tento gén exprimovaný až po dlhodobom 

vystavení nízkym teplotám. Naopak u jarných kultivarov sú dominantné alely génu VRN-H1 

exprimované bez vernalizácie. Tieto alely sú nositeľmi mutácii v promotorovej oblasti alebo v oblasti 

prvého intrónu (Trevaskis et al., 2003). Mechanizmy, ktoré aktivujú expresiu VRN-H1 po dlhodobom 

pôsobení nízkych teplôt však nie sú stále jasné. Gén VRN-H2 síce funguje ako represor VRN-H1 

v nevernalizovaných rastlinách a odďaľuje tak kvitnutie pred zimou, ale samotná expresia VRN-H1 

po chladovom pôsobení nie je závislá na expresii VRN-H2 (Trevaskis et al., 2006).  

 

Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri 

Za účelom bližšej funkčnej charakterizácie génu VRN-H1 a prípravy reportérových línií boli 

pripravené moduly s jednotlivými časťami VRN-H1 génu. Tieto moduly je možné následne spájať 

pomocou metódy Gibson Assembly, ktorá umožňuje efektívne spájanie viacerých fragmentov v presne 

definovanom poradí nezávisle od restrikčných miest. Hlavná nevýhoda spočíva vo viacnásobných PCR 

amplifikáciách, čím sa zvyšuje riziko chýb spôsobených DNA polymerázou (Lu, 2005). Oproti metóde 

Gateway však nie je závislá od špecifických vektorov a tým pádom je oveľa dostupnejšia 

a flexibilnejšia. Oproti Golden Gate klonovaniu nie je závislá od restrikčných endonukleáz.  

Jednotlivé časti génu VRN-H1 boli amplifikované vysokošpecifickými DNA polymerázami 

s nízkou chybovosťou. Moduly boli pripravené ligáciou cez tupé konce s linearizovaným vektorom 

pJET1.2/blunt. Fragmenty boli v molárnom nadbytku vzhľadom k vektoru (5:1) za účelom zvýšenia 

úspešnosti samotnej ligácie. Klasickým klonovaním na princípe restrikčného štiepenia a ligácie môžu 

zostávať v klonovacom mieste medzery či časti restrikčných miest, čo nakoniec vedie k zmene štruktúry 

a aktivity produktu. Ligácia cez tupé konce bola zvolená aj kvôli tomu, že sa jednalo o pomerne veľké 

fragmenty, čo znižovalo pravdepodobnosť nájdenia unikátneho restrikčného enzýmu kompatibilného 

s vektorom. Jednotlivé fragmenty boli spojené v presne definovanom poradí na základe 

komplementárnych presahov vytvorených primerov o približnej veľkosti 40 bp. V tomto prípade bola 

reakčná zmes pripravená tak, aby boli jednotlivé fragmenty v molárnom nadbytku k vektoru (3:1). 

Samotná reakcia Gibson Assembly prebiehala približne 2 hod pri 50 °C. Týmto spôsobom boli 

pripravené konštrukty ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS. Pomocou konštruktu          

ProVRN-H1::CDS:GUS bude pripravená reportérová línia, ktorá bude odrážať vplyv promotorovej 

oblasti a intrónu na fenotyp, pričom sa predpokladá rýchle kvitnutie bez vernalizácie. U reportérových 

línií exprimujúcich konštrukt ZmUbi::CDS:GUS sa predpokladá extrémne rýchle kvitnutie spojené 

s prípadne zaujímavými fenotypmi.  
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Deng et al. (2015) vo svojej práci pripravili konštrukt, kde bol gén VRN-H1 bez podstatnej časti 

prvého intronu fúzovaný s hemaglutitínovou (HA) značkou a exprimovaný z endogénneho promotora. 

Po transformácii jarného kultivaru Golden Promise týmto konštruktom bolo pozorované oveľa skoršie 

kvitnutie v porovnaní s kontrolou. V týchto transgénnych rastlinách boli detekované celkovo vyššie 

hladiny transkriptov VRN-H1 a došlo k zmene expresie viacerých génov spojených s toleranciou voči 

mrazu či metabolizmom hormónov. Alonso-Peral et al. (2011) pripravili dva konštrukty, pomocou 

ktorých následne transformovali jarný kultivar. Výsledky nasvedčujú tomu, že promotorová oblasť génu 

VRN-H1 predstavuje kritické miesto v regulácii expresie génu VRN-H1 počas vernalizácie. Konštrukty, 

ktoré pripravili Alonso-Peral et al. (2011) a Deng et al. (2015) neobsahovali celý prvý intrón VRN-H1 

a taktiež bol týmito konštruktami transformovaný jarný kultivar.  

Zaujímavé bude sledovať expresiu natívneho VRN-H1 v rôznych štádiách vernalizácie 

a v rôznych pletivách na pozadí ozimného kultivaru. To by bolo možné pomocou konštruktov        

ProVRN-H1::VRN-H1::GFP, ProVRN-H1::VRN-H1:GUS, či ProVRN-H1::CDS:GUS. V týchto 

konštruktoch by sa nachádzal promotor z ozimného kultivaru Igri, ktorý sa v rámci diplomovej práce 

nepodarilo pripraviť. Hlavnými dôvodmi bola jeho komplikovaná amplifikácia, kvôli prítomnosti 

veľkého množstva nešpecifických produktov. Tento problém nevyriešil ani návrh a testovanie viacerých 

primerov, optimalizácia reakcie či reamplifikácia z fragmentu očakávanej veľkosti extrahovaného 

z gélu. Promotor z jarného kultivaru Morex bol amplifikovaný z BAC 631P8, vďaka čomu bol 

vyriešený problém s výskytom nešpecifickým produktov. Tak isto by mohol byť vyriešený problém 

v prípade amplifikácie promotoru z ozimného kultivaru. Ďalším riešením by mohlo byť zníženie 

komplexity genómu pomocou vytriedenia chromozómu 5H prietokovým cytometrom.  

Hlavným dôvodom prípravy týchto konštruktov a následnej transformácie jačmeňa je popísanie 

vplyvu promotora a oblasti prvého intrónu na expresiu VRN-H1 pri dlhodobom pôsobení chladu. Vďaka 

následnej príprave reportérových línií by mohli byť popísané ďalšie gény zapojené v kaskáde kvitnutia 

a adaptácii rastliny voči nepriaznivým podmienkam vonkajšieho prostredia. To je možné napríklad 

pomocou sekvenovania transkriptómu (RNA-seq) a metódou chromatin immunoprecipitation 

sequencing (ChIP-seq). Pomocou týchto metód je možné identifikovať väzbové miesta proteínu       

VRN-H1 a tým pádom gény, ktorých expresiu reguluje.  

Viaceré štúdie nasvedčujú tomu, že oblasť prvého intrónu génu VRN-H1 je dôležitá z hľadiska 

udržania nízkej hladiny VRN-H1 pred chladovým pôsobením, ale nezávislá od mechanizmov, ktoré 

sprostredkovávajú expresiu VRN-H1 počas vernalizácie (Hemming et al., 2009; Oliver et al., 2009; 

Szűcs et al., 2007). Promotor génu VRN-H1 je popísaný pomerne detailne, čo sa týka cis regulačných 

motívov oproti prvému intrónu VRN-H1 génu. Taktiež pri príprave konštruktov sa Alonso-Peral et al. 

(2011) a Deng et al. (2015) zamerali predovšetkým na popísanie vplyvu promotoru na expresiu                  

VRN-H1 v procese vernalizácie. Jednotlivé kultivary zimného rastového typu sa však odlišujú v dĺžke 

chladového pôsobenia potrebného k naplneniu vernalizačného nároku. U pšenice bolo zistené, že 

predovšetkým prvý intrón génu VRN-A1 je zodpovedný za variabilitu vo vernalizačnom nároku. Kippes 
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et al. (2015) popísal SNP vo väzbovom mieste proteínu GLYCINE RICH RNA-BINDING PROTEIN 2 

(GRP2) v rámci prvého intrónu VRN-A1 génu. Tento región je označený ako RNA Immune Precipitation 

fragment 3 (RIP3). V nadväznosti na to Kippes et al. (2018) zistili, že polymorfizmy v regióne RIP3 

sú asociované s variabilitou vo vernalizačnom nároku medzi jednotlivými kultivarmi pšenice 

rozdielneho geografického pôvodu. Polymorfizmus v RIP3 by mohol byť využitý v šľachtiteľstve 

k príprave nových kultivarov prispôsobených oblastiam s odlišnou dĺžkou a intenzitou chladového 

pôsobenia. Práve regióny zodpovedné za variabilitu vo vernalizačnom nároku by mohli byť 

lokalizované u jačmeňa taktiež rámci prvého intrónu a preto je štúdium tejto oblasti dôležité. 

 

Skríning mapovacej populácie jačmeňa siateho 

 Charakterizácia génov zodpovedných za agronomicky dôležité vlastnosti ako je napríklad 

výnos vyžaduje identifikáciu a pochopenie mechanizmu účinku génov, ktoré sa podieľajú na výslednom 

fenotype. Jedným z hlavných postupov pri identifikácii nových génov je mutagenéza s následnou 

analýzou fenotypu.  

V rámci diplomovej práce bola analyzovaná mutovaná M2 populácia ozimného kultivaru 

jačmeňa siateho Antonelly s cieľom identifikovať nové gény v kaskáde kvitnutia. Táto generácia bola 

vysadená na pole na jar, konkrétne 1.4.2020 (dlhý deň). Od tohto obdobia neboli zaznamenané žiadne 

výrazne výkyvy teplôt, ktoré by mohli túto populáciu čiastočne vernalizovať. Celkovo bolo 

identifikovaných 34 kandidátov, ktorí vykvitli bez prechádzajúceho chladového pôsobenia v rozmedzí 

58–89 dní. Predpokladá sa, že za skoré kvitnutie bez vernalizácie je zodpovedný gén, ktorý reguluje 

expresiu hlavného aktivátora kvitnutia, génu VRN-H1, u ktorého došlo pôsobením ENU k mutácii. 

U troch kandidátov, ktorí vykvitli ako prví (58 dní) bola pozorovaná zmena zo 6 radového klasu 

na 2 radový klas. Títo kandidáti boli taktiež nízkeho vzrastu. Čo sa týka evolučného hľadiska, tak divé 

jačmene majú 2 radový klas a až u domestikovaného jačmeňa sa objavuje 6 radový klas. Za tento 

prechod z 2 radového klasu na 6 radový klas je zodpovedná mutácia v géne SIX-ROWED SPIKE 1 

(VRS1). Táto mutácia spôsobuje inaktiváciu génu VRS, ktorý za normálnych okolností reprimuje 

expresiu génov zodpovedných laterálnu fertilitu (Komatsuda et al., 2007). Bolo identifikovaných 

ďalších 11 VRS génov (Lundqvist et Lundqvist, 1988), pričom 5 z nich je zodpovedných za zmenu z 2 

radového jačmeňa na 6 radový. Väčšina z týchto génov sú transkripčné faktory, napríklad gén VRS3 

kóduje Jumonji C‐type (JMJC) H3K9me2/3 demetylázu, ktorá reguluje expresiu ďalších génov VRS, 

metabolizmus hormónov a stresovú signalizáciu (Esse et al., 2017). Deng et al. (2015) analyzovali 

väzbové miesta transgénu VRN1-HA, medzi ktoré patril práve aj gén VRS1. U prvých troch kultivarov 

mohlo dôjsť k zvýšeniu expresie VRN-H1 naviazaním transkripčného faktora, ktorého aktivita bola 

zmenená pôsobením ENU do promotovej oblasti, čo sa prejavilo extrémne rýchlym kvitnutím bez 

vernalizácie. Keďže sa VRN-H1 viaže do promotora VRS1, tak zvýšená hladina transkriptov VRN-H1 

mohla mať vplyv na indukciu expresie VRS1 a tým pádom zmenu architektúry klasu. Zvyšných 31 

kandidátov však malo 6 radový klas a prvý z nich kvitol až po ďalších 14 dňoch. U všetkých kandidátov 
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bola pozorovaná redukcia počtu odnoží, kratší klas a nižší počet zŕn v klase. Tento popísaný fenotyp 

je spôsobený rýchlym vývojom kvetenstva a bol pozorovaný predovšetkým u najrýchlejšie kvitnúcich 

kandidátov. Väčšina kandidátov mala maximálne 2 odnože a len 7 kandidátov malo 3–4 odnože. 

Výnimkou boli dvaja kandidáti, ATL_A25 so 7 odnožami a ATL_A26 s 13 odnožami.  

Kandidáti boli najskôr popísaní na úrovni fenotypu, ale bolo potrebné taktiež zistiť, či nedošlo 

ku kontaminácii jarnými kultivarmi Golden Promise (2 radový klas) a Morex (6 radový klas), ktoré boli 

vysadené na tomto mieste v predchádzajúcej sezóne. Taktiež bolo potrebné zistiť, či nedošlo k mutácii 

niektorého z hlavných génov vernalizačnej (VRN-H1, VRN-H2) a fotoperiodickej dráhy (Ppd-H1). 

Alelická konštitúcia týchto génov bola zistená pomocou PCR so špecifickými primerami, ktoré 

identifikujú polymorfizmy odlišujúce recesívnu a dominantnú alelu. Tieto primery boli použité 

vo viacerých štúdiách k identifikácii alelickej konštitúcie a rastového typu rôznych kultivarov jačmeňa 

(Cockram et al., 2009, Jones et al., 2008; Szűcs et al., 2007). Antonella je ozimný kultivar s recesívnym 

vrn-H1, dominantným VRN-H2 a recesívnym ppd-H1. Bolo zistené, že všetci kandidáti (okrem 

ATL_A9) majú vrn-H1 a VRN-H2. V prípade génu Ppd-H1 bola u 6 kandidátov detekovaná dominantná 

alela Ppd-H1. Prítomnosť dominantnej alely (senzitívna) umožňuje kvitnutie až pri podmienkach dlhého 

dňa. Recesívna alela nie je senzitívna voči dĺžke dňa. Expresia génu Ppd-H1 je počas noci inhibovaná 

tzv. nočným komplexom, ktorý zahŕňa gény HvELF3, HvLUX1, PhyC. Mutácia niektorého z génov 

nočného komplexu v rámci cirkadiánnych hodín vedie k zvýšenej expresii HvFT1 (VRN-H3) 

a skoršiemu kvitnutiu. Faure et al. (2012) zistili, že mutáciou génu HvELF3 (eam8) dochádza 

ku skorému kvitnutiu prostredníctvom indukcie expresie HvFT1 (VRN-H3) nezávisle na alelickej 

konštitúcii génu Ppd-H1. Spontánne a indukované mutácie tohto génu sa využívajú u kultivarov 

pestovaných v lokalitách s krátkym vegetačným obdobím (Lundqvist, 2009). Rodina FT-like génov 

je charakteristická rôznymi duplikáciami a ich následnou diverzifikáciou. Napríklad gén HvFT1         

(VRN-H3) je nositeľom polymorfizmov v rámci promotoru, prvého intrónu a taktiež bola u tohto génu 

popísaná tzv. copy number variation (CNV). Bolo zistené, že viac kópií tohto génu je spojených 

s jeho vyššou expresiou a skorším kvitnutím, pričom stále prevláda splnenie vernalizačného nároku 

(Nitcher et al., 2013). U jačmeňa bolo charakterizovaných 12 HvFT génov, pričom funkcia väčšiny 

z nich nie je stále známa. Pieper et al. (2020, p. 4) nedávno popísali funkciu HvFT4, pričom zistili, že 

jeho nadmerná expresia u jarného kultivaru Golden Promise stojí za neskorým kvitnutím, znížením 

počtu klasov a zŕn v rámci klasu. Taktiež bolo pozorované zníženie expresie génov, ktoré sú dôležité 

v iniciácii kvitnutia. HvFT4 bol identifikovaný ako represor kvitnutia u jačmeňa. V prípade jeho 

mutácie by však došlo k opačnému efektu a skoršiemu kvitnutiu. Je však možné, že došlo k mutácii 

ďalšieho génu z FT-like rodiny. Každopádne popísanie funkcie ďalších génov tejto rodiny je dôležité 

aj zo šľachtiteľského hľadiska kvôli vplyvu na morfológiu klasu a samotného výnosu.  

Nízka úroveň expresie génu VRN-H1 u ozimných kultivarov pred chladovým pôsobením 

je spojená s H3K27me3 a neaktívnym stavom chromatínu na rozdiel od jarných kultivarov (Oliver et al., 

2009). V rámci mutagenézy mohlo dôjsť k strate funkcie PRC2, ktorý je pravdepodobne zodpovedný 
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za tento metylačný stav a tým pádom ku skorému kvitnutiu. Okolitá teplota má veľký vplyv 

na reprodukčný vývoj a úrodu u obilnín mierneho pásma. Ejaz et von Korff (2017) poukazujú na to, že 

gény fotoperiodickej a vernalizačnej dráhy majú vplyv na dobu kvitnutia a výnos v závislosti na teplote. 

Zvýšenie teploty počas vernalizácie dokonca reaktivuje hlavných represorov kvitnutia v prípade VRN2 

v závislosti od fotoperiódy a ODDSOC2 nezávisle od fotoperiódy (Dixon et al., 2019). Náš pokus bol 

uskutočnený na poli a tak mohlo dôjsť k regulácii expresie génov abiotickými faktormi ako sú teplota, 

či sucho. Preto je potrebné kandidátne rastliny verifikovať v kontrolovaných podmienkach a tieto 

vplyvy vylúčiť. Identifikácia génu respektíve génov, ktoré boli mutované v rámci mutagenézy ENU 

bude predmetom ďalšieho štúdia.  

 

Analýza sekvenčných motívov a konštrukcia fylogenetickej príbuznosti VRN-H1 génov 

Pomocou sekvenčnej analýzy VRN-H1 génu u 22 kultivarov boli popísané motívy v rámci 

promotoru a prvého intrónu, ktoré by mohli súvisieť s vernalizačným nárokom, či toleranciou voči 

chladu.  

V rámci prvého intrónu je popísaný tzv. kritický vernalizačný región o veľkosti 436 bp v 2,8 kb 

oblasti. Tento región je sekvenčne konzervovaný medzi pšenicou a jačmeňom, a predpokladá sa, 

že obsahuje motív zodpovedný za vernalizačný nárok u ozimných kultivarov, keďže sa nenachádza 

u jarných kultivarov (Fu et al., 2005; von Zitzewitz et al., 2005). V sekvenčnej analýze bol kritický 

vernalizačný región identifikovaný u všetkých ozimných kultivarov vrátane divého 

H. vulgare ssp. spontaneum (B1K-04-12), ktorý mal v tomto mieste SNP. Kritický vernalizačný región 

bol identifikovaný aj u 3 jarných kultivarov (Akashinriki, HOR7552, ZDM01467). Hemming et al. 

(2009) tvrdia, že kritický vernalizačný región nie je zodpovedný za represiu VRN-H1 pred vernalizáciou, 

pretože bol identifikovaný u dvoch novo popísaných aliel exprimovaných bez vernalizácie. Na základe 

veľkosti delécie porovnanej s alelami popísanými Hemming et al. (2009) nesú Akashinriki, HOR7552, 

ZDM01467 práve novo popísanú alelu HvVRN1-8. Hemming et al. (2009) popísali 1 kb región v rámci 

2,8 kb oblasti v rámci prvého intrónu, ktorý nezahŕňa kritický vernalizačný región. Tento 1 kb 

bol v rámci sekvenčnej analýzy identifikovaný len u ozimných kultivarov a fakultatívny kultivar 

OUN33 mal v tejto oblasti deléciu. V rámci tejto oblasti boli u ozimných kultivarov popísané motívy 

bohaté na AT opakovania identifikované ako S/MAR, ktoré sú zapojené do štruktúry chromatínu 

a kontroly transkripcie spojenej so zníženou expresiou (Rudd et al., 2004).  

Pred vernalizáciou je expresia génu VRN-H1 potlačená a bolo zistené, že by to mohlo súvisieť 

s metylačným stavom chromatínu. Pred vernalizáciou bola detekovaná vysoká hladina H3K27me3, 

ktorá je spojená s neaktívnym chromatínom. Delécia v prvom intróne VRN-H1 je spojená s jeho 

vysokou bazálnou expresiou, skorým kvitnutím a nízkou hladinou H3K27me3. V oblasti prvého intrónu 

sa pravdepodobne nachádza väzbové miesto pre PRC2, čo vedie k nižším hladinám H3K27me3 

u jarných kultivarov (Oliver et al., 2009).  
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V rámci prvého intrónu boli identifikované taktiež transponovateľné elementy, konkrétne 

Lolaog a MITE. Transponovateľné elementy zohrávajú úlohu vo veľkosti, štruktúre, polymorfizme 

a vývoji genómu, a taktiež v regulácie génovej expresie. MITE sa líši od klasických DNA transpozónov 

svojou malou veľkosťou a vysokým počtom kópií. Vďaka svojej veľkosti sa často vyskytuje v rámci 

promotorov, neprekladaných oblastí a intrónov génov (Oki et al., 2008). U pšenice bol identifikovaný 

MITE v rámci prvého intrónu u T. timopheevii u dominantnej VRN-A1 alely. Predpokladá sa, že 

táto mutácia je zodpovedná za vznik jarného typu a bola ukotvená počas domestikácie pšenice 

(Shcherban et al., 2016). Podobná duplikácia bola identifikovaná v TATA-boxe v rámci promotoru 

dominantnej VRN-A1 alely T. aestivum. Táto mutácia môže byť zodpovedná za vznik alternatívneho 

promotoru, či regulačného miesta s následnou moduláciou transkripcie a vernalizačného nároku (Yan et 

al., 2004). Prítomnosť elementu MITE nie je u jačmeňa spojená s rastovým zvykom, keďže sa nachádza 

u jarných aj ozimných kultivarov. Cockram et al. (2009) identifikovali element MITE na 5´konci 

intrónu VRN-H1 u jarných aliel HvVRN1-4 a HvVRN1-7 a ozimnej alely HvVRN1-6. U zvyšných 

jarných aliel a ozimnej alely HvVRN1 chýbal. Element MITE na 3´konci prvého intrónu zase nebol 

popísaný u alely HvVRN1-6, ale nachádzal sa u HvVRN1 a aliel HvVRN1-5 a HvVRN1-7. To sa zhoduje 

s výsledkami sekvenčnej analýzy, v ktorej bolo taktiež zistené, že alela HvVRN1-8 má na 5´aj 3´konci 

intrónu MITE. Taktiež bolo zistené, že fakultatívny kultivar OUN333 je nositeľom alely HvVRN1-9, čo 

by vysvetľovalo variabilitu v rýchlosti kvitnutia popísanú Hemming et al (2009). Alela HvVRN1-9 

taktiež nesie na oboch koncoch prvého intrónu element MITE. Retroelement Lolaog patrí medzi long 

terminal repeat (LTR) retrotranspozóny do skupiny Gypsy. Retrotranspozóny Gypsy sa nachádzajú 

prevažne v heterochromatíne, kde sa podieľajú na udržaní stability a znížení expresie. Naopak LTR 

retrotranspozóny Copia sú typické pre euchromatínové oblasti. V rámci intrónu bol identifikovaný 

Lolaog u všetkých ozimných kultivarov, pričom kultivar HOR21599 nesie v tomto mieste deléciu 

o veľkosti 500 bp, z čoho vyplýva, že je nositeľom ozimnej alely HvVRN1-6. Fakultatívny kultivar 

OUN333 obsahuje len 500 bp z retrotranspozónu Lolaog. Intaktný Lolaog v rámci prvého intrónu         

VRN-H1 génu má veľkosť 1,051 kb. Jarné kultivary Akashinriki, HOR7552 a ZDM0147 nesú 807 bp 

z Lolaog, čo odpovedá alele HvVRN1-8 (Hemming et al., 2009). Kultivary HOR9043, HOR10350 

a RGT Planet majú v rámci delécie v prvom intróne o veľkosti približne 6691 kb inzerciu 26 bp 

na začiatku tejto delécie (162 nukleotidov). V literatúre táto alela nie je popísaná, každopádne sa môže 

jednať o chybu v rámci sekvenovania a jedná sa pravdepodobne o alelu HvVRN1-2.  

Predpokladá sa, že oblasť prvého intrónu je spojená s represiou VRN-H1 pred vernalizáciou. 

Naopak sekvenčné motívy v rámci promotoru by mohli zohrávať úlohu v aktivácii transkripcie          

VRN-H1 pôsobením chladu (Alonso-Peral et al., 2011). Pomocou sekvenčnej analýzy boli v rámci 

promotorovej oblasti VRN-H1 identifikované viaceré cis regulačné motívy. Boli identifikované väzbové 

miesta CRT/DRE pre CBF a INDUCER OF CBF1 (ICE1). Nízke teploty môžu indukovať expresiu CBF 

v rastlinách a zvyšovať tak ich odolnosť voči mrazu (Thomashow, 2010). Pred začiatkom transkripcie 

bol identifikovaný malý upstream čítací rámec (upstream open reading frame; uORF) kódujúcich 13 
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aminokyselín na 5´konci cDNA VRN-H1. Tieto uORF sú konzervované medzi ortológmi VRN1 

v obilninách mierneho pásma. Malé uORF pravdepodobne znižujú transláciu z hlavného ORF znížením 

iniciačnej rýchlosti, či schopnosti ribozómu rozpoznať začiatok translácie a taktiež majú vplyv 

na stabilitu mRNA (Hood et al., 2009) Alonso-Peral et al. (2011) zistili, že uORF nie sú dôležité 

pre zahájenie transkripcie v procese vernalizácie. Každopádne by však mohli mať vplyv 

na posttranskričpnú reguláciu VRN1.  

V rámci promotorovej oblasti boli u všetkých analyzovaných kultivarov identifikované 3 

CArG-boxy. Jeden sa nachádza 157 bp pred začiatkom transkripcie a práve v tomto CArG-boxe bol 

u dvoch jarných kultivarov identifikovaný SNP. CArG-box predstavuje typické väzbové miesto 

pre MADS-box transkripčné faktory, napríklad aj pre VEGETATIVE TO REPRODUCTIVE 

TRANSITION GENE 2 (VRT2; Kane et al., 2007). Predpokladalo sa, že tento gén má funkciu represora 

v procese vernalizácie, ale ďalšie analýzy ukázali, že jeho hladina sa pôsobením chladu zvyšuje rovnako 

ako VRN1 (Trevaskis et al., 2007). Delécie v rámci CArG-boxu boli identifikované predovšetkým 

u dominantných aliel VRN1. Preto sa predpokladalo, že tento región je dôležitý v regulácii expresie 

VRN1 pri chladovom pôsobení. Každopádne táto hypotéza bola vyvrátená (Pidal et al., 2009). 

 Von Zitzewitz et al. (2005) identifikovali v rámci promotorovej oblasti 3 diagnostické regióny, 

ktorými sa od seba odlišujú jarné a ozimné kultivary. Výsledky sekvenčnej analýzy sa nezhodovali 

s von Zitzewitz et al. (2005) a všetky regióny popísané ako diagnostické sa nachádzali u kultivarov 

nezávisle od ich rastového typu. Jedná sa napríklad o región, v ktorom majú všetky jarné kultivary 

inzerciu CTA a ozimné naopak deléciu. V tomto mieste bola identifikovaná delécia u jarných kultivarov 

Akashinriky, HOR7552 a ZDM01467, ktoré sú nositeľmi alely HvVRN1-8. Naopak ozimný kultivar 

HOR21599 (alela HvVRN1-6) mal v tomto mieste inzerciu TAC. To pravdepodobne súvisí s tým, že 

práve kultivary, ktoré sa nezhodovali boli objavené až Hemming et al. (2009). V prípade ďalšieho 

diagnostického regiónu by sa mohlo jednať o chybu v sekvenovaní. Inzercia ACCCA je typická 

pre jarné kultivary. Každopádne deléciu v tejto oblasti mali len 4 ozimné kultivary, konkrétne Antonella, 

Igri, Strider, HOR3081 (alela HvVRN1) a jarný kultivar ZDM01467 (alela HvVRN1-8). Jarné kultivary 

Akashinriki a HOR7552 (alela HvVRN1-8) mali len ACC. Ďalším diagnostickým regiónom je oblasť, 

kde sa nachádza SNP (C/T), pričom C je typické pre kultivary s jarným rastovým typom a T 

pre kultivary zimného rastového typu. Každopádne jariny s alelou HvVRN1-8 mali v tomto mieste T, 

a ozimy HOR21599 (alela HvVRN1-6), B1K-04-12 (alela HvVRN1) a fakultatívny kultivar OUN333 

(alela HvVRN1-9) mali C. 

Skutočný vplyv jednotlivých sekvenčných motívov v rámci promotoru a prvého intrónu nie 

je stále dostatočne popísaný. 
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7 Záver 

 Gén VRN-H1 je hlavným integrátorom signálov z vernalizačnej dráhy u ozimných kultivarov, 

ktorej výsledkom je samotné kvitnutie. K iniciácii kvitnutia u ozimných kultivarov predchádza dlhodobé 

pôsobenie chladu. Mechanizmy, ktoré aktivujú expresiu VRN-H1 v procese vernalizácie však 

nie sú stále dostatočne popísané. Predpokladá sa, že prvý intrón génu VRN-H1 zohráva úlohu v jeho 

represii pred vernalizáciou a promotor na ňu reaguje inicáciou expresie VRN-H1. Za účelom bližšej 

charakterizácie vplyvu promotoru a oblasti prvého intrónu boli v rámci diplomovej práce pripravené 

dva konštrukty, v ktorých bol promotor a CDS VRN-H1 fúzované s reportérovým génom GUS pomocou 

metódy Gibson Assembly. Pomocou následnej prípravy reportérových línií je možné sa priblížiť 

k pochopeniu mechanizmu vernalizácie na molekulárnej úrovni či sledovať expresiu VRN-H1 v rôznych 

štádiách vernalizácie a v rôznych pletivách.  

 V rámci genetického skrínu mutovanej populácie ozimného kultivaru jačmeňa siateho 

Antonelly bolo identifikovaných 34 kandidátnych línií, u ktorých bolo zaznamenané skoré kvitnutie 

bez predchádzajúceho chladového pôsobenia, pričom ani u jedného nedošlo k mutácii génu VRN-H1 

a hlavného represora kvitnutia VRN-H2. Identifikácia mutovaného génu, prípadne génov bude 

predmetom ďalšieho štúdia.  

 V neposlednom rade bola prevedená sekvenčná analýza génu VRN-H1 u 22 kultivarov jačmeňa 

siateho za cieľom identifikovať polymorfizmy spojené s výsledným fenotypom. V rámci tejto analýzy 

boli bližšie popísané alely HvVRN1-8 a HvVRN-9, ale neboli objavené nové motívy zodpovedné 

za rastový typ u analyzovaných kultivarov. Pomocou fylogenetickej analýzy boli popísané vzťahy 

medzi jednotlivými alelami génu VRN-H1. Identifikácia motívov spojených s rastovým typom v rámci 

promotoru a prvého intrónu je dôležitá z hľadiska variability vo vernalizačnom nároku a v samotnej 

dobe kvitnutia, čo vedie k bližšiemu pochopeniu tohto komplikovaného procesu, ktorý je regulovaný 

nielen na genetickej ale aj na epigenetickej úrovni.  
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Príloha 1: Zoznam kandidátov a alelická konštitúcia testovaných génov (VRN-H1, Ppd-H1, VRN-H2: ZCCT-Ha, ZCCT-Hb, ZCCT-Hc). D – dominantná 

alela, R – recesívna alela, + – amplifikovaný produkt, - – žiaden produkt. 

Označenie 
 

Sadenie Kvitnutie 
Počet 

dní 

Počet 

odnoží 

Počet 

radov 

VRN-H1 

primer 1 

VRN-H1 primer 

3 (616/574 bp) 

VRN-H1 

alela 
Ppd-H1 

VRN-H2 

(ZCCT-Ha) 

VRN-H2 

(ZCCT-Hb) 

VRN-H2 

(ZCCT-Hc) 

ATL_A1  01.04.2020 29.05.2020 58 2 2 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A2  01.04.2020 29.05.2020 58 1 2 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A3  01.04.2020 29.05.2020 58 1 2 + 616 HvVRN1 D + + + 

ATL_A4  01.04.2020 13.06.2020 73 2 6 + 616 HvVRN1 R + + - 

ATL_A5  01.04.2020 16.06.2020 76 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A6  01.04.2020 16.06.2020 76 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A7  01.04.2020 18.06.2020 78 2 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A8  01.04.2020 22.06.2020 82 4 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A9  01.04.2020 19.06.2020 79 - 6 - - - - - - - 

ATL_A10  01.04.2020 19.06.2020 79 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A12  01.04.2020 19.06.2020 79 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A13  01.04.2020 19.06.2020 79 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A14  01.04.2020 19.06.2020 79 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A15  01.04.2020 19.06.2020 79 5 6 + 616 HvVRN1 D + + + 

ATL_A16  01.04.2020 19.06.2020 79 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A17  01.04.2020 19.06.2020 79 3 6 + 616 HvVRN1 D + + + 

ATL_A18  01.04.2020 19.06.2020 79 2 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A19  01.04.2020 26.06.2020 86 2 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A20  01.04.2020 26.06.2020 86 4 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A21  01.04.2020 26.06.2020 86 2 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A22  01.04.2020 27.06.2020 87 2 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A23  01.04.2020 26.06.2020 86 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A24  01.04.2020 26.06.2020 86 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A25  01.04.2020 26.06.2020 86 7 6 + 616 HvVRN1 R + + + 



2 

 

 

 

 

  

ATL_A26  01.04.2020 26.06.2020 86 13 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A27  01.04.2020 26.06.2020 86 2 6 + 616 HvVRN1 D + + + 

ATL_A28  01.04.2020 27.06.2020 87 3 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A28!  01.04.2020 27.06.2020 87 3 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A29  01.04.2020 27.06.2020 87 2 6 + 616 HvVRN1 D + + + 

ATL_A30  01.04.2020 27.06.2020 87 1 6 + 616 HvVRN1 D + + + 

ATL_A31  01.04.2020 28.06.2020 88 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A32  01.04.2020 28.06.2020 88 4 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A33  01.04.2020 29.06.2020 89 1 6 + 616 HvVRN1 R + + + 

ATL_A34  01.04.2020 29.06.2020 89 2 6 + 616 HvVRN1 R + + + 
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Príloha 2: Mapy klonovacích vektorov pVO120, pjet1.2/blunt a pKGWS7 zobrazených 

pomocou programu SnapGene. 
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Príloha 3: Alignment promotorovej oblasti VRN-H1 génu u 21 kultivarov jačmeňa vytvorený 

v programe BioEdit. Podčiarknuté oblasti sú vysvetlené na konci alignmentu v legende vrátane 

sekvencie. 

                                                                                                                                                                               CArG    

Strider         ------ATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

Igri            AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR3081         AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR3365         AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR21599        AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

ZDM02064        AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

OUN333          AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

B1K-04-12       AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR13821        AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

Morex           AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

Akashinriki     AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

Barke           AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

Golden Promise  AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

Hockett         AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR7552         AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR8148         AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR9043         AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR10350        AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

HOR13942        AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

RGT Planet      AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

ZDM01467        AGGCCTATTCGTTTGCAATGCAGCACCTATGCCACACCGCTCTACTAGTTCCCAATTTAAGAGTGGATTATTTGATCACGGGATCATCTATTCCCTATAA  

 

 

Strider         AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

Igri            AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR3081         AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR3365         AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR21599        AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

ZDM02064        AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

OUN333          AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

B1K-04-12       AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR13821        AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

Morex           AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

Akashinriki     AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

Barke           AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGACGCT  

Golden Promise  AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

Hockett         AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR7552         AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR8148         AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR9043         AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR10350        AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

HOR13942        AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

RGT Planet      AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

ZDM01467        AACTTTGAGATGTTTTCTATGAAGTATGGTTTACACAGTATATCTGATCTAAATATTGGTTTTGCATTCTTGGAAACACACTGCAAAGTTTAGGGATGCT  

 

 

Strider         CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAACAGTATATTTTTTTTCC-ATAAAGAGTGTACATCTA  

Igri            CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAACAGTATATTTTTTTTCC-ATAAAGAGTGTACATCTA  

HOR3081         CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAACAGTATATTTTTTTTCC-ATAAAGAGTGTACATCTA  

HOR3365         CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTCCCATAAAGAGTGTACATCTA  

HOR21599        CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

ZDM02064        CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTCC-ATAAAGAGTGTACATCTA  

OUN333          CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

B1K-04-12       CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATAC-------------------------------------------------------------------  

HOR13821        CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

Morex           CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

Akashinriki     CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCCAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTCC-ATAAAGAGTGTACATCTA  

Barke           CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTTCCATAAAGAGTGTACATCTA  

Golden Promise  CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

Hockett         CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

HOR7552         CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCCAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTCC-ATAAAGAGTGTACATCTA  

HOR8148         CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

HOR9043         CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTCC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

HOR10350        CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTCC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

HOR13942        CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

RGT Planet      CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCAAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTCC--ATAAAGAGTGTACATCTA  

ZDM01467        CATGTTTGTATCTTTTCAATCATAGAGATATACTCCCTCCGTCCGTCCAAAACTGTGCATCTAGCAGTATATTTTTTTTCC-ATAAAGAGTGTACATCTA  

 

 

Strider         CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

Igri            CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

HOR3081         CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

HOR3365         CATTTTTTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

HOR21599        CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

ZDM02064        CATTTTTTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

OUN333          CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

B1K-04-12       ----------------------------------------------------------------------------------------------------  

HOR13821        CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

Morex           CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

Akashinriki     CATCTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAACT  

Barke           CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTACATTAACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

Golden Promise  CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

Hockett         CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

HOR7552         CATCTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAACT  

HOR8148         CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

HOR9043         CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

HOR10350        CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

HOR13942        CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

RGT Planet      CATTTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAATT  

ZDM01467        CATCTTCTATGCGCTTAGCTTTTAATTTAACCGGTATTAAGTGACTAATGTAGTA-----ACTTGTGCTCTAGCTATTGGCTGCATGCCTAACCTTAACT  
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Strider         ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTATTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

Igri            ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTATTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

HOR3081         ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTATTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

HOR3365         ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTATTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

HOR21599        ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

ZDM02064        ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTATTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

OUN333          ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTATACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTTTTTC  

B1K-04-12       ----------------------------------------------------------------------------------------------------  

HOR13821        ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

Morex           ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

Akashinriki     ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

Barke           ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

Golden Promise  ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

Hockett         ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

HOR7552         ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

HOR8148         ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

HOR9043         ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTTTTTC  

HOR10350        ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTTTTTC  

HOR13942        ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

RGT Planet      ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTTTTTC  

ZDM01467        ACTGCATGCAGCAACGTTCATTTAATCTTCTTTTCTCAATGGTTGTATGTACACATAAGTCTGTTACTTTTGTACAATAATTATGTCATGGAGGTCTTTC  

 

 

Strider         TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

Igri            TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR3081         TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR3365         TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR21599        TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGATTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

ZDM02064        TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

OUN333          TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

B1K-04-12       ----------------------------------------------------ACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR13821        TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGATTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

Morex           TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGATTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

Akashinriki     TTAGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

Barke           TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGAAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

Golden Promise  TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGATTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

Hockett         TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGATTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR7552         TTAGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR8148         TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGATTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR9043         TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR10350        TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

HOR13942        TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGATTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

RGT Planet      TTGGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

ZDM01467        TTAGTCTATGTGCAAATCTCTGTATGCACGGTTTTTGGCGGACGGAGGGAGTACACGACATATTCACAAGCAAAAAAGAAAAAGTTGGACATGGCATATT  

 

 

Strider         CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

Igri            CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR3081         CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR3365         CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR21599        CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

ZDM02064        CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

OUN333          CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

B1K-04-12       CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATTCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR13821        CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

Morex           CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

Akashinriki     CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

Barke           CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

Golden Promise  CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

Hockett         CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR7552         CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR8148         CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR9043         CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR10350        CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

HOR13942        CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

RGT Planet      CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

ZDM01467        CGCAAAAAAAGAAATAAGAAAAGAGAAGAGATGTGCATGGCATGATTGTGAAACCTATCCTCATCGATCGTAAAAAGCGGTATTGGTATTTTTAGGGGAA  

 

 

Strider         TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

Igri            TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR3081         TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR3365         TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR21599        TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

ZDM02064        TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

OUN333          TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTTTTCTGTTTGTCATCATAAACG  

B1K-04-12       TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTTTTCTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR13821        TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

Morex           TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

Akashinriki     TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

Barke           TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

Golden Promise  TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

Hockett         TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR7552         TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR8148         TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR9043         TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR10350        TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

HOR13942        TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

RGT Planet      TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  

ZDM01467        TAAAGAGCGCTATTGGTGGTTGCTGGTTACATCGAATGGTTGCAAAGTGGTCATTTGACAAGCACGCATGTGGGCTTTAT-CTGTTTGTCATCATAAACG  
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Strider         ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

Igri            ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR3081         ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR3365         ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR21599        ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGGCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

ZDM02064        ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

OUN333          ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

B1K-04-12       ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR13821        ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

Morex           ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGGCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

Akashinriki     ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATGAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

Barke           ATAAATGGGTCAAGATTCATAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

Golden Promise  ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGGCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

Hockett         ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGGCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR7552         ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATGAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR8148         ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGGCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR9043         ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR10350        ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

HOR13942        ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGGCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

RGT Planet      ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATCAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

ZDM01467        ATAAATGGGTCAAGATTCACAGATGAGAGAATACGTCGTCAAAGTCTCGAACACTTCACTGCGTGGTCTACTGGGCCCAATAGCAGTTTTAGTGAACAAA  

 

 

Strider         CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

Igri            CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR3081         CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR3365         CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR21599        CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

ZDM02064        CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

OUN333          CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

B1K-04-12       CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR13821        CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

Morex           CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

Akashinriki     CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

Barke           CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCAATTTTTTAATA  

Golden Promise  CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

Hockett         CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR7552         CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR8148         CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR9043         CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR10350        CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

HOR13942        CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

RGT Planet      CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTT-----GTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

ZDM01467        CCATTTTAGTGCTGCAATAGTTTCAGCACGATCCTTTCCTTTGTACCGAGAAGCCGGTCACCGCAGATATATCACATGCACTTTCCGCATTTTTTTAATA  

 

                                                                                              W/S 
Strider         TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

Igri            TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR3081         TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR3365         TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR21599        TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

ZDM02064        TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

OUN333          TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

B1K-04-12       TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACAGAGCGTTT--TTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR13821        TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

Morex           TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

Akashinriki     TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACTGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

Barke           TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTT--TTTTTTTGTGAGAAGGAGAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

Golden Promise  TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

Hockett         TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR7552         TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACTGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR8148         TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR9043         TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR10350        TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

HOR13942        TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

RGT Planet      TTATATCACATGCACAGTTCTACTACAAGACATACACAGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

ZDM01467        TTATATCACATGCACAGTTCTAC---AAGACATACACTGAGCGTTTATTTTTTTTGTGAGAAGGAAAACACATGAGCCGTTTCAACATCGCATGATTCGA  

 

 

Strider         CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

Igri            CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR3081         CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR3365         CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR21599        CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

ZDM02064        CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

OUN333          CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

B1K-04-12       CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR13821        CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

Morex           CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

Akashinriki     CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

Barke           CGGTGGGCAACAGTGTATTGATGGATGTAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

Golden Promise  CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

Hockett         CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR7552         CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR8148         CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR9043         CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGACGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR10350        CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGACGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

HOR13942        CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

RGT Planet      CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGACGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  

ZDM01467        CGCTGGGCAACAGTGTATTGATGGGTGGAGGACTGGTCGGCGCACACGCGCGCACAGTACCCCTACTCCGGCGGGAGTATCTTCCATTCATTCCAGAAAT  
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                       CRT             CArG                                      CRT                     W/S                                                                                                            W/S 

Strider         ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCC-----ACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTCGCGTCAATCATGC  

Igri            ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCC-----ACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTCGCGTCAATCATGC  

HOR3081         ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCC-----ACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTCGCGTCAATCATGC  

HOR3365         ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTTAAAAGTCCAGCTC-----AATCATGC  

HOR21599        ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

ZDM02064        ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCATGC  

OUN333          ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

B1K-04-12       ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

HOR13821        ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCATGC  

Morex           ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

Akashinriki     ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCC-----ACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCATGC  

Barke           ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

Golden Promise  ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

Hockett         ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

HOR7552         ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCC-----ACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCATGC  

HOR8148         ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

HOR9043         ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

HOR10350        ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

HOR13942        ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

RGT Planet      ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCCAACCCACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCACGC  

ZDM01467        ACGCGGGTCGGCCAAAAGTAGAAAAATACACTGCGCCGACCCAACCC-----ACACGCAGCAACGGTTCGCGTCAAAAGTCCAGCTC-----AATCATGC  

 

 

Strider         ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

Igri            ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

HOR3081         ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

HOR3365         ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

HOR21599        ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

ZDM02064        ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

OUN333          ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

B1K-04-12       ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCACCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

HOR13821        ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

Morex           ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

Akashinriki     ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

Barke           ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

Golden Promise  ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

Hockett         ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

HOR7552         ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

HOR8148         ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

HOR9043         ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCCGCCCCGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

HOR10350        ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCCGCCCCGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

HOR13942        ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

RGT Planet      ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCCGCCCCGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCGGGGGCG  

ZDM01467        ACGCACACGGTAGACGCGCTGCGAGCGGAGGCGGAACCCATCCGTGTCTGCCCGCCCGCCC----CGCAGCCGCCCTCCCAAACGGGACAAGCCGGGGCG  

 

 

Strider         GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

Igri            GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

HOR3081         GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

HOR3365         GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

HOR21599        GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

ZDM02064        GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

OUN333          GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

B1K-04-12       GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

HOR13821        GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

Morex           GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

Akashinriki     GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGATCAGAGCCGTCCCGA  

Barke           GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

Golden Promise  GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

Hockett         GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

HOR7552         GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGATCAGAGCCGTCCCGA  

HOR8148         GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

HOR9043         GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

HOR10350        GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

HOR13942        GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

RGT Planet      GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGA  

ZDM01467        GCCCAAAACGAGCAAGGAAAGCAGCCTCCTACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGATCAGAGCCGTCCCGA  

 

 

Strider         GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

Igri            GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

HOR3081         GCCGCCCCTGACCTAGCCACCCAGCATTTCCTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGA  

HOR3365         GCCGCCCCTGACCTAGCCACCCAGCATTTCCTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGA  

HOR21599        GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

ZDM02064        GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

OUN333          GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

B1K-04-12       GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

HOR13821        GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

Morex           GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

Akashinriki     GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

Barke           GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

Golden Promise  GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

Hockett         GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

HOR7552         GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

HOR8148         GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

HOR9043         GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

HOR10350        GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

HOR13942        GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

RGT Planet      GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  

ZDM01467        GCCGCCCCTGACCTAGCCA---------------------------------------------------------------------------------  
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Strider         -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

Igri            -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

HOR3081         -----------------------------------------------------------------------------------------NNNNNNNNNNN  

HOR3365         ACTGTGGCAGCCCGCCCCCACGACCACCATCTCGCCTTCCATTTCCCTGGACGGACCAGAGCCGTCCCGAGCCGCCCCTGACCTAGCCACCCAGCATTTC  

HOR21599        -----------------------------------------------------------------------------------------GCCAGCATTTC  

ZDM02064        -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

OUN333          -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

B1K-04-12       -----------------------------------------------------------------------------------------GCCAGCATTTC  

HOR13821        -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

Morex           -----------------------------------------------------------------------------------------GCCAGCATTTC  

Akashinriki     -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

Barke           -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

Golden Promise  -----------------------------------------------------------------------------------------GCCAGCATTTC  

Hockett         -----------------------------------------------------------------------------------------GCCAGCATTTC  

HOR7552         -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

HOR8148         -----------------------------------------------------------------------------------------GCCAGCATTTC  

HOR9043         -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

HOR10350        -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

HOR13942        -----------------------------------------------------------------------------------------GCCAGCATTTC  

RGT Planet      -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

ZDM01467        -----------------------------------------------------------------------------------------CCCAGCATTTC  

 

 

Strider         CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

Igri            CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

HOR3081         NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN  

HOR3365         CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

HOR21599        CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCCATAT  

ZDM02064        CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

OUN333          CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

B1K-04-12       CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCCATAT  

HOR13821        CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

Morex           CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCCATAT  

Akashinriki     CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

Barke           CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

Golden Promise  CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCCATAT  

Hockett         CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCCATAT  

HOR7552         CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

HOR8148         CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCCATAT  

HOR9043         CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

HOR10350        CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

HOR13942        CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCCATAT  

RGT Planet      CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

ZDM01467        CTGTTTCGTCCCGCGCCGCCGTGACGTGACCGAGAAAAGCAAAAGAGGAAAAAGCGAAAATGCTAAAGGAAAAAACTCTGCTCTTTTATTCCTTCTATAT  

 

 

Strider         CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

Igri            CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

HOR3081         NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN---------------------------------NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN  

HOR3365         CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

HOR21599        CTACTCCAGCCTAGGGTACACACA---------------------------------CACACACTATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

ZDM02064        CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC---------------------------------------------------------TATATATATA----------  

OUN333          CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATATATATATATATATATATATATAAA----  

B1K-04-12       CTACTCCAGCCTAGGGTACACACA---------------------------------CACAC--TATACATATATATATATATATATATATA--------  

HOR13821        CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

Morex           CTACTCCAGCCTAGGGTACACACA---------------------------------CACACACTATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

Akashinriki     CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATATATATATATATATATATA----------  

Barke           CTACTCCAGCCTAGGGTACACACTATATATATATATATATATANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN  

Golden Promise  CTACTCCAGCCTAGGGTACACACA---------------------------------CACACACTATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

Hockett         CTACTCCAGCCTAGGGTACACACA---------------------------------CACACACTATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

HOR7552         CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATATATATATATATATATATA----------  

HOR8148         CTACTCCAGCCTAGGGTACACACA---------------------------------CACACACTATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

HOR9043         CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATACATATATATATATATATA----------  

HOR10350        CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATACATATATATATATATATATATA------  

HOR13942        CTACTCCAGCCTAGGGTACACACA---------------------------------CACACACTATATATATATATATATATATATATATATATATATA  

RGT Planet      CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATACATATATATATATATATAT--A------  

ZDM01467        CTACTCCAGCCTAGGGTACACAC-----------------------------------------TATATATATATATATATATATATATA----------  

 

 

Strider         TATATATATATATATATATATATAAAAGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

Igri            TATATATATATATA----------AAAGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR3081         NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAAAAGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR3365         --------------------------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR21599        TA------------------------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

ZDM02064        -----------------------------------------------AT-TTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

OUN333          --------------------------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

B1K-04-12       --------------------------------------AAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTATGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR13821        --------------------------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

Morex           TATATATATATATATATA--------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

Akashinriki     ------------------------A----------AAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

Barke           NNNNNNNNNNNNNATATATATATAAAAGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

Golden Promise  TATATATATATATATATA------TAAGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

Hockett         TATATATATATATATATA------TAAGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR7552         ------------------------A----------AAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR8148         TATATATATATATATA----------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR9043         --------------------------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR10350        --------------------------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

HOR13942        --------------------------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

RGT Planet      --------------------------AGTAGAAAAAAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  

ZDM01467        ------------------------A----------AAGAAGAAGAAAATGTTGCTCTACTGCTCTATGGTGTGGGTTTGTGGCGAGAAAAAATGATTTGG  
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                                                                                                         SPL       CRT             CRT  

Strider         GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

Igri            GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR3081         GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR3365         GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGAGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR21599        GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

ZDM02064        GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGAGCGGGCCCACGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

OUN333          GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGAGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

B1K-04-12       GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR13821        GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGAGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

Morex           GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

Akashinriki     GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

Barke           GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

Golden Promise  GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

Hockett         GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR7552         GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR8148         GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR9043         GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGCGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR10350        GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGCGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

HOR13942        GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

RGT Planet      GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGCGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

ZDM01467        GGAAAGCAATATGGGGGAGATTCGCGCGTACGATCGTCCGACACGTCGACACGGGGCGGGCCCGCGGTGGGGCATCGTGTGGCTGCAGGACCGCGGGGCC  

 

                                                   CAT                         ARF                                                                                                                                     TATA                                                            

Strider         CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

Igri            CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR3081         CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR3365         CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR21599        CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

ZDM02064        CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

OUN333          CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

B1K-04-12       CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR13821        CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

Morex           CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

Akashinriki     CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

Barke           CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

Golden Promise  CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

Hockett         CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR7552         CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR8148         CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR9043         CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR10350        CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

HOR13942        CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

RGT Planet      CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

ZDM01467        CCGCGGCGCGGGCCGGGCCAATGGGTGCTCGACAGCGGACATGCCCCAGACCAGCCCGGTATTGCATACCGCGCTCGGGGCCAGATCCCTTTAAAACCCC  

 

                                                  CArG     

Strider         CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

Igri            CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR3081         CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR3365         CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR21599        CTCCCATCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCTATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

ZDM02064        CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

OUN333          CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

B1K-04-12       CTCCCATCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCTATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR13821        CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

Morex           CTCCCATCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCTATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

Akashinriki     CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

Barke           CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

Golden Promise  CTCCCATCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCTATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

Hockett         CTCCCATCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCTATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR7552         CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR8148         CTCCCATCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCTATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR9043         CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR10350        CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACACTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

HOR13942        CTCCCATCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCTATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

RGT Planet      CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACACTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

ZDM01467        CTCCCGTCGCCCTGCCGGAACCCTCATTTGGCCATCCCCTCTCCCCTCCCACTTCACCCAACCACCTGACAGCCATGGCTCCGCCACCTCGCCTCCGCCC  

 

 

Strider         GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG  

Igri            GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG  

HOR3081         GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

HOR3365         GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

HOR21599        GCGCCTCTGGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

ZDM02064        GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

OUN333          GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

B1K-04-12       GCGCCTCTGGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

HOR13821        GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

Morex           GCGCCTCTGGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

Akashinriki     GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

Barke           GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCT------------GCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

Golden Promise  GCGCCTCTGGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

Hockett         GCGCCTCTGGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

HOR7552         GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

HOR8148         GCGCCTCTGGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

HOR9043         GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

HOR10350        GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

HOR13942        GCGCCTCTGGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG  

RGT Planet      GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 

ZDM01467        GCGCCTCTCGGAGTAGCCGTCGCGGTCGCTCGCTCGCTCG----CTGCTGCCGGTGTTGGCCCGGTCCTCGAGCGGAGATG 
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Legenda:  

W/S: diagnostické regióny podľa von Zitzewitz et al., 2005 

CArG-like box: CCAATTTAAG, CCAAAAGTAG, CCTCATTTGG 

CRT/DRE (väzobné miesto pre transkripčné faktory zohrávajúce úlohu v abiotickej stresovej odpovedi): 

GTCGG, CCGAC, GTCGA 

SPL (väzobné mieste pre proteín SPL): GTACGA 

ARF (väzobné miesto pre proteín ARF): TCGACAGC 

ATG: štart kodón 

CAAT-box: CCAAT 

TATA-box: TTTAAAA 
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Príloha 4: Alignment kódujúcej sekvencie VRN-H1 génu vytvorený v programe BioEdit. Štart kodón 

je podčiarknutý, a SNP sú vyznačené v bielom rámčeku.  

Antonella       ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

Strider         ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

Igri            ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR3081         ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR3365         ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR21599        ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

ZDM02064        ATGGGGCGAGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

OUN333          ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

B1k-04-12       ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR13821        ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

Morex           ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

Akashriniki     ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

Barke           ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

Golden Promise  ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

Hockett         ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR7552         ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR8148         ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR9043         ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR10350        ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

HOR13942        ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

RGT Planet      ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

ZDM01467        ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCAAGCGCCGCTCGGGGCTGCTCAAGAAGGCGCACG  

 

Antonella       AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

Strider         AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

Igri            AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR3081         AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR3365         AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR21599        AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

ZDM02064        AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCAACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

OUN333          AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

B1k-04-12       AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR13821        AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

Morex           AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

Akashriniki     AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

Barke           AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

Golden Promise  AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

Hockett         AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR7552         AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR8148         AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR9043         AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR10350        AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

HOR13942        AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

RGT Planet      AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

ZDM01467        AGATCTCCGTGCTCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTCATCATCTTCTCCACCAAGGGAAAGCTCTACGAGTTCTCCACCGAGTCATGTATGGACAAAATTCT  

 

Antonella       TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

Strider         TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

Igri            TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR3081         TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR3365         TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR21599        TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

ZDM02064        TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

OUN333          TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

B1k-04-12       TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR13821        TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

Morex           TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

Akashriniki     TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

Barke           TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

Golden Promise  TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

Hockett         TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR7552         TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR8148         TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR9043         TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR10350        TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

HOR13942        TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

RGT Planet      TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

ZDM01467        TGAACGGTATGAGCGCTACTCTTATGCAGAAAAGGTTCTCGTTTCAAGTGAATCTGAAATTCAGGGAAACTGGTGTCACGAATATAGGAAACTGAAGGCG  

 

 

Antonella       AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

Strider         AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

Igri            AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR3081         AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR3365         AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR21599        AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

ZDM02064        AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

OUN333          AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

B1k-04-12       AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR13821        AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

Morex           AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

Akashriniki     AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

Barke           AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

Golden Promise  AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

Hockett         AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR7552         AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR8148         AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR9043         AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAGCTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR10350        AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAGCTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

HOR13942        AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

RGT Planet      AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAGCTGGAGCAGCAGCTGGAAA  

ZDM01467        AAGGTTGAGACAATACAGAAATGTCAAAAGCATCTCATGGGAGAGGATCTTGAATCTTTGAATCTCAAGGAGTTGCAGCAACTGGAGCAGCAGCTGGAAA  
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Antonella       GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

Strider         GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

Igri            GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR3081         GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR3365         GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR21599        GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

ZDM02064        GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

OUN333          GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

B1k-04-12       GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR13821        GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

Morex           GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

Akashriniki     GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

Barke           GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

Golden Promise  GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

Hockett         GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR7552         GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR8148         GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR9043         GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR10350        GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

HOR13942        GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

RGT Planet      GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

ZDM01467        GCTCACTGAAACATATCAGAGCCAGGAAGAACCAACTTATGCACGAATCCATTTCTGAGCTTCAGAAGAAGGAGAGGTCACTGCAGGAGGAGAATAAAGT  

 

 

Antonella       TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

Strider         TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

Igri            TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR3081         TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR3365         TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR21599        TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

ZDM02064        TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

OUN333          TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

B1k-04-12       TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR13821        TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

Morex           TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

Akashriniki     TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

Barke           TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

Golden Promise  TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

Hockett         TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR7552         TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR8148         TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR9043         TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR10350        TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

HOR13942        TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

RGT Planet      TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

ZDM01467        TCTCCAGAAGGAACTTGTGGAGAAGCAGAAGGCCCAGGCGGCGCAGCAAGATCAAACTCAGCCTCAAACCAGCTCTTCTTCTTCTTCCTTCATGATGAGG  

 

 

Antonella       GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

Strider         GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

Igri            GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR3081         GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR3365         GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR21599        GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

ZDM02064        GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

OUN333          GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

B1k-04-12       GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR13821        GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

Morex           GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

Akashriniki     GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

Barke           GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

Golden Promise  GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

Hockett         GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR7552         GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR8148         GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR9043         GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR10350        GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

HOR13942        GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

RGT Planet      GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

ZDM01467        GATGCTCCCCCTGTCGCAGATACCAGCAATCACCCAGCGGCGGCAGGCGAGAGGGCAGAGGATGTGGCAGTGCAGCCTCAGGTCCCACTCCGGACGGCGC  

 

 

Antonella       TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

Strider         TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

Igri            TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR3081         TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR3365         TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR21599        TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

ZDM02064        TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

OUN333          TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

B1k-04-12       TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR13821        TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

Morex           TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

Akashriniki     TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

Barke           TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

Golden Promise  TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

Hockett         TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR7552         TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR8148         TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR9043         TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR10350        TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

HOR13942        TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

RGT Planet      TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  

ZDM01467        TTCCACTGTGGATGGTGAGCCACATCAACGGCTGA  
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Príloha 5: Alignment proteínovej sekvencie MADS-box transkripčného faktoru VRN-H1 vytvorený 

v programe BioEdit.  

                                                                                                                                          MADS-box doména                       

Antonella       MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

Strider         MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

Igri            MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR3081         MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR3365         MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR21599        MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

ZDM02064        MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

OUN333          MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

B1K-04-12       MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR13821        MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

Morex           MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

Akashinriki     MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

Barke           MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

Golden Promise  MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

Hockett         MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR7552         MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR8148         MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR9043         MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR10350        MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

HOR13942        MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

RGT Planet      MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

ZDM01467        MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVSSESEIQGNWCHEYRKLKA  

 

Antonella       KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

Strider         KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

Igri            KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR3081         KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR3365         KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR21599        KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

ZDM02064        KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

OUN333          KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

B1K-04-12       KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR13821        KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

Morex           KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

Akashinriki     KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

Barke           KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

Golden Promise  KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

Hockett         KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR7552         KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR8148         KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR9043         KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR10350        KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

HOR13942        KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

RGT Planet      KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

ZDM01467        KVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRARKNQLMHESISELQKKERSLQEENKVLQKELVEKQKAQAAQQDQTQPQTSSSSSSFMMR  

 

Antonella       DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

Strider         DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

Igri            DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR3081         DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR3365         DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR21599        DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

ZDM02064        DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

OUN333          DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

B1K-04-12       DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR13821        DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

Morex           DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

Akashinriki     DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

Barke           DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

Golden Promise  DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

Hockett         DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR7552         DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR8148         DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR9043         DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR10350        DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

HOR13942        DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

RGT Planet      DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

ZDM01467        DAPPVADTSNHPAAAGERAEDVAVQPQVPLRTALPLWMVSHING*  

 

 

 

 


