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Abstrakt:

Kvitnutie je kritickym krokom v Zzivote rastliny a jeho spravne nacasovanie ma vplyv
na urodu a kvalitu zrna. Porozumenie mechanizmu uéinku génov zapojenych v kaskade
kvitnutia je dolezitym krokom v priprave novych kultivarov prisposobenych oblastiam, kde
su pestované. Expresia génu VRN-H1 je indukovand po dlhodobom posobeni chladu,
vernalizacii, ktora umoziuje kvitnutie u ozimnych kultivarov jaémena. V ramci mojej
diplomovej prace boli pripravené dva konstrukty pre §tidium mechanizmov riadiacich expresiu
génu VRN-H1. Konkrétne bol promotor z kultivaru Morex a kodujtica sekvencia VRN-H1
fuzované s reportérovym génom S-glukuroniddzou. Okrem toho bol zahajeny geneticky skrin
mutovanej populdcie ozimného kultivaru Antonella za cielom identifikacie pripadne novych
génov regulujucich expresiu VRN-H1. Kvitnutie bez dlhodobého chladového posobenia bolo
zaznamenané U 34 kandidatnych rastlin bez mutacie kI'aicovych génov VRN-H1 a VRN-H2.
Identifikacia génu zodpovedného za skoré kvitnutie tychto kandidatov je predmetov d’alSicho
Stadia. Posledné ¢ast’ mojej diplomovej prace sa venuje sekvenénej analyze génu VRN-H1 u 22
kultivarov jacmena S cielom identifikacie Specifickych motivov a polymorfizmov, ktoré by
mohli ovplyvnit’ rastovy zvyk. Taktiez sa uskuto¢nila fylogeneticka analyza opisanych aliel

génu VRN-H1.
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Pocet stran: xi + 87
Pocet priloh: 5

Jazyk: Slovensky



Bibliographical identification

Author’s first name and surname: Romana Nesnadna

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 Safaf, 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 p-glucuronidase. Moreover, the genetic screen
of mutated population of winter cultivar Antonella was initiated with an aim to identify
possible new genes regulating VRN-HL. In total 34 candidates with supressed vernalization
requirements were identified. Genotyping revealed an absence of mutations inthe 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-HL1 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



Prehlasenie
Prehlasujem, ze som diplomovi pracu vypracovala samostatne pod vedenim RNDr. Jana

Safafe, Ph.D. a za pouzitia citovanej literatry

V OlomoucCi dila: e ———

Romana Nesnadna



Pod’akovanie

Na tomto mieste by som rada pod’akovala méjmu vediicemu RNDr. Janu Safatovi, Ph.D.
a Mgr. habil. Alesi Pe¢inkovi, Ph.D. za ich odborné vedenie, poznatky, pripomienky a ¢as
venovany spracovaniu diplomovej prace. Taktiez by som sa chcela pod’akovat’” Mgr. Beate
Strejckové a Mgr. Katefine Lahnerové za pomoc v ramci experimentalnej ¢asti diplomovej prace
a za ich ochotu vzdy poradit’. Dalej d’akujem Ing. Vojtéchovi Hudzieczekovi, Ph.D. a kolektivu
na Biofyzikalnim ustavu Akademie véd Ceské republiky, v.v.i., v Brne za praktické vysvetlenie
klonovacich technik. Vel'ké pod’akovanie patri celému kolektivu Centra strukturni a funkéni
genomiky rostlin, Ustavu experimentalni botaniky, AV CR v.v.i.,, v Olomouci za vytvorenie

priatel'ského prostredia.



LTUVO. e e 1
A O 1<) 1o o) T 2
3 Literarny prehlad. ... ..o 3
L KVITNULIE. ..o, 3
3.2 ArabidopsiS thaliana. ..........oeiri i 3
3.2.1 VernalizaCnd draha........ ..o 4
3.2.2 Fotoperiodickd draha...........oooiiiiiii i 5
3.3 Jacmen siaty (HOrdeum vulgare L.)........coooirinininiiii e 7
3.3.1 Vernaliza¢nd draha u pSenice a jaCmena. ..........oouiieiieiitiniiiieieaeie e, 7
3.3.2 Fotoperiodicka drdha u pSenice a JaCmena. .........o.vvuvieeiniieiiieiiiiiieieneeeann, 12
3.3.3 Cirkadianne hodiny.........coooiiiiiii e 15
3.4 FunkCna genomika. ........oouiiuiitiiii e 16
3.4.1 Klasickd MUta@eN€Za. ......o.eiuiei ittt 17
3.4.2 Cielena mutagenéza s vyuzitim Specifickych endonukledz............................... 18
3.4.3 Vybrané metddy Klonovania............o.vvuiiiiiiiiiitiitnieeeeeeeeeeraeeeaaans 22
3.4.4 Priprava vektorov pre transformaciul...........oovuiieiieiiiii e 26
3.5 Transformacia JACMENA. ... ....ouuin ittt e 28
3.5.1 Biolistickd MetOda. . ......oeuiei i 28
3.5.2 Transformacia ja¢mena prostrednictvom Agrobacterium tumefaciens.................. 29
3.6 Transgénne plodiny S vyhodnejSimi vlastnostami...............cooeviiviiiiiiiiiiininnn... 31
4 Material @ METOAY . .. .vintiet ittt ettt et et et et et 33
4.1 Biologicky material........ ..ot 33
4.2 Pouzité chemikalie, SUPravy a rOZtOKY............ooviviiririiiiiie e, 33
4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni............co.evriiiiiiiiriii i, 35
4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovanie POStUPY.........ouvviririiiiiiiieniienenenenenann, 36
4.4.1 Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri..............ccoooiiiiiii 36
4.4.2 Skrining mapovacej populacie ja¢mena siateho..............cooeviiiiiiiiiiiinieien., 44
4.4.3 Analyza sekven¢nych motivov a konstrukcia fylogenetickej pribuznosti VRN-H1
2053 010 1 47
R 53 T 1 49
5.1 Klonovanie génu VRN-H1 z Kultivaru 1gri.............oooiiiiiiii e, 49
5.2 Skrining mapovacej populacie jaCmena siateho................c.coviiiiiii i 56
5.3 Analyza sekvenénych motivov a konstrukcia fylogenetickej pribuznosti VRN-H1 génov.
.................................................................................................................................................. 63
B DISKUSIAL ...t 68
T AVET .. 75
30 5511 - 1 - P 76
O P IONY . e 87



Zoznam symbolov a skratiek

AGL24
ALS
AP1
BBM5
Cas9
CBF
CCAl
CDF
cDNA
CDS
CNV
CO
COP1
CRISPR
crRNA
CRT/DRE
Cry2
DREBs
DSB
dsRNA
EAM10
EAMS8
EDTA
ELF3
ELF4
EMS
ENU
FD
FDL2
FKF1
FLC
FRI

FT
FTIP1
FUL
GFP
Ghd7
Gl
GIF1
GMO
GRF4
GRP2
GUS
H3K27me3
H3K4me3
H3K9me2/3
HA
HAP
HIV
HOS1
HR
CHE

AGAMOUS LIKE24

Acetolaktatsyntiza

APETALA1

BABY BOOM 5

CRISPR-associated protein 9

C-repeat binding factor

CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1
CYCLING DOF FACTOR

Komplementarna DNA

Koédujuca sekvencia (angl. coding sequence)
Copy number variation

CONSTANS

CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1
Clustered regularly interspaced short palindrom
CRISPR RNA

C-repeat/dehydration-responsive element
Cryptochrém 2

Drought-responsive element binding proteins
Dvojvlaknovy zlom (angl. Double—Strand break)
Dvojvlaknova RNA (angl. Double-Stranded RNA)
EARLY MATURITY10

EARLY MATURITY8

Kyselina etyléndiamintetraoctova

EARLY FLOWERING 3

EARLY FLOWERING 4

Etylmetan sulfonat

Etylnitr6so mocovina

FLOWERING LOCUS D

FLOWERING LOCUS-D LIKE 2

FLAVIN KELCH F BOX 1

FLOWERING LOCUS C

FRIGIDA

FLOWERING LOCUS T

FT-INTERACTING PROTEIN1

FRUITFULL

Zeleny fluorescenény protein (angl. Green fluorescent protein)
Grain number, plant height et heading date 7
GIGANTEA

GRF-INTERACTING FACTOR 1

Geneticky modifikovany organizmus
GROWTH-REGULATING FACTOR 4
GLYCINE RICH RNA-BINDING PROTEIN 2
B3-glukuronidaza

Trimetylacia lyzinu 27 na histone 3

Trimetylacia lyzinu 4 na histone 3
Di/trimetylécia lyzinu 9 na histone 3
Hemaglutitin

HEME ACTIVATOR PROTEIN

Virus l'udskej imunitnej nedostato¢nosti (angl. Human Immunodeficiency Virus)
HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENE 1
Homologna rekombinéacia (angl. Homologous recombination)
CCA1-HIKING EXPEDITION

Vi



ICE1
InDel
JMJC
LB
LEC1
LEC2
LFY
LHY
LTR
LUX
MAS
MITE
NF-Y
NHEJ
NIR
PAM
PhyA
PhyC
PPD
PRC2
PRR
QTL
RIP3
RISC
RNAI
RVD
S/IMAR
sgRNA
SiRNA
SNP
SOC1
SPA1
SPL
TAE

TALE

TALEN
TFL1

Ti
TILLING
TOC1/PRR1
tracrRNA
UORF
VIN3
VRN
VRS1
VRT2
WUS
YDV
ZFN
ZmUbi

INDUCER OF CBF1

Inzercia—delécia

Jumonji C-type

Luria Bertani

LEAFY COTYLEDON 1

LEAFY COTYLEDON 2

LEAFY

LATE ELONGATED HYPOCOTYL

Long terminal repeat

LUX ARRHYTHMO

Marker-assisted selection

Miniature inverted-repeat transposable element

Nuklearny faktor-Y (ang. Nuclear factor-Y)

Nehomoldgné spajanie koncov (angl. nonhomologous end-joining)
Ferredoxin-nitrit reduktaza

Protospacer Adjacent Motif

Fytochrom A

Fytochréom C

Fotoperiodicky gén

Polycomb repressive complex 2

Pseudo-response-regulator

Quantitative trait locus

RNA Immune Precipitation fragment 3

RNA-induced silencing complex

RNA interferencia

Repetitivné vaRiabilné di-rezidua (angl. Repeat Variable Di-Residues)
ScaVold/matrix attachment region

Single synthetic guide RNA

Mala interfere¢na RNA (angl. small interfering RNA
Jednonukleotidovy polymorfizmus (angl. single nucleotide polymorfisms)
SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1
SUPPRESSOR OF PHYTOCHROME A

SQUAMOSA BINDING PROTEIN LIKE
Tris-Acetat-EDTA

Transkricpné aktivatory podobné efektorom (angl. Transcription activator-like
effector)

Transcription activator-like effector nuclease

TERMINAL FLOWER1

Tumor indukujuci plazmid

Targeting Induced Local Lesions IN Genomes

TIMING OF CAB EXPRESSION1

Transaktivaéna crRNA

Upstream cCitaci ramec (angl. upstream open reading frame)
VERNALIZATION INSENSITIVE 3

Vernalizacny gén

SIX-ROWED SPIKE 1

VEGETATIVE TO REPRODUCTIVE TRANSITION GENE 2
WUSCHEL

Virus zltej zakrpatenosti (angl. yellow dwarf virus)
Nukledza zinkového prstu (angl. zinc finger nuclease)
Ubikvitinovy promotor z kukurice (Zea Mays)

Vil



Z.oznam obrazkov

Obrazok 1: Potlacenie transkripcie hlavného represora kvitnutia u A. thaliana, génu FLC,
pomocou nekodujiucich RNA (COLDAIR a COOLAIR) pocas vernalizacie...........c.cocevvenveeninnne 5
Obrazok 2: Schematické znazornenie funkcie génov vernalizacnej drahy u ozimného typu
JACIMICIIAL ...ttt etttk sttt bbbt s e b bttt e bRt e b e h e eh e k£ e RS E e SR e e R e Re e b e Rt R e b e b e et nEeenne e ans 9
Obrazok 3: Schematické znazornenie recesivnej alely vrn-H1 u ozimnych kultivarov
a dominantnej VRN-H1 u jarnych kultivarov s deléciou v ramci prvého intrénu. ............ccoew.e.e. 10
Obrazok 4: Schematické znazornenie prvého intronu u 11 aliel génu VRN-HL...........cccceneeee 11
Obrazok 5: Schematické porovnanie kl'icovych génov v ramci fotoperiodickej a vernalizacnej
drahy u A. thaliana @ JACMENA. ......c..eveieiieiiii e 14

Obrazok 6: Hlavné metddy editacie genomu prostrednictvom miestne $pecifickych endonukleaz,

konkrétne ZFN, TALEN a CRISPR/CAS .......ccccoiiiiieiie ettt 19
Obrazok 7: Schéma Golden Gate KIonOVania..........ccocuecerieiiiinienenesee e 24
Obrazok 8: Schéma Gibson ASSEMDIY. .......cccovviiiiiiieiirie e 25
Obrazok 9: Schéma Gateway KIONOVANIA............ceviiieiirieieie e 26

Obrizok 10: Schéma klonovacich vektorov pre editaciu rastlinnych genémov navrhnuta Cermak
BL AL (2017). ittt b et 27
Obrazok 11: Schematicky zndzornené pozicie jednotlivych primerov, pomocou ktorych
st amplifikované jednotlivé ¢asti génu VRN-HL u Kultivaru I1gri. ..o 37

Obrazok 12: Schematicky znazorneny princip zlozenia findlneho konStruktu

PrOVRN-HLIICDSIGUS. ... 43
Obrazok 13: Schematicky znazorneny princip zlozenia finalneho konstruktu ZmUbi::CDS:GUS.
..................................................................................................................................................... 44
Obrazok 14: Detekcia produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolonii E.coli MAX
Efficiency Stbl2 transformovanych vektorom pJET1.2_CDS. ........cccoveiiiiienineiecenees 50

Obrazok 15: Sekvencny alignment CDS VRN-H1 s referencnou sekvenciou (AY758235.1)... 50
Obrazok 16: Detekcia produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolonii E.coli MAX
Efficiency Stbl2 transformovanych vektorom pJET1.2 ProVRN-HL.. .......ccccccoiniiiiiiiiiinne 51
Obrazok 17: Sekvenény alignment promotorovej oblasti VRN-H1 s referen¢nou sekvenciou
VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovana z Jayakodi et al., 2020)..........cccceeiriiiiiinininenene e 51
Obrazok 18: Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolonii
E.coli MAX Efficiency Stbl2 transformovanych vektorom pJET1.2_1.¢astVRN-HL1................ 52
Obrazok 19: Sekvenény alignment prvej Casti génu VRN-H1 s referen¢nou sekvenciou VRN-H1
kultivaru Igri (extrahovana z Jayakodi et al., 2020). .......cccooeririiiiireieneee s 52
Obrazok 20: Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolonii

E.coli MAX Efficiency Stbl2, transformovanych vektorom pJET1.2 2.¢astVRN-H1............... 53



Obrazok 21: Sekvencny alignment druhej casti génu VRN-H1 s referenénou sekvenciou
VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovana z Jayakodi et al., 2020)..........ccccorvvririrninieniiene e 53
Obrazok 22: Elektroforetogam pripravenych fragmentov s komplementarnymi presahmi
za ucelom pripravy konstruktov ProvVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS pomocou metody
GIDSON ASSEMDBIY.. . e e e re e e re e 54
Obrazok 23: Elektroforetogram restrikéného Stiepenia vektoru pVO120 pomocou dvojice
TeStIKCNICH ENZYIMOV. .t 55
Obrazok 24: Restrikéné Stiepenie izolovanych plazmidov ProVRN-H1::CDS:GUS
a ZmuUbi::CDS:GUS pripravenych pomocou Gibson Assembly.. ........ccoovrivrivenvniinieiinsinnnnnnns 56
Obrazok 25: Identifikacia jarnej a ozimnej alely génu VRN-H1 u 34 kandidatov, Antonelly
2 Morexu pomOCOU 1. PATU PIIMEIOV. .. ..eiviireeierieeieeresieeneesresresre e e sresseesnesneesnesreseesresreenesneas 58
Obrazok 26: Identifikacia pritomnosti MITE elementu v ramci 1. intrénu alely HYWRN1, ktorej
nositel'om je kultivar Antonella a Igri pomocou 3. PAru PrimeroV. .........cccceeveeveiriereserenenenens 59
Obrazok 27: Amplifikacia 620 bp velkej oblasti génu Ppd-H1, ktorej suc¢ast'ou je SNP15 (C/T)
pomocou paru primerov Jones5-F+R u 34 kandidatov a kultivarov Antonella, Igri a Morex.....60
Obrazok 28: Restrikéné Stiepenie PCR produktu o velkosti 620 bp pomocou Mspl u 34
kandidatov a Kultivarov Antonella, 1gri @ MOEX.........cccveiiiieiiiiiiiie e 61
Obrazok 29: Amplifikacia ZCCT-Ha, ZCCT-Hb, ZCCT-HC......cccviiiiireieieesee 62
Obrazok 30: Fylogeneticka analyza génu VRN-H1 génu. Fylogeneticky strom bol skonstruovany
pomocou metédy Maximum Likelihood a Tamura-Nei modelu (Tamura et Nei, 1993) v programe
MEGA X (Kumar et al., 2018). .....ccuoiieieiiiee ettt st et sre et sreene 67



Zoznam tabuliek

Tabul’ka 1: Prehl’ad pouzitych kultivarov s ich rastovym typom ........cccceveveenenenienesieneneeas 33
Tabul’ka 2: ZloZenie reakénej zmesi pre prepis RNA do cDNA pri procese RT-PCR. ............ 37
Tabulka 3: Sekvencia pouzitych primerov pri amplifikacii VRN-H1 génu a CDS VRN-H1
Z3 UCEIOM KIOMOVANIA. ... e viiviiiiiiieie ettt b e bbb bbbt bttt se e b b e nbenre s 37
Tabul’ka 4: Zlozenie PCR reak¢nej zmesi pre amplifikdciu promotorovej oblasti génu VRN-H1
pomocou primerov HYBM5.027 a HYBM5.006 a Q5 High-Fidelity DNA Polymerase............. 38
Tabul’ka 5: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikaciu promotorovej oblasti génu VRN-H1
pomocou Q5 High-Fidelity DNA POIYMEIASE. ........coiiiiiiiiiisesese e 38
Tabulka 6: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre amplifikaciu 1. ¢asti génu VRN-H1 pomocou
primerov VRN-H1 1.cast F1a VRN-HI I.cast R1, a 2. ¢asti génu VRN-H1 pomocou primerov

VRN-H1_F6 a VRN-H1_R6 a prostrednictvom PrimeSTAR GXL DNA Polymerase.............. 38
Tabulka 7: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikaciu 1.¢asti génu VRN-H1 pomocou
PrimeSTAR GXL DNA POIYMETASE. .....coviieiiiiiiiiiiiiie ettt 38
Tabulka 8: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikaciu 2.¢asti génu VRN-H1 pomocou
PrimeSTAR GXL DNA POIYMETASE. .....ccveiiiiiiiiiiiiiite ettt 39
Tabulka 9: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre amplifikaciu CDS VRN-H1 pomocou primerov
VRN-H1_CDS _F2 a VRN-H1 _CDS_R3 a HOT FIREPol DNA Polymerase. .........cccccccervenenne. 39
Tabul’ka 10: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikdciu CDS VRN-H1 pomocou HOT
FIREPOI DNA POIYMEIASE. ....ooviiiieiiiiecie sttt ettt sttt s be et s be e st esta et sbeeneenreens 39

Tabul’ka 11: Reak¢na zmes pro ligaciu purifikovaného PCR produktu a linearizovaného vektoru
ST =102 o] 10 o USRS 40
Tabulka 12: Parametre enzymatického Stiepenia vektoru pVO120 pomocou restrikénych
ENAONUKICAZ. ...ttt sttt st be b e nteenree 42
Tabul’ka 13: Sekvencia pouzitych primerov za ucelom vytvorenia komplementarnych presahov
na jednotlivych fragmentoch, ktoré boli amplifikované z prislusnych konstruktov pomocou
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase za u¢elom KIonovania............ccoeverereinininenenc e 42
Tabulka 14: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre amplifikaciu jednotlivych fragmentov
s komplementarnymi presahmi za ucelom klonovania pomocou Q5 High-Fidelity DNA
POIYIMBIASE. ...ttt bbb b bbbttt b e 42
TabuPka 15: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikaciu jednotlivych fragmentov
s komplementarnymi presahmi za ucelom klonovania pomocou Q5 High-Fidelity DNA
POIYIMBIASE. ...ttt bbbt b b bbbttt n e 43
Tabulka 16: ZloZenie jednotlivych komponentov reakcie Gibson Assembly s uvedenou

koncentraciou pouZzitych fragmentov @ VEKLOTU. ......ccuevveiieiieiiieseesiie s 43



TabulPka 17: Zoznam a sekvencia primerov publikovanych pre analyzu génov VRN-HI,
VRN-H2 @ PPO-HL. ot 46
Tabulka 18: Zlozenie PCR reakcnej zmesi pre amplifikdciu Specifickych oblasti génov
VRN-H1, VRN-H2, Ppd-H1 pomocou Tag DNA POIYMEIAZY. ........ccccerererierieeneniisiesieniesie s 46
Tabulka 19: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikdciu Specifickych oblasti génov
VRN-H1, VRN-H2, Ppd-H1 pomocou Tag DNA POIYMEIAZY. ........ccccererveriereeinisisiesieniesee s 46
Tabulka 20: Parametre enzymatickej reakcie pri pouziti restricknej endonukleazy Mspl
pre stiepenie amplifikovaného fragmentu génu Ppd-H1 pomocou primerov Jones5F + R. ....... 47
Tabul’ka 21: Zoznam mien jednotlivych kultivarov vratane rastového typu a zdroja sekvencie,
ktoré boli pouzité v ramci sekvencnej analyzy génu VRN-HL. ... 48
TabuPlka 22: Zoznam pripravenych modulov za téelom ich spajania pomocou metédy Gibson
ASSEMDBIY ...t 53
Tabulka 23: Identifikacia a fenotypovanie vybranych znakov u jednotlivych kandidatov
mutagenizovanej populacie jaémenného kultivaru Antonelly.. ....c..ccovvvverivrieenienineiene e, 57
Tabul’ka 24: Stru¢ny zoznam analyzovanych kultivarov a vyznamnych polymorfizmov v ramci
promotorovej oblasti génu VRN-HL. ... 64
Tabulka 25: Struény zoznam analyzovanych kultivarov a vyznamnejSich polymorfizmov

v ramci oblasti prvého intronu génu VRN-HL. ... 66

Xi



1 Uvod

Jatmen siaty predstavuje z hladiska celosvetovej produkcie Stvrtd  najdolezitejSiu
pol'nohospodarsku plodinu hned” po psenici, ryzi a kukurici. Existuji rozne druhy ja¢mena, pricom
kazdy ma svoje charakteristické vyuzitie. Jacmen je dolezitou zlozkou l'udskej potravy, dalej
pivovarnickeho a lichovarského priemyslu, a zaroven sa vyuziva v zivo¢isnej vyrobe ako krmivo.

JaCmen je taktiez vyuzivany v rdmci vyskumu ako délezity modelovy organizmus pre Studium obilnin.

V roku 2050 sa predpoklada narast svetovej populacie na viac ako 10 miliard obyvatel'ov s ¢im
sa zvySuju naroky na vynos a kvalitu zrna u obilnin v§eobecne. Samotny vynos je vSak ovplyviiovany
réznymi biotickymi a abiotickymi faktormi. Preto aktualny vyskum viacerych vedeckych timov smeruje
k vylepseniu vlastnosti sucasnych, ¢i priprave novych kultivarov, ktoré budu lepSie prispdsobené

klimatickym podmienkam v oblasti ich pestovania.

Spravne nacasovanie kvitnutia stoji za reprodukénym tUspechom rastliny. Tento proces
je kontrolovany velkym mmnoZstvom génov, ktoré spolu vzajomne interaguju. Identifikacia tychto
génov, ich alelickych variant a samotnych interakcii v rameci biochemickych drah zodpovednych
za spravne naCasovanie kvitnutia je vel'mi komplikovany, ale zarovenl nevyhnutny proces v priprave
novych kultivarov. Kvitnutie je pomerne detailne popisané u modelovej rastliny Arabidopsis thaliana.
Kazdopadne nie je mozné vSeobecne aplikovat’ vSetky poznatky na obilniny, pretoze pri diverzifikacii
jednokli¢nolistovych a dvojkli¢nolistovych rastlin doSlo k zdsadnym zmenadm. Vdaka neustidlemu
technickému pokroku a vyvoju molekularnych metdd je vSak mozné pochopit’ tento komplikovany

a dolezité proces aj u pSenice ¢i jaCmena, a nasledne tieto poznatky vyuzit' v §l'achtitel’stve.



2 Ciele prace

PredloZzena diplomova praca sa sklada z teoretickej a praktickej ¢asti. V ramci teoretickej Casti
je vypracovany literarny prehl'ad zamerany na gény ovplyviujuce kvitnutie u Arabidospsis thaliana
a obilnin, predovsetkym psenice siatej (Triticum aestivum L.) a jaémena siateho (Hordeum vulgare L.).
V literarnom prehl'ade je taktieZ pojedndvané o editacii genomu, priprave molekuldrnych konstruktov

a metddach transformacie obilnin.

Cielom praktickej casti je priprava vhodnych konstruktov pre Stadium molekuldrnych
mechanizmov vernalizacie u jacmena siateho pre gén VRN-H1. Sucast’ou prace ja taktiez geneticky skrin
M mutovanej populacie (ENU) ozimného kultivaru jaémena siateho Antonelly s cielom identifikovat
kandidatne gény, ktoré moézu zohravat’ tilohu v regulacii génu VRN-H1. V neposlednom rade bude
prevedena fylogeneticka analyza VRN-H1 génu u vybraného suboru sekvenovanych kultivarov jacmena

siateho.



3 Literarny prehlad

3.1 Kvitnutie

Kvitnutie je kritickym krokom v Zivote rastliny a preto je dolezité jeho spravne nacasovanie.
Na iniciaciu kvitnutia maju vplyv podmienky vonkajsicho prostredia (dizka diia, teplota), ale dolezitt
ulohu zohrava aj fyziologicky stav rastliny. Tento proces a jeho nacasovanie ma vplyv na reprodukény
uspech. Priprava novych kultivarov kultirnych plodin prisposobenych k podmienkam vonkajsicho
prostredia v danej oblasti je jedna z moznosti zvySenia vynosu. Vyskum v oblasti kvitnutia prechadza
z modelovych rastlin na vyznamné hospodarske plodiny ako st napriklad p$enica, jaémen ¢i ryza.

Na procese kvitnutia sa podielaju viaceré gény, ktoré spolu navzijom interaguju, a preto
je dolezité studium tychto génov na molekularnej Grovni vratane ich regulacie. Hlavnymi drahami
za kvitnutie u obilnin je vernalizacna draha, ktora je tvorena vernalizanymi génmi (VRN)
a fotoperiodicka draha tvorena fotoperiodickymi génmi (Ppd). Boli definované aj gény rannosti
(earliness per se), ktoré su dolezité na jemné doladenie ¢asu kvitnutia po splneni vernaliza¢ného
a fotoperiodického naroku. V neposlednom rade sa na iniciacii kvitnutia podielaju rastlinné hormony,
konkrétne kyselina giberlinova, a tzv. clock gény v ramci cirkadianneho cyklu. Kvitnutie je intenzivne
Studované na modelovej dvojkli¢nolistovej rastline Arabidopsis thaliana a tieto vysledky su aplikované
aj na iné rastlinné druhy. V poslednych rokoch je tento délezity proces Studovany na ryzi, ktora patri
medzi jednokli¢nolistové rastliny rovnako ako pSenica a jaCmen. V samotnej stratégii kvitnutia s vSak
odlisné. Ryza je kratkodenna rastlina bez potreby vernalizacie, zatial' Co pSenica a jaCmen (rovnako
aj A. thaliana) su dlhodenné rastliny, u ktorych je kvitnutie regulované aj vernalizaciou. Napriek tymto
rozdielom je cela rada ortolognych génov zapojenych do rovnakych drah kvitnutia u A. thaliana, ryze,
kukurice, jatmena a pSenice (Kikuchi et Handa, 2009).

Neustale su identifikované nové gény, ktoré ovplyviuju dolezité agronomické a morfologické
znaky, a taktiez znaky pre vynos. Vzhl'adom k meniacim sa klimatickym podmienkam v miernom
pasme je potrebné Studium tychto génov, identifikacia aliel a priprava novych kultivarov, ktoré buda
tymto podmienkam prispdsobené a nebude tak ohrozeny ich vynos. S vyvijajiicimi sa technolégiami,
ako je napriklad vyvoj molekularnych markerov (marker-assisted selection, MAS), charakterizacia
kvantitativnych znakov (quantitative trait locus, QTL), editacia génov a viac dostupné sekvenovanie

celych gendmov, sa Slachtitel'sky proces urychl'uje a zjednodusuje.

3.2 Arabidopsis thaliana

Vplyv réznych genetickych, epigenetickych a environmentalnych faktorov na prechod
z vegetativnej do reproduk¢nej fazy je intenzivne $tudovany na modelovej rastline A. thaliana.
Za modelovy organizmus bola vybrana najmé vd’aka jej kratkemu Zivotnému cyklu a malému genému,
ktory je osekvenovany a anotovany. A. thaliana je kozmopolitna rastlina, ktord sa radi do Celade

kapustovité (Brassicaceae). Geném A.thaliana (157 Mb) s nizkym poétom repetitivnych sekvencii



je rozdeleny do piatich chromozomov a koduje 27 000 génov (Arabidopsis Genome Initiative, 2000;
Cheng et al., 2017).

3.2.1 Vernaliza¢na draha

Vernalizacia je proces dlhodobého vystavenia rastliny nizkym teplotdm, vd’aka ktorému
prechadza rastlina z vegetativnej do reprodukénej fazy. Je to vel'mi dolezity proces pre adaptaciu
niektorych rastlin na nepriaznivé podmienky. KIacové gény, ktoré =zabranuju vykvitnutiu
pred pésobenim nepriaznivého obdobia u A. thaliana si FLOWERING LOCUS C (FLC) (Michaels
et Amasino, 1999) a FRIGIDA (FRI). Naopak medzi hlavné aktivatory kvitnutia patria FLOWERING
LOCUST (FT) a SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1,; Searle et al., 2006).

Gén FRI je lokalizovany na S$tvrtom chromozome a kdéduje protein, ktory obsahuje dve
tzv. coiled-coil domény, vd’aka ktorym pravdepodobne interaguje so Struktirou chromatinu génu FLC
a aktivuje jeho expresiu (Johanson et al., 2000). Bolo zistené, ze dominantna alela odd’al'uje kvitnutie
a stoji za vernalizaCnym narokom, zatial’ Co pritomnost’ recesivnej alely vedie ku skorSiemu kvitnutiu.
V pripade recesivnej alely fri doslo k zdmene baz a pred¢asnému zaradeniu stop kodonu, ¢o
ma za nasledok vznik nefunkéného proteinu (Gazzani et al., 2003).

Gén FLC je lokalizovany na piatom chromozoéme a koduje MADS-box transkripény faktor. FLC
je povazovany za hlavny represor kvitnutia, ked’ze mutantné rastliny (flc) kvitnu ovela skor (Michaels
et Amasino, 1999). Koduje protein, ktory sa viaze priamo do regulaénej oblasti génov FT a SOC1,
a zabrartiuje ich expresii (Searle et al., 2006). Expresia génu FLC sa znizuje pdsobenim chladu v procese
vernalizacie. Z toho vyplyva, ze gén FLC je pozitivne regulovany FRI a negativne vernalizaciou (Lee
et al., 1994). Alelické varianty FLC maji vplyv na potrebna dizku expozicie voéi nizkym teplotam
(Shindo et al., 2006). Napriklad Gazzani et al (2003) identifikovali viacero jednonukleotidovych
polymorfizmov (SNP), inzerciu o velkosti 30 bp a pritomnost’ neautonémneho transponovatel'ného
elementu Mutator-like v prvom introne génu FLC.

Pocas vernalizaéného procesu je expresia FLC potlacena prostrednictvom nekéddujucej RNA
nazvanej COOLAIR a COOLDAIR. Pociatok ich transkripcie je lokalizovany priamo v géne FLC,
pricom COOLAIR je transkribovana z promotora na konci génu FLC a COLDAIR z prvého intrénu.
Represia tohto génu je taktieZ spojend so zmenami na urovni chromatinu (epigeneticka regulécia).
Povodny metylacny stav sa obnovuje pocas rannej embryogenézy, a preto je vernalizdcia nutna v kazdej
generacii. Pred posobenim chladu je gén FLC exprimovany vo vysokej miere, €o je spojené s aktivnym
stavom chromatinu, konkrétne je lyzin 4 na histone 3 trimetylovany (H3K4me3). Posobenim chladu
je FLC reprimovany, ¢o suvisi s trimetylaciou lyzinu 27 na histone 3 (H3K27me3) prostrednictvom
Polycomb repressive complex 2 (PRC2; Heo et Sung, 2011). Pocas vernalizacie dochadza k expresii
génu VERNALIZATION INSENSITIVE 3 (VIN3), ktory interaguje s PRC2. Na konci chladného obdobia

sa expresia VIN3 znova znizuje (Obrazok 1; Sung et Amasino, 2004).



FLC COLDAIR
—

COOLAIR

pred vernalizaciou pocas vernalizacie po vernalizacii

expresia

H3K27me3 génu FLC

Obriazok 1: Potladenie transkripcie hlavného represora kvitnutia u A. thaliana, génu FLC, pomocou nekddujicich RNA (COLDAIR
a COOLAIR) pocas vernalizacie. Pred zaCiatkom vernalizacie je gén FLC transkribovany. Na zaciatku vernalizacie je aktivovana transkripcia
antisense COOLAIR nekodujiicej RNA z promotora na konci génu FLC. Dosiahnutie vrcholu expresie COOLAIR koreluje so znizenim hladiny
transkriptov FLC. Nasledne dochadza k transkripcii sense COLDAIR nekddujucej RNA z oblasti prvého intréonu génu FLC, ktora udrzuje
nizku hladinu FLC po vernalizacii. Transkripcia FLC je taktiez potladena pomocou PRC2, ktory sposobuje H3K27me3 najskor oblasti
promotoru a prvého exonu. Pocas vernalizacie dochadza postupne k H3K27me3 prvého intrénu a po Vernalizacii celého génu. Postupnou
akumulaciou COLDAIR sa zvysuje expresia VIN3. Na konci chladného obdobia sa expresia VIN3 znizuje. Prevzaté a upravené podl'a Andrés
et Coupland, 2012.

3.2.2 Fotoperiodicka draha

Rozne zemepisné Sirky anadmorské vysky s charakteristické odlisnou dizkou dia
(fotoperiddou), ktora sa meni pocas celého roka a je dolezita aj pre spravne nacasovanie kvitnutia
a reprodukcie. A. thaliana, ktora patri medzi dlhodenné rastliny.

Hlavnt Glohu vo fotoperiodickej drahe zohravaju u A.thaliana gény GIGANTEA (GlI), FLAVIN
KELCH F BOX 1 (FKF1), CONSTANS (CO) aFT. Tieto gény su exprimované v listoch a signal
do vrcholového meristému je prenasany cez floém mobilnym proteinom, ktory je kddovany FT a dostal
privlastok florigén. Vd’aka tomu je preneseny fotoperiodicky signal z listov do miesta tvorby kvetov
(Turck et al., 2008). K tomuto prenosu je potrebna interakcia medzi FT a membranovym proteinom
endoplazmatického retikula FT-INTERACTING PROTEIN1 (FTIP1; Liu et al., 2012). Expresia FT
je zavisla na pritomnosti CO, ktory koéduje transkripény reguldtor zinkového prstu s dvomi
tandemovymi B boxami na N-konci a konzervovanou CTT doménou na C-konci. CO pravdepodobne

aktivuje transkripciu FT priamo, prostrednictvom interakcie s promotorom (Robson et al., 2001). Vd’aka



transkripénej a posttranslacnej regulacii expresie CO je zabezpecené, ze expresia FT modze byt
aktivovana len pri dlhom dni.

Na transkripénej urovni je CO regulovany svetlom a cirkadiannymi hodinami. Cirkadianne
hodiny predstavuji endogénny mechanizmus, ktory meria trvanie dizky diha anoci areguluje
transkripciu viacerych rastlinnych génov, vd’aka comu sa mézu adaptovat’ na denné a sezonne zmeny
vonkajsicho prostredia (Miller et al., 2014). Medzi komponenty cirkadiannych hodin patri Gl
a ubikvitin ligaza FKF1, ktora vnima svetlo prostrednictvom chromoforu pri dlhom dni. Gl a FKF1
spolu navzajom interaguji anasledne aktivuju transkripciu CO prostrednictvom degradacie
transkripénych represorov, tzv. CYCLING DOF FACTORs (CDFs) (Sawa et al., 2007).

Regulacia expresie CO na postransla¢nej tGrovni je sprostredkovana ubikvitin ligazovym
komplexom, ktory pozostaiva z CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1)
a SUPPRESSOR OF PHYTOCHROME A (SPA1l). Ubikvitinylovany CO je degradovany
26S proteazomom pocas tmy, pretoze spominany komplex je inhibovany svetlom (Jang et al., 2008;
Laubinger et al., 2006; Liu et al., 2008). Na inhibicii katalytickej aktivity komplexu COP1-SPA1
sa podiel'ajii fotoreceptory Fytochrom A (PhyA; receptor pre vnimanie c¢erveného svetla)
a Cryptochrom 2 (Cry2; receptor pre vnimanie modrého svetla). Aktivovany Cry2 vytvara komplex
s SPA1 a nasledne sa tento komplex pripaja na COP1, ¢im je inhibovany (Briggs et Olney, 2001; Zuo
etal., 2011). V tme, ked’ nie st fotoreceptory aktivne, je CO degradovany prostrednictvom COP1-SPAL.
Réno je protein CO degradovany d’alSou ubikvitin ligazou HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY
RESPONSIVE GENE 1 (HOS1) a poobede je stabilizovany prostrednictvom FKF1, ktory vnima modré
svetlo prostrednictvom chromoforu (Lazaro et al.,, 2012; Song et al., 2012). Ztoho vyplyva,
ze maximum CO mRNA, ktoré sa nahromadilo v pritomnosti svetla vd’aka degradacii represoru CDF
prostrednictvom GI-FKK1, je na konci dlhého dna a vedie k akumulacii proteinu CO.

FT nasledne prenasa signal z listov do apikalneho meristému, kde interaguje s transkripénym
faktorom FLOWERING LOCUS D (FD; Corbesier et al., 2007). Tento protein-proteinovy komplex
(FT-FD) nasledne aktivuje expresiu SQUAMOSA BINDING PROTEIN LIKE (SPL), ktory kéduje
transkripéné faktory hrajice dolezitu tilohu v rozvoji kvetu (Wang et al., 2009). ZvySena hladina SPL
nasledne umoznuje expresiu MADS-box transkripénych faktorovn SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), FRUITFULL (FUL), a APETALA1 (AP1; Lee et al.,
2008). Inaktivaciou SOC1 a FUL bolo potlagené skorsie vykvitnutie, ktoré bolo iniciované nadmernou
expresiou FT z heterolognych promotorov. Z toho vyplyva, Ze SOC1 a FUL st nevyhnutné pre indukciu
kvitnutia sprostredkovant cez FT (Torti et al., 2012). SOC1 potom interaguje s AGAMOUS LIKE24
(AGL24), ktory taktiez patri do rodiny MADS-box transkripcnych faktorov a spolocné kontroluju
expresiu LEAFY (LFY; Lee et al., 2008). Tento gén je taktiez zapojeny do procesu iniciacie Kvitnutia.
Délezitou sticast’'ou tejto kaskady je taktiez TERMINAL FLOWER1 (TFL1), ktory antagonizuje u¢inok
AP1 a LFY, atym preventivne zabrafnuje ich ektopickej expresii vo vrcholovom meristéme (Hanano

et Goto, 2011).



3.3 Ja¢men siaty (Hordeum vulgare L.)

Do celade lipnicovitych (Poaceae) patri velké mnoZzstvo polnohospodarsky vyznamnych
druhov, ako pSenica (Triticum aestivum L.), ryza (Oryza sativa L.) ¢i kukurica (Zea mays L.).
Domestikovany jaémen (Hordeum vulgare L.) je taktiez klasifikovany do tejto ¢elade a predstavuje
Stvrtt najdolezitejSiu obilninu s celosvetovou produkciou viac ako 140 miliénov ton roéne (FAO
statistics).

Z miesta povodu, oblasti Urodného polmesiaca na Blizkom Vychode, sa jaémei rozsiril
do celého sveta. Za tymto rozSirenim stoji pravdepodobne jeho vysoka geneticka variabilita, Ktora
viedla k vzniku réznych kultivarov odolnejsich voci chladu, suchu, salinite ¢i zasaditosti pody.

Ja¢men je velmi dolezitou sucastou naSej potravy. Taktiez je nenahraditelnou zlozkou
pivovarnickeho a lichovarského priemyslu a v zivo¢iSnej vyrobe sluzi ako krmivo. Obsahuje latky,
ktoré maju priaznivy vplyv na ludské zdravie, ako napriklad B-glukéany, ktoré znizuju hladinu
cholesterolu v krvi a glykemicky index (Behall et al., 2004). Okrem toho je zdrojom tokoferolov
a tokotrienolov, ktoré maji antioxida¢ny ucinok, a taktiez znizuji hladinu LDL cholesterolu (Qureshi
etal., 1991). Endosperm zrna je dolezitym prirodzenym tloZiskom proteinov, a preto sa nedavno zacal
vyuzivat ako biorektor pre vyrobu ludskych terapeutickych proteinov alebo vakcin pre zvierata.
Takymto sposobom bola pripravena monoklonalna protilatka 2G12 proti virusu l'udskej imunitnej
nedostato¢nosti (Human Immunodeficiency Virus, HIV; Hensel et al., 2015) alebo rekombinantny
kompletny kolagén typu I alfal (Eskelin et al., 2009). V endosperme ja¢mennych zin sa na Islande
pri kontrolovanych podmienkach vyrabaji rekombinantné proteiny pre kozmeticky priemysel
(Erlendsson et al., 2010).

Genom ja¢mena je v diploidnom stave tvoreny 14 chromozomami. Velkost gendému
v haploidnom stave je 5,1 Gb a koduje priblizne 26 000 génov. Mobilné elementy a iné repetitivne
sekvencie tvoria az 84 % gendomu jaémena (International Barley Genome Sequencing Consortium et al.,
2012). Znalost’ uplnej genémovej sekvencie je nevyhnutna pre pochopenie prirodzenej genetickej

variability a umoznuje vyvoj modernych stratégii pre slachtitel'ské programy (Langridge et al., 2012).

3.3.1 Vernaliza¢na draha u pSenice a jaémena

Odrody, ktoré su pestované v severnych oblastiach alebo vysSich nadmorskych vyskach, musia
odolavat’ dlhym chladnym obdobiam, a naopak odrody pestované v juznych oblastiach st vystavené
horticemu a suchému pocasiu. Vd’aka vernalizacii su citlivé kvetné meristémy chranené voci pésobeniu
nizkych teplot pocas zimy. Na zaklade poziadaviek na vernalizaciu rozdel'ujeme odrody pSenice
a jatmena na jarny (jarina), fakultativny a ozimny (ozimina) typ. Jarny typ nie je odolny voc¢i posobeniu
nizkych tepldt, nie je citlivy na fotoperiodu a nema vernalizaény narok. Ozimny typ je odolny voci
pdsobeniu nizkych teplot, je citlivy na fotoperiddu a ma vernaliza¢ny narok. Oziminy st vysadzané
najesen a Vv zime unich pdsobenim nizkych teplot prebehne vernalizany proces, ktory je potrebny

Kk tomu, aby rastlina vykvitla. Jariny je mozné vysadzat’ na jar, rovnako tak na jesen (plati pre oblasti
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s miernymi zimami) a Vv ten isty rok zat. Fakultativny typ je podobny ozimnému typu. Fakultativne
kultivary st taktiez odolné voci posobeniu nizkych teplot ako v pripade ozimného typu, ale nemaju
vernalizacny narok.

Proces vernalizacie je dobre popisany na modelovej rastline A. thaliana (Henderson et al.,
2003), na rozdiel od Triticeae, do ktorého patria dolezité hospodarske plodiny, ako jaémen ¢i pSenica.
Kmen Triticeae predstavuje homogénny geneticky systém s vysokym stupiiom synténie. Tym padom
je mozné aplikovat’ poznatky o génoch zapojenych do procesu vernalizacie ziskané Stidiom jedného
druhu na iné druhy v ramci tohto kmena (Dubcovsky et al., 1998).

Vernaliza¢ny proces je u obilnin regulovany tromi hlavnymi génmi VRN1, VRN2 a VRNS.
Na zaklade ortololégie pSeni¢nych a ja¢mennych génov sa pouziva nomenklattra s ,,H“, ktora odkazuje
na rod Hordeum: Sh2 = VRN-H1; Sh = VRN-H2 a Sh3 = VRN-H3. Jarny typ je charakterizovany
dominantnymi génmi VRN-H1 a VRN-H3, a recesivnym vrn-H2. Naopak zimny typ je charakterizovany
alelickou konstitaciou vrn-H1, vrn-H3 a VRN-H2. Alelické varianty génu VRN-H3 boli popisané
len u exotickych odrod ja¢mena (Takahashi et Yasuda, 1971, Yan et al., 2006). Tym padom
je vernalizaény proces vo vSeobecnosti regulovany najmi alelickymi variantmi v génoch VRN-H1
a VRN-H2 (Obrazok 2).

V ramci VRN2/VRN1 epistatickej interakcie u obilnin kéduje VRN2 dominantny represor
kvitnutia (expresia je potlacend vernaliziciou), ktory potlaca expresiu vrnl. Mutacie v géne VRN2
spdsobujui vznik nefunkcného represoru. Plati teda, ze kultivary, ktoré obsahuju recesivnu alelu vrn-2
bez ohl'adu na alelicku konstitiaciu génu VRNI, nie su citlivé voci vernalizacii. Kultivary, ktoré obsahuju
dominantné gény VRN2 aVRN1 su spojené s minimdlnym vernalizaénym narokom (absencia
viazbového miesta pre represor v promotorovej oblasti alebo v prvom intréne). Tento model
je podporeny rozsiahlymi fenotypickymi $tidiami ziskanymi z kriZzenia ozimného typu (vernalizaény
narok) s jarnym alebo fakultativnym typom (bez vernalizacného naroku). Klonovanie troch hlavnych
génov vernalizaéného procesu, VRN1 (Danyluk et al., 2003; Trevaskis et al., 2003), VRN2 (Liuling Yan
et al., 2004) a VRN3 (Yan et al., 2006) a charakterizacia ich prirodzene sa vyskytujtcich alelickych
variant predstavuje vel'mi dolezity prvy krok k pochopeniu vernalizacie u Triticeae. Zmena v expresii
niektoré¢ho z génov vernalizacnej drahy ma za nasledok modulaciu transkripéného profilu ostatnych
génov, o sa prejavi v zmene doby kvitnutia.

Genotypy pSenice s vernalizatnym narokom vyzaduju vystavenie nizkym teplotam (4-6 °C)
podobu 4-6 tyzdiiov anevykvitni pokym unich vernalizacia neprebehne kompletne, zatial
¢o nevernalizovany jaémen s vernalizacnym narokom méze vykvitnit’ v nepriaznivych podmienkach,

¢o nemusi byt’ vyhodné z agronomického hl'adiska (Cockram et al., 2007).
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Obrazok 2: Schematické znazornenie funkcie génov vernalizacnej drdhy u ozimného typu ja¢mena. (1) Pésobenim chladu pocas zimy
(vernalizacia) je indukovana expresia génu vrn-H1, ktory znizuje expresiu VRN-H2. Vd’aka tomu je exprimovany gén vrn-H3, ktory koduje
tzv. florigén, ktory prenasa signal do apexu a podporuje expresiu génu vrn-H1. Vd’aka tomu je splneny vernalizaény narok a dochadza
k vykvitnutiu. (2) Pred pdsobenim chladu nie je exprimovany vrn-H1. Tym padom vysokad hladina VRN-H2 blokuje expresiu vrn-H3
a nedochadza k vykvitnutiu pred zimou.

Gén VRN1

KIacovym génom, ktory reguluje dobu kvitnutia u Triticeae je gén VRNL1. Klonovanie VRN-A"1
(Yan et al., 2003) a VRN-A™2 (Liuling Yan et al., 2004) v diploidnej pSenici Triticum monococcum L.
umoznilo charakterizovat’ kandidatne gény VRN-H1 a VRN-H2 u ja¢meiia. Gén VRN1 koduje u pSenice
aj jacmena MADS-box transkripny faktor. Jednd sa 0 homologny gén sgénmi AP1, FUL
a CAULIFLOWER (CAL) u A. thaliana. U psSenice sa gény VRN1 nachadzaji na dlhych ramenach
chromozomu 5A (VRN-AL), 5B (VRN-B1) a 5D (VRN-D1). U ja¢mena je ortolog tohto génu taktiez
lokalizovany v ramci rovnakého regionu na chromozome SH (Dubcovsky et al., 1998; Laurie et al.,
1995). Vysoka expresia génu VRN1 je nevyhnutna pre prechod z vegetativnej do reprodukénej fazy,
a preto je tento gén oznacovany aj ako iniciator kvitnutia. Dominantna forma VRNL1 je spojena s jarnym
rastovym typom, uroven jeho expresie je vysoka, a preto nie je potrebné pdésobenie chladu. Naopak,
u ozimnych kultivarov, ktoré maja recesivnu alelu vrnl, je jeho expresia indukovana az pdsobenim
chladu. Bolo zistené, Ze recesivna alela vrnl je pdvodna, intaktnd. Kazdopadne variabilita
Vo vernalizaénom naroku nie je sposobena rozdielmi v kédujtcich oblastiach. Nedochadza k Ziadnym
posunom V ramci ¢itacieho ramca, predéasnému zaradeniu stop kodénov ¢i nesynonymnym mutaciam,
a to ani u jatmena, ani u pSenice (von Zitzewitz et al., 2005). Naopak, mutacie v promotorovej oblasti
¢iV oblasti prvého intréonu génu VRN, st zodpovedné za vznik dominantého VRN1, a tym padom stratu

vernaliza¢ného naroku (Obrazok 3; Danyluk et al., 2003; von Zitzewitz et al., 2005; Yan et al., 2003).
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Obrazok 3: Schematické znazornenie recesivnej alely vrn-H1 u ozimnych kultivarov a dominantnej VRN-H1 u jarnych kultivarov s deléciou
v ramci prvého intronu. Gén VRN-H1 je u ozimnych kultivarov dlhy priblizne 17 kb, ma 8 exénov a prvy intrén je dlhy priblizne 11 kb. Schéma
bolo vytvorené na zaklade alignmentu génu VRN-H1 ozimného kultiveru Strider (AY750993.1) a jarného kultivaru Morex (AY750995.1) Jarné
kultivary maji deléciu v ramci prvého intronu, priCom u kultivaru Morex ma tato delécia velkost” priblizne 5 kb. Exony sG zndzornené
ako Cervené $ipky, medzi nimi sa nachadzaju introny, promotor je pred prvym exénom, delécia v ramci prvého intronu u dominantnej jarnej

alely je zobrazena ako ¢ierna ¢iara. W — 0zimina, S — jarina, ATG — Start kodon.

Sktimanie zarodo¢nej plazmy jaémena viedlo k charakterizacii jedenastich aliel génu VRN-H1
(Obrazok 4). Konkrétne sa jedna o alely: HYWRN1, HvWRN1-1, HWWRN1-2, HvWRN1-3, HVWRN1-4,
HvVRN1-5, HWWRN1-6, HVWRN1-7, HVWRN1-8, HVWRN1-9, HVWRN1-10 (Cockram et al., 2007; Fu
et al., 2005; Hemming et al., 2009; Sziics et al., 2007, p. 1; von Zitzewitz et al., 2005). Oziminy
st nositemi bud’ alely HVWRN1 alebo HvWVRN1-6 azvysné alely su spojené s jarnym fenotypom.
Ozimné alely sa medzi sebou lisia deléciou o velkosti 486 bp, ktora sa nachadza v mieste vyskytu
retrotranspozonu Lolaog. Nositel'om tejto delécie je alela HYWRN1-6 (Cockram et al., 2009).

Porovnanim sekvencie viacerych kultivarov psenice a jaémena bola determinovana 2,8 kb velka
oblast’ v ramci prvého intronu, ktora sa nachadza u vSetkych ozimnych kultivarov. Z tejto oblasti
je prvych 440 bp u pSenice a 436 bp U ja¢mena najviac konzervovanych medzi vSetkymi kultivarmi.
Jedna sa o tzv. vernaliza¢ny kriticky region, ktory je typicky pre ozimné kultivary, zatial’ ¢o jariny maju
v tomto mieste deléciu (Fu et al., 2005; von Zitzewitz et al., 2005).

V ramci tejto 2,8 kb oblasti sa nachadza 1 kb region, ktory je deletovany vo vsetkych jarnych
kultivaroch. Tato oblast’ ale nezahffia vernaliza¢ny Kriticky region. Predpoklada sa, Ze oblast’
zodpovedna za vernalizacny narok u obilnin je ovela vicSia a nie je reprezentovana vernalizacnym
kritickym regionom. V ramci tejto 1kb oblasti sa vyskytuje velké mnozstvo domnelych regula¢nych
motivov spojenych s represiou VRN-H1, a taktiez kratkych oblasti bohatych na AT, tzv. scaVold/matrix
attachment region (S/MAR). S/IMAR zohravaju tulohu v Strukture chromatinu, atym padom
aj v regulacii transkripcie prostrednictvom chromatinovej slucky (Hemming et al., 2009). U A. thaliana
znizuji oblasti S/IMAR transkripciu viacerych génov (napriklad FUL), ktorych st sucastou, a preto
moézu zohravat' rovnaku ulohu aj v pripade regulacie transkripcie VRN-H1 u ozimnych kultivarov

(Hemming et al., 2009; Rudd et al., 2004; Tetko et al., 2006).
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Obrazok 4: Schematické znazornenie prvého intrénu u 11 aliel génu VRN-H1. Medzery predstavuju deletované oblasti intronu vzhladom
k referen¢nej sekvencii kultivaru Strider (AY750993.1). Velkost' delécie u jednotlivych aliel je uvedena na pravej strane schémy rovnako
ako rastovy typ ktory dané alela reprezentuje. Trojuholnik predstavuje inzerciu v alele HYWWRN1-7. Obdiznik s prerusovanou ¢iarou zobrazuje
region o velkosti 1 kb, ktory je deletovany u jarnych kultivarov a je spojeny s kvitnutim bez vernalizacie. Obdiznik s plnou &arou vyznacuje
oblast’ o velkosti 436 bp, ktora reprezentuje tzv. vernalizaény kriticky region. Konzervovana oblast’ (identita 79-91%) o velkosti 2,8 kb medzi
pSenicou a ja¢metiom je vyznacena sivou farbou na alele HYWRNL1 a $rafovana oblast’ predstavuje retrotranspozon Lolaog o velkosti 1,051 kb.

S = jarina; W = ozimina; InDel = inzercia—delécia. Prevzaté a upravené podla Hemming et al. (2009).
Gén VRN2

Gén VRN2 je hlavnym represorom kvitnutia a zohrava vel'mi doleziti ulohu vo vernaliza¢nej
drahe obilnin. Tento gén zatial’ nema jasny ortolog u A.thaliana, ale funkéne sa zhoduje s génom FLC
(YYan et al., 2004). Represorom kvitnutia u ryze je gén Grain number, plant height et heading date 7
(Ghd7), ktory je najbliz§im ortologom génu VRN2 (Xue et al., 2008). Gény VRN2 st u tetraploidnej
pSenice lokalizované na chromozoéme SA a 5B (VRN-A2 a VRN-B2) a u jaémen na chromozome 4H
(Distelfeld et al., 2009; Laurie et al., 1995; Takahashi et Yasuda, 1971).

Jarny typ je spojeny s nefunkénou, recesivnou alelou vrn2. VRN2 kdduje protein, ktory obsahuje
na N-konci doménu zinkového prstu a CCT doménu (CO, CO-like, TOC1) na C-konci, ktora
je konzervovana medzi roznymi druhmi rastlin (Yan et al., 2004). U jaCmena existuju tri pevne viazané
ZCCT gény vo VRN-H2 lokuse (ZCCT-Ha, ZCCT-Hb a ZCTT-Hc) a dva u diploidnej pSenice (ZCCT-1
a ZCCT-2). Alelické varianty tohto lokusu st spojené s kompletnou deléciou a mutaciami, ktoré veda
k strate funkcie génu VRN2 (Yan et al., 2004). Bolo zistené, Ze u pSenice nesu jariny mutaciu
v konzervovanej CCT doméne. V pripade ja¢menia dochadza u jarného typu k delécii vsetkych troch

ZCCT-H génov (Ha, Hb a Hc; Distelfeld et al., 2009; Yan et al., 2004). Expresia génu VRN2 je potlacena
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vernalizaciou a kratkym dfiom u obilnin senzitivnych na fotoperiodu. Bolo zistené, Ze expresia VRN2
je potlacena kratkym diom (v pripade nizkych aj vyssich teplot), ale zvySenie expresic VRNL bolo
zaznamenané az pPo niekol’kych tyzdiioch. Z toho vyplyva, ze existuje eSte minimalne jeden d’alsi
represor VRN1 (Dubcovsky et al., 2006; Trevaskis et al., 2006). Doména CCT vykazuje urcita
podobnost’ s HEME ACTIVATOR PROTEIN2 (HAP2) podjednotky u kvasiniek. Tato podjednotka
je sucast'ou komplexu HAP2/HAP3/HAPS a viaze sa do oblasti CCAAT boxov v promotorovej oblasti
mnohych eukaryotickych génov a reguluje tak ich expresiu (Wenkel et al., 2006).

Gén VRN3

Gén VRN3 je prostrednikom medzi fotoperiodickou a vernalizacnou drahou. Kdéduje mobilny
element (tzv. florigén), ktory je z listov transportovany floémom do apexu, kde aktivuje expresiu génu
VRN1, a tym padom sa podiel’a na indukcii kvitnutia. Gén FT u A.thaliana je homologom ku génu VRN3
(Li et al., 2011, p. 2). Gény VRN3 su u psenice lokalizované na chromozéomoch 7A (VRN-A3), 7B
(VRN-B3) a 7D (VRN-D3) a patria medzi RAF kindzové inhibitory (Bonnin et al., 2008; Yan et al.,
2006). U ja¢mena je gén VRN-H3 lokalizovany na chromozome 7H. Alely s vysokou hladinou expresie
st spojované s dominantnym jarnym typom (Yan et al., 2006).

U pSenice aj jacmena sa VRN3 viaze na promotor génu VRN1, a tak zvysuje jeho expresiu.
Pred vernalizaciou je expresia génu VRN3 potlacena posobenim VRN2. Tym je zabranené vykvitnutiu
ozimin na jesen a naslednému poskodeniu rastlinnych meristémov cez zimu. P6sobenim nizkych teplot
cez zimu dochéddza k zvyseniu expresie VRN1 v listoch a potlaceniu expresie génu VRN2. Ked'ze
produkty génu VRNZ2 inhibuji transkripciu génu VRN3, tak ich potlacenim méze byt gén VRN3
exprimovany. Produkt génu VRNS3 je transportovany floémom do apexu, kde interaguje s FLOWERING
LOCUS-D LIKE 2 (FDL2; Li et Dubcovsky, 2008). Tento proteinovy komplex sa potom viaze
do promotoru génu VRN1 a podporuje jeho expresiu, pokym sa nezvysi nad kritickii hodnotu, ktora
je nevyhnutna k prechodu z vegetativnej do reproduk¢nej faze (Chen et Dubcovsky, 2012; Dubcovsky
et al., 2006).

3.3.2 Fotoperiodicka draha u pSenice a jaémena

Fotoperidda ovplyviiuje cely rad fyziologickych procesov, ako su kvitnutie, dormancia, kli¢enie
semien, opadanie listov ¢i tuberizaciu. Na zaklade poziadaviek na fotoperiodu mozeme rastliny rozdelit’
na rastliny citlivé a rastliny necitlivé na fotoperiodu. Rastliny necitlivé na fotoperiodu prechadzaju
do reprodukénej faze v momente, ako pride na jar k otepleniu. Kvitnutie u nich nezavisi na dizke dna,
a patria sem napriklad zemiaky, ¢i rajciak. V pripade rastlin citlivych na fotoperiodu mame dlhodenné
a kratkodenné rastliny. Dlhodenné rastliny potrebuju na indukciu kvitnutia dlhs$i ¢as, zvy¢ajne viac ako
12 hodin a fotoperioda sa u nich oznacuje ako kritickd dizka dita. Medzi dlhodenné rastliny patri
napriklad modelova rastlina A.thaliana a obilniny — jaémen a pSenica. Naopak, kratkodenné rastliny

ako ryza ¢i tabak kvitna pocas kratkeho dia, ktory je charakteristicky pravidelnym striedanim svetla
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atmy, pricom tmava faza musi byt dostato¢ne dlha a neprerusovana. Schopnost’ rastlin reagovat
na zmeny v dizke sIne¢ného svitu sa nazyva fotoperiodizmus. Doba, po¢as ktorej st rastliny vystavené
ziareniu rdmci 24 hodinového cyklu, sa oznacuje ako fotoperidda. Ked’ze sa jedné o dblezity proces,
tak je u rastlin precizne regulovany celou sietou génov, ktoré spolu navzajom interagujti a vV kone¢nom
kroku je signal prenasany do vernaliza¢nej kaskady (Kikuchi et He, 2009).

Dolezité gény, ktoré st zapojené vo fotoperiodickej drahe u A.thaliana, si CO, Gl aFT
a homology tychto génov je mozné najst’ u pSenice a rovnako tak aj u jaémena (Obrazok 5; Nemoto
etal., 2003; Yan et al., 2006; Zhao et al., 2005). Gény Ppdl sa u pSenice nachadzaju na kratkom
ramienku druhého chromozému a su pritomné vo vsetkych troch subgenémoch a oznacené ako Ppd-Al,
Ppd-B1, a Ppd-D1. U jaémena je gén Ppd-H1 lokalizovany taktieZ na chromozéme 2H (Beales et al.,
2007; Turner et al., 2005). Gén TaCO1 je lokalizovany na 7 chromozéme v subgénomoch B a D (TaCO-
B1, TaCO-D1). V subgenéme A nebol zatial’ TaCO1 identifikovany (Shaw et al., 2012; Shimada et al.,
2009). Homolog Gl bol identifikovany u ja¢mena aj pSenice. HVGI je lokalizovany na kratkom ramienku
chromozému 3H, ale podla vSetkého zohrava len minoritni tlohu v spravnom nacasovani kvitnutia
na rozdiel od A.thaliana (Dunford et al., 2005). Gény Ppd patria do pseudo-response-regulator (PRR)
génovej rodiny a obsahuju taktiez CTT doménu, ktora je zodpovedna za protein-proteinové interakcie,
napriklad s jednotlivymi komponentami cirkadiannych hodin. Gény Ppd1 nemaja ulohu v mechanizme
cirkadiannych hodin, ale st nimi regulované (Turner et al., 2005). Taktiez boli popisané gény Ppd-B2
na kratkom ramienku chromozému 7 v subgenéme B a Ppd-H2 u jaémena chromozome 1H. Ppd-H2
je exprimovany v podmienkach kratkeho dna (Faure et al., 2007; Khlestkina et al., 2009).

U jaémena je dominantna alela Ppd-H1 senzitivna voci fotoperiode a stoji za skors$im kvitnutim
pri dlhom dni. Recesivna alela ppd-H1 nie je citliva vo¢i fotoperiode a tieto rastliny buda kvitnat
v rovnakom ¢ase, ¢i su pestované pri dlhom alebo kratkom dni. (Laurie et al., 1995; Turner et al., 2005).

Fotoperiodicka necitlivost’ u pSenice je sposobend vyskytom indelov v promotorovej oblasti,
ktoré narti$aju vdzobné miesto pre transkripéné faktory. Alela Ppd-Dla nesie 2089 bp velka deléciu
v promotorovej oblasti (Beales et al., 2007). Delécie o velkosti 1027, 1117 a 1085 bp boli
identifikované u alely Ppd-Ala u tetraploidnej aj hexaploidnej pSenice. Naopak, alela Ppd-Bla.l nesie
308 bp inzerciu (Nishida et al., 2013b). Tieto $truktirne zmeny sa nachadzaji v regione o velkosti
886 bp. V tejto oblasti bola popisana pritomnost’ CCA1-HIKING EXPEDITION (CHE) elementu, ktory
je spominanymi indelmi naruseny. Efekt CHE ako represoru bol popisany u A.thaliana, a preto
sa predpoklada, Ze tento region zohrava doleziti ulohu aj v represii Ppdl (Nishida et al., 2013b;
Pruneda-Paz et al., 2009).

TaCOl vykazuje homolégiu s génom CO u A. thaliana a vykazuje rovnaky expresny profil
U pSenice s maximom expresie priblizne 16 hodin po tsvite pri dlhom aj kratkom dni (Shaw et al., 2012;
Shimada et al., 2009). Protein Ppd1 ovplyviiuje expresiu VRN3 prostrednictvom stabilizacie proteinu
TaCO. Ppd ma teda opacny efekt na expresiu VRN3 ako VRN2. CCT domény Ppdl a VRN2 interagujt

s komplexom nuklearneho faktoru-Y (NF-Y). Pred vernalizaciou je VRN2 exprimovany a tvori komplex
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s NF-Y. Tym padom je CO degradovany, VRN3 nie je exprimovany a rastlina tak nekvitne. Pocas zimy
sa expresia VRN1 zvysuje a potlaca expresiu VRN2. Pri dostatoénej dizke dita Ppd1 stabilizuje protein
CO tvorbou komplexu CO-NF-Y. CO potom nasledne pozitivne ovplyviiuje expresiu VRN3 a podiel’a
sa na indukcii kvitnutia pri podmienkach dlhého diia (Chen et Dubcovsky, 2012; Li et al., 2011).
Expresia Ppdl je regulovana taktiez pomocou cirkadianneho komplexu. U A.thaliana tvori EARLY
FLOWERING 3 (ELF3), LUX ARRHYTHMO (LUX) a EARLY FLOWERING 4 (ELF4) tzv. no¢ny
komplex, ktory brani expresii viacerych génov pocas noci (Helfer et al., 2011). Bolo zistené, ze EARLY
MATURITY8 (EAMS8) je ortologom génu ELF3 (Faure et al.,, 2012) a EARLY MATURITY10
je ortologom génu LUX ujacmena (Campoli et al., 2013). Mutacie v tychto dvoch génoch veda

k nadmernej expresii Ppd1l a rastliny sa tak stavaju necitlivé voci fotoperidde.
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Obrazok 5: Schematické porovnanie klI'aGovych génov v ramci fotoperiodickej a vernalizaénej drahy u A. thaliana a jamena. U ja¢mena
a A.thaliana je kvitnutie indukované v podmienkach dlhého dia a posobenim chladu (vernalizacia). Interakcie medzi jednotlivymi génmi
st znazornené na obrazku. (1) U A. thaliana je indukovana expresia CO pomocou Gl a FKF1, ktoré spolu interaguju. CO nasledne aktivuje
expresiu FT a protein FT, tzv. florigén prenasa signal z listov do apikalneho meristému, kde interaguje s proteinom FD. Tento proteinovy
komplex iniciuje expresiu génu AP1, ktory je hlavnym aktivatorom kvitnutia. Represorom kvitnutia pred chladovym p6sobenim je gén FLC,
ktorého expresia je pravdepodobne aktivovana FRI. Vernalizacia nasledne potlaca expresiu FLC a tym padom mézem byt FT exprimovany.
(2) U ozimnych kultivarov ja¢mena je dizka diia merana pomocou Ppd-H1. Pred zimou je kvitnutie potlagené vysokou troviiou expresie
VRN-H2, ktory potlaca expresiu vrn-H3. Vernaliziciou je aktivovana expresia vrn-H1, ktora nasledne reprimuje VRN-H2. Po vernalizacii
a Vv podmienkach dlhého dna je indukovana expresia HVCO1 avrn-H3, ktory prenasa signal do apikdlneho meristému, kde interaguje

s proteinom HvFDL2 a aktivuje expresiu vrn-H1. Prevzaté a upravené podla Milec et al., 2014.
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Déleziti ulohu vo vyvoji, morfoldgii a fyziologii rastlin zohrdva svetlo, ktoré je vnimané
prostrednictvom Specializovanych proteinov, tzv. fotoreceptorov. Medzi fotoreceptory patria
uz spominané fytochromy a kryptochromy, ktoré obsahuji chromofory. Prostrednictvom chromoforov
st schopné vnimat svetlo a taktiez reagovat’ na $pecifické vinové dizky. Rastlina tak dokaze detekovat’
a reagovat’ na rozne svetelné zmeny (intenzita, kvalita a dizka pdsobenia; Christie et al., 2015).

U obilnin pdsobi cervené svetlo prostrednictvom Fytochrému C (PhyC) na regulaciu aktivity
PpdlaVRNS3, a tym padom aj kvitnutia. Prechod do reprodukénej faze je spojeny so zvySenou expresiou
Ppdl, ktory sa podiela na aktivacii expresiec VRN3 v zavislosti od svetla pocas dlhého dna
vo vernalizovanych rastlinach ja¢mena ¢i pSenice, a taktiez v kultivaroch, ktoré nevyzaduju
vernalizaciu. Bolo dokazané, ze v pripade nefunkéného PhyC u pSenice dochadza zmene expresie
génov, ktoré su sucastou cirkadiannych hodin a fotoperiodickej drahy. To spdsobuje vyrazné
oneskorenie kvitnutia poc¢as dlhych dni (Chen et al., 2014). Délezita tloha PhyC bola taktieZ popisana
U jatmena a Brachypodium distachyon (Nishida et al., 2013a; Woods et al., 2014).

3.3.3 Cirkadianne hodiny

Cirkadianne hodiny kontroluju u A. thaliana procesy ako s metabolizmus, rast, fotosyntéza
a samotné nacasovanie kvitnutia (Greenham et McClung, 2015). Ako uz bolo spominané, tak sa jedna
0 endogénny komplex regulujici expresiu génov na zaklade striedania diia a noci (Fogelmark et Troein,
2014). V pripade vynosu obilnin zohrava doleziti Glohu teplota a fotoperioda. Vysoka teplota pocas
dlhého dna znizuje samotny vynos a V pripade kratkych dni inhibuje reprodukény vyvoj obilnin. Kvoli
predpokladanym globalnym zmendm, ktoré negativne vplyvaji na vynos, je dolezité identifikovat’ gény
zapojené v mechanizme kontroly kvitnutia v zavislosti od teploty. Kandidatmi si prave gény
cirkadiannych hodin, ktoré vnimaju a reagujt na teplotné signaly regulaciou expresie génov (Hemming
etal., 2012).

Myb transkripéné faktory, CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 (CCAl) a LATE
ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), rano inhibuju expresiu TIMING OF CAB EXPRESSION1
(TOC1/PRR1), ktoré zase naopak zabrariuju expresii CCAL a LHY pocas noci u A. thaliana (Alabadi
et al., 2001). CCA1 a LHY aktivuji expresiu PRR7 a PRR9, ktoré spdtnovidzobne znizuja ich expresiu
(Nakamichi et al., 2010). Sucast'ou tejto regulacie je aj tzv. noény komplex zahfnajici ELF3, ELF4
a LUX. Gény no¢ného komplexu st exprimované vd’aka zniZeniu hladiny CCA a LHY (Helfer et al.,
2011). Dalsia podobna spitnovizobna regulécia je popisana u Gl a TOC1, konkrétne Gl aktivuje veder
expresiu TOC1, ktory naopak expresiu Gl inhibuje (Pokhilko et al., 2012). Cirkadianne hodiny
umoziuju expresiu CO pocas dlhé¢ho dna, reprimuji CDF, atym padom umoziuju kvitnutie
prostrednictvom expresie samotného FT (Baudry et al., 2010).

U obilnin je tento mechanizmus zatial’ len slabo popisany. Na zdklade homoldgie génov medzi

A. thaliana vsak boli niektoré gény tejto kaskady u ja¢mena identifikované. Aj napriek nezavislym
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duplikécidm génov, ktoré vznikli pri diverzifikacia jednokli¢nolistovych a dvojkli¢nolistovych rastlin,
je ich $truktara a samotny mechanizmus regulacie vel'mi podobny (Campoli et al., 2012). Hlavny gén
fotoperiodickej drahy Ppd-H1 je najbliz§im ortologom PRR7 u A. thaliana (Turner et al., 2005).
U A. thaliana nebol pozorovany vyrazny efekt na samotné nacasovanie kvitnutia spésobeny variaciami
v génoch PRR (Ehrenreich et al., 2009). U ja¢mena boli popisané mutacie spdsobujlice vyrazne skoré
kvitnutie nezavislé od dizky diia prostrednictvom aktivécie expresie VRN-H3. Jedna sa 0 mutaciu eam8
a eam10 (Campoli et al., 2013; Faure et al., 2012; Zakhrabekova et al., 2012). Spontanne a indukované
mutacie eam8 umoznuju adaptaciu obilnin na kratke vegetacné obdobie, ako v pride krajin

Skandinavskeho polostrova a ich samotné rozsirenie (Lundqvist, 2009).

3.4 Funkéna genomika

Funk¢éna genomika je Cast’ genomiky, ktora sa venuje charakterizacii funkcie génov aich
vzajomnych interakcii. Snazi sa vysvetlit’ stvislost medzi DNA konkrétneho organizmu a hladinou
uréitych génov, transkriptov aich proteinovych produktov. Poskytuje tak komplexnej§i obraz
0 jednotlivych biologickych procesoch, ktoré prebiehaju na trovni bunky, tkaniva a celého organizmu
v suvislosti s molekulou DNA v ramei genomu daného organizmu. Hlavnym ciel'om je teda pochopenie
vzajomného vztahu medzi genomom uréitého organizmu a jeho vyslednym fenotypom. Existuje velké
mnozstvo technik a pristupov k odhaleniu funkcie génov. V ramci funkénej genomiky rozlisujeme
priamy (forward) a reverzny geneticky pristup (Holtorf et al., 2002)

Metdédami priamej (forward) genetiky je mozné skumat’ nové gény a ich funkciu. Cielom
je odhalit’ gény, ktoré st zodpovedné za odlisny, vacSinou mutantny fenotyp v kontraste s fenotypom
kontrolnych rastlin. Na pociatku tohto pristupu stoji mutagenizovana populécia €i linia, ktora vykazuje
ur¢ita fenotypovu variabilitu (Jankowicz-Cieslak et Till, 2015). V pripade zaujimavého fenotypu
je potrebné zistit’, u ktorého génu doslo k mutacii a to nasledne potvrdit’ metddami reverznej genetiky
(Parinov et Sundaresan, 2000).

V ramci reverzného genetického pristupu neprebiehajt rozsiahle fenotypové testy, ale vychadza
sa zo znalosti kandidatnej génovej sekvencie k ziskaniu a hodnoteniu mutacie v konkrétnom géne.
Tato metdda nesluzi k hadaniu novych génov, ktoré podmienuju dany fenotyp (Jankowicz-Cieslak et
Till, 2015). Medzi metody reverznej genetiky patri napriklad RNA interferencia (RNAI) (Fire et al.,
1998), ¢i technoldgia CRISPR/Cas9 (CRISPR, clustered regularly interspaced short palindrom, Cas9,
CRISPR-associated protein 9; Doudna et Charpentier, 2014).

Funkéna genomika nachadza uplatnenie aj v ramci §lachtitel'ského procesu. LepSie pochopenie
funkcie a regulacie jednotlivych génov v ramci procesu kvitnutia pomaha k ziskaniu novych kultivarov,
ktoré su lepSie prisposobené vonkaj$im podmienkam v oblasti, kde s pestované, ¢o ma dopad
na samotny vynos. V ramci klasického $lachtenia rastlin dochadza ku krizeniu réznych kultivarov

a selekcii vybranych znakov. Dnes sa uplatiuje aj §lachtenie rastlin prostrednictvom indukcie mutacii
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vV gendme daného organizmu. Genetickd zmena je zndsobend homoldgnou rekombinédciou v meioze.
Mutacie podliehaju prirodzenej selekcii a predstavuju hnaciu silu evolticie. Spontdnne mutacie
su zriedkavé a ndhodné. Preto sa pri Slachteni novych odréd vyuziva mutagenéza, a to bud’ klasicka

alebo cielena (Oladosu et al., 2016).

3.4.1 Klasicka mutagenéza

Mutagenéza je proces tvorby dedi¢nych zmien v genetickej informacii organizmu, ktora
nie je zapric¢inena segregaciou alebo rekombinaciou, ale je indukovana prostrednictvom chemickych,
fyzikalnych alebo biologickych ¢inidiel (Roychowdhury et Tah, 2013).

Medzi fyzikalne mutagény patria rézne typy ziarenia, ako napriklad rontgenové, ionizacné,
¢i gama ziarenie. Sposobujil vacsie chromozomalne aberacie (inzercie, delécie, inverzie, translokacie)
a vyzaduju Specialne vybavenie. V ramci mutagenézy st menej pouzivané ako chemické mutagény,
ked’Ze spdsobuju rozsiahle poskodenia a znizuju Zivotnost’ organizmu (Wu et al., 2005).

Chemické mutagény nevyzaduju pouzitie Specialneho vybavenia a poskytuji vysoku frekvenciu
mutacii. Spoésobuju bodové mutacie typu transverzie €i tranzicie vV kodujtcich i nekodujicich oblastiach.
Do tejto skupiny patri napriklad etylmetan sulfonat (EMS) ¢i etylnitroso moc¢ovina (ENU). EMS
sposobuje etylaciu guaninu za vzniku O%-etylguaninu, ktory sa namiesto cytozinu paruje s tyminom.
Tym padom dochadza pocas replikacie k tranzicii G:C za A:T (Greene et al., 2003). ENU primarne
sposobuje transveziu A:T na T:A (44 %) a tranziciu (38 %) A:T na G:C (Justice et al., 1999). Samotnu
G¢innost mutagénezy ovplyviluje koncentracia mutagénu, dizka pdsobenia a teplota, pri ktorej

mutagenéza prebieha.

TILLING

Priamy geneticky pristup sa vyuzival v §lachteni v spojeni s mutagenézou urcitej rastlinnej
populacie. Neskor bola vyvinuta metéda Targeting Induced Local Lesions IN Genomes (TILLING),
ktora kombinuje chemicki mutagenézu s vysokokapacitnych skriningom bodovych mutacii v génoch
zaujmu. Jedna sa o metédu v ramci reverznej genetiky (McCallum et al., 2000). Vdaka metode
TILLING moéze byt ziskané Siroké spektrum alelickych mutacii vhodnych pre geneticku analyzu.
Vysledkom tychto mutacii moze byt strata funkcie (loss of function), zisk novych vlastnosti (gain
of function), ¢i znizenie aktivity. Tymto pristupom st ziskané stabilné mutacie. Niektoré mutacie
nemuseli byt identifikované pomocou metdd priamej genetiky, ale vd’aka metdéde TILLING je ich
mozné detekovat, ked’Ze sa tento pristup zameriava na konkrétny gén. Tato metdda nie je obmedzena
velkostou gendmu ani troviiou ploidie. Nevyzaduje geneticku transforméciu na rozdiel od inzer¢nej
mutagenézy, transpozonov, retrotranspozonov ¢i RNAi. To predstavuje vel’ka vyhodu pre druhy, ktoré
nie st alebo su len v malej miere transformovatelné. V tomto pripade sa taktiez nejedna o geneticky
modifikovany organizmus (GMO), a tym padom odpadaju legislativne bariéry pre vyuzitie
tejto technologie v slachtenti rastlin (Alonso et Ecker, 2006; Tadele et al., 2009).
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Tato metdda bola vyuzita v ramci dolezitych projektov na modelovych organizmoch A. thaliana
(Arabidopsis TILLING Project; Till et al., 2003) a Drosophila melanogaster (Fly-TILL; Till et al., 2003;
Winkler et al., 2005). Nasledne bola tato technoldgia aplikovana na ostatné plodiny, ako pSenica,
jacmen, kukurica, ryza, ovos, hrach ¢&i séja. TILLING predstavuje sofistikovany postup
pre vyskumnikov, ale aj §l'achtitel'ov pre vyvoj novych odrod. Identifikacia mutacii v konkrétnom géne
je vyrazne zjednodusena vd’aka pokroku v ramci sekvenovania novej generacie a efektivnejsej detekcie
heteroduplexov DNA (Burkart-Waco et al., 2017; Szurman-Zubrzycka et al., 2017). Vd’aka spatnému
krizeniu s vyuzitim DNA markerov mdze byt konkrétna mutécia jednoduchsie prenesena do elitného
kultivaru (Hasan et al., 2015).

Detekcia bodovych mutacii v géne zaujmu v nemutovanej populacii (prirodzenej populacie)
sa nazyva EcoTILLING. Pracuje na rovnakom principe ako metéda TILLING. EcoTILLING nachadza
uplatnenie v ramci detekcie vzacnych SNP, ktoré by mohli stat’ za vznikom rakoviny u l'udi (Till et al.,
2006).

RNA interferencia

RNAI je proces, pri ktorom dochadza k cielenému uml¢aniu Specifickej génovej sekvencie
prostrednictvom dvojvldknovej RNA (double-stranded RNA, dsRNA). Tato dsRNA sprostredkovava
Stiepenie konkrétnej mRNA alebo blokuje jej expresiu. Jedna sa o prirodzeny mechanizmus, ktory
prebieha v cytoplazme buniek ako reakcia na pritomnost’ virov alebo transpozonov (Fire et al., 1998).
Prvym krokom procese RNAI je pritomnost’ dsRNA, ktora je vyhodnotena ako cudzoroda, a preto
ma bunka tendenciu ju odstranit’. Pomocou enzymu Dicer je dsSRNA Stiepena za vzniku dvojvlaknovych
malych interferenénych RNA (small interfering RNA, siRNA) o velkosti 21-23 nukleotidov (Elbashir
et al., 2001; Zamore et al.,, 2000). V cytoplazme si siRNA rozvolnené a antisense retazec
je inkorporovany do komplexu RNA-induced silencing complex (RISC), zatial’ ¢o druhé, sense, vlakno
je degradované v cytoplazme. Komplex RISC je pomocou antisense vlakna vedeny ku komplementarne;j
sekvencii na mRNA, s ktorou sa paruje. Tato mRNA je potom endolyticky Stiepenia pomocou proteinu

Agronaut, ktory predstavuje katalyticka zlozku komplexu RISC (Zamore et al., 2000).

3.4.2 Cielena mutagenéza s vyuzitim Specifickych endonukleaz

Rastlinné genémy boli najskér modifikované selektivnym Slachtenim, neskor mutagenézou
a Vv poslednych rokoch aj cielenou tUpravou genomu (Weeks et al., 2016). Cielena Gprava genomu
spociva v modifikacii Specifickej sekvencie DNA bez zasahu do ostatnych ¢asti DNA prostrednictvom
Specifickych nukledz. Jedna sa najmid o nukledzu zinkového prstu (zinc finger nuclease, ZFN),
Transcription activator-like effector nuclease (TALEN) a CRISPR (Obrazok 6).

Prostrednictvom spominanych miestne $pecifickych nukleaz su vytvorené dvojvlaknové zlomy
(double-strand breaks, DSB) v presne definovanom mieste v gendéme. Tieto DSB musia byt nasledne

opravené kvoli zachovaniu stability genomu, plodnosti a genetickej diverzity. DSB mo6zu byt opravené
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bud’ nehomolégnym spajanim koncov (nonhomologous end-joining, NHEJ) alebo homoldgnou
rekombinaciou (homologous recombination, HR). Oprava DSB prostrednictvom NHEJ méze sposobit’
vV gendme nepredvidatelné zmeny typu malych delécii ¢i substitucii, ktoré mézu mat’ za nésledok
vyradenie ur€itétho génu z funkcie. Oprava HR ponudka SirSie spektrum modifikacii genému,
ako napriklad substiticie jedného nukleotidu az po integraciu viacerych transgénov do ciel'ového
miesta. Pomocou HR méze byt DSB opraveny prepisom donorovej sekvencie do rozbitej oblasti DNA,
a tym padom je tento donorovy templat stabilne integrovany do gendému, ¢im je dosiahnuta pozadovana
modifikacia DNA. Dominantnou opravou DSB u rastlin je vsak NHEJ (Waterworth et al., 2011, Wang
etal., 2014).

V stéasnosti sa vyuZivaji najmda TALEN a CRISPR/Cas9. Dosiahnut’ HR je ovela naroénejsie
v porovnani s NHEJ, pretoze vyzaduje pritomnost’ expresnej kazety miestne Specifickej nukleazy
(TALEN, CRISPR/Cas9) aexogénne dodaného donorového templatu. Neustale st vyvijané nové
stratégie na zvysenie uc¢innosti HR. Napriklad Fauser et al (2012) zabezpecili, ze kazda bunka bude mat’
minimalne jednu képiu donorového templatu ziskant z jej chromozomu. Baltes et al (2014) zase zvysili

mnozstvo donorového templatu replikaciou prostrednictvom geminivirusu.

(A) ZFN
Fokl

5’ m—s TCATGCGATCTAACA GTAGCTG ATACACTCAGTCCATA
3’ me— AGTACGCTAGATTGT CATCGAC TATGTGAGTCAGGTAT

~

3
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5’ e TCAT CCATCTAACATCGGTAGCTGGACATACACT AGT CATA w3’
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(C) CRISPR/Cas9
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Obrazok 6: Hlavné metody editacie gendmu prostrednictvom miestne $pecifickych endonukleaz, konkrétne ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9.
(A) ZFN funguje ako dimér, pricom monoméry sa skladaju zo Specifickej DNA vdzobnej domény z tandemovo usporiadanych zinkovych
prstov, pri¢om jeden rozpoznava 3 bp sekvenciu a podjednotky restrikénej endonukleazy Fokl. Monoméry sa viazu antiparalelne na vlakna
DNA, podjednotky Fokl dimerizuji a indukuja DBS. (B) TALEN pracuje na podobnom principe ako ZFN (dimér a restrikéna endonukleaza
Fokl). V tomto pripade rozpoznava jedna aminokyselinova doména jeden nukleotid. (C) CRISPR/Cas9 funguje na rozdiel od ZFN a TALEN
ako monomér a vdzobna $pecifita je urend pomocou single synthetic guide RNA (sgRNA). Cas9 je restrikéna endonukledza, ktora sa sklada
z dvoch nukledzovych domén: HNH $tiepiacej na komplementarnom retazci a RuvC domény, ktora Stiepi na nekomplementarnom ret'azci.
CRISPR/Cas9 sa moze viazat’ na akékol'vek miesto na DNA obsahujiice motiv PAM a indukuje DBS 3 nukleotidy pred PAM. Prevzaté
a upravené podla Zhu et al., 2017.
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ZFN

Nukleaza zinkového prstu je pripravend fuzovanim DNA vézobnej domény a domény
nespecifickej restrikénej endonukleazy Fokl. DNA vidzobna doména sa sklada z dvoch sad tandemovo
usporiadanych ZF, pri¢om kazda sa sklada z 3-4 ZF a rozpoznava sekvenciu o velkosti 9—12 bp. Cize
jeden ZF rozpoznava 3 bp dlht sekvenciu DNA. Restrikéna endonukleaza FokI stiepi molekulu DNA
a je aktivna len ako dimér. Jedna sada zinkovych prstov je fuzovana s jednym monomérom a druhd zase
S druhym monomérom FokI. Viazu sa na Specifickll sekvenciu DNA (18-24 bp), pricom monoméry
sa viazu na opacné vlakno molekuly DNA vo vzdialenosti 5-7 bp od seba. Tento medzernik (spacer)
umoznuje dvom nukledzovym doménam FokI dimerizovat, ¢im sa stava aktivna a nasledne indukuje
v tomto mieste DSB (Porteus et Carroll, 2005).

Existuju programy pre navrhovanie $pecifickych ZFN na konkrétnu sekvenciu DNA v danom
géne a ZFN st aj komer¢ne dostupné (Osborn et al., 2011).

TALEN

Princip TALEN je vel'mi podobny tomu ako funguju ZFN. Sklada sa taktiez zo Specifickej DNA
vizobnej domény a neSpecifickej nukleazy. Transkripéné aktivatory podobné efektorom (transcription
activator-like effector, TALE) su prirodzene sa vyskytujice efektorové proteiny fytopatogénnych
baktérii rodu Xanthomonas. Funguju ako aktivatory transkripcie génov v jadre hostitel'skej bunky.
Viazu sa do promotorov urcitych génov a preprogramuju transkriptém hostitel'a v prospech patogéna
(Kay et al., 2007).

TALE obsahuju unikatnu centralnu DNA vdzobnu doménu, ktora sa sklada z 13—-28 tandemovo
sa opakujucich vysoko konzervovanych subdomén (repetic) o vel'kosti 34 aminokyselin. Plati, Ze jedna
subdoména rozpoznava jeden nukleotid. DNA vézobna Specifita je dana tzv. repetitivnymi variabilnymi
di-reziduami (Repeat Variable Di-Residues, RVD) v pozicii 12 a 13 v ramci kazdej aminokyselinovej
repeticie, pricom zvy$né aminokyseliny st vysoko konzervované. Aminokyselina na pozicii 12.
je zodpovedna za stabilizaciu $truktiry a aminokyselina na 13. pozicii sprostredkovava Specificka
interakciu s jednou bazou na retazci DNA. Oblast’ tandemovych repetic na C-konci proteinu kon¢i
tzv. poloviénou repeticiu, ktora obsahuje prvych 20 rezidui vratane RVD. TaktieZ plati, ze TALE vzdy
rozpoznava bazu T na 5’konci cielovej sekvencie (Miller et al., 2011).

DNA vizobna doména je fuzovana s katalytickou doménou restrikénej endonukleazy Fokl
podobne ako ZFN. Vysledkom je $pecificky riadena a programovatel'na nukleaza, TALEN. TALEN
funguje taktiez v pare, priom monoméry sa viazu antiparalelne na vizobné miesta na molekule DNA,
ktoré su oddelené medzernikom. Domény FoKI interaguju nad medzernikom a v tomto mieste indukuja
DSB (Christian et al., 2010).

Samotny navrh a konstrukcia diméru TALEN je komplikovany proces z hl'adiska poziadaviek
pre uspesné rozpoznanie cielovej sekvencie na molekule DNA. Na zostrojenie funkéného TALEN

sa pouziva Golden Gate klonovacia metdoda (Cermak et al., 2011), klonovanie nezavislé od ligacie
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(Schmid-Burgk et al., 2013) ¢i vysoko-kapacitna produkcia na pevnom nosici (Briggs et al., 2012;
Reyon et al., 2012). Schmid-Burgk et al. (2013) st toho nazoru, Ze jednotlivé repeticie je mozné
kombinovat’ tak, aby rozpoznali akukol'vek presne definovanu sekvenciu. Jednym z prikladov je stibor

TALENov rozpoznavajucich 18 740 génov kodujucich I'udské proteiny (Kim et al., 2013).

CRISPR/Cas9

Prichod technoldgie CRISPR/Cas9 spdsobil revoliciu v gendmovom inZinierstve. Editacia
gendému prostrednictvom CRISPR je jednoduchsia ako s pouzitim metéd ZFN ¢i TALEN. V roku 2020
bola udelena Nobelova cena za chémiu Emmanuelle Charpentier a Jennifer A. Doudna za objav metody
editacie genomu CRISPR/Cas9 (Doudna et Charpentier, 2014). CRISPR predstavuje adaptivny
imunitny systém baktérii a archei voci infekcii virusmi a plazmidmi vyuzivajicich malé RNA. Tieto
RNA rozpoznavaju a uml¢uju cudzorodd nukleovu kyselinu. CRISPR lokus je tvoreny jedine¢nymi
sekvenciami (photospacermi, 20-30 bp), ktoré st oddelené kratkymi palindromickymi repeticiami
priblizne rovnakej dizky. Photospacery predstavuji cudzorodi nukleovii kyselinu virusov
alebo plazmidov. Sucast’ou CRISPR lokusu st gény, ktoré koduju Cas proteiny (Jiang et Doudna, 2017).

Existuju tri typy bakteridlnych systémov CRISPR/Cas (I, II a III), pricom systém II je najlepsie
popisany a jeho podstata sa vyuZziva pri cielenej editacii genému. CRISPR lokus je transkribovany
zavzniku pre-crRNA. Uprava pre-cfRNA na CRISPR RNA (crRNA) vyzaduje pritomnost
transaktivacnej crRNA (tracrRNA), ktora obsahuje komplementarnu oblast’ k repetitivnej sekvencii
v CRISPR lokuse. TracrRNA sa viaze na tlito oblast’ na pre-crRNA za vzniku dvojvlaknovej RNA, ktora
je enzymaticky Stiepena RNazoulll na jednotlivé crRNAs. Cas9 v komplexe s tracrRNA a crRNA
interferuju s dvojvlaknovou DNA na zaklade komplementarity medzi crRNA a cielovou DNA, pricom
sa viazu pred tzv. Protospacer Adjacent Motif (PAM). Tento motiv je rozpoznany prostrednictvom
PAM-viazucej domény, ktora je siastou proteinu Cas9. Nasledne dochadza k rozvolneniu vlakien
a Stiepeniu cielovej sekvencie pred PAM prostrednictvom nukleazovej aktivity Cas9 za vzniku DSB
(Jiang et Doudna, 2017).

Typ II CRISPR/Cas9 systém Studovany na Streptococcus pyrogens bol adaptovany na cielent
editaciu genomu u $irokého spektra organizmov. Tento systém bol upraveny tak, ze 3" koniec crRNA
spojili s 5'koncom tracrRNA do jedného polyribonukleotidu sgRNA, ktora je spojena s endonukleazou
Cas9 (Jinek et al., 2012). Molekula sgRNA Vv prirode neexistuje. Mbze byt vytvorena chemickou
syntézou in vitro alebo prepisom DNA z plazmidu, ktory obsahuje sekvenciu kodujucu sgRNA. Gény
pre Specificku sgRNA je mozné si pripravit’ tymto spdsobom jednoducho v laboratériu (Hu et al., 2019).
Zlozka crRNA v molekule sgRNA je navrhnuta na oblast’ zaujmu v genéme organizmu. Tato Specificka
sekvencia je dlha priblizne 20 nukleotidov. Naopak, tractRNA, ktora je dlha priblizne 76 nukleotidov,
moze byt fuzovana s roznymi crRNA. Nukledza Cas9 sa sklada z dvoch domén, konkrétne z domény
podobnej RuvC a domény HNH. Kazda doména rozpoznava jeden retazec DNA. Jednym z obmedzeni

pri navrhu sgRNA je pritomnost’ esencialneho motivu PAM, ktory sa musi nachadzat’ za miestom
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zaujmu. V pripade pouzitia Cas9 zo S.pyrogens sa jedna o sekvenciu 5'-NGG-3". PAM je nevyhnutny
pre spravne naviazanie sgRNA a samotné Stiepenie prostrednictvom Cas9, ktoré bez pritomnosti PAM
nie je mozné. Bodové mutécie v mieste PAM, i blizko miesta Stiepenia znemozituju fungovanie celého
systému (Jinek et al., 2012).

Jedno z hlavnych obmedzeni vyuzitia CRISPR/Cas9 systému v gendémovom inzinierstve
je off-target aktivita. Jedna sa o ne$pecifické zlomy mimo cielového miesta v gendéme organizmu, ¢o
vyrazne znizuje Specifitu celého systému. Znizenie off-target aktivity je mozné doslednym navrhom
samotného photospaceru, ktory by mal mat v genome ¢o najmenej potencionalnych miest
pre nespecifické Stiepenie a neobsahoval PAM sekvenciu (Hsu et al., 2013).

Oproti technikam ZFN a TALEN funguje CRISPR/Cas9 ako monomér (Kim et Kim, 2014).
Medzi hlavné vyhody patri jednoduchost’ samotného navrhu. V pripade metdd vyuzivajucich ZFN
a TALEN sa jednd o komplikovany navrh proteinov, ktoré rozpoznavaji cielovlii nukleotidova
sekvenciu. V pripade CRISPR/Cas9 metddy je Cas9 rovnaky a navrhuje sa len nova Specificka sgRNA
(Cho et al., 2013).

Technologia CRISPR/Cas9 pontka moznost multiplexovej Upravy génov prostrednictvom
expresie viacerych sgRNA zostavenych do niekol’kych expresnych kaziet, pricom kazda
je transkribovana zo samostatného promotora RNA polymerazou Il (Ma et al., 2015). Dalsou
alternativou je vyuzitie polycistronickej mRNA, ktord je pomocou Specidlnych enzymov
posttranskripéne spracovand na jednotlivé sgRNA. Konkrétne sa jedna sa o CRISPR asociovani RNA
endoribonukleazu Csy4 z Pseudomonas aeruginosa, ribozymy ¢i prirodzene sa vyskytujice enzymy
Vv hostitel'skych bunkach, ktoré spractivajii tRNA (Xie et al., 2015). Je mozné taktiez vyuzivat’ parové
nickazy K tvorbe dvoch jednoretazovych zlomov na molekule DNA podobne ako Vv pripade ZFN
a TALEN. Nickazy su varianty proteinu Cas9, ktoré vznikli mutaciou urcitej aminokyseliny v jednej
z podjednotiek. K nickaze s pridané¢ dve sgRNA komplementarne k opacnym retazcom cielového
miesta a naslednym Stiepenim v dostato¢nej blizkosti vznikaji DSB. Aj vd’aka tomu je mozné znizit
off-target aktivitu a zvysit’ $pecifitu tejto metody (Cong et al., 2013; Ran et al., 2013). Okrem pouzitia
parovych nickaz, moze byt Specifita zvySend pomocou dimérnych CRISPR/Cas9 nukleaz alebo

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

3.4.3 Vybrané metody klonovania

Jednou z vyziev molekularnej bioldgie je priprava organizmov s pozadovanym fenotypom
uzito¢nych na poli mediciny, polnohospodarstva ¢i priemyslu. To je mozné aj pomocou klonovacich
metdd, ktoré umoznuju presné spajanie fragmentov DNA do jedného celku ako su Golden Gate, Gibson

Assembly ¢i Gateway klonovanie (Ellis et al., 2011).
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Metoda Golden Gate

Metoda Golden Gate pracuje principe Stiepenia fragmentov DNA pomocou restrikénych
endonukledz typu IIS, ktoré Stiepia mimo svojho rozpozndvacieho miesta. Tym padom vznikaju
na stiepenych fragmentoch kompatibilné konce o velkosti 3—4 bp, vd’aka comu mdzu byt efektivne
ligované v presnom poradi a v jednej reakcii. Dolezité je, Ze ligované fragmenty uz potom neobsahuju
dané rekognicné miesto, a preto nebuda znova Stiepené a ligované, pricom zvy$né fragmenty budu.
To umoziuje presné spajanie viacerych fragmentov DNA aZ po zisk pozadovaného produktu (Engler
et al., 2009).

Na zaciatku samotného klonovania je dolezité si definovat’ miesta fuzovania jednotlivych
fragmentov DNA. Tie sa vicSinou skladaju z 3 alebo 4 nukleotidov a predstavuju miesto Stiepenia
vybranej restrikénej endonukleazy a samotnej ligacie. Dolezité je, aby sa jednotlivé komplementarne
miesta fizovania od seba lisili, aby nedoslo k spajaniu jednotlivych fragmentov v nespravnom poradi.
Taktiez by tieto miesta nemali predstavovat’ palindromické sekvencie a vykazovat’ podobnost’. Pocet,
vel'kost’ a pozicia jednotlivych miest fizovania je odliSna v zavislosti samotného experimentu. Plati
vS§ak, Ze ucinnost’ restrik¢ného Stiepenia a nasledne;j ligacie klesa so zvySujiucim sa poctom fragmentov.
Napriklad vysoka efektivita bola pozorovana pri spajani 9 fragmentov (8 komplementarnych faznych
miest). Weber et al (2011) vo svojej praci spajali az 17 fragmentov DNA, ale s podstatne nizSou
ucinnost’ou. Odporuaca sa preto pri ligacii viac ako 9 fragmentov ich rozdelenie do dvoch klonovacich
krokov. Jednotlivé fragmenty DNA, ktoré chceme spajat’ pomocou metdody Golden Gate, by mali byt
idealne zaklonované vo vektore. S nizSou G¢innost’'ou je mozné taktiez spajat’ fragmenty amplifikované
pomocou PCR. Jednotlivé fragmenty je mozné Si nechat syntetizovat' komer¢nou firmou (Engler
et Marillonnet, 2013).

Dalsim krokom je PCR amplifikicia fragmentov DNA pomocou primerov s prevismi.
Tieto primery obsahuju rekogni¢né miesto pre vybrant IIS restrikénti endonukledzu, miesto fuzovania
(34 bp) atisek komplementarny k fragmentu DNA (16-20 bp). Tym padom déjde k zabudovaniu
dolezitych miest, ktoré umoznuju Stiepenie a samotné spajanie fragmentov na zaklade komplementarity.
Dolezité je, aby jednotlivé fragmenty neobsahovali rekogniéné miesto vybranej restrikénej
endonukleazy, ktoré je kazdopadne mozné odstranit’ zavedenim tichej mutacie. Tieto PCR produkty,
ktoré boli amplifikované idealne vysokospecifickou DNA polymerazou zanechavajiucou tupé konce,
st nasledne klonované do prislusného vstupného vektoru (modulu). Tymto spdsobom bude vytvorena
kniznica modulov obsahujucich jednotlivé fragmenty, ktoré buda spojené v cielom vektore
v pozadovanom poradi a v jednej reakcii. Moduly by nemali obsahovat’ rekogni¢né miesto pre IIS
restriként endonukledzu, ktora bude pouzita. Cielovy vektor by mal taktieZ spifiat’ uréité kritéria.
Mal by obsahovat’ len dve rekogni¢né miesta pre vybranu restrikénti endonukleazu typu IIS, ktorej jedno
Stepné miesto bude kompatibilné so sekvenciou na zaciatku prvého modulu a druhé s koncom
posledného modulu v ramci vytvoreného setu. Ciel'ovy vektor by nemal obsahovat’ d’alSie rekognicné

miesta pre pouZziti endonukleazu, ale naopak mdze obsahovat rekogni¢né miesta pre int1 IIS restrikéna
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endonukledzu pre pripadné subklonovanie. Nasledne prebieha samotna reakcia, v ktorej dochadza
k stiepeniu jednotlivych modulov prislusnou endonukleazou za vzniku lepivych kompatibilnych
koncov. Tie st nasledne spojené podla poradia do cielového vektoru, ktorym st transformované
kompetentné baktérie. Dolezité v tomto pripade je idedlne nastavenie molarnych mnozstiev fragmentov
DNA v moduloch acielového vektora (Engler et Marillonnet, 2013). Schematické znazornenie
klonovacej metody Golden Gate je na Obrazku 7.

Bsal Bsal

s WNNNNGAGACC 5 | [sGGTCTC ¥
3 MNNNNCTCTEGS | |3 CCAGAGN 5

ciefovy =2 -
vektor )+ — + =1 =1
\ / PCR amplifikacia
| /
¥ £ o v )
- 4 ‘/ vektor Stiepeny | | A - B Dgi_eﬂ‘}' )
pomocou Bsal -+ - — Ly govane
Golden Gate Asembly Mix \ — - vo vektor
Bsal fragmenty amplifikované PCR a Stiepené
DNA ligaza = pomocou Bsal

Obrazok 7: Schéma Golden Gate klonovania. Pomocou restrikénej endonuklazy Bsal je linearizovany cielovy vektor a vytvorené presahy
o velkosti 4 bp na fragmentoch DNA amplifikovanych PCR. Jednotlivé fragmenty st nasledne na zaklade komplementarity spojené

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

Metoda Gibson Assembly

Dal$ou rozsirenou a popularnou metoédou klonovania je metoda Gibson Assembly, ktora nesie
meno po svojom zakladatel'ovi Danielovi G. Gibsonovi. Tato metéda umoziiuje spajanie viacerych
fragmentov DNA len na zaklade komplementarnych koncovych sekvencii v jednej izotermickej reakcii
pomocou troch enzymov. V reakcii sa vyuziva T5 exonukledza, ktora stiepi 5 koniec dvojvlaknovych
fragmentov DNA a nechava tak previs na 3" konci. Previsy na jednotlivych fragmentoch sa spajaju
na zaklade komplementarity baz. Medzery su nasledne vyplnené aktivitou DNA polymerazy a zarezy
s k sebe spojené pomocou termostabilnej DNA ligazy. Tymto spésobom mdze byt spojenych az 15
fragmentov DNA do finalneho produktu, ktory méze byt linearny alebo cirkularizovany v podobe
vektoru (Gibson et al., 2009).

Gibsson Assembly sa vyuziva napriklad pre zisk produktov, ktoré kvoli svojej velkosti
nie je mozné alebo je prili§ komplikované amplifikovat pomocou jednej PCR. V tomto pripade
je produkt rozdeleny na niekol'ko casti, ktoré st amplifikované zvlast. Nasledne su vytvorené
na jednotlivych PCR produktoch a vektore komplementérne presahy (20-80 bp, v zavislosti od dizky
fragmentov) pomocou primerov. Vyhodnejsie je vsak mat’ jednotlivé fragmenty zaklonované vo vektore
(Gibson et al., 2009). Spajanie 5 fragmentov je mozné v jednej reakcii, v ktorej su jednotlivé

komponenty inkubované pri 50 °C priblizne jednu hodinu a nasledne transformované do kompetentnych
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baktérii. Jednotlivé kroky Gibson Assembly st schematicky znazornené na Obrazku 8. V pripade
spajania viacerych fragmentov (az 15) alebo pre fragmenty, ktoré su velkostne vyrazne odlisné (100 bp
az 100 kb) sa odportca dvojkrokovy postup alebo pouzitie tzv. The Gibson Assembly® Ultra cloning
kitu (Chen et al., 2015). Gibson Assembly sa vyuZziva taktiez pri generovani $pecifickych mutacii,
ako su inzercie, delécie a bodové mutacie v ramci tzv. site directed mutagenesis (Thomas et al., 2015).
V porovnani s Golden Gate klonovanim sa jedna o lacnej$iu a rychlej$iu metdodu. Hlavnou vyhodou
vsak je, Ze nie je zavisla na pritomnosti rekogni¢nych miest a restrikénych enzymov (Gibson et al.,

2009; Santos-Moreno et Schaerli, 2019).

linearizovany || + EEE————
vektor fragmenty DNA s komplementarmymi
presahmi

C—— Gibson Assembly Master Mix
T5 exonukleaza
DNA polymeraza
DNA ligaza

£

inkubécia pri 50 °C
po dobu 15-60 minut

fragmenty DNA'

ligované vo —)
vektore
transformécia kompetentnych baktérii
a ich vysetie na misky s médiom

Obriazok 8: Schéma Gibson Assembly. Pomocou metody Gibson Assembly st jednotlivé fragmenty DNA s komplementarnymi presahmi
spojené a cirkularizované vo vektore v presnom poradi v jednej reakcii za ucasti troch enzymov pri 50 °C po dobu 15-60 minut. Prevzaté
a upravené z https://international.neb.com/applications/cloning-and-synthetic-biology/dna-assembly-and-cloning/gibson-assembly

dna 4.1.2021.

Gateway klonovanie

Gateway klonovacia technika pracuje na principe miestne $pecifickej rekombinacie medzi
Specifickou oblastou vramci DNA bakteriofaga lambda a gendbmom baktérie Escherichie coli.
Téato technologia ponuka rychle klonovanie, kombinovanie a prenos fragmentov DNA zo vstupnych
vektorov do roznych ciel'ovych vektorov v dvoch reverzibilnych krokoch. Selekénym markerom je gén
ccdB, ktorého produkt interaguje s bakteridlnym enzymom gyrazou zohravajucim dodlezitu ulohu
pri replikacii DNA. Tento gén zabezpecuje, Ze bakterialne kolonie nestce prazdny vektor nepreziju,
ked’Ze nie st schopné replikacie. Taktiez je dblezité, ze zostava zachovana orientacia Citacieho ramca
klonovaného fragmentu DNA (Hartley et al., 2000).

V prvom kroku je pripraveny vstupny klon pomocou tzv. BP reakcie. V tejto reakcii dochadza
k prenosu fragmentu DNA, vécsinou PCR produktu, ohrani¢eného attB sekvenciami do donorového
vektoru, ktory nesie attP sekvenciu ohranicujicu ccdB gén za vzniku vstupného klonu. Vstupny klon
nesie fragment DNA ohrani¢eny aatlL sekvenciami, pricom vedlaj$im produktom je ccdB gén

ohraniceny attR sekvenciami. K prenosu dochadza pomocou rekombinacie medzi attB a attP miestami
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pomocou BP klonazy. Miesto aatB sa sklada z 21 nukleotidov, a tym padom nie je problém ho pomocou
primerov pridat’ k fragmentu zdujmu. Samotny vstupny vektor je kompatibilny so Sirokym spektrom
cielovych vektorov, vd’aka ¢omu moéze byt zdielany vramci réznych laboratorii. V druhom
klonovacom kroku prebieha tzv. LR reakcia, v ktorej je pripraveny finalny expresny vektor. Do reakcie
vstupuje produkt BP reakcie (vstupny vektor, fragment DNA ohrani¢eny attL miestami) a cielovy
vektor (ccdB gén ohrani¢eny attR miestami). Vd’aka miestne $pecifickej rekombinacii medzi attL a attR
miestami pomocou LR klonazy vznika expresny vektor s fragmentom DNA ohraniCenym attB
miestami, Ktory nahradil ccdB gén (Hartley et al., 2000). Postup Gateway klonovania je schematicky
znazorneny Obrazku 9.

Metoda Gateway klonovania umoznuje aj spajanie viacerych fragmentov DNA do jedného
vektora pomocou tzv. MultiSite Gateway klonovania. Tato technika pracuje taktiez na principe mieste

Specifickej rekombinacie medzi att miestami v BP a LR reakcii (Sasaki et al., 2004).

BP reakcia
attR1 attR2
anP] atP
ccdi vedT'ajsi produkt
anBl attB2 BP klondza
= donorovy vektor B ——
PCR produkt ohraniceny

miestamu attB

anPl attP2

ccdB
attR1 attR2

vedrajsi produkt
ccdB
LR klondza
ciefovy vektor — a1 ¥ um

Obrazok 9: Schéma Gateway klonovania. Gateway klonovaci systém pracuje na principe miestne Specifickej rekombinacie medzi

LR reakcia

$pecifickymi sekvenciami a sklada sa z dvoch reakcii. V prvej, BP reakcii je pripraveny vstupny klon a nasledne je pomocou LR reakcie
pripraveny expresny klon nesuci komponenty nevyhnutné pre spravnu génovi expresiu. Prevzaté

a upravené z https://blog.addgene.org/plasmids-101-gateway-cloning diia 4.1.2021.

3.4.4 Priprava vektorov pre transformaciu

Genomové inzinierstvo je vedna disciplina, ktord vyvija stratégie a metody na cielenu
modifikdciu DNA v zZivych bunkich. V pripade editacie rastlinného gendému bolo dostupné
len obmedzené mnozstvo nastrojov, ktoré pracovali na principe CRISPR/Cas9. V pociatkoch bola
sgRNA exprimovand z promotora pre RNA polymerazu III a tato technika umoziovala vicSinou
len umléanie génov.

Cermak et al. (2017) predstavili komplexny modularny systém pre cielenti editaciu genémov
jednokli¢nolistovych aj dvojkli¢nolistovych rastlin prostrednictvom TALEN aj CRISPR/Cas9. Podl'a

navrhu funkéného modulu méze byt umoznené umlcanie génov, vymeny, zmeny regulécie transkripcie,
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¢i multiplexové modifikacie konkrétneho miesta v rastlinnom gendéme. Tato platforma ponuka
flexibilitu pri tvorbe funkénych modulov a pracuje na principe Golden Gate klonovania, ktoré umoziuje
spojit’ niekol’ko réznych fragmentov DNA V presne definovanom poradi do jedného recipientného
plazmidu (Engler et al., 2009).

Nistroj, ktory navrhli Cermak et al. (2017) ponuka dva zakladné typy vektorov: direct klonovaci
vektor a modularny vektor (Obrazok 10). Direct klonovaci vektor umoziuje rychle zostavenie
jednotlivych Casti do finalnej expresnej kazety. Kostra vektoru, tzv. transformation backbone, obsahuje
selekény marker a miestne $pecificku nukleazu. Jediné, ¢o neobsahuje, je Specificka sekvencia uréujiuca
miesto editacie v gendme, ktoré moéze byt definované sgRNA alebo dimérom TALEN.

Modularny vektor je zhotoveny pomocou Golden Gate klonovania a ponuka $irSie spektrum
aplikacii, ako direct klonovaci vektor, ktory umoziiuje len umléanie konkrétneho génu v gendéme.
Finalny modularny vektor je vysledkom spojenia troch modulov, ktoré si ozna¢ené ako modul A, B
a C. Modul A méze obsahovat’ prvy TALEN monomér, nukleazu Cas9 alebo zabezpeCuje expresiu
green fluorescent protein (GFP). Pomocou modulu B je determinované miesto editicie vdaka sgRNA,
¢i druhym monomérom TALEN. Moduly s jednotlivymi TALEN monomérmi si skonstruované
pomocou postupu podl'a Cermak et al. (2011). Vd’aka modulu C mézu byt pridané d’alSie sgRNA, GFP,
Csy4, ¢i exonukleaza Trex2, ktora zvySuje frekvenciu mutécii. Tento modul nie je nevyhnutny, ale byva
suCastou reakcie ako prazdny modul. Jednotlivé moduly st Stiepené rovnakou restrikénou
endonukleazou Aarl a vlozené do finalneho modularneho vektora pomocou spominaného
dvojkrokového Golden Gate klonovania v priebehu 5 dni. Modularny vektor poskytujuci TALEN
technoldgiu pri editacii genomu vyzaduje este jeden klonovaci krok. Obidva vektory obsahuju v ramci
transformation backbone gén ccdB, ktory sa podiela na selekcii pozitivnych klonov. Pri priprave

samotného vektoru, je gén ccdB vystiepeny klonovanou sekvenciou (Cermék et al., 2017).
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Obrazok 10: Schéma klonovacich vektorov pre editéciu rastlinnych genomov navrhnuta Cermék et al. (2017). Princip je popisany v kapitole

3.4.4 Priprava vektorov pre transformaciu.
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3.5 Transformacia ja¢mena

Jaémeti patri v poradi medzi §tvrtd agronomicky najvyznamnejsiu plodinu. Usilie v ramci
genetického inzinierstva sa zmeriava na zlepsenie kvalitu sladu a rezistencie voc¢i chorobam, ale taktiez
je dolezité z hladiska studia funkcie génov. Transformécia predstavuje vnesenie cudzorodej DNA
do jadra buniek a jej naslednti integraciu do genomu. Transformacia nielen jaémena, ale vo v§eobecnosti
obilnin, predstavuje dblezity krok pre zlepSenie agronomicky vyznamnych vlastnosti, ako je vynos,
¢i odolnost’ voci biotickym aj abiotickym stresom (Dahleen et Manoharan, 2007).

Metody transformécie jacmeiia st pomerne efektivne, ale st stdle zavislé od genotypu,
¢o predstavuje jednu z hlavnych nevyhod. V ramci §tidia génov moze byt pouzity jaémen ako diploidny
modelovy organizmus pre hexaploidni pSenicu, najmi kvoli ucinnejSej transformdcii a menSiemu
genomu s nizSou komplexitou. Transformacné systémy by mali byt vo v§eobecnosti vysoko efektivne,
jednoduché na prevedenie, finanéne nenaro¢né a nezavislé na genotype (Harwood, 2012). Taktiez by
malo prist’ k vloZeniu génu do genému organizmu len v jednej kopii, bez nadbyto¢nych Casti vektoru
a tento gén by mal byt stabilne exprimovany aj v nasledujucich generaciach (Hu et al., 2003). Uginnost
transformacie ovplyvinuje reprodukovatelnost’ a efektivita samotnej metody transformacie, vyber
explantatu, regeneracia po transformacii a selektivna metdda pre vyber transformantov. Expresia génu
je ovplyvnena mnohymi faktormi, ako je vyber vhodného promotoru, pritomnost’ netranslatovanych
regulacnych domén a signalnych peptidov. Transgénna expresia génu moze byt zvySena pridanim
intronovych sekvencii (Harwood, 2012). Taktiez bolo zistené, ze pre expresiu génu u jaémena a pSenice
je vhodné pouzitie ubiquitinového promotoru z kukurice (ZmUbi; Himmelbach et al., 2007).

Jaémen moze byt transformovany prostrednictvom Agrobacteria tumefaciens (Tingay et al.,
1997), biolisticky (Wan et Lemaux, 1994), mikroinjekéne (Holm et al., 2000), ¢i priamou
transformaciou protoplastov (Funatsuki et al., 1995). V sucasnosti sa pouziva najmi transformacia

pomocou A. tumefaciens a biolisticka metoda.

3.5.1 Biolisticka metoda

Biolistickd metéda, nazyvana aj bombardovanie mikrocasticami, sa pouziva najma
pre transformaciu obilnin. Jedna sa o priamy fyzicky transfer prislusného vektoru vyzrazaného
na inertnych kovovych casticiach do rastlinnych buniek. Pouzivaju sa Castice z volframu alebo zlata
s priemerom 1-2 pym. Kompetentné rastlinné bunky st umiestnené vo vakuovej komore a nasledne
si bombardované Casticami urychlenymi pradom stlaceného hélia alebo elektrickym vybojom. Vd’aka
tomu prejdu tieto Castice cez silntt bunkovu stenu do jadra a pride k zabudovaniu prislusného génu
do rastlinného genomu. Nasleduje selekcia a regeneracia transformantov (Danilova, 2007).

Tato metdda transformécie obilnin je vhodna pre kazdy typ pletiva a nie zavisla na genotype.
Nezrelé embrya su v pripade jaémenia povazované za najvhodnejsi material pre biolosticku transfomaciu

(Harwood et al., 2000). Pre efektivnu transformaciu je dolezita samotna priprava rastlinného materialu.
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Ten je kultivovany v osmotickom médiu pred aj po bombardovani mikro€asticami, za ucelom
minimalizacie negativneho poskodenia buniek (Kemper et al., 1996). Samotnu transformaciu vSak
ovplyviiuje rada dalSich faktorov, ako vzdialenost medzi akcelerdtorom a explantatom, mnozstvo
pouzitych Castic ¢i optimalna rychlost’ urychlenej astice (Birch et Franks, 1991).

Hlavnou nevyhodou tejto metddy je pripadna viacnasobna integricia transgénu, ktora moze
viest k umléaniu & zmene expresie génu zaujmu (Travella et al., 2005). Dalsou nevyhodou
je poskodenie pletiva a buniek samotnymi mikrocasticami ¢i velkost” samotného vektoru. V pripade
velkych vektorov moze dojst’ K prilnutiu vektoru na kovové Castice, ¢i K jeho neruseniu v samotnom

procese bombardovania (Tang et al., 2000).

3.5.2 Transformacia ja¢mena prostrednictvom Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je gramnegativna baktéria a parazit dvojkli¢nolistovych rastlin
sposobujuci  vznik nadorov v rastlinnych pletivach. Binns et Thomashow (1988) zistili,
Ze prostrednictvom A. tumefaciens méze byt preneseny konkrétny segment DNA (T-DNA) v ramci
tumor indukujiceho plazmidu (Ti) do jadra infikovanych buniek a nasledne nahodne integrovany
do genomu. To viedlo k mySlienke vyuzitia A. tumefaciens pre transforméaciu rastlin. Najskor sluZilo
pre transformaciu dvojkli¢nolistovych rastlin a az neskdr bolo pouzité ako nastroj pre transformaciu
jednokli¢nolistovych rastlin, vratane obilnin. Tingay et al. (1997) ako prvy uspesne transformovali
nezrelé embrya ja¢mena prostrednictvom infekéného kmena A. tumefaciens AGL1. V nasledujicich
rokoch bolo spracovanych a optimalizovanych viacero protokolov pre transformaciu ja¢mena
prostrednictvom A. tumefaciens (Bartlett et al., 2008; Hensel et al., 2009, 2008). Medzi hlavné faktory
dolezité pre efektivnu transformaciu patri genotyp rastliny, vyber explantatu, bakterialny kmen, zlozenie
kultivaéného média a doba kultivacie, taktiez zlozenie média na indukciu aregeneraciu kalusu.
V neposlednom rade ma taktiez vplyv poSkodenie pletiva ¢i buniek zo samotnej bakterialnej infekcie
alebo manipulacie pocas transformacie (Cheng et al., 2004). Uspesnost’ transformacie A.tumefaciens
zalezi od pouzitého kultivaru. Pre kazdy kultivar musia byt jednotlivé postupy najskér optimalizované
na rozdiel od biolistickej metddy transformacie. Hlavnymi vyhodami transformacie A.tumefaciens
je niz8ia integracia kopii transgénu, vyssia efektivita a stabilita (Travella et al., 2005).

V pripade ja¢mena je najpouzivanej$im kultivarom pre transformaciu Golden Promise (Bartlett
et al.,, 2008). Jarny kultivar Golden Promise nie je dolezity z pol'nohospodarskeho hladiska.
V porovnani s elitnymi kultivarmi ma nizky vynos, a taktiez je viac nachylny voci chorobam, najma
plesiiového typu (Douchkov et al., 2014). Golden Promise vznikol gama-ziarenim indukovanou
mutagenézou kultivaru Maythorpe (Forster, 2001). Predpokladd sa mozny vznik mutacii, ktoré
korespondujui s vysokou mierou transformacie. Zatial' nie je znamy gén alebo gény zodpovedné
za efektivnu transformaciu Golden Promise. Predpoklada sa, ze by sa malo jednat’ o viac lokusovu
zalezitost, Co predstavuje stazenie prenosu tychto oblasti do inych kultivarov. ZvySenie

transformovatel'nosti viacerych kultivarov je dolezité z pol'nohospodarskeho aj vedeckého hl'adiska.
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Kandidatnymi lokusmi st TRA1 na chromozome 3H, TRA2 a TRA3 na chromozéme 2H (Hisano et al.,
2017; Hisano et Sato, 2016). Orman-Ligeza et al. (2020) zistili, Ze lokus TRAL je zodpovedny
za transformovatelnost’ u jaémena prostrednictvom A. tumefaciens azvysné lokusy zohravaji
len minoritna Glohu. V ramci tohto lokusu sa vSak nachadza 225 génov a viacero z nich je zapojenych
do procesu interakcie rastliny s patogénom. Kazdopadne bola publikovana metdda transformacie
jacmena prostrednictvom A. tumefaciens nezavisla od genotypu, ktora vyuZziva in vitro kultivované
vajicka (Ib et al., 2008).

Ako uz bolo spominané, tak najvhodnejSim materidlom pre transformaciu jacmena
prostrednictvom A. tumefaciens su nezrelé¢ embrya kvoli ich vysokej regeneracnej schopnosti (Hu etal.,
2003). Cely proces vyvoja transgénnej rastliny je Casovo naro¢ny. Dolezity je zisk stabilnej
homozygotnej linie. Samotny proces identifikacie transgénnych homozygotnych rastlin vyzaduje
Casovo naro¢ny skrining velkého mnozstva rastlin v T1 a T2 generacii (Massiah et al., 2001).
Alternativnym materialom pouzitym pre transformaciu jaémena pomocou A. tumefaciens mézu byt
rastlinné vajicka a pel’ (Holme et al., 2006; Kumlehn et al., 2006). Ked’Ze sa jedna o bunky s haploidnym
gendmom, tak umoziuju zisk transgénnej homozygotnej linie v kratkom ¢asovom obdobi. Ich prevod
do diploidného homozygotného stavu je mozny bud’ chemicky, pouziva sa mitoticky jed kolchicin, alebo
spontanne. Nevyhodu je hruba bunkova stena pelovych zifn, ktord predstavuje fyzicku bariéru
pre transformaciu, ¢o je spojené so zna¢nou uroviiou stresu. Kumlehn et al. (2006) vyvinuli metodu
transformacie pel'ovych kultur jaémena prostrednictvom A. tumefaciens na zimnom Kkultivare Igri.

Utinnost transforméacie je mozné zvysit na viacerych trovniach. Pozitivny vplyv
na transformaciu mé zvysenie citlivosti explantatu. V pripade ja¢mena sa pouziva vakuova infiltracia
a ultrazvuk, u ruze a kukurice zase odstredenie a tepelné upravenie nezrelych embryi (Shrawat et al.,
2007). Taktiez bolo zistené, ze u A. thaliana doslo k zvySeniu u¢innosti transformacie zvySenou
expresiou génov pre histonové proteiny, ktoré sa podiel'aju na ochrane transgénu (Tenea et al., 2009).
Kazdopadne je potrebné identifikovat’ a popisat’ funkciu génov zapojenych do procesu regeneracie
transformovanych rastlin, ¢i zvySeniu transformacie, a na zaklade toho prispdsobit’ proces transformacie
danému kultivaru. Samotnou upravou média je mozné zlepSit’ ucinnost’ regeneracie transformovanej
rastliny, ale len u niektorych kultivarov. Bolo zistené, Ze pridavok pikloramu do média ma lepsi vplyv
na regeneraciu obilnin ako pouzivana 2,4-dichlérfenoxyoctovakyselina (Barro et al., 1999). Pocet
regenerujucich rastlin je mozné zvysit' pridavkom tidiazuronu alebo kyseliny lipoitove] (antioxidant)
(Dan et al., 2009). Taktiez bolo zistené, ze pridavok medi vedie k zdvojnasobeniu rychlosti regeneracie
(Bartlett et al., 2008). Boli identifikované gény, ktoré ovplyviiuju regeneraciu rastlin in vitro, napriklad
ferredoxin-nitrit reduktdza (NIR), ¢i gény zapojené do biosyntézy etylénu. Pridanim prekurzoru etylénu,
kyseliny 1-aminocyklopropanu karboxylovej, bola zvysena regeneracia u kultivaru Morex, nie vSak
u Golden Promise (Jha et al., 2007; Nishimura et al., 2005).

Dalej bolo zistené, ze nadmerna expresia génov LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1), LEAFY
COTYLEDON 2 (LEC2), WUSCHEL (WUS) a BABY BOOM 5 (BBMS5) je spojena s vyrazne lepSou
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regeneraciou tkanivovych kultir vd’aka vysSej tvorbe somatickych embryi a regeneracii vyhonkov.
Taktiez bol popisany efekt chimérneho proteinu GROWTH-REGULATING FACTOR 4 (GRF4)
s kofaktorom GRF-INTERACTING FACTOR 1 (GIF1). Transkripéné faktory GRF koduju protein
S konzervovanymi doménami QLQ a WRC, ktoré sprostredkovavaju interakciu protein-protein
a protein-DNA. Protein GRF interaguje s kofaktormi GIF (Kim et al., 2003). Zvysenie expresic GRF4
aGIF1l uA. thaliana saprejavilo zvacSenim plochy listov len vtedy, ked’ boli tieto dva gény
exprimované spolo¢ne, nie individualne. Z toho vyplyva, Ze tieto dva proteiny spolu interaguji
a tato interakcia pozitivne vplyva na velkost rastlinnych organov (Debernardi et al., 2014). Z tychto
zisteni vychadzali Debernardi et al. (2020) pri priprave konstruktu, v ktorom bol fuzny protein
GRF4-GIF1 exprimovany zo spolo¢ného ubikvitinového promotoru, Pozorovali, ze expresia fuzneho
proteinu GRF4-GIF1 zvysSuje G¢innost’ a rychlost’ regeneracie transformovanych rastlin u pSenice,
tritikale a ryze bez pridania cytokininov do média (podpora embryogenéze). Kultivary psenice Hahn
a Cadenza, a u tritikale UC3190 nie si za normalnych okolnosti schopné generovat’ transformované
rastliny. Expresiou chimérneho GRF4-GIF1 bola zvy$ena regeneracia transformovanych rastlin, vdaka
c¢omu je mozné vyuzitie tychto kultivarov v ramci réznych funkénych analyz, ¢o doposial’ nebolo

mozné.
3.6 Transgénne plodiny s vyhodnejSimi vlastnostami

Pokrok v oblasti technoldgii a genetického inzinierstva je vyznamny aj pre potravinarsky
priemysel a polnohospodarstvo. V tejto sfére bola vdaka cielenym upravam gendému dolezitych
hospodarskych plodin zaznamenana zvySena tolerancia voéi abiotickym stresom, herbicidom,
patogénom a taktiez bola zvysena ich nutri¢na kvalita a vynos.

ZvySena expresia génov, ktoré s aktivované pocas odpovede rastliny vo¢i abiotickym stresom
by mohlo zabezpecit ich toleranciu voci klimatickym zmenam. Jednym z nich st transkripcné faktory
z rodiny drought-responsive element binding proteins (DREBS) / C-repeat binding factors (CBFs).
Zvysenim ich expresie bola pozorovana lepsia tolerancia voci stresom v mnohych plodinach, konkrétne
v ryzi (Oh et al., 2007), so6ji (Chen et al., 2007), travach (Zhao et al., 2007, p. 1) a taktieZ v jaCmeni
a pSenici (Morran et al., 2011).

Kvoli plesnovym ochoreniam st kazdy rok zaznamenavané vyrazné straty vo vynose
jednotlivych plodin. Problémom je rezistencia patogénov voéi herbicidom, ktora vedie k ich zvy$enému
pouzivaniu v pol'nohospodarstve. Nadmerné pouZzivanie agrochemikalii méa negativny vplyv na zivotné
prostredie a zdravie 'udi. Jednym z rastlinnych patogénov je mucnatka (Blumeria graminis), ktora pocas
interakcie so svojim hostitelom spusta Specifickil odpoved’. Modifikaciou expresie génov zapojenych
V tomto procese by mohlo zvysit’ rezistenciu plodin vo¢i muénatke. Jednym z komponentov interakcie
mucnatky s rastlinou je transmembranovy protein MLO. Bolo zistené, Ze absencia funkéného proteinu
MLO znizuje pristupnost’ patogénu K rastlinnym bunkam (Consonni et al., 2006). Predbezné vysledky

U pSenice s uml¢anym MLO proteinom viedli k zvySeniu rezistencie vo¢i mucnatke. Tento pristup
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by tym padom mohol byt aplikovany aj u ja¢mena (Varallyay et al., 2012). Medzi d’als$im ¢astym
patogénom obilnin je virus zltej zakrpatenosti (yellow dwarf virus, YDV). K zvySeniu rezistencie
sa pouzivaju Standardné transgénne pristupy zalozené na umlcani virusovej RNA ¢i nadprodukcii
obalového proteinu u¢inné na jacmeni a ovse (Wang et al., 2000). Pri pouZzivani herbicidov na nicenie
buriny moze dojst’ k poskodeniu samotnej plodiny kvoli jej nizkej rezistencii vo¢i danému herbicidu.
Gény pre acetolaktatsyntazu (ALS1 a ALS2) predstavuju ciel mnohych pouzivanych herbicidov
ako napriklad chlorsulfurénu. Preto bola pomocou CRISPR/Cas9 technologie generovana mutacia
v génoch ALS1 a ALS2, ktora zvysila rezistenciu rastlin vo¢i tymto herbicidom v pripade kukurice
(Svitashev et al., 2015), ryze (Sun et al., 2016), soje (Li et al., 2015).

Zvysenie kvality a urody plodin predstavuje taktiez jeden z cielov genetického inZinierstva
v poslednych rokoch. Stidie st zamerané na zmenu pomeru jednotlivych zloziek zrna ako napriklad
Skrobu, ktory sa sklada z amylozy a amylopektinu Skrob sa u vacsiny kultivarov jaémena sklada
z 20-30% amylézy a 70-80% amylopektinu. Bolo zistené, Ze podiel amylozy v Skrobe koreluje
s obsahom rezistentného $krobu (Shrestha et al., 2010). Tento $krob je rezistentny vo¢i enzymatickej
hydrolyze a preto je namiesto degradacie v zaludku fermentovany az v hrubom ¢reve anaerébnymi
baktériami. Rezistentny Skrob pomdaha zvySovat® citlivost’ buniek na inzulin, znizovat’ hladinu cukru
v krvi, zlepsovat’ metabolizmus a celkovo disponuje priaznivymi G¢inkami na l'udské zdravie. Kvoli
tymto dovodom je snaha zvySovat obsah rezistentného Skrobu v zrne. V pripade pSenice doslo
uml¢anim enzymov podielajucich sa na rozvetveni $krobu k zvySeniu obsahu amylozy v §krobe (Sestili
etal., 2010). U ryze boli gény SBEI a SBEIIb v ryZi mutované pomocou CRISPR/Cas9, pric¢om vysledna
rastlina disponovala zvySenym podielom amylozy (Sun et al., 2017, p.). Metody genetického
inzinierstva, predovSetkym CRISPR naSiel Siroké wvyuzitie v oblasti polnohospodarstva
a potravinarskeho priemyslu. Pomocou tejto technologie je pokrok rychlejsi, jednoduchsi, presnejsi

a pravdepodobne aj menej ndkladny ako pomocou tradi¢nych metdd.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Hordeum vulgare: kultivary Igri, Antonella, Morex a Golden Promise. Mutagenizované semena
kultivaru Antonella (M2 populacia) boli poskytnuté Prof. Dr. Marii von Korff (Max Planck
Institute for Plant Breeding Research, Kolin nad Rynom, Nemecko). Tieto semena boli
mutagenizované mutagénom ENU v dvoch roznych davkach (200 umol-1* a 1000 pmol-1?).
Escherichia coli MAX Efficiency Stbl2 (Chemically Competent; Invitrogen kat. ¢.10268019)

Tabulka 1: Prehl’ad pouzitych kultivarov s ich rastovym typom

Nazov kultivaru | Rastovy typ

Igri Ozimina
Antonella Ozimina
Morex Jarina

Golden Promise Jarina

4.2 Pouzité chemikalie, supravy a roztoky

Pouzité chemikalie

6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. R0611)

Agar6za (Top-Bio, kat. ¢. P045)

Agel-HF (New England Biolabs, kat. ¢. R3552S)

Ascl (New England Biolabs, kat. ¢. R0558S)

Cut Smart (New England Biolabs, kat. ¢. B7204S)

Diluent A (New England Biolabs, kat. ¢. B§001S)

EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctova) (Sigma-Aldrich, kat.¢. E5134)
Hydroxid sodny perly p.a. (Lach-ner, kat.¢. 10006-AP2)

Karbenicilin (Duchefa Biochemie kat. ¢. C0109.0025)

Marker molekulovej hmotnosti GeneRuler 1 kb+ (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. SM1333)
MsplI (New England Biolabs, kat. ¢. RO106L)

Ethidium bromid (Top-Bio, kat.c. P047)

Sbfl-HF (New England Biolabs, kat. ¢. R0642L)

Sterilna voda

Tris (Sigma-Aldrich, kat.¢. T1503)
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Pouzité komeréné Kity
e ClonelET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, kat. ¢. K1232)
e HOT FIREPol® DNA Polymerase (Solis Biodne, kat. ¢. 01-02-00500)
e NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (New England Biolabs, kat. ¢. E2621L)
e NucleoSpin® Plant II kit (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740770)
e PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara, kat. ¢. RO50A)
e Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, kat. ¢. M0491S)
e QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, kat. ¢. 27104)
o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, kat. ¢. 28704)
¢ RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. K1632)
e Taq DNA polymeraza (Top-Bio, kat.c. T032)

Pouzité primery

Primery boli dodavané v lyofilizovanej podobe firmou Integrated DNA Technologies, Inc.
(USA). Primery boli najskor stocené na stolnej centrifuge a naslednej boli rozpustené v uvedenom
mnozZstve nuclease-free vody pre ziskanie zdsobnej koncentracie 100 umol-1*. Nasledne boli v novej
1,5ml mikroskimavke zriedené na pracovnu koncentraciu 10 pmol-1? (riedenie 10x). Konkrétne
sekvencie primerov pouzitych vramci diplomovej prace st uvedené v kapitole 4.4 Pouzité

experimentalne a vyhodnocovanie postupy.

Pouzité vektory

Mapy vektorov st sucast'ou priloh.

e pvol20
e pjetl.2/blunt
e pKGWFS7,0

Zoznam pouZzitych programov a databazy
e Geneious 8.1.9 - https://www.geneious.com/
e SnapGene - https://www.snapgene.com/
e BioEdit - https://bioedit.software.informer.com/

e MEGA X - https://www.megasoftware.net/
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Zoznam pouZitych roztokov:
Roztoky pouzivané pre agar6zovu gélovu elektroforézu:

50x TAE (Tris-Acetat-EDTA) pufor (1 liter):

242 g Tris rozpustit’ v 800 ml destilovanej vode, potom pridat’ 57,1 ml 99% kyseliny octovej, 100 ml
0,5 mol- I EDTA (pH 8) a doplnit’ destilovanou vodou do 1000 ml.

0,5 mol mol- I EDTA (pH 8, 1 liter):
186,1 g EDTA rozpustit v 800 ml destilovanej vody, pH upravit' na hodnotu 8 pridavkom NaOH.

Destilovanou vodou nésledne doplnit’ objemu 1000 ml a sterilizovat’ filtraciou.

1x TAE pufor (1 liter):
naliat’ 20 ml 50x TAE pufru do nadoby a doplnit’ destilovanou vodou do objemu 1000 ml.

1% (w/v) agarbézovy gél pre elektroforézu (100 ml):

navazit 1 g agardzy a zmieSat’ so 100 ml 1x TAE pufru. Roztok rozvarit’ v mikrovinnej rure, nechat’
vychladnut,, pridat’ 1 ul ethidium bromidu, dokladne premiesat’ a naliat’ do elektroforetickej komorky.

Vlozit' elektroforeticky hrebienok a nechat’ stuhnut’.

Roztoky a média pouZivané pre pracu s baktériami:

Luria Bertani (LB) médium (pH 7):

zmiesat’ 10 g peptonu, 5 g kvasni¢ného autolyzatu a 15 g NaCl. Nasledne rozpustit’ v 800 ml destilovanej
vody a pH upravit’ na pozadovanti hodnotu (pH 7) pridavkom KOH. Destilovanou vodou doplnit’
do objemu 1000 ml a sterilizovat’ autoklavovanim. Pre pripravu tuhého média s kone¢nou

koncentraciou 1,5% sa pridava 15 g agaru na 1000 ml média.

Karbenicilin (100 mg-ml™):

navazit' 100 mg karbenicilinu a rozpustit' v 1 ml sterilnej destilovanej vody.

4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni
e Analytické vahy A200S (Sartorius)
e Automatické pipety (Nichipet EX Plus)
o Centrifuga Jouan BR4i, tthlovy rotor AM 50C.13 (Thermo Fisher Scientific)
e Centrifuga MiniStar Silverline (VWR)
e Digitalne predvazky (Shinko Denshi)
o Elektroforeticka komora so zdrojom napétia (Bio-Tech)

e Homogenizator MM301 (Retsch)
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o Illumina iseq system (Illumina)

e Laminarny box MSC 1.2 Advantage (Thermo Fisher Scientific)

e Mikrovinna rura EMN (Zanussi 2015)

o NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer, program ND-1000 V3.8.1
(Thermo Fisher Scientific)

e  Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific)

e Suprava pre horizontalnu gélovu elektroforézu (Bio-Rad)

e Termostat BT 120M

e Termostatova trepacka (Thermo Fisher Scientific)

e Thermocycler C1000 Touch™ (Bio-Rad, USA)

e Thermoshaker, Cooling Thermal Shake Touch (VWR)

e Transiluminator InGenius LHR (Syngene), program GeneSnap (Syngene)

e Vodna kapel (Julabo, TWS8)

e Sekvenator 3730xl1 DNA Analyzer (Applied Biosystems)

4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovanie postupy

4.4.1 Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri

4.4.1.1 Izolacia celkovej genomickej DNA

Celkova genomicka DNA bola izolovana z kultivaru Igri. DNA bola izolovana z priblizne 2 cm
dlhych mladych listov. Rastlinny material bol vzdy umiestneny do 2ml mikroskimavky s tromi
sklenenymi guli¢kami s priemerom 2 mm. Skiimavky boli nasledne zmrazené pomocou tekutého dusika.
Rastlinny material bol nasledne homogenizovany v homogenizatore MM301 (Retsch, Nemecko)
pri 27 Hz po dobu 3 min. Nasledna izolacia a purifikacia DNA prebiehala pomocou komerénej stpravy
NucleoSpin® Plant IT kit (Macherey-Nagel) podl'a navodu vyrobcu. Koncentracia izolovanej DNA bola
nasledne stanovena pomocou spektrofotometra NanoDrop One Microvolume UV-Vis. Izolovana DNA

bola skladovana v mraziaku pri -20 °C.

4.4.1.2 Reverzna transkripcia

Komplementarna DNA (cDNA) bola prepisana pomocou metody reverznej transkripcie
(RT-PCR) z RNA (1,7 ug-1') izolovanej a precistenej Mgr. Katarinou Lahnerovou. Pre syntézu cDNA
bol pouzity kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit, pricom zlozenie reakcie je uvedené
v Tabul’ke 2. Reakcia 1 bola napipetovana do 0,2ml mikroskiimavky a nasledne inkubovana pri 65 °C
po dobu 5 min. Po uplynuti doby inkubacie bola mikroskimavka premiestnena do 'adovej trieste, kde

k nej boli pridané jednotlivé komponenty reakcie 2. Syntéza cDNA prebiehala pri 42 °C po dobu 1 hod.
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TabulPka 2: Zlozenie reakénej zmesi pre prepis RNA do cDNA pri procese RT-PCR.

Latka Vysledna koncentracia Obj erP vi
reakcii [ul]
i Izolovand RNA, 1,7 pug-1* - 3
I(:zlezak(I:)Ia ! Oligo (dT)us primer, 100 umol-1? 5 umol-1* 1
" Nuclease-free water - 8
Reaction Buffer, 5x 1x 4
. RiboLock RNase Inhibitor, 20 U-1? 1U-1t 1
(F;ealf)c a2 dNTP Mix, 10 mmol-1? 1 mmol-1? 2
H RevertAid H Minus M-MuLV 10 U2 1
Reverse Transcriptase, 200 U-1'?
Ce_lkovy 20
objem

4.4.1.3 Priprava fragmentov pomocou polymerazovej ret’azovej reakcie

Gén VRN-H1 ma u ozimnych kultivarov vel'kost cez 17 kb. Kvdli velkosti bol gén VRN-H1
amplifikovany pomocou 3 parov primerov, pricom amplikony sa navzijom prekryvali. Gén VRN-H1
bol rozdeleny na promotorovi oblast’, prvi a druhu ¢ast’ génu. Sekvencia primerov, pomocou ktorych
prebiehala amplifikacia jednotlivych Casti génu VRN-H1, taktiez kddujicej sekvencie (coding sequence,
CDS) VRN-H1 génu a podmienky reakcie su uvedené v tabul’kach 3-10. Pozicie primerov na géne

VRN-H1 su schematicky zobrazené na Obrazku 11.

Tabul’ka 3: Sekvencia pouzitych primerov pri amplifikacii VRN-H1 génu a CDS VRN-H1 za ticelom

klonovania.

Oblast’ VRN-H1 génu Nazov primeru Sekvencia (5'— 3")

Promotor HvBMS5.027 AGGCCTATTCGTTTGCAATGC
HvBM5.006 ATCTCGTGCGCCTTCTTGAG

1. Cast génu VRN-H1 1.cast F1 GATTTGGGGAAAGCAATATGGG
VRN-H1 1.cast R1 GAACAGAGATGTGGTTTTCACG

2. Cast génu VRN-H1 F6 ATGCTGAGTGATACGAAGTGTTGTA
VRN-H1 R6 GCAGCTTGCTACTTTACTCTGATTT

CDS VRN-H1 CDS F2 ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAG
VRN-H1 CDS R3 TCAGCCGTTGATGTGGCTCACCATC

1. ¢ast génu

\

5000 10 0007 15 ooal
R R P EEE P PP R HHHE P

VRN-HI (CDS)

VRN-H1
17 166 bp

Promotorova oblast
Obrazok 11: Schematicky znazorené pozicie jednotlivych primerov, pomocou ktorych st amplifikované jednotlivé casti génu VRN-H1
u kultivaru Igri. Pomocou péaru primerov. HYBMS5.027 a HvBMS5.006 je amplifikovand promotorova oblast. Parom primerov
VRN-H1_1.cast_ F1 a VRN-H1_l.cast R1 je amplifikovana 1. ¢ast’ génu a 2. ¢ast’ génu VRN-H1 je amplifikovana pomocou VRN-H1_F6
a VRN-H1_R6. Jednotlivé Casti sa navzajom prekryvaju za ucelom skladania sekvencie zo sekvenovania aich spajania (metéda Gibson

Assembly).
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Tabulka 4: Zlozenie PCR reakcnej zmesi pre amplifikdciu promotorovej oblasti génu VRN-H1

pomocou primerov HYBM5.027 a HvBM5.006 a Q5 High-Fidelity DNA Polymerase.

Latka Vysledna koncentracia Objem v 1reakcii [ul]
Q5 Reaction Buffer 5x 1x 5
dNTPs, 10 mmol-1? 200 umol-1* 0,5
Forward primer, 10 pmol-1* 0,5 pmol-1*? 1,25
Reverse primer 10 pmol-1* 0,5 umol-1? 1,25

5 High-Fidelity DNA ]
Solymgerase, ZU?/ul'1 0,02 U-pl* 0,25
Templat (BAC 631P8) 10 ng-pul? 1
Sterilna destilovana voda - 15,75
Celkovy objem 25

Tabulka 5: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikdciu promotorovej oblasti génu VRN-H1
pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 98 30s 1x
Denaturicia 98 10s

Annealing 67 30s 35x
Elongacia 72 2:30 min

Zavereéna elongacia 72 2 min 1x

Tabulka 6: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre amplifikaciu 1. ¢asti génu VRN-H1 pomocou primerov
VRN-H1 1.cast F1 a VRN-H1_1l.cast_R1, a 2. ¢asti génu VRN-H1 pomocou primerov VRN-H1_F6
a VRN-H1_R6 a prostrednictvom PrimeSTAR GXL DNA Polymerase.

Latka k;ﬁiﬁ’g‘;’;ia Objem v 1 reakeii [ul]
Prime STAR GXL Buffer, 5x 1x 10
dNTPs, 2 mmol-1? 160 pmol-1* 4
Forward primer, 10 umol-1* 0,2 umol-I*? 1
Reverse primer 10 umol-1'? 0,2 umol-1? 1
PrimeSTAR GXL DNA polymerase, 1,25 U-pl* 0,025 U-pl? 1
Templat (genomickd DNA) 50 ng-pl? -
Sterilna destilovana voda - -
Celkovy objem 50

Tabulka 7: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikdciu 1.casti génu VRN-H1 pomocou
PrimeSTAR GXL DNA Polymerase.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Denaturacia 98 10s

Annealing 55 15s 35 x
Elongacia 68 7:15 min
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Tabulka 8: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikdciu 2.casti génu VRN-H1 pomocou
PrimeSTAR GXL DNA Polymerase.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Denaturicia 98 10s 35 «
Annealing a elongécia 68 10 min

TabulPka 9: Zlozenie PCR reak¢énej zmesi pre amplifikiciu CDS VRN-H1 pomocou primerov
VRN-H1_CDS_F2 aVRN-H1_CDS_R3aHOT FIREPol DNA Polymerase.

Latka Vysledna koncentracia Objem v 10 reakciach[pl]
Buffer B1, 5x 1x 15

MgClz, 25 mmol-1? 2,6 mmol-1? 10,5

dNTPs, 2 mmol-I*? 300 umol-1* 15

Forward primer, 10 pmol-1*? 0,4 pmol-1*? 4

Reverse primer 10 umol-1* 0,4 pmol-1*? 4

HOT FIREPol, 5 U-pl* 0,03 U-pl' 1

Templat (cDNA) 10 ng-pl? -

Sterilnd destilovand voda - -

Celkovy objem 150

TabulPka 10: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikaciu CDS VRN-H1 pomocou HOT FIREPol

DNA Polymerase.
Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 95 15 min 1x
Denaturacia 95 10s
Annealing 60 40 s 35x
Elongacia 72 1 min
ZavereCna elongacia 72 10 min 1x

4.4.1.4 Kontinualna horizontilna elektroforeticka separacia v agar6zovom géle

Agardzova elektroforéza bola pouzitd pre overenie pritomnosti ocakavaného PCR produktu.
V pripade detekcie promotorovej oblasti génu VRN-H1 a CDS bol pouzity 1,2% (w/v) agarézovy gél
avpripade 1. a2. casti génu bol pouzity 0,8% (w/v) agardézovy gél. Pre stanovenie velkosti
separovanych fragmentov DNA bol pouzity GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. Jednotlivé vzorky boli
zmiesané s adekvatnym mnozstvom 6x DNA Loading Dye. Elektroforéza prebiehala pri izbovej teplote
pri 5 V/cm po dobu 1 hod v 1xTAE pufre. Pomocou UV transiluminatoru InGenius LHR (Syngene) boli

separované fragmenty vizualizované a vyfotené.

4.4.1.5 Extrakcia amplifikovanej DNA z gélu

Po elektroforetickej separacii boli fragmenty DNA extrahované z gélu za tcelom ziskania
koncentrovaného a purifikovaného produktu bez nespecifickych fragmentov. Z gélu bol pod UV
svetlom pomocou sterilného skalpela vyrezany agar6zovy blocek s PCR produktom. Blocek

bol umiestneny do zvazenej 2ml mikroskimavky. Nasledna extrakcia prebichala podla manualu
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komeréne dodavaného QIAquick Gel Extraction Kit. Koncentrdcia DNA extrahovanej z gélu bola

stanovena fluorimetricky pomocou Qubit 3.0 Fluorometer.

4.4.1.6 Ligacia fragmentov DNA

Gén VRN-H1 bol rozdeleny na promotor, prva a druhu ¢ast’, a taktiez bola syntetizovand cDNA
VRN-H1 zRNA za ucelom klonovania. Jednotlivé casti boli amplifikované pomocou
vysokospecifickych DNA polymeraz zanechavajuce tupé konce. Jednotlivé PCR produkty boli
extrahované z gélu a nasledne boli ligované do vektoru pJET1.2/blunt. Tento vektor je dodavany
uz linearizovany, takZe nie je potrebné jeho Stiepenie pomocou restikénej endonukleazy. Pre zvysenie
uspesnosti ligacie bol pouzity molarny pomer purifikovaného PCR produktu a vektoru 5:1. Reak¢na

zmes bola pripravena podl'a Tabulky 11. Ligécia prebiehala cez noc pri 16 °C.

Tabulka 11: Reakéna zmes pro ligaciu purifikovaného PCR produktu a linearizovaného vektoru

pjetl.2/blunt.

Latka MnoZstvo Objem v 1 reakcii [ul]
Reaction Buffer, 2x 1x 10
Purifikovany PCR produkt 0,25 pmol -
pJET1.2/blunt, 50 ng-ul* 0,05 pmol 1
Nuclease-free voda - -

T4 DNA ligiza, 5 U-pl? 5U 1

Celkovy objem 20

4.4.1.7 Transformacia baktérii Escherichia coli metédou teplotného Soku

Chemokompetentné bunky E. coli, MAX Efficiency Stbl2 su uchovavané v 1,5ml
mikroskiimavke po 100 pl v mraziaku pri -80 °C. Baktérie boli vybrané z mraziaku, umiestnené na 'ad,
kde pomaly rozmrzali. K baktériam bolo nasledné pridané prislusné mnozstvo ligaénej zmesi (10 ul).
Tato zmes bola inkubovana 30 min na lade. Po uplynuti doby inkubacie boli mikroskiimavky
umiestnené do termobloku (42 °C) na 45 s a nasledne premiestnené na 2 min spét’ na I'ad. K zmesi bolo
pridanych 800 ul tekutého LB média a nasledne boli premiestnené na stolnu trepacku, kde prebiehala
inkubacia pri 37 °C minimalne 1 hod pri 300 rpm.

Medzitym boli pripravené v laminarnom boxe Petriho misky s LB médiom a antibiotikom
karbenicilinom. Antiobiotikum sa pridava do dostato¢ne vychladnutého média tak, aby jeho vysledna
koncentracia v médiu bola 100 pg-ml?. Takto pripravené médium bolo v lamindrnom boxe rozliate
na Petriho misky (priblizne 25 ml na Petriho misku).

Baktérie boli po skonceni inkubacie centrifugované pri 6000 rpm 3 min. V lamindrnom boxe
bol odpipetovany supernatant a baktérie boli resuspendované v 100 ul tekutého LB média. Baktérie boli
napipetované na pripravené Petriho misky s LB médiom obsahujicim prislusné antibiotikum a rozotreté
pomocou sterilnej hokejky. Petriho misky boli nasledne inkubované cez noc v termostate pri 37 °C.

Uspesnost’ ligacie a transformacia bola overenid pomocou tzv. colony PCR aTaq DNA

polymerazy s pouzitim primerov Specifickych pre klonovanu oblast’.
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4.4.1.8 Priprava glycerolovych bakteridlnych zasobnych kultir a izolacia plazmidovej DNA

Pozitivne bakterialne kolonie boli nasledne umiestnené do skiimavky s 5 ml tekutého LB média
so selekénym antibiotikom (karbeniclin, koncentracia 100 pg-ml™?). Skiimavky s baktériami v tekutom
médiu boli nasledne umiestnené na trepacku, kde boli kultivované cez noc pri 37 °C a 220 rpm. Na d’alsi
deni prebiehala izoldcia plazmidu a priprava glycerolovych bakteridlnych zasobnych kultar. Najskor
bolo z kazdej bakterialnej kultiry odobranych 750 pl do novej 1,5ml mikroskimavky so zdmkom.
K bakterialnej kultare bolo nasledne pridanych 750 pul 30% glycerolu a mikrosktimavka
bola niekolkokrat prevratena. Takto pripravené bakteridlne kultiry s glycerolom boli nasledne
zamrazené pomocou tekutého dusiku a skladované v mraziaku pri -80 °C.

Zo zvysku bakterialnej kultary bol izolovany plazmid pomocou QIAprep Spin Miniprep Kit
a prislusného  manualu vyrobcu. Koncentracia izolovanych plazmidov bola stanovena
spektrofotometricky pomocou NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer.

Uspesnost’ ligacie a transformacie bola overena pomocou kontrolnej PCR s pouzitim
$pecifickych pJET1.2 forward a reverse sequencing primerov. Sekvencia tychto primerov je: forward
5'-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3, reverse 5'-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3".
Zlozenie PCR reak¢nej zmesi a podmienky reakcie su rovnaké ako pri amplifikacii jednotlivych
fragmentov.

Pripravené konstrukty boli sekvenované na platforme Illumina technickou pracovnickou
na pracovisku Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Olomouci. Ziskané sekvencie boli nésledne

overené a analyzované pomocou programu Geneious 8.1.9.

4.4.1.8 Gibson Assembly

Pomocou metdody Gibson Assembly boli pripravené konstrukty S reportérovym génom
kodujicim  enzym  B-glukuroniddzu (GUS). Konkrétne boli pripravené dva konstrukty:
ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS.

Stiepenie vektoru pv0120

Za ucelom pripravy konstruktu ProvVRN-H1::CDS:GUS bol vektor pVO120 Stiepeny pomocou
restrikénych enzymov Agel a Ascl. V pripade konsStruktu ZmUbi::CDS:GUS bol vektor pvVO120
Stiepeny pomocou Agel a SbfI. Pocas reakcie doslo k vyStiepeniu ur€itej Casti vektoru a jeho linearizacii.
Zlozenie reak¢énej zmesi je uvedené v Tabulke 12. V oboch pripadoch prebiehalo Stiepenie 1 hod
pri 37 °C. Stiepenie bolo overené pomocou gélovej elektroforézy a nastiepeny vektor bol nasledne

extrahovany z gélu podl'a postupu uvedenom v kapitole 4.4.1.5 Extrakcia amplifikovanej DNA z gélu.
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Tabul’ka 12: Parametre enzymatického Stiepenia vektoru pVO120 pomocou restrikénych endonukleaz.

Latka MnoZstvo Objem v 1 reakcii [ul]
pVv0120 500 ng -

Cut Smart, 10x 1x 2,5
Nuclease-free voda - -
Restrickny enzym 10U 1

Celkovy objem 25

Priprava fragmentov s presahmi pomocou polymerazovej ret’azovej reakcie

Za ucelom pripravy konstruktov ProvRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS boli jednotlivé
fragmenty amplifikované pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase a prislusnych primerov, vd’aka
ktorym boli vytvorené komplementarne presahy. Ako templat pre amplifikaciu jednotlivych fragmenov
slazili konstrukty pripravené v ramci diplomovej prace. Sekvencie prislusnych primerov, zlozenie
reakénych zmesi a podmienky reakcii su uvedené v Tabulkach 13-15. Po prebehnuti PCR reakcie boli
jednotlivé fragmenty extrahované z gélu podla postupu uvedenom v kapitole 4.4.1.5 Extrakcia

amplifikovanej DNA z gélu.

Tabulka 13: Sekvencia pouzitych primerov za ucelom vytvorenia komplementarnych presahov
na jednotlivych fragmentoch, ktoré boli amplifikované z prislusnych konstruktov pomocou
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase za uc¢elom klonovania.

Fragment Nazov primeru Sekvencia (5"— 3°)
ProVRN-H1 GA_prom_fw GCCCACCTGCTCATGATCGGAGGCCTATTCGTTTGCAATGC
(pJET1.2_ProVRN-H1) GApromCDSR1 CAGCTGCACCTTCCCGCGCCCCATCTCCGCTCGAGG
GApromCDSF1 ATGGGGCGCGGGAAGGTGCAGCTGAAGCG
E;?ETLZ_CDS) VRN-H1_CDS_R4_dI GCCGTTGATGTGGCTCACCATCCACAGTGGAAGC
GA_CDS_F1* GTTGTTTGGTGTTACTTCCTGCAATGGGGCGCGGGAAGGTGCAG
GUS GA_CDS_F2 GATGGTGAGCCACATCAACGGCATGTTACGTCCTGTAGAAACC
(PKGWFS7,0) GA_CDS_R3 TCTCGAGGGAGACCACCGGTCATTGTTTGCCTCCCTGCTGC

*pouzity pre amplifikaciu CDS spolo¢ne s VRN-H1_CDS_R4_dl v pripade pripravy konstruktu ZmUbi::CDS:GUS

Tabul’ka 14: Zlozenie PCR reak¢nej zmesi pre amplifikdciu jednotlivych fragmentov

s komplementarnymi presahmi za icelom klonovania pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase.

Latka Vysledna koncentracia Objem v 10 reakciach [pl]
Q5 Reaction Buffer 5x 1x 5

dNTPs, 10 mmol-1? 200 pmol-1*? 0,5

Forward primer, 10 pmol-1*? 0,5 pmol-1*? 1,25

Reverse primer 10 pmol-1* 0,5 umol-1* 1,25

Q5 High-Fidelity DNA

Polymerase, 2 U-pul™ 0,02 U-pl* 0,25
Templat 10 ng-ul? 1
Q5 High GC Enhancer 5x 1x 5
Sterilna destilovana voda - 10,75
Celkovy objem 25
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Tabulka 15: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikdciu jednotlivych fragmentov

s komplementarnymi presahmi za i¢elom klonovania pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 98 30s 1x
Denaturacia 98 10s

Annealing 67 30s 35x
Elongécia 72 1 min/ kb

Zavereéna elongacia 72 2 min 1x

Gibson Assembly

Pomocou metody Gibson Assembly boli pripravené konstrukty ProVRN-H1::CDS:GUS

a ZmuUbi::CDS:GUS nasledovnym spésobom. Najskor bola pripravena reakéna zmes, v ktorej boli

jednotlivé fragmenty s komplementarnymi presahmi spojené so Stiepenym vektorom pVO120 v presne

definovanom poradi pomocou NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix. Jednotlivé purifikované

fragmenty boli v molarnom nadbytku vzhladom k vektoru (pomer 3:1). ZloZenie reakénej zmesi

je uvedené v Tabulke 16. Reakcia prebiehala pri 50 °C 2 hod. Vysledné konstrukty a ich priprava

je schematicky znazornena na Obrazku 12 a 13.

TabulPka 16: Zlozenie jednotlivych komponentov reakcie Gibson Assembly s uvedenou koncentraciou

pouzitych fragmentov a vektoru.

Latka

ProVRN-H1::CDS:GUS

ZmUbi::CDS:GUS

NEBuilder HiFi DNA

Assembly Master Mix [ul] 10 10
Fragmenty Vektor Promotor CDS GUS Vektor CDS GUS
Objem [ul] 3 1 0,7 0,5 2,2 0,5 0,5
Koncentracia 25 108 70 260 43 100 260
[ng-pl™]
Nuclease-free voda [ul] 4.8 6,8
Celkovy objem [ul] 20 20
2134 bp 732 bp 1809 bp
Ascl }I\ J\ )I\ Agel
N\ L/
pv0120 €Ds GUS pV0120
i PCR fragment 1 i i i ; !
GA_'{ pJET1.2_ProVRN-HI - < CDLME L :
GApromCDSF1 PR VRN-H:El_C:DS_RA_dI :
E | PCR fragment 3 :
— PKGWFS7,0 -

GA_CDS_F2 GA_CDS_R3

Obrazok 12: Schematicky znazorneny princip zlozenia finalneho konstruktu ProVRN-H1::CDS:GUS.
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Sbf 732 bp 1809 bp Agel

pvVO0120 ZmUbi CDSs GUS pvo120

T T
I

i Lo

1 I 1

i ' 1

T

I ]

— pJET1.2_CDS <

1
GA_CD5_F1 VRN-H1_CDS_R4_dl
v |
Lo |
|
l i PCR fragment 2 i
] !
> pKGWFS7,0 «—
GA_CDS5_F2 GA_CDS_R3

Obrazok 13: Schematicky znazorneny princip zloZenia finalneho konstruktu ZmUbi::CDS:GUS.

Pripravenou reakénou zmesou boli nasledne transformované kompetentné baktérie E. coli,
MAX Efficiency Stbl2 podla postupu uvedenom v 4.4.1.7 Transformacia baktérii Escherichia coli
metodou teplotného Soku. Bakterialne kolonie boli nasledne overené pomocou tzv. colony PCR.
Z pozitivnych bakterialnych koldonii bol nasledne vyizolovany plazmid a pripravené glycerolové
zasobné kultury podla postupu uvedenom v 4.4.1.8 Priprava glycerolovych bakterialnych zasobnych
kultar a izolacia plazmidovej DNA. Pripravené konstrukty boli sekvenované na platforme Illumina
technickou pracovnitkou na pracovisku Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Olomouci. Ziskané

sekvencie boli nasledne overené a analyzované pomocou programu Geneious 8.1.9.

4.4.2 Skrining mapovacej populacie jamena siateho
4.4.2.1 Zisk a skrining mutovanej M, generacie

Na zaloZenie mapovacej populacie boli pouzité chemicky mutagenizované semienka (ENU)
6 radového kultivaru Antonella. Celkovo bolo pomocou ENU mutagenizovanych 40 000 semien (Mo),
pri¢om priblizne polovica bola mutagenizovd davkou mutagénu 200 pmol-1? adruhd polovica
davkou 1000 pumol 1"t Mutagenizaciou Mo semien boli ziskand generacia Mi. Tieto semienka boli
vysadené do pddy. Pocas ich generativnej fazy boli samosprasené a z kazdej rastliny bolo odobrané
jedno semienko za zisku M; generacie. Semena boli zozbierané po skupinach (batches), pricom celkom
bolo zozbieranych 23 batches semien mutagenizovanych davkou 200 umol 1" ENU a 17 batches davkou
1000 umol-1%. Tato Cast prace bola sprostredkovana Prof. Dr. Mariou von Korff.

V ramci diplomovej prace boli vSetky mutagenizované semienka (Mz2) vysadené na jar za dlhého
dna na pole spolo¢ne s nemutovanou kontrolou Antonelly (1.4.2020). Ked’ze sa jedna o ozimny kultivar
jacmena, tak k tomu aby doslo ku kvitnutiu je potrebné pdsobenie chladu, ku ktorému uz v tomto obdobi
nedochadzalo. Kandidatne rastliny boli potom tie, u ktorych bolo zaznamenané extrémne skoré kvitnutie
bez vernalizacie. U tychto rastlin sa predpoklada mutécia niektorého z génov regulujicich expresiu génu

VRN-H1. Kandidatne rastliny boli oznacené (ATL A aporadové ¢islo) a bol zaznamenany datum
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metania. Metanie predstavuje proces rastu posledného stebelného ¢lanku nesuceho na svojom vrchole
Klas. Fenotypicky je identifikované ako vy¢nievanie polovice klasu z po$vy praporcového listu. Taktiez
bol uréeny pocet dni od prvej manipulacie so semenami (vysadenia populacie) po metanie do tabulky.
Do tabulky bol taktiez zaznamenany pozorovany pocet radov a odnozi. Z kandidatnych rastlin boli

zozbierané vSetky semienka zvlast z jednotlivych klasov (Ms), a taktiez listy na izolaciu DNA.

4.4.2.2 Overenie kandidatov na urovni genotypu (genotypovanie vybranych génov Kkvitnutia)

Zo vsetkych kandidatnych rastlin bola izolovana genomickd DNA podla postupu uvedenom
v kapitole 4.4.1.1 Izolacia celkovej genomickej DNA. Koncentracia extrahovanej DNA bola stanovena
spektrofotometricky pomocou NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer a DNA
bola skladovana v mraziaku pri -20 °C.

Pomocou metdody PCR bolo overené, ¢i nedoslo ku kontaminacii jarnymi kultivarmi Morex
a Golden Promise, ktoré boli v predchadzajucej sezone pestované na rovnakom mieste. Taktiez bolo
overené, ¢i nedoslo v priebehu mutagenézy K naruSeniu niektorého z hlavnych génov zapojenych
v procese kvitnutia. Konkrétne sa jednalo o gény vernaliza¢nej drahy, VRN-H1 a VRN-H2 (jednotlivo
testované ZCCT-Ha, ZCCT-Hb a ZCTT-Hc), a hlavny gén fotoperiodickej drahy, Ppd-H1. Sekvencia
primerov a podmienky reakcie st uvedené v Tabul'kach 17-19. Po PCR amplifikacia fragmentu génu
Ppd-H1 nasledovalo jeho enzymatické Stiepenie pomocou restrikénej endonukleazy Mspl za nizsie
uvedenych podmienok (vid Tabulka 20, cez noc, pri 37 °C). Produkty PCR amplifikacie boli
vizualizované, po prebehnuti elektroforetickej separacie v 1,5% (w/v) agaré6zovom géle s pridavkom
EtBr v 1xTAE pufre pri 5 V/cm po dobu 1 hod, pomocou UV transiluminatoru InGenius LHR
(Syngene). V pripade amplifikacie VRN-H1 pomocou 3. paru primerov a restrikénom Stiepeni
fragmentov Ppd-H1 prebehla elektroforeticka separacia v 2% (w/v) agar6zovom géle s pridavkom EtBr

v 1xTAE pufre pri 5 V/cm, 2 hod.
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Tabulka 17: Zoznam a sekvencia primerov publikovanych pre analyzu génov VRN-H1, VRN-H2
a Ppd-H1.

Gén

Niazov primeru

Sekvencia primeru (5'— 3")

Teplota
annealingu
primerov [°C]

Zdroj

VRN-H1

HvBMS5A-intronl-F3b CTTGCATGTGTTGTCGGTCT 60 Cockramet al., 2009
1.par

HvBM5A-intronl-R3b GCTGGGACAAGACTCTACGG

HvBM5A-exon2-F1 TCCCAAGAAAACTTGAACAACACCAG 60 Cockramet al., 2009
3. par

HvBM5Aexon2-R1 ATTAGGTTACATCATTCGACCA

Jones5F GATGGATTCAAAGGCAAGGA 60 Jones et al., 2008
Ppd-H1

Jones5R CGTTAGAGCCCTGCTTCATC
VRN-H2

ZCCTH.14F CAAGGAATATCAAGTACATATCTGC 53 Sziics et al., 2007
ZCCT-Ha

ZCCTH.19R CCGTATTTATTGAGTTGGTGGTG
ZCCT-Hb ZCCTh.8F GCATCAATGCACCCTACCTCTT 53 Sziics et al., 2007

ZCCTh.11R GGAAAACAATGGTGAGAGTAGTACAG
ZCTT-He ZCCT.HcF CACCATCGCATGATGCAC 64 Yan et al., 2006

ZCCT.HcR TCATATGGCGAAGCTGGAG

von Zitzewitz et al.,

HVSNE?2 HVSNF2.01F CCTGAAGCGAGTATCCATATGC 53, 64 2005

HVSNF2.04R GCTGCATTATAGAGAAACAACAACG

HvSNF2 — pozitivna kontrola

Tabulka 18: ZloZenie PCR reakcnej zmesi pre amplifikaciu Specifickych oblasti génov VRN-H1,
VRN-H2, Ppd-H1 pomocou Tag DNA polymerazy.

Latka

Vysledna koncentracia

Objem v 1 reakcii [pnl]

Reakény pufor, 10x s obsahom

MgCl,, 15 nmol-1* 1x

dNTPs, 10 mmol-1? 200 pmol-1* 0,4
Forward primer, 10 umol-1* 0,5 pmol-1*? 1

Reverse primer 10 pmol-1* 0,5 umol-1* 1

Tag DNA polymeraza 5 U-1? 0,125 U 1* 0,5
Templat (genomickd DNA) 50 ng-pl? -

Sterilné destilované voda - -

Celkovy objem 20

Tabul’ka 19: Teplotny program PCR cycleru pre amplifikaciu Specifickych oblasti génov VRN-H1,
VRN-H2, Ppd-H1 pomocou Taq DNA polymerazy.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 94 5 min 1x
Denaturacia 94 30s

Annealing -* 45s 35x
Elongacia 72 1 min

ZavereCna elongacia 72 10 min 1x

* teplota annealingu pre jednotlivé pary primerov je uvedena v Tabulke 17.
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Tabul’ka 20: Parametre enzymatickej reakcie pri pouziti restriCknej endonukleazy Mspl pre Stiepenie

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

Latka Vysledna koncentracia Objem v 1 reakcii [pl]
DNA* 100 ng -
Cut Smart, 10x 1x 1
Nuclease-free voda - -
Mspl, 2 U-ul 2U 1
Celkovy objem 10

*Koncentracia PCR produktov bola stanovena spektrofotometricky NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer

4.4.3 Analyza sekvenénych motivov a konStrukcia fylogenetickej pribuznosti VRN-H1
génov

V pripade sekvenénej analyzy génu VRN-H1 sa pracovalo s celogenomovymi nukleotidovymi
sekvenciami 20 kultivarov jaémena osekvenovanych v ramci projektu Pan-Genome (Jayakodi et al.,
2020). Anotovana sekvencia kultivaru Strider (AY750993.1) bola stiahnuta internetovej databaze
GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a predstavovala v ramci analyzy referenénu sekvenciu.
V ramci diplomovej prace bol sekvenovany gén VRN-H1 kultivaru Antonella (okrem promotoru), ktory
bol taktiez analyzovany. Dalej boli stiahnuté subory s celogenémovymi sekvenciami v podobe
pseudmolekul vo formate fasta (Jayakodi et al., 2020). Zo pseudomolekuly, ktora reprezentovala
chromozém 5H bola extrahovana sekvencia génu VRN-H1 u jednotlivych kultivarov na zaklade
identifikacie prvého a posledného (6smeho exdénu) pomocou anotovanej sekvencie kultivaru Strider.
Sekvencia génu VRN-H1 vratane promotorovej oblasti bola u 20 kultivarov vyextrahovana a d’alej
sa pracovalo len stouto oblastou. Zoznam mien kultivarov spolo¢ne s rastovym typom je uvedeny
v Tabulke 21. Sekvencie génov VRN-H1 21 kultivarov boli porovnané s referen¢nou sekvenciou
kultivaru Strider pomocou MAFFT multiple aligner (verzia 1.3.3) v softvéri Geneious 8.1.9
(https://www.geneious.com) podla predvoleného nastavenia. Po zhotoveni alignmentu genomovej
sekvencie bola extrahovana CDS génu VRN-H1. Nasledne bol zhotoveny alignment rovnako
ako v pripade gendomovej sekvencie génu VRN-H1. Extrahovana sekvencia CDS bola nasledne
prelozena do proteinovej sekvencie. Alignment proteinovej sekvencie bol zhotoveny vysSie popisanym
sposobom. Vramci sekvenénej analyzy boli identifikované konzervované motivy a popisané
polymorfizmy medzi jednotlivymi kultivarmi. Za ucelom fylogenetickej analyzy bol zhotoveny
alignment génu VRN-H1 (vratane promotoru) z 22 kultivarov v programe MEGA X (Kumar et al., 2018)
pomocou Clustal W. Fylogeneticky strom bol skon$truovany pomocou metody Maximum Likelihood
a Tamura-Nei modelu (Tamura et Nei, 1993) v programe MEGA X (Kumar et al., 2018).
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Tabul’ka 21: Zoznam mien jednotlivych kultivarov vratane rastového typu a zdroja sekvencie, ktoré

boli pouzité v ramci sekvenénej analyzy génu VRN-HL1.

Ejlzt(i)\jaru Rastovy typ Zdroj Nazov Rastovy typ Zdroj

Antonella Ozimny Akashinriki Jarny Jayakodi et al., 2020
Strider Ozimny AY750993.1 Barke Jarny Jayakodi et al., 2020
Igri Ozimny Jayakodi et al., 2020 | Golden Promise Jarny Jayakodi et al., 2020
HOR3081 Ozimny Jayakodi et al., 2020 | Hockett Jarny Jayakodi et al., 2020
HOR3365 Ozimny Jayakodi et al., 2020 | HOR7552 Jarny Jayakodi et al., 2020
HOR21599 Ozimny Jayakodi et al., 2020 | HOR8148 Jarny Jayakodi et al., 2020
ZDM02064 Ozimny Jayakodi et al., 2020 | HOR9043 Jarny Jayakodi et al., 2020
OUN333 Fakultativny Jayakodi et al., 2020 | HOR10350 Jarny Jayakodi et al., 2020
B1K-04-12 Ozimny Jayakodi et al., 2020 | HOR13942 Jarny Jayakodi et al., 2020
HOR13821 Ozimny Jayakodi et al., 2020 | RGT_Planet Jarny Jayakodi et al., 2020
Morex Jarny Jayakodi et al., 2020 | ZDM01467 Jarny Jayakodi et al., 2020
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5 Vysledky

5.1 Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri

Jednym z cielov diplomovej prace je amplifikacia a ndsledné klonovanie génu VRN-H1. Postup
pri klonovani jednotlivych fragmentov bol nasledovny. Najskor boli fragmenty amplifikované pomocou
primerov a vysokospecifickej DNA polymerazy. Produkt PCR reakcie bol separovany pomocou
agarozove] gélovej elektroforézy a extrahovany zgélu pomocou QIAquick Gel Extraction Kit.
Koncentracia extrahovanej DNA bola stanovend fluorimetricky pomocou Qubit 3.0 Fluorometer.
Nasledne bola pripravena ligaéna zmes s vektorom pJET1.2/blunt. Po ligacii boli takto pripravenym
vektorom transformované baktérie E.coli MAX Efficiency Stbl2 metddou teplotného Soku. Na d’alsi defi
boli bakteridlne koldnie overené pomocou tzv. colony PCR. Pozitivne baktérie boli zaoCkované
do tekutého LB média. Z takto pripravenych kultur boli na d’alsi den pripravené glycerolové zasobné
kultiry a izolované plazmidy pomocou QIAprep Spin Miniprep Kit. Koncentracia izolovanych
plazmidov bola stanovena spektrofotometricky pomocou NanoDrop One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer. Spravna velkost’ inzertu bola overena pomocou kontrolnej PCR so $pecifickymi
pJET1.2 forward areverse sequencing primerami. Po kontrolnej PCR boli overené plazmidy
sekvenované v zavislosti od dizky klonovaného fragmentu bud’® Sangerovym sekvenovanim
alebo na platforme Illumina technickou pracovni¢kou na pracovisku Ustavu experimentalni botaniky
AV CR v Olomouci. Ziskané sekvencie boli nasledne overené a analyzované pomocou programu

Geneious 8.1.9. Zoznam pripravenych modulov je sumarizovany v Tabul'ke 22.

Klonovanie CDS VRN-H1 génu

Za ucelom klonovania kodujucej sekvencie génu VRN-H1 bola najskér izolovanda RNA
prepisana do cDNA. Nasledne bola cCDNA génu VRN-H1 amplifikovana primerami VRN-H1_CDS_F2
a VRN-H1 CDS R3, a pomocou HOT FIREPol DNA Polymerase. Produkty PCR (735 bp) boli
separované pomocou agardzovej gélovej elektroforézy a extrahované z gélu. Koncentracia extrahovanej
DNA bola 153 ng-pl™. Dalej sa pokradovalo podla jednotlivych krokov uvedenych v uvode kapitoly
5.1 Klonovanie génu VRN-H1 kultivaru Igri. Produkty kontrolnej PCR (782 bp) boli separované
pomocou agarozovej gélovej elektroforézy a vizualizované (Obrazok 14). V tomto pripade bola
spravnost’ klonovanej CDS overena Sangerovym sekvenovanim (Obrazok 15) za pouzitia Specifickych

pJET1.2 forward a reverse sequencing primerov.
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Obrazok 14: Detekcia produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolonii E.coli MAX Efficiency Stbl2 transformovanych
vektorom pJET1.2_CDS. Oc¢akavana velkost’ produktu je 782 bp. M — standard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder;

1 az 13 — drahy amplikonov z plazmidov amplifikovanych zo $pecifickych primerov pJET1.2 forward a reverse sequencing primerov.

Start VRN-H1_CDS_F2 (735) End VRN-H1_CDS_R3
|

|

sekvencia

Referencna sekvencia So0T 2001 6001

VRN-H1_CDS
735 bp

Konsenzualna sekvencia =t/ ULL
Referenénd sekvencia

Obrazok 15: Sekventny alignment CDS VRN-H1 s referencnou sekvenciou (AY758235.1). Cervena §ipka zobrazuje CDS VRN-H1 overent
Sangerovym sekvenovanim (konsenzuélna sekvencia). Biele miesta na koncoch sekvencie predstavuji oblasti, kde sa sekvencia nezhoduje.
V tomto pripade sa jednalo o pJET1.2 forward areverse sequencing primery. Referenéna sekvencia so zobrazenou poziciou primerov
(VRN-H1_CDS_F2+ VRN-H1_CDS_R3), ktorymi bola CDS VRN-H1 amplifikovana za i¢elom klonovania je zobrazena ako &ierny obdiznik.
Toto porovnanie bolo vytvorené v programe SnapGene. Vysek sekvenéného alignmentu vytvoreny v programe Geneious 8.1.9., v ktorom bol

overeny vysledok sekvenovania sa nachadza v dolnej Casti schémy.

Klonovanie promotorovej oblasti VRN-H1 génu

Promotorova oblast bol amplifikovand pomocou primerov HvBMS5.027 + HvBMS5.006
a Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. Ako templat pre amplifikaciu promotoru z jarného kultivaru
Morex sluzil BAC klon 631P8 z kniznice HVVMRXALLhA z génovej banky INRA-CNRGV
v Toulouse. Promotorova oblast’ bola najskor amplifikovana z genomickej DNA ozimného kultivaru
Igri a jarného kultivaru Morex. Z dovodu vyskytu vel’kého mnozstva nespecifickych produktov, ktoré
nevyriesilo ani testovanie viacerych $pecifickych primerov, optimalizacia reakcie ¢i reamplifikacia
z produktu ocakavanej velkosti extrahovaného z gélu, bol prave ako templat pre amplifikaciu
promotorovej oblasti zvoleny BAC klon. Produkt ofakavanej velkosti (2238 bp) bol separovany
pomocou agarézovej gélovej elektroforézy a extrahovany z gélu (173 ng-ul™). Dalej sa pokracovalo
podl'a jednotlivych krokov uvedenych v tvode kapitoly 5.1 Klonovanie génu VRN-H1 kultivaru Igri.
Produkty kontrolnej PCR (2357 bp) boli separované pomocou agarézovej gélovej elektroforézy
a vizualizované (Obrazok 16). Po kontrolnej PCR boli plazmidy sekvenované na platforme Illumina
technickou pracovni¢kou na pracovisku Ustavu experimentdlni botaniky AV CR v Olomouci
(Obrazok 17).
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Obrazok 16: Detekcia produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolénii E.coli MAX Efficiency Stbl2 transformovanych
vektorom pJET1.2_ProVRN-H1. O¢akavana velkost produktu je 2357 bp. M — $tandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA

Ladder; 1 az 8 — drahy amplikénov z plazmidov amplifikovanych zo $pecifickych primerov pJET1.2 forward a reverse sequencing primerov.

Promotorova oblast, 2238 bp

Start HvEMS. 7 fvBh 6 End

Konsenzualna sek

sooof 10 oooT 15 0ooT

R GRC T T T T T L e T PO e P TP PP TP Booemeeee i

WVRN-H1 (CDS)

VRN-H1
17 166 bp

VCEETAG 66 TARA AR T ATTATIATIATTO FAT AT AT ATIAR 6T G AKARARGAN G RACRRART 6T ETETALTGETETAT 66 676 66 THTG 16 ol GA GAAARAAT GATTTG 66 GARAGERATATS 66 66 A6 ATTEGE B TAE ATECFEE Gl

Konsenzudlna sekvencia . BB Brararar il
Referentna sekvencia TATATATATATATATATATATATATATATATAT T T T T/ B

Obrazok 17: Sekven¢ny alignment promotorovej oblasti VRN-H1 s referenénou sekvenciou VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovana z Jayakodi
et al., 2020). Cervena $ipka zobrazuje promotorovii oblast VRN-H1 overenti sekvenovanim na platforme Illumina (konsenzulna sekvencia).
Biele miesta predstavujii oblasti, kde sa sekvencia nezhoduje, vtomto pripade sa jednalo o SNP ataktiez oblast mikrosatelitu,
kde pravdepodobne doslo ku chybe &itania v ramci sekvenovania. Referenéna sekvencia so zobrazenou poziciou primerov (HVBM5.027
+ HvBM5.006), ktorymi bola promotorova oblast VRN-H1 amplifikovand za Gi¢elom klonovania je zobrazena ako iemy obdiznik.
Toto porovnanie bolo vytvorené v programe SnapGene. Vysek sekvenéného alignmentu vytvoreny v programe Geneious 8.1.9., v ktorom bol

overeny vysledok sekvenovania sa nachadza v dolnej Casti schémy.

Klonovanie celého intaktného génu VRN-H1

Ako templat pre amplifikaciu jednotlivych casti VRN-H1 sluzila genomickd DNA izolovana
Z kultivaru Igri (189,3 ng-ul?; gistota 260/280 1,87). Prva ¢ast VRN-H1 génu bola amplifikovana
pomocou primerov VRN-H1 1.cast F1 + VRN-H1 1.cast R1 a PrimeSTAR GXL DNA Polymerase.
Pomocou elektroforetickej separacie bola potvrdena amplifikacia 1. Casti génu VRN-H1 a produkt
o¢akavanej velkosti (6978 bp) bol nasledne extrahovany z gélu (332 ng-ul?). Dalej sa pokracovalo
podla jednotlivych krokov uvedenych v tivode kapitoly 5.1 Klonovanie génu VRN-H1 kultivaru Igri.
Produkty kontrolnej PCR (7099 bp) boli separované pomocou agarézovej gélovej elektroforézy
a vizualizované (Obrazok 18). Overené plazmidy boli sekvenované na platforme Illumina technickou

pracovni¢kou na pracovisku Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Olomouci (Obrazok 19).
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Obriazok 18: Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolénii E.coli MAX Efficiency Stbl2 transformovanych
vektorom pJET1.2_1.¢astVRN-H1. O¢akavana velkost’ produktu v drahach 1 a 2 je 6978 bp, a v drahach 1P a 2P je 7099 bp. M — §tandard
molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1 a2 — drahy amplikénov z plazmidov amplifikovanych z primerov
VRN-H1_1.cast F1 + VRN-H1_1.cast_R1; 1P a 2P — drahy amplikonov z plazmidov amplifikovanych zo Specifickych primerov pJET1.2
forward a reverse sequencing primerov.

1. Zasf génu, 6978 bp

\

Start rH—H:_I cast_F1 \/L‘I‘J—%“._J cast_R1 End

Konsenzualna sekvencia

Referenina sekvencia l I
So00T 10 000 15 000

L R R neE e L LT L P CC R PP T PLLRRPP R | EETETRREETTE Ik

VRN-H1 (COS)

VRN-H1
17 166 bp

MATTATCTADGEGETG TCTTAAATTTETCCCCCCCAATCCGEOCT GEGETTECATTTCCTCE GEGEE GTTECGGTEEG GEGAGGEGADCE GG LG GOCCCAGS GECTTETCCATT TOCGCGETGETGET GETTGGTTCATCCCGTTTAETL

Konsenzudlna sekvencia *ATTATGTACGCGCTGTCTTAAATTTCTCCCCCCCAATCCGCCCTGEGCT TCOATTTCCTCCGLGCCGTTCCGGTCCGGCGS
Referening sekvencia “ATTATGTACGCGCTGTCTTAAATTTCTCCCCCCCAATCCGCCCTGEGCT TCGATTTCCTCCGEGCCGTTCCGGTCCGGLGS

3GCCGGCCCCAGEGCCTTCTCCATTTCCGCGCTGCTGCTGCT TGETTCATCCGGTTTGCTC
3GCCGGOCCCAGE GCCTTCTCCATTTCCGCGCTGCTGCTGCT TGGTTCATCCGGTTTGCTC

Obrazok 19: Sekvenény alignment prvej Casti génu VRN-H1 s referen¢nou sekvenciou VRN-H1 Kultivaru Igri (extrahovana z Jayakodi et al.,
2020). Cervena $ipka zobrazuje prvii ¢ast VRN-H1 overenti sekvenovanim na platforme Illumina (konsenzualna sekvencia). Referenéna
sekvencia so zobrazenou poziciou primerov (VRN-H1_1.cast F1 + VRN-H1_1.cast_ R1), ktorymi bola tato ¢ast’ VRN-H1 amplifikovana
zai¢elom klonovania je zobrazena ako &ierny obdiznik. Toto porovnanie bolo vytvorené v programe SnapGene. Vysek sekventného

alignmentu vytvoreny v programe Geneious 8.1.9., v ktorom bol overeny vysledok sekvenovania sa nachadza v dolnej ¢asti schémy.

Druha ¢ast’ génu VRN-H1 bola amplifikovana pomocou VRN-H1_F6 + VRN-H_R6 primerov
a PrimeSTAR GXL DNA Polymerase. Amplifikacia tejto oblasti o velkosti 8560 bp bola pomerne
problematicka. Po optimalizacii podmienok a reamplifikécii (rovnaké podmienky) sa nakoniec podarilo
amplifikovat’ tato oblast’ v dostatoénom mnozstve. Produkt ocakavanej velkosti (8560 bp)
bol extrahovany z gélu (102 ng-pl™). Dalej sa pokratovalo podla jednotlivych krokov uvedenych
v tivode kapitoly 5.1 Klonovanie génu VRN-H1 kultivaru Igri. Produkty kontrolnej PCR (8679 bp) boli
separované pomocou agarozovej gélovej elektroforézy a vizualizované (Obrazok 20). Overené plazmidy
boli sekvenované na platforme Illumina technickou pracovni¢kou na pracovisku Ustavu experimentalni

botaniky AV CR v Olomouci (Obréazok 21).
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Obrazok 20: Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych zkolénii E.coli MAX Efficiency Stbl2,
transformovanych vektorom pJET1.2 2.¢astVRN-H1. Ocdakavana velkost’ produktu je 8679 bp. M — standard molekulovej hmotnosti,
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1 a2 — drahy amplikonov z plazmidov amplifikovanych zo $pecifickych primerov pJET1.2 forward

a reverse sequencing primerov

2. ast génu, 8560 bp

Start (M \-H1_F6 VRN-H Lp)“ End
I
Konsenzualna sekvencia \
| |
50007 10 0007 15 0007
LT T LT T e Eo T EEEEEEEEEEPTEE #{---------e- >
VRN-H1 (CDS)
VRN-H1
17 166 bp

Konsenzudlna sekvencia  ~
«

Referenéna sekvencia

VRN-H1 CDS

Obrazok 21: Sekvenény alignment druhej Easti génu VRN-H1 s referen¢nou sekvenciou VRN-H1 kultivaru Igri (extrahovana z Jayakodi et
al., 2020). Cervena $ipka zobrazuje druht dast’ VRN-H1 overent sekvenovanim na platforme Illumina (konsenzualna sekvencia). Referenéna
sekvencia so zobrazenou poziciou primerov (VRN-H1_F6 + VRN-H1_R6), ktorymi bola tato cast VRN-H1 amplifikovana za ucelom
klonovania je zobrazena ako Gierny obdiznik. Toto porovnanie bolo vytvorené v programe SnapGene. Vysek sekvenéného alignmentu

vytvoreny v programe Geneious 8.1.9., v ktorom bol overeny vysledok sekvenovania sa nachadza v dolnej Gasti schémy.

Tabulka 22: Zoznam pripravenych modulov za ucelom ich spajania pomocou metody Gibson

Assembly.

Modul
pJET1.2_ProVRN-H1 (jarny typ)
pJET1.2 CDS
pJET1.2 1.¢astVRN-H1
pJET1.2 2.¢astVRN-H1

Gibson Assembly

Pre pripravu konstruktov ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmuUbi::CDS:GUS bola v ramci
diplomovej prace vyuzita metéda Gibson Assembly, ktora pracuje na principe spajania fragmentov
v presne definovanom poradi na zaklade komplementarity V jednej izotermickej reakcii. Prvym krokom
je priprava samotnych fragmentov pomocou primerov, ktorymi st vytvorené komplementarne presahy

medzi jednotlivymi fragmentami a vektorom o dizke minimalne 20 bp. Fragmenty boli amplifikované
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pomocou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase. Po PCR amplifikacii boli jednotlivé fragmenty
separované pomocou agarozovej gélovej elektroforézy a vizualizované (Obrazok 22). Pripravené
fragmenty boli izolované z gélu pomocou QIAquick Gel Extraction Kit. Koncentracia extrahovanej
DNA bola stanovena fluorimetricky pomocou Qubit 3.0 Fluorometer. V pripade konstruktu
ProVRN-H1::CDS:GUS bol promotor amplifikovany z konstruktu pJET1.2_ProVRN-H1 (jarny typ)
pomocou primerov GA_prom_fw a GApromCDSR1 (2178 bp). Koncentracia extrahovanej DNA z gélu
bola 108 ng-ult. CDS VRN-H1 génu bola amplifikovana z pJET1.2_CDS pomocou primerov
GApromCDSF1 a VRN-H1_CDS R4 dl (732 bp). Koncentracia extrahovanej DNA z gélu bola
70 ng-ult. Gén GUS bol amplifikovany z vektoru pKGWFS7,0 pomocou primerov GA_CDS_F2
aGA_CDS_R3 (1850 bp). Koncentracia extrahovanej DNA z gélu bola 260 ng-ul?. V pripade
konstruktu ZmUbi::CDS:GUS bola CDS VRN-H1 génu amplifikovana pomocou primerov GA_CDS_F1
a VRN-H1_CDS R4 dl zpJET1.2_CDS (755 bp). Koncentracia extrahovanej DNA z gélu bola
100 ng-ul. Vysledné konstrukty aich priprava je schematicky zndzornena na Obrazku 12 a 13
v podkapitole 4.4.1.8 Gibson Assembly.
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Obrazok 22: Elektroforetogam pripravenych fragmentov s komplementarnymi presahmi za (elom pripravy konstruktov
ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS pomocou metddy Gibson Assembly. M — §tandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder; 1 az 3 — drihy amplikonov pripravenych z pJET1.2_ProVRN-H1 (jarny typ) pomocou primerov GA_prom_fw
a GApromCDSR1. Oc¢akavana velkost’ produktu je 2178 bp; 5 az 9 — drahy amplikénov pripravenych z pKGWFS7,0 pomocou primerov
GA_CDS_F2 a GA_CDS_R3. Oc¢akavana velkost’ produktu je 1850 bp; 10 az 12 — drahy amplikonov pripravenych z pJET1.2_CDS pomocou
primerov GA_CDS_F1 a VRN-H1_CDS_R4_dl. Oc¢akavana velkost' produktu je 755 bp; 14 az 16 — drahy amplikénov pripravenych
z pJET1.2_CDS pomocou primerov GApromCDSF1 a VRN-H1_CDS_R4_dl. Ogakavana velkost’ produktu je 732 bp; 4, 13 — prazdne drahy.

Nasledovala  priprava  alinearizacia  vekoru.  V pripade  pripravy  konstruktu
ProVRN-H1::CDS:GUS bol vektor pVO120 stiepeny pomocou restrikénych enzymov Agel a Ascl.
Pomocou tychto restrikénych enzymov doslo k vystrihnutiu oblasti o vel'kosti 2446 bp obsahujice;j
promotor ZmUbi a gén pre lacZ. Nasledne bol tento linearizovany vektor o velkosti 3298 extrahovany
z gélu (25 ng-ul). V pripade pripravy konstruktu ZmUbi::CDS:GUS bol vektor pVO120 Stiepeny
pomocou Agel a Sbfl. V tomto pripade bola vystrihnuta oblast’ o velkosti 444 reprezentujuca gén
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pre lacZ. Linearizovany vektor o velkosti 5300 bp bol extrahovany z gélu (42 ng-ul?). Restrikéné
Stiepené vektoru pVO120 je zobrazené na Obrazku 23.
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Obrazok 23: Elektroforetogram restrikéného stiepenia vektoru pvVO120 pomocou dvojice restrikénich enzymov. M — §tandard molekulove;j
hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1 — vektor pVO120 Stiepeny pomocou Agel a Ascl (3298 bp a 2446 bp); 2 — vektor pV0O120
stiepeney pomocou Agel a Sbfl (5300 bp a 444 bp).

Nasledne bola pripravena reakénd zmes, v ktorej doslo k spojeniu jednotlivych fragmentov
v presne definovanom poradi spolo¢ne s vektorom ako je schematicky zobrazené na Obrazkoch 12 a 13
v podkapitole 4.4.1.8 Gibson Assembly. Jednotlivé fragmenty boli v molarnom nadbytku voéi vektoru
(pomer 3:1). Nasledne boli takto pripravenym vektorom transformované baktérie E.coli MAX
Efficiency Stbl2 metodou teplotného $oku. Na d’alsi den boli bakteridlne kolonie overené pomocou
tzv. colony PCR. Pozitivne baktérie boli zaockované do tekutého LB média. Z takto pripravenych kultar
boli na d’al$i den pripravené glycerolové zasobné kultury a izolované plazmidy pomocou QIAprep Spin
Miniprep Kit. Koncentracia izolovanych plazmidov bola stanovena spektrofotometricky pomocou
NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer. Pripravené konstrukty boli overené
restrikénym Stiepenim (Obrazok 24). Konstrukt ProVRN-H1::CDS:GUS bol stiepeny pomocou
restrikénej endonukleazy Agel (4346 bp a 3627 bp) a konstrukt ZmUbi::CDS:GUS pomocou Agel
a Ascl (4542 bp a 3298 bp). Uspesnost’ metody Gibson Assembly bola potvrdena sekvenovanim tychto
konstruktov na platforme Illumina technickou pracovni¢kou na pracovisku Ustavu experimentalni

botaniky AV CR v Olomouci.
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Obrazok 24: Restrikéné Stiepenie izolovanych plazmidov ProVRN-H1::CDS:GUS a ZmUbi::CDS:GUS pripravenych pomocou Gibson
Assembly. M — §tandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1 a 2 — ProVRN-H1::CDS:GUS stiepeny pomocou Agel
(4346 bp a 3627 bp); 4 az 6 — ZmUbi::CDS:GUS stiepeny pomocou Agel a Ascl (4542 bp a 3298 bp).

Jednotlivé moduly pripravené v ramci diplomovej prace a konstrukty ProVRN-H1::CDS:GUS
a ZmuUbi::CDS:GUS su uskladnené v mraziaku pri -80 °C vo forme glycerolovych zasobnych kultur.
Tieto moduly budt pouZité pre pripravu planovanych konstruktov a tie nasledne pre pripravu stabilnych

reportérovych linii za i¢elom blizSieho Studia mechanizmu vernalizacie.

5.2 Skrining mapovacej populicie jaémena siateho
Skrining mutovanej Mz populacie jaémena siateho kultivaru Antonella

V ramci diplomovej prace bol v septembri v roku 2019 zvoleny postup skriningu mutovanej M2
populécie Vv kontrolovanych  podmienkach. Celkovo bolo Vv skleniku vysadenych 2000
mutagenizovanych semien spolo¢ne s nemutovanou kontrolou kultivaru Antonella. Tento postup bol
vsak neefektivny z ¢asového aj priestorového hladiska a z tohto mnozstva vysadenych rastlin bola
identifikovana len jedna kandidatna rastlina, ktora vykvitla skor ako kontrola. Tato kandidatna rastlina
bola oznacena ako ATL_AA41 a boli z nej odobrané len semena pre d’alSiu analyzu. Nasledne bol zvoleny
postup vysadenia zvy$nych mutagenizovanych semien (40 000) spolo¢ne s nemutovanou kontrolou
kultivaru Antonella na pole pomocou agrotechniky na jar 1.4.2020. Jedna sa o ozimny kultivar, ktory
K iniciacii kvitnutia potrebuje dostatoéne dlhé posobenie chladu. Pocas tohto obdobia nebolo
zaznamenané vyrazne posobenie nizkych teplot, ktoré by mohlo tiito populaciu ¢iastocne vernalizovat’.
Ozimny kultivar Antonella je nositel'om recesivnej alely vrn-H1, dominantnej VRN-H2 a recesivnej
alely ppd-H1 génu. Celkovo bolo zaznamenané skoré kvitnutie, resp. kvitnutie bez vernalizacie u 34
kandidatnych rastlin, pri¢om prvi kandidati zacali kvitnat’ uz po 58 diioch (vid’ Tabul'ka 23). U vsetkych
skorych kandidatov bol taktiez zaznamenany pocet odnozi. Kultivar Antonella ma 6 radovy klas, pricom
u 3 troch kandidatov (ATL_Al, ATL A2 a ATL A3) bol pozorovany 2 radovy klas. Zo vsetkych
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kandidatov boli odobrané listy na izoldciu DNA zo stebla s prvym klasom. Nasledne boli taktiez
zozbierané jednotlivé klasy a z nich vylupané semienka za u¢elom premnoZenia a overenia fenotypu

Vv kontrolovanych podmienkach.

TabuPka 23: Identifikacia a fenotypovanie vybranych znakov u jednotlivych kandidatov
mutagenizovanej populacie jaémenného kultivaru Antonelly. V tabulke je utychto kandidatov

zaznamenany datum zaciatku metania, pocet dni, poéet odnozi a radov.

Oznacenie kandidata Zaciatok metania Pocet dni Pocet odnoZi Pocet radov
ATL_Al 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_Al12 19.06.2020 79 1 6
ATL_A13 19.06.2020 79 1 6
ATL_Al4 19.06.2020 79 1 6
ATL_A15 19.06.2020 79 3 6
ATL_A16 19.06.2020 79 1 6
ATL_Al17 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_AZ26 26.06.2020 86 13 6
ATL_A27 26.06.2020 86 2 6
ATL_AZ28 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 znicené
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Overenie kandidatov na irovni genotypu (genotypovanie vybranych génov kvitnutia)

Zo vsetkych 34 kandidatov bola izolovana DNA a koncentracia izolovanej DNA bola stanovena
spektrofotometricky pomocou NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer. Pomocou
Specifickych primerov boli testované hlavné gény zapojené do mechanizmu kvitnutia, konkrétne
VRN-H1, VRN-H2 a Ppd-H1. Bolo ddlezité zistit, ¢i nedoslo ku kontaminacia jarnymi kultivarmi
Golden Promise a Morex, ktoré boli pestované na tom istom mieste v predchadzajicej sezone.
Tymto spésobom bolo taktiez overené, ¢i nedoSlo pocas mutagenézy ENU Kk naruseniu niektorého
z tychto génov, ¢o by mohlo byt dévodom skorého kvitnutia. DNA izolovana z jarnych kultivarov
Golden Promise a Morex, a ozimnych Antonella a Igri bola pouzita ako kontrolnda DNA v jednotlivych

reakciach.

Gén VRN-H1

Na rozlisenie dominantnej a recesivnej alely génu VRN-H1 boli pozité dva pary primerov
(Cockram et al., 2009). 1. par primerov amplifikuje oblast’ v ramci 1. intronu, ktora chyba u jarin a preto
nie je na géle pozorovany ziaden produkt a taktiez odlisuje dve ozimné alely HYWRN1 (velkost PCR
produktu 830 bp) a HYWRN1-6 (344 bp). Bolo zistené, Ze 33 kandidatov je nositelom recesivnej alely
vrn-H1 (Obrazok 25). Na zaklade velkosti PCR produktu (830 bp) sa predpoklada, ze Antonella
je nositelom alely HVVRNL. V pripade kandidaita ATL A9 nebol detekovany ziaden produkt,
¢o pravdepodobne v tomto pripade nenaznacovalo mutaciu v miestach VRN-H1, ale stvislo to s kvalitou

izolovanej DNA.
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Obrazok 25: Identifikacia jarnej a ozimnej alely génu VRN-H1 u 34 kandidatov, Antonelly a Morexu pomocou 1. paru primerov. M — §tandard

molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1-34 — oznacenie kandidatnych rastlin; A — Antonella; Mo — Morex.
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Tento par primerov amplifikuje taktiez oblast’ v ramci jarnej alely HYWRN1-7 (830 bp), ktora
neobsahuje deléciu v 1. introne ako zvysné jarné alely, na ktoré cieli 1. par primerov. Pomocou
Specifickych primerov, ktoré amplifikuju transponovatelny element (488 bp) typicky pre tato alelu
by mohlo byt definitivne potvrdené, Zze kandidati nie su nositeI'mi jarnej alely (absencia produktu).
Za tymto tc¢elom prebehla PCR analyza, pricom nebol detekovany ziaden PCR produkt (vysledky nie
st uvedené). Tym padom sa doslo k zaveru, ze nedoslo ku kontamindacii tymto kultivarom a kandidati
st nositel'mi ozimnej alely HvWRN1 (830 bp).

Gén VRN-H1 bol overeny pomocou 3. paru primerov. Tento par primerov amplifikuje oblast’
0 vel’kosti 616 bp, ktora odpoveda pritomnosti MITE u alely HYWRNL1 (oziminy), a HYWRN1-7 (jariny).
U ozimnej alely HVWRN1-6 nie je pritomny v tejto oblasti MITE a preto je velkost PCR produktu
v tomto pripade 574 bp. Pomocou 3. paru primerov do$lo u vSetkych kandidatov (okrem ATL_A9),
u kultivaru Antonella a Igri (alela HYWRN1) k amplilifikacii PCR produktu o velkosti 616 bp. Jarny
kultivar Morex nema na tomto mieste MITE a preto bol detekovany PCR produkt o velkosti 574 bp
(alela HYWRN1-1). Vysledok PCR amplifikacie je zobrazeny na Obrazku 26.
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Obrazok 26: Identifikacia pritomnosti MITE elementu v ramci 1. intrénu alely HVWRN1, ktorej nositelom je kultivar Antonella a Igri pomocou
3. paru primerov. M — Standard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1-34 — oznaCenie kandidatnych rastlin;
A — Antonella; | — Igri; Mo — Morex.

Pomocou 1. a 3. paru primerov bolo zistené, ze vSetci kandidati (okrem ATL_A9) st nosite'mi

alely HYWRN1 a nedoslo ku kontaminacii jarnymi kultivarmi Golden Promise a Morex.
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Gén Ppd-H1

Produkt génu Ppd-H1 ovplyviuje expresiu génu VRN-H3. U ja¢mefia je dominantna alela
Ppd-H1 zodpovedna za skoré kvitnutie pri dlhom dni (citliva voéi dizke dia) a naopak recesivna alela
ppd-H1 je zodpovedna za neskoré kvitnutie pri podmienkach dlhého diia (necitliva voéi dizke diia).
Rastliny nesuce ppd-H1 vSak vykvitna aj pri podmienkach kratkeho dna na rozdiel od tych, ¢o nest
dominantnu Ppd-H1.

Pomocou paru primerov Jones5-F aJones5-R bol amplifikovany fragment génu Ppd-H1
0 velkosti 620 bp (Jones et al., 2008). Tento usek obsahuje SNP15 (C/T), ktory spdsobuje zmenu
aminokyseliny, kde namiesto prolinu (dominantny Ppd-H1, C) sa u recesivnej alely (T) vyskytuje serin.
Taktiez dochadza u recesivnej alely k strate rekogni¢ného miesta pre restrikéni endonukleazu Mspl.
Po amplifikacii a naslednom restrikénom Stiepeni st ziskané v pripade dominantnej alely 3 fragmenty
0 vel’kosti 276, 269 a 70 bp. Restrikénym Stiepenim recesivnej alely su detekované dva fragmenty
0 vel’kosti 276 a 339 bp. Oblast’ o vel'kosti 620 bp bola amplifikovana u vsetkych 34 kandidatov
a kultivarov Antonella, Igri a Morex (Obrazok 27). Po restrik¢nom Stiepeni tohto fragmentu pomocou
Mspl bolo zistené, e Antonella je nositelom recesivnej alely ppd-H1 a je teda necitliva k dizke dia.
V pripade 6 kandidatov bola detekovana dominantna alela Ppd-H1 (ATL_A3, ATL_A15, ATL_Al7,
ATL_A27, ATL_A29 a ATL A30). Igri je nositelom dominantnej alely a Morex recesivnej alely.
V pripade kandidata ATL 4 nie su detekované fragmenty po restrikénom Stiepeni, co pravdepodobne
suvisi s kvalitou DNA (Obrazok 28).
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Obrazok 27: Amplifikacia 620 bp velkej oblasti génu Ppd-H1, ktorej sii¢astou je SNP15 (C/T) pomocou paru primerov Jones5-F+R u 34
kandidatov a kultivarov Antonella, Igri a Morex. M — $tandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1-34 — oznacenie
kandidatnych rastlin; A — Antonella; | — Igri; Mo — Morex.

60



-

[bpl M 1 3 456 7 8 910 121314 1516 17 18 19 20 M [bp]

500 500
00 400
300 300

[bp] M 2 25 26 27 28 28! 29 30 31 32 33 34 A I Mo M [bp]

S00
400

300

Obrazok 28: Restrikéné Stiepenie PCR produktu o velkosti 620 bp pomocou Mspl u 34 kandidatov a kultivarov Antonella, Igri a Morex.
M — §tandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1-34 — oznalenie kandidatnych rastlin; A — Antonella; | — Igri;
Mo — Morex.

Gén VRN-H2

U kultivarov zimného typu boli identifikované 3 gény v ramci VRN-H2 lokusu na chromozome
4H u jaémena. Jedna sa 0 ZCCT-Ha, ZCCT-Hb a ZCTT-Hc, na ktoré boli navrhnuté $pecifické pary
primerov (Sziics et al., 2007, Yan et al., 2006). Jariny st nositeI'mi recesivnej alely vrn-H2, kvoli
deléciam vo vsetkych 3 génoch ZCCT-H (Ha, Hb a Hc). Tym padom nie je u jarného typu detekovany
PCR produkt. U vsetkych 34 kandidatov, ozimnych kultivarov Antonella a Igri boli detekované PCR
produkty reprezentujice jednotlivé gény ZCCT-H (Ha, Hb a Hc). U jarnych kultivarov neboli
detekované PCR produkty. Funkciu pozitivnej kontroly zohraval gén HVSNF2, ktory leZi blizko lokusu
VRN-H2 (velkost PCR produktu sa pohybovala medzi 500 a 700 bp, von Zitzewitz et al., 2005). U 33
kandidatov bol identifikovany dominantny, funkény gén VRN-H2. Po PCR amplifikacii boli detekované
produkty o velkosti 600 bp reprezentujuice ZCCT-Ha a ZCCT-Hb, a produkty o velkosti 200 bp
pre ZCTT-Hc u 33 kandidatov (Obrazok 29). Z toho vyplyva, ze nedoslo k mutacii a vyradeniu z funkcie
hlavného represora kvitnutia VRN-H2, ¢o by mohlo stat’ za skorym kvitnutim u tychto kandidatov.
V pripade kandidata ATL A9 nebol pozorovany ani v jednom pripade PCR produkt, ¢o pravdepodobne
stvisi s kvalitou izolovanej DNA. Slabé PCR produkty jednotlivych génov boli detekované najma
u kandidata ATL 4, ¢o je taktiez pravdepodobne sposobené kvalitou templatu.
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Obrazok 29: Amplifikacia ZCCT-Ha, ZCCT-Hb, ZCCT-Hc. (a) Amplifikacia 600 bp PCR produktu pomocou primerov ZCCTH.14F
a ZCCTH.19R, ktorym bola potvrdena pritomnost’ ZCCT-Ha u vSetkych kandidatov (okrem ATL_A9) a ozimnych kultivarov Antonella a Igri.
V pripade jarnych kultivarov (Morex a Golden Promise) nie je detekovany PCR produkt. (b) Amplifikacia 600 bp PCR produktu pomocou
primerov ZCCTb.8F a ZCCTb.11R, ktorym bola potvrdena pritomnost ZCCT-Hb u vSetkych kandidatov (okrem ATL A9) a ozimnych
kultivarov Antonella a Igri. V pripade jarnych kultivarov (Morex a Golden Promise) nie je detekovany PCR produkt. (c) Amplifikacia 200 bp
PCR produktu pomocou primerov ZCCT.HcF a ZCCT.HcR, ktorym bola potvrdena pritomnost’ ZCCT-Hc u vietkych kandidatov (okrem
ATL_A9) a ozimnych kultivarov Antonella a Igri. V pripade jarnych kultivarov (Morex a Golden Promise) nie je detekovany PCR produkt.
M — §tandard molekulovej hmotnosti, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1-34 — oznalenie kandidatnych rastlin; A — Antonella; | — Igri;
Mo — Morex; GP — Golden Promise; K- pozitivna kontrola (gén HVSNF2).
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V ramci genetického skrinu mutovanej populdcie ozimného kultivaru jacmena siateho
Antonelly bolo identifikovanych 34 kandidatnych linii, u ktorych bolo zaznamenané skoré kvitnutie
bez predchadzajuceho chladového posobenia, pricom ani u jedného nedoslo k mutacii génu VRN-H1
a hlavného represora kvitnutia VRN-H2. U 6 kandidatov doslo v pripade génu Ppd-H1 k zmene alelickej
konstitucie zrecesivnej alely na dominantni. Vysledky analyzy jednotlivych génov st zhrnuté
v prehladnej tabul’ke v prilohach. Identifikdcia mutovaného génu, pripadne génov bude predmetom
dalSieho Studia.

5.3 Analyza sekvencénych motivov a konStrukcia fylogenetickej pribuznosti
VRN-H1 génov

Pomocou sekvencnej analyzy genomovej sekvencie VRN-H1, CDS a proteinovej sekvencie boli
identifikované jednotlivé polymorfizmy u 22 kultivarov ja¢mena. V ramci analyzy CDS bolo zistené, Ze
kultivar ZDMO02064 nesie dva SNP vramci 1. exénu (na pozicii 9 C/A ana pozicii 173 A/C)
a kultivary HOR9043, HOR10350 a RGT_Planet sa odlisovali pomocou SNP vo 4. exéne (na pozicii
7303 G/A). Proteinova sekvencia bola u vSetkych kultivarov identicka, takze sa jedna o synonymné

SNP. Zdrojom variability, ktora stoji za vernalizacnym narokom st nekodujuce oblasti VRN-H1 génu,

konkrétne promotorova oblast’ a oblast’ prvého intronu (von Zitzewitz et al., 2005).

Analyza sekvenénych motivov v ramci promotorovej oblasti génu VRN-H1

Promotorova oblast’ bola analyzovana u 21 kultivarov za ucelom identifikacie sekvenénych
motivov spojenych s rastovym typom. Nebola analyzovand promotorova oblast’ kultivaru Antonelly,
kvoli tomu, Ze sa ju v ramci diplomovej prace nepodarilo osekvenovat’ a jej sekvencia nie je dostupna
v databaze GeneBank. Promotorova oblast’ predstavovala usek o velkosti priblizne 2,5 kb pred start
kodonom (ATG) VRN-H1 génu. V ramci tejto oblasti bolo identifikovanych 55 polymorfnych pozicii
pozostavajucich zo40 SNP a 15 InDel. Vyznamné polymorfizmy u jednotlivych kultivarov
su zaznamenané v Tabulke 24. Taktiez bol identifikovany mikrosatelit pozostavajuci z AT
repetitivnych jednotiek. Dalej boli identifikované konzervované regulaéné motivy ako CArG
a CRT/DRE. Ozimné kultivary Strider, Igri a HOR3081 a jarny kultivar ZDM01467 nest 2 bp deléciu
Vv jednom zo styroch identifikovanych CRT/DRE motivov. Jarné kultivary HOR10350 a RGT Planet
maju SNP v jednom z troch CArG motivov pred start kodonom VRN-H1 génu. Ozimné Kultivary Igri,
Strider, HOR3081, HOR3365, HOR13821, ZDM02064, fakultativny kultivar OUN333 a jarné kultivary
Akashinriki, HOR7552 a ZDMO01467 nesi Vramci promotorovej oblasti sekvenéné motivy, ktoré
st charakteristické pre kultivary so zimnym rastovym typom. Jedna sa napriklad o inzerciu TCCTT
na pozicii -2039 az -2034, d’alej deléciu na pozicii -1951 az -1948 (jarné kultivary maja v tejto oblasti
sekvenciu CTA) a SNP na pozicii -1673. Kultivary Igri, Strider a HOR3081 sa odlisuju od zvysnych
analyzovanych kultivarov inzerciou TCGCG na pozicii -1685 az -1681. Kultivary Akashinriki,
HOR7552 a ZDMO01467 sa od zvy$nych kultivarov liia viacerymi SNP, Konkrétne na poziciach -2667
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(CIT), -2572 (TIC), -2468 (A/G),-1933 (T/A) a-915 (C/T). Fakultativny kultivar OUN333 sa odliSuje
taktiez prostrednictvom SNP. Ozimny kultivar, divy B1K-04-12 (H. vulgare ssp. spontaneum)
je charakterizovany sekvenénymi motivmi typickymi pre oziminy, ale na pozicii -1673 nesie C zdiel'any
s jarnymi kultivarmi. Od ostatnych kultivarov sa odliSuje viacerymi polymorfizmami zahtiajucich SNP
na pozicidch -2312 (C/T) -735 (C/T) a -400 (A/G), aviaceré delécie o velkosti 1 bp. Kultivary
HOR10350, RGT Planet, HOR9043, HOR8148, Golden Promise, Hockett, HOR13942, Morex, Barke
a ozimny kultivar HOR21599 maju v ramci promotoru sekvencné motivy charakteristické pre jarny
rastovy typ. Kultivary HOR9043, HOR10350 a RGT Planet, ktoré sa od zvysnych kultivarov odlisuji
inzerciou GCCC na pozicii -1621 az -1618. Kultivary HOR10350 a RGT Planet maju SNP v CArG
boxe. Pre kultivary B1K-04-12, HOR21599, HOR8148, Golden Promise, Hockett, Morex a HOR13942
je spolo¢na inzercia CGCT na pozicii -52 az -49 a viacero SNP ako napriklad na pozicii -173 (A/G), -146
(T/C), -70 (G/C). Jarny kultivar Barke je charakterizovany polymorfizmami, ktoré sa nenachadzaju

u zvy$nych 20 kultivarov. Konkrétne sa jedna o 3 InDely a 6 SNP.

Tabulka 24: Struény zoznam analyzovanych kultivarov a vyznamnych polymorfizmov v ramci

promotorovej oblasti génu VRN-H1.

Nazov Rastovy typ -2039az -1951az  -1735az -1732 az -1673 -1577 -173 -157 az -70 -52 az
kultivaru -2034 - 1948 -1731 -1727 (WIS) -147 - 48
(W/S) (WIS)
Strider Ozim TCCTT T C G CAIrG C
Igri Ozim TCCTT - T C G CArG C
HOR3081 Ozim TCCTT - ACCCA T Cc 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 Fakultativny ~ 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 CAIrG C -
Barke Jarina - TAC CRT/DREB  ACCCA C G G CArG C -
Golden Jarina TAC CRT/DREB  ACCCA C G A CArG G CGCT
Promise
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 SNPA/C C -
HOR13942 Jarina TAC CRT/DREB _ ACCCA C G A CArG G CGCT
RGT Planet  Jarina - TAC CRT/DREB  ACCCA C G G SNPA/C C -
ZDM01467 Jarina TCCTT - - T C G CArG C

WIS - diagnostické regiony urcené podl'a von Zitzewitz et al. (2005)

Analyza sekvenénych motivov v ramci prvého intrénu génu VRN-H1

V ramci oblasti prvého intronu VRN-H1 génu bolo u 22 kultivarov ja¢mena identifikovanych
198 polymorfnych pozicii, z toho bolo 177 SNP a 21 InDel. Pre lepSiu orientaciu si vyznamné
polymorfizmy a alely uvedené v Tabul’ke 25. Dominantna alela VRN-H1 u jarnych kultivarov obsahuje
deléciu v prvom intréne. Jarné kultivary sa medzi sebou 1iSili vo vel'kosti delécie, ktora sa pohybovala

Vv rozmedzi 4,3-6,6 kb. Vynimkou bol jarny kultivar Barke s deléciou o velkosti az 9 kb. Kultivary
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HOR10350, HOR9043 a RGT Planet obsahovali v ramci tejto delécie 0 vel'kosti 6691 bp inzerciu 26 bp.
Fakultativny kultivar OUN333 ma v tejto oblasti deléciu o velkosti 2,6 kb. V ramci prvého intrénu
bol u niektorych kultivarov identifikovany element MITE 5° aj 3’konci. Taktiez bol identifikovany
restrotranspozon Lolaog o velkosti 1054 bp ohrani¢eny ACCTAT priamym opakovanim. Na zaklade
porovnania delécie v ramci prvého intronu VRN1 génu u pSenice ajamena bola identifikovany
spolo¢ny region o velkosti 2,8 kb u ozimnych kultivarov. Prvych 440 bp u pSenice a 436 U jaémena
z tejto oblasti je oznafenych ako tzv. vernaliza¢ny kriticky region a vykazuje najvys$Siu sekvenénu
podobnost’. Predpoklada sa, Ze tento region je zodpovedny za vernalizaény narok u Triticeae
(von Zitzewitz et al., 2005). Vernaliza¢ny kriticky region bol v ramci diplomovej prace identifikovany
u 14 kultivarov, z toho u 4 jarin, konkrétne u Akashinriki, HOR7552, HOR13942 a ZDMO0167. Dalej
bolo v ramci prvého intronu identifikovanych viacero cis regula¢nych motivov zahffiajice motivy
s hormonalnou ¢i svetelnou regulaciou ako napriklad I-box like, C-box like, RY motif, ABRE/G-box
like, CRT/DRE motivy, vizobné miesta pre protein Dof ¢i vdzobné miesto pre MYB transkripény
faktor. Na zaklade sekvenénej analyzy v kombinacii s literatirou boli u jednotlivych kultivarov
identifikované alely génu VRN-H1 (Cockram et al., 2009; Hemming et al., 2009). Kultivary ozimného
rastového typu Antonella, Strider, Igri, HOR3081, HOR3365, ZDM02064, BIK-04-12, HOR13821
st nositelmi alely HVWRN1, kultivar HOR21599 alely HVWRN1-6. Fakultativny kultivar OUN333
ma alelu HYWRN1-9. Jarné kultivary Morex, Golden Promise, Hockett, HOR8148 st nositel'mi alely
HVVRN1-1. Jarné kultivary Akashinriki, HOR7552, ZDM01467 maju HvWRN1-8 alelu. Dalej jarné
kultivary HOR9043, HOR10350, RGT Planet maju alelu HYWRN1-2. Jarny kultivar Barke ma alelu
HVVRN1-3 a kultivar HOR13942 alelu HVWRN1-4. 22 kultivarov jatmena sa od seba odlisovalo
predovsetkym na zaklade pritomnosti ¢i nepritomnosti delécie V prvom introme. Kultivary nestce
recesivnu alelu vrn-H1 majt vernaliza¢ny narok a intaktny vernaliza¢ny kriticky region. Jedna o ozimné
kultivary HOR3081, Strider, Antonella, Igri, ZDM02064, HOR13821, HOR3365, B1K-04-12,
HOR21599, OUN333. Fakultativny kultivar OUN333 ma v ramci prvého intronu deléciu, ale intaktny
vernalizacny kriticky region. Taktiez sa vyznacuje d’al$imi polymorfizmami, konkrétne deléciou (3 bp)
a8 SNP. Vsetky ozimné kultivary nest restrotranspozon Lolaog. Kultivar HOR21599 méa v tomto
elemente deléciu o velkosti priblizne 500 bp. Fakultativny Kultivar OUN333 nesie len Cast’ o vel’kosti
500 bp. Uozimného kultivaru HOR21599 bolo identifikovanych 21 SNP, ktorymi sa odliSoval
od zvy$nych ozimnych kultivarov a naopak ich zdielal s jarnymi kultivarmi, konkrétne s Morexom,
Golden Promise, Hockett, HOR8148 a HOR13942. Kultivary Antonella, Igri, Strider a HOR3081
sa odlisuju od zvy$nych kultivarov prostrednictvom 6 SNP. Oziminy HOR3365, HOR13821
a ZDM02064 zdiel'aji spolo¢né polymorfizmy, konkrétne 4 SNP, pricom u kultivaru ZDMO02064
bolo identifikovanych d’alsich unikatnych 9 SNP. B1K-04-12 sa odliSoval od zvysnych kultivarov
66 polymorfnymi poziciami, ktoré zahinali 59 SNP a6 InDel o velkosti 1 az 21 bp. Tento kultivar
taktiez niesol inzerciu o velkosti 3520 bp, ktora sa nenachddza u Ziadneho z analyzovanych kultivarov.

U ozimov bol identifikovany region bohaty na AT-opakovania a identifikovany ako S/IMAR. Jarné
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kultivary mali v tejto oblasti deléciu (Hemming et al., 2009). Kultivary jarného typu maji dominantni
alelu VRN-HL1 a deléciu v ramci prvého intronu. Jarné kultivary Akashinriki, HOR7552 a ZDM01467

maju intaktny kriticky vernalizany region, Cast’ restrotranspozonu Lolaog a unikatne 4 SNP. Jarné
Kultivary HOR9043, HOR10350 a RGT PLANET sa odlisuji od zvy$nych kultivarov pomocou
11 spolo¢nych SNP. balej kultivary Golden Promise, Hockett, Morex, HOR8148 a HOR13942 zdiel'aju

rovnaké SNP a taktiez maju rovnaku vel'kost’ delécie. Ako uz bolo spominané tak tieto kultivary nesu

spolo¢né SNP s ozimnym kultivarom HOR21599. V ramci sekvenc¢nej analyzy bolo zistené, Ze ozimny
kultivar HOR21599 a jarné kultivary Morex, Barke, Golden Promise, Hockett, HOR8148, HOR9043,
HOR10350, HOR13942, RGT Planet maji v ramci druhého intronu deléciu o vel'kosti 17 bp oproti
jarinam Akashinriki, HOR7552, ZDMO01467 a d’al§im ozimnym kultivarom.

Tabul’ka 25: Stru¢ny zoznam analyzovanych kultivarov a vyznamnejSich polymorfizmov v ramci

oblasti prvého intronu génu VRN-H1.

. , Vernaliza¢ny
Nazov Rastovy * Velkost’ P . . InDel 17 bp
kultivaru  typ Alela delécie kriticky MITE S Lolaog MITE3" 3 intrén)
region
Antonella Ozimny HVVRN1 - Ano Ano Ano Ano In
Strider Ozimny HvVRN1 - Ano Ano Ano Ano In
Igri Ozimny HVVRN1 - Ano Ano Ano Ano In
HOR3081 Ozimny HvVRN1 - Ano Ano Ano Ano In
HOR3365 Ozimny HvVRN1 - Ano Ano Ano Ano In
HOR21599  Ozimny HVWRN1-6 - Ano Ano ?géeg;a N Nie Del
ZDMO02064  Ozimny HvVRN1 - Ano Ano Ano Ano In
OUN333  Fakulativny HVWRNL-O 2610 Ano Ano o ;;St ~ Ano In
B1K-04-12  Ozimny HvVRN1 - Ano Ano Ano Ano In
HOR13821  Ozimny HvVRN1 - Ano Ano Ano Ano In
Morex Jarny HVVRN1-1 5462 Nie Nie Nie Nie Del
Akashinriki ~ Jarny HVWRN1-8 6544 Ano Ano ég? ;;St = Ano In
Barke Jarny HvVRN1-3 9017 Nie Nie Nie Nie Del
Golden Jarny HWRN1-1 5462 Nie Nie Nie Nie Del
Promise
Hockett Jarny HVVRN1-1 5462 Nie Nie Nie Nie Del
HOR7552  Jarny HVWRN1-8 6544 Ano Ano ;‘(‘;‘;‘ g:‘ft = Ano In
HOR8148  Jarny HVWRN1-1 5462 Nie Nie Nie Nie Del
, 6691 + . . . )
HOR9043  Jarny HWRNL-2 o0 o o Nie Nie Nie Nie Del
, 6691 + : . . )
HOR10350  Jarny HVVRN1-2 . . Nie Nie Nie Nie Del
inzercia 26
HOR13942  Jarny HVWRN1-4 4295 Ano Ano Nie Nie Del
RGT Planet  Jarny HvVRN1-2 ?691 * Nie Nie Nie Nie Del
inzercia 26
ZDMO1467  Jarny HVRN1-8 6544 Ano Ano g‘g? g;“ T Ano In

*uréené na zaklade sekvenénej analyzy v spojeni s literaturou (Cockram et al., 2009; Hemming et al., 2009)
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V ramci diplomovej prace bola v programe MEGA X uskuto¢nena fylogeneticka analyza, ktora
odraza vysSie popisané skutocnosti u 22 analyzovanych kultivarov ja¢mena. Tento strom zobrazuje
odlisnosti medzi jednotlivymi kultivarmi spdsobené polymorfizmami v ramci promotorovej oblasti
a v oblasti prvého intrénu. V tychto oblastiach sa nachadzaju dolezité sekvencné motivy zodpovedné

za variabilitu vo vernaliza¢nom naroku. Kazdopadne analyza naznacuje, Ze oblast’ promotoru a prvého

intronu VRN-H1 génu az na drobné odchylky koreluje s rastovym typom (Obrazok 30).

_
0.0010

Obrazok 30: Fylogeneticka analyza génu VRN-H1 génu. Fylogeneticky strom bol skonstruovany pomocou metdody Maximum Likelihood
a Tamura-Nei modelu (Tamura et Nei, 1993) v programe MEGA X (Kumar et al., 2018). V rdmci &erveného obdiznika sa nachadzaju kultivary

jarného rastového typu s dominantnou alelou VRN-H1 a v modrom kultivary zimného rastového typu s recesivnou alelou vrn-H1.
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6 Diskusia

Predlozena diplomova praca sa venuje blizSej charakterizacii génov zapojenych v procese
vernalizacie u jaCmena siateho. Gén VRN-H1 koduje MADS-box transkripény faktor a je kl'uGovym
génom vo vernaliza¢nom procese. U ozimnych kultivarov je tento gén exprimovany az po dlhodobom
vystaveni nizkym teplotam. Naopak u jarnych kultivarov st dominantné alely génu VRN-H1
exprimované bez vernalizacie. Tieto alely st nositelmi mutacii v promotorovej oblasti alebo v oblasti
prvého intronu (Trevaskis et al., 2003). Mechanizmy, ktoré aktivuju expresiu VRN-H1 po dlhodobom
posobeni nizkych teplot vSak nie st stale jasné. Gén VRN-H2 sice funguje ako represor VRN-H1
V nevernalizovanych rastlinach a odd’al’uje tak kvitnutie pred zimou, ale samotna expresia VRN-H1

po chladovom pdsobeni nie je zavisla na expresii VRN-H2 (Trevaskis et al., 2006).

Klonovanie génu VRN-H1 z kultivaru Igri

Za ucelom blizsej funkénej charakterizacie génu VRN-H1 a pripravy reportérovych linii boli
pripravené moduly s jednotlivymi ¢astami VRN-H1 génu. Tieto moduly je mozné nasledne spajat
pomocou metddy Gibson Assembly, ktora umoziuje efektivne spajanie viacerych fragmentov v presne
definovanom poradi nezavisle od restrikénych miest. Hlavna nevyhoda spociva vo viacnasobnych PCR
amplifikaciach, ¢im sa zvySuje riziko chyb sposobenych DNA polymerazou (Lu, 2005). Oproti metode
Gateway vSak nie je zavisld od Specifickych vektorov a tym padom je ovela dostupnejSia
a flexibilnejsia. Oproti Golden Gate klonovaniu nie je zavisla od restrikénych endonukleaz.

Jednotlivé Casti génu VRN-H1 boli amplifikované vysokoSpecifickymi DNA polymerazami
s nizkou chybovostou. Moduly boli pripravené ligaciou cez tupé konce S linearizovanym vektorom
pJET1.2/blunt. Fragmenty boli v molarnom nadbytku vzhladom k vektoru (5:1) za G¢elom zvySenia
uspesnosti samotnej ligacie. Klasickym klonovanim na principe restrikéného Stiepenia a ligacie mozu
zostavat’ v klonovacom mieste medzery ¢i Casti restrikénych miest, ¢o nakoniec vedie k zmene $truktury
a aktivity produktu. Ligacia cez tupé konce bola zvolena aj kvoli tomu, Ze sa jednalo o pomerne vel'ké
fragmenty, ¢o znizovalo pravdepodobnost’ najdenia unikatneho restrikéného enzymu kompatibilného
s vektorom. Jednotlivé fragmenty boli spojené v presne definovanom poradi na zaklade
komplementarnych presahov vytvorenych primerov o pribliznej velkosti 40 bp. V tomto pripade bola
reak¢na zmes pripravena tak, aby boli jednotlivé fragmenty v molarnom nadbytku k vektoru (3:1).
Samotna reakcia Gibson Assembly prebiehala priblizne 2 hod pri 50 °C. Tymto spésobom boli
pripravené  konstrukty ProVRN-H1::CDS:GUS aZmuUbi::CDS:GUS. Pomocou  konstruktu
ProVRN-H1::CDS:GUS bude pripravena reportérova linia, ktora bude odrazat’ vplyv promotorovej
oblasti a intronu na fenotyp, pri¢om sa predpoklada rychle kvitnutie bez vernalizacie. U reportérovych
linii exprimujucich konstrukt ZmUbi::CDS:GUS sa predpoklada extrémne rychle kvitnutie spojené

S pripadne zaujimavymi fenotypmi.
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Deng et al. (2015) vo svojej praci pripravili konstrukt, kde bol gén VRN-H1 bez podstatnej ¢asti
prvého intronu fuzovany s hemaglutitinovou (HA) znackou a exprimovany z endogénneho promotora.
Po transformacii jarného kultivaru Golden Promise tymto konstruktom bolo pozorované ovel’a skorsSie
kvitnutie v porovnani s kontrolou. V tychto transgénnych rastlinach boli detekované celkovo vyssie
hladiny transkriptov VRN-H1 a doslo k zmene expresie viacerych génov spojenych s toleranciou voci
mrazu ¢i metabolizmom hormonov. Alonso-Peral et al. (2011) pripravili dva konstrukty, pomocou
ktorych nasledne transformovali jarny kultivar. Vysledky nasved¢uji tomu, ze promotorova oblast’ génu
VRN-H1 predstavuje kritické miesto v regulacii expresie génu VRN-H1 pocas vernalizacie. Konstrukty,
ktoré pripravili Alonso-Peral et al. (2011) a Deng et al. (2015) neobsahovali cely prvy intrén VRN-H1
a taktiez bol tymito konstruktami transformovany jarny kultivar.

Zaujimavé bude sledovat expresiu nativneho VRN-H1 v roznych s$tadiach vernalizacie
avroznych pletivach napozadi ozimného kultivaru. To by bolo mozné pomocou konstruktov
ProVRN-H1::VRN-H1::GFP, ProVRN-H1::VRN-H1:GUS, ¢i ProVRN-H1::CDS:GUS. V tychto
konstruktoch by sa nachadzal promotor z ozimného kultivaru Igri, ktory sa v ramci diplomovej prace
nepodarilo pripravit. Hlavnymi dévodmi bola jeho komplikovana amplifikicia, kvoli pritomnosti
vel'kého mnozstva neSpecifickych produktov. Tento problém nevyriesil ani navrh a testovanie viacerych
primerov, optimalizicia reakcie ¢i reamplifikdcia z fragmentu ocakavanej velkosti extrahovaného
z gélu. Promotor z jarného Kultivaru Morex bol amplifikovany z BAC 631P8, vdaka ¢omu bol
vyrieSeny problém s vyskytom neSpecifickym produktov. Tak isto by mohol byt vyrieseny problém
v pripade amplifikacie promotoru z ozimného kultivaru. Dal§im rie$enim by mohlo byt zniZenie
komplexity gendomu pomocou vytriedenia chromozému 5H prietokovym cytometrom.

Hlavnym dovodom pripravy tychto konstruktov a naslednej transformacie jaCmena je popisanie
vplyvu promotora a oblasti prvého intronu na expresiu VRN-H1 pri dlhodobom pésobeni chladu. Vdaka
naslednej priprave reportérovych linii by mohli byt’ popisané d’alSie gény zapojené v kaskade kvitnutia
a adaptacii rastliny voé¢i nepriaznivym podmienkam vonkajSicho prostredia. To je mozné napriklad
pomocou sekvenovania transkriptomu (RNA-seq) ametéodou chromatin immunoprecipitation
sequencing (ChlP-seq). Pomocou tychto metdéd je mozné identifikovat’ vizbové miesta proteinu
VRN-H1 a tym padom gény, ktorych expresiu reguluje.

Viaceré $tadie nasved¢uju tomu, Ze oblast’ prvého intrénu génu VRN-H1 je dolezita z hladiska
udrzania nizkej hladiny VRN-H1 pred chladovym posobenim, ale nezavisla od mechanizmov, ktoré
sprostredkovavaji expresiu VRN-H1 pocas vernalizacie (Hemming et al., 2009; Oliver et al., 2009;
Sziics et al., 2007). Promotor génu VRN-H1 je popisany pomerne detailne, ¢o sa tyka cis regula¢nych
motivov oproti prvému intronu VRN-H1 génu. TaktieZ pri priprave konstruktov sa Alonso-Peral et al.
(2011) a Deng et al. (2015) zamerali predovsetkym na popisanie vplyvu promotoru na expresiu
VRN-H1 v procese vernalizacie. Jednotlivé kultivary zimného rastového typu sa vsak odlisuji v dizke
chladového posobenia potrebného k naplneniu vernalizaéného naroku. U psSenice bolo zistené, Ze

predovsetkym prvy intron génu VRN-AL je zodpovedny za variabilitu vo vernalizaénom naroku. Kippes
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et al. (2015) popisal SNP vo viazbovom mieste proteinu GLYCINE RICH RNA-BINDING PROTEIN 2
(GRP2) v ramci prvého intronu VRN-AL génu. Tento region je oznaceny ako RNA Immune Precipitation
fragment 3 (RIP3). V nadvédznosti na to Kippes et al. (2018) zistili, ze polymorfizmy v regione RIP3
st asociované s variabilitou vo vernalizatnom naroku medzi jednotlivymi kultivarmi pSenice
rozdielneho geografického povodu. Polymorfizmus v RIP3 by mohol byt vyuzity v §lachtitel'stve
K priprave novych kultivarov prispdsobenych oblastiam s odlisnou diZkou a intenzitou chladového
posobenia. Prave regiony zodpovedné za wvariabilitu vo vernalizaénom naroku by mohli byt

lokalizované u jacmena taktiez rdmci prvého intrénu a preto je Stdium tejto oblasti dolezité.

Skrining mapovacej populacie jaémena siateho

Charakterizacia génov zodpovednych za agronomicky délezité vlastnosti ako je napriklad
vynos vyzaduje identifikaciu a pochopenie mechanizmu G¢inku génov, ktoré sa podiel’aju na vyslednom
fenotype. Jednym z hlavnych postupov pri identifikacii novych génov je mutagenéza s naslednou
analyzou fenotypu.

V ramci diplomovej prace bola analyzovand mutovana M populdcia ozimného kultivaru
jacmena siateho Antonelly S cielom identifikovat’ nové gény v kaskade kvitnutia. Tato generacia bola
vysadena na pole na jar, konkrétne 1.4.2020 (dlhy deii). Od tohto obdobia neboli zaznamenané ziadne
vyrazne vykyvy tepldot, ktoré by mohli tato populaciu ciastocne vernalizovat. Celkovo bolo
identifikovanych 34 kandidatov, ktori vykvitli bez prechadzajiiceho chladového posobenia v rozmedzi
58-89 dni. Predpoklada sa, ze za skor¢ kvitnutie bez vernalizacie je zodpovedny gén, ktory reguluje
expresiu hlavného aktivatora kvitnutia, génu VRN-H1, u ktorého doslo pdsobenim ENU k mutacii.

U troch kandidatov, ktori vykvitli ako prvi (58 dni) bola pozorovana zmena zo 6 radového klasu
na 2 radovy klas. Tito kandidati boli taktiez nizkeho vzrastu. Co sa tyka evolu¢ného hladiska, tak divé
jatmene maju 2 radovy klas a az u domestikovaného jacmena sa objavuje 6 radovy klas. Za tento
prechod z 2 radového klasu na 6 radovy klas je zodpovednd mutacia v géne SIX-ROWED SPIKE 1
(VRS1). Tato mutacia spdsobuje inaktivaciu génu VRS, ktory za normalnych okolnosti reprimuje
expresiu génov zodpovednych lateralnu fertilitu (Komatsuda et al., 2007). Bolo identifikovanych
dalsich 11 VRS génov (Lundgvist et Lundgvist, 1988), pricom 5 z nich je zodpovednych za zmenu z 2
radového jacmena na 6 radovy. VAacsina z tychto génov su transkripcné faktory, napriklad gén VRS3
kéduje Jumonji C-type (JMJIC) H3K9me2/3 demetylazu, ktora reguluje expresiu d’alSich génov VRS,
metabolizmus horménov a stresovu signalizaciu (Esse et al., 2017). Deng et al. (2015) analyzovali
vazbové miesta transgénu VRN1-HA, medzi ktoré patril prave aj gén VRS1. U prvych troch kultivarov
mohlo dojst’ k zvySeniu expresie VRN-H1 naviazanim transkripéného faktora, ktorého aktivita bola
zmenena poésobenim ENU do promotovej oblasti, ¢o sa prejavilo extrémne rychlym kvitnutim bez
vernalizacie. Ked'Zze sa VRN-H1 viaze do promotora VRS1, tak zvySena hladina transkriptov VRN-H1
mohla mat’ vplyv na indukciu expresie VRS1 a tym padom zmenu architektiry klasu. Zvysnych 31

kandidatov vSak malo 6 radovy klas a prvy z nich kvitol az po d’al$ich 14 dioch. U vsetkych kandidatov
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bola pozorovana redukcia poctu odnozi, kratsi klas a nizsi pocet zin v klase. Tento popisany fenotyp
je sposobeny rychlym vyvojom kvetenstva a bol pozorovany predovsetkym u najrychlejsie kvitnticich
kandidatov. Vécsina kandidatov mala maximalne 2 odnoze alen 7 kandidatov malo 3-4 odnoze.
Vynimkou boli dvaja kandidati, ATL_A25 so 7 odnozami a ATL_A26 s 13 odnozami.

Kandidati boli najskor popisani na tirovni fenotypu, ale bolo potrebné taktiez zistit’, ¢i nedoslo
ku kontaminacii jarnymi kultivarmi Golden Promise (2 radovy klas) a Morex (6 radovy klas), ktoré boli
vysadené na tomto mieste v predchadzajicej sezone. Taktiez bolo potrebné zistit, ¢i nedoslo k mutacii
niektorého z hlavnych génov vernalizac¢nej (VRN-H1, VRN-H2) a fotoperiodickej drahy (Ppd-H1).
Alelicka konstitucia tychto génov bola zistena pomocou PCR so Specifickymi primerami, ktoré
identifikuji polymorfizmy odliSujice recesivnu a dominantni alelu. Tieto primery boli pouzité
vo viacerych stadiach k identifikacii alelickej konstittcie a rastového typu réznych kultivarov ja¢mena
(Cockram et al., 2009, Jones et al., 2008; Sziics et al., 2007). Antonella je ozimny kultivar s recesivnym
vrn-H1, dominantnym VRN-H2 arecesivnym ppd-H1. Bolo zistené, ze vSetci kandidati (okrem
ATL_A9) majavrn-H1 a VRN-H2. V pripade génu Ppd-H1 bola u 6 kandidatov detekovana dominantna
alela Ppd-H1. Pritomnost’ dominantnej alely (senzitivna) umoznuje kvitnutie az pri podmienkach dlhého
dita. Recesivna alela nie je senzitivna vo¢i dizke dia. Expresia génu Ppd-H1 je po&as noci inhibovana
tzv. noénym komplexom, ktory zahfia gény HVELF3, HvLUX1, PhyC. Mutacia niektorého z génov
no¢ného komplexu vramci cirkadiannych hodin vedie k zvySenej expresii HVFT1 (VRN-H3)
a skorSiemu kvitnutiu. Faure et al. (2012) zistili, Zze mutaciou génu HVELF3 (eam8) dochadza
ku skorému kvitnutiu prostrednictvom indukcie expresie HVFT1 (VRN-H3) nezavisle na alelickej
konstitacii génu Ppd-H1. Spontanne aindukované mutacie tohto génu sa vyuzivaju u kultivarov
pestovanych v lokalitach s kratkym vegetatnym obdobim (Lundqvist, 2009). Rodina FT-like génov
je charakteristickd réznymi duplikaciami aich naslednou diverzifikaciou. Napriklad gén HVFT1
(VRN-H3) je nositel'om polymorfizmov v ramci promotoru, prvého intronu a taktieZ bola u tohto génu
popisana tzv. copy number variation (CNV). Bolo zistené, ze viac kopii tohto génu je spojenych
s jeho vy$Sou expresiou a skor§im kvitnutim, pricom stile prevlada splnenie vernaliza¢ného naroku
(Nitcher et al., 2013). U ja¢mena bolo charakterizovanych 12 HvVFT génov, pricom funkcia vacSiny
z nich nie je stale znama. Pieper et al. (2020, p. 4) nedavno popisali funkciu HVFT4, pri¢om zistili, Ze
jeho nadmerna expresia u jarného kultivaru Golden Promise stoji za neskorym kvitnutim, znizenim
poctu klasov a zin v ramci klasu. TaktieZz bolo pozorované znizenie expresie génov, ktoré st dolezité
V iniciacii kvitnutia. HVFT4 bol identifikovany ako represor kvitnutia ujaémena. V pripade jeho
mutacie by vSak doslo k opacnému efektu a skorSiemu kvitnutiu. Je vSak mozné, ze doSlo k mutacii
d’alsieho génu z FT-like rodiny. Kazdopadne popisanie funkcie d’alSich génov tejto rodiny je dolezité
aj zo Slachtitel'ského hl'adiska kvoli vplyvu na morfologiu klasu a samotného vynosu.

Nizka uroven expresie génu VRN-H1 uozimnych kultivarov pred chladovym pdsobenim
je spojena s H3K27me3 a neaktivnym stavom chromatinu na rozdiel od jarnych kultivarov (Oliver et al.,

2009). V ramci mutagenézy mohlo dojst’ k strate funkcie PRC2, ktory je pravdepodobne zodpovedny
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za tento metylacny stav atym padom ku skorému kvitnutiu. Okolitd teplota ma velky vplyv
na reprodukény vyvoj a trodu u obilnin mierneho pasma. Ejaz et von Korff (2017) poukazuju na to, ze
gény fotoperiodickej a vernaliza¢nej drahy maja vplyv na dobu kvitnutia a vynos v zavislosti na teplote.
Zvysenie teploty pocas vernalizacie dokonca reaktivuje hlavnych represorov kvitnutia v pripade VRN2
v zavislosti od fotoperiody a ODDSOC2 nezavisle od fotoperiody (Dixon et al., 2019). Nas pokus bol
uskutoc¢neny na poli a tak mohlo dojst’ k regulacii expresie génov abiotickymi faktormi ako su teplota,
¢i sucho. Preto je potrebné kandidatne rastliny verifikovat® v kontrolovanych podmienkach a tieto
vplyvy vylucit. Identifikacia génu respektive génov, ktoré boli mutované v ramci mutagenézy ENU

bude predmetom d’alsieho $tadia.

Analyza sekvenénych motivov a konStrukcia fylogenetickej pribuznosti VRN-H1 génov

Pomocou sekvencénej analyzy VRN-H1 génu u 22 kultivarov boli popisané motivy v ramci
promotoru a prvého intrénu, ktoré by mohli stvisiet s vernalizacnym narokom, ¢i toleranciou voci
chladu.

V rameci prvého intronu je popisany tzv. kriticky vernalizaény region o vel'kosti 436 bp v 2,8 kb
oblasti. Tento region je sekvenéne konzervovany medzi pSenicou ajaémenom, a predpoklada sa,
Ze obsahuje motiv zodpovedny za vernalizacny narok u ozimnych kultivarov, ked’ze sa nenachadza
u jarnych kultivarov (Fu et al., 2005; von Zitzewitz et al., 2005). V sekvenénej analyze bol kriticky
vernalizacny region identifikovany U  vSetkych ozimnych kultivarov —vratane divého
H. vulgare ssp. spontaneum (B1K-04-12), ktory mal v tomto mieste SNP. Kriticky vernalizaény region
bol identifikovany aj u 3 jarnych kultivarov (Akashinriki, HOR7552, ZDMO01467). Hemming et al.
(2009) tvrdia, ze kriticky vernalizaény region nie je zodpovedny za represiu VRN-H1 pred vernalizaciou,
pretoze bol identifikovany u dvoch novo popisanych aliel exprimovanych bez vernalizacie. Na zaklade
vel'kosti delécie porovnanej s alelami popisanymi Hemming et al. (2009) nest Akashinriki, HOR7552,
ZDMO01467 prave novo popisanu alelu HYWRN1-8. Hemming et al. (2009) popisali 1 kb region v ramci
2,8 kb oblasti vramci prvého intronu, ktory nezahfna kriticky vernaliza¢ny region. Tento 1 kb
bol v ramci sekvenénej analyzy identifikovany len u ozimnych kultivarov a fakultativny kultivar
OUN33 mal v tejto oblasti deléciu. V ramci tejto oblasti boli u ozimnych kultivarov popisané motivy
bohaté na AT opakovania identifikované ako S/MAR, ktoré su zapojené do Struktiry chromatinu
a kontroly transkripcie spojenej so zniZzenou expresiou (Rudd et al., 2004).

Pred vernalizaciou je expresia génu VRN-H1 potlacena a bolo zistené, Zze by to mohlo stvisiet
s metylaénym stavom chromatinu. Pred vernalizaciou bola detekovana vysoka hladina H3K27me3,
ktora je spojena s neaktivnym chromatinom. Delécia v prvom introne VRN-H1 je spojena s jeho
vysokou bazalnou expresiou, skorym kvitnutim a nizkou hladinou H3K27me3. V oblasti prvého intronu
sa pravdepodobne nachadza vdzbové miesto pre PRC2, ¢o vedie k niz§im hladinam H3K27me3

u jarnych kultivarov (Oliver et al., 2009).
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V ramci prvého intrénu boli identifikované taktiez transponovatelné elementy, konkrétne
Lolaog a MITE. Transponovatel'né elementy zohravaju ulohu vo velkosti, Struktre, polymorfizme
a vyvoji genému, a taktiez v regulacie génovej expresie. MITE sa 1isi od Klasickych DNA transpozonov
svojou malou velkostou a vysokym poctom kopii. Vd'aka svojej velkosti sa ¢asto vyskytuje v ramci
promotorov, neprekladanych oblasti a intronov génov (OKi et al., 2008). U psenice bol identifikovany
MITE v ramci prvého intronu u T. timopheevii u dominantnej VRN-AL alely. Predpoklada sa, ze
tato mutacia je zodpovedna za vznik jarného typu abola ukotvena pocas domestikacie pSenice
(Shcherban et al., 2016). Podobna duplikacia bola identifikovana v TATA-boxe v ramci promotoru
dominantnej VRN-A1 alely T. aestivum. Tato mutacia moéze byt zodpovedna za vznik alternativneho
promotoru, ¢i regula¢ného miesta s naslednou modulaciou transkripcie a vernaliza¢ného naroku (Yan et
al., 2004). Pritomnost’ elementu MITE nie je u jaémefia spojena s rastovym zvykom, ked’Ze sa nachadza
u jarnych aj ozimnych kultivarov. Cockram et al. (2009) identifikovali element MITE na 5’konci
intronu VRN-H1 u jarnych aliel HWWRN1-4 a HYWRN1-7 aozimnej alely HvWWRN1-6. U zvysnych
jarnych aliel a ozimnej alely HVYWRN1 chybal. Element MITE na 3’konci prvého intronu zase nebol
popisany u alely HYWRN1-6, ale nachadzal sa u HYWRNL1 a aliel HYWRN1-5 a HVWRN1-7. To sa zhoduje
s vysledkami sekvencnej analyzy, Vv ktorej bolo taktieZ zistené, Ze alela HYWRN1-8 ma na 5aj 3 'konci
intronu MITE. Taktiez bolo zistené, ze fakultativny kultivar OUN333 je nositel'om alely HYWRN1-9, ¢o
by vysvetlovalo variabilitu v rychlosti kvitnutia popisani Hemming et al (2009). Alela HVWRN1-9
taktieZ nesie na oboch koncoch prvého intronu element MITE. Retroelement Lolaog patri medzi long
terminal repeat (LTR) retrotranspozony do skupiny Gypsy. Retrotranspozony Gypsy sa nachadzaju
prevazne V heterochromatine, kde sa podiel'aji na udrzani stability a znizeni expresie. Naopak LTR
retrotranspozony Copia st typické pre euchromatinové oblasti. V ramci intronu bol identifikovany
Lolaog u vsetkych ozimnych kultivarov, pricom kultivar HOR21599 nesie v tomto mieste deléciu
o0 vel’kosti 500 bp, z ¢oho vyplyva, ze je nositelom ozimnej alely HVWRN1-6. Fakultativny kultivar
OUNS333 obsahuje len 500 bp z retrotranspozénu Lolaog. Intaktny Lolaog v ramci prvého intronu
VRN-H1 génu ma vel'kost’ 1,051 kb. Jarné kultivary Akashinriki, HOR7552 a ZDM0147 nesu 807 bp
z Lolaog, ¢o odpoveda alele HYWRN1-8 (Hemming et al., 2009). Kultivary HOR9043, HOR10350
a RGT Planet maji v ramci delécie v prvom introne o velkosti priblizne 6691 kb inzerciu 26 bp
na zaciatku tejto delécie (162 nukleotidov). V literature tato alela nie je popisana, kazdopadne sa moze
jednat’ o chybu v ramci sekvenovania a jedna sa pravdepodobne o alelu HYWRN1-2.

Predpoklada sa, ze oblast’ prvého intronu je spojend s represiou VRN-HL1 pred vernalizaciou.
Naopak sekvenéné motivy vramci promotoru by mohli zohravat' tlohu v aktivacii transkripcie
VRN-H1 pésobenim chladu (Alonso-Peral et al., 2011). Pomocou sekven¢nej analyzy boli v ramci
promotorovej oblasti VRN-H1 identifikované viaceré cis regulacné motivy. Boli identifikované vazbové
miesta CRT/DRE pre CBF a INDUCER OF CBF1 (ICE1). Nizke teploty mézu indukovat expresiu CBF
v rastlinach a zvySovat tak ich odolnost’ vo¢i mrazu (Thomashow, 2010). Pred zac¢iatkom transkripcie

bol identifikovany maly upstream Citaci ramec (upstream open reading frame; UORF) kodujacich 13
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aminokyselin na 5’konci cDNA VRN-H1. Tieto uORF st konzervované medzi ortologmi VRN1
Vv obilninach mierneho pasma. Malé uORF pravdepodobne znizuju translaciu z hlavného ORF znizenim
iniciaénej rychlosti, ¢i schopnosti ribozomu rozpoznat zaliatok translacie a taktiez maju vplyv
na stabilitu mMRNA (Hood et al., 2009) Alonso-Peral et al. (2011) zistili, Ze uORF nie su dolezité
pre zahajenie transkripcie Vv procese vernalizacie. Kazdopadne by vSak mohli mat vplyv
na posttranskri¢pna regulaciu VRN1.

V ramci promotorovej oblasti boli u vsetkych analyzovanych kultivarov identifikované 3
CArG-boxy. Jeden sa nachadza 157 bp pred zaciatkom transkripcie a prave v tomto CArG-boxe bol
u dvoch jarnych kultivarov identifikovany SNP. CArG-box predstavuje typické vizbové miesto
pre MADS-box transkripéné faktory, napriklad aj pre VEGETATIVE TO REPRODUCTIVE
TRANSITION GENE 2 (VRT2; Kane et al., 2007). Predpokladalo sa, Ze tento gén ma funkciu represora
v procese vernalizacie, ale d’alSie analyzy ukazali, ze jeho hladina sa pdsobenim chladu zvysuje rovnako
ako VRN1 (Trevaskis et al., 2007). Delécie v ramci CArG-boxu boli identifikované predovsetkym
u dominantnych aliel VRN1. Preto sa predpokladalo, ze tento region je dolezity v reguldcii expresie
VRNL1 pri chladovom pdsobeni. Kazdopadne tato hypotéza bola vyvratena (Pidal et al., 2009).

Von Zitzewitz et al. (2005) identifikovali v ramci promotorovej oblasti 3 diagnostické regiony,
ktorymi sa od seba odlisuju jarné a ozimné kultivary. Vysledky sekvenénej analyzy sa nezhodovali
s von Zitzewitz et al. (2005) a vSetky regiony popisané ako diagnostické sa nachadzali u kultivarov
nezavisle od ich rastového typu. Jedna sa napriklad o region, v ktorom maju vsetky jarné kultivary
inzerciu CTA a ozimné naopak deléciu. V tomto mieste bola identifikovana delécia u jarnych kultivarov
Akashinriky, HOR7552 a ZDMO01467, ktoré st nositelmi alely HVYWVRN1-8. Naopak ozimny kultivar
HOR21599 (alela HVVRN1-6) mal v tomto mieste inzerciu TAC. To pravdepodobne stvisi s tym, Ze
prave kultivary, ktoré sa nezhodovali boli objavené az Hemming et al. (2009). V pripade d’al$ieho
diagnostického regiénu by sa mohlo jednat' o chybu v sekvenovani. Inzercia ACCCA je typicka
pre jarné kultivary. Kazdopadne deléciu v tejto oblasti mali len 4 ozimné kultivary, konkrétne Antonella,
Igri, Strider, HOR3081 (alela HYVRNL1) a jarny kultivar ZDM01467 (alela HYWRN1-8). Jarné kultivary
Akashinriki a HOR7552 (alela HvWRN1-8) mali len ACC. Dalsim diagnostickym regionom je oblast,
kde sanachadza SNP (C/T), pricom C je typické pre kultivary Sjarnym rastovym typom aT
pre kultivary zimného rastového typu. Kazdopadne jariny s alelou HYWRN1-8 mali v tomto mieste T,
a ozimy HOR21599 (alela HYWRN1-6), B1K-04-12 (alela HVWRNL1) a fakultativny kultivar OUN333
(alela HYWRN1-9) mali C.

Skuto¢ny vplyv jednotlivych sekvenénych motivov v ramei promotoru a prvého intrénu nie

je stale dostato¢ne popisany.
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{ Zaver

Gén VRN-H1 je hlavnym integratorom signalov z vernaliza¢nej drahy u ozimnych kultivarov,
ktorej vysledkom je samotné kvitnutie. K iniciacii kvitnutia u ozimnych kultivarov predchadza dlhodobé
posobenie chladu. Mechanizmy, ktoré aktivuju expresiu VRN-H1 v procese vernalizacie vsak
nie su stale dostatocne popisané. Predpoklada sa, ze prvy intron génu VRN-H1 zohrava tlohu v jeho
represii pred vernalizaciou a promotor na fiu reaguje inicaciou expresic VRN-H1. Za G¢elom blizsej
charakterizacie vplyvu promotoru a oblasti prvého intronu boli v ramci diplomovej prace pripravené
dva konstrukty, v ktorych bol promotor a CDS VRN-H1 fuzované s reportérovym génom GUS pomocou
metddy Gibson Assembly. Pomocou naslednej pripravy reportérovych linii je mozné sa priblizit
k pochopeniu mechanizmu vernalizacie na molekularnej Grovni ¢i sledovat’ expresiu VRN-H1 v roznych
stadiach vernalizacie a v réznych pletivach.

V ramci genetického skrinu mutovanej populacie ozimného kultivaru jacmena siateho
Antonelly bolo identifikovanych 34 kandidatnych linii, u ktorych bolo zaznamenané skoré kvitnutie
bez predchadzajiceho chladového posobenia, pricom ani u jedného nedoslo k mutacii génu VRN-H1
a hlavného represora kvitnutia VRN-H2. Identifikacia mutovaného génu, pripadne génov bude
predmetom dalSieho $tudia.

V neposlednom rade bola prevedena sekven¢na analyza génu VRN-H1 u 22 kultivarov jaémena
siateho za ciel'om identifikovat’ polymorfizmy spojené s vyslednym fenotypom. V ramci tejto analyzy
boli blizSie popisané alely HVWRN1-8 a HVWRN-9, ale neboli objavené nové motivy zodpovedné
zarastovy typ uanalyzovanych kultivarov. Pomocou fylogenetickej analyzy boli popisané vztahy
medzi jednotlivymi alelami génu VRN-H1. Identifikacia motivov spojenych s rastovym typom v ramci
promotoru a prvého intrénu je dolezita z hl'adiska variability vo vernalizatnom naroku a v samotnej
dobe kvitnutia, ¢o vedie k bliz§iemu pochopeniu tohto komplikovaného procesu, ktory je regulovany

nielen na genetickej ale aj na epigenetickej tirovni.
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Priloha 1: Zoznam kandidatov a alelicka konstiticia testovanych génov (VRN-H1, Ppd-H1, VRN-H2: ZCCT-Ha, ZCCT-Hb, ZCCT-Hc). D — dominantna

alela, R — recesivna alela, + — amplifikovany produkt, - — ziaden produkt.

Oznatenie Sadenie Kvitnutie Pocet Pocet Pocet VI?N-Hl VRN-H1 primer VRN-H1 Ppd-H1 VRN-H2 VRN-H2 VRN-H2
dni odnozi radov primer 1 3(616/574 bp) alela (ZCCT-Ha) (ZCCT-Hb) (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_AG6 01.04.2020 16.06.2020 76 1 6 + 616 HvVVRN1 R + + +
ATL_A7 01.04.2020 18.06.2020 78 2 6 + 616 HvVVRN1 R + + +
ATL_A8 01.04.2020 22.06.2020 82 4 6 + 616 HvVVRN1 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_Al4 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_AL7 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 + + +




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




Priloha 2: Mapy klonovacich vektorov pVO0120, pjetl.2/blunt a pKGWS7 zobrazenych

pomocou programu SnapGene.

Ascl (21}

Sall - SgrDI (522)
HincIl (624)

XemlI (774)

(4913) NmeATIIT NgoMIV (799)

(4765) AhdI

PspOMI (1077)
— Apal (1081)

Nhel (1141)
Bmtl (1145)

pvo 120

(4288) AlwNI 5744 bp

(4180) PspFI —
(4176} BseYI

_Sbfl (2022)
—Kasl (2032)
Narl (2033)

| Sfol (2034)
PIUTI (2038}

Acc65I (2246)
KpnI (2250)
PpuMI (2286)

(3756) BspQI - Sapl

%, &
£ b
s, \;\Q’béb

7> HSP terminato’ v

D’?"’loter

(3524) Pmel ™ _

(3515) BsmBI - Esp31
(34923 BsmI
(3488 BbwvCI - BpulOI

(3141) Ecorv ™ -~ /| [ AN . Agel - SgrAl (2467)
(3122) PspXIL | [ A AFTT (2537)

(3113) BspEI [ | h
(303%) Eagl - NotI | | Eco53kI (2741}
I | BstXI - Sacl (Z743)

(28%5) Dralll BbsI (2821)
(2612) Pstl BbsI (2554)
' Dralll (2728)
/ _BfuAT - BspMI (2813)

Eagl - Notl (2932)
BspEI (2348)
" Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - Xhol (2955
— BmeT110I (z958)
T <EcoRV> (2974)

<EcoRV> (0)

Xbal (&)

-BtgI - Ncol - Styl (37)
" BspDI - Clal (47}

(2223) Xmnl

(2104) Scal
(2102) Tatl—

(1994) Pwul

(1845) Fspl- pJET1.2/blunt

2974 bp

— HindIII {253)
(1772) NmeAIII -
(1744) Bgll-
(1704) BsrFI

_BbvCI - BpulOI (347)
BsmI (351)

(1594) BpmI — ~__ BsmBI - Esp3I (374
(1685) Bsal Pmel (393)
(16643 Bmrl
(1624) AhdL
Mfel (521}

BspQI - Sapl (615)

DrdI (83%)

{11471 AlwNI
(1039) PspFI Bse¥YI (1035)



(12 247) BstEIT MauBI (379)
AT (574)

’ _RsrII (734)

(11 573) Hpal

Bsu36I (1553)
Eco53KI (1741)
Sacl (1743)
AceB5I (1745)
“KpnI (1743)
~Xbal (1760)
Spel (1819)

~BspEI (2273)
EcoRI (2277)

(10 010) Agel

(9829) EcoNI —__
— BbvCI (3002}

— Srfl (3148)
—— BstXI (3265)

'9596) BspDI* - Clal* —— pPKGWFS7,0

) 12 700 by
(9400) BsiWI—— P

T Mfel (4401)

SnaBT (4655)

PshAT (4844)
AN

. BspHI (5155)
Asel (5219)

BstBI (5354)

(6597) BbsI | | zral (6338)
(6383) Pmel Aatll (6340)



Priloha 3:
Vv programe

sekvencie.
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Alignment promotorovej oblasti VRN-H1 génu u 21 kultivarov jaémena vytvoreny

BioEdit. Podc¢iarknuté oblasti su vysvetlené na konci alignmentu v legende vratane
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Legenda:

W/S: diagnostické regiony podl'a von Zitzewitz et al., 2005

CArG-like box: CCAATTTAAG, CCAAAAGTAG, CCTCATTTGG

CRT/DRE (védzobné miesto pre transkripéné faktory zohravajtce ulohu v abiotickej stresovej odpovedi):
GTCGG, CCGAC, GTCGA

SPL (vdzobné mieste pre protein SPL): GTACGA

ARF (vdzobné miesto pre protein ARF): TCGACAGC

ATG: start kodon

CAAT-box: CCAAT

TATA-box: TTTAAAA
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Priloha 4: Alignment kodujucej sekvencie VRN-H1 génu vytvoreny v programe BioEdit. Start kodén

je podciarknuty, a SNP st vyznacené v bielom radmceku.
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Priloha 5: Alignment proteinovej sekvencie MADS-box transkripéného faktoru VRN-H1 vytvoreny

v programe BioEdit.
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