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ABSTRAKT

PSenice je zékladem stravy pro 40 % svétové populace a vyrdbi se z ni vétSina nezbytnych
potravin. Narust zalidnéni ovSem zpusobuje neustaly tlak na zvySeni jeji produkce. Z toho
diivodu je nutné Slechténi novych kultivart, které by se mohly 1épe adaptovat na ménici se
podminky prostfedi. Spravné nacasovani doby kveteni je dilezité pro reprodukéni tspéch
rostliny. Jedna z genetickych drah, ktera kveteni ovliviiuje, je vernalizacni dréha. Tato
vernalizacniho genu VRN-I u 93 genotypt tetraploidni pSenice plané dvouznky (7riticum
dicoccoides).

V ramci teoretické Casti prace jsou popsany hlavni molekularni drahy ovliviiyjici kveteni
u modelového organismu Arabidopsis thaliana a pSenice, se zaméfenim na vernalizaci. Déle

teoreticka cast pojedndva o vybranych metodach sekvenovani.

V experimentalni Casti prace byly sekvenovany VRN-AI a VRN-BI promotory u celkem
93 genotyptl T. dicoccoides z oblasti Urodného piilmésice, které byly nasledné spojeny se
sekvencemi celych genl za ucelem analyzy sekvenc¢ni variability. V ramci VRN-AI i VRN-B1
genu bylo nalezeno velké mnozstvi mutaci, v€etné¢ mutaci v exonech. Celkem bylo nalezeno

12 nepopsanych mutaci u VRN-A1 (jedna delece v oblasti promotoru, pét SNPs v exonech a Sest



indelt v intronech) a 21 u VRN-B1 (tfi indely v promotoru, sedm SNPs v exonech a 11 indelt
v intronech), jejichZ vliv na kveteni je tfeba charakterizovat a nasledné vybrat ty alely, které

mohou byt pouzity v rdmci Slechténi.
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ABSTRACT

Wheat is one of the world's main food sources (40 %) and is used to make most of the
necessary foodstuff. However, the increase of population causes constant pressure to increase
its production. For this reason, it is important to breed new cultivars that would be more resistant
to deteriorating environmental conditions and could flower in shorter time. The timing of
flowering is essential to the reproductive success of the plant. One of the genetic pathways that
affect this flowering period is vernalization. This bachelor thesis is focused on the sequence
analysis of VRN-1 genes, which play a crucial role in the initiation of flowering, in selected
cultivars of wild emmer wheat (7riticum dicoccoides) and the search for new alleles that could

be used in breeding.

The theoretical part of the work describes the main molecular pathways that affect flowering
in the model organism Arabidopsis thaliana and wheat, with the main focus on vernalization.
The theoretical part also includes selected sequencing methods.

In the experimental part of the work, VRN-AI and VRN-BI promoters were sequenced in
a total of 93 genotypes of 7. dicoccoides from the Fertile Crescent area. The promoter sequences
were subsequently merged with the sequences of whole genes in order to analyze the sequence

variability. A large number of mutations, including mutations in exons, have been found within

il



both VRN-Al and VRN-BI genes. There were a number of SNPs (single nucleotide
polymorphisms) found in the introns, as well as larger insertions and deletions. A total of
12 undescribed mutations were found in VRN-A1 (one deletion in the promoter region, five
SNPs in exons and six indels in introns) and 21 in VRN-BI (three indels in the promoter region,
seven SNPs in exons and 11 indels in introns). The effect of these mutations on flowering is to

be characterized to choose alleles that can be used in breeding.
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1 UVOD

Spréavné nacasovani kveteni je pro rostlinu kritickou udélosti, jelikoz rostlin€ umozni, aby
vykvetla v optimalnich podminkach, které ji zajisti maximalni reprodukéni tspéch. Desetileti
fyziologickych studii odhalilo, Ze kveteni je iniciovdno v reakci na exogenni a endogenni
podnéty. Environmentéalni podnéty zahrnuji délku dne (Garner & Allard, 1920) a zmény teploty
(Hay & Ellis, 1998). Endogenni drahy naproti tomu funguji nezavisle na signalech prostiedi
a souvisi s vlastnim vyvojovym stavem rostliny (Srikanth & Schmid, 2011).

Vernalizace je proces vyvolavajici kveteni pomoci prodlouzeného vystaveni zimé&, ¢imz je
u rostliny zajistén pfechod z vegetativniho do reprodukéniho stadia. Vernaliza¢ni drdhy se
ucastni geny VRN-1, VRN-2 a VRN-3. Gen VRN-1 hraje dulezitou roli pti zahdjeni kveteni. Jeho
exprese se zvySuje s délkou chladného obdobi, nacez aktivuje expresi genu VRN-3. Gen
VRN-1 se nachdzi na dlouhém raménku homolognich chromozomi skupiny 5 a jeho regula¢ni
elementy jsou umistény v oblasti promotoru a v prvnim intronu. V ozimych kultivarech je
vernalizace nutnd pro indukci VRN-1 a pro potlaceni genu VRN-2, ktery je povazovany za
dominantni represor kveteni.

PSenice je zadkladem stravy pro 40 % svétové populace, jelikoz se z ni vyrabi vétSina
nezbytnych potravin, jako jsou napiiklad té€stoviny nebo pecivo. Je péstovana na nejvetsi plose
ze vSech zemédé@lskych plodin a v rizné formé ji konzumuje 2,5 bilioni lidi. NarGst populace
a globalni oteplovani ovSem zplisobuji tlak na zvySeni produkce a ze statistickych modelt
vyplyva, ze v roce 2050 budeme potiebovat o 70 % pSenice vice nez doposud.

Z tohoto diivodu je dulezité Slechténi novych kultivart, které vykvetou rychleji, nebo snesou
veétsi sucho a vyssi teploty a zvysi se tak svétova produkce psenice. Tato bakalaiska prace se
zabyva hledanim novych alel VRN-1 geni, které by mohly byt vyuzity pro Slechténi novych

kultivart.



2 CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na vernalizaci a VRN-1 geny u druhti z rodu
Triticum.

2. Osvojeni zékladnich molekuldarnich metod. PCR amplifikace, PCR klonovani
a sekvenovani jednotlivych ¢asti VRN-A1 a VRN-B1 gent u pSenice plané dvouzrnky
pomoci navrzenych primert.

3. Vyhodnoceni a interpretace ziskanych dat.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 PSenice plana dvouzrnka (7riticum dicoccoides)

PsSenice plana dvouzrnka (Triticum dicoccoides Korn) je tetraploidni pSenice, kterd patii do
podiiSe cévnaté rostliny (Tracheophyta), odd€leni krytosemenné (Magnoliophyta), tiidy
jednodélozné (Liliopsida), ¢eledi lipnicovité (Poaceae) a rodu pSenice (Triticum). Je to divoky
ptibuzny Triticum turgidum a ptedchiidce domestikovanych forem pSenice Triticum aestivum

a Triticum durum (Akpinar a kol., 2015).

3.1.1 Vznik a evoluce divoké tetraploidni pSenice

Divoka tetraploidni pSenice vznikla hybridizaci nasledovanou polyploidizaci pred méné nez
pul milionem let (Chalupska a kol., 2008), konkrétn¢ se udava 360 000-540 000 let (Dvorak
& Akhunov, 2005). Pti této udalosti se donorem A genomu stala divoka diploidni trava Triticum

urartu a divoka diploidni trava piibuzna druhu Aegilops speltoides poskytla B genom (Dvotéak
a kol., 1993) (Obrazek 1).

Divoka diploidni trava Divoka diploidni trava
T. urartu druh pribuzny Ae. speltoides
AA BB
AB
(x2)

Divoka tetraploidni pSenice
T. dicoccoides
AA BB

Obrazek 1: Schéma hybridizacnich udalosti vedoucich ke vzniku Triticum dicoccoides. Pievzato

a upraveno dle: Brewster a kol. (2019).

Dnes se porosty psenice plané dvouzrnky vyskytuji §iroce napfi¢ obloukem Urodného
pulmésice, kde vytvareji dveé geneticky odlisné populace. Jizni populace zahrnuje oblast Izraele,
Palestiny, Libanonu a jihozdpadni Syrie a severni populace zahrnuje oblast Turecka, Iraku

a franu (Luo a kol., 2007).



3.1.2 Domestikace

Domestikace plodin spoc¢iva v modifikaci jejich klicovych vlastnosti a znakti (Abbo a kol.,
2014). Triticum dicoccoides, ozna¢ovana také jako Triticum turgidum subsp. dicoccoides, je
pfedkem veskeré moderni kultivované tetraploidni pSenice (Zhu a kol., 2019) a jeji domestikace
zahrnovala pfedevsim zmény v dormanci semen, morfologii klasu a vyvoji zrna (Avni a kol.,
2017). Selekci z T. dicoccoides vznikl domestikovany typ tetraploidni pSenice Triticum
turgidum subsp. dicoccum (AABB) (Feldman & Kislev, 2007), ktery spontanné hybridizoval
s travou Aegilops tauschii (DD) za vzniku rané Spaldy Triticum spelta (Kakizaki a kol., 2017).
Z T. dicoccum se hybridizaci s travou Ae. tauschii vyvinula hexaploidni pSenice Triticum
aestivum, ktera predstavuje asi 95 % svétové produkce psSenice (Peng a kol., 2011).
Z T. dicoccum nezavisle vznikla také tetraploidni pSenice Triticum turgidum subsp. durum
(Akpinar a kol., 2015), ktera predstavuje zbylych 5 % svétové produkce psenice (Peng a kol.,

2011) a péstuje se pfedevsim pro vyrobu téstovin (Maccaferri a kol., 2019).

Divoka pSenice
Triticum turgidum subsp. dicoccoides

(AABB)
Domestikovana pSenice Divoka triva
Triticum turgidum subsp. dicoccum Aegilops tauschii
(AABB) (DD)
Domestikovana pSenice Domestikovana pSenice
Triticum turgidum subps. durum Triticum aestivum
(AABB) (AABBDD)

Obrazek 2: Vznik Triticum turgidum subsp. durum a Triticum aestivum z divoké pSenice dvouzrnky

rostouci v prirozeném prostoru v Izraeli. Pievzato a upraveno dle Uauy (2017).

Domestikovana forma pSenice se od divokého progenitora 7. dicoccoides 1isi naptiklad
v kiehkosti klast. Zralé¢ klasy pSenice plané dvouzrnky se rozpadaji, oproti tomu klasy
domestikovanych typtli pSenice zlstavaji i pfi dozrani neporusené, coz umozinuje snazsi sklizeil

(Avni a kol., 2017).



3.1.3 SloZeni genomu pSenice plané dvouzrnky

Ptistup k pIné¢ anotovanym sekvencim genomu, vcetné regulacnich sekvenci a informaci
o genomov¢ diverzité, umoziuje efektivni studium vyznamnych genti, a tim padem urychleni
v oblasti vyzkumu a Slechténi a lepSi porozuméni biologii pSenice (Appels a kol., 2018).
U tetraploidni pSenice se stal prvni pln¢ sekvenovanou odriidou Zavitan (WEW_v1.0) (Avni
a kol., 2017), ktery se pouziva jako referenc¢ni sekvence. Pozd¢ji byla genomova sekvence
Zavitanu vylepsena (WEW v2.0) za pomoci optickych map (Zhu a kol., 2019). Usp&sné
sestaveni jeho genomu bylo dalezitym milnikem v genomice pSenice (Zhu a kol., 2019).

Tetraploidni pSenice pland dvouzrnka ma slozity polyploidni genom (AABB) s poctem
chromozomt 2n = 4x = 28 (Peng a kol., 2011), jehoz velikost se odhaduje na 1C = 10,5 Gb
(Avni akol., 2017), coz ho ¢ini tfikrat vétsi nez genom lidsky. Obsahuje nad 85 % nekodujicich
repetitivnich sekvenci DNA (Appels a kol., 2018) a vétSinu z nich ptfedstavuji transpozibilni
elementy (TE). Celkovy obsah TE se zdd byt podobny pro oba subgenomy
a predstavuje 82,2 %. Asi 70 % (Maccaferri a kol., 2019) TE tvoii LTR (long terminal repeats)
retrotranspozony (Avni a kol., 2017). Pocet anotovanych genti je 62 813 (Zhu a kol., 2019).
Cast homeolognich genovych parii se exprimuje vyluéné v jednom ze dvou subgenomdl, coz
naznaCuje, ze genova exprese regulovand subgenomem muze pfispét k adaptacim rtznych

odrtd psenice (Avni a kol., 2017).

3.1.4 Problematika

Velka a rychle se zvétSujici svétova populace vytvaii tlak na produkci potravin. V roce 2009
Organizace pro vyzivu a zemé&délstvi uvedla, Ze pocet lidi trpicich hladem a chudobou nyni
presahuje 1 miliardu a ocekava se, ze v roce 2050 jejich pocet prekroci 9 biliond. Zemédélska
produkce by se tedy musela zvysit o 70 % (Parry & Boyle, 2012). DalSimi problémy je rychla
urbanizace, kterd vedla k redukci orné piidy, a globalni zména klimatu, kterd negativné
ovliviiuje vynosy plodin. VSechny tyto zmény pisobi omezeni pozadované zemédélské
produkce. Z téchto divodd je nutné plodiny geneticky vylepSovat pomoci genetického

inzenyrstvi a Slechténi (Lu & Ellstrand, 2014).

3.2 Kbveteni
Vniméni zmén svétla a tepla slouzi rostlinam k regulaci doby kveteni (Song a kol., 2018),
ktera je zasadni pro jejich reprodukéni Gspéch. Z tohoto ditvodu se u rostlin vyvinulo nékolik

mechanismi k synchronizaci kveteni, které maximalizuji vynosy semen (Purugganan & Fuller,



2009). Studium téchto zmén ptredevs§im u modelové rostliny Arabidopsis thaliana vyrazné
napomohlo chapani molekularnich mechanismi, které jsou zodpovédné za zpracovani riznych
environmentalnich podnétl podporujicich pfechod z vegetativniho stadia do stadia reprodukce,

coz je dilezité v zeméedélstvi.

3.2.1 Husenicek rolni (4rabidopsis thaliana)

Husenicek rolni je dvoud€lozna rostlina, kterd je idealnim modelovym organismem, a to
hned z né€kolika divodi. Prvnim divodem je jeho maly genom, jehoZ velikost ¢ini pouze
1C = 125 Mbp a obsahuje 25 498 genii kodujicich proteiny (Arabidopsis Genome Initiative,
2000). Dalsim divodem je kratka generacni doba. A. thaliana vykvete jiz 6 tydni po vyseti,
coz poskytuje moznost ziskat az 6 generaci do roka. Mimoto dobie roste v laboratornich
podminkach, pfi pokojové teploté a s omezenym mnozstvim svétla (Masson, 2001).

Hlavnimi environmentalnimi podnéty ke kveteni u husenicku jsou zména délky dne
(fotoperiodicka draha) a zima (vernaliza¢ni draha) (Mouradov a kol, 2002). Kromé nich existuji
tii dalSi geneticky definované drahy, které se podili na kontrole kveteni. Giberelinova
signaliza¢ni draha odkazuje na pozadavek kyseliny giberelinové pro normélni prubéh kveteni
a interaguje s ostatnimi dradhami kveteni prostfednictvim proteint DELLA (Bao a kol., 2020).
Autonomni drédha zahrnuje endogenni regulatory, které nejsou zéavislé na fotoperiodické ani
giberelinové dréze a byla popsana také endogenni draha, kde je kveteni indukovéno starim
rostliny (Srikanth & Schmid, 2011). V ramci této prace bude podrobnéji popsana dridha

vernalizacni a fotoperidockd, reagujici na vnéjsi signaly.

3.2.1.1 Fotoperiodicka draha

Fotoperioda neboli doba trvani svétla béhem dne je kritickym faktorem, ktery kvetouci
rostliny vyuzivaji ke koordinaci svého reprodukéniho vyvoje s vnéj§im prostiedim
(Golembeski a kol., 2014). Na zéklad¢ reakce na fotoperiodu jsou rostliny klasifikovany jako
citlivé a necitlivé. Rostliny necitlivé na fotoperiodu kvetou po dosazeni urcité vyvojové faze
nezavisle na délce dne. Rostliny citlivé na fotoperiodu se dale déli na rostliny kratkodenni, které
zahajuji kveteni, kdyZ noc ptekroci kritickou délku (obvykle na podzim) a rostliny dlouhodenni,
které kvetou, kdyz vyrazné klesne délka noci (obvykle koncem jara a 1éta) (Pouteau a kol,
2008). A. thaliana je typicka dlouhodenni rostlina, coz znamend, ze kvete, kdyz se délka dne
prodluzuje, zatimco krat$i dny kveteni brani (Blasquez a kol., 2001).

Mezi dilezité geny (viz Obrazek 3), které se tohoto mechanismu ucastni, patti CO

(CONSTANS) (Putterill a kol, 1995), GI (GIGANTEA) (Fowler a kol., 1999), FT (FLOWERING



LOCUS T) (Kobayashi a kol, 1999) a PRR geny (PSEUDO RESPONSE REGULATORS)
(Beales a kol, 2007).

Fotoperiodickd draha zacind vnimanim svételnych signal, za coz jsou zodpoveédné
fotoreceptory v listech. Fotoreceptory v rostlindch spadaji pod tfi hlavni typy: fytochromy
(Butler a kol., 1959), kryptochromy (Cashmore, 1997) a fototropiny (Christie a kol., 1999).
Kryptochromy se nachéazeji v bunééném jadie a reaguji na modré svétlo (Cashmorea kol.,
1999). Fytochromy byly oproti tomu objeveny v rostlinach reagujicich na svétlo ¢ervené a jsou
schopny vyvolat odpovéd’ samy, nebo za spoluprace s jinymi chromoproteiny (Borthwick a kol,
1952).

Snimany signal je pienesen do cirkadidnnich hodin (Somers a kol., 1998), které jsou
zodpovédné za to, aby byl vnitini ¢as v souladu s vnéjSim prostiedim béhem 24hodinového
cyklu (Xie a kol., 2019) a reguluji transkripéni faktor, ktery je kodovan CO (An a kol., 2004).
Uroveti transkripce CO ovliviji FKF1 (FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX 1), GI,
FBH (FLOWERING BHLH) a CDF (CYCLING DOF FAKTOR), coz jsou transkripcni
faktory, které se vazou na regulacni oblast CO a inhibuji jeho transkripci (Fornara a kol., 2009).
Naproti tomu PRR geny s CO v urcitych ¢asech béhem dne interaguji a stabilizuji ho. Zpiisobuji
jeho akumulaci, coz vede ke zvysené vazbé CO na promotor FT genu (Golembeski a kol.,
2014), ktery se zacne transkribovat (Hayama a kol., 2017). FT protein se poté presune z listl
do vrcholu vyhonu, kde je zahajeno kveteni (An a kol., 2004).
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Obrazek 3: Geny podilejici se na drahach kveteni u Arabidopsis a pSenice. Schématické srovnani
pusobeni klicovych gent podilejicich se na fotoperiodické a vernaliza¢ni draze u modelové rostliny

Arabidopsis thaliana a pSenice. Pfevzato a upraveno dle Milec a kol. (2013).

3.2.1.2 Vernaliza¢ni draha

Vernalizace umoziiuje nékterym rostlindm vegetativné prezimovat a vykvést az na jafe
(Johanson a kol., 2000). U A. thaliana je podpora kveteni skrz vernaliza¢ni drahu regulovana
predevsim prostiednictvim genu FLC (FLOWERING LOCUS C) (Werner a kol, 2005) (viz
Obrazek 3), ktery je aktivovan genem FRI (FRIGIDA) (Michaels a kol., 2004) a potlacuje
zacatek kveteni (Searle a kol, 2006). Pomoci vernalizace 1ze dosahnout jeho epigenetické
represe (Wood a kol., 2006). Je-li FLC exprimovan, plsobi v listech a apikdlnim meristému
(Searle a kol.,, 2006) jako transkripéni inhibitor genu F7 a SOCI (SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CO 1), coz jsou geny podilejici se na zahajeni kveteni (Helliwell
a kol., 2006). Pfed vernalizaci potlacuje FLC iniciaci kveteni, ¢imz zabrafiuje zménam, které
pfeménuji apikalni meristém na meristém produkujici reprodukéni struktury. Po delsi dobé

nizké teploty je exprese FLC potlacena a rostliny jsou schopny zahdjit kveteni. Represe FLC je



spojena s modifikacemi FLC chromatinu, které brani transkripéni aktivité genu (Bastow a kol,
2004). Dva lokusy regulujici FLC jsou jiz zminény lokus FRI a lokus VIN3 (VERNALIZATION
INSENSITIVE 3) (Sung & Amasino, 2004). FRI je zodpovédna za vysokou troven produkce
FLC proteinu, oproti tomu lokus VIN3, ktery je indukovan nizkou teplotou béhem vernalizace,
transkripéni aktivitu FLC snizuje. To vede k podpofe zahdjeni kveteni (Sheldon a kol, 2000).
Alelicka variace lokusu FRI ovlivituje dobu kveteni (Johanson a kol., 2000). Dominantni
alely FRI jsou zodpoveédné za pozdni kveteni, v takovém ptipadé rostlina vyzaduje vernalizaci.
U ranych odriid se v genu FRI vyskytuje bud’ 16bp delece na konci exonu 1, kterd vede ke
zmeéné Cteciho ramce a terminaci ORF (OPEN READING FRAME) hned na zacatku exonu 2,
nebo delece 376 bp kombinovand s 31 bp inzerci, které narusi zacatek ORF, coz vede
k odstranéni start kodonu. Ob¢ tyto mutace jsou zodpovédné za ztratu funkce FRI a umoznily

evoluci mnoha rané kvetoucich odrid (Johanson a kol., 2000).

3.2.2 PSenice plana dvouzrnka (7Triticum dicoccoides)

Schopnost pSenice synchronizovat své kveteni s pfiznivymi podminkami prostiedi je
klicovym faktorem pro jeji globalni adaptibilitu umoznujici produkovat uspokojivy vynos za
velmi rozdilnych teplot ¢i pifi rozdilné vlhkosti pidy (Kamran a kol., 2014). Za vynosovy
potencial pSenice v riznych klimatech jsou zodpovédné tii hlavni genové systémy a jejich
reakce na rostouci teploty (Gororo a kol., 2001). Jedna se o vernalizaci, fotoperiodu a geny
ranosti (earliness per se) (Herndl a kol., 2008). Geny fotoperiodické a vernaliza¢ni drahy
urychluji a zpomaluji kveteni v reakci na podnéty z okolniho prostiedi, ¢imz zajisti, Ze iniciace

kveteni prob&hne pii optimalni teploté (Law & Worland, 1997).

3.2.2.1 Fotoperiodicka draha

Fotoperiodickd drdha je zodpovédna za regulaci doby kveteni prostfednictvim citlivosti
rostliny na svétlo. Odriidy necitlivé na fotoperiodu mohou pfejit do reprodukéniho stadia hned
poté, co se na jatre zvysi teploty, zatimco odriidy citlivé na fotoperiodu zlstavaji ve vegetativni
fazi do t€ doby, dokud se délka dne neprodlouzi na pozadovanou hodnotu (Worland & Snape,
2001).

Za genetickou kontrolu odpovédi na fotoperiodu u psSenice je zodpovédna série
fotoperiodickych genti, které jsou umistény na homolognich chromozomech skupiny
2 (Worland & Snape, 2001). Citlivost na délku dne je z velké €asti fizena predevsim alelami

genu PPDI (PHOTOPERIODI) (Welsh a kol., 1973), ktery patii do PRR genové rodiny a je



také znam jako PRR37 gen. Vyznam PPD] genu zdlraziuje zasadni roli cirkadiannich hodin
v koordinaci odpovédi na délku dne (Mizuno & Nakamichi, 2005). Cirkadianni hodiny byly
intenzivné studovany v A. thaliana a vyrazné¢ méné u pSenice, ale jelikoz se zakladni slozky
zdaji byt v obilovinach konzervované, tak se 4. thaliana vyuziva jako modelovy piiklad (Hyles
a kol., 2020). Cirkadianni hodiny hraji klicovou roli v draze fotoperiody hlavn¢ z toho diivodu,
ze reguluji expresi CO (Samach a kol., 2000). K nejvyssi transkripci CO dochazi b&hem
pozdniho odpoledne (Suarez-Lopez a kol., 2001) a odbourava se ve tm¢. Z toho vyplyva, ze za
kratkych dnt, kdy se brzy stmivd, dochazi k jeho degradaci, jelikoz akumulace proteinu CO
vrcholi az za tmy. Naopak béhem dlouhych dnli k maximalni expresi dochazi béhem svétla

a CO ma moznost aktivovat F'T gen a tim zah4jit kveteni (Hyles a kol., 2020).

3.2.2.2 Vernaliza¢ni draha

Vernalizace je proces zajisténi nebo urychleni kveteni rostliny pomoci prodlouzeného
vystaveni nizkym teplotdm (Chouard, 1960). Probiha v Sirokém rozpéti teplot od -1 °C do
15 °C (Porter & Gawith, 1999), nejefektivnéjsi teploty se ovSem pohybuji mezi 1-8 °C
(Brooking & Jamieson, 2002). Na zaklad€ rozdilné¢ho pozadavku na dobu trvani vernalizace
jsou kultivary ozimé pSenice rozdé€leny na tfi typy. Rané odridy jsou stimulovéany ke kveteni
kratkym vystavenim nizké teploté€, intermediarni odridy vyzaduji 2—4 tydny a pozdni ozimé
odriidy potiebuji 4-6 tydni (Crofts, 1989). Oproti tomu jarni odriidy pSenice vernalizaci
nevyzaduji a na puisobeni chladem reaguji relativné malo (Jedel a kol., 1986).

Vernalizace je zodpovédna za zahajeni kveteni pSenice pii optimalnich teplotach. Naptiklad
ve vysokych severnich zemépisnych Sitkach zpomaluji vernaliza¢ni geny iniciaci kveteni
u ozimé pSenice. Tim zabranuji poskozeni kiehkych rostlinnych organii nizkymi teplotami
(Law & Worland, 1997).

Hlavnimi geny, které se ucastni vernaliza¢ni drahy, jsou geny VRN-1, VRN-2 a VRN-3.

3.2.2.2.1 VRN-I gen

VRN-1 gen je lokalizovan na chromozomové skuping 5 (Galiba a kol., 1995) a je vniman
kontrolujici ptechod z vegetativniho do reprodukéniho stadia (Yan a kol., 2003). U ozimé
pSenice nesouci intaktni VRN-1 alely je exprese VRN-I a jeji troven indukovéana vernalizaci
a jeji délkou (Loukoianov a kol., 2005; Trevaskis a kol., 2006). Jarni odridy pSenice nesou

alesponi jednu dominantni alelu s mutaci v regulacnim regionu, tedy v oblasti promotoru nebo
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prvniho intronu (Distelfeld a kol., 2009a), a diky vysoké bazalni expresi téchto alel nevyzaduji
ke svému kveteni vernalizaci (Greenup a kol., 2009). Alelicka variabilita lokust VRN-1 je
asociovana s velkymi rozdily v kveteni a poskytuje polyploidni pSenici vyhodu pfi adaptaci na
Sir§i Skalu prosttedi (Shcherban a kol., 2015).

Analyzou promotoru VRN-1 geni bylo prokazéano, Ze obsahuji konzervativni cis-elementy,
které piredstavuji cil pro transkripéni faktory podilejici se na reakci na plsobeni chladu.
Takovymi misty jsou: CArG box (Yan a kol., 2003) typicky pro VRN-1 geny, ktery ovSem pro
vernalizacni odpovéd’ neni nezbytny (Pidal a kol., 2009); Vrn-box, ktery muize obsahovat
mutace ovliviiuyjici vernaliza¢ni pozadavek a dobu metani (Muterko a kol., 2016); dvé vazebna
mista pro proteiny z rodiny bZIP (C-box a G-box) (Li & Dubcovsky, 2008); CCAAT box, coz
je vazebné misto komplexu NF-Y (Diallo a kol., 2012); vazebné misto proteinu podobného
MyoD a rozpoznavaci misto HMGI, coz je mozny modulator struktury chromatinu (Golovnina
a kol., 2010). Kromé& promotoru se za diilezitou oblast povazuje i1 oblast takzvaného kritického
regionu, ktery determinuje jarni ristovy typ v piipad¢, ze obsahuje velké delece nebo inzerce.
Nachézi se v prvnim intronu a zac¢ind vbodé, kde se vSechny velké delece
a v dominantnich alelach ptekryvaji (Fu a kol., 2005). K tomuto objevu doslo poté, co byla
u pSenice a jemene objevena fada dominantnich alel obsahujicich pouze velké delece prave
v prvnim intronu (Fu a kol., 2005). Naptiklad dominantni alely VRN-AIc a VRN-Bla obsahuji
velké delece v prvnim intronu, zatimco jejich promotorové oblasti se nelisi od promotorovych
oblasti odpovidajicich recesivnim aleldm téchto lokust (Shcherban & Salina, 2017). V prvnim
intronu byla také detekovdna mista pro vazbu GRP2 proteinu (GLYCINE-RICH
RNA-BINDING PROTEIN 2), ktery ptsobi jako represor VRN-1 genu (Xiao a kol., 2014).

U tetraploidnich pSenic bylo popsdno nékolik mutaci VRN-1 genu zpiisobujicich jarni
ristovy typ. Mezi alely s mutaci v promotoru patii alely VRN-A41a. I-a.3, které maji inzerce bud’
231 bp, 211 bp, nebo 52 bp; VRN-A Ie, ktera ma deleci 54 bp; VRN-A 1d, ktera ma delece 19 bp
a 32 bp v oblasti CArG boxu; VRN-A41b, kterd ma deleci 20 bp (Yan a kol., 2004a), ale dnes je
spojovana se zimnim ristovym typem, jelikoz byla stejna delece nalezena i u ozimych odriad
(Shcherban a kol., 2015); VRN-Blins, ktera ma 5.4 kb inzerci (Chu a kol., 2011); VRN-AIi,
u které se vyskytuji jednonukleotidové polymorfismy (Muterko a kol., 2016); VRN-A4 1k, ktera
ma inzerci 42 bp (KX874608.1); VRN-Bla, ktera ma 127 bp inzerci a VRN-A If, ktera ma deleci
50 bp (Golovnina a kol., 2010). Sekven¢ni analyza alely VRN-Alf-like odhalila vyznamné
variace v promotorovych a regulacnich oblastech prvniho intronu, ve kterém bylo
identifikovano také vloZeni transponovatelného elementu MITE, jehoz velikost je 433 bp

(Ivanic¢ova a kol., 2016).
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Mezi alely s mutaci v prvnim intronu patii alely VRN-A 1L, kterda ma deleci 7,2 kb (Fu a kol.,
2005); VRN-Alc, ktera ma deleci 5,5 kb (Yan a kol., 2004a); VRN-B1a, ktera ma deleci 6,8 kb
(Fuakol., 2005) a VRN-BIc, kterda ma 7,6 kb deleci a 0,4 kb duplikaci (Shcherban a kol., 2012).

3.2.2.2.2 VRN-2 gen

VRN-2 gen slouzi jako hlavni represor kveteni. Je-li VRN-2 dominantni, ma pSenice zimni
rastovy typ, na rozdil od VRN-1 genu, jehoZz dominantni forma zodpovida za jarni rastovy typ
(Yan a kol., 2004b). VRN-2 lokus zahrnuje doménu zinkového prstu spojenou s CCT doménou
a nachézi se zde dva geny (ZCCT1 a ZCCT?2). Srovnani mezi funkénimi a nefunkénimi alelami
odhalilo, Ze geny ZCCT1 a ZCCT?2 puisobi jako represory kveteni a mutace nebo delece obou
gent jsou spojené s jarnim rastovym typem (Distelfeld a kol., 2009b). Zvysena exprese VRN-1
zpuisobend vernalizaci nebo mutaci vtomto genu vede k potlateni VRN-2 a nasledné

k odstranéni represe genu VRN-3 (viz Obrazek 3) (Distelfeld a kol., 2009a).

3.2.2.2.3 VRN-3 gen

Down-regulace VRN-2 genu umoziuje aktivaci genu VRN-3 (Distelfeld a kol., 2009a). Tento
gen koduje protein podobny inhibitoru RAF kinazy, ktery pozitivné ovlivituje kveteni u pSenice
(Yan a kol., 2006). Jeho aktivita je indukovana také dlouhymi dny, spojuje tedy vernalizaéni
drahu s dréhou fotoperiodickou, ktera pak jesté vice urychluje ptechod do reprodukéniho stadia
(Yan a kol., 2006). VRN-3 gen zpétné plisobi na gen VRN-1, coz vede k vytvoteni pozitivni
zpétnovazebné smycky, kterd up-reguluje transkripty VRN-1 do té€ doby, dokud neni piesazena
prahova hodnota a je zahdjeno kveteni (Distelfeld a kol., 2009a). VRN-3 vykazuje vysokou
podobnost s F'T genem, coz je florigen popsany u A. thaliana, a stejné jako on se VRN-3

transportuje z listu do apikélniho meristému (Yan a kol., 2006).

3.2.2.3 Geny ranosti (earliness per se)

Eps geny (earliness per se) neboli geny ranosti per se stejné jako vernalizacni
a fotoperiodické geny reguluji dobu kveteni u pSenice, na rozdil od nich vSak nejsou tolik
prostudovany (Meluleki Zikhali & Simon Griffiths, 2015). Eps geny jsou zodpovédné za jemné
doladéni doby kveteni (Valarik a kol., 2006) a adaptaci pSenice na rizné prostiedi (Griffiths
a kol., 2009). Mezi tyto geny se fadi napiiklad pSeni¢ny ortolog regulatoru cirkadiannich hodin
ELF3 (EARLY FLOWERING 3) (Alvarez a kol, 2016), ktery je zodpovédny za regulaci doby

metani a tvori soucast cirkadianniho oscilatoru (Wittern a kol, 2022).
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3.3 Sekvenovani

Watson a Crick spolecné objevili trojrozmérnou strukturu DNA (Watson
& Crick, 1953), coz vyznamné piispélo k chapani replikace DNA a kodovani proteinti
v nukleovych kyselinach. AvSak metody, které by umoznily sekvenovat DNA, nebyly dostupné
jesté nekolik let. Existujici techniky, které byly vyvinuté k odvozeni sekvenci proteinovych
fetézcl, se nedaly aplikovat na nukleové kyseliny zejména kvili jejich délce a sloZeni.
Podjednotky nukleovych kyselin si jsou totiz velice podobné, coz je Cinilo velmi Spatné
rozlisitelné (Hutchison, 2007).

Prvni pokusy o sekvenovani se zaméfily na nejsnaze dostupné druhy RNA, jako je
transferova ¢i mikrobidlni ribozomélni RNA, nebo genomy bakteriofaglh s jednovldknovou
RNA. Byly zvoleny z toho diivodu, Ze jsou Casto podstatné kratsi nez molekuly eukaryotické
DNA a navic nebylo sekvenovani komplikovano komplementarnim fetézecem. Navzdory témto
vyhoddm byl pokrok pomaly (Heather & Chain, 2016). Dostupné metody, které si védci
propijcili z analytické chemie, byly schopny méfit pouze sloZeni nukleotidli, nikoli jejich
poradi (Holley a kol., 1961). I navzdory tomu byl vSak jejich kombinaci Robert Holley a jeho
kolegové schopen v roce 1965 vytvoftit prvni celou sekvenci nukleové kyseliny, kterou byla
alaninova tRNA kvasinky pivni (Saccharomyces cerevisiae) (Holley a kol., 1965).

Paraleln¢ s Robertem Holleyem Fred Sanger a jeho kolegové vyvinuli techniku zaloZenou
na detekci radioaktivné znacenych fragmentt tvotfenych pomoci 2D frakcionace (Sanger a kol.,
1965). V té¢ dobé zacali védci prizpisobovat své metody za ucelem sekvenovéni, nicméné
skute¢né stanoveni bazi bylo stale omezeno pouze na kratké tiseky DNA a zahrnovalo mnoZzstvi
analytické chemie a frakcionacnich postupti (Heather & Chain, 2016). Hlavni prilom pfisel

v roce 1977, kdy Sanger vyvinul Sangerovu nebo také dideoxy metodu (Sanger a kol., 1977).

3.3.1 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je zaloZzeno na selektivnich reakcich ukoncujicich prodluzovani
fetézce probihajici prosttednictvim in vitro replikace DNA pomoci DNA polymerazy (Sanger
a kol., 1977). Ktomu jsou vyuzivany dideoxyribonukleotidy (ddNTP), chemické analogy
deoxyribonukleotidi ~ (dNTP), kter¢ plni funkci ~monomerti fetézce DNA.
Dideoxyribonukleotidy postradaji hydroxylovou skupinu na 3" konci, kterd je nezbytnd
k prodlouzeni DNA fetézce, proto nemohou tvofit vazbu s fosfatem na 5’ konci dalsiho
deoxyribonukleotidu (Chidgeavadze a kol., 1984) a pouzivaji se Ctyfi typy: ddATP, ddGTP,

ddCTP a ddTTP. Do reakce se ptfiddvaly radioaktivné znacené jako zlomek koncentrace
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standartnich deoxyribonukleotidl a nasledné¢ doslo k jejich ndhodnému zaclenéni, coz zastavilo
dal$i prodluzovani. To vedlo k produkci fetézci DNA riznych délek. Provedenim ctyt
paralelnich reakci obsahujicich kazdou jednotlivou bazi ddNTP a zpracovanim vysledkl ve
Ctyfech drahach polyakrylamidového gelu je mozné odvodit nukleotidovou sekvenci
v ptvodnim templéatu (Sanger a kol., 1977). Pozd&ji se metoda jeste vylepsila, coZ primarné
zahrnovalo nahrazeni radioaktivniho znaceni znacenim fluorescenénim markerem jinym pro
kazdy dideoxyribonukleotid. To umoznilo nechat reakci probihat pouze v jedné nddob¢€ namisto
ctyt (Prober a kol., 1987). Druhym vylepSenim byla zména zptsobu detekce, kdy se namisto
polyakrylamidového gelu zacala pouzivat kapilarni elektroforéza (Swerdlow & Gesteland,
1990). Diky témto pokrokiim Sangerova metoda nakonec umoznila dokonceni prvni sekvence
lidského genomu v roce 2004 (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).
Sekvenatory prvni generace jsou schopné produkovat ¢teni dlouha ptiblizné jednu kilobézi.
Pro analyzu delSich fragmentl se vyuziva technika shotgun sekvenovani, kdy se ptekryvajici
se fragmenty nejprve naklonuji, sekvenuji oddélené a az poté jsou sestaveny do jedné souvislé

sekvence in silico (Anderson, 1981).

3.3.2 Sekvenac¢ni technologie nové generace

Sekvenacni technologie nové generace zahrnuji rizné vysoce vykonné sekvenacni metody,
které umoznuji analyzu milionti az bilioni DNA templatii najednou, coz znacné usnadnilo
a rozsifilo moznosti analyzy genomu. Na rozdil od Sangerovy metody sdileji tyto metody tfi
hlavni vylepSeni: misto klonovéani fragmenti DNA je spoléhano na ptipravu NGS knihoven
v nebunééném systému; misto stovek, tisice az mnoho miliont sekvenac¢nich reakei pti NGS
sekvenovani probiha paraleln¢ a vystup sekvenovani je detekovan piimo bez potieby
elektroforézy. Enormni mnozstvi ¢teni ziskanych pomoci sekvenovani nové generace umoznilo
sekvenovat celé genomy nesrovnatelnou rychlosti. Nevyhodou této technologie je vSak jeji
relativné kratké Cteni, které znesnadnilo sestavovani genomu a vyzadovalo rozvoj novych

algoritmt (van Dijk a kol., 2014).

3.3.2.1 Pyrosekvenovani

Prvni technikou NGS, ktera se objevila, bylo pyrosekvenovani (Margulies a kol., 2005). Tato
metoda produkujici ¢teni o délce priblizné 1-100 part bazi (Siqueira a kol., 2012), se vyrazné
1i81 od metod sekvenovani prvni generace, a to pfedevsim v tom, ze neodvozuje nukleotidovou

identitu pomoci radioaktivné nebo fluorescen¢né znacenych deoxyribonukleotidl, ale namisto
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toho vyuZzivd luminiscenéni metodu urcenou k méfeni Urovné syntézy pyrofosfatu (Nyrén
& Ludin, 1985). Pyrosekvenovani mélo fadu vyhod, ktery byly povazovany za pfinosné: tato
metoda mohla byt provedena s pouzitim nemodifikovanych nukleotidd a mohla byt také
pozorovana v realném case (Ronaghi a kol., 1996). Navzdory jinym rozdilim Sangerova
metoda 1 pyrosekvenovani vyuzivaji SBS technologii (sekvenovani syntézou), protoze obé¢
vyzaduji pfimé plsobeni DNA polymerazy k vytvoteni pozorovatelného vystupu (Nyrén,
1987).

Prvnim vysoce vykonnym Siroce dostupnym sekvenacnim strojem se stal pyrosekvenator
454 Genome sekvenator (Voelkerding a kol., 2009), ktery generoval asi 200 000 cteni
o 110 bp. O rok pozd¢ji byla uvedena na trh Solexa/Illumina (Illumina ziskala Solexu v roce
2007) a v roce 2007 SOLiD (Sequencing by Oligo Ligation Detection) (Valouev a kol., 2008).
Princip provadéni obrovského mnozstvi paralelnich sekvenacnich reakci v mikrometrovém

m¢éfitku je tim, co definovalo druhou generaci sekvenovani DNA (Shendure & Ji, 2008).

3.3.2.2 Illumina sekvenovani

pravdépodobné metoda sekvenovani Solexa, kterou pozdé¢ji ziskala spolecnost Illumina
(Voelkerding a kol., 2009). Sekvenovani probihd na desticce opatfené komplementarnimi
oligonukleotidy, ptes které prochazi adaptory s navazanymi molekulami DNA (Fedurco a kol.,
2006). Pii nasledné PCR na pevné fazi se adaptory zachycuji na oligonukleotidy, ¢imz mezi
nimi vznikaji mistky, a jsou produkovany klastry klonalnich populaci od kazdého ptivodniho
DNA fetézce. Kvuli replikujicim se fetézciim, které musi vytvorit mustek, aby vyvolaly dalsi
kolo polymerizace sousednich oligonukleotidi, se tento proces nazyva mustkova amplifikace
(Voelkerding a kol., 2009). Samotného sekvenovani je dosazeno pomoci technologie SBS za
vyuziti fluorescenéné znacenych deoxyribonukleotidi, na které nemohou byt okamzité
navazany dalsi nukleotidy, jelikoz fluorochrom zaujima pozici na hydroxylovém 3’ konci DNA
fetézce a musi byt tedy nejdiive odstépen, nez miize polymerace pokracovat (Turcatti a kol.,
2008). Tyto modifikované deoxyribonukleotidy a DNA polymeraza jsou v cyklech promyvany
ptes jednovlaknové klastry. Béhem kazdého cyklu je mozné pomoci CCD kamery identifikovat
identitu nové nasedajictho nukleotidu diky excitaci fluorochromu vhodnym laserovym
paprskem piedtim, nez dojde k enzymatickému odstranéni blokujicich fluorescenénich skupin
navazanych na hydroxylovém 3’ konci DNA fetézce a pokracovani do dalsi pozice. Prvni GA
(Genom Analyzer) stroje byly schopné pouze velmi kratkych ¢teni, dlouhych asi jen 35 part
bazi, ale mély vyhodu v tom, ze dokéazaly produkovat PE (paired-end) data, kterd poskytuji
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vétsi mnozstvi informaci a jsou v nich zaznamenany sekvence z obou konctt DNA klastru. Diky
témto informacim dochéazi ke vétsi presnosti pifi mapovani vici referencnim sekvencim,
zejména u repetitivnich sekvenci (Balasubramanian, 2011). Standartni verzi GA (GAllx)
pozd¢ji nasledoval HiSeq, stroj schopny jesté vétsi délky a presnosti ¢teni (2 x 150 bp), a poté
MiSeq, ktery je schopny produkovat delsi ¢teni (2 x 300 bp) (Quail a kol., 2012).

3.3.2.3 Sekvenovani dlouhych ¢teni

V oblasti sekvenovani DNA je momentalné nejocekavangjsi vyvoj v oblasti nanopérového
sekvenovani, které je odnozi vétsitho pole vyzkumu vyuzivajiciho nanopory pro detekci
a kvantifikaci vSech druhti biologickych a chemickych molekul (Haque a kol., 2013). Jedna se
o jednomolekuldrni metodu sekvenovani, kterd nevyzaduje fluorescencni znaceni. K odStépeni
jednotlivych nukleotidovych molekul z DNA Ize pouzit enzym exonukleazu, ktery ve spojeni
s vhodnym detekénim systémem umozni identifikovat nukleotidy ve spravném potadi.
Takovym systémem je proteinovy nanopor s kovaletné ptipojenou molekulou adaptéru, ktery
je schopny nepfetrzité identifikovat molekuly nukleosid-5'-monofosfatu (Clarke a kol., 2009).

To Ze maji nanapdry potencial pro sekvenovani bylo zjisténo jesté predtim, Ze se objevilo
sekvenovani druhé generace (napiiklad Illumina nebo pyrosekvenovani), jelikoz bylo
prokazano, ze jednovlaknovd RNA nebo DNA miize byt pomoci elektroforézy vedena ptes
lipidovou dvojvrstvu prostfednictvim velkych a-hemolysinovych iontovych kanalt (Heather
& Chain, 2016). Prichod kanalem navic blokuje tok iontt, ¢imZ se snizuje délka casu prichodu
umérné k délce nukleové kyseliny (Kasianowicz a kol., 1996).

Oxford Nanopore Technologies (ONT) je prvni spolecnost nabizejici nanopdrové
sekvenatory, jako jsou GrindION a MinlON, coz je malé mobilni USB zafizeni, které bylo
poprvé uvedeno na trh vroce 2014 (Loman & Quinlan, 2014). Tyto platformy maji sice
pomérné nekvalitni profily, predstavuji vSak pfevratnou technologii v oblasti sekvenovani
DNA a to zejména proto, ze produkuji rychle a levné velmi dlouhé ¢teni neamplifikovanych

sekvencnich dat (Branton a kol., 2008).
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4 MATERIALY A METODY
4.1 Biologicky material

Jako biologicky material bylo pouzito 93 genotypti Triticum dicoccoides ze ¢tyt zemi oblasti
Urodného puilmé&sice (Turecko, Syrie, Libanon, Izrael), ztoho bylo 20 genotypi jarnich
a 73 ozimych. Ristovy typ byl urcen podle databdze GR IN-Global database (Verze: 2.0.5.0).

Semena byla poskytnuta prof. Hakanem Ozkanem z Cukurova University.

4.1.1 Péstovani rostlinného materialu pro izolaci DNA

Od kazdého genotypu byla odebrana 3 semena, ktera se nejprve nechala naklicit ve fytotronu
na navlhéené buni€iné a filtranim papiru v Petriho misce. Po nakliceni byla zasazena do
kvétinact o velikosti 13x13 centimetr, které obsahovaly zahradnicky substrat (Raselina Agro).
Naklicena semena byla péstovana ve fytotronu za dlouhého dne. BliZ§i podminky péstovani ve

fytotronu jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Podminky péstovani rostlinného materialu ve fytotronu.

Den Noc
Rezim 16 hodin 8 hodin
Teplota 20 °C 16 °C
Vlhkost 60 % 60 %

Listy pro izolaci DNA byly odebrany ve fazi tii listd. Po dozréni klast byla sklizena semena

pro dal$i experimenty.

4.1.2 Péstovani a fenotypizace rostlinného materialu

Péstovani bylo opakovano ve tfech po sobé jdoucich letech (20. 11. 2016, 12. 12. 2017,
4.12.2018) v Turecké Adané prof. Hakan Ozkanem a jeho tymem.

Semena se nejprve nechala nakli¢it v malych kvétinacich. Ve fazi tii listd byly rostliny
zasazeny do pole. Sest a7 sedm sazenice od kazdého genotypu bylo vysazeno do fadku dlouhého
jeden metr. Bylo tak uc¢inéno celkem ve dvou replikatech, tzn. dva fadky na genotyp. V case
metani byl fadek peclivé zkontrolovan, a pokud mélo asi 75 % rostlin v fadku viditelné klasy,
stanovil se den metani na toto datum.

Podle data, kdy byla rostlina vyseta, byl zaznamenan pocet dni od vysevu po metani.
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1

(@)

(@)

4.2.3

Pouzité chemikalie

Agardza (Meridian Bioscience®, kat. ¢. BIO-41025)

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 U/pL) (Thermo Fisher, kat.
¢. EF0654)

Exonuclease I (20 U/uL) (Thermo Fisher, kat. ¢. ENO581)

Cresol-Red DNA Loading Dye (6x) (Sigma Aldrich, kat. ¢. 114472)

Velikosti marker GeneRuler 100 bp plus DNA ladder (Thermo Scientific™,
kat. ¢. SM0322)

Ethidium bromid (Sigma Aldrich, kat. ¢. E1510)

Ethanol absolutni (Penta, kat. ¢. 71250-11001)

Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, kat. ¢. A63881)

Carbenicillin (Sigma Aldrich, kat. ¢. C1613)

Pouzité soupravy

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™,
kat. ¢. 4337455)

CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher, kat. ¢. K1232)

HOT FIREPolI® DNA Polymerase (Solis Biodyne, kat. ¢. 01-02-00500)

NucleoSpin® Plant IT (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740770.250)

Taq DNA polymerase (Top Bio, kat. ¢. T032)

QIAprep Spin Minipret Kit (QIAGEN, kat. ¢. 27106)

QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN, kat. ¢. 28706)

Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen, kat. ¢. P7589)

Pouzité roztoky a jejich priprava

5x TBE (pH = 8): 450 mmol/I tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma Aldrich), 450 mmol/l
kyselina boritd (Lachner), 10 mmol/l dihydrat disodné soli EDTA (Fluka).

0,5x TBE (pH = 8): Nalit 100 ml 5x TBE pufru do naddoby a doplnit destilovanou vodou na
objem 1000 ml.
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LB médium: 1% trypton (Himedia), 0,5% kvasnicovy extrakt (Himedia), 1% chlorid sodny

(Lachner), deionizovana voda.

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
o Aparatura pro agardzovou elektroforézu OWL A6 (Thermo Fisher)
o Transiluminator InGenius (Syngene), program GeneSnap
o Zdroj napéti pro elektroforézu (Major Science)
o Automatické pipety (Nichipet EX Plus)
o C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad)
o Elektroporator (Cell-porator®)
o Mikrobiologicky ochranny box (Thermo Fisher)
o Termoblok (Major Science)
o Ttepaci inkubator (VWR)
o Fluorimetr (Turner BioSystem)
o Homogenizator MM301 (Retsch)
o Laboratorni predvazky AJ-820CE (Shinko Denshi)
o Mikrovlnna trouba (Daewoo)
o Minicentrifuga (VWR)
o Sekvenator ABI 3730x] DNA analyzer (Applied Biosystems)
o Spektrofotometr NanoDrop One (Thermo Fisher)
o Stolni centrifuga (Thermo Fisher)

o Vortex (Heidolph REAX control)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Sekvenc¢ni analyza VRN-1 geni u pSenice plané dvouzrnky (7riticum
dicoccoides)

4.4.1.1 Izolace DNA

Z kazdé rostliny ve fazi tfi listh bylo odebrano asi 100 mg listi a vloZzeno do 2ml
mikrozkumavky se dvéma sklenénymi kulickami, kterd byla ihned po odbéru zamrazena
v tekutém dusiku. Vzorky byly homogenizovany v homogenizatoru pfi 27 000 Hz 2 minuty.
Nasledné byla genomickd DNA izolovana pomoci NucleoSpin® Plant IT kitu (Macherey-Nagel,
kat. ¢. 740770.250) dle instrukci vyrobce. Koncentrace jednotlivych vzorkii byla zmétena

pomoci spektrofotometru NanoDrop One (Thermo Fisher) a vzorky byly ulozeny piti -20 °C.

19



4.4.1.2 Priprava amplikoni pomoci polymerazové retézové reakce

K amplifikaci ¢asti promotorti VRN-A1 a VRN-B1 obsahujicich diilezité regulaéni sekvence

byly zvoleny jiz publikované primery, jejichz nazev, sekvence, teplota annealingu, doba

elongace a literarni zdroj jsou uvedeny v Tabulce 2. Zastoupeni latek v reakéni smési a teplotni

programy jsou uvedeny v Tabulkéach 3 a 4.

Tabulka 2: Primery pouzité k amplifikaci promotort VRN-A1 a VRN-BI za ucelem

sekvenovani.
, . Teplota e .
Gen Na.zev Sekvence (5 —> 39) Velikost nasedéni Doba L1terat:n1
primeru produktu . elongace zdroj
primeru
VRNIAF GAAAGGAAAAATTCT
VRN-AI GCTCG 678 b 51°C Imn Yonakol
O VRNIINTRIR GCAGGAAATCGAAAT P (2004b)
CGAAG
prl TACCCCTGCTACCAGT Sheherba
GCCT 968 b 60°C  1min a kol
pr2 GGCCAACCCTACACCC P (2012)
CAAG
VRNBPFI CCCCTGCTACCAGTGC
VRN-BI CTACTA 1000 b 61 °C Imn Cmakol
o URNEPRI GCCCCATCTCCGCTGG P (2011)
AGAACG
Bl 1F GCTCTTTCCCTTCTAC Guedira
- TAGGC 830 b 598°C 1 min a kol
CGAATCAACCAAACA P : :
vrnB1 1R GTGG (2016)

Tabulka 3: Slozeni PCR reakéni smési k amplifikaci promotoru VRN-A1 pomoci primert
VRNIAF a VRNIINTRIR a promotoru VRN-BI pomoci primerd Prl a Pr2, VRNBPF1
a VRNBPRI nebo vinB1_1F a vinB1_1R a HOT FIREPol® DNA Polymerase (Solis Biodyne,

kat. ¢. 01-02-00500).

Latka Objem v 1 reakeci [pl]
HOT FIREPol® Buffer B1 10x 1,5
MgCI2, 25 mM 1,05
dNTPs, 2 mM 1,5
Forward primer, 100 uM 0,04
Reverse primer, 100 uM 0,04
Sterilni destilovana voda 6,77
Cresol-Red DNA Loading Dye, 6x 3
HOT FIREPoI® DNA Polymerase (5 U/ul) 0,1
DNA, 10 ng/ul 1
Celkovy objem 15
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Tabulka 4: Teplotni program PCR cycleru k amplifikaci promotoru VRN-41 pomoci primert
VRNIAF a VRNIINTRIR a promotoru VRN-BI pomoci primerd Prl a Pr2 nebo VRNBPF1
a VRNBPRI a HOT FIREPol® DNA Polymerase (Solis Biodyne, kat. ¢. 01-02-00500).

Krok Teplota [°C] Doba trvani Pocet cykli
Iniciace denaturace 95 15 min Ix
Denaturace 95 30s

Annealing 51-61 1 min/1kb 35 x
Elongace 72 1 min

Finalni elongace 72 5 min Ix
Chlazeni 12 00

4.4.1.3 Elektroforeticka separace v agaréozovém gelu

Elektroforéza v 1,5% (w/v) agard6zovém gelu byla vyuzita k ovéfeni pfitomnosti PCR
produktii. Pro stanoveni velikosti PCR amplikonil byl pouzit GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.
nandSeciho pufru (Cresol-Red DNA Loading Dye, 6x), z toho diivodu byly nandSeny rovnou
na gel. Elektroforetické separace probihala pii pokojové teploté po dobu 1,5 hodiny a pii napéti
130 V v 0,5 x TBE pufru. Po dokonceni elektroforézy byl gel barven po dobu 20 minut
v roztoku ethidium bromidu a nasledné vizualizovan a vyfocen pomoci UV transiluminétoru

InGenius (Syngene) v programu GeneSnap.

4.4.1.4 Méreni koncentrace na fluorimetru
Koncentrace PCR produktii byla zméfena na fluorimetru (Turner BioSystem) pomoci

uant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay kitu (Invitrogen, kat. &. P7589).
Y

4.4.1.5 Enzymatické preciSténi PCR produktu

PCR produkty byly pted sekvenaéni reakci nejprve enzymaticky piecistény pomoci enzymi
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher, kat. ¢. EF0654) a Exonuclease
I (Thermo Fisher, kat. ¢. EN0581). Zastoupeni latek v reakéni smési je uvedeno v Tabulce 5.

Teplotni program pro inkubaci enzymatického piecisténi je uveden v Tabulce 6.
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Tabulka 5: SloZeni reakéni smési enzymatického piecisténi PCR produktii.

Latka Objem v 1 reakeci [pl]

DNA 1-4 (v zavislosti na koncentraci PCR produktu)
Exonukleaza 1, 20 U/ul 0,05

FastAP, 1 U/ul 0,5

1 x PCR pufr doplnit na 7 pl

Celkovy objem 7

Tabulka 6: Teplotni program PCR cycleru pro enzymatické piecisténi PCR produktt.

Krok Teplota [°C] Doba trvani
Inkubace 37 30 min
Inaktivace enzymu 80 20 min
Chlazeni 4 00

4.4.1.6 Sekvenacni reakce

Sekvenacni reakce byla provadéna pomoci BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu
(Applied Biosystems™, kat. ¢. 4337455). Zastoupeni latek v reakéni smési pro sekvenacni
reakci s forward a reverse primerem je uvedeno v Tabulce 7. Teplotni program pro sekvena¢ni

reakci je uveden v Tabulce 8.

Tabulka 7: SloZeni reakéni smési sekvenacni reakce s forward/reverse primerem.

Latka Objem v 1 reakeci [pl]
Sequencing Buffer, 5x 1,5

BigDye 0,5

Forward/Reverse primer, 10 uM 1

DNA 2-3,5 (v zavislosti na koncentraci a typu DNA)
Sterilni destilovana voda doplnit na 10 pl

Celkovy objem 10

Tabulka 8: Teplotni program PCR cycleru pro sekvenac¢ni reakci.

Krok Teplota [°C] Doba trvani Pocet cykli
Iniciace denaturace 98 5 min 1x
Denaturace 96 10s

Annealing 50 5s 60 x
Elongace 60 4 min

Chlazeni 4 00
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4.4.1.7 Sangerovo sekvenovani

Nejprve bylo nutné PCR produkty enzymaticky precistit (viz Tabulka 4-5) a provést
sekvenacni reakci (viz Tabulka 6-7).

Pted samotnym sekvenovanim byly produkty sekvenacni reakce precistény kviili odstranéni
nepouzitych reakénich komponent. Byl pouzit systém Agencourt CleanSEQ - Dye Terminator
Removal (Beckman Coulter), zaloZeny na principu reverzibilni imobilizace na pevné fézi.
Produkty sekvenacni reakce byly navazany na paramagnetické kulicky, které se imobilizovaly
na sténach jamek pomoci magnetu a byly opakované promyvany 85% ethanolem. Po odstranéni
a vysuSeni posledni davky ethanolu nésledovala eluce DNA sterilni H2O.

Po purifikaci byly DNA fragmenty sekvenovany sekvenatorem ABI 3730x] DNA analyzer.
Precisténi sekvenacnich produktli a samotné sekvenovani bylo provedeno laborantkou
Ing. Marii Seifertovou.

V ptipad¢ VRN-A1 promotoru nebylo pfimé Sangerovo sekvenovani u dvou genotypti (T1,
T13) uspésné. Tyto amplikony tedy byly pied samotnym sekvenovanim klonovany. PCR

produkty byly rozdéleny pomoci agarové elektroforézy a nasledné extrahovéany z gelu.

4.4.1.8 Extrakce z gelu

Pied vlastnim klonovanim bylo nutné PCR produkt pfecistit na agaré6zovém gelu, aby se
neklonovaly pfipadné vedlejsi produkty PCR reakce, jako jsou dimery primera a nespecifické
produkty.

PCR produkty byly nejprve naneseny na 1% agardzovy gel a byla spusténa elektroforeticka
separace, ktera probihala pfi pokojové teploté po dobu 1,5 hodiny a napéti 90 V v 0,5 x TBE
pufru. Po nasledné vizualizaci byly bandy z gelu vyfezdny na transiluminatoru InGenius
(Syngene) a DNA byla z gelu extrahovana pomoci QIAquick® Gel Extraction kitu (QIAGEN,
kat. ¢. 28706). Bylo postupovano dle instrukei vyrobce s dvéma zménami. Krok promyvani PE
pufrem byl opakovan 3x a k eluci DNA se pouzivalo 50 pl vody piedehtaté na 65 °C, piicemz
byla kolonka s nanesenou vodou nejprve 4 minuty inkubovana a aZz poté centrifugovana.
Koncentrace jednotlivych vzorki byla zmétend pomoci spektrofotometru NanoDrop One

(Thermo Fisher).

4.4.1.9 Ligace PCR fragmenti
Ke klonovani PCR fragmentii do vektoru byl pouzit CloneJET PCR Cloning kit (Thermo
Fisher, K1232). Nejprve bylo nutné vypocitat mnozstvi PCR produktu pro ligacni reakci. Toto
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mnozstvi bylo ureno na zaklad¢ délky a koncentrace PCR produktu. Nasledné byly pomoci
DNA blunting enzymu ztupeny lepivé konce (Tabulka 9) a poté byla provedena liga¢ni reakce

s klonovacim vektorem pJET1.2, kterd je uvedena v Tabulce 10.

Tabulka 9: SloZeni reak¢ni smési na blunting reakci.

Latka Objem v 1 reakeci [pl]
Reaction buffer, 2x 10
precistény PCR produkt 1 (0,15 pmol ends)
Sterilni voda bez nukleazy doplnit na 17
DNA blunting enzyme 1

Celkovy objem 18

inkubovat 5 minut na 70 °C

Tabulka 10: SloZeni reak¢éni smési na ligaéni reakci s vektorem pJET1.2.

Latka Objem v 1 reakeci [pl]
Blunting reakéni smés 18
pJET1.2/blunt, 50 ng/ul 1

T4 DNA ligase, 5U/ul 1

Celkovy objem 20

inkubovat 5—10 minut na 20 °C

4.4.1.10 Transformace bakterii Escherichia coli pomoci teplotniho Soku

K transformaci bakterii E. coli byly vyuzity TOP 10 chemicky kompetentni buriky, které
byly skladovany pfi -80 °C.

K 50 pl bun¢k bylo pfidano 5 pl ligani smési a takto pfipravena smés se nechala 30 minut
inkubovat na ledu. Poté byl proveden teplotni Sok v inkubatoru pti 42 °C na 45 sekund a prudké
zchlazeni ponofenim do ledu na 2 minuty. Ke zchlazenym vzorkiim bylo pfiddno 950 ul LB
média, smés se lehce promichala a inkubovala 1 hodinu pti 37 °C a 300 rpm. Zkumavka byla
sto¢ena pti 6000 rpm po dobu 2 minut, supernatant byl vylit a k peletu bylo ptidano 100 ul LB
pufru, ve kterém byl pelet resuspendovan pomoci pipetovani. Transformované bakterie byly
pomoci bakteriologické hokejky rozetieny v Petriho misce na LB médiu (25 ml LB média

+ 25 pl antibiotika Carbenicillin na jednu misku) a byly inkubovény pti 37 °C pies noc.
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4.4.1.11 Transformace bakterii Escherichia coli pomoci elektroporace

Ptipravené ligacni smésy byly alternativné transformovany pomoci elektroporace. Nejprve
bylo nutné provést odsoleni vzorkl. Do odsolovaci zkumavky bylo pipetovano 15 pl zfedéné
liga¢ni smési (10 pl ligaéni reakce + 5 pl sterilni destilované vody) a ta se nechala 20 minut stat
na ledu. Poté byla odsata zpét do zkumavky a pouzita k transformaci.

Byly vyuzity elektrokompetentni bakterie DHIOBTI1R, které byly nejprve rozmrazeny na
ledu a nasledné se k nim ptidalo 0,7 pl odsolené liga¢ni smési. K samotné elektroporaci byl
pouzit elektroporator (Cell-porator®™).

Do vychlazené elektroporacni kyvety byl postupné pipetovan cely vzorek (po 15 pl). Systém
byl nabit na 300-350 V a poté byl udé€len vyboj. Smés byla odsata z kyvety a pfenesena do
950 ul LB média. Zkumavka byla inkubovana 1 hodinu pti 37 °C a 300 rpm. Zkumavka byla
stocena pti 6000 rpm po dobu 2 minut, supernatant byl vylit a k peletu bylo nakonec ptidano
100 pl LB pufru, ve kterém byl pelet resuspendovan pomoci pipetovani. Transformované
bakterie byly rozetfeny v Petriho misce na LB médiu (25 ml LB média + 25 pl antibiotika
Carbenicillin na jednu misku) po 20 pl a 80 pl a byly inkubovany pii 37 °C ptes noc.

4.4.1.12 Colony PCR

U kolonii, které narostly na Petriho miskach inkubovanych ptes noc pii 37 °C, bylo pomoci
Colony PCR s primery pJET1.2 F a pJET1.2 R nésledované agardzovou elektroforézou v 1,5%
gelu ovéfeno, zda obsahuji zaklonovany PCR produkt. Zastoupeni latek v reakéni smési je
uvedeno v Tabulce 11. Teplotni program pro inkubaci enzymatického ptecisténi je uveden

v Tabulce 12.

Tabulka 11: SloZzeni PCR reakéni smési k amplifikaci zaklonovaného PCR produktu

vloZeného do E. coli.

Latka Objem v 1 reakeci [pl]
PCR Blue buffer complete, 1 0x 2

dNTPs, 10 mM 0,4

pJET1.2 F, 10 uIM 1

pJET1.2 R, 10 pIM 1

Taq DNA polym, 5 U/ul 0,4

Sterilni destilovana voda 15,2
Celkovy objem 20
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Tabulka 12: Teplotni program PCR cycleru k amplifikaci zaklonovaného PCR produktu

vloZeného do E. coli.

Krok Teplota [°C] Doba trvani Pocet cykli
Iniciace denaturace 94 3 min Ix
Denaturace 94 30s

Annealing 60 30s 35 x
Elongace 72 1 min

Finalni elongace 72 10 min Ix
Chlazeni 8 00

4.4.1.13 Inokulace pozitivnich kolonii pro izolaci plasmidu
Pozitivni kolonie, u kterych byla ovéfena piitomnost zaklonovaného PCR produktu, byly ve
flowboxu inokulovany pomoci sterilnich $pi¢ek do bakteriologickych zkumavek s 5 ml LB

média a 5 pl Carbenicillinu a inkubovany pii 37 °C a 300 rpm.

4.4.1.14 I1zolace plasmidové DNA

K izolaci plasmidové DNA byl pouzit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, kat. ¢. 27106).
Postupovano bylo dle instrukci vyrobee s nasledujicimi tpravami: vSechny centrifuga¢ni kroky
(kromé prvni centrifugace za ucelem zisku peletu provadéné na 8000 rpm) bylo provadéno na
13500 rpm, k eluci DNA bylo pouzito 40 pul destilované vody piedem ohiaté na 65 °C a kolonka
se nechala pfed samotnou eluci 4 minuty stat. Koncentrace izolované plasmidové DNA byla
poté zméfena pomoci nanodropu a pouZita pro piipravu sekvenaéni reakce (viz Tabulka 7-8),
pficemz bylo na jednu reakci pouzito 100-200 ng plasmidové DNA. Dale bylo postupovano

stejn€ jako v podkapitole 4.4.1.7 Sangerovo sekvenovani.

4.4.1.15 Vyhodnoceni v Geneious prime

Sekvence promotoru ziskané pomoci Sangerova sekvenovani byly analyzovany
a vyhodnoceny pomoci softwaru Geneious prime® 2021.2.2. Sekvence zF a R primert
kazdého vzorku byly mapovany na referencni sekvenci, pficemz pro promotor VRN-A1 byla
jako referencni sekvence zvolena sekvence AY747600.1 a pro promotor VRN-BI sekvence
AY747606.1.

Sekvence promotorit byly poté spojeny se sekvencemi celych gent ziskanych pomoci
[llumina sekvenovani, ktery byly poskytnuty vedouci bakaléiské prace, a byl proveden multiple

alignment pomoci MAFFT v7.450 (Katoh & Standley, 2013; Katoh a kol., 2002), ktery je
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soucasti softwaru Geneious Prime®2021.2.2. Sekvenovéani genu VRN-I a nasledna analyza
sekvenci prob&hla ve spolupraci se skupinou Dr. Safafe a vysledné sekvence budou souéasti

pfipravované publikace.

4.4.2 Statisticka analyza doby metani
4.4.2.1 ANOVA test

V ramci statistického zpracovani primérné doby metdni a urceni toho, zda byla tato data
statisticky signifikantni, byla v Microsoft Excelu verze 16.16.27 provedena analyza rozptylu

neboli ANOVA test (Analysis of variance). Pouzita funkce byl Anova: Single factor.

4.4.2.2 POST-HOC test
K upftesnéni signifikantosti vysledkt byl v Microsoft Excelu verze 16.16.27 proveden také

POST-HOC test, pro ktery byla vyuzita funkce TTEST.
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5 VYSLEDKY
5.1 Fenotypova analyza

5.1.1 Primér metani
Podle data, kdy byla rostlina vyseta, byl zaznamenan pocet dni od vysevu po metani, ktery
je uveden v Tabulce 13 pro jarni genotypy a Tabulce 14 pro ozimé genotypy. Ndsledné byla

vypocitana primérna hodnota metani za vSechny tfi roky pro kazdou rostlinu.

Tabulka 13: Pocet dni od vysevu po metdni, zemé ptivodu a GenBank kéd u 20 jarnich

genotypu 7. dicoccoides.

Zemé

Nazev pitvodu 2016/2017 2017/2018  2018/2019 Prumér GenBank kéd
T75 ISR 162,5 117,5 134 138,0 PI 428105
T76 ISR 163,5 117,5 129 136,7 PI 538696
T78 ISR 165,5 117 135 139,2 PI 538691
T79 ISR 163 110,5 129 134,2 PI 538692
T80 ISR 162 119,5 129 136,8 PI 538684
T81 ISR 161,5 118,5 132 137,3 PI 538695
T82 LBN 167 121 137,5 141,8 PI 352324
T83 ISR 156,5 113 128 132,5 PI 466980
T84 ISR 161,5 117 131,5 136,7 PI 538697
T8S ISR 157 112 125 131,3 P1467015
T86 ISR 159 115,5 130 134,8 PI 466989
T87 ISR 164 114 132 136,7 TRI 18481, P1 428015
T88 ISR 167 117 134,5 139,5 PI 466988
T89 ISR 168,5 120 135,5 141,3 PI1 467000
T90 ISR 158,5 114,5 128,5 133,8 TRI 16631
T91 ISR 157,5 113,5 132 134,3 P1 467001
T92 ISR 157 115 129 133,7 P1 467003
T93 ISR 164 116 135,5 138,5 PI 538698
T94 ISR 154,5 117 124 131,8 PI 466990
T95 ISR 158 115,5 132,5 135,3 PI1 466981

Tabulka 14: Pocet dni od vysevu po metdni, zem¢ ptivodu a GenBank kod u 75 ozimych

genotypu 7. dicoccoides.

Nizev  Z°M€  5016/2017 2017/2018 20182019  Primér GenBank kéd
pivodu
T1 ISR 150,5 106 123,5 126,7 Assaf's line
T2 SYR 160,5 110,5 129,5 133,5 PI 466943
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Pokracdovani Tabulky 14:

Zemé

Nazev piivodu 2016/2017 2017/2018  2018/2019 Primér GenBank kod
T3 SYR 159 112,5 136,5 136,0 PI 466946
T4 SYR 161 113,5 127 133,8 P1 470956
T5 ISR 158,5 113,5 128 133,3 PI 466958
T6 SYR 157 114 130,5 133,8 PI 466947
T8 SYR 159 114,5 132 135,2 PI 466939
T9 LBN 162 115 129 135,3 PI 352322
T7 TUR 165,5 114 132 137,2 PI 428082
T10 SYR 160 115 134 136,3 P1 470947
T11 SYR 162,5 115 130,5 136,0 PI 470949
T12 SYR 153,5 115,5 129 132,7 PI 487260
T13 ISR 160,5 115,5 128,5 134,8 PI 466961
T14 SYR 162,5 116 131,5 136,7 PI 487263
T15 SYR 162 116 139 139,0 PI 470945
T16 SYR 162 116 130,5 136,2 PI 466931
T17 LBN 160,5 116 130 135,5 PI1 470978
T18 SYR 163 116 135,5 138,2 PI 466935
T19 ISR 165 116,5 130,5 137,3 TRI 18501, PI1 470993
T20 ISR 162,5 116,5 129,5 136,2 PI 466967
T21 ISR 161,5 116,5 131,5 136,5 P1 471057
T22 ISR 158,5 116,5 129,5 134,8 PI1 470975
T23 ISR 165,5 116,5 133 138,3 PI1 503312
T24 ISR 164 117 140 140,3 PI 428112
T25 ISR 160,5 120 129,5 136,7 PI 428113
T26 LBN 167 120 138 141,7 PI 470982
T27 LBN 163,5 120 136,5 140,0 TRI 18489, P1 428136
T28 LBN 165,5 120,5 135,5 140,5 PI 538702
T29 TUR 164 120,5 144,5 143,0 PI 428054
T30 TUR 167,5 120,5 144 144,0 PI 538639
T31 SYR 170,5 120,5 137 142,7 PI 466991
T32 LBN 167,5 121 140 142,8 PI 538713
T33 TUR 167,5 121 144 144,2 PI 654317
T34 TUR 169,5 121 147 145,8 PI 428027
T35 TUR 166 121 144.5 143,8 PI 538637
T36 TUR 164,5 121 142 142,5 PI 428083
T37 TUR 169 121,5 140,5 143,7 PI 428089
T38 LBN 167,5 121,5 135,5 141,5 PI 428143
T39 TUR 170 121,5 142,5 144,7 PI 538631
T40 TUR 167 121,5 141 143,2 PI1 503311
T41 TUR 164 121,5 142 142,5 PI 428028
T42 ISR 161,5 121,5 136,5 139,8 P1 479782
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Pokracdovani Tabulky 14:

Zemé

Nazev piivodu 2016/2017 2017/2018  2018/2019 Primér GenBank kod
T43 TUR 166 121,5 144 143,8 PI 428092
T44 TUR 169 122 144.5 145,2 PI 538638
T45 LBN 167,5 122 142 143,8 Cltr 17675
T46 TUR 168 122 144 144,7 PI 428043
T47 LBN 165 122 132 139,7 PI 538717
T48 TUR 165,5 122 141,5 143,0 PI 538636
T49 TUR 166 122 140,5 142,8 PI 538632
T50 TUR 164 126,5 144 144.8 PI1 428089
T51 TUR 175 127 146 149,3 TRI 18521, PI 538661
T52 TUR 169,5 127 145,5 147,3 PI 538662
T53 TUR 168 127 145,5 146,8 PI 428069
T54 TUR 169 127 143,5 146,5 PI 428029
T55 TUR 168,5 127,5 144,5 146,8 PI 428063
T56 TUR 170 128 142,5 146,8 PI 538646
T57 TUR 169,5 128 145,5 147,7 PI1 503310
T58 TUR 165,5 128,5 147 147,0 PI 428062
T59 TUR 168 129,5 144 147,2 PI 428057
T60 TUR 165,5 129,5 144 146,3 PI 538666
T61 TUR 170,5 130 148 149,5 PI 538660
T62 TUR 164,5 130 146,5 147,0 PI 538652
T63 TUR 168,5 130,5 146,5 148,5 PI 538643
T64 TUR 167 130,5 145 147,5 PI 538657
T66 TUR 164,5 131 146 147,2 PI 428055
T68 TUR 166 131,5 142,5 146,7 TRI 18519, PI 538651
T69 TUR 169,5 133,5 148 150,3 PI 538648
T70 TUR 171,5 135 147 151,2 PI 428046
T71 TUR 171 135,5 144 150,2 PI 428051
T72 TUR 172 135,5 153,5 153,7 PI 560877
T73 TUR 162 141 157 153,3 PI 560872
T74 LBN 167 142,5 155 154,8 PI 538709
T77 TUR 177,5 133,5 151,5 154,2 Hakan’s line

Primérna doba metani se u jarnich genotypt pohybovala od 131,3 do 141,8 dni. VSechny
genotypy pochazely z Izraele s vyjimkou jednoho, ktery byl ptivodem z Libanonu.

Primérna doba metani u ozimych genotypt se pohybovala od 126,7 do 154,8 dni. Ozimé
genotypy pochézely prevazné z Turecka, pfiCemz rané genotypy byly pfevazné ze Syrie
a intermediarni a pozdni genotypy z Turecka. Zavislost doby metani na zemi piivodu je uvedena

v Grafu 1.
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Graf 1: Zavislost doby metani na zemi pivodu. Grafické znazornéni zmén v primerné dobé metani
genotypl tetraploidni pSenice 7. dicoccoides v zavislosti na zemi ptivodu (Izrael, Syrie, Libanon,
Turecko), které byly vysazeny a péstovany ve tiech po sobé jdoucich letech v Turecku (2016, 2017,
2018). n.s. - nesignifikantni, * - P-hodnota < 0.05, ** - P-hodnota < 0.01, ISR - Izrael, SYR - Syrie,
LBN - Libanon, TUR - Turecko.

V Tabulce 15 je uvedena primérna doba metani pro jednotlivé zemé vcetné medidnu

a smérodatné odchylky.

Tabulka 15: Primérnd doba metani, median a smérodatna odchylka pro genotypy

T. dicoccoides z 1zraele, Libanonu, Syrie a Turecka.

Rozsah primérnych

p%lff?(;u Pocet genotypu maXinT;:?Ot mz:i:nélni Primér Mediin Sl:gzﬁsﬁ(t:a
ISR 30 141,30 126,70 135,90 136,60 3,06
LBN 11 154,80 135,30 141,60 141,50 5,15
SYR 13 142,70 132,70 136,20 136,00 2,68
TUR 39 154,20 137,20 146,40 146,70 3,43

Z prumérného metaniu 93 genotypti 7. dicoccoides (viz Tabulka 13—14) z jednotlivych zemi

Urodného piilmésice (Izrael, Libanon, Syre, Turecko) byla provedena analyza rozptylu neboli
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ANOVA (Analysis of variance), pomoci které byla zjisténa P-hodnota. Jako prahova hodnota
byla stanovena Alfa hodnota 0,05. Nutné bylo také vysloveni nulové hypotézy Ho, podle které
by nedoSlo k zadnym signifikantnim rozdilim v metani, a hypotézu Hi, podle které
k signifikantnim rozdiliim doSlo. ANOVA test vyvratil nulovou hypotézu Ho a tim ovéfil, Ze
jsou vysledky statisticky signifikantni, jelikoz 1,0846E-21<0,05. To potvrdila i F-hodnota,
ktera byla vétsi nez F kritickd hodnota (61,8>2,7) (viz Tabulka 16). ANOVA tedy potvrdila

signifikantni zmény v analyzovaném souboru dat.

Tabulka 16: ANOVA test.

Suma Stupen A F kriticka
Rozptyl tvercit volnosti Variabilita  F-hodnota P hodnota hodnota
M§21 . 2227801315 3 742,6004382 61,8090317 1,0846E-21 2,70699876
skupinami
Uvnitf skupin  1069,284492 &9 12,01443249

Celkem 3297,085806 92

Pro uptesnéni toho, kde ke zménam dochézelo, byl proveden POST-HOC test. Nejprve bylo
ovSem nutné prepocitat Alfa hodnotu (viz Tabulka 17) tak, ze byla vydélena poctem

provadénych POST-HOC testi (tedy péti).

Tabulka 17: Piepocitani Alfa hodnoty pro POST-HOC test.

Alfa hodnota
Anova test 0,05
POST-HOC (Bonferroniho korekce) 0,00833333

POST-HOC test byl proveden pro 5 skupin, pfi¢emz kazda z nich obsahovala kombinace
vzdy dvou ze &ty zemi Urodného pilmésice. Srovnanim vyslednych P-hodnot, které byly
zjistény pomoci T-testu (viz Tabulka 18) s nové ptepocitanou Alfa hodnotou bylo uréeno, ze
pouze ve skupiné Izrael x Syrie nebyly v metani zddné signifikantni zmény, zatimco rozdily
v metani u skupin Izrael x Libanon, Izrael x Turecko, Libanon x Syrie, Libanon x Turecko

1 Syrie x Turecko byly statisticky signifikantni, coZ je zndzornéno také v Grafu 1.
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Tabulka 18: POST-HOC test pro jednotlivé zemég.

POST-HOC TEST P-hodnota signifikantni
ISR x LBN 0,000097 ano
ISR x SYR 0,793844 ne
ISR x TUR 0,000000 ano
LBN x SYR 0,003179 ano
LBN x TUR 0,000602 ano
SYR x TUR 0,000000 ano

5.2 Sekvencni variabilita VRN-1 genu u 93 genotypi 7. dicoccoides
5.2.1 VSeobecny uvod

Sekvenovani VRN-1 u 93 genotypt 7. dicoccoides bylo soucésti projektu ve spolupraci se
skupinou Dr. Safafe a prof. Ozkana. Byla nalezena velkd sekvenéni variabilita, VRN-A1
1 VRN-BI geny obsahovaly jednonukleotidové polymorfismy v exonech a jednonukleotidové
polymorfismy a indely v intronech a promotorech. Zjisténa variabilita bude prezentovana
formou tabulek. Celkem se podafilo ziskat promotorovou sekvenci genu VRN-AI pro 89

genotypl a promotorovou sekvenci genu VRN-B1 pro 90 genotypu z celkového poctu.

5.2.2 Sekven¢ni analyza VRN-AI genu

5.2.2.1 Promotor

V promotoru VRN-A1 byla u genotypu T29 zjisténa 32 bp delce v oblasti Vrn-boxu v pozici
-214 az -182 popsana u alely VRN-Ald (Yan a kol., 2004a). U genotypu T73 byla nalezena
8bp delece v pozici -127 az -135 od start kodonu a 50bp delece popsand u alely VRN-AIf
(Golovnina a kol., 2010) v pozici -62 az -112 od start kodonu (viz Tabulka 19). Mimoto byla
u 20 genotypt v promotorech VRN-A1 detekovana delece 20 bp v pozici -137 az -157 od start
kodonu, kterd byla jiz popséna u alely VRN-AIb (Yan a kol., 2004a). Kratsi 8bp delece
(-127 az -135 nt) byla nalezena i1 u nékolika dalSich genotypl. V promotoru genu se také

nachazelo nékolik SNPs.
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Tabulka 19: Mutace v oblasti promotoru VRN-A1 genu u 89 genotypil 7. dicoccoides.

Pozice pocéatecniho

Delece nukleotiu Genotyp
32 bp -214 a7z -182 T29
20 bp -137 az -157 T1,T2,T3,T6, T8, T10, T11, T15, T16, T18, T29,
T32, T76, T80, T82, T84, T8S, T91, T92, T93
8 bp -127 az -135 T4, T19, T22, T26, T42, T73, T74, T81, T83
50 bp -62 az -112 T73
5.2.2.2 Gen

5.2.2.2.1 Exony

V exonech VRN-A1 genu byly nalezeno celkem ¢trnact jednonukleotidovych polymorfismii
(viz Tabulka 19), z toho bylo osm mutaci synonymnich a Sest nesynonymnich.

V prvnim exonu byly detekovany dvé synonymni mutace u tii riznych genotypii. V druhém
exonu byly detekovany dvé synonymni mutace a u tii genotypi byla nalezena jedna
konzervativni mutace ménici glutamin®® na histidin®®. Ve ¢&tvrtém exonu byla u jednoho
genotypu nalezena synonymni mutace. V patém exonu tfi genotypl byla detekovana substituce
kyseliny glutamové!'#® za glycin'# a u jednoho genotypu byla nalezena synonymni mutace.
V sedmém exonu byla u StyFiceti genotyptli nalezena mutace, pii které byl alanin!®® zaménén za
valin!8?. U dalsich deviti genotypt byla nalezena synonymni mutace a u dvou doslo k ziméné
serinu'®® za cystein!®, V osmém exonu byla nalezena jedna synonymni mutace a poté
substituce threoninu?!® za alanin?!> u jednoho genotypu, a substituce threoninu?!® za arginin?!?

u dvou genotypu.

Tabulka 19: Mutace v oblasti exonlt VRN-A1 genu u 89 genotypil 7. dicoccoides.

Pozice Nukleotidova
Exon nukleotidu substituce Mutace Typ mutace Genotyp
Exon 1 9 G/C synonymni - T74
81 G/A synonymni - T4, T19
Exon 2 8757 C/T synonymni - T2, T15, T18
8763 A/T synonymni - T22, T26, T42,
T81, T83, T95
8781 G/C gIn®/his™ substituce T69, T70, T71
Exon 4 10410 G/A synonymni - T74
Exon 5 10717 A/G glu'*/gly'” substituce T4, T19, T74
10733 T/G synonymni - T74
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Pokracovani Tabulky 19:

Exon Pozice Nukleotidova Mutace Typ mutace Genotyp
nukleotidu substituce
Exon7 11053 C/T ala'*’/val'® substituce T12, T14, T17,
T30, T33-T37
T39-T43, T46,
T48-T56,
T58-T72, T77
11093 A/T synonymni substituce T4, T19, T22,
T26, T42, T73,
T74, T81, T95
11101 C/G ser'*/cys!? substituce T73, T50
Exon 8 11321 A/G synonymni - T74
11322 A/G thr*'%/ala®"® substituce T74
11323 C/G thr?'*/arg?"> substituce T22, T42

5.2.2.2.2 Introny

V intronech VRN-AI genu byly nalezeny tfi delece, které jsou uvedeny v Tabulce 20.
Nejvétsi delece o délce 122 bp byla nalezena v prvnim intronu v ramci sekvenci 8 genotypu.
Byly nalezeny také tii inzerce, z nichz nejdelsi byla dlouha 177 bp, ktera byla jiz popsana
u alely VRN-A1b (Strejckové a kol., 2021), a nachazela se v prvnim intronu u dvaceti genotypt
(viz Tabulka 21).

Tabulka 20: Delce v oblasti intronit VRN-A1 genu u 89 genotypu 7. dicoccoides.

Intron Delece Pozice Genotyp
Intron 1 122 bp 834 az 956 T4, T19, T22, T26, T42, T81, T83,
T95
17 bp 3647 az 3664 T4, T19
Intron 4 18 bp 10614 az 10632 T84, T93

Tabulka 21: Inzerce v oblasti intronit VRN-41 genu u 89 genotypu 7. dicoccoides.

Intron Inzerce Pozice Genotyp

Intron 1 177 bp 2723 T1, T21, T3, T8, T10, T11, T15,
T16, T18, T29, T32, T57, T76, T8O,
T82, T84, T85, T91, T92, T93
5bp 4051 T74

Intron 7 30 bp 11190 TS5, T64, T66
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1000 bp

500 bp

5.2.3 Sekven¢ni analyza VRN-BI gen

5.2.3.1 Promotor

V promotoru VRN-BI genotypu T73 byla nalezena kombinace mutaci: delece 110 bp
v pozici -736 az -846 od start kodonu a 8 bp v pozici -586 az -594 od start kodonu spolecné
s inzerci o délce 126 bp v pozici -100 od start kodonu, coz bylo viditelné i pii rozdéleni PCR
produktu na gelu (viz Obrdzek 4). PCR produktem byly vtomto ptfipadé amplikony
promotorové oblasti. Tento genotyp obsahoval také né€kolik deleci v prvnim intronu (viz
Tabulka 23). U deviti genotypi byla nalezena delce 8 bp (-532 az -540). Mimoto byl
v promotorech VRN-B1 detekovan také velky pocet SNPs.

o

R e
9 3

M Jiiis)

(R
Cabtmr e e O e W e e (RN N )

Obrazek 4: Elektroforetogram PCR produkti VRN-BI promotori vybranych genotypi
T. dicoccoides. Vyhodnoceni separace PCR produkti VRN-BI promotorové oblasti 27 vzorkd
T. dicoccoides pomoci elektroforézy v 1,5% agar6ze. M - standart molekulové hmotnosti (100 bp plus
DNA Ladder, Gene Ruler), T73 - vzorek DNA.

5.2.3.2 Gen
5.2.3.2.1 Exony

V exonech VRN-BI genu bylo nalezeno celkem osm jednonukleotidovych polymorfismii
(viz Tabulka 22), z toho bylo sedm mutaci nesynonymnich a jedna byla synonymni.

V prvnim exonu byly detekovany tfi SNPs u tfi riiznych genotyptl. Jedna mutace zpisobila
zdménu kyseliny glutamové!? za glutamin!? a druha zdménu serinu*® za prolin*. Ve étvrtém

131

exonu u tif genotypt nukleotidova substituce vedla k zaméné glutaminu'3! za lysin!3!. V patém

exonu Ctyf ozimych genotypili byla nalezena mutace zpiasobujici substituci kyseliny
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glutamové!* za lysin!#®. V §estém exonu jednoho genotypu byla nalezena zaména glutaminu'®
za stop kodon. V sedmém exonu byla u 3 ozimych genotypil nalezena inzerce TCT, zplsobujici
inzerci serinu!®?, a u dalSich patnacti genotypi byla nalezena substituce threoninu®® za

alanin2%8,

Tabulka 22: Mutace v oblasti exont VRN-B1 genu u 90 genotypu 7. dicoccoides.

Pozice Nukleotidova
Exon nukleotidu substituce Mutace Typ mutace Genotyp
Exon 1 34 G/C glu'?/gln" substituce T14
105 C/T synonymni - T29
145 T/C ser*’/pro*’ substituce T73
Exon 4 11 391 C/A gln"?!/1ys"?! substituce T9, T25, T94
Exon 5 11 640 G/A glu'*/1ys'? substituce T7, T27, T38,
T57
Exon 6 11 855 C/T gln'®/* stop kodon T31
Exon 7 12014 inzerce TCT inzerce ser'*? inzerce T1, T19, T29
12 062 A/G thr’®/ala**® substituce T2, T3, T4, T5,
Te6, T8, T10, T11,
T15, T16, T20,
T21,
T22, T85, T92

5.2.3.2.2 Introny

V prvnim intronu VRN-BI genu bylo nalezeno mnozstvi deleci, které jsou uvedeny
v Tabulce 23. Dvé nejvétsi delece o délce 202 bp a 199 bp byly nalezeny v ramci sekvence T73.
U dvou genotypi se nachazela delece 80 bp zacinajici na nukleotidové pozici 6452. V prvnim
intronu byly kromé deleci nalezeny také dvé inzerce (viz Tabulka 24). Inzerce 24 bp byla

nalezena u tii genotyptl a u jednoho genotypu se nachazela inzerce dlouha 15 bp.

Tabulka 23: Mutace v oblasti intront VRN-B1 genu u 90 genotypti 7. dicoccoides.

Intron Delece Pozice Genotyp
Intron 1 94 bp 2282 az 2376 T78, T81
32 bp 3568 az 3600 T46
36 bp 4878 az 4914 T29, T7,T27, T38, T57, T9,
T45, T25, T94, 191, T73
24 bp 5506 az 5530 T78, T81
80 bp 6311 az 6391 T23,T26
25 bp 6698 az 6723 T78, T81
199 bp 7482 az 7681 T73
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Pokracovani Tabulky 23:

Intron Delece Pozice Genotyp
Intron 1 84 bp 7597 az 7681 T7,T27, T38, T57, T9, T45,
T25, T94
202 bp 7820 az 8022 T73

Tabulka 24: Inzerce v oblasti intronit VRN-B1 genu u 90 genotypu 7. dicoccoides.

Intron Inzerce Pozice Genotyp
Intron 1 24 bp 4594 T77, T94, To1
15 bp 4611 T78
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6 DISKUSE

Triticum dicoccoides je predkem veskeré moderni kultivované pSenice. Slozity proces jejiho
vyvoje se do znacné miry odrézi v alelické diverzité genti odpovidajicich za fotoperidodickou
citlivost (Ppd geny) a piedev§im pak genii regulujicich vernaliza¢ni pozadavek (VRN geny)
(van Beem a kol., 2005).

Ozimé genotypy pSenice nesou intaktni VRN-I alely a jejich expresi je nutno indukovat
vernalizaci, kterd vyvolava kveteni vystavenim chladu (Loukoianov a kol., 2005; Trevaskis
a kol., 2006). Oproti tomu jarni genotypy vernalizaci nevyzaduji (Jedel a kol., 1986). Za ticelem
objasnéni piivodu jarniho typu pSenice byla v minulosti zkouména alelicka variabilita VRN-1
genu v Sirokém souboru genotypt 7. dicoccoides (BBAA) pomoci diagnostickych markert,
sekvenovani promotori a mapovani pomoci restrikénich enzymd, pticemz bylo identifikovano
nékolik typt mutantnich alel. Na lokusu VRN-BI nebyla nalezena zadna vyznamné variace,
zatimco lokus VRN-A1 obsahoval fadu diive popsanych alel s malymi delecemi v promotoru
(Shcherban a kol., 2015), jakymi je VRN-A1b obsahujici 20 bp deleci (Yan a kol., 2004a)
a VRN-AIf obsahujici 50 bp deleci (Golovnina a kol., 2010). Byla nalezena také alela VRN-A1d
s 32 bp deleci (Yan a kol., 2004a), kterd byla zodpovédna za chybé&jici Vrn-box.

Sekvencni analyza VRN-1 genu pfi které by byly sekvenovany celé geny vcetné promotort
nebyla u 7. dicoccoides doposud provedena, podobna analyza byla ovsem neddvno realizovana
u hexaploidni pSenice (Strejckova a kol., 2021). Pomoci stejného postupu byly u 7. dicoccoides
ziskany sekvence promotorii a gent (celkem 89 sekvenci VRN-A1 a 90 sekvenci VRN-BI).
Jejich analyzou byla zjisténa velka variabilita v porovnani se sekvencemi genotypti hexaploidni
pSenice, kde byly nalezeny pouze promotorové a intronové mutace. Genotypy 7. dicoccoides
oproti tomu obsahovaly mutace také v exonech.

V promotorech bylo nalezeno velké mnozstvi jednonukleotidovych polymorfisma a také
noveé popsané delece a inzerce, jako byla naptiklad 8bp delece v promotoru VRN-AI nebo
110 bp delece a 126bp inzerce v promotoru VRN-B1. V promotorech se nachazely 1 jiz popsané
mutace, napiiklad 50bp delece popséna u alely VRN-AIf (Golovnina a kol., 2010), kterou
obsahoval genotyp T73. VRN-A Ifje dominantni alela uréujici jarni fenotyp, v ptipadé genotypu
T73 byla ovSem primérna doba metani 153,3 dni a tento genotyp se fadil mezi pozdni ozimy.
To mohlo byt zptisobeno ¢etnymi mutacemi nalezenymi ve VRN-B1 genu (viz Tabulka 22-23).

V exonech VRN-AI bylo detekovano cekem c¢trnact jednonukleotidovych polymorfismi,
které v osmi ptfipadech ménily aminokyseliny v proteinech. Byla nalezena jiz diive popsana

mutace C/T v exonu 7, pii které doslo k zaméné alaninu'®® za valin'®® (Sherman a kol., 2004).
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Ze setu 89 studovanych genotypili se tato mutace nachazela u 38 ozimych genotypi, z nichz
34 vykazovalo pozd¢jsi metani s primérnou dobou 144,78 dni. Na rozdil od toho ¢Etyfi zbylé
ozimé genotypy metaly za kratsi dobu, primérné 136,16 dni. Z genotypt s krat$i dobou meténi,
genotyp T42 obsahoval kromé této mutace jeSt¢ synonymni mutaci v exonu 2, synonymni
mutaci A/T v exonu 7 a mutaci C/G v exonu 8 zpUsobujici zaménu threoninu?!® za arginin®'>,
U ozimého pozdé metajicitho genotypu T74 byly nalezeno celkem pét synonymnich mutaci
vexonu 1, 4, 5, 7 a 8; a dvé nesynonymni mutace. V exonu 5 doSlo k zaméné kyseliny
glutamové!*? za glycin'* a v exonu 8 doslo k zaméné threoninu?!> za alanin?!>.

V exonech genu VRN-BI bylo nesynonymnich jednonukleotidovych polymorfismii
nalezeno sedm. Mutace G/C v prvnim exonu, kterda ménila kyselinu glutamovou'? na glutamin!?
se nachazela pouze u ozimého genotypu T14, ktery metal pomérné brzo. V prvnim exonu se
nachazela také mutace T/C, pii které doslo k zaméné serinu*® za prolin*’. Tato mutace se
vyskytovala pouze u genotypu T73, ktery je pozdné€ ozimy genotyp a metal pozd€. Tento
genotyp obsahoval také 36 bp, 199 bp a 202 bp deleci v prvnim intronu. U ozimého genotypu
T31 s pozd&j$im metanim doslo v exonu 6 k zaméné glutaminu'® za stop kodon. V exonu 7
byla nalezena u tfi genotypl inzerce serinu'®2,

V intronech VRN-A1 genu byly nalezeny ti delece. Nejvétsi byla dlouhd 122 bp a nachéazela
se prevazné u ranych ozimych a jarnich genotypt. Déle introny obsahovaly tfi inzerce, z nichz
177bp inzerce byla jiz dfive popsana (Strejckova a kol., 2021). Obsahovalo ji 20 genotypl
(8 jarnich genotypti a 12 ozimych genotypi) a 16 z nich vykazovalo brzké metani
(7 jarnich genotypii a 9 ozimych genotypti). Introny VRN-B1 genu obsahovaly velké mnoZzstvi
deleci a dve¢ kratsi inzerce (24 bp a 15 bp). Nejdelsi delece byly dlouhé 202 bp a 199 bp a obé
se nachéazely u pozdniho ozimého genotypu T73. Ve VRN-BI byla nalezena také 94bp delece,
které se nachdzela pouze u dvou jarnich genotypt s brzkym metanim.

Celkové byla ve VRN-I genech divoké tetraploidni pSenice nalezena velkd sekvencni
variabilita. Exony byly variabilnéj$i u genu VRN-A41 zatimco introny byly variabilngjsi u genu
VRN-B1. Nejvice mutaci nesl genotyp T73 z Turecka.

Z fenotypovych a sekvencnich dat bylo zjisténo, ze nejpozdnéjsi genotypy pochazely
z Turecka a z69 % vykazovaly sekvencni similaritu VRN-AI i1 VRN-BI alel. Genotypy
zraznych oblasti Urodného pilmésice nesouci rozdilné VRN-I alely naznaduji moznou
adaptivni roli VRN-1 genu, avSak pro posouzeni efektu tohoto genu na adaptaci bude zapotiebi

navazujicich studii s vét§im poctem vzorkd.
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7 ZAVER

V ramci experimentalni ¢asti této bakalatfské prace jsem sekvenovala promotory VRN-A1
a VRN-BI genti u 93 genotypii I. dicoccoides z oblasti Urodného piilmésice. Nasledng jsem
provedla sekvencni analyzu jak promotort, tak celych VRN-AI a VRN-BI geni.
V analyzovaném setu sekvenci jsem nalezla velkou variabilitu, zahrnujici jak synonymni
jednonukleotidové polymorfismy, tak i nové popsané delece, inzerce a 12 exonovych mutact,
které byly zodpovédné za zménu proteinu. Gen VRN-A1 vykazoval vétsi variabilitu v oblasti
exond, zatimco gen VRN-BI byl variabilngjsi, co se tyce intronové oblasti. Soucasti prace bylo
také vyhodnoceni fenotypovych dat metani ze tfi let v Turecku. S témito daty jsem poté
asociovala nalezené mutace. Osm mutaci se vyskytovalo pouze u jarnich genotypi, sedm
mutaci pouze u brzce kvetoucich oziml a 12 mutaci pouze u pozd¢ kvetoucich ozimt. Alely
nesouci tyto mutace budou déle studovany, aby se potvrdila jejich asociace s danym fenotypem

a mohly byt ptipadné vyuzity pfi Slechténi novych genotypii pSenice.
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