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Souhrn

Iniciace kveteni je dilezitym krokem v zivotnim cyklu kazdé rostliny. Pro
hospodafiské plodiny, jako je pSenice, je nacasovani optimalni doby kveteni dilezité také
Z hlediska jejiho vynosu a kvality zrna. V rdmci diplomové prace byla provedena expresni
analyza alel genu VRN1 v prib¢hu svételného ¢asti dne u vybranych kultivard a linii jarnich
pSenic. Pfedmétem analyzy byla standardni alela Vrn-Ala a nedavno popsana alela
Vrn-Alf-like. Zminéné alely se lisi jak na sekvenacni Grovni, tak svym fenotypovym
projevem. Rostliny nesouci alelu Vrn-Alf-like kvetou signifikantné pozdé&ji. Na zakladé
porovnani relativnich expresi mezi studovanymi alelami bylo zjisténo, Ze hladina relativni
exprese alely Vrn-Ala je vys$i, a to U nevernalizovanych i vernalizovanych rostlin. To
koreluje s fenotypovym projevem, kdy rostliny s alelou Vrn-Ala kvetou diive. Dale bylo
zjisténo, Ze vernalizace ma Vvliv na expresi jednotlivych alel, kdy byla pozorovana zvySena

exprese u vernalizovanych rostlin.

Dalsi cast prace se zabyvala analyzou piitomnosti alely Vrn-Alf-like u vybranych
skupin tetraploidnich pSeni T. araraticum respektive T. timopheevii, které maji genom
AAGG. Alela Vrn-Alf-like poskytuje jarni fenotyp. V ramci analyzy byly detekovany druhy,
které patiily mezi jafiny, ale nenesly alelu Vrn-Alf-like. Proto byla provedena sekvenaéni
analyza gent, které koduji protein VRN2 a detekci polymorfizm, které by mohly mit vliv
na pozorovany fenotyp. V ramci této analyzy nebyly zjistény zadné polymofizmy, které by

meély vliv na jarni fenotypovy projev rostlin, které by nebyly nositelkou alely Vrn-Alf-like.



Summary

Initiation of flowering is an important step in the life cycle of each plant. Optimal
flowering time also influences yield and grain quality in crops like wheat. An expression
analysis of the VRN allele during daylight for selected cultivars and spring wheat lines was
performed in presented thesis. Standard Vrn-Ala allele and a recently described allele
Vrn-Alf-like were analysed. These alleles differ at the sequencing level as well as in
phenotype. Plants with allele Vrn-Alf-like flower significantly later. Based on the
comparison of relative expressions between these two alleles it was found that the level of
relative expression of Vrn-Ala allele is higher in both vernalized and non-vernalized plants.
This observation fully correlates with phenotype. Plants, which carry Vrn-Ala allele flower
earlier. Furthermore, it was found that vernalization proces itself has an effect on the
expression level of VRN-A1 alleles. The expression of both alleles were higher at vernalized

plants.

Another part of the thesis describes the presence of the Vrn-Alf-like allele in selected
groups of tetraploid wheats T. araraticum and T. timopheevii with AAGG genomic
composition. The Vrn-Alf-like allele confers spring growth habit. Analysis revealed species
having spring growth habit, but did not carry the Vrn-Alf-like allele. Therefore a sequence
analysis of genes for VRN2 protein and detection of polymorphisms possibly effecting the
observed phenotype was performed. The results showed no polymorphisms that could have
affect to spring growth habit at plants which did not carry the Vrn-Alf-like allele.
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1 UVOD

PsSenice seta (Triticum aestivum L.) patii mezi dulezité hospodaiské plodiny. Jedna
se o zakladni potravinu pro lidskou populaci po celém svété. Pocet lidi kazdym rokem
neustale roste, a je tak dilezité zvySovat jeji kazdoroéni vynosy. Pfedpoklada se, Ze svétova
populace dosahne v roce 2050 az deviti miliard lidi. Soucasna produkce této hospodarské
plodiny by nedokazala tento pocet lidi uzivit. Negativni vliv na zvySovani vynosu, a tim na
zemédé€lskou produkci, maji zmény v zivotnim prostiedi. Soucasny vynos pSenice je

predevs§im ohrozovan abiotickymi a biotickymi stresy.

Péstovani pSenice v riznych zemépisnych Sitkdch je umoZnéno jeji vysokou
ptizpusobivosti podminkam vnéjsiho prostfedi. Ta je umoznéna alelickou variaci v genech,
které kontroluji spravné nacasovani doby kveteni. Iniciace kveteni je jednim z dulezitych
procestt v zivotnim cyklu rostliny. Podminky, ve kterych rostlina pfechazi do procesu
kveteni, jsou pro ni dulezité, a to z hlediska po¢tu a kvality zrn. Studium geni/alel
zodpovédnych za rozdilnou dobu kveteni, jejich charakterizace a pochopeni vzajemnych
interakci umoziiuje porozuméni celému procesu kveteni. Ziskané znalosti mohou byt
vyuzity ke zlepSeni a zkvalitnéni jednotlivych odrid a kultivart, které budou Iépe
ptizpusobeny lokalnim podminkam a rostliny budou kvést v optimalnim ¢ase. Vyhnuti se
nevhodnym podminkam, jako je sucho ¢i mréz, tak vede k zabranéni poskozeni rostlinnych

meristému, a tim redukci urody.

PSenice setd patfi mezi hexaploidni druh. Proto studium procesu kveteni je velice
slozité a komplikované. Divodem je velikost genomu a pfitomnost tfi homoeolognich
subgenomt, které nesou podobné kopie gend. Soucasny vyvoj molekularnich metod
umoziuje studium takto komplikovanych rostlin jako je pSenice. I kdyzZ je kveteni slozity
proces, tak pochopeni celého tohoto déje jde pomoci molekularnich metod dopiedu. Ziskané

znalosti jsou nasledné vyuZité ve Slechtitelstvi.



2 CiLE PRACE

Diplomova prace se sklada z teoretické a praktické casti. Cilem teoretické Casti je
vypracovani literarni reSerSe, ktera je zaméfend na geny ovliviujici kveteni u obiloviny
pSenice seté (Triticum aestivum L.) a modelového organizmu Arabidopsis thaliana. Cilem
praktické ¢asti je studium hladin relativnich expresi u dvou odlisnych alel genu VRN1, a to
Vrn-Ala a Vrn-Alf-like, v priabéhu dne a jejich srovnani v podminkach vernalizace a bez ni.
Dalsim cilem praktické casti je detekce pritomnosti alely Vrn-Alf-like u vybranych
tetraploidnich pSenic s genomem AAGG, ktera poskytuje jarni fenotyp a naslednd analyza
gentl kodujich protein VRN2.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Kveteni

Spravné nacasovani doby kveteni je nezbytné pro reprodukcni spéch kazdé rostliny.
Na iniciaci kveteni méa vliv nejen genotyp a fyziologicky stav rostliny, ale i podminky
vnéjsiho prostiedi jako jsou délka dne (fotoperioda), teplota (napt. vernalizace) ¢i kvalita
svétla. Diky komplexni regulacni siti je mozné piizplsobit indukci kveteni vné&j$im
podminkam, a tim zvysit reprodukéni Gspéch rostliny. Vyzkumy v oblasti procesu kveteni
se intenzivné zabyvaji vyznamnymi zemédélskymi plodinami (napf. pSenice). Jako
modelova rostlina pro studium tohoto procesu je vyuzivana rostlina Arabidopsis thaliana

(L.) Heynh.

Kveteni je u pSenice fizeno celou fadou gent. Jednotlivé geny lze zatadit do dvou
hlavnich drah zodpovédnych za tento proces. Jedna se o vernalizacni drahu, ktera je tvofena
vernalizacnimi geny a fotoperiodickou drahu tvofenou fotoperiodickymi geny. Na cas
kveteni maji také vliv geny ranosti (earliness per se). Nicmén¢ tyto geny nemaji na tento
proces tak velky vliv jako vernaliza¢ni a fotoperiodické geny. SlouZi spiSe pro jeho jemné
doladéni. Spravné nacasovani piechodu z vegetativni faze do faze reprodukeni je pro rostlinu
klicové a je dualezité pro jeji reprodukéni uspéch. U psenice se jedna predevSim
0 pocet obilek v kasu a jejich kvalitu. Schopnost adaptace pSenice na Sirokou S$kalu
enviromentalnich podminek je umoznéna plasticitou genomu a vyznamnou ulohu hraje
zejména alelicka rozmanitost v ramci genu regulujicich vernalizaci (VRN) a fotoperiodu

(PPD).

U modelové rostliny A. thaliana je popsano celkem pét drah, které ovliviuji kveteni.
Podobné jako u pSenice je i u A. thaliana vernaliza¢ni draha, ktera reguluje dobu kveteni
vlivem dlouhodobého plisobeni nizkych teplot a draha fotoperiodickd, u které ma vliv na
kveteni délka dne. Dalsi draha je autonomni, ktera je nezavisla na vernalizaci a fotoperiod¢.
Giberelinova signalni drdha vyZaduje kyselinu giberelovou pro iniciaci kveteni. Posledni
drahou u A. thaliana je draha endogenni, ktera kromé doby kveteni ovliviiuje i stafi rostliny.
Zminéné drahy tak tvoii spole¢né¢ komplexni genovou sit. Nicmén¢, jednotlivé drahy Ize
povazovat za mechanismus pro piesnou regulaci aktivity relativné malého poctu gent, které

predstavuji regulacni ,,uzly* (dle Srikanth et Schmid, 2011).



3.2 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Rostliny jsou fixovany cely sviij Zivotni cyklus na jednom misté. Z tohoto duvodu
u nich doslo k vyvinuti nejraznéjSich mechanizmu, které jim umozni ptizpusobit jejich
zivotni cyklus zméndm podminek vné¢jsSiho prostfedi. Vliv genetickych, epigenetickych
a environmentalnich faktorti na pfechod z vegetativni do generativni faze je intenzivné
studovan na modelové rostliné A. thaliana. Dtivodem je jeji kratky zivotni cyklus a relativné

maly genom (1C ~ 125 Mbp), ktery je osekvenovan a plné anotovan.

3.2.1 Vernalizace

Ptechod z vegetativniho k reprodukénimu vyvoji je u rostlin specificky regulovany
proces. Informace o podminkéch vné¢jsiho prostfedi jsou pro rostlinu dilezité a umozni
jirozhodnout o iniciaci kveteni. Jeden ze signali je vystaveni dlouhodobym nizkym
teplotdam (vernalizace). Geny, které potlacuji kveteni pred nastupem nepiiznivého
chladového obdobi u A. thaliana, jsou FRIGIDA (FRI) (Johanson et al., 2000)
a FLOWERING LOCUC C (FLC) (Michaels et Amasino, 1999).

Gen FRI koéduje rostling specificky protein se dvéma regiony nazyvany jako
,»coiled-coil“. Tento gen ovliviiuje indukci kveteni u rostlin a to tak, ze v pfipadé ptitomnosti
kveteni (Johanson et al., 2000; Shindo et al., 2005). Produkt tohoto genu ma ziejmé vliv na
strukturu chromatinu genu FLC, ¢imz dojde k aktivaci jeho transkripce (Johanson et al.,
2000) (Obrazek 4).

Gen FLC koduje MADS-box transkripéni faktor a jednd se o represor kveteni
(Michaels et Amasino, 1999; Sheldon et al., 2000). Potlacuje expresi genit FLOWERING
LOCUS T (FT) a SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), které
patii mezi aktivatory kveteni (Lee et al., 2000, Searle et al., 2006). Alelické varianty tohoto
genu ovlivituji potiebnou délku expozice vic¢i nizkym teplotdm mezi riznymi ekotypy
A. thaliana (Shindo et al., 2006). Expresi tohoto genu negativné ovlivituje vernalizace, a to
snizenim jeho exprese (Michaels et Amasino, 1999; Sheldon et al., 1999; Johanson et al.,
2000). Na zacatku chladného obdobi dojde k potlaceni exprese pomoci nekédujicich RNA
tzv. COOLAIR a COLDAIR (Obrazek 1) (Heo et Sung, 2011, Csorba et al., 2014). Represe
je zpusobena zmeénami ve struktufe chromatinu (histonové modifikace). Jedna se
0 trimetylaci lysinu 27 na histonu 3 (H3K27me3). Zabudovani H3K27me3 umoziuje PRC2
(Polycomb repressive complex2) interagujici s proteinem VIN3 (Heo et Sung, 2011).



VERNALIZATION INSENSITIVE3 (VIN3) je tak dal$im genem zapojenym do vernalizace
(Sung et Amasino, 2004). Zména prostorové konformace chromatinu genu FLC je piikladem
epigenetické regulace exprese genu. Nicméné ptivodni metylacni stav je obnoven v ¢asné

embryogenezi, a proto je vernalizace vyzadovana v kazdé generaci (Sheldon et al., 2008).
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Obrazek 1: Schéma negativni regulace exprese genu FLC pomoci nekédujicich RNA — COLDAIR
a COOLAIR. (Pievzato a upraveno dle Yamaguchi et Abe, 2012). Gen FLC je aktivné transkribovan pfed
zadatkem chladného obdobi. V prvnim &asti chladného obdobi dochazi k akumulaci transkriptu COOLAIR.
Nasledné dojde k transkripci COLDAIR (z oblasti prvniho intronu genu FLC), ¢imZ dojde k potladeni exprese
FLC prostiednictim komplexu PRC2. Postupnou akumulaci COLDAIR se zvySuje exprese VIN3. Na konci
chladného obdobi se exprese VIN3 snizi.

3.2.2. Fotoperioda

Délka dne ovlivituje dobu kveteni, ¢imz rostlindm umoziuje jejich ptizptisobeni
odliSnym zemépisnym S§itkdm a tim 1 GspéSnou reprodukci. K nacasovani je zapotiebi
endogenniho ¢asovae tzv. cirkadidnni hodiny, ktery méfi trvani délky dne/noci. Vliv
fotoperiody na kveteni je studovano u modelové rostliny A. thaliana. Tato rostlina patii mezi
dlouhodenni rostliny. Hlavni geny, které jsou zapojeny do fotoperiodické odezvy, jsou
GIGANTEA (GI), CONSTANS (CO) a FLOWERING LOCUS T (FT). Vnimani délky dne

probiha v listech, zatimco kvétni meristémy se tvoii na vzrostlém vrcholu.

Fotoperiodicka odpovéd’ je ptevazné kontrolovana genem CONSTANS (CO). Gen

CO urychluje kveteni v podminkéach dlouhého dne. Patii do rodiny reguldtorti transkripce,



ktera zahrnuje 17 ¢lent. Tyto proteiny obsahuji jednu nebo dvé tandemové domény B-box
s motivem zinkového prstu na N-konci a konzervovanou C-terminalni doménu s motivem
CCT (CO, CO-like, TOC1) (Putterill et al., 1995; Robson et al., 2001). Exprese genu CO je
regulovana cirkadiannimi hodinami (Suarez-Lopéz et al., 2001). Destabilizace a degradace
proteinu CO probihd ve tmé¢, z ¢ehoz vyplyva, Ze jeho aktivita je omezena na svételnou cast
dne (Valvedre et al., 2004; Tiwari et al., 2010). Svételna aktivace transkripce CO je
indukovana interakci mezi proteiny GIGANTEA (Gl) a FLAVIN-BINDING, KELCH
REPEAT, F-BOX1 (FKF1) (Baundry et al., 2010). FKF1 vnima svétlo prostfednictvim
chromoforu. Interakce mezi zminénymi proteiny je tedy zéavisld na svétle a indukuje
transkripci CO tim, ze podporuje degradaci transkripcnich represorti genu CO, které jsou
znamé jako CYCLING DOF FACTORs (CDFs) (Sawa et al., 2007). Dalsi regulace tohoto
genu je na posttranslacni trovni. Protein CO je ubikvitovan komplexem ubikvitin ligaza,
ktery obsahuje dvé slozky: CONSTITUTIVE PHOTOMORFOGENIC 1 (COP1)
a SUPPRESSOR OF PHYTOCHROME A (SPAT1). Degradace probiha v 26S protedzomu
(Laubinger et al., 2006; Jang et al., 2008; Liu et al., 2008). Degradace proteinu CO probiha

ve tmé&, protoze svétlo potlacuje aktivitu degrada¢niho komplexu.

Gen FT maé specifickou roli v procesu kveteni. Jednd se o integrator signald
ziskanych z vernalizace a fotoperiody. K aktivaci genu FT dochazi v listech béhem dlouhych
dnt genem CO (An et al, 2004; Wigge et al., 2005). Gen FT kéduje mobilni signalni protein
tzv. florigen. Nasledné je protein FT floémem transportovan do vzrostného vrcholu, kde
interaguje s FLOWERING LOCUS D (FD). Cely komplex aktivuje transkripci gent
indukujicich kveteni — APETALAL (AP1), SOC1 a FRUITFULL (FUL) (Abe et al., 2005;
Wigge et al., 2005; Corbesier et al., 2007; Lee et al., 2008). Protein SOCL1 interaguje
s dalsim MADS-box transkripénim faktorem AGAMOUS LIKE24 (AGL24), ktery ma vliv
na expresi genu LEAFY (LFY). Tento gen je také zapojen do procesu iniciace kveteni (Lee
et al., 2008).

Jak jiz bylo feceno, tak gen FLC potlacuje expresi geni FT a SOC1. Kvili tomuto
represivnimu uc¢inku musi byt exprese FLC nejprve snizena, aby mohl byt gen FT aktivovan
a doslo tak k indukci kveteni (Searle et al., 2006). Mezi homologni geny ke genu FT patii
geny Heading date3a (Hd3a) a FT1 (Yan et al., 2006). Prvni zminény se vyskytuje u ryze

a druhy u pSenice. Oba funguji jako promotory kveteni.



3.3 PSenice seta (Triticum aestivum L.)

Péstované druhy pSenice a jejich blizci ptibuzni (napf. ryze, je¢men, kukufice) jsou
fazeny do Celedi Poaceae (lipnicovité), kmen Triticeae. Samotny rod Triticum se sklada
celkem z Sesti druhti: Triticum monococcum L. (genom AA), Triticum urartu Tumanian ex
Gandilyan (genom AA), Triticum turgidum L. (genom AABB), Triticum timopheevii
(Zhuk.) Zhuk. (genom AAGG), Triticum aestivum L. (genom AABBDD) a Triticum
zhukovskyi Menabde & Ericz. (genom AAAAGG). Jednotlivé druhy jsou fazeny do tii
skupin: Monococcon (obsahuje diploidni druhy), Dicoccoidea (obsahuje tetraploidni druhy)
a Triticum (obsahuje hexaploidni druhy). Nékteré druhy jsou zndmé pouze ve své plané
form¢ (pf. T. urartu), zatimco nékteré pouze v domestikované (napt. T. aestivum,

T. zhukovskyi), (Matsuoka, 2011).

PsSenice seta patii mezi nejrozsitenéji péstovanou obilovinu po celém svété. Péstuje
se ve velmi rtiznorodych klimatickych podminkach. Schopnost jejiho pfizplisobeni vnéjSim
podminkam byla umoznéna kombinaci polyploidizacnich udalosti (Dubcovsky et Dvorak,
2007). Plasticita genomu je spojena se silnym selekénim tlakem b&hem domestikace
arozsifovani zeméd¢lstvi. Péstovani pSenice Vv ruznych podminkach vnéjsiho prostiedi
umoznila genetickd diverzita v genech, které maji vliv na jeji reprodukéni vyvoj. Tato
rozmanitost je vyuzivana pro vybér optimalnich odrud do uréitych lokalit. Z ptivodniho
centra jeji vzniku (oblast Urodného ptilmésice) se psenice rozsifila do celého svéta. Dnes
je pSenice péstovana od 60° severni §itky (odpovida oblasti Norska a Ruska) az po 45° jizni
Sitky (oblast Argentiny), (Dubcovsky et Dvorak, 2007). Jedna se o dulezity zdroj kalorii
a proteind. Z hlediska nutri¢ni hodnoty je obsah nutri¢nich latek kvalitngj$i v porovnani
s dalSimi obilovinami (je¢men, kukufice, ryze). Pfevazné se péstuje tzv. chlebova pSenice
(95 %), ktera se vyuziva kvyrobé chleba, peCiva, suSenek. Zbyvajicich
5 % tvoii pSenice tvrda (T. turgidum ssp. durum). Ta se vyuziva k vyrobé téstovin
(Dubcovsky et Dvorak, 2007).

3.3.1 Domestikace a evoluce

Domestikace pSenice seté probéhla v oblasti Urodného pilmésice v priibéhu
neolitického obdobi. Jeji péstovani je spojeno S rozSifovanim zemédélstvi. Hexaploidni
genom soucasné péstované pSenice je vysledkem dvou spontannich hybridiza¢nich udalosti
mezi tiemi riznymi diploidnimi druhy (Obrazek 2). Po jednotlivych hybridizacich
nasledovala polyploidizace, béhem které doslo ke zdvojeni chromozomu (Feldman et Leavy,
2009).
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Obrazek 2: Schéma hybridiza¢nich udalosti, které vedly ke vzniku hexaploidni pSenice T. aestivum
(ptevzato a upraveno dle http://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/WheatBP/Documents/DOC_Evolution.php)

Prvni hybridiza¢ni udalost (pied 500 tisici lety) probéhla mezi divokou diploidni
pSenici T. urartu (genom A"AY, 2n = 2x = 14) jako donorem genomu A, a rostlinou ptibuznou
s Aegilops speltoides Tausch. (genom BB, 2n = 2x = 14), jako donorem genomu B.
Vysledkem této hybridizace byla tetraploidni pSenice T. turgidum (genom A"A'BB,
2n = 4x = 28). Jedna se o piedka pSenice tvrdé, ktera se péstovala na Blizkém vychodé¢,
a T. turgidum ssp. durum (Dvorak et Zhang, 1990; Huang et al., 2002) (Obrazek 2). Dalsi
skupinou tetraploidnich pSenic je tzv. ,,Timopheevi®. Tato skupina zahrnuje blizce pfibuzné
druhy T. araraticum Jakubz a T. timopheevii (Zhuk) Zhuk. T. araraticum vznikla hybridizaci
mezi T. urartu (donor genomu A") a rostlinou piibuznou s Ae. speltoides (donor genomu G)
(Dvorak et al., 1990; Huang et al., 2002; Kilian et al., 2007). Domestikaci T. araraticum
vznikla odrida T. timopheevii (genom A"A'GG).

Druha hybridiza¢ni udalost, které probéhla piiblizn¢ pied 10 000 lety, dala vznik
hexaploidnim pSenicim T. aestivum (chlebova psenice) a T. zhukovskii. Hexaploidni pSenice
Triticum aestivum (genom AABBDD, 2n = 6x = 42) vznikla hybridizaci mezi
domestikovanou formou pSenice T. turgidum a donorem genomu D, Aegilops tauschii
Cosson (genom DD, 2n = 14) (Obrazek 2) (Dvorak et al, 1998; Huang et al., 2002; Petersen



et al., 2006). Dalsi hexaploidni psenice Triticum zhukovskii (genom A'A'GGAPAP) vznikl
hybridizaci mezi T. timopheevii a T. monococcum (Dvotak et al., 1993).

Po hybridizacnich a polyploidizacnich udalostech nasledovala fada strukturalnich

a funkénich zmén, které vedly ke stabilizaci genomu (Feldman et Leavy, 2009).

3.3.2 Genom psSenice seté

PSenice seta je allohexaploidni druh s42 chromozéomy (genom AABBDD,
2n = 6x = 42). Genom se sklada ze tfi homoelognich subgenomu (A, B a D), pti¢emz kazdy
nese podobné kopie genil. Hybridizace mezi tfemi riiznymi diploidnimi druhy vedla
ke vzniku velkého a komplexniho genomu (1C ~ 16 Gb; Choulet et al., 2014). Kolem 80 %
genomu je tvofeno repetitivnimi sekvencemi. Ackoliv je pSenice hexaploidni, tak
se v pribéhu meidzy chova jako diploidni druh. To zajistuje gen Phl, ktery brani
homoelognimu parovani chromozomu (Martinez-Perez et al., 2001). Gen Ph1 je lokalizovan

na chromozoému 5B (Griffiths et al., 2006).

Pro rostlinu je pfitomnost vice genomd vyhodna. Kombinace homoeolognich gent
jiumoznuje lepsi adaptaci na podminky vnéjsiho prostfedi. Hexaploidni pSenice kombinuje
genom D pochazejici od A. tauschii s genomy AB od tetraploidni pSenice. Ve srovnani
s tetraploidni pSenici ma hexaploid T. aestivum vétsi adaptabilitu na rizné pozadavky mezi
které muzeme zaradit fotoperiodu ¢i vernalizaci. Dale vykazuje lepsi toleranci vuci
zvySenému mnozstvi soli, nizkému pH ¢i piasobeni chladu. Také jsou odolngjsi vici

Skudctiim a chorobam (Dubcovsky et Dvoiak, 2007).

PSenice ma nepochybny vyznam jako plodina, kterda zajistuje az 20 % kalorii.
Nicméné slouzi také jako jeden z modeli pro studium vyvoje polyploidniho genomu.
Duplikaci genomu ziskava rostlina navic geneticky material, ktery se muize vyvijet
a pfipadné byt zménén, aniz by to mé&lo vliv na zivotaschopnost rostliny. Dostupnost
diploidnich a tetraploidnich pfedchidcti hexaploidni pSenice umoziuje studovat uinky
polyploidizace na diverzifikaci genti, pfeskupovani genomd, vliv repetitivnich sekvenci
¢i epigenetickych zmén na aktivaci/tlumeni/ztratu geni (Kashkush et al., 2002; Chantret et
al., 2005; Hu et al., 2013).

3.3.3 Vernaliza¢ni draha

Vernalizace (jarovizace) je proces, kdy je rostlina dlouhodobé vystavena nizkym

teplotdm. Tento proces je zasadni pro adaptaci rostlin na neptiznivé podminky. Funkci



vernaliza¢niho procesu je ochrana citlivych kvétnich meristémt pted pisobenim chladnych
teplot béhem zimy. Jinymi slovy, u rostlin vysévanych na podzim nedochazi k poskozeni
meristému tim, ze kveteni je nacasovano do jarniho obdobi a meristémy nejsou vystaveny
nizkym teplotam. U T. aestivum jsou znamy dva hlavni ristové typy, které 1ze rozd¢€lit podle
pozadavku na vernalizaci, a to jarni a ozimy. Jarni odridy (jafiny) nevyzaduji vernalizaci,
aby vykvetly, nebo maji Castecny vernalizaéni narok. Naopak ozimé odridy (ozimy)
vyzadujici tento proces. Ozimé odriidy se zasévaji na podzim, aby mohlo dojit ke splnéni
vernaliza¢niho pozadavku, ktery je nutny pro piechod rostliny z vegetativni faze do faze
reproduktivni (Kamran et al., 2014). N¢které odridy pSenice jsou fazeny mezi tzv. presivky.
Presivky lze zasévat na podzim i na jate. Oproti modelové rostlin¢ A. thaliana je molekularni
zaklad vernaliza¢niho procesu u obilovin malo prozkouman. Je to dano jejich genetickou

slozitosti a také obtiznosti pti ziskavani jednotlivych mutantd.

Regulace vernaliza¢niho procesu u obilovin je fizena ¢tyfmi geny — VRN1, VRN2,
VRN3 a VRN-D4 (Yan et al., 2003; 2004b; 2006; Danyluk et al., 2003; Trevaskis et al.,
2003; Yoshida et al., 2010; Kippes et al., 2015). Prvni tii zminéné vernaliza¢ni geny byly
klonovany a jsou charakterizovany mutace, které vedly ke ztraté vernaliza¢niho pozadavku
(Yan et al., 20044a; 2006; Fu et al., 2005; Diselfeld et al., 2009). Homoeologni geny VRN1,
VRN2 a VRN3 byly identifikovany na vSech tfech subgenomech u hexaploidni pSenice,
ale gen VRN4 byl identifikovan pouze na subgenomu D. Vernaliza¢ni proces je regulovan
pfedevSim riiznymi alelickymi variantami ve vernalizacnich genech VRN1 a VRN2
(Yanetal., 2003; Yan et al.,, 2004b). U ozimych odrid je charakteristicka epistaticka
interakce mezi vernaliza¢nimi geny. Gen VRNZ2 je povazova za represor genu VRN3
(Tranquilli et Dubcovsky., 2000) (Obrazek 4). Riizné druhy hexaploidnich a tetraploidnich
pSenic jsou vyuzivany jako geneticky zdroj pro nové alely, které moduluji dobu kveteni a
mohou tak byt vyuzity ve Slechtitelském odvétvi. Zmény v expresi u jakéhokoliv genu
z vernaliza¢ni drdhy ma za vysledek modulaci transkripéniho profilu ostatni genii, ¢imz

dojde ke zméné doby kveteni.
Gen VRN1

Gen VRN1 je klicovym genem v genetickém systému kontrolujici dobu kveteni
u obilovin. Jedna se o promotor kveteni a jeho dominantni forma se nachazi u jafin
(Yanetal.,, 2003). Gen VRN1 koéduje MADS-box transkripéni faktor, ktery se vaze na

specifické misto v CArG boxu v promotorové oblasti cilovych genti (Kane et al., 2007).
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Jedna se o homologni gen s geny AP1, FUL a CAULIFLOWER (CAL), které se nachazi
u A. thaliana (Danyluk et al., 2003; Trevaskis et al., 2003; Yan et al., 2003) a jsou
zodpovédné za iniciaci pfechodu z vegetativni do reprodukéni faze. Funkce tohoto genu je
sice zachovana, ale jeho regulace je odlisna od genu A. thaliana. U pSenice jsou jednotlivé
alely VRN1 charakterizovany zménami v promotorové oblasti a/nebo v prvnim intronu (Yan
et al., 2003; Yan et al., 2004a; Fu et al., 2005). U A. thaliana je variabilita spojovana
s nefunk¢nosti nebo ,,slabymi‘ alelami FRI a FLC nez mutacemi v AP1, FUL nebo CAL
(Gazzani et al., 2003).

VRN1 geny jsou lokalizovany na dlouhych ramenech chromozémi SA (VRN-A1), 5B
(VRN-B1) a 5D (VRN-D1). Rozdily v promotorové oblasti nebo v prvnim intronu genu
VRNL1 jsou spojeny s redukci nebo eliminaci vernalizaéniho pozadavku a tim vzniku jafin.
Recesivni forma genu se nachazi u ozimych odrud (Yan et al., 2004a; Fu et al. 2005).
Odlisné jarni fenotypy jsou spojeny se sekvencnimi zménami (delece, inzerce)
V promotorové oblasti a/nebo v prvnim intronu. Zmény na trovni sekvenci vedou K redukci
nebo zcela eliminaci vernaliza¢niho pozadavku, ¢imz dojde ke zvySeni exprese genu VRN1
(Fu et al., 2005).

Shitsukawa et al. (2007) vytvofili mutantni rostliny T. monococcum v genu VRN,
které nebyly schopné vykvést. Tim demonstrovali, Ze tento gen je nezbytny pro ptechod
z vegetativni faze do reprodukéni. Nicméné studie Chen et Dubcovsky z roku 2012 tuto
teorii vyvratila a prokazala, ze gen VRN1 neni nezbytny pro iniciaci kveteni. Mutantni

rostliny v tomto genu kvetly sice pozdéji, ale produkovaly normalni kvéty i fertilni semena.

Jak jiz bylo feceno vyse, tak jarni alely se 1isi na sekvencni urovni (Obrazek 3).
U alely Vrn-Ala byla pozorovana inzerce repetitivniho elementu Vv promotorové oblasti,
ktery byl pojmenovan jako ,,Spring foldback element* (SFE). Promotorova oblast této alely
byla duplikovana. Repetitivni element je slozen ze dvou fragmentd o0 velikosti 222 bp
a 131 bp (Yan et al., 2004a). Alela Vrn-Alb ma dvé mutace v oblasti nazvané ,,host direct
duplications® (HDD) a deleci v 5"UTR o velikosti 20 bp (nepiekladana oblast). Tato alela se
vyskytuje u tetraploidnich i hexaploidnich odrid (Yan et al., 2004a). Alela Vrn-Alc obsahuje
deleci v prvnim intronu (Fu et al., 2005). Alely Vrn-Ald a Vrn-Ale byly identifikovany
u tetraploidnich odrad. Alela Vrn-Ald obsahuje 32 bp deleci v HDD oblasti. Alela Vrn-Ale
ma 54 bp deleci, ktera se nachazi v CArG box (Fu et al, 2005). Alela
VRN-A1f je charakteristicka 8 bp a 50 bp deleci v promotorové oblasti (Golovnina et al.,

11



2010). Ve studii Ivanicova et al. (2016) byla identifikovana dalsi alela ovliviiujici dobu

kveteni u jarnich odrid a kviali své podobnosti s alelou Vrn-Alf byla pojmenovana

VRN-A1lf-like. Tuto alelu charakterizuje inzerce neautonomniho transpozénu MITE

(miniature inverted-repeats transposable element), ktery se nachazi v prvnim intronu a jeho

velikost je 433 bp. Dale se u této alely nachazela 2753 bp delece. Rozdil mezi alelami
Vrn-Alf a Vrn-Alf-like je 1 bp indel v HDD oblasti (Ivanicova et al., 2016). Shcherban et al.

(2016) se ve své studii snazili objasnit piivod jarniho fenotypu u T. timopheevii. Podle zavéra

autoru je inzerce transpozonu MITE zodpovédna za vznik jafin, protoze tato inzerce nebyla

identifikovana u odrid se ozimym rstovym typem.
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Obrazek 3: Schématicky pi‘ehled alel VRN-AL (pfevzato a upraveno dle Ivanicova, 2017)

Schématické porovnani

dominantnich

alel VRN-Al, které zptisobuji jarni

fenotyp, v porovnani

s recesivni alelou vrn-Al, ktera se nachazi u ozimych psenic. Exony jsou v obrazku vyznaéeny jako oranzové
Sipky a introny jako bilé obdélniky. Promotor se nachazi pted prvnim exonem. Kazda dominantni alela je

charakteristickd inzerci a/nebo deleci v promotorové oblasti a/nebo v prvnim intronu.
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Odlisné jarni alely byly popsany také u dominantnich genti Vrn-B1 a Vrn-D1. U obou
gent jsou rozdily mezi alelami pfedev§im na zékladé zmén v prvnim intronu v porovnani
S jejich recesivnimi alelami (Yan et al., 2004a; Fu et al., 2005). Alela Vrn-Bla obsahuje
deleci v oblasti prvniho intronu (Fu et al., 2005). Alela Vrn-Blb byla identifikovana
u odridy Alpowa. Tato alela v porovnani s alelou Vrn-Bla obsahuje navic 36 bp deleci
a SNP (Santra et al., 2009). Milec et al. (2012) identifikovali alelu Vrn-B1c, ktera ma deleci
a zaroven duplikaci v prvnim intronu. Tato alela byla také identifikovana ve studii
Shcherban et al. (2012). Fu et al. (2005) charakterizovali dominantni alelu Vrn-Dla, ktera
méla 4 235 bp deleci v prvnim intronu. Alela Vrn-D1b navic obsahuje nukleotidovou
substituci v promotorové oblasti (CarG box) v porovnani s alelou Vrn-Dla (Zhang et al.,
2012). Dalsi popsanou alelou byla Vrn-D1c, ktera obsahovala 174 bp inzerci (Zhang et al.,
2015).

Jednotlivé polymorfizmy v regulacnich oblastech promotoru nebo v prvnim intronu
genu VRNL1 jsou spojovany se ztratou vernalizaéniho pozadavku nebo jeho snizenim (Yan et
al., 2003, 2004b; Fu et al., 2005). Dominantni alela Vrn-Al zptasobuje kompletni ztratu
vernaliza¢niho pozadavku a je epistaticka vii¢i dominantnim aleldm Vrn-B1 a Vrn-D1. Tyto
dve alely maji malou citlivost vii¢i vernalizaci. V piipadé jejich vystaveni vernalizaénimu

procesu dojde k urychleni doby kveteni. (Pugsley, 1971). Vrn-Al ma siln&jsi jarni fenotyp
Vv porovnani s Vrn-B1 a Vrn-D1 (Trevaskis et al., 2003).

Gen VRN1 ma dvoji roli v procesu iniciace kveteni. Jedna se o ortologni gen ke genu
AP1, ktery se nachazi u A. thaliana, a je exprimovan v apikalnim meristému (apex)
(Loukoianov et al., 2005) (Obrazek 4). Béhem vernalizace dochazi k indukci transkripce
genu VRNL1, a to jak v listech, tak v apexu. V apexu VRNL1 iniciuje ptechod z vegetativni do
reprodukéni faze. Naopak v listech ma tento gen vliv na gen FLOWERING LOCUS T-LIKE
1 (FT1), (Deng et al., 2015), ktery je soucasti fotoperiodické drahy.
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Obrazek 4: Schéma porovnavajici drahy indukujici kveteni u A. thaliana a p$enice. (Pfevzato a upraveno
dle Milec et al., 2014). Na obrazku jsou znazornéné genové interakce indukujici kveteni u A. thaliana
a pSenice.

Gen VRN2

Gen VRN2 je povazovan za hlavni represor kveteni. Nicméné ve studii Xiao et al.
(2014) popsali dalsi mechanismus, ktery ma vliv na akumulaci mRNA genu TaVRNL.
Produkt genu TaGRP2 se vaze na pre-mRNA genu TaVRNL1. Dojde tak k poklesu mnozstvi
MRNA genu TaVRNL1, a tim potlaceni kveteni. Naopak vernaliza¢ni proces vede ke snizeni
mnozstvi proteinu TaGRP2 a muze dojit k akumulaci mMRNA genu TaVRN1. Exprese genu
VRN2 je snizovana vernalizaci a kratkymi dny (Yan et al., 2004b; Dubcovsky et al., 2006;
Chen et Dubcovsky, 2012). Geny VRN2 jsou lokalizovany na 5A a 5B chromozému
u tetraploidni pSenice. (Yan et al., 2004b; Distelfeld et al., 2009). Lokus genu VRN2
zahrnuje dva tandemové se opakujici geny — ZCCT1 a ZCCT2, jejichz proteiny maji motiv
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zinkového prstu a obsahuji CCT doménu (Yan et al., 2004b). Zinkovy prst se nachazi na
N-konci proteinu a CCT doména na jeho C- konci. Produkty exprese genu VRN2 snizuji
transkripci genu VRN3 béhem podzimu a inhibuji tak kveteni (Yan et al., 2006). Inhibice
probiha prostiednictvim kompetitivni interakce jinych proteini s CCT doménou. CCT
doména interaguje s transkripénim faktorem NF-Y (komplex nuklearniho faktoru — Y).
Lietal. (2011) s vyuzitim kvasinkovych dvou a tfi-hybridnich systémi zjistili, ze s CCT
doménou, ktera se nachazi u proteint VRN2 a CO (protein fotoperiodické drahy), interaguje
stejna podskupina riznych osmi proteini NF-Y. Jedna se tedy o kompetici mezi genem
VRN2 a genem CO. Dale prokazali, ze mutace v CTT domén¢ u genu VRN2 eliminuji

pozadavek na vernalizaci u ozimé pSenice.

Gen VRN2 nema jasny ortolog u A. thaliana. Nejblizsim orthologem je gen Ghd7
nachazejici se u ryze. Tento gen je také represorem kveteni (Xue et al., 2008). Soucasné
odstranéni nebo mutace v obou genech ZCCT1 a ZCCT2 (u vSech homologit) je spojeno
s recesivni alelou a tim vzniku jafin (Yan et al., 2004b; Distelfeld et al., 2009). Dominantni
forma genu se nachazi u ozimych odrid. Hlavni tloha genu VRN2 je potlaceni indukce genu

VRNS3 béhem podzimu, ¢imz dochéazi k zabranéni kveteni pred zimou.

vvvvvv

pSenic je efekt nefunkénich alel VRN2 €asto maskovan z ditvodu pfitomnosti dalSich dvou
kopii. Ve studii Kippes et al. (2016) vyvinuli trojité mutanty pro gen VRN2. Nevernalizované
vrn2-null rostliny kvetly o 118 dni dfive nez ozimé kontroly a vykazovali omezenou
vernalizaéni odpovéd’. Alela Vrn-B2 v porovnani s Vrn-D2 je exprimovana ve vysSich
hladinéch a také vykazuje siln&jsi represivni efekt pii ¢aste¢né vernalizaci. TudiZ kombinace
alel Vrn-B2 a Vrn-D2 by mohla byt vyuzita pro modulaci vernaliza¢niho procesu v oblastech
s mirnymi zimami (Kippes et al., 2016).

Gen VRN3

Gen VRN3 je integratorem signalt mezi fotoperiodickou (Ppd) a vernaliza¢ni (VRN1
a VRN2) drdhou. Koduje mobilni element (tzv. florigen), ktery je z listl transportovan
do apexu, kde indukuje kveteni tim, Ze aktivuje expresi VRN1. Gen VRN3 je homologem ke
genu FT, ktery se nachazi u A. thaliana (Yan et al., 2006). Urychluje reprodukéni vyvoj
apexu a je indukovan dlouhymi dny. Dominantni alela VRN3 je spojovana s inzerci

retroelementu do promotoru (Yan et al., 2006).
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Geny VRN3 jsou Vrn-A3, Vrn-B3 a Vrn-D3. Jsou lokalizovany na 7A, 7B a 7D
chromozomech a patii mezi RAF kinazové inhibitory (Yan et al., 2006; Bonnin et al., 2008).
Alely s vysokou hladinou exprese jsou spojovany s dominantnim jarnim typem u pSenice
(Yan et al., 2006). B€éhem podzimu je exprese VRN3 V listech snizovana genem VRNZ2, aby
se zabranilo kveteni pfed zimou (Yan et al., 2004b). V priubéhu vernalizace dochazi
k expresi genu VRN1 v listech, ¢imz dojde k potlaceni exprese genu VRN2. Neptitomnost
produktu genu VRN2 a zvySovani délky dne béhem jara vede k indukci exprese genu VRN3.
Nasleduje transport produktu do apexu s naslednou indukei kveteni (Loukaianov et al.,
2005; Chen et Dubcovsky 2012, Distelfeld et al., 2009). Protein VRN3 interaguje
s FLOWERING LOCUS D-LIKE 2 (FDL2) (Li et Dubcovsky, 2008). Tento proteinovy
komplex se nasledné vaze do promotoru genu VRN1 (Li et al., 2015), ¢imz zvysi jeho expresi

nad kritickou hodnotu. Ta je potieba k ptechodu do reprodukéni faze (Distelfeld et al., 2009).

Stejné jak je tomu u VRN, tak i dominantni alely VRN3 poskytuji jarni fenotyp.
Dominantni alela Vrn-B3a obsahuje 5,3 kb inzerci retrotrasnpozénu v promotorové oblasti,
zatimco alela Vrn-B3b ma 890 bp inzerci v 5’UTR oblasti. Alela Vrn-B3c se 1isi od alely
Vrn-B3a delecemi 20 a 4 bp v sekvenci retrotranspozonu. Nicméné tato delece nema vliv na
transkripci a doba kveteni u rostlin s témito alelami je porovnatelna (Yan et al., 2006; Chen
et al., 2013). Také byly identifikovany dvé recesivni alely vrn-D3, které se lisily v poctu
guaninovych bazi ve 3. exonu. Alela vrn-D3a ma celkem ¢tyfi guaniny, alela vrn-D3b
0 jeden guanin méné. Rostliny s alelou vrn-D3a kvetou diive nez s vrn-D3b (Bonnin et
al.,2008; Wang et al., 2009; Chen et al., 2010).

Gen VRN4

Gen VRN4 nebyl identifikovan na vSech subgenomech, ale pouze na
subgenomu D (VRN-D4). Je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 5D (Kippes et
al., 2014). Autoti piedpokladaji, ze se jedna o kopii genu VRN1, ktery byl translokovan do
této oblasti. Pfitomnost alely Vrn-D4 je spojovana se zvySenim transkripce VRN1 a FT1
a snizeni transkripce VRN2 v listech (Yoshida et al., 2010). Ackoliv k expresi VRN-D4
dochazi beéhem pocatec¢niho vyvoje v nepfitomnosti vernalizace, tak sekvence tohoto genu
neobsahuje znamé mutace, které jsou spojovany s jafinami a byly popsany u VRN1. Namisto
toho byly identifikovany tfi jedno-nukleotidové polymorfizmy Vv oblasti prvniho intronu,

které jsou pravdépodobné zodpovédné za jarni ristovy typ. Krom€ zmén v prvnim intronu
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identifikovali jeden jedno-nukleotidovy polymorfizmus v oblasti ¢tvrtého exonu (Kippes et
al., 2015).

3.3.4. Fotoperiodicka draha

Nezanedbatelny vliv na kveteni rostliny ma délka dne. Schopnost rostlin reagovat na
zmény v délce osvitu se nazyva fotoperiodizmus. Vnimani délky dne umoznuje rostlinAm
rozeznavat, jak dlouho jsou vystaveny vnéj§imu zafeni a odlisit den/noc. Informace
0 zménach v délce dne rostliny vyuzivaji pro nacasovani fenologickych zmén. Diky tomu
mohou piizplsobit sviij rist a vyvoj na obdobi, kdy se nachazeji v ptiznivych podminkéach.
Timto minimalizuji poskozeni organti, které jsou nezbytné pro kveteni. Pfed samotnym
kvetenim u pSenice musi dojit ke koordinaci fotoperiodické drahy a drahy vernaliza¢ni.
Teprve po splnéni vernalizacniho i fotoperiodického pozadavku muzZe rostlina vykvést

(Kumar et al., 2012).

Dle naroku na fotoperiodu se rostliny déli na kratkodenni a dlouhodenni.
Kratkodenni rostliny piechazeji do generativni faze vlivem kratkého dne. U dlouhodennich
rostliny je potfeba dlouhého dne pro indukci kveteni. V piipad¢, ze nedojde k dostate¢nému
splnéni  fotoperiodického pozadavku, dochazi ke zpozdéni kveteni. Kratkodenni
a dlouhodenni rostliny se fadi do skupiny tzv. citlivych rostlin k fotoperiod¢. Druhou
skupinou jsou rostliny necitlivé k fotoperiodé. Tyto rostliny nevyzaduji fotoperiodu pro
prechod do reprodukéni faze a prechazeji do ni v okamziku, jak dojde na jafe k otepleni

(Kamran et al., 2014).

Psenice seta se fadi mezi dlouhodenni rostliny a k tomu, aby vykvetla, potiebuje
nejméné 14 hodin svétla. Expozice dlouhym dnem urychluje jeji kveteni, naopak kratky den
kveteni zpozd'uje (dle Milec et al., 2014). Nicméné postupnymi mutacemi ve
fotoperiodickych genech doslo u nékterych linii pSenice ke ztraté citlivosti k fotoperiodé.
Tyto linie kvetou béhem kratkého 1 dlouhého dne. PSenice necitliva k fotoperiodé je
roz§itena v oblastech s kratkou fotoperiodou, nebo tam kde je potieba, aby psenice dozrala
pfed nastupem hornich letnich teplot, ¢imz se zabrani redukci celé urody (napft. jizni Evropa
nebo oblast Urodného ptilmésice). Naopak linie, které jsou citlivé, se nachazeji ve vyssich
zemé&pisnych sitkach. Fotoperioda je u pSenice pfedevsim kontrolovana geny Ppd (Turner et

al., 2005; Beales et al., 2007).

17



Fotoreceptory

Svétlo je u rostlin dalezitym enviromentalnim podnétem, ktery fidi jejich vyvoj,
morfogenezi i fyziologii. Svétlo je vnimano pomoci specializovanych fotoreceptoru, které
jsou schopné detekovat a reagovat na rizné svételné zmeény jako je kvalita, intenzita ¢i délka
pusobeni. Proteiny, které umoziuji vnimat svétlo a reagovat na specifické vinové délky,
obsahuji chromofory. Mezi hlavni fotoreceptory u rostlin se fadi fytochromy (vnimani

¢erveného svétla) a kryptochromy (vnimani modrého svétla) (Christie et al., 2015).

Fytochromy jsou chromoproteiny absorbujici ¢ervené svétlo a tzv. far red svétlo
a nejpocetnéjSimi z celé skupiny fytochromt. Ve tmé jsou fytochromy piitomné
Vv inaktivované formé (Pr). Tato forma absorbuje cervené svétlo, ¢imz se neaktivni forma
konvertuje na aktivni formu (Pfr). Aktivni forma Pfr pfechazi zpatky do neaktivni
konformace Pr tim, Ze absorbuje svétlo o vyssi vinové délce (tzv. far red svétlo) (Rockwell

et al., 2006; Quiail, 2007).

Kryptochromy byly mezi prvnimi receptory, které byly charakterizovdny na
molekularni urovni. Reguluji fotomorfogenni vyvoj a fotoperiodickou kontrolu ovliviujici
kveteni rostlin. Kryptochromy vykazuji ur¢itou homologii s fotolyazami, jejichz funkci jsou
opravy DNA. Fotolyazy jsou enzymy, které jsou aktivovany modrym svétlem. Stejnym
zpusobem jsou aktivovany i kryptochromy (dle Christie et al., 2015). Kryptochromy maji
dvé domény. Jedna se o N- a C- terminalni domény. Na N-terminalnim konci se nachazi
PHR (Photolyase-Homologous Region), kde dochazi k absorpci fotonti a je zde navazan
FAD chromofor. U A. thaliana byly identifikovany celkem tfi kryptrochromy: cryl, cry 2
a cry3. Cry2 je zapojen do regulace kveteni vlivem délky dne (Liu et al., 2011).

Geny Ppd

Geny Ppd byly identifikovany na kratkém raménku druhého chromozému na vsech
titech subgenomech (Ppd-Al, Ppd-B1l a Ppd-D1). Jsou soucasti proteinové rodiny Pseudo
response regulator (PRR) a jejich orthologem je gen Ppd-H1, ktery se nachazi u jeémene
(Turner et al., 2005; Beales et al., 2007). Khlestkina et al. (2009) popsali gen Ppd-B2, ktery
je lokalizovan na kratkém raménku sedmého chromozému. Tento gen urychluje kveteni pfi

dlouhém dnu.
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Dominantni alela se nachazi u linii, které¢ jsou necitlivé vic¢i fotoperiodé. Tyto alely
se oznacuji pismenem ,a“. Naopak alely citlivé vic¢i fotoperiod¢ se znaci pismenem
,,b (Beales et al., 2007). Citlivost vici fotoperiodé poskytuji recesivni alely. Odlisné alely
gent Ppd vedou k rizné potieb¢ fotoperiody a tim vzniku rozdilnych odrud (Wilhelm et al.,
2009; Beales et al., 2007, Diaz et al., 2012; Nishida et al., 2013). Necitlivé alely
k fotoperiodé¢ (Ppd-la) se nachazeji u odrid, které kvetou dfive. ZvySeni exprese alel
Ppd-Dla a Ppd-Ala je zpusobena delecemi v promotorové oblasti. Tim se 1isi od alely

Vrwe

etal., 2012).

Nejsilnéjsi efekt na dobu kveteni ve srovnani s ostatnimi geny ma gen Ppd-D1.
Predominantni mutace v alele Ppd-Dla vedla ke vzniku linii necitlivych k fotoperiod¢.
Alela Ppd-Dla obsahuje 2 089 bp deleci v promotorové oblasti a zpisobuje aktivaci
fotoperiodické drahy bez ohledu na délku dne (Beales et al., 2007). Ve studii Wilhelm et al.
(2009) byla popsana necitliva alela Ppd-Ala u T. durum. Obsahovala deleci 1 029 bp nebo
1117 bp. Alela Ppd-Ala popsana Nishidou et al. (2013) méla 1 085 bp deleci v 5'UTR
oblasti. Alela Ppd-Blal je charakteristicka 308 bp inzerci v kodujici oblasti. Tato alela je

také zodpoveédna za necitlivost vici fotoperiodé (Nishida et al., 2013).

vvvvvv

mély zvySeny pocet kopii genu Ppd-Bla. V piipadé jedné kopie genu Ppd-Bla byla rostlina
citliva vici fotoperiodé¢ a postupné zvySovani poctu kopii vedlo k necitlivosti a tim
kopii genu Ppd-B1 nekvetly ve stejnou dobu. Mapovaci populace vznikla z kiizeni dvou
jarnich hexaploidnich odriid. Rozdil mezi n¢kterymi rostlinami byl 16 dni. Podle autort je
za rozdil v dobé kveteni pravdépodobné zodpovédnd zmeéna na urovni genové exprese
a metylace ptislusného genu. Jiz diive se metylaci genu Ppd-B1 zabyvala studie Sun et al.
a ztraté citlivosti k fotoperiodé. Regulaci genu Ppd-B1 a jeho vlivu na dobu kveteni se dale
zabyvali ve studii Kiseleva et al. (2017). Pro kiizeni pouzili kultivary, které se lisily v dobé
kveteni. Linie Ppd-m a Ppd-w obsahovaly introgrese Ppd-Bla z kultivaru Sonora. Tyto linie
se vSak liSily v dobé kveteni. Ppd-m kvetla o 4 dny dfive nez Ppd-w. Analyzou piislusného
lokusu identifikovali, Ze rozdil mezi alelami je dan ptitomnosti dvou jednonukleotidovych

polymorfizmt a indelem, ktery se nachazi v promotorové oblasti. Také se zabyvali interakci
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mezi Ppd-Bla s fytochromy a geny indukujicimi kveteni (VRN1 a TaFT1). Potvrdili, ze
existuje pozitivni obousmérna regulace Ppd-Bla a PhyC s ptispénim FHY3/FARI.

Alely citlivé k fotoperiod¢ jsou exprimovany béhem dne a nejvyssi exprese se
vyskytuje 3 az 6 hodin po svitani. Tyto alely se neexprimuji ve tm¢. Naproti tomu alely
necitlivé vici fotoperiod¢ jsou charakteristické abnormalni expresi v pribéhu celého dne

(Beales et al., 2007; Wilhelm et al., 2009; Diaz et al., 2012).

Fotoperiodicka draha zprostfedkovavana geny Ppd ovliviiuje expresi vernaliza¢niho
genu VRN3 (Obrazek 5). Protein Ppd ptsobi na expresi genu VRN3 pomoci proteinu
Triticum aestivum CONSTANS (TaCO). Stejné jako gen VRN2 i Ppd obsahuje CTT
doménu. Jak jiz bylo zminéno vyse, tak S CTT doménou interaguje transkripéni faktor
NF-Y. Pfed nastupem zimy se na tento transkripéni faktor vaze VRN2, ¢imz dojde
k destabilizaci TaCO, potlac¢eni exprese VRN3 a zabranéni kveteni (Chen et Dubcovsky,
2012; Li et al, 2011).

v v v

Ppd1b Ppd1b Ppd1a
citliva citliva necitliva

y v y
L ~ R 1= L

NF-Y NF-Y
VRN3 VRN3 VRN3
(a) (b) (c)

Obrazek 5: Schématicky model determinace (ne)citlivosti k fotoperiodé u pSenice (pifevzato a upraveno
dle Ivaniova, 2017). Na obrazku (a) je znazornéna citliva alela k fotoperiodé v podminkach dlouhého dne.
Obrazek (b) znazornuje alelu citlivou k fotoperiodé v podminkéach kratkého dne. Na obrazku (c) je znazornéna
necitliva alela k fotoperiodé bez ohledu na délku dne. Exprese alel Ppd vede ke stabilizaci komplexu
CO — NF-Y, ktery ma vliv na gen VRN3 a dojde K indukci kveteni. V ptipadé¢ citlivosti vii¢i fotoperiodé
v podminkach kratkého dne (b) nedochazi ke stabilizaci zminéného komplexu, a tim k represi kveteni.
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3.3.5 Geny ranosti — Earliness per se (Eps)

Tteti skupinou gent, které ovlivituji dobu kveteni u pSenice, jsou geny Eps. Tyto
geny jsou dulezité pro jemné doladéni ¢asu kveteni a tim spojenou adaptaci dané rostliny
Kk rozdilnym enviromentalnim podminkam. Appendino et al. (2003) definuji geny Eps jako

¢as do doby kveteni poté, co byl splnén vernaliza¢ni a fotoperiodicky pozadavek.

Detailnéjsi studium mechanizmu a vlivu gent Eps na dobu kveteni je umoznéno
tehdy, kdyz dojde k eliminaci efektu gentt VRN a PPD (Kamran et al., 2014). VétSina studii
uvadéla jen jejich vliv na kveteni, ale né€které uvadi, ze maji tzv. pleiotropni efekt.
To znamena4, ze kromé kveteni ovliviiuji i jin€ agronomické znaky (napt. pocet klaskti, pocet
zrn na klas), (Bullrich et al., 2002; Lewis et al., 2007). Dale bylo uvadéno, Ze geny Eps
nejsou zavislé na podminkach vnéjsiho prostiedi. Nicméné nékteré studie potvrdily, ze napft.
odlisna teplota ma na tyto geny vliv (Bullrich et al., 2002; Lewis et al., 2007). N¢&kolik
lokusti Eps bylo mapovano na riznych chromozémech u pSenice (Miura et Worland, 1994;
Griffiths et al., 2009; Bullrich et al., 2012).

Vzhledem K jejich pomérné malému tc¢inku, byly geny Eps dfive mapovany pouze
jako QTL. V poslednich letech vSak geny Eps byly definovany piesnéji pomoci témét
izogenickych linii (NILs). Gen Eps-A™1 je studovan jiz po delsi dobu a byl identifikovan na
chromozému 1A™L u T. monococcum (Bullrich et al., 2002). Kromé vlivu na kveteni ma
tento gen vliv na pocet klaskl a pocet zrn na klas u diploidni pSenice (Lewis et al, 2008).
Jako kandidatni geny pro lokus Eps-A™1 jsou navrzeny geny MOLYBDENUM
TRANSPORTER 1 (MOT1) a FILAMENTATION TEMPERATURE SENSITIVE H (FtsH4),
(Faricelli et al., 2010). Ve studii Alvarez et al. (2016) byl urcen dalsi kandidatni gen pro
tento lokus — EARLY FLOWERING 3 (ELF3). Dalsi definovany lokus je Eps-3A™
(Gawronski et Schnurbusch, 2012). Mezi lokusy Eps-A™1 a Eps-3A™ existuji napadné
podobnosti. Oba maji pleiotropni efekt (Lewis et al., 2008, Gawronski et al., 2014) a jsou

termosenzitivni (Bullrich et al., 2002; Gawronski et al., 2014).

Lepsi pochopeni mechanizmu gent Eps a jejich efektu na jednotlivé vyvojové faze
umozni Slechtitelim pfizpasobit péstovani odriad v rozdilnych enviromentéalnich

podminkach a zvysit tim potencialni vynos (Griffiths et al., 2009; Lewis et al., 2008).
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Biologicky material

4.1.1 Analyza genové exprese

Jako biologicky material byla pouzita semena Triticum aestivum kultivary Tahti
a Mooni, Triticum militinae a linii - DHB81 a F3 147. Kultivary Tahti a Mooni maji alelu
Vrn-Ala. Zbyvajici linie maji alelu Vrn-Alf-like (Tabulka 1). Linie DH81 vznikla
dihaploidizaci linie 8.1, kterd nesla introgrese na sedmi chromozomech pochazejicich

z T. militinae (Jakobson et al., 2006, 2012). Linie 147 byla vybrana z F3 generace, ktera

vznikla zkfiZzenim mezi linii DH&1 a kultivarem Mooni.

Semena byla poskytnuta Mgr. Zuzanou Ivani¢ovou, Ph.D. (Ustav experimentalni

botaniky AV CR, v.v.i., Olomouc).

Tabulka 1: Piehled pouzitych kultivaru a linii pro analyzu relativni exprese genu VRN1

s jejich ristovym typem, genomem a typem alely genu VRN1

Varieta Riistovy typ Genom Alela
T. aestivum kultivar Téhti jafina hexaploid Vrn-Ala
T. aestivum kultivar Mooni jafina hexaploid Vrn-Ala
linie DH81 jafina hexaploid Vrn-Al-f-like
linie F3 147 jafina hexaploid Vrn-Al-f-like
T. militinae jafina tetraploid Vrn-Al-f-like
Experiment la Nevernalizovana sada rostlin
Experiment 1b Vernalizovana sada rostlin

4.1.2 Analyza pritomnosti alely Vrn-Alf-like a polymorfizmu genii kodujici protein

VRN2 u vybranych pSenic s genomem AAGG

Pro analyzu bylo pouzito celkem 93 riznych linii tetraploidnich psenic s genomem
AAGG (Tabulka 2 a 3). DNA extrahovana z téchto linii byla poskytnuta Mgr. Zuzanou

Ivani¢ovou, Ph.D. (Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i., Olomouc).

Tabulka 2: Rostlinny material pouzity pro analyzu piitomnosti alely Vrn-Alf-like
a sekvencni analyzu genu VRNZ (rostliny ziskané z genové banky IPK Gatersleben)

Polozka Druh
TRI 11345 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
TR1 11354 Triticum araraticum subsp. araraticum var. thumanianii
TRI 11356 Triticum araraticum subsp. araraticum var. thumanianii
TRI 11358 Triticum araraticum subsp. araraticum var. araraticum
TRI 11361 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
TRI 11362 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
TRI 11363 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
TRI 11364 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
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Pokracovani tabulky 2: Rostlinny material pouzity pro analyzu pfitomnosti alely
Vrn-Alf-like asekvencni analyzu genu VRN2 (rostliny ziskané z genové banky IPK
Gatersleben)

Polozka Druh
TRI 11365 Triticum araraticum subsp. araraticum var. thumanianii
TRI 11366 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
TRI 11367 Triticum araraticum subsp. araraticum var. araraticum
TRI 11506 Triticum araraticum subsp. araraticum var. thumanianii
TRI 11507 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum var. kurdistanicum
TRI 11508 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum var. kurdistanicum
TRI 11509 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum var. nabelicum
TRI 11564 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum var. araxinum
TRI 11939 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum var. kurdistanicum
TRI 11945 Triticum araraticum subsp. araraticum var. thumanianii
TRI 11947 Triticum araraticum subsp. araraticum var. araraticum
TRI 12751 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. timopheevii
TRI 13159 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk.
TRI 13604 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. viticulosum
TRI 13606 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. timopheevii
TRI 14269 Triticum araraticum subsp. araraticum var. thumanianii
TRI 16597 Triticum araraticum Jakubz.
TRI1 16598 Triticum araraticum Jakubz.
TRI 16599 Triticum araraticum Jakubz.
TRI1 16600 Triticum araraticum Jakubz.
TRI1 16602 Triticum araraticum Jakubz.
TRI 17028 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum var. nabelicum
TRI 17216 Triticum araraticum subsp. araraticum var. araraticum
TR1 17218 Triticum araraticum Jakubz.
TRI 17220 Triticum araraticum Jakubz.
TRI 18469 Triticum araraticum subsp. araraticum var. araxinum
TRI 18470 Triticum araraticum subsp. araraticum var. araxinum
TRI1 18471 Triticum araraticum Jakubz.
TRI1 18472 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum var. kurdistanicum
TRI 18473 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI 18474 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI 18476 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI1 18483 Triticum araraticum subsp. araraticum
TRI 18509 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI 18510 Triticum araraticum subsp. araraticum var. thumanianii
TRI 18511 Triticum araraticum Jakubz.
TRI1 18513 Triticum araraticum Jakubz.
TRI1 18514 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI 18515 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI 18517 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI 18518 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI 18522 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
TRI 18534 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nigricans
TRI 18535 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
TRI 18537 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum
TRI 18538 Triticum araraticum Jakubz.
TRI 18540 Triticum araraticum subsp. kurdistanicum
TRI 19075 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nigrum
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Pokracovani tabulky 2: Rostlinny material pouzity pro analyzu pfitomnosti alely
Vrn-Alf-like asekvencni analyzu genu VRN2 (rostliny ziskané z genové banky IPK
Gatersleben)

Polozka Druh
TRI 28646 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. viticulosum
TRI 29358 Triticum araraticum subsp. araraticum var. thumanianii
TRI 3407 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. thimopheevii
TRI 3433 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. thimopheevii
TRI 4349 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. thimopheevii
TRI 4362 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. viticulosum
TRI 5352 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. thimopheevii
TRI 677 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. thimopheevii
TRI 6912 Triticum araraticum Jakubz.
TRI 7272 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. thimopheevii
TRI 7301 Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. var. nigrum
TRI 7388 Triticum araraticum subsp. araraticum var. nachitschevanicum

Tabulka 3: Rostlinny material pouzity pro analyzu ptitomnosti alely Vrn-Alf-like
a sekvenéni analyzu genu VRN2 (rostliny ziskané z genové banky United States Department of
Agriculture — Agriculture Research Service, National Small Grains Collection)

Polozka Druh

P1 538464 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538470 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1538472 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1538473 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1538474 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538475 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1538476 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1538477 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538484 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538485 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538496 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538497 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
Pl 538498 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538504 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538505 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538506 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538507 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 538512 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1538516 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
P1 542472 Triticum timopheevii subsp. timopheevii

P1 572916 Triticum timopheevii subsp. timopheevii

P1 572917 Triticum timopheevii subsp. timopheevii

P1 596290 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
Pl 654340 Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)
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4.2 Seznam pouzitych chemikalii

magnetické kuli¢ky (GeneFind 2.0, Immunotech), agaréza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9539),
velikostni marker GeneRuler 100 bp, DNA Ladder Plus (Fermentas, Kanada), ethidium
bromid (Sigma Chemical CO., kat. ¢. E8751), sacharoza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S0389),
p-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M3148), nukleotidy —dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(Fermentas kat. ¢. 10297117), HOT FIREPol DNA polymerase (Solis-Biodyne, Estonsko),

4.3 Seznam pouzitych roztoki
5x TBE (pH = 8):

450 mmol/l tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 741883)
450 mmol/l kyselina borita (Lachner, kat. ¢. 10017-APO)
10 mmol/l dihydrat disodné soli EDTA (Fluka, kat. ¢. 03610)

1x PCR pufr (pH = 8,2)

10 mmol/Il tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat.
&. 252859)

1,5 mmol/l MgCl2 (Sigma-Aldrich, kat. &. M2393)

50 mmol/Il KCI (Lachner, kat. ¢. 30079-CPO0)

0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8787)

Cresol red

0,01% o-kresolsulfoftalein (Sigma-Aldrich, kat. ¢. W348007)

1,5% sachardza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S0389)

Nukleotidy (Fermentas, kat. ¢. 10297117)
200 umol/l  dATP
200 pumol/l  dCTP
200 ymol/l  dGTP

200 umol/l  dTTP
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4.4 Seznam pouzitych komercénich kit

RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, kat. &. 74903)

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, kat. ¢. 05081955001)

gPCR 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, s.r.o0., kat. ¢. p5S51)

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies™, kat. ¢. 4337455)
Agencourt® CelanSeq® Kit (Beckman Coulter, kat. &. A29151)

4.5 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

automaticky robot (Beckman Coulter, Biomek NXP, USA), homogenizaéni oscilaéni mlyn
MM301 (Retsch, Némecko), termostat BT 120M (Laboratorni piistroje Praha, CR), vodni
lazett (Julabo, TW8 — CR), elektroforetické aparatura pro agardzovou elektroforézu Thermo
Scientific OWL A6 (Separation Systems, Inc., USA), zdroj napéti pro agardézovou
elektroforézu  (Major Science, USA), dokumentaéni systém Syngene s UV
transiluminatorem (SynGene, UK), nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA), thermocycler C1000 Touch™ (Bio-Rad, USA), digitilni ptedvazky
(Shinko Denshi, Japonsko), mikrovinna trouba (Daewoo KOR-6C2B), automatické pipety
(Nichipet EX Plus, USA), stolni centrifuga (Benchmark MyFuge™ Mini), stolni centrifuga
(Centrifuge 54150, Eppendorf, USA), Flow-box (Holten LaminAir, Trigon-plus, CR),

Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific)

4.6 Péstovani linii pro analyzu genové exprese

misky s buni¢itou vatou navlhéenou pitnou vodou. Petriho misky byly umistény do lednic¢ky
po dobu 72 hodin s cilem synchronizace jejich kliceni. Nasledn€ byla semena inkubovéna
24 hodin v termostatu pii 25 °C. Pro experiment la byla nakli¢end semena kazdé linie
(20 semen od vSech zminénych linii) sazena do kvé&tinacl se zahradnickym substratem
(Raselina Agro) a umistény do fytotronu pii kontrolovanych podminkach 20 °C /16 hod pfi
vlhkosti 60 % (den) a 16 °C /8 hod pii vlhkosti 60 % (noc). Pro experiment 1b byly sazeny
jenotlivé linie (celkem 20 semen) do jiffovych kvétinaci (5 x 5 cm). Klicivost jednotlivych
linii se lisila, a v dasledku nizké kli¢ivosti semen T. militinae nebyla tato semena do studie
vramci pokusu 1b zatfazena. Jiffové kvétinace byly také umisténé do fytotronu pfi
kontrolovanych podminkach 20 °C /16 hod pii vlhkosti 60 % (den) a 16 °C /8 hod pii
vlhkosti 60 % (noc) po dobu 4 dnl. Néasledné byly rostliny pfemistény do podminek 6 °C /8
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hod pii vlhkosti 65 % (den) a 6 °C/16 hod pii vlhkosti 65 % (noc) z divodu jejich
vernalizace. Po 4 tydnech byly rostliny opét ptemistény do ptivodnich podminek.

4.7 Analyza genové exprese

Exprese alel Vrn-Ala a Vrn-Alf-like byla analyzovana u rostlin v obou ¢astech
experimentu (1a, 1b), a to Vv podminkach dlouhého dne. Z jednotlivych rostlin
byly odebrany tii listové segmenty (3 x 3 cm) do 2 ml mikrozkumavky se
dvémi sklenénymi kuli¢kami (0,5 mm). Mikrozkumavky byly ihned po odebrani vlozeny do
tekutého dusiku. Poté byly odebrané vzorky piemistény do mrazaku (-80 °C). Sbér
nevernalizovanych a vernalizovanych rostlin byl proveden po Sesti tydnech od jejich
vysazeni. Prvni sbér listad byl pro oba experimenty proveden dvé hodiny po zacatku
svételného rezimu, a to v Sest hodin rano. Pro analyzu exprese v pribéhu dne byly vzorky
odebirany kazdé tfi hodiny. Posledni sbér byl proveden po sedmnécti hodinach od zacatku

svételného reZzimu, a to v devét hodin vecer. Celkem bylo provedeno Sest sbért vzorkd.

4.8 1zolace RNA

Celkova bunécna RNA zrostlin jednotlivych linii byla izolovana pomoci
komeréniho kitu RNeasy®™ Plant Mini Kit (Qiagen, Némecko). Mikrozkumavky s rostlinnym
materialem byly homogenizovany v oscilacnim mlynu (MM301 Retsch, Némecko) se dvémi
sklenénymi kuli¢kami pii 27 000 Hz/2 minuty. Pfed samotnou homogenizaci, v jejim
prubéhu a po ni bylo se vzorky zachazeno tak, aby nedoSlo kjejich rozmrznuti.
Po homogenizaci byl pfidan do mikrozkumavek 550 pul RLC pufru, ktery byl predem
smichan s f-merkaptoethanolem (4,5 ul). Mikrozkumavka byla okamzité po pfidani pufru
zvortexovana a nasledn¢ inkubovana ve vodni 1azni pti 56 °C/2 min. Nésledné kroky izolace
RNA na kolonkach byly provedeny podle navodu od vyrobce. Po izolaci byla zjiSténa
koncentrace a Cistota vyizolované RNA na nanodropu (ND-1000 Spectrophotometer)

a nasledné byla vyizolovand RNA umisténa do mrazaku (-80 °C).

4.9 Prepis RNA do ¢cDNA

Ptrepis vzorkii z RNA do cDNA byl proveden pomoci Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kitu (Roche, Némecko). Jednotlivé kroky piepisu byly provedeny podle
navodu od vyrobce. Bylo pouzito 9 pl vyizolované RNA a pouzit anchored-oligo(dT):s
primer. Smés byla nejprve inkubovéna pii 65 °C po dobu 10 minut a nasledné byla piidana
reverzni transkriptdza. Kompletni reakéni smés pro syntézu cDNA méla celkovy objem

20 pl a byla inkubovana pii 50 °C po dobu 30 minut. Po této inkubaci jeste¢ probéhla

27



deaktivace enzymu reverzni transkriptazy, a to pii 85 °C po dobu 5 minut. Koncentrace
cDNA byla zméfena na fluorimetru Qubit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
a cCDNA byla ulozena do mrazaku (-20 °C).

4.10 Kvantitativni real-time PCR

Reakéni smés pro qPCR se skladala z 1x SYBR Master Mix (Top-Bio, s.r.o., CR),
10 ng cDNA a H20 do celkového objemu 15 pl. Reakce probihala v termocykléru C1000
Touch™ Thermal cycler — CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad, USA). Reakéni

podminky jsou uvedeny v Tabulce 4 a sekvence pouzitych primerti v Tabulce 5.

Tabulka 4: Reak¢ni podminky pro amplifikaci cCDNA real-time PCR

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocateéni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 10s
Annealing 60 40s 44
Elongace 72 10s
Analyza teploty tani 65 -2 94 (0,5 °C/s) 5s 1

Tabulka 5: Sekvence primert pouzitych pii kvantitativni real-time PCR

Gen Sekvence 5°— 3° Literarni zdroj

VRN-A1 F_GGAAACTGGTGTCACGAATA Loukoianov et al.
R_TGTTTCAGTGAGCTTTCCAG (2005)

GAPDH F_TTAGACTTGCGAAGCCAGCA Sun et al. (2014)

R_AAATGCCCTTGAGGTTTCCC

Data byla vyhodnocena pomoci programu Bio-Rad CFX Manager 3.1, ktery ur¢il
hodnoty Ct vzorku. K vyhodnoceni expresi jednotlivych vzorkt byla vyuZzita metoda AACt
(Livak et Schmittgen, 2001). Referen¢nim genem byl gen GAPDH (glyceraldehyd-3-fosft-
dehydrogendza). Jako kontrolni vzorek pro nevernalizovanou sadu byla pouzita
nevernalizovand rostlina DHS81, kterd byla odebrana dvé hodiny po zacatku svételného
rezimu (6:00). Pro vernalizovanou sadu byla pouZita vernalizovana rostlina DH81, ktera byla
taktéz odebrana dvé hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00). Také byla pouzita jedna
kontrola pro obé¢ sady, a to vernalizovana rostlina linie DH81 odebrana po ¢trnacti hodinach
od zacatku svételného rezimu (18:00).
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Ziskana data byla nasledné zpracovana v pocitacovém programu Microsoft Office
Excel 2016. Byl proveden vypocet smérodatnych odchylek a jednofaktorova ANOVA
(analyza rozptylu). Jednofaktorova ANOVA byla provedena pro zjisténi signifikantnich
rozdili genové exprese v ramci stejné hodiny mezi linii Tahti a ostatnimi studovanymi
liniemi. Pomoci tohoto analytického nastroje se provadi analyza rozptylu dat. Timto
zptisobem se zjistilo, zda jsou pfislusné hodnoty relativni exprese mezi porovnavanymi
liniemi signifikantné odlisné (*P < 0,05 nebo **P < 0,01). V pfipad¢, ze je hodnota P mensi
nez 0,05 tak lze fict, Ze hodnoty 224°T se mezi jednotlivymi liniemi vyznamné lisi,

a tedy se 1i8i i jejich exprese v daném casovém useku.

411 Analyza pritomnosti alely Vrn-Alf-like u vybranych pSenic
s genomem AAGG

U vybranych TRI a PI linii byla nejprve zjisténa pfitomnosti ¢i nepfitomnost
dominantni alely Vrn-Alf-like pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) dle podminek
uvedenych v Tabulce 7. Dominantni alely se nachazeji u jafin, zatimco recesivni alely jsou
ptitomné u ozimi. Byly pouzité tii sady primert (Tabulka 6). Primerovy par VRNA1_F3R3
detekoval inzerci transpozénu MITE. Druhy primerovy par VRNALl F6R6 umozioval
detekci recesivni alely vrn-Al, protoze amplifikaci timto parem vznikal jen produkt
charakteristicky pro tuto alelu. Amplifikaci prostfednictim primerového paru
VRNAL_F6R9a vznikal produkt jenom pfi pfitomnosti alely Vrn-Alf-like.

Tabulka 6: Sekvence primeru pro detekci alel Vrn-Alf-like a vrn-Al u vybranych TRI a Pl
linii

Gen Sekvence 5'— 3° Velikost produktu | Literarni zdroj
(bp)
VRNAL_F3 R3 | F-TGCGCACCGTTCTGGTCCT Vrn-Alf-like — 1002 Ivanicové et al.,
R_GGAGCTACCAATATGAATGATAGC VIn-A1l - 569 2016
VRNAL F6 R6 | F-CAAACGACATATAGATGATCAGC vrn-Al — 931 Ivanicova et al.,

R_CACATGTGATATGAAGACTG
- 2016

VRNAL F6_R9a F_CAAACGACATATAGATGATCAGC Vrn-Alf-like — 567
R_CCAAGCCATCTCAGACGATGTTC

Ivanic¢ova et al.,

2016
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4.12 Analyza polymorfizmi gentu kddujici protein VRN2 u vybranych
pSeni s genomem AAGG

Ptitomnost polymorfizmti genii kodujici protein  VRN2 byla zjistovana
sekvenovanim kddujici oblasti téchto gent. Pfed samotnym sekvenovanim byla provedena
amplifikace fragmentli genomické DNA prostfednictvim primerti pomoci PCR. Nésledovala
separace v agar6zovém gelu pro ovétreni pritomnosti PCR produktu a nasledné sekvenace

pomoci kapilarniho analyzatoru ABI 3730x1 (Applied Biosystms, USA).

4.12.1 Polymerazova retézova reakce

PCR reakce obsahovala: 1x PCR pufr, 200 umol/l z kazdého dNTP (Fermentas,
Litva), 0,01% Cresol Red (Sigma-Aldrich, UK), 0,5 U HOT FIREPol DNA polymerase
(Solis-Biodyne, Estonsko), 1 pumol/l forward primeru (F), 1 umol/l reverse primeru (R)
a10ng templatové DNA. Celkovy reakéni objem byl 20 pl. Reakce probihala
v thermocycleru C-1000 (Bio-Rad, Kanada). Amplifikace probihala pomoci Touch down
PCR reakce a jeji reakéni podminky jsou uvedeny v Tabulce 7. Primery pouzité pro
sekvenovani jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 7: Reakéni podminky pro Touch down PCR amplifikaci fragmenti genomické
DNA vybranych linii s ggnomem AAGG

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 5 min 1
Denaturace 95 30s
Annealing 65-53 (-0,7 °C/cyklus) 40 s 17
Elongace 72 1,5 min
Denaturace 95 40s
Annealing 53 40's 19
Elongace 72 1,5 min
Zavére€na elongace 72 10 min 1
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Tabulka 8: Primery pouzité pro amplifikaci fragmentii genomické DNA genu VRN2

Gen Sekvence 5°— 3° Velikost produktu (bp)

ZCCT1_Exl F_AGTACGGCCCTAGCTACTAC 514
R_TTTTTAAGGAGGAAGCCAGG

ZCCT2_Ex1 F_GCAAGCAAGCAAACGTAGG 404
R_ACTTTTGTTAGAAGGAGGCC

ZCCT2_Ex2 F_TGGACACAAAGGCCCGGGA 846
R_CATTGTACATCTTTGGCGGTC

4.12.2 Agarézova elektroforéza

Agarozova elektroforéza byla pouzita pro ovéfeni pritomnosti PCR produktu. Byl
pouzit 1,5% agardzovy gel. Pro separaci bylo naneseno na gel 5 pl vzorku a 5 pl velikostniho
markeru (GeneRuller 100 bp, DNA Ladder Plus, Fermentas, Kanada). Elektroforéza
probihala pii 130 V (4,5 V/cm) po dobu 1 hod v 0,5x pufru TBE. Po separaci byl gel obarven
v 0,002% roztoku ethidium bromidu po dobu 30 minut. Nakonec byla provedena vizualizace
a vyfoceni separovanych DNA fragmentli pomoci dokumenta¢niho zatizeni ChemiGenius

Biolmagine systému (Syngene, UK).

4.12.3 Sekvenovani — Sangerova metoda

Pted samotnym sekvenovanim PCR produkti bylo provedeno jejich enzymatické
preciSténi. Reakéni smés obsahovala 1 U exonukledzy 1 (Fermentas, Kanada) a 0,5 U
FastAP™ termosenzitivni alkalické fosfatdzy (Fermentas, Kanada). Na pfedisténi bylo
pouzito 4 pl PCR produktu (v zavislosti na mnoZstvi amplikénu bylo moZné toto mnozstvi
upravit). Celkovy objem reakce byl 7 ul a byl doplnén 1x PCR pufrem. Ptipravena smés
byla inkubovana 30 minut pti 37 °C v thermocycleru. Nasledné byly enzymy inaktivovany

po dobu 5 minut pii 95 °C.

Pro sekvenaéni reakci byl pouzit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
(Life Technologies™, USA). Reakéni smés byla pfipravena z 0,75x sekvenaéniho pufru;
0,937 ul BDX64; 0,063 ul BigDye®; 1 umol/l F primeru; 3 pl ptegisténého PCR produktu
a doplnéna vodou do celkového objemu 10 pl. Ptipravend reakéni smés byla vlozena do
thermocycleru pfi nasledujicich reakénich podminkach: 98 °C/5 min a 60 cykla: 96 °C/10 s,
50°C/ 5s, 60 °C/ 4 min.
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Sekvenacni produkt byl nésledné piecistén pomoci magnetickych kulicek (podle
navodu od vyrobce Agencourt® CleanSeq®, Beckman Coulter, USA) na automatickém
robotu Biomek® NXP (Beckman Coulter, USA). Poté byla provedena separace kapilarni
elektroforézou, kde byly detekovany fluorescencné znacené dideoxynukleotidy. Separace
byla provedena automatickym kapilarnim analyzatorem ABI 3730x1 (Applied Biosystems,
USA). Ziskané sekvence byly upraveny a zpracovany v programu Geneious 5.6.4

(https://www.geneious.com/, Kearse et al., 2012).
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5 VYSLEDKY

Vysledky diplomové prace jsou rozd€leny do tfi samostatnych podkapitol. Prvni
podkapitola se zabyva analyzou zmén expresnich profild T. aestivum kultivard Téhti
a Mooni, linie DH81, T. militinae a linie F3 147 v prubéhu svételné casti dne, a to
v podminkach dlouhého dne. Prvni dva zminéné kultivary nesou alelu VRN-Ala. Zbyvajici
linie nesou alelu VRN-A1f-like (Tabulka 9). V piedchazejicich pokusech bylo zjisténo, ze
linie s alelou VRN-A1Lf-like kvetou pozd¢ji nez linie s alelou VRN-Ala. Kultivar Téahti metal
v priméru za 79 dni a kultivar Mooni v priméru za 79,4 dni od jejich vysazeni.
U T. militinae byla pozorovana doba metani za 88 dni, u DH81 za 82 dni a linie F3 147
metala po 86 dnech. Doba metani byla zaznamenana v momenté, kdy polovina klasu byla
venku z praporcového listu (Ivani¢ova et al., 2016). Experiment byl rozdélen na dva pokusy
(la a 1b) lisicich se chladovym ptsobenim (Tabulka 9).

Tabulka 9: Piehled pouzitych kultivart a linii pro analyzu relativni exprese genu VRN1
S jejich ristovym typem, genomem, typem alely genu VRN1 a primérnou dobou kveteni

Pramérna
Varieta Riistovy typ Genom Alela doba
kveteni
T. aestivum Kultivar Tahti jafina hexaploid Vrn-Ala 79 dni
T. aestivum kultivar Mooni jafina hexaploid Vrn-Ala 79,4 dni
linie DH81 jafina hexaploid | Vrn-Al-f-like 82 dni
linie F3 147 jafina hexaploid | Vrn-Al-f-like 86 dni
T. militinae jafina tetraploid | Vrn-Al-f-like 88 dni
Experiment la Nevernalizovana sada rostlin
Experiment 1b Vernalizovana sada rostlin

V dalsi casti prace jsem se zabyvala analyzou odrid psSenic s genomem AAGG.
Konkrétné se jedna o odrudy patiici ke druhtim T. araraticum a T. timopheevi. Druha
podkapitola se tak zabyva identifikaci alely Vrn-Alf-like ve vybranych odridach
tetraploidnich pSenic. V ramci prace jsme se snazili najit polymorfizmy v genu, ktery koduje
protein VRN2, a které by tak mohly mit vliv na vznik jarniho fenotypu u studovanych jafin,
které nenesly alelu Vrn-Alf-like. Tteti podkapitola je tak vénovana analyze polymorfizmi

Vv genu kodujici protein VRN2.
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5.1 Analyza genové exprese

V ramci této podkapitoly byla studovana exprese dvou alel genu VRN1 v pribéhu
svételného rezimu. Jednalo se o ,,standardni alelu Vrn-Ala a nedavno objevenou alelu
Vrn-Alf-like (Ivanicova et al., 2016). Duvodem studia zmén relativnich expresi v prub&hu
dne je doplnéni informaci o exprenich profilech alel genu VRN1 v kratkém ¢asovém useku.
Zajimalo nas tedy, zda i v krat§im ¢asovém tseku dochazi ke kolisani a zménam v hladinach

relativnich expresi.

Relativni exprese u jednotlivych vzorkt byla stanovena pomoci kvantitativni
real-time PCR. Byla analyzovana hladina exprese v pribéhu svételného rezimu
v podminkach dlouhého dne. Experiment byl rozdélen na dvé ¢asti — 1la a 1b (Tabulka 9).
Experiment 1b byl zafazen z dGvodu zjisténi, zdali existuje ¢asteny vernaliza¢ni narok
U jarnich odrid a ptfipadného vlivu vernalizace na expresi. Pro kazdy casovy bod byla
analyzovana exprese ve tiech opakovanich na vzorek a ziskané hodnoty byly zpramérovany.

Specifita produktu byla ovétena analyzou kiivek teplot tani.

5.1.1 Nevernalizovana sada

U této sady jsou pritomné expresni profily pro vSechny vyse zminéné linie
a kultivary. Z dtivodu znehodnoceni biologického materialu jsme byli nuceni nékteré vzorky
vyloucit z dalSich analyz. Jako kontrolni vzorek byl pouzit nevernalizovany vzorek linie

DH&8]1, ktery byl odebran dvé hodiny po zacatku svételného rezimu.
Linie s alelou Vrn-Ala

Alelu Vrn-Ala nesly kultivary Tahti a Mooni. U obou kultivarti byla pozorovana
zména exprese v pribéhu svételného rezimu. Exprese u kultivaru Tdhti se v pribéhu
svételného rezimu zvySovala, kdy maxima dosahla po jedenacti hodinach (15:00) (Graf 1).
Naopak exprese u kultivaru Mooni postupné klesala (Graf 2). Pro kultivar Mooni nejsou
dostupné hodnoty exprese pro vSechny odbéry. V prabéhu experimentu byly znehodnoceny
dva vzorky odebrané po dvou hodinach a jeden vzorek odebrany po péti hodinach od zacatku

svételného rezimu.

34



Graf 1: Expresni profil alely Vrn-Ala u kultivaru Tahti
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Casovy pribéh exprese alely Vrn-Ala kultivaru Téhti pro nevernalizované rostliny.
Na ose x jsou uvedeny realné Casy jednotlivych sbérti vzorkli, kdy prvni sbér byl
proveden dve hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).

Graf 2: Expresni profil alely Vrn-Ala u kultivaru Mooni
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Casovy pribéh exprese alely Vrn-Ala kultivaru Mooni pro nevernalizované rostliny.
Na ose x jsou uvedeny realné Casy jednotlivych sbérti vzorki, kdy prvni sbér byl
proveden dvé hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).

Linie s alelou Vrn-Alf-like

Alelu Vrn-Alf-like nesly linie DH81, Fs 147 a T. militinae. U linie DH81 exprese
v prubéhu svételného rezimu vzristala a maxima dosahla po osmi hodinach (12:00) (Graf 3).
U linie F3 147 byla nejvyssi exprese dosazena po osmi hodinach (12:00) (Graf 4). Pro

kultivar T. militinae je prub¢h relativni exprese zaznamenan v Grafu 5.

35



Graf 3: Expresni profil alely Vrn-Alf-like u linie DH8
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Casovy prabeh exprese alely Vrn-Alf-like linie DHS81 pro nevernalizované rostliny.
Na ose x jsou uvedeny realné Casy jednotlivych sbérti vzorkti, kdy prvni sbér byl
proveden dve hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).

Graf 4: Expresni profil alely Vrn-Alf-like u linie Fs 147
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Casovy priibéh exprese alely Vrn-Alf-like linie Fs 147 pro nevernalizované rostliny.
Na ose x jsou uvedeny realné Casy jednotlivych sbérti vzorkli, kdy prvni sbér byl
proveden dve hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).
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Graf 5: Expresni profil alely Vrn-Alf-like u kultivaru T. militinae
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Casovy pribéh exprese alely Vrn-Alf-like kultivaru T. militinae pro nevernalizované
rostliny. Na ose x jsou uvedeny realné ¢asy jednotlivych sbéri vzorku, kdy prvni
sbér byl proveden dvé hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).

Pro nevernalizovanou sadu byl vytvofen souhrnny graf (Graf 6). Z grafu lzejestli
nema vycist, ze vzorky s alelou Vrn-Ala, které¢ kvetly dfive, maji vys$si relativni expresi nez
vzorky s alelou Vrn-Alf-like, které kvetly pozdéji. U T. militinae, odkud piivodné alela Vrn-
Alf-like pochazi, je relativni exprese nizsi, nez exprese této alely u linie DH81 a F3147
(Graf 6).

Graf 6: Expresni profil alel Vrn-Ala a Vrn-Alf-like nevernalizované sady
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Casovy priibéh relativnich expresi nevernalizovanané sady a jejich srovnani. Kultivary Téhti
a Mooni nesou alelu Vrn-Ala. Linie DH81, F; 147 a T. militinae nesou alelu Vrn-Alf-like.
Na ose x jsou uvedeny realné ¢asy jednotlivych sbéri vzorkt, kdy prvni sbér byl proveden
dve hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).
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5.1.2 Vernalizovana sada

Vernalizovany byly vSechny kultivary a linie kromé T. militinae, a to z divodu nizké
klicivosti semen. U vSech linii byla pozorovana zména relativni exprese genu VRN1
Vv prib¢hu svételného rezimu. Jako kontrolni vzorek byl pouzit vernalizovany vzorek linie

DHS81 odebran dvé hodiny po zacatku svételného rezimu.
Linie s alelou Vrn-Ala

Relativni exprese alely Vrn-Ala u kultivaru Téhti po zacatku svételného rezimu
rostla do svého maxima po osmi hodinach (12:00) (Graf 7). U kultivaru Mooni relativni

exprese této alely v prub&hu svételného rezimu postupné klesala (Graf 8).

Graf 7: Expresni profil alely Vrn-Ala u kultivaru Tahti
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Casovy priib¢h

Casovy pribsh exprese alely Vrn-Ala kultivaru Tiahti pro vernalizované rostliny. Na
ose X jsou uvedeny redlné casy jednotlivych sbéri vzorkl, kdy prvni sbér byl
proveden dve hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).

Graf 8: Expresni profil alely Vrn-Ala u kultivaru Mooni
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Casovy priibéh exprese alely Vrn-Ala kultivaru Mooni pro vernalizované rostliny.
Na ose x jsou uvedeny realné Casy jednotlivych sbérti vzorkli, kdy prvni sbér byl
proveden dve hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).
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Linie s alelou Vrn-Alf-like

U linie DHS8I relativni exprese v prub¢hu svételného rezimu dosahla svého maxima
po osmi hodinach (12:00). Nasledné¢ relativni exprese klesala a na konci svételného rezimu

stoupla (Graf 9). Linie F3 147 dosahla nejvyssi hladiny exprese po dvou hodinach od zac¢atku

v

Graf 9: Expresni profil alely Vrn-Alf-like u linie DH81
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Casovy pribéh

Casovy pribéh exprese alely Vrn-Alf-like linie DH81 pro vernalizované rostliny. Na
ose X jsou uvedeny realné ¢asy jednotlivych sbért vzorki, kdy prvni sbér byl
proveden dvé hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).

Graf 10: Expresni profil alely Vrn-Alf-like u linie F3 147
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Casovy pribéh exprese alely Vrn-Alf-like linie F3 147 pro vernalizované rostliny.
Na ose X jsou uvedeny realné Casy jednotlivych sbérti vzorki, kdy prvni sbér byl
proveden dvé hodiny po za¢atku svételného rezimu (6:00).
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Linie DH81 a F3 147 s alelou Vrn-Alf-like kvetly pozdéji nez kultivary Mooni a Tahti
nesouci alelu Vrn-Ala. Na souhrnném grafu pro vernalizovanou sadu rostlin (Graf 11) lze
vidét, Zze hladina relativni exprese linii s Vrn-Alf-like je opét nizsi, nez exprese linii

s alelou Vrn-Ala.

Graf 11: Expresni profil alel Vrn-Ala a Vrn-Alf-like vernalizované sady
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Casovy pribéh relativnich expresi vernalizovanané sady a jejich srovnani s kontrolnim
vzorkem DH81_V_6:00. Linie DH81 a F3; 147 nesou alelu Vrn-Alf-like. Kultivary Téhti
a Mooni nesou alelu Vrn-Ala. Na ose x jsou uvedeny realné ¢asy jednotlivych sbéri vzorkd,
kdy prvni sbér byl proveden dvé hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).

5.1.3 Srovnani expresi vernalizované a nevernalizované sady

Analyza genové exprese byla provedena pro obé sady s kontrolou, ktera byla
odebrana po ¢trnacti hodinach od zacatku svételného rezimu (18:00). Jednalo se
o vernalizovanou linii DH81. Graf 12 srovnava relativni expresi vernalizovanych rostlin.
Rostliny nesouci alelu Vrn-Ala maji vyssi expresi nez rostliny s alelou Vrn-Alf-like. Graf 13
porovnava hladiny relativnich expresi nevernalizovanych rostlin nesoucich alelu Vrn-Ala.
Graf 14 porovnava hladiny relativnich expresi nevernalizovanych rostlin nesoucich alelu
Vrn-Alf-like. Nevernalizované rostliny s alelou Vrn-Ala maji hladinu relativni exprese vyssi

nez ty s alelou Vrn-Alf-like.
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Graf 12: Expresni profil alel Vrn-Ala a Vrn-Alf-like vernalizované sady
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Casovy pribéh relativnich expresi vernalizovanané sady a jejich srovnani s kontrolnim
vzorkem DH81 V_18:00. Linie DH81 a F; 147 nesou alelu Vrn-Alf-like. Kultivary Téhti
a Mooni nesou alelu Vrn-Ala. Na ose x jsou uvedeny realné ¢asy jednotlivych sbéri vzorkd,
kdy prvni sbér byl proveden dvé hodiny po zacatku svételného rezimu (6:00).

Graf 13: Expresni profil alel Vrn-Ala a Vrn-Alf-like nevernalizované sady:
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Casovy priibéh relativnich expresi alel Vrn-Ala a Vrn-Alf-like nevernalizovanané sady
ajejich srovnani s kontrolnim vzorkem DH81 V_18:00. Z divodu nizsich hladin expresi
pro linie DH81, F; 147 a T. militinae a daného rozliseni grafu, nejsou tyto linie vidét, a proto
jsou uvedené v Grafu 15. Linie DH81, F3; 147 aT. militinae nesou alelu Vrn-Alf-like.
Kultivary Téhti a Mooni nesou alelu Vrn-Ala. Na ose x jsou uvedeny realné cCasy
jednotlivych sbért vzorkd, kdy prvni sbér byl proveden dvé hodiny po zacatku svételného
rezimu (6:00).
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Graf 14: Expresni profil alely Vrn-Alf-like nevernalizované sady:
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Casovy pribéh relativnich expresi alely Vrn-Alf-like vernalizovanych linii DH81, F3 147
a T. militinae a jejich srovnani S kontrolnim vzorkem DH81 V_18:00. Na ose x jsou
uvedeny redlné Casy jednotlivych sbérti vzorkt, kdy prvni sbér byl proveden dve hodiny po
zacatku svételného rezimu (6:00).

V piipad¢ alely Vrn-Ala u kultivari Téhti a Mooni nebyly pozorovany signifikantni
zmény v hladiné relativnich expresi mezi vernalizovanou a nevernalizovanou sadou
(Graf 15). U alely Vrn-Alf-like byly hladiny relativnich expresi vyssi u vernalizované sady

V porovnani s nevernalizovanou sadou mezi studovanymi rostlinami (Graf 16).

V ramci expresni analyzy jsme zjistili, ze exprese alely Vrn-Ala je vyssi
u vernalizovanych i nevernalizovanych rostlin v porovnani s alelou Vrn-Alf-like. Proto
rostliny nesouci alelu Vrn-Ala ziejmé& kvetou dfive. U obou studovanych alel byla
pozorovana zména exprese v priabéhu svételného rezimu, a to v podminkach vernalizace

i bez ni.
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Graf 15: Expresni profil alely Vrn-Ala vernalizované a nevernalizované sady
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Srovnani hladin relativnich expresi alely Vrn-Ala u nevernalizované a vernalizované sady
kultivarG Tahti a Mooni s kontrolnim vzorkem DH81 V_18:00. V piipad¢ oznaceni ,,V* se
jedna o vernalizovany kultivar, oznaceni ,,NV* piedstavuje nevernalizovany kultivar. Na ose X
jsou uvedeny realné casy jednotlivych sbéri vzorkd, kdy prvni sbér byl proveden dvé hodiny
po zacatku svételného rezimu (6:00).

Graf 16: Expresni profil alely Vrn-Alf-like vernalizované a nevernalizované sady

Relativni exprese
O P N W b~ 01 O N ©©

B
6:00 9:00 12:00 15:00 18:00 21:00
Casovy priibéh
DH81 V F3147 V emmmmDH81 NV e====F3 147 NV

Srovnani hladin relativnich expresi alely Vrn-Alf-like u nevernalizované a vernalizované sady
linii DH81 a F3 147 s kontrolnim vzorkem DH81 V_18:00. V pfipadé oznaceni ,,V* se jedna
o vernalizovanou linii, oznaceni ,,NV* pfedstavuje nevernalizovanou linii. Na 0se X jsou
uvedeny realné Casy jednotlivych sbérti vzorkid, kdy prvni sbér byl proveden dvé hodiny po
zacatku svételného rezimu (6:00).

5.2 Identifikace alely Vrn-Alf-like u vybranych psenic s genomem AAGG
U analyzovanych rostlin s genomem AAGG byla nejprve zjisténa piitomnost

¢i neptitomnost alely Vrn-Alf-like. Pro genotypovani téchto polozek byly pouzity celkem tii
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sady primeru, které byly pievzaté z publikace Ivani¢ova et al. (2016). Marker VRNA1 F3R3
byl navrzen pro zjisténi inzerce MITE transpozénu o velikosti 433 bp, ktery se nachazi
u alely Vrn-Alf-like (Obrazek 6). V ptipadé alely Vrn-Alf-like byla o¢ekavana velikost
produktu 1002 bp. Inzerce této alely se nachdzela pouze u jarnich odrid. U oziml
detekovana nebyla. Primerovy par VRNAl _F6R6 detekuje recesivni alelu vrn-Al.
V ptipadé, ze dana odrida byla nositelkou této alely, byl detekovan band o pftislusné
velikosti, a to 931 bp (Obrazek 7). Poslednim vyuzitym markerem byl VRNA1_F6R9a. Jedna
se o dominantni marker, ktery se amplifikuje u odrid s alelou Vrn-Alf-like. Byl detekovan
band o velikosti 567 bp (Obrazek 8). Na zakladé kombinace vyse popsanych markert jsme
byli schopni identifikovat, které odriidy nesou alelu Vrn-Alf-like. Dalsim Gc¢elem bylo
pfipadné nalezeni linie, kterd by obsahovala pouze inzerci transpozonu MITE nebo jen
deleci, abychom zjistili, zda jafiny potiebuji oba charakteristické znaky pro alelu
Vrn-Alf-like. Nasledné jsme porovnavali, zda odridy nesouci alelu Vrn-Alf-like, jsou
skute¢n¢ vSechny jatfiny. Na zdklad¢ informaci z genovych bank, fenotypu a urceného
genotypu jsme zjistili, Ze n€které odridy jsou jafiny, aniz by nesly alelu Vrn-Alf-like
(Tabulka 10). Proto byla nasledné provedena sekvenacni analyza genti kodujicich protein
VRNZ2, ato z divodu zjisténi ptipadnych polymorfizmd, které by mohly mit na vznik jarniho
fenotypu.

Obrazek 6: Identifikace pfitomnosti alely Vrn-Alf-like ve vybranych TRI a PI odrtidach
pSenice pomoci kodominantniho markeru VRNA1_F3R3

1 50

1002 bp
569 bp

1002 bp
569 bp

Drahy ¢. 1 a 51 obsahuji velikostni marker GeneRuler 100 bp. Mezi mezi drahami
¢. 1 a 50 jsou nanesené vzorky v potfadi dle Tabulky 2. Mezi drahami ¢. 51 a 100
jsou nanesené vzorky v potadi dle Tabulky 2 a 3. Drahy oznaené Cervenym
obdélnikem obsahuji vzorky nesouci alelu Vrn-Alf-like.
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Obrazek 7: Identifikace pfitomnosti alely vrn-Al ve vybranych TRI a PI odridach pSenice
pomoci dominantniho markeru VRNA1_F6R6

1 50

931 bp

931 bp

Drahy ¢. 1 a 51 obsahuji velikostni marker GeneRuler 100 bp. Mezi mezi drahami
¢. 1 a 50 jsou nanesené vzorky v potadi dle Tabulky 2. Mezi drahami ¢. 51 a 100
jsou nanesené vzorky v poradi dle Tabulky 2 a 3. Drahy, ve kterych byl detekovan
produkt o velikosti 931 bp, obshuji vzorky s recesivni alelou vrn-Al — oznaceni
cervenym obdélnikem.

Obrazek 8: Identifikace pfitomnosti alely Vrn-Alf-like ve vybranych TRI a PI odrtdach
pSenice pomoci dominantniho markeru VRNA1 _F6R9%a

1 50

567 bp

567 bp

Drahy €. 1 a 51 obsahuji velikostni marker GeneRuler 100 bp. Mezi mezi drahami
¢. 1 a 50 jsou nanesené vzorky v poradi dle Tabulky 2. Mezi drahami ¢. 51 a 100
jsou nanesené vzorky v potfadi dle Tabulky 2 a 3. Drahy, ve kterych byl detekovan
produkt o velikosti 567 bp, obshuji vzorky s alelou Vrn-Alf-like — oznaceni
¢ervenym obdélnikem.

V ramci genotypové analyzy tak bylo zjisténo, ze z 93 linii neslo recesivni alelu
vrn-Al celkem 76 % linii a dle fenotypové analyzy se jednalo o ozimy. Dominantni alela
Vrn-Alf-like byla identifikovana u 17 % linii, které dle fenotypu pattily mezi jafiny (shrnuto
v Tabulce 10). U péti linii vSak nebyla identifikovana dominantni alela Vrn-Alf-like, ale dle
fenotypu jsou tyto polozky zafazeny mezi jatiny (Tabulka 10). Nasledn¢ tak byla provedena

sekvenacni analyza gend kodujicich protein VRN2
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Tabulka 10: Piehled analyzovanych polozek s identifikovanymi alelami a fenotypem

Polozka | Fenotyp Alela Polozka | Fenotyp Alela
TRI 11345 0zim vrn-Al TRI 18517 0zim vrn-Al
TRI 11354 0zim vrn-Al TRI 18518 0zim vrn-Al
TRI 11356 0zim vrn-Al TRI 18522 0zim vrn-Al
TRI 11358 0zim vrn-Al TRI 18534 0zim vrn-Al
TRI 11361 0zim vrn-Al TRI 18535 0zim vrn-Al
TRI 11362 0zim vrn-Al TRI 18537 0zim vrn-Al
TRI 11363 0zim vrn-Al TRI 18538 0zim vrn-Al
TRI 11364 ozim vrn-Al TRI 18540 o0zim vrn-Al
TRI 11365 ozim vrn-Al TRI 19075 | jafina vrn-Al
TRI 11366 ozim vrn-Al TRI 28646 | jafina | Vrn-Alf-like
TRI 11367 ozim vrn-Al o0zim vrn-Al
TRI 11506 ozim vrn-Al TRI 3407 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 11507 ozim vrn-Al TRI 3433 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 11508 ozim vrn-Al TRI 4349 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 11509 ozim vrn-Al TRI 4362 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 11564 ozim vrn-Al TRI 5352 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 11939 ozim vrn-Al TRI 677 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 11945 0zim vrn-Al 0zim vrn-Al
TRI 11947 0zim vrn-Al TRI 7272 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 12751 | jafina | Vrn-Alf-like | TRI 7301 jafina | Vrn-Alf-like
TRI1 13159 | jafina | Vrn-Alf-like ozim vrn-Al
TRI113604 | jafina | Vrn-Alf-like ozim vrn-Al
TRI 13606 | jafina | Vrn-Alf-like | Pl 538464 0zim vrn-Al
TRI 14269 0zim vrn-Al P1 538470 0zim vrn-Al
TRI 16597 0zim vrn-Al Pl 538472 0zim vrn-Al
TRI 16598 0zim vrn-Al P1 538473 0zim vrn-Al
TRI 16599 0zim vrn-Al Pl 538474 0zim vrn-Al
TRI1 16600 0zim vrn-Al Pl 538475 0zim vrn-Al
TRI 16602 0zim vrn-Al Pl 538476 0zim vrn-Al
TRI1 17028 0zim vrn-Al P1 538477 0zim vrn-Al
TRI 17216 | jafina vrn-Al P1538484 0zim vrn-Al
TRI1 17218 0zim vrn-Al Pl 538485 0zim vrn-Al
TRI1 17220 0zim vrn-Al Pl 538496 0zim vrn-Al
TRI 18469 - - Pl 538497 0zim vrn-Al
TRI1 18470 0zim vrn-Al Pl 538498 0zim vrn-Al
TRI1 18471 0zim vrn-Al P1 538504 0zim vrn-Al
TRI1 18472 0zim vrn-Al P1 538505 0zim vrn-Al
TRI1 18473 0zim vrn-Al P1 538506 0zim vrn-Al
TRI1 18474 0zim vrn-Al P1 538507 0zim vrn-Al
TRI1 18476 0zim vrn-Al Pl 538512 0zim vrn-Al
TRI 18483 | jafina vrn-Al P1 538516 0zim vrn-Al
TRI1 18509 | jafina vrn-Al Pl 542472 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 18510 0zim vrn-Al P1 572916 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 18511 0zim vrn-Al P1 572917 jafina | Vrn-Alf-like
TRI 18513 0zim vrn-Al P1 596290 0zim vrn-Al
TRI 18514 0zim vrn-Al Pl 654340 0zim vrn-Al
TRI 18515 | jafina vrn-Al

Zelené jsou vyznacené polozky pattici k T. araraticum. Modre jsou polozky pattici k T. timopheevii.
Zluté oznacené buiiky obsahuji polozky patiici mezi jafiny bez identifikace alely Vrn-Alf-like.
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5.3 Analyza polymorfizmii geni kédujicich protein VRN2 u vybranych
pSenic s genomem AAGG

V ramci podkapitoly 5.2 jsme zjistili, Ze nékteré z analyzovanych odrid patii mezi
jafiny, aniz by nesly dominantni alelu Vrn-Alf-like. Proto jsme se v ramci této podkapitoly
zabyvali hleddnim polymorfizmi gent, které koéduji protein VRN2, u riznych pSenic
s genomem AAGG. Analyzovalo se celkem 93 vzorku patiicich do T. araraticum, respektive

T. timopheevii.

Byla sekvenovana oblast genu VRNZ2. Jak jiz bylo zminéno v literarni reSersi, tak
lokus genu VRN2 zahrnuje dva tandemové se opakujici geny — ZCCT1 a ZCCT2. Byla tak
sekvenovana oblast domény ZCCT1 (exon 1) a ZCCT2 (exon 1, 2). Ziskané sekvence byly
porovnany se sekvenci T. turgidum cv. Langdon (GenBank: AY485979.1) v programu
Geneious 5.6.4 a zarovnany byly pomoci algoritmu MUSCLE.

V sekvenci prvniho exonu domény ZCCT1 nebyly nalezeny zadné polymorfizmy.

V sekvenci prvniho exonu domény ZCCT2 byla identifikovana inzerce 0 velikosti
12 bp. Inzerce nenarusovala Cteci ramec a nachazela se v oblasti 190 bp. Ve vysledném
proteinu se inzerce 12 bp odrazila jako inzerce 4 aminokyselin — Thr-Thr-Ala-Ala. Dale
u vzorku, které obsahovaly vySe zminénou inzerci, se nachazel polymorfizmus na pozici
165 bp, kde se misto guaninu nachazel adenin (CGA - CGG), ¢imz doslo ke zméné
aminokyseliny (Ser - Pro) (Obrazek 9). Vyse popsana zména byla identifikovana celkem
u ¢tyf vzorkli TRI — 18483, 18522, 18534 a 18535. Vzorek TRI 18483 je fazen mezi jafiny,
ale jeho jarni fenotyp neni zpisoben ptitomnosti alely Vrn-Alf-like. Vzorek TRI 18522 je
fazen mezi ozimy. Tato skute¢nost byla potvrzena i fenotypovou a genotypovou analyzou.
Vzorek TRI118534 je v genové bance zafazen mezi jarni odrudy. Nicméné fenotypova
a genotypova analyza odhalila, Ze je to ozima odrida. A posledni vzorek — TRI 18535 — patii

taktéz mezi 0zimy.

V sekvenci exonu 2 v doméné ZCCT2 byly identifikovany tfi substituce v pozicich
359, 402 a 443 bp (Obrazek 10). Substituce v pozici 359 bp se nachazela pouze u jednoho
vzorku. Jednalo se o TRI 19075, ktery patfi mezi jafiny. Doslo ke zméné aminokyseliny
(Asp = Gly). Substituce v pozici 402 bp byla synonymni (CTC = CTT), kdy nedoslo ke
zmén¢ aminokyseliny. Tato substituce byla identifikovana u 23 vzorki. U substituce na

pozici 443 bp byl cytosin nahrazen adeninem (GAC - GCC) a doslo tak ke zméné
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aminokyseliny (Ala = Asp). Tato substituce byla identifikovana také u 23 vzorki. VSechny

vzorky s touto substituci obsahovaly i vySe zminénou synonymni substituci.

Nebyly nalezeny zadné polymorfizmy, které by se nachazely pouze u vzorku,
u kterych nebyla identifikovana alela Vrn-Alf-like a patfily mezi jafiny. Tudiz se nam
nepovedlo identifikovat polymorfizmy, které by mohly mit podil na vzniku jarnich odrtd,

které nenesly alelu Vrn-Alf-like.
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Obrizek 9: Cast domény ZCCT2 (exon 1) s 12 bp inzerci a jedno nukleotidovym polymorfizmem u vybranych TRI linii (mista se substituci
a inzerci jsou vyznacena ¢ernym obdélnikem)

TRI18534

TRI11358

TRI11506

TRI6600

TRI18471

TRI18511

TRI18535

190 - 201 bp

CCAAGGCCACCACCACCACCACCAC

A JAYRVAVA )
EBICGCGGCGEGGEGCGGACTACCCACC

A\
GCC

W

CCAAGGCCACCACCACCACCACCACG

Al

CGCGGCGGCGGACTACCCACCGCC

CCAAGGCCACCACCACCACCACCACGH

A

CGCGGCGGCGGACTACCCACCGCC

CCAAGGCCACCACCACCACCACCACG

A

CGCGGCGGCGGACTACCCACCGCC

CCAAGGCCACCACCACCACCACCACGH

Al

CGCGGCGGCGGACTACCCACCGCC

AGGCCACCACCACCACCACCACGH

Al

CGCGGCGGCGGACTACCCACCGCC

ACCGCCACCGTCAGCCAATTGC

S T L

ACCGCCACCGTCAGCCAATTGC

| =

ACCGCCACCGTCAGCCAATTGC
=

ACCGCCACCGTCAGCCAATTGC
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Obrazek 10: Cast domény ZCCT2 (exon 2) s dvéma jedno nukleotidovymi polymorfizmy v pozicich 402 a 443 bp u vybranych TRI linii (mista,
kde se substituce nachdzi, jsou vyznacena ¢ernym obdélnikem)

o 402 bp 443 bp
TRI 18534
AGTCCAGAAAAGCTTACGCCGAGC IMAGGCCACGGGETCAATGGCCGCTTTGTCAAGGTACCAGAAGMIC GCTGCATCGTCGTCAC
- ———— L
TRI 3407 .

ACTCCAGAAAAGCTTACGCCGAGCT GECCACGGGTCAATGGC OGO TT TG TCAAGGTACCAGAAGIMC GCTGCATCGTCGTCACK

TRI 7301

AGCTCCOAGAAAAGC TTACGCCGAGCT G A G T CAA T T T T T AA G G TAC CAGAACIC GO TECATC G TG TOACT
e L e L N A A A VA VA
ACTC O A CA R A AR T TAC G GAG I TAG G A G S T CAA TS G S T T T S T AA GG TACCAGAAGAIN GO TGEGCATCSTCSTCACC
T

TRI 538496

TRI 538472

AT CAGAARAAGC T TACGCCGAGC I TAGGC CAC GGG TCAATGGLC GO I T TG TCAAGG TACCAGAAGACGCTGCATCGTCGTCACC
g - — LI LI L =

TRI 538516

AY
ACTCCAGAAAAGC TTACGCCGAGC ITAGGC CACGGGTCAATGGC OGO T T TG ITCAAGG TACCAGAAGACGCTGCATCGTCGTCACK
L — I -

TRI 11358

AGTCCAGAAAAGC TTACGC O GAGL ITAGG L CAC GGG TCAATGGL OGO T T TG ITCAAGG TACCAGAAGACGCTGCATCGTCGTCACC
I LT —h LI !

TRI 11506

AGTCCAGAARAAGCTTACGCCGAGCT GGl CACGGEGTCAATGGC OGO TT TG TCAAGG TACCAGAACGMC GO TGCATCGTCGTCAC!

TRI 12751

AGCTCCAGAARAGUTTACGCCGAGCT GO CACGGEGETCAATGGCCGC TTTETCAAGG TACCAGAACGC GCTGCATCETCGTCACK
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6 DISKUZE

PsSenice je béhem jejiho vyvinu ovliviiovana rtiznymi podminkami vné&jSiho
prostiedi. PSenice ma komplexni genom, ktery ji umoznil vytvofit nejriznéjsi regulacni
mechanizmy, a tedy se adaptovat na stale se ménici podminky prostiedi. Jednim z nich je
regulace doby kveteni, kterd je pro psenici dulezita z hlediska jejiho reprodukéniho tspéchu.
Do procesu kveteni je zapojeno velké mnozstvi gent, které vytvareji navzajem propojené
regulacni drahy. Zdrojem genetické variability a plasticity v dobé kveteni u pSenice jsou
predevsim alelické variace ve vernaliza¢nich (VRN) a fotoperiodickych (PPD) genech.
Variabilita ve zminénych genech je ¢asto zpuisobena riiznym poctem kopii téchto gent nebo
mutacemi v regulaénich elementech ¢i kodujicich oblastech (Yan et al., 2004a; Fu et al.,
2005).

Vznik mutace genu VRN1 u dominantnich alel je zodpovédna za vznik jarniho
rustového typu pSenic. Pfitomnost riiznych dominantnich alel tohoto genu je zaroven
zodpovédna za rozdily v dobé kveteni jafin. Jednotlivé alely se 1i§1 mutacemi v promotorové
oblasti nebo v oblasti prvniho intronu (Dubcovsky et al., 2006; Yan et al., 2004a; Golovnina
et al., 2010; Milec et al., 2012).

V ramci diplomové prace byl analyzovan expresni profil u rostlin nesoucich alelu
Vrn-Ala nebo Vrn-Alf-like v pribéhu svételné Casti dne u vybranych kultivarta a linii
hexaploidni a tetraploidni pSenice. Kultivary Té&hti a Mooni nesly alelu Vrn-Ala.
T. militinae, linie DH81 a F3 147 nesly alelu Vrn-Alf-like. Tyto dvé alely se lisi na sekvenéni
urovni v oblasti promotoru a prvniho intronu. Alela Vrn-Ala obsahuje inzerci repetitivniho
elementu SFE v promotorové oblasti (Yan et al., 2004a). Naopak u alely Vrn-Alf-like tato
inzerce identifikovana nebyla. Dale byly u alely Vrn-Alf-like identifikovany rozdily
V prvnim intronu. V této oblasti byla detekovana inzerce MITE transpozonu a delece
0 velikosti 2 753 bp (Ivanic¢ova et al., 2016). Kromé rozdili na sekvenacni trovni tyto alely
vykazuji odli$ny fenotypovy projev v dob¢ kveteni. Rostliny s alelou Vrn-Ala kvetou diive
nez ty, které nesou alelu Vrn-Alf-like (Ivani¢ova et al., 2016).

Pro experiment byly pouzité dvé sady rostlin — nevernalizované (experiment 1a)
a vernalizované (experiment 1b). U vSech vybranych kultivard a linii v obou ¢astech
experimentu byla pozorovana zména exprese v prub¢hu svételného rezimu (Grafy 1-5,
7-10). Studie Shimada et al. (2009) provedla expresni analyzu genu VRN1 v listech

v podminkach dlouhého i kratkého dne u jarniho kultivaru psenice Triple Dirk ve vyvojovém
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stadiu tii listd. Také detekovali zménu exprese ve svételné Casti dne, a to v podminkach
dlouhého i kratkého dne. Exprese v jejich ptipad¢ dosahla svého vrcholu na zacatku
svételného rezimu, a to v devét hodin rano pro dlouhy den, respektive v jedenact hodin rano
pro kratky den. Podobny cas vrcholu exprese byl pozorovan u nevernalizovanych rostlin
salelou Vrn-Ala. V dalsi ¢asti exprese V rozmezi 9:00-15:00 vsak u kultivaru Téhti doslo
Vv pribéhu dne k mirnému ndrastu hladiny relativni exprese. V piipad¢ kultivaru Mooni
relativni exprese pouze klesala. Jediny tento kultivar vykazuje odliSnou zménu expresniho
profilu od ostatnich linii a kultivaru. U rostlin salelou Vrn-Alf-like byl vrchol exprese
dosazen az pozd¢ji v priabéhu svételného rezimu, kdy v piipad¢ linii DH81 a F3 147 to bylo
po osmi hodinach od zacatku svételného rezimu. U T. militinae byl vrchol dosazen diive,
ato po péeti hodinach. Zminéné rozdily mezi studovanymi alelami mohou byt napiiklad
zpusobeny rozdily v sekvenci téchto alel nebo genetickym pozadim daného kultivaru, linie.
Inzerce transpozénu MITE mutize mit vliv na sekundarni strukturu, a tim i vést ke zpozdéni
exprese, ¢imz dojde k akumulaci pfislusné mRNA o néco pozdé&ji v pribéhu dne. Na zakladé¢
toho, Ze exprese je nejvyssi na zacatku svételné ¢asti dne, Shimada et al. (2009) navrhuji, Ze
exprese VRNL1 je fizena cyklem svétlo — tma. Nase vysledky vSak poukazuji na to, Ze vrchol
exprese muze nastat i v pozdéjSich hodinach. Rozdil mize byt zptisoben odlisnosti mezi

sekvencemi studovanych alel.

V piipad¢ vernalizovanych rostlin u kultivart Téhti a Mooni (alela Vrn-Ala) byl
prubéh relativni exprese podobny s nevernalizovanou sadou. Jediny rozdil byl pozorovan
u kultivaru Téhti, kdy u vernalizovanych rostlin (Graf 7) byl dosazen vrchol relativni exprese
diive, neZ u nevernalizovanych rostlin (Graf 1). V pfipadné vernalizované linie DH81 byl
vrchol exprese dosazen na zacatku svételného rezimu. To koreluje se studii Shimada et al.
(2009). Nicmén¢ v porovnani s nevernalizovanou sadou je prubéh relativnich expresi
vernalizované sady linie DH81 béhem svételného rezimu odlisny, a je mozné, Ze vernalizace
mohla mit vliv na expresi zminéné alely, a tim i na jeji prubéh. U linie F3 147 byl rozdil
Vv pribéhu dne také pozorovan. Vernalizovana linie dosdhla svého maxima relativni exprese
pozdéji neZ nevernalizovand linie. U obou linii nebylo dosaZeno vrcholu na zacatku
svételného rezimu, jak tomu bylo ve studii Shimada et al. (2009), ale pozd¢ji. V piipadé linie
DHS81 byl vrchol dosazen po osmi hodinach od zacatku svételného rezimu (12:00). Linie
F3 147 méla vrchol relativni exprese po jedenacti hodinach od zacatku svételného rezimu

(15:00). Na rozdilny prabéh hladin relativnich expresi mohl mit vliv vernaliza¢ni proces.
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Ze souhrnného grafu nevernalizované sady (Graf 6) je vidét, ze vzorky s alelou
Vrn-Ala maji vyssi relativni expresi nez vzorky s alelou Vrn-Alf-like. To je pravdépodobné
divod, pro¢ rostliny s alelou Vrn-Ala kvetou diive. Divodem pozorovaného rozdilu mize
byt to, ze v ramci experimentu la byly veskeré vzorky odebirany ve stejnou dobu, a to po
Sesti tydnech od jejich vysazeni. U vzorku s alelou Vrn-Alf-like ziejmé nebyla v tuto dobu
vysoka hladina exprese a je mozné, ze v piipadé¢ pozdéjsiho sbéru listi by hodnoty

relativnich expresi byly jiz vyssi, a rozdil mezi riznymi alelami by nebyl tak velky.

Jarni odridy pSenice obecné nemaji pozadavek na vernalizaci, ale n¢které kultivary
etal., 2006). Prvni zminky vlivu vernalizace na jarni odridy pSenice pochazi jiz z roku 1972.
Levy et Peterson (1972) studovali vliv vernalizace a fotoperiody na dobu kveteni ¢i pocet
listd. Nékteré jarni odridy reagovaly na vernalizacni proces snizenim poctu listt, i1 kdyz
pozorované rozdily byly malé. Rostliny byly vernalizovany v rozmezi jednoho az sedmi

tydni. Se vzristajici dobou plisobeni vernalizace byla doba kveteni urychlovéna.

U vernalizovanych rostlin byla také hladina relativni exprese alely Vrn-Ala vyssi,
nez u alely Vrn-Alf-like. Nicméné rozdily v relativnich expresich mezi studovanymi alelami
nejsou tak vysoké (Graf 11). Moznym vysvétlenim je, Ze vernalizaéni proces mohl mit vliv
na aktivaci exprese, C¢imz doSlo k vyrovnani expresi vernalizovanych rostlin
oproti nevernalizovanych. Druhym divodem mize byt, Zze vernalizace mohla inhibovat

expresi alely Vrn-Ala u kultivard Mooni a Téhti.

Geny zapojené do procesu vernalizace nepiimo piispivaji ke zlepSeni vynosi
a kvalité obilek tim, ze ovliviiuji dobu kveteni ¢i pocet klasu. I kdyz jarni odridy pSenice
vernalizaéni proces nevyZaduji pro pfechod do reprodukéni faze, existuji studie, které
prokazaly efekt vernalizace na kveteni téchto pSenic. Piikladem je studie Igbal et al. (2011),
ktera zkoumala vliv vernalizace na plnéni obilek a jejich hmotnosti u péti jarnich kultivari.
Tyto kultivary se lisily v reakci na vernaliza¢ni proces (Igbal et al., 2006). Igbal et al. (2011)
pozorovali, Ze vernalizace méla vliv na plnéni obilek u odrady citlivé na vernalizaci, tak
I U odridy necitlivé na vernalizaci. Je v§ak mozné, ze se jedna pouze o shodu okolnosti
a vernalizace na tento proces nemusi mit viibec zadny vliv, a jsou do tohoto procesu
zapojeny jiné mechanizmy. Kromé pInéni obilek pozorovali i zmény Vv jejich hmotnosti.
V ramci studie byly pouzité dvé odrudy, které byly citlivé vii¢i vernalizaci. U jedné odrady

byla zména hmotnosti zrn pozorovana, zatimco u druhé nikoliv. To potvrzuje ptedeslou
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domnénku, ze vernalizace muze mit vliv na tento proces. Vernalizace tedy mohla mit
v piipadé studovanych alel v jarnich odridach pSenice vliv na pozorovany pribéh a hladiny
relativnich expresi v pribéhu dne. Také mohla ovlivnit dalsi mechanismy, které mohou byt

nepiimo spojené s expresi studovanych alel.

S vernalizaci neni spojen jen gen VRN1, ale také geny VRN2 a VRN3. Ve studii Jin
et Wei (2015) se zabyvali analyzou expresnich profilt zminénych tfi vernaliza¢nich gent
v listech, a to jak v podminkach vernalizace, tak i bez ni v podminkach dlouhého dne.
Exprese nebyla studovdna v pribéhu jednoho dne jako v této praci, ale sbér vzorki byl
proveden kazdy tyden a zmény v expresi byly studovany v prub&hu tydnt. Exprese byla
studovana u jarni i ozimé odridy v rozdilnych podminkéch (vernalizované/nevernalizované
rostliny). Jednotlivé exprese se mezi studovanymi odriiddami liSily, a to v obou zminénych
podminkach. U jarni odridy byla detekovana vyssi hladina transkriptu u nevernalizovanych
rostlin v porovnani s vernalizovanymi. I kdyZ jarni odrida nevyZzaduje vernalizaci, tak
vernalizacni proces ovlivnil expresi genu VRN1. Nicméné pfi srovnani relativnich expresi
mezi vernalizovanymi a nevernalizovanymi rostlinami V této praci v ptipadé alely Vrn-Ala
nebyly hladiny relativnich expresi signifikantné¢ odlisné. U alely Vrn-Alf-like jsou vsak
hladiny relativnich expresi vys$i u vernalizovanych rostlin. To, ze vernalizace muize ovlivnit
transkripci dominantni jarni alely je popsano také ve studii Peral et al. (2011). Tato studie
zkoumala expresi pro ruzné alely genu VRN1. Jedna ze studovanych alel byla alela Vrn-Ala.
Po plisobeni dlouhodobého chladu po dobu Sesti tydnti byla exprese této alely vyssi nez

Vv piipad¢ bez procesu vernalizace.

Dalsi ¢ast diplomové prace se zabyvala analyzou pfitomnosti alely Vrn-Alf-like
u vybranych psenic s genomem AAGG a piitomnosti ptipadnych polymorfizmt gent
kodujicich protein VRN2. Zajimavym zdrojem genetické variability jsou divoké odrady
pSenic. Piikladem je tetraploidni penice T. militinae (2n = 4x = 28, genom A'A'GG), ktera
patii do skupiny Timopheevii. Hybridizac¢ni udalost, ktera vedla ke vzniku téchto odrid, byla
odd¢lena od hybridiza¢nich udalosti vedoucich ke vzniku hexaploidnich p$enic T. aestivum.
Plané druhy Tritiaceae jsou pivodné ozimy. Z toho vyplyva, ze recesivni alely genu VRN1
jsou jejich ptivodni formou. Existuji vSak i druhy, které patii mezi jarni pSenice, a obsahuji
nejmén¢ jednu dominantni alelu genu VRN1, VRN3 nebo recesivni alelu VRN2

(Goncharov, 1998).

54



V ramci prace byly pro vyse zminénou analyzu vybrany linie z genovych bank, které
maji genom AAGG a patii k druhu T. araraticum, respektive T. timopheevi. Jednalo se
celkem 0 93 linii. Nejprve byla zjisténa pFitomnost/nepiitomnost alely Vrn-Alf-like. Tato
alela se nachazi u jarnich odrid pSenic a je zodpovédna za jarni fenotyp (Ivanicova et al.,
2016). Divodem, pro¢ byly analyzovany tyto linie je fakt, ze alela Vrn-Alf-like pivodné
pochazi od T.militinae, ktera patii do skupiny T. timopheevii. Dale byla snaha také
identifikovat linie, které by mély jarni fenotyp, ale nemély by oba znaky charakteristické pro
alelu Vrn-Alf-like (pfitomnost inzerce MITE a delece v prvnim intronu). Nicméné nékteré
analyzované linie, které jsou fazeny mezi jafiny, nebyly nositelkou zminéné alely. Ve studii
Shcherban et al. (2016) identifikovali jarni tetraploidni druhy T. timopheevii (genom
AAGG), které jsou nositelkou jen alely Vrn-Alf-like. Zjistili, ze se tato alela vyvinula
u tohoto tetraploida, kdy je pro né tato alela charakteristicka a nebyly identifikovany jiné
alely typické pro béznou hexaploidni psenici, ktera ma odlisny evolu¢ni pivod. Z tohoto
divodu byla provedena sekvenaéni analyza genii kodujici protein VRN2. Cilem bylo

nalezeni zmén, které¢ by mohly byt pfic¢inou vzniku jarniho fenotypu.

Lokus genu VRN2 zahrnuje dva tandemové se opakujici geny (ZCCT1, ZCCT2).
Sekvenovana tak byla oblast domény ZCCT1 (exon 1) a ZCCT2 (exon 1,2). Polymorfizmy
byly identifikovany pouze v oblasti ZCCT2, a to pro oba exony. V sekvenci prvniho exonu
domény ZCCT2 byla identifikovana inzerce o velikosti 12 bp. Nachazela se celkem u ¢ty
vzorkt. U vzorku TRI 18483 nebyla identifikovana alela Vrn-Alf-like, nicméné i tak se
jednalo o jarni odrtidu. Proto by zminéna inzerce, kterd nenarusuje ¢teci ramec, mohla mit
vliv na gen VRN2 a jeho expresi, ¢imz by vznikl jarni fenotyp. Dalsi tfi linie, u kterych byla
identifikovana 12 bp inzerce, také nenesly alelu Vrn-Alf-like. Tyto linie ale nepatii mezi
jafiny. Z tohoto dtivodu nemtZzeme fict, Ze by inzerce méla vliv na vznik jarniho fenotypu,
protoze se nachazi jak u ozimd, tak u jatin. V sekvenci druhého exonu domény ZCCT2 byly
identifikovany tfi substituce v pozicich 359, 402 a 443 bp. VSechny tfi zminéné substituce
se nachazely u jednoho vzorku — linie TRI 19075. Tato linie sice nenese alelu Vrn-Alf-like,
ale patii mezi jatiny. U dvou ze tfi zminénych substituci (359 bp a 443 bp) doslo
k aminokyselinové zaméné. Aminokyselinové bodové mutace mohou zménit strukturu
a funkci vysledného proteinu. Na zéklad¢ tohoto predpokladu, by mohly mit tyto substituce
vliv na vznik jarniho fenotypu. Substituce 402 a 443 bp byly dale identifikovany u dalSich
23 vzorkt. Substituce se ale nenachazely pouze u ozimi nebo jatin. Z tohoto diivodu nelze

fict, Ze by mély vliv na vznik jafin. U substituce 359 bp byla zménéna aminokyselina. Misto
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kyseliny asparagové je kddovany glycin. Byla tak nahrazena kyseld aminokyselina neutralni
aminokyselinou. U substituce 443 bp byla misto alaninu vloZena kyselina asparagova. Zde
je zména opacnd, a to misto neutralni aminokyseliny kyseld aminokyselina. Substituce

402 bp byla synonymni.

Ve studii Shcherban et al. (2016) se snazili zjistit piivod jarniho rustového typu
u skupiny tetraploidnich pSenic Timopheevi. Porovnavali mezi sebou druh T. araraticum
s jeho domestikovanou jarni odradou T. timopheevii. Studovali pouze alelovou variabilitu
genu VRN1 mezi zminénymi tetraploidnimi druhy. Identifikovali, Ze u variet T. araraticum
jsou pfitomny ozimy i jafiny, a to S pfevahou ozima (Shcherban et al., 2016). Ve své studii
Shcherban et al. (2016) studovali promotorovou oblast a oblast prvniho intronu genu VRNL.
V promotorové oblasti u vSech studovanych tetraploidii identifikovali jiz dfive popsanou
alelu Vrn-Alf (Golovnina et al., 2010). V porovnani s jinymi znamymi sekvencemi Vrn-Al
obsahuje promotor alely Vrn-Alf 50 bp deleci nedaleko start kodonu. V oblasti prvniho
intronu byly nalezeny vétsi rozdily. Popsali celkem tii rozdilné alely. Alela Vrn-Alf-del
obsahovala deleci v centralni ¢asti prvniho intronu a nachézela se jen u T. araraticum. Alela
Vrn-Alf-ins obsahovala inzerci transpozonu MITE o velikosti 0,4 kb a alela Vrn-Alf-ins/del
obsahovala jak deleci, tak inzerci transpozoénu MITE. Obé tyto alely identifikovali pouze
u T. timopheevi. Inzerce transpozénu MITE byla také popsana u alely Vrn-Alf-like ve studii
Ivanicova et al. (2016). Zavérem studie Shcherban et al. (2016) je, ze Vrn-Alf a Vrn-Alf-del
jsou spojeny se ozimym riastovym typem u T. araraticum. Druhy T. timopheevii, které nesly
alelu Vrn-Alf-del/ins a Vrn-Alf-ins, byly jafiny. V ramci diplomové prace se nepodafilo
identifikovat linie, které mély jen deleci nebo jen inzerci, avSak studie Shcherban et al.
(2016) prokazala, ze vlozeni transpozénu MITE do oblasti prvniho intronu genu
Vrn-Al je pravdépodobné spojené s jarnim rustovym habitem T. timopheevii. Zavér, ze alela
Vrn-Alf-like se nachazi pouze u druhu T. timopheevii se shoduje s analyzou V této praci.
Také tato alela byla identifikovana pouze u linii patficich k druhu T. timopheevii.

U T. araraticum tato alela identifikovana nebyla.

V ramci provedenych analyz v této praci se nepodaftilo identifikovat polymorfizmy,
které by se nachazely pouze u vzorku bez alely Vrn-Alf-like a jednalo se o jafiny. Je mozné,
ze za vznik jarniho fenotypu u téchto linii nebyl zodpovédny gen VRNZ2. V této préaci nebyly
naptiklad analyzovany geny VRN3 nebo lokus VRN-G1 nachazejici se na subgenomu G.

56



7 ZAVER

V této praci byla analyzovana exprese alel Vrn-Ala a Vrn-Alf-like u vybranych
zastupcu jarnich psenic. Kultivary Téhti a Mooni nesly alelu Vrn-Ala. Tetraploidni pSenice
T. militinae, linie DH81 a F3 147 nesly alelu Vrn-Alf-like. Relativni exprese alely Vrn-Ala
byla vy$§i nez relativni exprese Vrn-Alf-like v podminkach dlouhého dne,
a to u nevernalizovanych i vernalizovanych rostlin. Divodem expresni analyzy téchto dvou
alel byl jejich rozdilny fenotypovy projev. Rostliny s alelou Vrn-Ala kvetly diive nez
akumulaci mMRNA alely Vrn-Ala v listech, kdy v ramci této alely byla detekovana vyssi
hladina relativni exprese u vernalizovanych i nevernalizovanych rostlin. Vyssi hladina
relativni exprese alely Vrn-Ala tak koreluje s pozorovanym fenotypem. U obou alel bylo
pozorovano kolisani hladin relativnich expresi v prubéhu svételné casti dne. Dale byl
studovan vliv vernalizace na expresi zminénych alel. Oproti nevernalizovanym rostlinam
byly hladiny relativnich expresi v piipadé¢ alely Vrn-Alf-like u vernalizovanych rostlin vyssi.

Tyto vysledky potvrzuji, ze vernaliza¢ni proces ma vliv na expresi genu VRNL.

Druha ¢ast prace se zabyvala analyzou piitomnosti alely Vrn-Alf-like u vybranych
zastupcich tetraploidnich pSenic s genomem AAGG. Bylo analyzovano celkem 93 linii
patticich do druhd T. araraticum, respektive T.timopheevii. Alela Vrn-Alf-like byla
identifikovana pouze u linii patiicich k druhu T. timopheevii. Tato alela je zodpovédna za
jarni fenotyp. U nékterych linii, které mély jarni fenotyp, alela Vrn-Alf-like identifikovana
nebyla. Z tohoto diivodu byly linie sekvenovany v oblasti domény ZCCT1 (exon 1) a ZCCT2
(exon1,2). Voblasi prvniho exonu domény ZCCT1l nebyly identifikovany zadné
polymorfizmy v porovnani se sekvenci T. turgidum kultivar Langdon. V oblasti prvniho
a druhého exonu domény ZCCT2 byly identifikovany polymorfizmy. Detekované
polymorfizmy se ale nachazely u rostlin s jarnim i ozimym ristovym typem. Z tohoto

divodu nemély pravdépodobné vliv na pozorovany fenotypovy projev.
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