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Abstrakt

Teoreticka ¢ast diplomové prace se nejprve zabyva pSenici setou — Triticum aestivum L.,
jeji evoluci a vyznamem pro lidstvo. Déle jsou v teoretické ¢ast uvedeny informace o
genech ovliviujici kveteni u obilovin, jsou zde popsany zejména geny fotoperiodické a
vernalizacni dréhy, a také geny ranosti per se. Zvlastni pozornost je vénovana geniim

vernalizacni dréhy.

Experimentalni ¢ast této prace je rozdélena na dvé ¢asti. V prvni ¢asti je popsana analyza
exprese genu VRN-Al. Je zde uvedena postupna selekce z plvodnich 43 odrad
vybranych pro tuto analyzu, jejich alelicka specifikace vedouci k postupnému
vyselektovani odrid splitujicich podminky kladené v cilech prace — stejna sestava alel
VRN-A1, rizny pocet kopii genu VRN-AL. U téchto odrid je néasledné analyzovana
exprese genu VRN-AL pomoci RT-qPCR. Jsou zde také vysledky z fenotypové analyzy
metani. Ve druhé ¢asti experimentalni prace se nachazi vysledky ze sekvenovani genu

VRN-1 metodou Sangerova sekvenovani a I[llumina 1Seq.

Z vysledkl v této praci vyplyva, Ze odriida BraniSovicka nesouci dvé kopie alely Vrn-
Ala metala signifikantné pozdéji neZ odrida Bastion majici jednu kopii tohoto genu,
rozdily byly pozorovatelné 1 na irovni exprese — V ptipad¢ odridy s jednou kopii exprese
Vv Case stoupala, v ptipadé odrudy s 2 kopiemi alely Vrn-Ala dochazelo ke stagnaci nebo
poklesu exprese VRN-AL. V ramci sekvenovani byly u 8. exonu VRN-D1 u dvou odriad
identifikovany SNP, déle pak delece v tomtéz genu a taktéz delece v promotoru VRN-
Al
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Cilem teoretické Casti je zpracovani literarni reSerSe se zaméfenim na geny ovliviiujici
kveteni u obilovin, pfedevs$im u pSenice seté (Triticum aestivum) a také u modelové
rostliny Arabidopsis thaliana. Budou popsany geny vernaliza¢ni a fotoperiodické drahy

a geny ranosti per se.
Experimentalni ¢ast

V praktické ¢asti bude analyzovan gen VRN-1, ktery je dilezity pro iniciaci kveteni a je
vyznamnou soucasti vernaliza¢ni drahy. Tento gen bude sekvenovéan u nékolika odrad
pSenice, dojde k porovnani sekvenci a identifikaci ptipadnych mutaci. U testovanych
odrad bude stanovena alelicka sestava VRN-AL, VRN-B1 a VRN-D1. Dale bude stanoven
pocet kopii genu VRN-AL, protoze zvyseny pocet kopii miize mit vliv na jeho transkripci.
U odrtd se shodnou sestavou VRN-1, ale odliSnym poctem kopii VRN-A1 bude uréena

doba metani a pomoci kvantitativni PCR také stanovena uroven exprese VRN-AL.



1 Uvod

Zemédélstvi a lidstvo v 21. stoleti ¢eli mnoha vyzvam: musi produkovat vice potravin
k nasyceni stale rostouci populace, prispét ke zvySeni zivotni Grovné v mnoha
rozvojovych zemich zavislych na zemédélstvi, vyuzivat u¢innéjsi a udrzitelnéjsi vyrobni
metody a ptizplsobit se zmén¢ klimatu.

Sezonni zmény v délce dne, teploté a srazkach vyrazné ovliviiuji vyvoj rostlin.
Rostliny méni své chovani a rist v reakci na signaly z vnéjsiho prostiedi, jakymi jsou
délka dne nebo teplota (Hastings a Follet, 2001). Role délky dne (fotoperiody) pfi ristu
rostlin byla nejdiive zminéna Tournoisem (1912) a Klebsem (1913), ale Garner a Allard
(1920, 1923) byli prvni, kdo jasn¢ ukazali, Zze kveteni a dalsi vyvojové reakce by mohly
byt kontrolovany vystavenim dlouhym nebo kratkym dniim v zavislosti na druhu rostliny.
Prokéazali, ze hlavnim faktorem pfi regulaci vyvoje rostlin je délka dne a zavedli pojem
fotoperiodismus, ktery je definovan jako reakce rostliny na délku dne, ktera umoziuje
rostlindm ptizptsobit se sezonnim zménam. Podle pozadavku na délku dne Ize rostliny
klasifikovat do tfi kategorii: rostliny dlouhodenni, které kvetou, kdyz je fotoperioda
(pocet hodin svétla v dennim cyklu) delsi nez hrani¢ni délka dne, kratkodenni rostliny
kvetou, pokud je fotoperioda krat$i nez hrani¢ni délka dne. Hrani¢ni délka dne se obvykle
pohybuje mezi 10-14 hodinami. Posledni skupinou jsou rostliny neutralni, u nichz
pfechod do reproduktivni faze probiha bez ohledu na délku dne (Kim a Sung, 2014;
Shrestha et al., 2014). Ve starSich publikacich se nicméné objevuji informace, podle
kterych je to ve skutecnosti délka tmy, na kterou rostlina reaguje, naptiklad experimenty
provedené na rostlinach Xanthium a séji ukazuji, ze pokud jsou kratkodenni a
dlouhodenni rostliny péstovany za kratkého dne a v pribcéhu noci dojde ke kratkému
preruseni svétlem, tak toto vede ktomu, ze je u dlouhodennich rostlin kveteni
indukovano, zatimco u kratkodennich inhibovano (Lang, 1965). Nicméné v aktualné
publikovanych ¢lancich je jako kriticka veli¢ina uvadéna délka dne, a tak tomu bude i
V této praci.

Piechod z vegetativni do generativni faze je vyznamnou udalosti ve vyvoji rostliny. Je
to proces, ktery je krom¢ délky dne ovlivitovan celou fadou dalSich faktord. U mnoha
druhti rostlin je potiebné, aby byly vystaveny nizkym teplotam po dobu nékolika tydnt —
jedna se o proces znamy jako vernalizace (jarovizace). Termin jarovizace zavedl ve 30.
letech 20. stoleti Lysenko, pozdé&ji ptekladano jako ,,vernalization* z latinského vernum

= spring. Definici tohoto pojmu pak stanovil Chouard (1960) jako ziskani nebo zrychleni
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schopnosti kvést vystavenim rostlin chladu. Citlivost na tyto faktory prostiedi je fizena
vernaliza¢nimi (VRN — vernalization) a fotoperiodickymi (PPD — photoperiod) geny.
Obilniny patfi k nejvyznamnéjs$im zemeédélskym plodindm a jsou cilem zajmu
Slechtitelti a védci. Spravné nacasovani kveteni mtize velmi vyznamné ovlivnit vynos, a
tak cilem védci je pochopeni procesti kveteni, které by nasledné vedlo k vyslechténi a

produkci kultivart s vysokymi vynosy a adaptovanych na rizné klimatické podminky.
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2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Obilniny
Obilniny patii do téidy jednod€loznych, ¢eledi lipnicovitych (Poaceae). Jsou to plodiny
zahrnujici napiiklad pSenici, jeémen, ryzi a kukufici. Patéi mezi hlavni zdroje potravy pro
lidstvo. Domestikace téchto plodin zpusobila pfevrat ve zptisobu Zivota lidi @ ma podil na
pokrocich, které v nasi civilizaci nastaly. Posun od shanéni potravy k jeji cilené produkci
vedl k poc¢atkiim zemédélstvi v mnoha ¢astech svéta a mohl pozdé&ji za pokles genetické
diverzity téchto plodin, coz bylo urychleno domestikaci a také $lechténim modernich
kultivara (Gustafson et al., 2009). V roce 2019 dosahovaly vynosy obilnin 2,7 miliardy
tun, 0 2,3% vyssi nez v roce 2018 (www.fao.org, FAO Cereal Supply and Demand Brief).
Psenice (spole¢né s jeCmenem) jsou dvé hlavni plodiny, které daly za vznik
zemédélské revoluci pred 10 000 lety v oblasti Urodného ptilmésice, a p3enice dodnes
zUstava mezi svétoveé nejvyznamnéj$imi plodinami. Domestikace téchto plodin z jejich
planych pfedchiidcti vyzadovala evoluci téch znakt, které jsou pro Clovéka uzitecné.
Jednalo se napiiklad o retenci zrna, zlepSovani vytézku pii mlaceni, zmény v citlivosti

rostlin na fotoperiodu a také nutri¢ni hodnoty téchto plodin (Haas et al., 2019).

2.1.1 Rod pSenice

Rod psenice (Triticum) a jeho zastupci jsou jedny z nejrozsifenéjsich zemédélskych
plodin, které se péstuji na Zemi a piispiva piiblizné pétinou vSech kalorii spotfebovanych
lidmi, zaroven poskytuje vyznamné mmnozstvi proteinti (www.fao.org, FAOSTAT
databaze). V dusledku toho vynosy a produkce této plodiny ovlivituji globalni ekonomiku
a ptripadna netispeésna sklizen (nizké vynosy sklizené pSenice, poni¢eni trody extrémnim
podasim) miize mit i razné politické dusledky. Slechtitelé se neustale snazi vytvofit
vylepSené odrliidy pSenice upravou genetickych parametrti ovliviiyjicich vynos a taktéz
kvalitu, s cilem soucasné zachovat stabilni vynosy a adaptaci této plodiny na podminky
regiont, ve kterych je péstovana (zejména s ohledem na biotické a abiotické stresy) (Atlin
etal., 2017).

Proces domestikace, pii kterém dochazi k pfeméné plané formy rostliny na rostliny
domestikované, byl u psSenice pomémé komplexni. Z hlediska zemédé€lstvi je
42) (Sakamura, 1918) rozdéleny do 3 subgenomu (A, B a D) pochazejicich od tii
diploidnich planych piedki: Triticum urartu, neznamého pribuzného Aegilops speltoides,

a Aegilops tauschii.
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2.1.1.1 Evoluce pSenice

Donorem A genomu se stal diploidni druh T. urartu (samotny T. urartu nebyl nikdy
domestikovan) (Dvorak et al., 1993), kdy béhem amfiploidizacni udalosti, ktera se
odehrala ptred méné nez pil milionem let (Chalupska et al., 2008), doslo k hybridizaci
s darcem genomu B, ktery je dosud nezjistén, nicméné je znamo, ze jde o druh ze sekce
Sitopsis, piibuzného s druhem Aegilops speltoides (Blake et al., 1999). Donor vaji¢ka
V této pocatecni hybridizaci byl donorem B genomu a dérce pylu ptispél A genomem.
vzniklého piedchudce vznikla psenice naduiela dvouzrnka (T. dicoccum), ze které byla
domestikovana naptiklad pSenice tvrda (T. durum) (Haas et al., 2019).

Asi 8 000 let pt.n.l se udala dalsi hybridizace, ktera se odehrala mezi domestikovanou
tetraploidni T. durum a donorem D genomu — divoce rostoucim diploidnim druhem
Aegilops tauschii, coz dalo za vznik hexaploidnimu druhu pSenici seté (Triticum
aestivum) (Peng et al., 2011; Wang et al., 2013). Evoluce pSenice je schematicky
zobrazena na Obrazku 1.

Dalsi domestikované druhy pSenice, jako pSenice Spalda (T. aestivum spelta), byly
Siroce péstovany v Evropé do 20. stoleti, kdy byly vétsSinove nahrazeny psenici setou diky
lepSim vlastnostem. PSenice $palda je v omezeném mnozstvi stale péstovana ve stifedni
Evropé¢ a miize byt cennym genetickym zdrojem pro budouci zlepSovani vlastnosti

pSenice seté (Longin a Wiirschum 2016; Miiller et al., 2018).
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Obrazek 1 — Schématické zobrazeni evoluce pSenice. Genom A pochazi od T. urartu (blizkym
ptibuznym T. urartu je T. monococcum, dodnes péstovany v horskych oblastech Italie a
Spanélska). Doslo k hybridizaci s dosud nezndmym druhem piibuznym Ae. speltoides. Touto
hybridizaci vznikl plany tetraploidni druh T. dicoccoides a jeho naslednou domestikaci T. durum,
ktera se asi 8 000 let pi.n.l zkiizila s T. tauschii — donorem D genomu a vysledkem byla dodnes
péstovana T. aestivum (upraveno podle The Bristol Wheat Genomics Website).

2.1.1.2 Péstovani pSenice v soucasnosti
Psenice je rostlina samosprasna. Mezi domestikovanymi a planymi druhy psenice existuje
mnozstvi fenotypovych odli$nosti, které jsou podminéné geneticky. U planych forem
pSenice dochazi po dozrani krozpadu klasu na jednotlivé klasky, zatimco u
domestikované psenice k tomuto rozpadu nedochazi a zrna se z klaskti uvoliuji az pfi
sklizni. Dale se jedna napiiklad o snizenou dormanci semen nebo pozménénou dobu
kveteni — jedna se o znaky, které usnadnuji péstovani psenice pro lidskou potiebu, ale v
pfirod¢ by mohly rostlinam Skodit.

Moderni kultivary pSenice patfi zejména do 2 polyploidnich druhfi: hexaploidni

pSenice (Tritticum aestivum — 2n = 6x = 42 chromozom) a tetraploidni pSenice tvrda (T.
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durum — 2n = 4x = 28 chromozomil). Pé&stovana diploidni pSenice jednozrnka (T.
monococcum — 2n = 14 chromozomil) je k nalezeni pouze v horskych regionech Italie a
Spanélska (Gustafson et al., 2009; Haas et al., 2019).

Dnesni odridy pSenice jsou péstovany v Sirokém spektru zemépisnych Sitek — pocinaje
severnimi oblastmi zemékoule, kde se pSenice péstuje u severniho polarniho kruhu, az po
jizni oblasti — zejména na jihu Chile (www.fao.org, FAOSTAT databaze). Tento rozsah
je ztejm¢& dan plasticitou polyploidniho druhu a zplisobuji ji geny fidici fotoperiodickou
odezvu a vernaliza¢ni pozadavky. V roce 2020 ¢inily vynosy pSenice asi 772 miliont tun
(www.fao.org, FAO Cereal Supply and Demand Brief). Mapa ukazujici mnozstvi

vyprodukované psenice ve svété za rok 2018 je zobrazena na Obrazku 2.

© Mnoistvi
vyprodukované
pSenice v tunach (t)

<= 29185.0

ANTARCTICA <=195088.0

B <=1000000.0

B <=5245890.0

B > 5245890.0
Obrazek 2 — Mapa svéta zobrazujici mnozstvi vyprodukované pSenice. Jedna se o data za rok
2018. Jednotlivé staty jsou odliSeny barevné podle mnozstvi uvadéného v tunach, které bylo

v daném staté vyprodukovano. Data pochéazeji z Organizace OSN pro vyzivu a zemédélstvi
(FAO) (www.fao.org, FAOSTAT databaze).
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2.1.1.3 Vyzvy pfi Slechténi pSenice

Techniky tradi¢niho $lechténi produkuji plodiny s vysokou vyzivovou hodnotou a také
vynosy, nicmén¢ soucasna rychlost zvySovani vynosi je nedostatecna Kk tomu, aby
vyhovéla budoucim pozadavkim. Védci se zabyvaji zlepSenim existujicich plodin, které
budou vynosnéjsi, odolné vici Skiidciim a chorobam a budou vice pfizpusobivé ménicimu
se klimatu (The International Wheat Genome Sequencing Consortium et al., 2018).

U ostatnich rostlinnych a zivocisSnych organismu piistup ke zcela anotovanému
genomu prispél k vyvoji systematictéjSich a efektivnéjSich pfistupi pro selekci a
porozuméni dulezitych znaki (Hickey et al., 2017). Kompletni genomova sekvence
pSenice nebyla dlouhou dobu dostupna, a to zejména kvili problémim s velikosti
genomu, ktery je vice nez pétkrat vétsi nez lidsky genom (Arumuganathan a Earle, 1991),
hexaploidni povaze a velkému mnozstvi repetitivnich sekvenci. V roce 2005 bylo
zalozeno Mezinarodniho konsorcium pro sekvenovani genomu pSenice S cilem
poskytnout kvalitni anotovanou referencni genomovou sekvenci pSenice kultivaru
Chinese Spring (CS).

Byla uvetejnéna sekvence genomu psenice ve formé sekvenci 21 chromozomu
spole¢né s pfesnym umisténim 107 891 genti a vice nez 4 miliony molekularnich markerti
(The International Wheat Genome Sequencing Consortium et al., 2018). Doslo také
k lokalizaci téchto genti a markert na jejich spefické subgenomy, v praci se nachazeji i
informace o sekvencich mezi geny a markery, coz poskytuje komplexni pohled na
organizaci gent a oblasti dllezitych pro jejich regulaci.

Tato anotovana referencni sekvence pSenice nyni slouzi jako zdroj, ktery mize vést
k dalsimu zlepSovani vlastnosti psenice diky hlubsim znalostem o této ploding a $lechténi
zaloZeném na genomice. S anotovanym a uspoifadanym genomem mohou Slechtitelé a
vyzkumnici zjiStovat funkce jednotlivych gentl, interakce mezi geny a jejich vyznam
v prubéhu vyvoje rostliny. Diky znamé sekvenci lze vyuzivat moderni $lechtitelské
techniky jako je napiiklad editace genomu (The International Wheat Genome Sequencing
Consortium et al., 2018).
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2.2 Kveteni
Indukce kveteni je zdsadni vyvojovou zménou v zZivotnim cyklu rostlin. Jedna se o

fyziologicky proces, ktery piedstavuje pfechod od vegetativniho (rist stonku, listd)
k reproduk¢énimu (tvorba kvéti a kvétenstvi) vyvoji. Kveteni za piiznivych podminek ma
zasadni vliv na reprodukéni uspéch rostlin — zajisténi dostate¢né produkce semen pro
nasledné rozmnozovani druhu. Rostliny proto kvetou pouze v urcitych ro¢nich obdobich
a doba kveteni je pfisn¢ regulovana vniménim a interpretaci signalli piichazejicich
z prostfedi (délka dne, teplota, intenzita slune¢niho zéfeni, dostupnost vody a Zivin)
spole¢né s endogennimi podnéty (juvenilita, stadium vyvoje, hormonalni regulace).
2.2.1 Indukce kveteni u Arabidopsis thaliana
Proces indukce a regulace kveteni byl nejrozsahleji studovan u modelové rostliny
Arabidopsis thaliana. Arabidopsis se fadi mezi dlouhodenni rostliny, pti kratkych dnech
dochazi ke zpozdéni kveteni. Proces vernalizace je nutny pro ptechod do generativni faze
rostliny (Martinez-Zapater et al., 1994). Krom¢ téchto sezénnich podnétl, kveteni
ovliviuje také naptiklad vystaveni niz§im teplotam (16 °C), které zpozd'uje vykveteni ve
srovnani s péstovanim rostlin pii teplotach 20-24 °C (Blazquez et al., 2003).

U Arabidopsis thaliana byly genetickymi analyzami definovany ¢étyfi hlavni drahy
podilejici se na kveteni: fotoperiodickd draha, autonomni dréha, giberelinova dréha a

vernaliza¢ni draha (Kim a Sung et al., 2014).

2.2.1.1 Fotoperiodicka draha u Arabidopsis
Ke vnimani fotoperiody rostlinou dochazi v listech, nicméné kvéty vyrlstaji ze

stonkového apikalniho meristému. V minulosti se tedy uvazovalo o existenci pohyblivého
signalu nazvaného ,.florigen” (Chailakhyan, 1936). Jako ,.florigen” byl u Arabidopsis
identifikovan gen FLOWERING LOCUS T (FT) (Corbesier et al., 2007), kodujici maly
globularni protein, ktery je schopen translokovat z listd ptfes floém, do stonkového
apikalniho meristému.

Vyznamnym genem fotoperiodické drahy u Arabidopsis je CONSTANS (CO), coz je
transkripcni faktor typu zinkového prstu, ktery integruje informace o vnéjsim prostiedi a
endogennich podnétech rostliny tak, aby spustil kveteni ve vhodném obdobi. Ve vodivych
pletivech listi aktivuje CO protein expresi FLOWERING LOCUS T (FT), ktery koduje
protein podporujici kveteni (An et al., 2004; Tiwari et al., 2010). Jak jiz bylo zminéno
vyse, FT je transportovan skrz floém do apikélniho meristému stonku, transport FT
vyZaduje membranovy protein nazvany FT-INTERACTING PROTEIN 1 (FTIP1) (Liu
etal., 2012).
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Exprese CO je regulovana cirkadiannimi hodinami, které nastavuji rytmus tak, ze vrcholu
exprese je dosazeno na konci dlouhého dne (Shrestha et al., 2014). Cyklicka zména
abundance CO mRNA zavisi na aktivité proteinového komplexu tvofeného rostlinnym
specifickym proteinem GIGANTEA (GI), ubikvitin ligazou FLAVIN KELCH F BOX 1
(FKF1) a fotoreceptory (fytochromy a kryptochromy) (Baudry et al., 2010; De Montaigu
et al., 2010). PHYTOCHROME B (PHYB) podporuje degradaci CO proteinu, zatimco
PHYTOCHROME A (PHYA), CRYPTOCHROME1 (CRY1) a CRYPTOCHROME?2
(CRY?2) jej stabilizuji. Tyto antagonistické aktivity vedou k hromadéni CO na konci dne
(Valverde et al., 2004; Yanovsky a Kay, 2002). Interakce mezi GI a FKF1 vyzaduje svétlo
a pritomnost GI proteinu je nezbytna pro stabilitu proteinu FKF1 (Sawa et al., 2007;
Fornara et al., 2009). Po interakci FKF1 s Gl dochazi k uvolnéni represe CO a FKF1
zacili za ucelem degradace na transkripéni represor znamy jako CYCLING DOF
FACTOR (CDF) (Sawa et al., 2007). Proteiny CDF se piimo vazou k promotorim CO a
FT proto, aby se zabranilo jejich expresi v ptipadé, Ze jsou rostliny vystaveny kratkym
fotoperiodam (Imaizumi et al., 2005; Song et al., 2012).

Po transferu do stonkového apikalniho meristému FT interaguje s bZIP transkripénim
faktorem FLOWERING LOCUS D (FD), a tento protein-proteinovy komplex (FT-FD)
aktivuje expresi genu APETALA1L (AP1) kodujiciho MADS-box transkripéni faktor, ktery
je nezbytny pro vyvoj kvéta (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005). Samotna iniciace
kveteni zahrnuje aktivaci jeSt¢ dalSich MADS-box transkripénich faktorti, jako jsou
SUPPRESSOR OVEREXPRESSION CONSTANS 1 (SOC1) a FRUITFULL (FUL) (Lee
et al., 2008; Melzer et al., 2008). SOC1, interagujici s dalsim MADS-box transkripnim
faktorem AGAMOUS LIKE24 (AGL24) kontroluje expresi LEAFY (LFY) podilejiciho
se také na iniciaci vyvoje kvéta (Lee et al., 2008).

Proti genim identity meristému, AP1 a LFY, antagonisticky pusobi protein
TERMINAL FLOWER (TFL1). TFL1 zabranuje ektopické expresi AP1 a LFY ve stfedu
stonkového meristému. (Hanano a Goto, 2011). Nedavno bylo ale také zjisténo, ze LFY
a AP1 mohou fungovat vzajemné protikladné pti regulaci exprese genti. V praci Goslina
et al. (2017) bylo ukazano, ze transkripce TFL1 je potlacovana AP1, ale podporovana
LFY.

2.2.1.2 Vernaliza¢ni draha u Arabidopsis
U mnoha druhti rostlin miize byt kveteni stimulovano vystavenim nizkym teplotdm nad

bodem mrazu po dobu nékolika tydnd. Tento proces, znamy jako vernalizace, probiha
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v zimnich mésicich a pfipravuje rostlinu na reprodukéni rist po chladném obdobi, kdy se
teploty opét zacinaji zvySovat.

Nizké teploty spousti fadu fyziologickych a molekularnich reakci v rostlinach. Pii
teplotach nad bodem mrazu dochazi k indukci aktivity mnozstvi genti za ucelem spusténi
procesu aklimatizace rostlin na chlad (Thomashow, 2001; Chinnusamy et al., 2007).
Vernalizace je podobna procesu aklimatizace na chlad, protoze oba tyto dé&e jsou
vyvolany nizkymi teplotami (Lang, 1965; Bond et al., 2011; Zografos a Sung, 2012).
Mezi témito d&ji vSak existuji dva hlavni rozdily. K aklimatizaci na chlad dochazi v celé
fadé¢ rostlinnych pletiv, véetné starSich lista. Naproti tomu K u¢inku vernalizace dochazi
bud’ u stonkového apikalniho meristému, nebo u mladych listli, coz naznacuje, ze na
pusobeni chladu reaguji délici se buniky (Wellensiek, 1964; Lang, 1965; Zeevaart, 1976).
Vernalizace navic vyzaduje del$i dobu vystaveni chladu nez aklimatizace na chlad.
Aklimatizace rostlin mize byt dosazeno béhem nékolika dnti po vystaveni chladu,
zatimco vernalizace vyzaduje V piipadé Arabidopsis 4 az 6 tydn vystaveni nizkym
teplotam (Lang, 1965; Bond et al., 2011; Zografos and Sung, 2012).

Kli¢ovymi geny zapojenymi do vernalizace u Arabidopsis, jsou FRIGIDA (FRI) a
FLOWERING LOCUS C. FLC je MADS-box transkrip¢ni faktor ktery se pfimo vaze na
geny podporujici vyvoj kvéti a blokuje jejich transkripci, ¢imz pusobi jako represor
kveteni (Michaels a Amasino, 1999; Sheldon et al., 1999; Johanson et al., 2000). FRI
koduje scaffold protein, ktery se podili na transkripci FLC formaci velkého transkrip¢niho
aktivatorového komplexu slozeného z FRI, FRI-LIKE 1 (FRL1), FRI ESSENTIAL 1
(FES1), SUPPRESSOR OF FRI 4 (SUF4) a FLC EXPRESSOR (FLX). Tento komplex
spole¢né s modifikatory chromatinu aktivuje transkripci FLC (Choi et al., 2011). Vysoké
hladiny exprese FLC potlacuji transkripci dvou genti podilejicich se na kveteni,
FLOWERING LOCUS T (FT) a SUPPRESSOR OVEREXPRESSION CO 1 (SOC1), coz
ma za nasledek zpozdéni ve kveteni (Michaels et al., 2005; Sheldon et al., 2006).
V prubéhu vernalizace dochézi k postupnému utlumovani transkripce FLC az k uplné
stabilni represi FLC po ukonceni vernalizace (Sheldon et al., 2000). Zpo¢atku utlumovani
FLC koreluje s expresi nekodujicich RNA nazyvanych COOLAIR a COLDAIR (Heo a
Sung, 2011). Stabilni represe FLC je spojena se zménami struktury chromatinu
zpusobené modifikacemi histont. Pfed procesem vernalizace je typicka trimethylace
lysinu 4 na histonu 3 (H3K4me3) — dochazi k vysoké expresi FLC. Trimethylace lysinu
27 na histonu 3 (H3K27me3) je znamka snizené exprese — po prob¢hlé vernalizaci (Sung
a Amasino, 2004).
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Represe FLC, ke které dochazi piisobenim chladu, vyzaduje spole¢nou aktivitu vice gentl,
jakymi jsou naptiklad Arabidopsis thaliana VERNALIZATION 2 (AtVRN2) a
VERNALIZATION INSENSITIVE 3 (VIN3), kter¢ se podileji na histonovych modifikacich
na FLC (Gendall et al., 2001; Searle et al., 2006; Bond et al., 2009a). AtVRN2 kéduje
nukleoprotein zinkového prstu typu C2H2 a je jednou ze slozek POLYCOMB-GROUP
REPRESSIVE COMPLEX 2 (PRC2), ktery je potfebny pro stabilni udrzeni potlaceni
FLC po skonceni vernalizace (Gendall et al. 2001). Dalsim genem zapojenym do
odpovédi rostlin na nizkou teplotu je VERNALIZATON INSENSITIVE3 (VIN3), jehoz
exprese se zvysSuje béhem obdobi vernalizace, pii vysSich teplotach se vraci zpatky na
svou bazalni hladinu (Sung a Amasino, 2004). Jeho produktem je homeodoménovy
prstovy protein VIN3, ktery mize interagovat s PRC2 a zpusobovat trimethylaci H3K27
(H3K27me3) v misté lokusu FLC (Wood et al., 2006; Bond et al., 2009a; Bond et al.,
2009b). Methylaéni status FLC je resetovan v priabéhu ¢asné embryogeneze a v kazdé
generaci je tak vyzadovan novy cyklus vernalizace (Sheldon et al., 2008).

2.2.2 Indukce kveteni u pSenice

Plodiny kmene Triticeae, do kterych patii napiiklad pSenice, jeémen a zito, jsou
zakladnimi slozkami vyzivy lidi a zvifat. V pfiStich desetiletich budou tyto plodiny hrat
¢im dal vétsi roli pii zajistovani dostatku obzivy, obiloviny jsou totiz jednim z
ma z dnesnich 7,8 miliard lidi pfekrocit v roce 2050 hranici 9 miliard lidi a pro zaji$téni
dostatku vyzivy pro obyvatelstvo je nutné zvySovat vynosy (population.un.org, World
Population Prospects 2019). PSenice je plodinou, ktera ma velky potencial ke zvyseni
vynosu. Diky podrobné¢ znalosti dédi¢né informace pSenice ziskané v roce 2018 je mozZné,
aby Slechtitelé rozpoznali geny zodpovédné za vynos, kvalitu zrna anebo také odolnost
vici riznym chorobam (The International Wheat Genome Sequencing Consortium et al.,
2018). Je potiebné, aby doslo k prozkoumani v§ech moznosti, které by vedly ke zvySené
produkci obilovin. Existuji dikazy o tom, ze geny kontrolujici kveteni maji vliv na
produkci zrna, a pravdépodobné tedy ovliviwyji i vynos (Jung a Miiller, 2009; Ni et al.,
2009). Cilem slechtitelského snazeni je produkce takovych kultivar psenice, které jsou
adaptovany na razné klimatické podminky. Produkce lokalné ptizpisobenych kultivara
vSak neni mozna bez lep§iho porozuméni genim podilejicich se na kveteni a jeho

regulaci.
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U psenice je doba vykveteni dtlezitou vlastnosti, protoze na ni zavisi nejen v¢asné zrani
semen, ale pravé také schopnost rostlin pfizpisobit se riznym podminkdm prostiedi
(Nitcher et al., 2014; Song et al., 2015; Wiirschum et al., 2015). Doba kveteni je obvykle
spojena s dobou metani (fenologicka faze, kdy z praporcového listu vycniva praveé
polovina klasu), a jelikoz je metani u pSenice snaze identifikovatelné, tak se pii popisu
doby kveteni pSenice pouziva. Doba kveteni (metani) je tedy vlastnost, kterd zavisi na
komplexu podminek a miize se v Sirokém rozmezi ménit (Cockram et al., 2007). Obecné
se uvadi, ze doba metani hexaploidni pSenice zavisi hlavné na tiech genetickych drahéch:
geny VRN urcujici vernalizacni pozadavek, geny PPD urcujici citlivost rostliny na
fotoperiodu a lokusy EPS (Earliness per se), které jsou zodpovédné za rozdily v dobé

metani U rostlin s uspokojenymi pozadavky na vernalizaci a fotoperiodu (Worland, 1996).

2.2.2.1 Fotoperiodicka draha u pSenice

Psenice je puvodné rostlinou dlouhodenni, to znamena, Ze k iniciaci kveteni dochazi,
kdyz doba trvani denniho svitu piekroci kritickou hladinu (Thomas a Vince-Prue, 1996;
Dubcovsky et al., 2006). Psenice je citliva na fotoperiodu ve vSech stadiich vyvoje (od
kliceni az do metani) (Slafer a Rawson, 1994). Odrady lisici se vzdjemné mirou citlivosti
na fotoperiodu (az do Gplné necitlivosti) byly Slechtiteli selektovany dlouhou dobu, tyto
rostliny se l1épe pfizptisobuji ménicim se podminkam prostiedi (Borlaug, 1983; Beales et
al., 2007; Koshkin et al., 2009). U rostlin neutralnich (na fotoperiodu necitlivych) neni
rozdil v dobé kveteni za kratkého nebo dlouhého dne. Tento neutralni fenotyp byl
dulezitou soucasti ,,zelené revoluce* a stale se celosvétove vyuziva. Jako zelend revoluce
je oznacovano obdobi ve 2. poloving 20. stoleti, kdy diky vyuziti novych hnojiv, pesticidi
a $lechténi novych odrid doslo k vyraznému zvyseni produktivity v zemédélstvi.

Hlavni lokusy ovlivilyjici citlivost na fotoperiodu byly mapovany v pSenici na
chromozomech 2A, 2B a 2D (Law et al., 1978; Scarth a Law, 1983; Wilhelm et al., 2009).
Jedna se o geny PPD-1, které jsou ¢leny PRR (Pseudo Response Regulator) genové
rodiny, stejné¢ jako gen PPD-H1 v je¢meni (Turner et al., 2005; Beales et al., 2007).
Dominantni alely genti Ppd-1 urcuji necitlivost rostliny na fotoperiodu, coZ zpusobuje
¢asné metani v podminkach kratkého i dlouhého dne (Worland et al., 1998; Shaw et al.,
2013), a to mize rostlinam v ur€itych prosttedich poskytovat vyhodu (Worland et al.,
1998). U genu PPD-1 byly detekovany rozmanité formy genu, které rizné ovlivitovaly
dobu metani. Alela Ppd-D1a u genu Ppd-D1 s deleci 2 089 bp v promotorové oblasti

zpisobuje u rostlin necitlivost na fotoperiodu, coz vede u pSenice k ¢asnému metani

22



(Beales et al., 2007). Alely v lokusu Ppd-Al s deleci ve stejné promotorové oblasti také
zpusobuji necitlivost na fotoperiodu (Wilhelm et al., 2009; Seki et al., 2011). Byla také
identifikovana alela Ppd-B1l sinzerci 308 bp V promotorové oblasti, ktera taktéz
zpusobuje necitlivost na fotoperiodu (Nishida et al., 2013). Vice kopii Ppd-B1 muze také
zpusobovat necitlivost na fotoperiodu (Diaz et al. 2012), pravdépodobné diky methylaci
DNA v promotorové oblasti genu Ppd-B1 (Sun et al., 2014). Vétsina alel Ppd-1 u pSenice
zpusobujicich necitlivost na fotoperiodu je tedy charakterizovana delecemi nebo
inzercemi v oblasti promotoru genu, kde jsou umistény regulacni sekvence (Nishida et
al., 2013). Nemutované formy PPD-1 gentl jsou eXprimovany ve dne s maximem
ptiblizné 3—4 h po zacatku svitu. V noci je exprese téchto gent potlacena. Pro vSechny
alely Ppd-la, které zptsobuji necitlivost na fotoperiodu, dochazi k naruseni denniho
cyklu exprese ve srovnani s nemutovanou formou genu (geny jsou exprimovany jak ve
dne, tak v noci) (Beales et al., 2007; Wilhelm et al., 2009; Diaz et al., 2012; Shaw et al.,
2012).

Exprese genti Ppd-1 je ovlivnéna fytochromy PhyB a PhyC (Chen et al., 2014; Pearce
et al., 2016), cirkadiannimi rytmy a vné&j$imi svételnymi signaly (Chen et al., 2014).
Analyza promotorové oblasti geni PPD-1 také odhalila vazebna mista transkripénich
faktord podilejicich se na regulaci fytochromt, cirkadidnnich rytmu a svétla. VSechny
rostliny s alelami Ppd-la necitlivymi na fotoperiodu byly také charakteristické zvySenim
exprese FT1 (VRN3). Na zakladé¢ toho lze soudit, ze Ppd-1 reguluje expresi genu FT1
(Beales et al., 2007; Wilhelm et al., 2009; Shaw et al., 2012). Je také znamo, Ze
fotoperiodickou drahu u pSenice ovliviiuji téi hlavni geny: Triticum aestivum GIGANTEA
(TaGl), Wheat CO1 (WCO1) a Triticum aestivum heading date 1 (TaHd1). Prvni z téchto
gent je ortholog GIGANTEA u Arabidopsis (Zhao et al., 2005), zatimco zbyvajici dva
jsou orthology CONSTANS u Arabidopsis (Shimada et al., 2009; Nemoto et al., 2003).

2.2.2.2 Vernaliza¢ni draha u pSenice

Odrtdy pSenice se déli do dvou hlavnich kategorii na zakladé€ jejich ristové formy: ozim
a jafina. Ozima pSenice vyzaduje dlouhodobou expozici nizkym teplotam (vernalizaci),
aby doslo k urychleni ptechodu z vegetativni do reproduk¢ni faze. Ozima pSenice se
zasévd na podzim, prochédzi vernalizaci a kvete na jafe. Pozadavek na vernalizaci
zabraiuje kveteni na podzim a zajist'uje, ze k vykveteni dojde v teplejSich dnech béhem
jara a léta. Ztraty ozimé pSenice kvili velkému mrazu lze nahradit vysevem jafin, které
bud’ nemaji vernaliza¢ni pozadavek nebo se u nich projevuje jen slaba vernalizacni
odezva a maji nizkou toleranci vuci mrazu. Ve sttedomotskych oblastech s mirnou a
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destivou zimou jsou na podzim vysazeny jatiny, aby se v zim¢ vyuzilo dostupnosti vody
(Kippes et al., 2018). Existuji také odrudy fakultativni — tyto odridy maji vyssi odolnost
vu¢i mrazu (nez jafiny) V piipadé vyseti na podzim, ale také vykvetou bez nutnosti
vernalizace po vyseti na jafe (Flagsberger, 1929).

Vernaliza¢ni odpovéd’ je kvantitativni — S rostouci dobou vystaveni rostlin nizkym
teplotdm dochézi k postupnému snizovani doby potiebné k metani, dokud neni splnén
pozadavek na vernalizaci. Vernalizace je dokoncena, pokud jiz nedochazi ke zkracovani
doby potiebné k metani i pies dalsi ptisobeni nizkych teplot (Kim et al., 2009). N¢které
studie uvadéji, Ze u nékterych druhti rostlin (napf. zito) mize byt vernalizace anulovana
kratkym obdobim vysokych teplot (~35 °C), tzv. devernalizaci (Gregory a Purvis, 1948;
Lietal., 1987). Vliv sezonnich podnétii (véetné vernalizace) na vzrostny vrchol obilovin
je zobrazen na Obrazku 3.

U obilovin vyZadujicich vernalizaci dochazi v reakci na tento proces k expresi riiznych
regulacnich gent, jakymi jsou VRN-1, VRN-2 a VRN-3 (Greenup et al., 2009; Andres a
Coupland, 2012). VRN-1 kodujici MADS-box transkripéni faktor je indukovan
vernalizaci a podporuje prechod od vegetativniho k reprodukénimu vyvoji (Yan et al.,
2003). VRN-2 kodujici protein zinkového prstu je represorem kveteni, ktery zpozd'uje
kveteni, dokud rostliny neprojdou vernalizaci (Yan et al., 2004). Exprese genu VRN-3,
ktery koduje polyethanolamin vazajici protein, je zprostiedkovana fotoperiodou a
vernalizaci a urychluje kveteni. Béhem vegetativni faze ozimych obilovin na podzim je

exprese VRN-1 nizka a aktivita VRN-2 potlacuje expresi VRN-3 (Dubcovsky, 2005).
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Obrazek 3 — Vliv sezonnich podnétli na vzrostny vrchol u obilovin. Odrudy vyzadujici vernalizaci
se vysévaji koncem léta nebo na zacatku podzimu. Vzrostny vrchol prochéazi vegetativni fazi
vyvoje az do zimy, kdy dojde k vernalizaci. To podporuje iniciaci kveteni, ke kterému dochazi
pii zvySovani teploty na jafe. Zaroven dochazi k prodluZzovani dnti a za¢atkem léta dochazi k
metani. Pfevzato z Trevaskis et al., 2007.
2.2.2.2.1 Gen VRN-1
Geny VRN-1 kontrolujici vernaliza¢ni pozadavek pSenice byly lokalizovany na patém
chromozomu u vsech tii subgenomu a nesou tedy oznaceni VRN-AL1, VRN-B1 a VRN-D1
(Law et al., 1976; Galiba et al., 1995). Jak jiz bylo uvedeno, tyto geny koduji MADS-box
transkripcni faktory a jsou vysoce homologni s faktory APETALA-1, CAULIFLOWER
aFRUITFUL v Arabidopsis thaliana (Yan et al., 2003; Kumar et al., 2012), které reguluji
prechod z vegetativni faze vyvoje na generativni (Ferrandiz et al., 2000). VRN-1 hraje
vyznamnou roli v procesu iniciace kveteni v misté stonkového apikalniho meristému
(Trevaskis et al., 2003; Yan et al., 2003). Bylo prokazano, Ze pro piechod rostliny ke
kveteni je potfebné, aby transkripéni urovenn VRN-1 dosahla urcité prahové hodnoty
(Loukoianov et al., 2005), nicméné existuji i mutanti, ktefi i s nefunkénim genem VRN-1
vykvetou (Chen a Dubcovsky, 2012).

Pted procesem vernalizace je bazalni troven transkprice VRN-1 velmi nizkd, zvysuje
se S vystavenim rostliny nizkym teplotam a vysoka troven exprese je udrzovana i po
vernalizaci ve vzrostnych vrcholech i listech ozimé psSenice. Tato transkripéni dynamika

muze byt ovladana histonovymi modifikacemi (Trevaskis, 2010). Pro spravnou funkci
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genu VRN-1 jsou dualezitymi oblastmi sekvence promotoru a prvniho intronu (Yan et al.,
2004; Fu et al., 2005).

Odrady ozimé pSenice nesou recesivni alely vrn-1, jafiny jsou specifické
dominantnimi alelami Vrn-1, které jsou konstitutivné exprimovany (Loukoianov et al.,
2005). Alelicka variace v genu VRN-1 je hlavnim zdrojem genetické variace v
pozadavcich na vernalizaci u pSenice. Mutace v kterémkoli z homeolognich genli VRN-1
vedou k jarni rastové formé a absenci pozadavku na vernalizaci (Greenup et al., 2009).
Delece a inzerce v promotoru VRN-1 a dlouhé delece v prvnim intronu jsou spojovany S
dominantnimi alelami vyskytujicich se u jafin, coz naznacuje, Ze tyto regiony jsou
mimoiadné dulezité pro potlaceni exprese VRN-1 pted procesem vernalizace. Pro kazdy
Z dominantnich Vrn-1 genl je zndmo nékolik mutantnich alel vedoucich k absenci
pozadavku na vernalizaci (Yan et al., 2004; Fu et al., 2005; Shcherban et al., 2012;
Muterko et al., 2016). Kombinace téchto alel mohou vést k rozdilim v dob&é metani u
jatin (Potokina et al., 2012). Dominantni alela Vrn-Al se vyvinula z recesivni alely vrn-
Al mutaci v oblasti promotoru nebo prvniho intronu. Yan et al. (2004) amplifikaci a
naslednym sekvenovanim promotoru alely Vrn-Al odridy Triple Dirk D odhalili
existenci MITE (miniaturni invertované opakovatelné transponovatelné¢ elementy)
fragmentt. Fu et al. (2005) zase odhalili sekvenovanim celého VRN-1 genu rozsahlé
delece v prvnim intronu. Jak pifitomnost MITE fragmentu, tak delece v prvnim intronu
zpusobuji vysokou bazalni hladinu transkripce VRN-AL a vedou K jarnimu typu rastu.

VRN-1 expresi moduluji také dals$i chladem indukované geny. VERZ2, indukovany
vernalizaci, kéduje jacalinu podobny lektin s vysokou afinitou pro galaktosu a N-
acetylglukosamin (GIcNACc) (Yong et al., 2003; Xing et al., 2009). Pied vernalizaci se
protein GRP2 (GLYCINE RICH RNA-BINDING PROTEIN 2) vaze na RIP3 oblast
V misté prvniho intronu nesestiizené VRN-1 mRNA a tim inhibuje jeji sestfih, coz vede
K udrzeni nizké hladiny VRN-1 mRNA. V pribéhu vernalizace je GRP2 vystaven
modifikacim (pfipojeni N-acetyl-glukosaminu (O-GIcNAc)). Dlouhotrvajici nizké
teploty postupné zvysuji mnozstvi fosforylovaného VER2 v jadie. VER2 poté interaguje
s modifikovanym GRP2 a transportuje jej z jadra do cytoplazmy. Tato translokace GRP2
vede k uvolnéni jeho vazby z VRN-1 pre-mRNA a akumulaci transkriptu VRN-1 (Xiao et
al., 2014).

O uloze VRN-AL je vSak mén¢ znamo V piipade rozdili mezi ozimy a jejich potiebné
délce trvani chladného obdobi pro splnéni vernaliza¢niho pozadavku. Tti nezavislé studie

zjistily, ze velka Cast variaci ve vernalizatnim pozadavku u odrid ozimé pSenice je
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spojena s genem VRN-AL. Tyto tfi studie vSak navrhuji rizna vysvétleni pro tyto rozdily.
Diaz et al. (2012) navrhli, ze rozdily v dobé metani byly zptuisobeny ptitomnosti jedné
kopie VRN-AL u odrady Claire a tiemi kopiemi u odridy Hereward. Li et al. (2013) uvadi,
ze rozdily v dob& metani byly zpisobeny zaménou aminokyseliny alanin (u odrudy
Jagger) za valin (u odridy 2174) na pozici 180. Kippes et al. (2015) zjistili, ze Claire a
Jagger se liSily od Hereward a 2174 jednonukleotidovymi polymorfismy (SNP) ve
vazebném misté jiz zminovaného GRP2 proteinu v RIP3 oblasti prvniho intronu VRN-
Al. V dalsi studii Kippes et al. (2018) ukazali, ze polymorfismy v oblasti RIP3 VRN-A1
segregujici v analyzované populaci F2 jsou spojeny s rozdily v hladinach transkriptu
VRN-Al a dobou meténi nezavisle na rozdilech v poctu kopii VRN-ALl a proteinové
sekvenci.

U pSenice byl také popsan gen VRN-D4, ktery je rovnéZ zodpovédny za jarni ristovy
typ. Jedna se o extra kopii VRN-AL, kterd je dlouha asi 290 kb a je lokalizovana na
chromozomu 5DS a bylo zjisténo, ze interaguje s geny kontrolujici vernalizaci a je tedy
soucasti vernaliza¢ni drahy. V oblasti prvniho intronu tohoto genu byly identifikovany 3
SNP, které narusuji vazbu TaGRP2 do této oblasti. Tento gen byl vyznamny pii vyvoji
jafin v oblasti jizni Asie. (Kippes et al., 2014).

2.2.2.2.2 Gen VRN-2

Dalsim genem, ktery ma vliv na vernaliza¢ni pozadavek psenice, je gen VRN-2 (Yan et
al., 2004). Analyzy genetickych epistatickych interakci ukazuji, ze VRN-1 a VRN-2 sdileji
genetickou drahu (Distelfeld et al., 2009). VRN2, jako represor kveteni koduje
transkripcni faktor typu zinkového prstu s CCT doménou a jeho €innost je tlumena
vernalizaci a kratkymi dny (Yan et al., 2004; Dubcovsky et al. 2006; Distelfeld et al.,
2009). CCT doména proto prispiva k vernalizaénimu pozadavku U ozimé pSenice a
jeCmene. Mutace nebo delece v CCT doméné vernalizacni pozadavek eliminuji
(Dubcovsky et al., 2005b; Li a Xu, 2017). Kromé toho muze expresi VRN-2 ovlivnit také
zminovana délka fotoperiody. Bylo prokazano, Ze vernalizace U odrad pSenice citlivych
na fotoperiodu mize byt nahrazena docasnym (az 6 tydnt trvajicim) vystavenim rostlin
kratkym dnium (Evans, 1978; Allard et al., 2012). Tento jev nazvany kratkodenni
vernalizace je spojen s potla¢enim represoru kveteni — VRN-2 (Dubcovsky et al., 2006).

2.2.2.2.3 Gen VRN-3
VRN-3 (také oznacovan jako FLOWERING LOCUS T1 (FT1)) je gen podporujici kveteni

a kodujici protein podobny inhibitoru RAF kinazy, k jeho indukci dochazi v listech za
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podminek dlouhého dne. Tento protein je funkéné podobny FLOWERING LOCUS T u
Arabidopsis (Yan et al., 2006; Pin et al., 2010). VRN-3 podporuje expresi VRN-1 interakci
S bZIP transkripénim faktorem FDL2, coz je ortholog proteinu FD u Arabidopsis, ktery
se pfimo vaze na sekvenci ACGT v promotorové oblasti VRN-1 (Abe et al., 2005; Li a
Dubcovsky, 2008). VRN-3 také integruje signaly vernalizace a fotoperiody za ucelem
urychleni kveteni.

Samotné indukce kveteni u rostlin probiha tak, ze kratké dny v zim¢ a dlouhodobé
vystaveni nizkym teplotam zvysuji expresi VRN-1 (Yan et al., 2003; Trevaskis, 2010).
VRN-2 je znamym represorem genu VRN-3 (Yan et al. 2006; Hemming et al., 2008;
Distelfeld et al., 2009). Zvysena exprese VRN-1 zpiisobena vernalizaci nebo mutacemi
v genu vede k represi VRN-2 a to vede k uvolnéni represe VRN-3. VRN-3 je transportovan
do stonkového apikalniho meristému z list, kde jesté dale zvySuje expresi VRN-1 na
takovou uroven, ktera iniciuje pfechod z vegetativniho rustu na reprodukéni (Muterko et
al., 2015). Exprese VRN-3 je také zprosttedkovana pomoci fotoperiodickych genti PPD-
la CO (Li et al, 2011). Svétlem indukovany PHYTOCHROME C (PHYC)
zprostiedkovava transkripéni aktivaci PPD-1 a CO coz vede k zvysené aktivité VRN-3
v pSenici (Chen et al., 2014; Pearce et al., 2016).

V jecmeni se VRN-1 miize pfimo vazat na promotor VRN-2 pro snizeni jeho
transkripce a také muze zvysit transkripci VRN-3 vazbou na jeho promotor (Deng et al.,
2015). Zvysena exprese VRN-1 po zimé tedy potlacuje transkripci VRN-2, a to umoziuje
transkripci VRN-3 pii podminkach dlouhého dne na jafe (Hemming et al., 2008; Shimada
et al., 2009).

2.2.2.2.4 Epigeneticka regulace vernalizace u pSenice

U obilovin je epigeneticka regulace vernalizace odlisna od regulace u Arabidopsis. U
pSenice a jecmene neni cilovym genem regulovanym epigenetickou modifikaci represor
kveteni, ale gen, ktery kveteni podporuje — VRN-1 (Oliver et al., 2009; Oliver et al.,
2013). Epigenetické modifikace v prvnim intronu a promotoru VRN-1 jsou zapojeny do
epigenetické paméti vernalizace u pSenice a jeémene. V oblasti promotoru VRN-1 byly
mimo jiné nalezeny sekvence PRE/TRE (Polycomb/Trithorax responsive elements), coz
jsou vazebna mista pro Polycomb a Trithorax proteiny udrzujici aktivaci nebo represi
vyvojovych gent, tyto proteiny jsou spojovany s regulaci H3K4me3 a H3K27me3(Sung
a Amasino 2006; Diallo et al., 2012). U psenice analyza irovné H3K4me3 (aktivni stav)

a H3K27me3 (represivni stav) histonovych modifikaci promotorové oblasti VRN-1 u
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0zimu a jafin ukazala, ze po vernalizaci podle Diallo et al. (2012) nenastaly ani u jednoho
typu rustové formy v ptipadé H3K27me3 signifikantni zmény. Naopak Xiao et al. (2014)
uvadéji, Ze u ozimu doslo ke snizeni tirovné H3K27me3. Vernalizace zpisobila zvySeni
histonové modifikace H3K4me3 u ozimu, zatimco u jafin byl pozorovan pokles této
histonové modifikace (Diallo et al., 2012). Tyto vysledky naznacuji, ze vernalizace
podporuje aktivni stav chromatinu VRN-1 u ozimu a redukci tohoto aktivniho stavu u
jafin. Vysledky jsou v souladu s relativnim mnozZstvi VRN-1 mRNA u ozimé a jarni
pSenice a naznacuji, ze gen VRNL je alespon ¢asteéné regulovan methylaci histonu
v oblasti promotoru (Diallo et al., 2012).

Ackoliv VRN-1 ma vyznamny vliv na uréeni ristové formy pSenice (ozim/jafina) a ¢as
metani, existuji nazory, Ze tyto geny nejsou nutné pro prechod do reprodukéni faze vyvoje
pSenice. K iniciaci kveteni a vyvoji semen v tetraploidni pSenici s mutacemi ve dvou
VRN-1 genech (VRN-A1 a VRN-B1) dochazi bez naruseni (i kdyz se silnym zpozdénim)
(Chen a Dubcovsky, 2012). Pravdépodobné existuje kompenzaéni tcinek a funkce VRN-
1 mohou byt ¢aste¢né kompenzovany jinymi geny (Yoshida et al., 2010). Schématické
zobrazeni gent podilejicich se na drahach iniciace kveteni u pSenice a Arabidopsis je na

Obrazku 4.
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Tritticum aestivum Arabidopsis thaliana
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Obrazek 4 — Schématické srovnani hlavnich genti zapojenych do kveteni u pSenice a Arabidopsis.
U obou rostlin je indukce kveteni podnécovana dlouhymi dny a vernalizaci. Arabidopsis: V
Arabidopsis je denni rytmus analyzovan pomoci GIGIANTEA (Gl), ktery spole¢né s FLAVIN
KELCH F BOX 1 (FKF1) indukuje za dlouhych dnu transkripci CONSTANS (CO). Exprese CO
zvySuje transkripci FLOWERING LOCUS T (FT) a FT protein se presouva do stonkového
apikalniho meristému, kde interaguje s proteinem FLOWERING LOCUS D (FD). Tento
proteinovy komplex iniciuje transkripci APETALAL (AP1), ktery podnécuje kveteni. K zabranéni
kveteni pfed vernalizaci je aktivace FT potlac¢ovana pomoci FLOWERING LOCUS C (FLC).
Transkripce FLC je pravdépodobné aktivovana genem FRIGIDA (FRI). Vernalizace potlacuje
expresi FLC, coz vede k uvolnéni transkripce FT. Triticum aestivum: PSenice vnima délku dne
pomoci gent fotoperiody (PPD1), které pusobi na Triticum aestivum CONSTANS (TaCO). Pred
zimnim obdobim je kveteni potlaceno vysokymi hladinami transkriptu VRN-2 (coz potlacuje
expresi VRN-3). Béhem zimy je transkripce VRN-1 aktivovana vernalizaci a potlacuje expresi
VRN-2. Po probé¢hlé vernalizaci dlouhé dny indukuji expresi CO a VRN-3. VRN-3 sekvencné
podporuje transkripci VRN-1 v listech. Protein VRN-3 putuje do stonkového apikalniho
meristému, kde se v protein-proteinové interakci spojuje s TaFDL2 (Triticum aestivum Flowering
locus D-like). Tento komplex pak aktivuje VRN-1 (= homolog AP1), coz ma za nésledek indukci
kveteni. Pfevzato a upraveno podle Milec et al., 2014.
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2.2.2.3 Geny ranosti per se

Treti skupinou gent, které ovliviuji kveteni u pSenice, jsou tzv. geny ranosti per se
(earliness per se; EPS). Tyto geny jsou zodpovédné za rozdily v dobé& kveteni i poté, co
jsou splnény néroky rostlin na vernalizaci a fotoperiodu a slouzi k doladéni procesii
kveteni a adaptace pSenice k riznym podminkam prostiedi (Slafer a Rawson, 1994;
Zikhali a Griffiths, 2015).

EPS geny nejsou tak dobfe prostudovany jako je tomu v ptipadé genti VRN a PPD-1.
Geny ranosti per se byly pomoci QTL identifikovany v nékolika studiich (Kato et al.,
2002; Valarik et al., 2006; Gouis et al., 2012). U pSenice a je¢mene byly identifikovany
orthology genii cirkadiannich hodin z Arabidopsis. U pSenice a jeémene jsou tyto geny
spojeny s vlastnostmi gend ranosti per se. Konkrétné u T. monococcum byl na
chromosomu 3A (Eps-3A™) identifikovan WPCL1, ortholog LUX ARRHYTHMO /
PHYTOCLOK 1 (LUX / PCL1) z Arabidopsis, a jeho delece zplsobuje naruSeni
cirkadianniho rytmu (Mizuno et al., 2012; Gawronski et al., 2014). U T. monococcum byl
také identifikovan Eps-A™1 jako kandidatni gen pro ranost per se (Lewis et al., 2008).
Tento gen je orthologem regulatoru cirkadiannich hodin EARLY FLOWERING 3 (ELF3),
ktery se nachazi v Arabidopsis, a mutace (zména ve ¢tyrech aminokyselinach) tohoto
genu vede u pSenice ke zménéné genové expresi Ppdl, WFT1 a nékolika dalSich gent
(Alvarez et al., 2016). U jeCmene byl identifikovan EPS2 na chromozomu 2H,
kandidatnim genem pro EPS2 je homolog z Antirrhinum CENRORADIALIS (CEN)
oznacovany jako HvVCEN (Comadran et al., 2012, Zikhal et al. 2014) ve své praci
publikovali validaci Eps QTL lokalizovaného na chromozomu 1DL pomoci NIL (téméf
izogenni linie). Tyto NIL vzniklé kifiZenim mezi kultivary pSenice Spark a Griano
péstované jak v polnich, tak v kontrolovanych podminkach umoznily definovat QTL na
1DL jako efekt Eps.

Plsobeni genti ranosti per se je dilleZitou adaptivni vlastnosti, nicméné vSechny funkce
téchto gent jesté nejsou dobie pochopeny. Naptiklad bylo zjisténo, ze lokusy Eps-A™1 a
Eps-3A™ jsou kromé regulace doby metani také citlivé na teplo a ur¢uji pocet klasa, jakoz

i pocet zrn v klasu (Bullrich et al., 2002; Lewis et al., 2008; Gawronski et al., 2014).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material
3.1.1 Rostlinny material

3.1.1.1 Identifikace alelické sestavy genu VRN-1 U testovanych odrid a analyza
genové exprese VRN-A1L vyselektovanych odrid

Jak jiz bylo zminéno v cilech prace, pro analyzu genové exprese VRN-1 byly vybrany ty
odriady T. aestivum, které mély shodnou alelickou sestavu VRN-1, PPD-1 a zaroven se
lisily poctem kopii VRN-A1. Seznam péstovanych odrid, ze kterych byly selektovany
odridy splnujici podminky je uveden v Tabulce 1. Pro tento typ experimentu byly
zvoleny jafiny z riznych geografickych oblasti. Semena byla ziskana z Genové banky —

VURYV Praha a JIC Germplasm Resources Unit v Anglii.

Tabulka 1 — Seznam odrid péstovanych za ucelem selekce a nasledné analyzy genové exprese
VRN-AL. V tabulce je vzdy uveden nazev odridy, zemé pivodu a ristovy typ.

Odrida Pivod Riistovy typ
Almansor Portugalsko jafina
Anza USA jafina
Artemovka Ukrajina jafina
Aurore Australie jafina
Baroota 8791 Alzirsko jafina
Barta Jizni Afrika jafina
Bastion Nizozemsko jafina
Brani$ovicka Ceska republika jafina
Briscard Francie jafina
Capta Francie jafina
Carola Némecko jafina
Centennial USA jafina
Chanate Mexiko jafina
Chianti Italie jafina
Combination VII Australie jafina
Crespon Spanélsko jafina
Dardo Italie jafina
Dragon Svédsko jafina
Eurotas Recko jafina
Gai Printemps Francie jafina
He460c Ceskoslovensko jafina
| BO 5/377 Italie jafina
Karagadinskaja Kazachstan jafina
Katepwa Kanada jafina
Kolchoznica Rusko jafina
Kompolti Mad’arsko jafina
Kurskaya 263 Rusko jafina
Loosdorfer Rakousko jafina
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Tabulka 1 — Seznam odrid péstovanych za ucelem selekce a nasledné analyzy genové exprese
VRN-AL. V tabulce je vzdy uveden nazev odridy, zemé pivodu a ristovy typ. (pokracovani)

Odrida Pivod Riistovy typ
Marquis Kanada jafina
Marquis (b) USA jafina
Melia Némecko jafina
Melissos Mad’arsko jafina
Mongolia Mongolsko jafina
Orenburgskaja 1 Rusko jafina
Paragon UK jafina
Peragis Némecko jafina
Pyrothrix 28 Kazachstan jafina
Reliance USA jafina
Rescue Kanada jafina
Rex-Vilmorin Francie jafina
Taichung Japonsko jafina
VL30 Indie jafina
Zdar Ceska republika jatina

3.1.1.2 Sekvenovani genu VRN-1

K sekvenovani genu VRN-1 byly vybrany odridy T. aestivum uvedené v Tabulce 2.
Odrtdy byly vybrany tak, aby zahrnovaly oba rlstové typy (ozim, jafina) a zaroven byly
dostate¢né geograficky diverzifikovany. Nasledujici seznam zahrnuje celkem 70 ozimu
a 33 jafin. Semena byla ziskina z Genové banky — VURV Praha a JIC Germplasm

Resources Unit v Anglii.

Tabulka 2 — Seznam odrtd péstovanych za ucelem sekvenovani genu VRN-1. V tabulce je vzdy

uveden nazev odridy, zemé ptivodu a ristovy typ.

Odriida
148
2174
5499
771-Vii/12
Apache
Apollo
Arina
Atlas 66
Bagou
Balan De Figanesti
Banderola
Bankuta
Barroko
Barryton
Batis

Pivod
Ukrajina
Nepal
Afghanistan
Makedonie
Francie
Australie
Svycarsko
USA
Francie
Rumunsko
Polsko
Mad’arsko
Ceska republika
Némecko
Némecko

Riistovy typ

ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
ozim
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Odrida
Batkan Krasnaya
Botagoz
Brilliant
Brokat
Ceylon
Claire
Colonia
Complet
Corsaire
Dalmatia 2
Dromos
Elly
Eroica
Estivus
Etana
Euclide
Eurofit
F24
Fabius
Graindor
Hana
Hereward
Hewitt
Chinese Spring
Chozo Mestnaja
Jagger
Jindra
Jubile |1

Kanhard Selection Buck

Kosutka
Kulundinka
Lena
Ludwig
Mara
Matylda
Nakskov
Nordika
Norin 40
Norstar
Pannonia NS
Patras
Renan
Rumunka
Sakura
Samanta
Saskia
Seu Seun 8
Simila
Sumai3
Svitava
TDC
Tilman
Tir

Puavod
Kyrgyzstan
Kazachstan

Némecko
Rakousko
Nizozemsko
UK
Némecko
Némecko

Francie

Chorvatsko
Némecko
Ceska republika
Svédsko
Némecko
Némecko
Francie
Rakousko
Cina
Rakousko
Francie
Ceskoslovensko
UK
Nizozemsko
Cina
Gruzie
USA
Ceska republika
Belgie
Argentina
Slovensko
Rusko
Ceskoslovensko
Rakousko
Ceskoslovensko
Ceska republika
Dansko
Ceska republika
Japonsko
Kanada
Srbsko
Némecko
Francie
Bosna a Hercegovina
Ceska republika
Ceskoslovensko
Ceskoslovensko
Jizni Korea
Ceska republika
Cina
Ceska republika
Australie
Francie
Turecko

Riistovy typ
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
0zim
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Tabulka 2 — Seznam odriid péstovanych za tiéelem sekvenovani genu VRN-1. (pokracovani)

Odrida Pivod Riistovy typ
Todireshti Moldavsko ozim
Venistar Slovensko ozim
Almansor Portugalsko jafina
Anza USA jafina
Artemovka Ukrajina jafina
Aurore Australie jafina
Baroota 8791 Alzirsko jafina
Barta Jizni Afrika jafina
Bastion Nizozemsko jafina
BraniSovicka 1X/49 Ceska republika jafina
Briscard Francie jafina
Capta Francie jafina
Carola Némecko jafina
Centennial USA jafina
Chianti Italie jafina
Combination VII Australie jafina
Crespon Spanélsko jatina
Dardo Italie jafina
Eurotas Recko jafina
Gai Printemps Francie jafina
I BO 5/377 Italie jafina
Kompolti Mad’arsko jafina
Kurskaya 263 Rusko jafina
Loosdorfer MW Rakousko jafina
Marquis Kanada jafina
Marquis (b) USA jafina
Melissos Némecko jafina
Orenburgskaja 1 Rusko jafina
Paragon UK jafina
Pyrothrix 28 Kazachstan jafina
Rescue Kanada jafina
Rex-Vilmorin Francie jafina
Taichung No.29 Japonsko jafina
VL 30 Indie jafina
Zdar Ceska republika jafina

3.1.2 Chemikalie

Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), HOT FIREPol DNA polymerase (Solis
Biodyne), nukleotidy — dATP, dCTP, dGTP, dTTP (ThermoFisher), agardza
(Sigma Aldrich), GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (ThermoFisher), ethidium bromid
(Sigma Aldrich), B-merkaptoethanol (Sigma Aldrich), ethanol absolutni (Penta), DNA
Gel Loading Dye (6X) (ThermoFisher), ROTI® Nucleic Acid Free (Roth)
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3.1.3 Roztoky
5x TBE (pH =8):

450 mmol/l tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma Aldrich)
450 mmol/l kyselina borita (Lachner)
10 mmol/l dihydrat disodné soli EDTA (Fluka)

1x PCR pufr (pH = 8,2):

10 mmol/l tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid (Sigma Aldrich)
1,5 mmol/I MgCl; (Sigma Aldrich)

50 mmol/I KCI (Lachner)

0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

3.1.4 Komer¢ni kity

NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel)

RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen)

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche)

gPCR 2x SYBR Master Mix (Top-Bio)

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher)
Agencourt CleanSEQ Kit (Beckman Coulter)

3.1.5 Pristroje

Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher), NanoDrop One (ThermoFisher), Flow-box Holten
LaminAir (Trigon Plus), automaticky robot Biomek NXP (Beckman Coulter), Applied
Biosystems™ 3730xI DNA Analyzer (ThermoFisher), UV transiluminator
S dokumenta¢nim systémem Syngene (SynGene), homogenizacni oscilaéni mlyn MM301
(Retsch), termoblok (VWR), vodni lazen (Julabo), C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-
Rad, C1000 Touch Thermal Cycler CFX96™ Real-Time System, aparatura pro
agardzovou elektroforézu OWL A6 (ThermoFisher), zdroj napéti pro elektroforézu
(Major Science), automatické pipety (Eppendorf), mikrovlnna trouba (Daewoo),
laboratorni predvdzky (Shinko Denshi), myFuge™ Mini Centrifuge (Benchmark
Scientific), stolni centrifuga Centrifuge 54150 (Eppendorf), fytotronova komora (Weiss
Gallenkamp)
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3.1.6 Software
MS Office 2016 (Microsoft), geneSNAP (SYNGENE), Geneious (Biomatters), CFX
Maestro Software (Bio-Rad), Minitab 18

3.2 Metody
3.2.1 Péstovani rostlin pro analyzu genové exprese a sekvenovani

Od kazdé odrudy bylo na samostatnou Petriho misku umisténo alespon 5 semen. Petriho
miska obsahovala bunicinu a filtra¢ni papir navlhéeny pitnou vodou. Po vysazeni semen
byly Petriho misky ponechdny 24 hodin ve fytotronové komoie (den 16 hod/20 °C, noc
8 hod/16 °C; vlhkost 60%). Nasledné byly misky umistény do chladové mistnosti (den 8
hod/4 °C, noc 16 hod/4 °C; vlhkost 85%) na 72 hodin za G¢elem synchronizace jejich
kliceni. Poté byly misky umistény zpét do fytotronu. Po objeveni koleoptile byly rostliny
ptesazeny do kvétinaca (15x15 cm) se zahranickym substratem (Raselina Agro) a byly
péstovany za kontrolovanych podminek. Od kazdé odridy byly vysazeny 3 rostliny, které
byly dale analyzovany samostatné. Tento postup mél odhalit ptipadné piimési jinych

odrid v dodanych vzorcich osiva a zajistit reprodukovatelné vysledky néslednych analyz.

3.2.2 1zolace DNA
Za tcelem izolace DNA byly z jednotlivych rostlin odebrany kousky listovych segmenti
(maximaln¢ 100 mg rostlinného pletiva) do 2 ml mikrozkumavky obsahujici sklenénou
kulicku. Listové segmenty byly odebirany z mladych, zdravé vypadajicich lista.
Mikrozkumavky byly ihned po odbéru vlozeny do tekutého dusiku. Se vzorky bylo po
celou dobu zachdzeno tak, aby nedoSlo k jejich rozmrznuti. Po zmraZeni vzorkl
nasledovala homogenizace na oscilaénim mlynu pii 27 000 Hz po dobu 1 min 30 s tak,
aby rozdrcené listoveé segmenty byly ve form¢ jemného prasSku. Celkova genomickd DNA
byla izolovana pomoci NucleoSpin Plant II kitu. Samotna izolace zapocala lyzi bun¢k, ke
zhomogenizovanému vzorku bylo pfidano 400 pl pufru PL1 a mikrozkumavka byla
disledné¢ zvortexovdna. Nasledné bylo pfidano 10 pl RNAzy A opét doslo
k zvortexovani. Vznikla suspenze byla inkubovana 30 minut pfi teploté 65°C.
Nasledovala faze filtrace, kdy byla do dals§i 2 ml mikrozkumavky umisténa kolonka
NucleoSpin®. Na tuto kolonku byl nanesen lyzit, poté prob&hla centrifugace po dobu 2
minut pti 11 000 x g. K piefiltrovanému lyzatu bylo ptidano 450 pul PC pufru a smés byla
zvortexovana. Nasledovalo navazani DNA na membranu v kolonce. Do cisté 2 ml
mikrozkumavky byla umisténa NucleoSpin® kolonka, a na tu byl nanesen vzorek.

Centrifugace 2 minuty pfi 11 000 x g vedla k navazani DNA na membranu v kolonce.
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Dal8im krokem bylo ptecisténi a vysuseni membrany. Na kolonku bylo nanaseno 400 pl
PW1 pufru a probéhla centrifugace pii 11 000 x g 2 minuty. Nésledovalo dal$i promyti
700 ul pufru PW2 a centrifugace 2 minuty pii 11 000 x g. Finalni promyvaci krok
spocival v pridani 200 pl pufru PW2 a centrifugace 2 minuty pii 11 000 x g za ucelem
odstranéni promyvaciho pufru a vysuSeni membrany.

Poslednim krokem byla eluce DNA, kdy byla NucleoSpin® kolonka s navdzanou DNA
piremisténa do Cisté 1,5 ml zkumavky. Na kolonku bylo nédsledné€ naneseno 50 pl PE pufru
(ptedem zahtatého na 65 °C) a prob¢hla inkubace pfi teploté¢ 65 °C po dobu 5 minut,
nasledovala centrifugace 2 minuty pii 11 000 x g. Tento eluéni krok byl nasledné jesté
jednou opakovan. Po izolaci byla na Nanodropu zmétena koncentrace a Cistota DNA,

vzorky byly umistény do mrazaku (-20 °C).

3.2.3 Genotypovani alel VRN-1

U odrid péstovanych za tcelem analyzy genové exprese VRN-AL bylo nutné provést
genotypovani alel genti VRN-A1, VRN-B1 a VRN-D1 a také PPD-1. Genotypovani bylo
provedeno pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). PCR probéhla v reakénim
objemu 15 pl v 96 jamkovych PCR desti¢kach v termocykléru C-1000 Touch. Celkové

slozeni reak¢ni smési je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3 — SloZeni PCR reakéni smési

Slozka reakéni smési | Objem [pl]
HOT FIRE® 10x pufr B1 1,5
25 mM MgCl: 1,05
2 mM dNTP 1,5
100 uM forward (F) primer 0,04
100 pM reverse (R) primer 0,04
HOT FIRE® DNA polymeraza (5 U/ul) 0,1
Destilovana voda 9,77
10 ng/ul DNA 1
Celkem 15

Reakéni podminky pro PCR jsou uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4 — Podminky PCR

Krok | Teplota [°C] | Cas | Pocet cyklii
Pocateéni denaturace 95 15 min 1
Denaturace 95 30s
Nasedani vizTab.5a6 30s 34
Elongace 72 ~1 min/kb
Zavérecna elongace 72 10 min 1

Sekvence primerd, které byly pouzity pro detekcei alel jsou spolu s teplotami nasedani

uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5 — Primery urené pro genotypovani VRN-AL, VRN-B1 a VRN-D1.

Teplota Délka
nasedani | produktu

Sekvence 5°—3”

[°C] [bp]
VRN-A1
vrn-Al 56 1068 F: GCACTCCTAACCCACTAACC Yan et al., 2004
R: TCATCCATCATCAAGGCAAA Fu et al., 2005
Vrn-Ala 50 965a876 | F: GAAAGGAAAAATTCTGCTCG
R: GCAGGAAATCGAAATCGAAG
VRN-B1*
vrn-B1 56 1675 F1: CAAGTGGAACGGTTAGGACA Fu et al., 2005
Vrn-Bla 1235 R1: CAAATGAAAAGGAATGAGAGCA Milec et al., 2012
Vrn-Blc 849 F2: GAAGCGGATCGAGAACAAGAT
R2: CTCATGCCAAAAATTGAAGATGA
VRN-D1
Vrn-D1 61 1671 F: GTTGTCTGCCTCATCAAATCC Fu et al., 2005
R: GGTCACTGGTGGTCTGTGC
vrn-D1 61 997 F: GTTGTCTGCCTCATCAAATCC

R: AAATGAAAAGGAACGAGAGCG
“genotypovani alel v pfipadé genu VRN-B1 prob&hlo pomoci multiplex PCR
U odrtd, které mély stejnou sestavu alel VRN-A1, B1, D1 probéhlo po urceni poctu kopii
genu VRN-A1 genotypovani alel genu PPD-Al a D1, u Ppd-B1 se stanovoval pocet kopii
podle Diaz et al., 2012 (viz Tab.7). Primery pouzité pro specifikaci alel PPD-1 jsou

uvedeny v Tabulce 6.
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Tabulka 6 — Primery pouZité pro genotypovani PPD-Al a PPD-D1.

Teplota Délka
nasedani | produktu ) 2
°C] [bp] Sekvence 5'—3
PPD-A1*
Ppd-Ala 57 338 F: CGTACTCCCTCCGTTTCTTT Nishida et al., 2013
Ppd-Alb 299 R2: AATTTACGGGGACCAAATACC
R3: GTTGGGGTCGTTTGGTGGTG
PPD-D1*
Ppd-Dla 54 288 F: ACGCCTCCCACTACACTG Beales et al., 2007
Ppd-D1b 414 R1: TGTTGGTTCAAACAGAGAGC

R2: CACTGGTGGTAGCTGAGATT

“genotypovani alel v piipad& gentt PPD-A1 a PPD-D1 prob&hlo pomoci multiplex PCR

3.2.4 Agarozova elektroforéza

Po ukonceni PCR byly produkty separovany elektroforézou na 1,5% gelu (4,5 g agardzy
a 300 ml 0,5x TBE pufru). Pro separaci bylo 5 pul PCR produktu smichano s 3 ul 6x DNA
Gel Loading Dye a doslo k naneseni na gel. Pro urceni velikosti PCR produktti byly na
gel naneseny také 3 pl velikostniho markeru GeneRuler 100 bp Plus. Elektroforéza
probihala pii konstantnim napéti 130 V po dobu 1-2 hod (v zavislosti na velikostech
o¢ekavanych PCR produktit). Po prob¢hlé separaci byl gel obarven v roztoku ethidium

bromidu po dobu 15 minut a nasledné byla provedena vizualizace v UV transiluminatoru.

3.2.5 Copy number variation (CNV) analyza

Jednou ze stanovenych podminek pro analyzu genové exprese VRN-AL byla vzijemna
odlisnost v poctu kopii tohoto genu mezi odridami. Proto bylo u péstovanych odrid
provedeno stanoveni poc¢tu kopii genu VRN-A1 a také genu PPD-B1 vzhledem k tomu,
ze pocCet kopii Ppd-B1 urcuje (ne)citlivost k fotoperiodé.

®

CNV analyza byla provedena technologiii TagMan™ spole¢nosti iDNA Genetics

v Anglii. V Tabulce 7 jsou uvedeny sekvence primeri a sond, které byly pro zjistovani

poctu kopii pouzity
Tabulka 7 — Sekvence primeri a sond pouzitych pro CNV analyzu VRN-A1 a PPD-B1.

Gen Sekvence 5" —3°
VRN-A1l | F: GCAGCCCACTTTTGGTCTCTA
R: TCTGCCCTCTCGCCTGTT
Sonda: FAM-TGTGTTCGCTTTGGTTGTGCAGCA-TAMRA
PPD-B1 | F: GCGTAAGTTACTATCTCTCATGGTGTATC
R: TTTGTTTTAGTACCCAGTACCATACCAG
Sonda: FAM-CTGCTGCTTCAGTTCCTAGTTTCACCTTGTGTCC-TAMRA
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3.2.6 Fenotypova analyza

Po selekci téch odrud, které mély stejnou sestavu alel pro geny VRN-1 a PPD-1, vzajemné
se shodovaly v poctu kopii genu PPD-B1 a zaroven se lisily v poctu kopii VRN-A1 byly
tyto odridy vysazeny a péstovany za kontrolovanych podminek. U péstovanych rostlin
byla urcena doba metani — faze, kdy z praporcového listu vycnivala prave polovina klasu.
Takovato rostlina byla oznacena visackou, na které bylo zaznamenano datum metani. Po
vymetani vSech rostlin byl proveden vypocet doby metani — za kolik dni od vysazeni
rostlina vymetala a prob&hlo statistické vyhodnoceni, zda se doba metani mezi odridami

vyznamne¢ lisi.

3.2.7 1zolace RNA

Za ucelem genové exprese VRN-AL bylo nutné izolovat RNA z vyselektovanych odrad
T. aestivum. Izolace RNA byla provadéna ve flowboxu tak, aby vSechny jednotlivé kroky
probihaly v RNAse-free prostfedi. Jeden vzorek pro izolaci RNA sestaval z 3 rostlin —
potomki stejné rostliny. Z jednotlivych rostlin byly odebrany listové segmenty (max 100
mg rostlinného pletiva) do sterilni mikrozkumavky obsahujici sklenénou kulicku. Prvni
odbér listd probéhl 7 dnli po vysadbé semen, ve fazi prvniho listu, dal$i odbér probéhl po
10 dnech ve fazi 3 listd. Planovany tfeti odbér nemohl byt proveden kviili technické
zavadé€ na fytotronu. Odbé&ry prob¢hly v 7 hodin rano — tii hodiny po zacatku svételného
rezimu ve fytotronu. Odebrané vzorky byly ihned umistény do tekutého dusiku, aby bylo
zabranéno degradaci RNA. Se vzorky bylo nasledné zachazeno tak, aby nedoslo k jejich
rozmrznuti.

RNA byla izolovana pomoci kitu RNeasy Plant Mini. Vzorky v mikrozkumavkach
byly homogenizovany v oscilatnim mlynu pti 27 000 Hz po dobu 1 min 30 s az do
podoby jemného prasku. Po probéhlé homogenizaci bylo do mikrozkumvek pitidano 450
ul RLT pufru (ktery byl pfedtim smichan s 4,5 pl B-merkaptoethanolu) a obsah
mikrozkumavky byl zvortexovana. Nasledovala inkubace 3 min pti 56°C. Poté probihala
izolace na kolonkach. Vznikly lyzat byl nanesen na filtra¢ni kolonku a byl centrifugovan
2 min pii 13 000 rpm. Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky a bylo k nému
pfidano 225 pl absolutniho ethanolu a smés byla zvortexovana. Vzorek byl nasledné
pfrenesen na novou kolonku a probéhla kcentrifugace po dobu 30 s pii 13 000 rpm za
ucelem navazani RNA na membranu v Kolonce.

Dalsim krokem bylo odstranéni DNA pfidanim 80 pl roztoku, ktery se skladal z 10 pul
DNazy a 70 ul RDD pufru, nasledovala inkubace za laboratorni teploty po dobu 15 minut.
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Poté bylo ptfidano 350 ul pufru RW1 a doslo k centrifugaci 30 spti 13 000 rpm.
Nasledovalo promyvani, kdy bylo ptidano 500 pl pufru RPE (do pufru RPE byl jesté pred
pouzitim pifidan absolutni ethanol podle pokynt vyrobce), centrifugace 30 s pti 13 000
rpm. Tento krok byl poté jeste jednou zopakovan s delsi centrifugaci po dobu 2 min. Poté
byla kolonka pfemisténa do Cist¢ mikrozkumavky a za Gcelem vysuseni membrany
probéhla centrifugace po dobu 1 min pti 13 000 rpm.

Poslednim krokem byla eluce RNA, ktera byla provedena piidanim 40 ul RNase-free
vody a centrifugace 1 min pii 13 000 rpm. Po probéhl¢ izolaci byla zmétena koncentrace

a Cistota RNA na nanodropu a vzorky bylo umistény do mrazaku (-80 °C).

3.2.8 Pirepis RNA do cDNA

Piepis vzorki z RNA do cDNA byl proveden Transcriptor High Fidelity cDNA Sythesis
kitem, podle navodu vyrobce. Slozeni reak¢éni smési je v Tabulce 8. Vznikla smés byla
nasledné inkubovéana 10 min pii 65 °C a po inkubaci okamzité pfenesena na led. Poté
nasledovala reakce s reverzni transkriptazou. Celkova reakéni smés méla 20 pl, jeji
slozeni je uvedeno v Tabulce 9. Tato reak¢ni smés byla inkubovana 30 min pii 50 °C s
naslednou deaktivaci reverzni transkriptazy zahiatim na 85 °C po dobu 5 min. Nakonec

byla koncentrace cDNA zm¢étena na fluorimetru Qubit a vzorky cDNA byly uloZeny do

mrazéaku (-20 °C).

Tabulka 8 — Slozeni reakéni smési pro piepis RNA do cDNA

Slozka reakéni smési Objem [ul]
RNA (minimalné 2000 ng) X
anchored-oligo(dT)1s primer 1
Destilovana voda Doplnit do kone¢ného objemu
Celkem 11,4

Tabulka 9 — Slozeni reakéni smési pro piepis RNA do cDNA

Slozka reakéni smési

Inkubovana smés 11,4

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction 4
Buffer 5x

Protector RNase Inhibitor 0,5
Deoxynucleotide mix (10 mM) 2
DTT 1

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 1,1
Celkem 20
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3.2.9 Kvantitativni real-time PCR (RT-qPCR)

Pro provedeni qPCR byl pouzit 2x SYBR Master Mix. Reakéni smés se skladala z 7,5 pl
SYBR Master Mix, 0,4 ul F i R primeru (10 pmol/l), 15 ng cDNA a reakéni smés byla
doplnéna vodou do celkového objemu 15 pl. RT-qPCR probihala v termocykléru C1000
Touch — CFX96™ Real Time System. Reakéni podminky jsou uvedeny v Tabulce 10.
V Tabulce 11 jsou uvedeny sekvence primert pouzité pro RT-qPCR, jako referen¢ni gen
byl pouzit GAPDH.

Tabulka 10 — Podminky RT-qPCR

Krok Teplota Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 94 °C 5 min 1
Denaturace 94 °C 10s
Annealing 60 °C 40s 44
Elongace 72 °C 10s
Analyza teploty tani 65—94 °C (0,5 °C/s) 5s 1

Tabulka 11 — Sekvence primert pouzitych pro RT-gPCR.

Gen Sekvence 5°—3" Zdroj
VRN-A1 F: TCCACCGAGTCATGTATGGA Kippes et al., 2018
R: GAGAACCTTTTCTGCATAAGAA
GAPDH F: TTAGACTTGCGAAGCCAGCA Sunetal., 2014

R: AAATGCCCTTGAGGTTTCCC

3.2.10 Sekvenovani VRN-1 — Sangerova metoda

Sangerovou metodou doslo k sekvenovani posledniho 8.exonu u geni VRN-A1 a VRN-
D1. Sekvence primert pouzitych pro amplifikaci exonu jsou uvedeny v Tabulce 12.
Ziskané produkty PCR byly enzymaticky ptecistény metodou ExoSAP. Reak¢ni smés pro
precisténi se sklddala z 1 ul PCR produktu, 0,5 pl enzymu alkalické fosfatdzy (FastAP),
0,05 pul enzymu exonukleaza I a 5,45 ul 1xPCR pufru. Smés byla nasledné inkubovéana

30 min pii 37 °C, poté za ucelem inaktivace enzymi zahtati na teplotu 95 °C 5 min.

Tabulka 12 — Navrzené primery pro amplifikaci a sekvenovani 8.exonu VRN-A1 a VRN-D1.

Teplota Délka
nasedani | produktu

Sekvence 5'—3"

[°C] [bp]
VRN-AL (8. exon) 64 639 F: CAAACTCAGCCTCAAACCAGC
R: AAACAACACCCAGTAGAGACGG
VRN-D1 (8. exon) 64 617 F: ACTCAGCCTCAAACAAGCTCT

R: ACATCCCACTAGAGACGGGTAT
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Precisténé amplikony byly nasledné pouzity pro sekvenacni reakci pomoci BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 13,

podminky sekvena¢ni reakce pak v Tabulce 14.

Tabulka 13 — SloZeni reakéni smési sekvenaéni reakce

Slozka reakéni smési Objem [ul]

5x sekvenacni pufr 15
Big Dye 0,5
10 mM primer F nebo R 1
Precistény PCR produkt X ul ¢10ng)
Destilovana voda Doplnit do kone¢ného objemu
Celkem 10

Tabulka 14 — Podminky sekvenanéni reakce

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
1 98 5 min 1
2 96 10s
3 50 5s 60
4 60 4 min

Sekvenaéni produkty byly poté precistény pouzitim magnetickych kuli¢ek Agencourt
CleanSEQ Kit na automatickém robotu Biomek NXP, nasledovalo samotné sekvenovani
pristrojem 3730cl DNA Analyzer. Ziskané sekvence byly zpracovany v programu

Geneious.

3.2.11 Sekvenovani VRN-1 — iSeq
Sekvenovani genu VRN-1 (VRN-AL, VRN-B1, VRN-D1) bylo soucasti projektu, ktery si
kladl za cil prozkoumat genetickou variabilitu tohoto genu, vcetné duleZitych
promotorovych sekvenci U ozimych a jarnich odrid hexaploidni pSenice. Vzhledem
k délce genu VRN-1 bylo jeho sekvenovani rozdéleno do nékolika ¢asti. Mym ukolem
bylo sekvenovani zejména 8.exonu VRN-Al a VRN-D1 (viz ptedchozi kapitola vyse).
Sekvenovani ostatnich casti genu VRN-1 a nasledna analyza sekvenci probéhla ve
spolupraci se skupinou Dr. Safife a budou soudasti pfipravované publikace. Z toho
divodu je zde metodika sekvenovani pomoci iSeq uvedena ve zkracené formé. Dlouhé
amplikony byly amplifikovany pomoci PrimeSTAR GXL DNA Polymerase nebo Expand
Long Range, dNTPack podle pokynii vyrobce. Primery pouzité pro amplifikaci jsou
uvedeny v Tabulce 15.

PCR produkty byly piecistény pomoci magnetickych kulicek Ampure XP Beads, DNA
byla kvantifikovana technologii Qubit. Pro kazdy PCR amplikon nebo skupinu
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amplikonti byla pfipravena knihovna k sekvenovani pouzitim NEBNext® Ultra™ 11 DNA
Library Prep Kit for 1llumina® s naledujicimi modifikacemi v postupu: 1. DNA byla
fragmentovana v 50 ul pouzitim Bioruptor Plus v cyklu 8x/30 s v nastaveni ,,HIGH®. 2.
Byla provedena velikostni selekce inzertu na velikost 500700 bp. 3. Obohaceni PCR
bylo provedeno v 3-4 cyklech. Knihovny byly ekvimolarn¢ smichany (poolovany) a
sekvenovany Illumina iSeq systémem. Tento systém produkuje velikost tzv. readt 150
bp (paired-ends). Sekvenovani bylo ukonceno, kdyZz bylo dosazeno minimalné
100nasobného pokryti velikosti amplikonu (100x coverage).

Jako referencni sekvence slouzila ozima odrida Triple Dirk C. Zpracovani

sekvenaénich dat bylo provedeno v ramci skupiny Dr. Safafe.

Tabulka 15 — Sekvence primeri pouZitych pro amplifikaci a sekvenovani genu VRN-1.

Teplota | Amplifikace
nasedani
[°C]

Zdroj,
Sekvence 5"—3’ technologie
sekvenovani

Region

PrimeSTAR | F: GCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCA

VRN-AL, GXL DNA | R: CTGCAAGGAACAACCCGACCAA
VRN-D1, i Polymerase | TTCAAAAG Illumina
Vrn-B1 (Takara), 2- iSeq

step protocol
Expand 2F: CTCTCCTCCCTCTCTTCCGC
Long Range, | 2R: TTGGTCACACATGTCATTCCTCT
dNTPack | 3F: ACGCACATGCCTAAAGGTGT
(Roche), 3R: CGCGTCTCCCTGTGAGAAAT

HOT 4F: TAGGCACGAGGAGGTGGTTA Guedira et
vrn-B1 FIREPol 4R: GCAACCGCAACATACACCAG al., 2016;
65 ;
DNA IHlumina
Polymerase iSeq
(Solis
BioDyne)
HOT F1: GCCTAGTTCGACGTGTGATG
60 FIREPoI R1: CTTCTGCAGTGACCAGCTTC
(FIR1): DNA F2: CACCGCAAAGTTTAGGGATGT Kippes et
VRN-A1 53 " | Polymerase | R2: GAGTGGGCGCAGTGTATTTT al. 2018:
promotor (F3R3): (Solis F3: CAGCACGGCCCTATATATCG Sllamger '
55 ' BioDyne) | R3: AGAAGAAGGGAAAGAGCGGA
F4: CCAGCCAGCATTTCCTCTTT
R5: CCTGCCGGTTGATCTTGTTCT
PrimeSTAR | F: AAGTGTTAGTAGGATGGGAGTGATG
GXL DNA | R: CCTTGGTGGAGAAGATGATGAGG
VRN-B1 60 Polymerase Ilumina
promotor (Takara), 3- iSeq
step protocol
PrimeSTAR | F: TTTGACCGTGCTAAGTGGTAGTATT
GXLDNA | R: TTTCCCTTGGTGGAGAAGATGATG
VRN-D1 63 Polymerase Illumina
promotor (Takara), 3- iSeq

step protocol
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4 Vysledky

V této kapitole jsou piedstaveny vysledky experimentdlni ¢asti diplomové prace.
Vysledky jsou rozdéleny do dvou ¢asti. V prvni ¢asti je ve form¢ tabulek demonstrovana
postupna selekce z piivodniho souboru odrid az k vyslednym dvéma odridam, které
spliiovaly nami kladené podminky stanovené v cilech prace. Dale jsou v prvni Casti
uvedena data z fenotypové analyzy — stanoveni doby metani a také analyza genové

exprese VRN-AL. Ve druhé¢ ¢asti jsou pak data ze sekvenovani genu VRN-1.

4.1 Analyza exprese genu VRN-Al

4.1.1 Genotypovani alel VRN-A1, B1, D1 a ur¢eni poctu kopii genu VRN-A1
U odrud, které byly péstovany za Gcelem analyzy exprese genu VRN-AL doslo k urceni

alel geni VRN-A1l, VRN-B1 a VRN-D1 pomoci PCR reakce a ndsledné agarozové
elektroforézy. Urceni bylo provedeno u tii rostlin stejné odrudy z toho divodu, aby byl
odhalen piipadny smésny vzorek obilek. V Tabulce 16 jsou uvedeny detekované alely
genu VRN-AL, VRN-B1 a VRN-D1 spolu se zjisténym poctem kopii genu VRN-AL. Na
Obrazku 5 je pak vyobrazena ukazka genotypovani alely genu VRN-A1 u nékolika odrtd.

V ramci tohoto experimentu bylo pracovano s jafinami a jak jiz bylo uvedeno
V teoretické Casti, jafiny nesou alespon jednu dominantni alelu nékterého z VRN-1 gend,
coz souhlasi s vysledkem alel detekovanych v tomto experimentu — kazda odrtda nesla
alespont jednu dominantni alelu pro ncktery z homeologi VRN-1 genil. Nejcastéji
detekovanou kombinaci alel VRN-1 byla dominanti alela Vrn-Ala spolu s recesivnimi
alelami vrn-B1 a vrn-D1, tuto kombinaci neslo celkem 11 odrud (Anza, Barta, Briscard,
Capta, Crespon, Katepwa, Marquis (b), Melia, Mellissos, Taichung a Zdar). Druhou
nejcastéjsi detekovanou kombinaci alel VRN-1 byla dominanti alela Vrn-Ala, dominanti
Vrn-Bla a recesivni vrn-D1, tato kombinace byla detekovana u 9 odrid (Artemovka,
Baroota, Centennial, Combination, Eurotas, Gai Printemps, Marquis, Oreburgskaja a
Rex-Vilmorin), tyto odrudy tedy nesly hned 2 dominanti alely pro VRN-1 gen. Celkem 6
odrud neslo kombinaci dominantni alely Vrn-Ala a Vrn-B1c a recesivni vrn-D1 (Bastion,
Branisovicka, Kolchoznica, Kompolti, Kurskaya a Paragon). Z toho vyplyva, Ze vétSina
testovanych odrud nesla dominantni alelu Vrn-Ala. Detekovana u nékolika odrud byla
také kombinace s recesivnimi alelami vrn-Al a vrn-D1 s dominantni Vrn-Bla — 5 odrtd
(Almansor, Aurore, Carola, Dardo, Rescue), u odriad Loosdorfer a Pyrothrix byly
detekovany recesivni alely vrn-Al, vrn-D1 a dominantni Vrn-B1c. Nejméné zastoupenou
dominantni alelou pak byla Vrn-D1, ta se objevila u odridy Chianti v kombinaci

s dominantni alelou Vrn-Ala a recesivni vrn-B1. Dvé odridy (I BO a VL-30) pak nesly
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samostanou dominanti alelu Vrn-D1 a recesivni alely vrn-Al a vrn-B1.

Jak jiz bylo zminéno vySe, Tabulka 13 obsahuje také informace o poctu zjisténych
kopii genu VRN-AL. Naprosta vétSina odrid analyzovanych v tomto experimentu nesla
jednu kopii genu VRN-AL — jednalo se celkem 0 19 odrud. Celkem 15 odrid pak neslo 2
kopie tohoto genu. Maximalni pocet detekovanych kopii genu VRNA-1 byly tii kopie, ty
nesly 2 odridy (VL30 a Loosdorfer). V tabulce jsou vzdy stejné barevné vyznaéeny
odrtdy, které nesou stejnou kombinaci alel.

Na zakladé detekovanych alel a zjisténych poctu kopii genu byly poté identifikovany
odridy, které mohly potencidlné spliovat ndmi kladené podminky v cilech prace.
Z kapacitnich diivodt pro provedeni fenotypového experimentu bylo vybrano vzdy jen
nékolik odrud, které nesly stejnou kombinaci alel VRN-1, nesly dominantni alelu Vrn-

Ala a alisily se kopiemi genu VRN-A1.

Tabulka 16 — Urceni alel VRN-AL, VRN-B1 a VRN-D1 u testovanych odrid spole¢né se zjisténym poctem
kopii genu VRN-ALl. Barevné jsou oznaceny odridy, které nesou stejnou sestavu alel. Odridy, které
podbarveny nejsou se bud’ v ramci 3 testovanych rostlin vzajemné lisily v poctu kopii genu VRN-AL nebo
kombinaci alel VRN-1, pravdépodobné se tedy jednalo o smésné vzorky.

Odrida Pocet kopii
VRN-A1

Almansor-1 1 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Almansor-2 1 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Almansor-3 1 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Aurore-1 1 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Aurore-2 1 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Aurore-3 1 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Carola-1 2 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Carola-2 2 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Carola-3 2 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Dardo-1 2 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Dardo-2 2 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Rescue-1 2 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Rescue-2 2 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Rescue-3 2 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Anza-1 1 Vrn-Ala vrn-B1l vrn-D1
Anza-2 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Anza-3 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Barta-1 1 Vrn-Ala vrn-B1l vrn-D1
Barta-2 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Barta-3 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Briscard-1 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Briscard-2 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Briscard-3 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Capta-1 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Capta-2 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Capta-3 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Crespon-1 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Crespon-2 1 Vrn-Ala vrn-Bl vrn-D1
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Tabulka 16 — Ur¢eni alel VRN-A1, VRN-B1 a VRN-D1 u testovanych odrid spole¢né se zjisténym
poctem kopii genu VRN-AL. (pokracovani)

Odrida Pocet kopii Alela
VRN-A1 VRN-B1

Crespon-3 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Katepwa-1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Katepwa-2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Katepwa-3 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Marquis (b)-1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Marquis (b)-2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Marquis (b)-3 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Melia-2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Melia-3 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Melissos-1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Melissos-2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Melissos-3 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Taichung-1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Taichung-2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Taichung-3 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Zdar-1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Zdar-2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Zdar-3 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1

Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1

Artemovka-1
Artemovka-3
Baroota 8791-1
Baroota 8791-2
Baroota 8791-3

Centennial-1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Centennial-2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Centennial-3 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1

Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1

Combination-2
Combination-3

Eurotas-1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Eurotas-2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Eurotas-3 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1

Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1

Gai Printemps-1
Gai Printemps-2
Gai Printemps-3

Marquis-1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Marquis-2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Marquis-3 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1

Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1

Orenburgskaja-2
Rex Vilmorin-1
Rex Vilmorin-2
Rex Vilmorin-3

Bastion-1 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Bastion-2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Bastion-3 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1

Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1

BraniSovicka-1
BraniSovicka-2
BraniSovicka-3
Kolchoznica-2
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Tabulka 16 — Uréeni alel VRN-AL, VRN-B1 a VRN-D1 u testovanych odrid spole¢né se zjisténym
poctem kopii genu VRN-AL. (pokracovani)

Odruda Pocet kopii

VRN-AL

Kompolti-1 2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Kompolti-2 2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Kompolti-3 2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Kurskaya263-1 2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Kurskaya263-2 2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Kurskaya263-3 2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Paragon-1 1 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Paragon-2 1 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1
Paragon-3 1 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1

Chanate-1 mutace Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Chanate-2 mutace Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Chanate-3 1 Vrn-Ala vrn-Bl vrn-D1
Dragon-1 2 Vrn-Ala vrn-Bl vrn-D1
Dragon-2 1 Vrn-Ala vrn-Bl vrn-D1
Dragon-3 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
He460c-1 1 vrn-Al Vrn-Bla Vrn-D1
He460c-2 1 vrn-Al vrn-B1 vrn-D1
He460c-3 1 vrn-Al vrn-B1 vrn-D1
Karagadinsjaka-1 3 vrn-Al Vrn-Blc vrn-D1
Karagadinskaja-2 1 vrn-Al Vrn-Blc vrn-D1
Karagadinskaja-3 3 vrn-Al Vrn-Blc vrn-D1
Mongolia-1 3 vrn-Al vrn-B1 Vrn-D1
Mongolia-2 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1
Mongolia-3 3 vrn-Al vrn-Bl Vrn-D1
Peragis-1 3 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1
Peragis-2 1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Peragis-3 1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Reliance-1 1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Reliance-2 2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
Reliance-3 1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1
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vrn-A1-723 bp

33 - Artemovka 3
34— Orenburgskaja 2
3h= a 2

45— Rescue 2
46— Rescue 3
47—Captal
48— Capta 2
49-Capta 3
50— Aurore 1

51— Aurore 2
52— Aurore 3
53 —He460c 1
54 — He460c2
55— Hed460c 3
56— Melia 2

57 ~Melia 3 63~ Loosdorter 3
ovic i

1 primery: VRN1AF

38— Gai Printemps 1 62— Loosdorter 2 VRN1INTIR

Obrazek 5 — Ukazka genotypovani alel pro gen VRN-Al, L zna¢i velikostni marker, pod
separovanymi PCR produkty je seznam testovanych odrad.

Prvni skupinou potencialné vhodnych odrid pro analyzu genové exprese byly odridy
Artemovka, Baroota 8791 a Centennial, které nesly dominantni alely Vrn-Ala, Vrn-Bla
a recesivni alelu vrn-D1. Odrudy Artemovka a Baroota 8791 nesly 2 kopie genu VRN-
Al, Centennial nesla 1 kopii tohoto genu. U téchto odrid byla provedena genotypizace
genu PPD-D1 a bylo zjisténo, ze zatimco alely Artemovka a Baroota 8791 nesly alelu
Ppd-D1b, Centennial nesla alelu odlisnou — Ppd-Dla (Tab. 17). Artemovka a Baroota
8791 tedy sice nesly alelu shodnou i pro gen PPD-D1, zarovei ale mély také stejny pocet

kopii genu VRN-1 a tak nebyly vhodné pro analyzu genové exprese VRN-AL.

Tabulka 17 — Ptehled detekovanych alel VRN-1 a PPD-D1 u odrid Artemovka, Baroota 8791 a
Centennial.

Odrida

Artemovka-1 2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-D1b
Artemovka-2 2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-D1b
Baroota 8791-1 2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-D1b
Baroota 8791-2 2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-D1b
Baroota 8791-3 2 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-D1b
Centennial-1 1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-Dla
Centennial-2 1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-Dla
Centennial-3 1 Vrn-Ala Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-Dla

Dalsi skupinou odrid, které byly identifikovany jako potencidlné vhodné pro analyzu
genoveé exprese VRN-AL byly odriidy Bastion a BraniSovicka, které nesly kombinaci
dominantnich alel Vrn-Ala, Vrn-Blc a recesivni alelu vrn-D1. Odridy se také liSily
Vv poctu kopii genu VRN-A1, BraniSovicka nesla 2 kopie tohoto genu, zatimco Bastion 1
kopii. Genotypovanim bylo zjisténo, ze obé odridy nesou shodnou alelu — Ppd-D1b

(Tab.18) a jsou tak vhodné pro analyzu genové exprese.
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Tabulka 18 — Piehled detekovanych alel VRN-1 a PPD-D1 u odrud Bastion a Branisovicka.

o Alela
Odruda VRN-A1

BraniSovicka-2 2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1 Ppd-D1b
Branisovicka-3 2 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1 Ppd-D1b
Bastion-1 1 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1 Ppd-D1b
Bastion-2 1 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1 Ppd-D1b
Bastion-3 1 Vrn-Ala Vrn-Blc vrn-D1 Ppd-D1b

Posledni skupinou odrtd, které byly vybrany jako vhodné pro analyzu genové exprese
byly odridy Zdar, Marquis (b) a Melia, nesouci kombinaci dominantni alely Vrn-Ala a
dvou recesivnich alel — vrn-B1 a vrn-D1. Odrady Zdar a Marquis (b) nesly 2 kopie genu
VRN-A1, odriida Melia 1 kopii. Také u této skupiny doslo k uréeni alely PPD-D1 a bylo
zjisténo, ze odridy Zdar a Marquis (b) nesly shodné alelu Ppd-D1b, zatimco odriida Melia
nesla alelu Ppd-Dla (Tab.19). Z toho vyplynulo, ze tato skupina odrid nebyla vhodna
pro analyzu genové exprese VRN-AL.

Tabulka 19 — Prehled detekovanych alel VRN-1 a PPD-D1 u odrid Zdar, Marquis (b) a Melia.

Odrida lr;g;‘;; Alela Alela Alela Alela

Zdar-1 2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1 Ppd-D1b
Zdar-2 2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1 Ppd-D1b
Marquis (b)-1 2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1 Ppd-D1b
Marquis (b)-2 2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1 Ppd-D1b
Marquis (b)-3 2 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1 Ppd-D1b
Melia-2 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1 Ppd-Dla
Melia-3 1 Vrn-Ala vrn-B1 vrn-D1 Ppd-Dla

Po vyhodnoceni alelické specifikace PPD-D1 u vybranych odrid vyplynulo, Ze
vhodnymi odridami pro analyzu genové exprese VRN-AL jsou Bastion a BraniSovicka.
Tyto odriidy mély stejnou alelickou sestavu VRN-1, zaroven se liSily v poctu kopii genu
VRN-Al a nesly také stejnou alelu PPD-D1. Proto u téchto odrid jesté probéhlo
genotypovani alel PPD-A1 a také zjisténi poctu kopii genu PPD-B1. Analyza poctu kopii
genu PPD-B1 ukazala, Ze obé odridy shodné nesly 1 kopii tohoto genu (Tab. 20). Tyto
dv¢ odriidy tedy nesly shodnou sestavu alel pro geny VRN-1, shodny pocet kopii genu
PPD-B1 a zéaroven se lisily v poctu kopii genu VRN-AL a byly tedy vhodné pro analyzu
genové exprese VRN-AL.
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Tabulka 20 - Ptfehled detekovanych alel VRN-1 a PPD-1 u odrid Bastion a BraniSovicka.
V tabulce je také uveden pocet kopii genu VRN-AL, pocet kopii genu PPD-BL1 je uveden v zavorce
za alelou Ppd-B1.

BraniSovicka-2 2 Vrn-Ala  Vrn-Blc Ppd-D1b Ppd-B1(1) Ppd-Ala
BraniSovicka-3 2 Vrn-Ala  Vrn-Blc vrn-D1  Ppd-D1b Ppd-B1(1) Ppd-Ala
Bastion-1 1 Vrn-Ala  Vrn-Blc vrn-D1  Ppd-D1b Ppd-B1(1) Ppd-Ala
Bastion-2 1 Vrn-Ala  Vrn-Blc vrn-D1 ~ Ppd-D1b Ppd-B1(1) Ppd-Ala
Bastion-3 1 Vrn-Ala  Vrn-Blc vrn-D1 Ppd-D1b  Ppd-B1 (1) Ppd-Ala

4.1.2 Fenotypova analyza odriad Bastion a BraniSovicka

Odrudy Bastion a BraniSovicka spliiovaly kladené podminky pro analyzu genové exprese
VRN-AL. Za ucelem zjisténi, zda odliSny pocet kopii genu VRN-ALl ma néjaky vliv na
fenotyp, byly tyto dvé odridy vysazeny a péstovany za kontrolovanych podminek. Byla
stanovena doba metani. Poté co rostliny vymetaly doSlo k vypocteni poctu dnu
potiebnych k vymetani a ke statistickému zhodnoceni, zda mezi metanim téch dvou odrad
byl statisticky vyznamny rozdil. Na Obrazku 6 je vysledek statistické analyzy doby
metani odrud Bastion a Branisovicka metodou ONE-way ANOVA s naslednym Tukey
HSD testem. Statisticka analyza byla provedena programem Minitab 18

(https://www.minitab.com/en-us/).

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

variety N Mean Grouping N — pocet hodnocenych rostlin

Mean — priimérny pocet dnt
Branisovicka 16 6456 A potrebnych k vymetani
Bastion 17 59,647 B

Menne that An nat chare Iottar Aare cinnificanthv Aiffaren
€ans Nat do not snare g caer are signigwcan rc

w0y
C
C

Obrazek 6 — Statisticka analyza doby metani odridy Bastion a BraniSovicka, vystup pochazi ze
softwaru Minitab18.

Statisticka analyza prokdzala, Ze rozdil mezi metanim Bastionu a BraniSovické byl
statisticky signifikantni, primérna doba potiebna k vymetani u odriidy Branisovicka byla
(po zaokrouhleni) 65 dnii. Naproti tomu odrida Bastion metala dfive, jeji primérny pocet
dnt potiebnych k vymetani ¢inil 60 dnti, odrida Bastion tedy metala asi o 5 dnd dfive
nez BraniSovicka. Ob¢ tyto odridy byly péstovany za stejnych kontrolovanych podminek.
Bastion a BraniSovicka nesou stejnou sestavu alel VRN-1 a PPD-1, a zaroven se lisi

poctem kopii genu VRN-AL, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze pocet kopii genu VRN-AL mohl mit
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vliv na dobu metani. Odrida Bastion nese jednu kopii genu VRN-AL, zatimco odrtida
Branisovicka nese dvé kopie tohoto genu, v tomto provedeném experimentu tedy odruda
s jednou kopii metala signifikantné diive nez odrada se 2 kopiemi.

Tento vysledek byl piekvapivy z toho divodu, ze se ptredpokladalo diivejsi metani
odridy se dvéma kopiemi, protoze Vrn-Ala ma vysokou troven transkripce. Proto byl
experiment jesté¢ jednou zopakovan za ucelem ovéfeni pozorovaného jevu a analyzy
exprese genu VRN-AL. Z tohoto dtivodu jsou vysledky této fenotypové analyzy uvedeny
v podkapitole Analyza genové exprese VRN-AL.

4.1.3 Analyza genové exprese VRN-Al
Za ucelem analyzy genové exprese VRN-AL byly z péstovanych rostlin odrad Bastion a
BraniSovicka odebrany ¢asti listovych segmenti. Prvni odbér probehl ve fazi prvniho listu
(po 7 dnech od vysazeni). Jeden vzorek byl vZdy tvofen odbérem ze tii rostlin tzv.
poolovani. Dalsi odbér nastal po 10 dnech ve fazi 3 listi. Tieti planovany odbér bohuzel
nebyl proveden z diivodu technické zavady na fytotronu. Poté nasledovala izolace RNA,
piepis do cDNA a RT-qPCR. U téchto péstovanych rostlin doslo opét k analyze metodou
ONE-way ANOVA s naslednym Tukey HSD testem.

Na Obrazku 7 je vysledek statistické analyzy doby metani u rostlin pouzitych
k analyze exprese. V piipadé odridy BraniSovicka byla primérna doba metani u vzorku
BraniSovicka-1 63 dnii, v ptipadé¢ druhého vzorku se jednalo o 66 dnii — podobné jako u
prvniho provedeni fenotypové analyzy. Odriida Bastion metala stejné jako V pilotnim
fenotypovém experimentu diive nez BraniSovicka — vzorek Bastion-1 primérné metal 59
dnti od vysazeni, u druhého vzorku to bylo primérné 60 dnti po vysazeni — opét podobné
jako u prvniho opakovani. Po statickém zhodnoceni se vzorek BraniSovicka-2
signifikantné lisil od obou vzorki Bastion a zaroven se neli$il od vzorku BraniSovicka-2.
Vzorek BraniSovicka-1 se od vzorku Bastion-2 signifikantné v metani nelisil, v pfipadé
jeho srovnani se vzorkem Bastion-1 se ale uz jednalo o signifikantni rozdil.

| vtomto pfipadé odriida Bastion nesouci 1 kopii genu VRN-AL metala diive nez

odriida BraniSovicka, ktera ma 2 kopie tohoto genu.
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Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Variety N Mean Grouping N — pocet h?dnocenych rostllr:
Mean — primérny pocet dn(
Branisovicka-2 3 6633 A potrebnych k vymetani
Branisovicka-1 3 62667 A B
Bastion-2 3 59,667 B
Bastion-1 3 58,667 B

Ao c that A + chare lotior o cf i rantiv different
Means that do not share a letter are significantly different.

Obrazek 7 — Statisticka analyza doby metani odridy Bastion a BraniSovicka pomoci Tukeyovy
metody, vystup pochazi ze softwaru Minitab18.

Analyza exprese genu VRN-A1 probéhla pomoci RT-qPCR, jako referen¢ni gen slouzil
GAPDH. Byla provedena analyza exprese ve 2 vyvojovych fazich rostlin. Za pouziti CFX
Maestro Software probéhla analyza RT-qPCR reakce a vyhodnoceni tirovné relativni
exprese ve formé sloupcového grafu u jednotlivych vzorku. Specificita vznikajicich
produktii byla ovétena analyzou kiivek teploty tani, kazdy hodnoceny vzorek byl ve tfech
technickych replikatech.

Vyhodnoceni exprese genu VRN-AL ukazalo na zajimavé trendy u odriid Bastion a
BraniSovicka. Na Obrazku 8 je ukéazka pribéhu RT-qPCR. Grafické zndzornéni irovné
exprese ve form¢ sloupcovych grafu je na Obrazku 9. U vzorku Bastion-1 byla relativni
mira exprese v piipadé stadia rostlin v prvnim listu okolo hodnoty 0,71+0,21, po 10 dnech
se exprese genu VRN-A zvysila na hodnotu 0,94+0,12. Stejny trend nastal také u druhého
vzorku — Bastion-2, kde byla pocate¢ni mira relativni exprese okolo hodnoty 0,61+0,05,
po 10 dnech doslo jesté k vétSimu narustu exprese nez v piipadé¢ vzorku Bastion-1 —
relativni mira exprese dosahovala hodnoty 1,17+0,15. U odrudy Bastion tedy dochazelo
K tomu, Ze v prub&hu vyvoje rostliny dochazelo k rtistu exprese genu VRN-AL.

V ptipad¢ odridy BraniSovicka byl trend promény exprese v ¢ase jiny. U vzorku
Branisovicka-1 dosahovala poc¢atecni mira exprese hodnoty 0,93+0,07, nicméné po 10
dnech, kdy byly rostliny ve fazi 3 listd doslo u vzorku Branisovicka-1 k mirnému poklesu
relativni miry exprese na hodnotu 0,84+0,11. Analyza exprese u vzorku BraniSovicka-2
ukdazala, Ze 1 zde dochazelo ke snizeni exprese VRN-AL. Pocate¢ni hodnota se u tohoto
vzorku pohybovala na hodnoté 1,29+0,08, nicméné po 10 dnech hodnota exprese klesla
na hodnotu 0,98+0,21. Pro odridu BraniSovicka byl tedy trend exprese takovy, ze u téchto
rostlin v prabéhu vyvoje exprese genu VRN-Al stagnovala a méla spiSe klesajici
charakter.

Zaroven je také z grafick€ého znaroznéni viditelné, ze pocatecni hodnoty exprese u
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odridy BraniSovicka byly v obou ptipadech vyssi nez u Bastionu. Nicmén¢ v pritbé¢hu
vyvoje rostliny u Bastionu dochédzelo k nartistu exprese a u BraniSovické naopak ke
stagnaci az poklesu. Z fenotypové analyzy vyplynulo, Ze odrida Bastion meta primérné
o n¢kolik dni diive nez BraniSovicka. Vzhledem k tomu, Zze gen VRN-AL ma na metani
znaény vliv, souhlasi vysledky ziskané z analyzy exprese VRN-Al s fenotypovou
analyzou — u Bastionu metajiciho dfive dochazi v prib&hu casu ke zvySovani exprese a
muze to byt jeden z diivodu, pro¢ U BraniSovické — metajici pozdéji, exprese VRN-AL
stagnuje/klesa. Je také zajimavé, ze pravé u Bastionu nesouciho jednu kopii genu VRN-
Al k tomuto zvySovani dochazelo, zatimco BraniSovicka, ktera ma kopie tohoto genu dvé

exprese klesala.

Amplification

1000 |

800 |

RFU

600 T
400 |

200 1

Cycles

Obrazek 8 — Ukazka RT-qPCR pii analyze exprese genu VRN-AL. V grafu je zobrazen vzorek
odrudy BraniSovicka v ramci triplikatu. (Zelena amplifikaéni kiivka odpovida amplifikaci genu
VRN-A1, oranzova ktivka pak referenénimu genu GAPDH, graficky vystup pochazi z programu
Bio-Rad CFX Maestro)
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Obrazek 9 — Vyhodnoceni exprese genu VRN-A1 u jednotlivych vzorkl odrid Bastion a BraniSovicka. Jako referen¢ni gen byl pouzit GAPDH. Vzorky, které
byly odebrany ve fazi prvniho listu jsou oznaceny ¢isly, vzorky odebrané ve fazi tfi listli jsou oznaCeny Cisly a pismenem T. Exprese byla analyzovana pomoci
CFX Maestro Software.
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4.2 Sekvenovani genu VRN-1

4.2.1 Sekvenovani genu VRN-1 — Sangerova metoda

Sangerovou metodou doslo k sekvenovani posledniho 8.exonu u genit VRN-AL a VRN-
D1 za ucelem porovnani s referenéni sekvenci a ptipadného zjisténi polymorfismil
v sekvencich. Jako referencni sekvence slouzila pro VRN-AL: Triticum aestivum cultivar
Triple Dirk C line VRN-AL (GenBank: AY747600.1) a pro VRN-D1: Triticum aestivum
cultivar Triple Dirk C line VRN-D1 (GenBank: AY747606.1). Sekvence byly porovnany
v programu Geneious. Celkem bylo sekvenovano 33 jafin a 70 ozimd.

V sekvencich 8.exonu nebyly U zadné analyzované odriidy v piipadé genu VRN-A1
nalezeny jakékoliv polymorfismy ve srovnani s referencni sekvenci. V pfipadé
sekvenovani 8.exonu VRN-D1 byla u dvou odrid — Kolchoznica a Eurotas na pozici
12 169 nalezena mutace (jednonukleotidovy polymorfismus, SNP) kde se misto guaninu
nachazel adenin (G12169A), a tim se také zaménila aminokyselina (valin — isoleucin)
v proteinu VRN-D1. Identifikované polymorfismy jsou zobrazeny na obrazcich 10 a 11.
Z4dné jiné dalsi polymorfismy nebyly v piipadé 8.exonu VRN-1 nalezeny.

Conssnsus
Coverags

Ce AY747606.1

Consensus

Coverage it l
==

Ce AY747606.1
I

Ce REVH10_Dominik_Eurotas_VRND1_R3... Ef¢

| Ce FUD HO9_Dominik_Eurotas_VRNB1_F1... EX€]

Obrazek 10 — Cast sekvence 8. exonu VRN-D1 zobrazujici substituci guaninu za adenin ve
srovnani s referencni sekvenci.
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Obrazek 11 — Cast sekvence 8.exonu VRN-D1 zobrazujici zaménu aminokyseliny v proteinu
VRN-D1 zptsobenou substituci ve srovnani s referenéni sekvenci. Zpracovano v software
Geneious.

4.2.2 Sekvenovani VRN-1 —iSeq

Metodou Illumina iSeq bylo sekvenovano 70 ozimych a 33 jafinych odrad Triticum
aestivum, jako referen¢ni sekvence slouzila ozima odrida Triple Dirk C. Jak bylo jiz
uvedeno Vv metodické ¢asti prace, sekvenovani VRN-1 bylo soucasti projektu ve
spolupraci se skupinou Dr. Safafe, veskeré vysledky budou soudasti pfipravované
publikace, a tak jsou ve vysledkové ¢asti uvedeny jen nékteré zjisténé polymorfismy.

V ramci sekvenovani genu VRN-1 a jeho jednotlivych homeologt technologii Illumina
iSeq se podarilo identifikovat vyznamné odlisnosti v sekvenci ve srovnani s referencni
sekvenci. Jednalo se naptiklad o odlisnosti v sekvenci promotoru genu VRN-AL — byly
identifikovany varianty promotoru obsahujici 137 bp a 181 bp dlouhé delece. U odrudy
Ludwig nesouci 3 kopie vrn-Al byly identifikovany ob¢ varianty delece — 137 i 181. bp.

Schéma zobrazujici identifikované delece je na Obrazku 12.

Promotor VRN-A1 s deleci 137 a 181 bp

137 bp CArG-box
del *I h
VRN-box EX6R 1
CArG-b
181 bp e
e (| %
VRN-box a%on 1

Obrazek 12 — Schématické zobrazeni identifikovanych deleci v promotoru VRN-AL. Delece jsou
vyobrazeny jako Sedé obdelniky.
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Dalsim vyznamnym polymorfismem, ktery se podafilo pii sekvenovani VRN-1
identifikovat byly delece u VRN-D1. Ze sekvenovanych odrid byly tyto delece
identifikovany u 23 z nich. Celkem u 13 odrtd byla identifikovana delece 17 bp au 10
odrtd 14 bp delece. Ob¢ tyto delece se nachazely v prvnim intronu a byly pfitomny jak u
dominantni, tak recesivni alely VRN-D1. Schéma zobrazujici identifikované delece je na
Obrazku 13.

Alela VRN-D1 s delecemi 14 a 17 bp
17 bp

del

= rimy

14 bp
del

Obrazek 13 — Schématické zobrazeni identifikovanych deleci v prvnim intronu VRN-D1. Delece
jsou vyobrazeny jako Sedé obdelniky, zZluté mnohouhelniky zobrazuji exony.
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5 Diskuse

Vhodné nacasovani metani u pSenice v prubéhu roku je velmi dualezitou adaptivni
vlastnosti, ktera ovlivituje reprodukéni ispéch rostliny a je kriticka pro vynos této plodiny
— rostliny tak pfedchazeji nepiiznivym klimatickym podminkam. Slechténi psenice
umoziuje modifikovat i tuto vlastnost, a tak mohou rostliny rast produktivné v riznych
geografickych oblastech. U n€kolika stézejnich genti ovlivitujicich kveteni pSenice byly
identifikovany mutantni alely, které maji zmény v sekvencich jako inzerce, delece nebo
bodové mutace (Fu et al., 2005; Chen et al., 2009).

Diaz et al. (2012) podrobné¢;ji studovali geny regulujici kveteni pSenice (alely PPD-B1
a VRN-A1) u takovych variet, pro které nebyly v sekvencich téchto genti nalezeny zadné
mutace Jejich vyzkum ukazal, ze variabilita v dob& metani nemusi byt zplsobena jen
sekvena¢nimi zménami, ale také poc¢tem kopii daného genu. Rizny pocet kopii vedl také
ke zménam k expresi — jak v ptipadé VRN-A1, tak také PPD-B1. Gen VRN-Al byl
zkouman na ozimych odridach Claire, Malacca a Hereward a bylo zjiSténo, Ze odrady
s vétSim poctem kopii genu VRN-AL vyzaduji delsi dobu vernalizace, toto také silné
korelovalo s rozdily v dobé kveteni — naptiklad tedy odriida Hereward nesouci 3 kopie
alely vrn-Al vymetala po 10 tydnech vernalizace za 50 dnt, odridé Claire nesouci 1
kopii této alely stacilo k vymetani za 50 dnti pouze 6 tydnt vernalizace. Analyza exprese
VRN-Al u ozimych odrid ukazala, Ze exprese se V prubéhu cCasu nejintenzivnéji
zvySovala u odrudy Claire (1 kopie), nejpomaleji v ptipadé Hereward (3 kopie). Mezi
nimi byla odrida Malacca (2 kopie) a byl zde jasné viditelny trend, Ze zvySeny pocet
kopii vedl k pomalejsi indukci exprese, coZ bylo konzistentni s pozorovanymi rozdily
Vv metani. V této diplomové prace bylo v pfipadé analyzy exprese VRN-AL pracovano
S jafinami, které nemaji Zadny nebo jen minimdlni vernalizacni narok, nicmén¢ 1 u jafin
byl pozorovatelny vliv vice kopii genu VRN-AL. Podle Diaz et al., (2012) vede zvySeny
pocet kopii alely vrn-Al K potiebé delsiho vernalizaéniho naroku, tedy del$i dobé
vystaveni nizkym teplotdm V porovnani s ostatnimi odrtidami, a také u exprese dochazi u
odrud s vice kopiemi VRN-A1 k pomalejsi indukci. U jafin v naSem experimentu jsSme
pozorovali, ze odrida BraniSovicka s vys§im poc¢tem kopii alely Vrn-Ala (2 kopie)
metala signifikantné pozdéji nez odriida Bastion s jednou kopii této alely (Obr.6a 7). U
exprese byla naopak pocateéni hodnota vyssi u odridy BraniSovicka (2 kopie) nez
Bastion (1 kopie) nicméné¢ v prubéhu ¢asu u Bastionu uroven exprese rostla, zatimco u

BraniSovické K rustu nedochazelo (Obr.9).
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Dominantni VRN-1 alely, které determinuji jarni ristovy typ nesou mutace V oblasti
promotoru a prvniho intronu.

Ze 3 homeolognich VRN-1 genti byl polymorfismus v kodujici sekvenci recesivni alely
(zptsobujici zimni typ rastovy typ) identifikovan jen pro VRN-AL gen. Na zakladé
nukleotidu nachazejiciho se v pozici 20 bp ¢tvrtého exonu VRN-A1 se rozlisuji haplotypy
C (Ex4C, divoky typ) a T (Ex4T, mutantni typ) (Chen et al., 2009). Mutace zptiisobena
pfechodem ,,C-> T*“ v exonu 4 VRN-Al vede k nahrazeni leucinu fenylalaninem v
aminokyselinové sekvenci. Na zakladé ptedchozich studiich je tento polymorfismus
spojovan se zménou poctu dni, kdy dochazi k prodluzovani stonkii, doby trvani
vernaliza¢niho pozadavku, mrazuvzdornosti a doby kveteni ozimé pSenice T. aestivum.
DalSim dilezitym jednonukleotidovym polymorfismem (SNP) v sekvenci kodujici VRN-
Al je ptfechod ,,C-> T*“ v exonu 7, ktery vede k nahrazeni alaninu za valin v
aminokyselinové sekvenci (Sherman et al., 2004). Navzdory lokalizaci této mutace na C-
konci proteinu VRN-A1l, kde nebyly identifikovany zadné funkéni domény, je
polymorfismus v tomto misté spojen se zménou doby trvani vernalizacniho pozadavku a
doby kveteni pSenice. Dale bylo zjisténo, ze mutace Alal80 / Vall80 ve VRN-Al
ovlivituje interakci tohoto proteinu s produktem genu TaHOX1, coz ovliviiuje dobu
kveteni (Li et al., 2013). Muterko a Salina (2018) pfi analyze distribuce VRN-AL exon 4
haplotypt u 12 tetraploidnich a hexaploidnich odrtid a riznych VRN-AL alel zjistili, Ze
mutantni typ exonu 4 se nachazel jen v hexaploidni pSenii s recesivni vrn-al alelou a
pouze v kombinaci s intaktni verzi exonu 4 (Ex4C) tohoto genu (v pfipadé alespon 2 kopii
VRN-AL). V této studii Muterko a Salina také analyzovali polymorfismus exonu 7.
Odrtdy hexaploidni pSenice, které nesly oba haplotypy exonu 4 (tzn. alesponi 2 kopie
VRN-A1) mély zaroven mutantni variantu exonu 7. V ptedchozich studiich bylo uvadéno,
ze haplotyp Ex7C pievazuje u jafin, zatimco haplotyp Ex7T u ozimi. V této studii
Muterka bylo zji§téno, ze vSechny zkoumané alely Vrn-Ala nesou Ex7C haplotyp. Tyto
rizné kombinace haplotypti exonu 4 a 7 ve Spojeni s riznym poctem kopii genu VRN-AL
zfejmé piispivaji k vysoké adaptabilité pSenice v riznych podminkéach a tim k roz§iteni
pSenice po celém svete.

Muterko a Salina (2019) taktéz zkoumali pocet kopii genu VRN-AL nejen u riznych
ozimych, ale 1 jarnich odriid pSenice. Vyvinuli vlastni metodu pro zjiStovani poctu kopii
— tato metoda se lisi od analyzy s vyuzitim TagMan sondy, pomoci které byl zjistovan
pocet kopii genu v této diplomové praci. Jejich metoda byla zalozena na kvantifikaci PCR

fragmentu a verifikovana gPCR — podle nich by pro fadné zjisténi poc¢tu kopii mélo dojit
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k fragmetaci templatové DNA. Vibec poprvé ukazali, ze u analyzovanych odrud byla
dominantni alela Vrn-Ala nejcastéji duplikovana u hexaploidni psenice, u tetraploidni
pSenice byly dominantni i recesivni alela v jedné kopii, pouze u dvou tetraploidii byla
recesivni alela duplikovana. Také si v§imli, ze multiplikace VRN-A1 vedla k bezosinnym
klastim, v ptipad¢€ odrid analyzovanych v této diplomové praci m¢la odriida BraniSovicka
(2 kopie) osinaty klas. V praci Muterka a Saliny byla také identifikovana duplikace genu
VRN-B1 u T.compactum a T.spelta, tyto vysledky tedy dale rozsifuji znalosti a genetické
diverzité VRN-1 gent u pSenice. U zadné ze zkoumanych odrid nezaznamenali vice nez
2 kopie Vrn-Ala.

V soucasné dob¢ se jedna o jedinou publikovanou praci, kde bylo v ramci analyzy
genu VRN-AL a vlivu vice kopii tohoto genu pracovano i S jafinymi odridami, ovSem
nebyla provedena analyza fenotypu nebo exprese u téchto odrad. V této diplomové praci
se tedy nachazeji zcela originalni vysledky. Zjisténi Muterka a Saliny, kdy
neidentifikovali vice nez 2 kopie dominanti alely Vrn-Ala souhlasi s naSimi zjisténimi —
maximalni pocéet kopii genu VRN-AL s dominantni alelou Vrn-Ala u testovanych otrd
byly pravé 2 kopie. Vzhledem ke skutecnosti, ze alela Vrn-Ala ma vysokou bazélni
uroven transkripce je mozné spekulovat, Ze rostlina je pravdépodobné zahlcena
transkriptem produkovanym vétSim poctem kopii alely Vrn-Ala a v dusledku toho
dochazi ve srovnani s jafinami s jednou kopii k pozdé€jSimu metéani a stagnujici Grovni
exprese Vrn-Ala. Lze se domnivat, Ze rostliny nesouci vice nez dvé kopie Vrn-Ala byly
behem evoluce znevyhodnény. K tomuto by bylo ale potteba provést dalsi vyzkum, roli
muzou hrat i klimatické podminky (polni experiment) nebo také samotna struktura vice
kopii genu VRN-AL — zda se jedna o identické kopie nebo se od sebe lisi jako naptiklad
Vv ptipad€ haplotypu C-T.

V ramci sekvenovani genu VRN-1 bylo sekvenovano 103 odrid hexaploidni pSenice,
aby bylo pokryto Sirokého spektra moznych alelickych variant. Jako referenéni sekvence
byla vybrana ozima odrtda Triple Dirk C. Dominantni alely definujici jarni typ rustu se
vyvinuly z pivodni recesivnic alely urCujici ozim diky mutacim v promotoru nebo
prvnim intronu (Fu et al., 2005). Vliv téchto deleci nebyl zatim dale zkouman, je vsak
planovéana analyza exprese alel s t¢mito delecemi. Identifikovany byly také napiiklad
nové delece Vv prvnim intronu VRN-D1 o velikosti 17 a 14 bp. Dalsi data ziskana
sekvenovanim VRN-1 homeologli jsou uvedena v pfipravované publikaci In-depth

sequence analysis of bread wheat VRN-1 genes.
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6 Zavér

Tato diplomova prace byla rozdélena na teoretickou a experimentalni ¢ast, v teoretické
Casti byly uvedeny zakladni informace o pSenici seté — T. aestivum. Hlavni ¢asti literarni
resSerse bylo popsani genu fotoperiodické a vernalizacni drahy, které maji vliv na kveteni
u pSenice. Pozornost byla vénovana zejména jednotlivym VRN-1 gentim.

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla rozdélend na dvé ¢asti. V prvni ¢asti byly
za pomoci genotypovani alel VRN-1 selektovany z ptiivodniho souboru 43 jatfinych odrad
takové odrady, které mély shodnou sestavu alel VRN-1, dale byl uréen pocet kopii genu
VRN-AL, ¢imz byl vyselektovan zakladni soubor odriid shodujicich se v sestavée alel VRN-
1. Pomoci genotypovani alel PPD-1 a urceni poctu kopii PPD-B1 probéhla dalsi selekce
a byly vyselektovany 2 odrtdy, které spliovaly podminky kladené v cilech prace — stejna
sestava alel VRN-1, PPD-1 a vzajemné se lisici v poétu kopii genu VRN-AL. U téchto
dvou odriid — Bastion a BraniSovické byla nasledné provedena analyza doby meténi, ze
které vyplynulo, ze Bastion s jednou kopii meta signifikantn¢ diive nez BraniSovicka s 2
kopiemi tohoto genu za stejnych kultiva¢nich podminek, z ¢ehoz vyplyva, Ze za rozdilem
vV metani mohl byt rozdilny pocet kopii genu VRN-AL. U nasledné analyzy exprese VRN-
Al byly také pozorovatelné rozdily — u odridy Bastion s 1 kopiii VRN-A1 se relativni
mira exprese v ¢ase zvySovala, zatimco u odridy BraniSovické s 2 kopiemi relativni mira
exprese bud’ stagnovala, nebo klesala. U ozimych odrud v diivéjsich publikacich ukazuji
data na rozdilnou expresi u rizného poctu kopii genu VRN-AL, u jafin doposud k takovato
analyza nebyla provedena Na zakladé vysledkid v této diplomové prace je mozné se
domnivat, Ze rozdilny pocet kopii dominantni alely Vrn-Ala ma vliv i na jafiny a 2 kopie
tohoto genu mohou byt pro rostlinu naro¢né z hlediska transkripce genu VRN-A1, coz
muze vést k pozd¢jSimu metani.

Ve druh¢ casti byl sekvenovan gen VRN-1, které je soucasti projektu sekvenovani
VRN-1. Pomoci Sangerova sekvenovani doslo k sekvenovani 8. exonu u genit VRN-A1 a
VRN-D1, u 2 odrd — Kolchoznica a Eurotas byly nalezeny SNP. Zbyvajici ¢asti genu
byly sekvenovany technologii Illumina iSeq, byly identifikovany napiiklad delece
v promotoru VRN-A1 a v prvnim intronu VRN-D1.
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8 Seznam pouZzitych zkratek

AGL24 agamous like 24

AP1 apetala 1

CDF cycling dof factor

CO constans

CRY cryptochrome

EPS earliness per se

FD flowering locus D

FES1 fri essential

FLX FLC expressor

FKF1 flavin kelch f box 1

FRI frigida

FRL1 fri-like

FT flowering locus T

FTIP1 FT-interacting protein 1

FUL fruitfull

Gl gigantea

GRP2 glycine-rich RNA-binding protein 2
MITE miniaturni invertované opakovatelné transponovatelné elementy
PHY phytochrome

PPD photoperiod

PRC2 polycomb-group repressive complex 2
PRE/TRE polycomb/trithorax responsive elements
PRR pseudo response regulator

SOC1 suppressor overexpression constans
SUF4 suppressor of fri 4

TFL1 terminal flower

VIN3 vernalization insensitive
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