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Souhrn

Optimalni ¢as kveteni u hospodaiskych plodin je dulezity pro zvySeni vynosu.
Iniciaci kveteni ovlivituje celd fada gentl, které navzajem interaguji. Ptikladem jsou geny
zapojené ve vernaliza¢ni nebo fotoperiodické draze. V ramci bakalaiské prace byla vysazena
mapovaci populace F2. Mapovaci populace byla analyzovana jak z hlediska fenotypu, tak
genotypu. Rozdil v dob¢ kveteni mezi rodi¢ovkymi liniemi DH397 a DHS81 byl 5,5 dne. Pro
genotypizaci bylo pouzito osm markerit DNA nachazejicich se pobliz lokust, které byly
identifikovany v ptedchozi studii jako zodpovédné za determinaci ¢asu kveteni.

Ziskana data byla dale pouzita pro QTL analyzu, pomoci niz byly ureny lokusy
ovliviiujici sledovany fenotypovy znak (Cas kveteni). QTL analyza urcila celkem Ctyfi
markery DNA jako statisticky vyznamné (P < 0,001). Tyto markery ovliviiovaly ¢as kveteni
Vv mapovaci populaci v nejvyssi mife a nachazely se na chromozomu 5A a 7A.

Spravné nacasovani kveteni je dllezitou soucésti zivotniho cyklu pSenice a ve

vyznamné mife ovliviiuje vynos.



Summary

Optimal flowering time is important for increasing the yield of wheat. The flowering
initiation is influenced by a number of genes which interact with each other. As an examples
can serve genes involved in vernalization or photoperiodic response. The phenotyping and
genotyping of F2 mapping population was the main objective of bachelor thesis. The
difference in flowering time between parental lines DH397 and DH81 was 5.5 days. Eight
DNA markers were used for genotyping. These markers were located in close proximity to
loci potentialy influencing flowering time in previous study.

The obtained data was further used for QTL analysis. The aim of QTL analysis is
identification of loci affecting the phenotypic trait (flowering time). Four DNA markers were
determined as significantly responsible (P < 0.001) for this flowering time difference. Thus,
these loci located nearby of DNA markers position influenced flowering time in analysed
mapping population. Their position was determined on chromosomes 5A and 7A.

Correct timing of flowering is important part of the plant life cycle and sisgnificantly

influence wheat yield.
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1 UVOD

PSenice seta je vyznamnou hospodarskou plodinou, kterd poskytuje piiblizné 20 %
kalorii spotfebovanych na svété. Pro jeji snadnou skladovatelnost a dlouhou trvanlivost je
vyuzivana v nejruznéjsich odvétvich hospodafstvi. PSenice je zdrojem potravy pro lidskou

populaci (pecivo, té€stoviny, apod.) a krmivem pro hospodaiska zvifata.

V soucasnosti je snahou ziskat odolngjsi a vynosné&jsi zemedélské plodiny. Divodem
je nepfretrzity rast lidské populace. Piedpoklada se, ze v roce 2050 bude na nasi planeté

kolem 10 mld lidi, a zem&dé&lska produkce nezvladne pokryt tak rychle se zvysujici spotiebu.

Vynos psenice je ohrozen biotickym stresem (virové, bakteridlni a houbové
onemocnéni; hmyzi $kudci) a abiotickym stresem souvisejicim s extrémnimi zménami
pocasi béhem vegetacniho obdobi. Kvili témto podminkdm je snaha vySlechtit kultivary,
které by byly odolné&jsi viici t€émto stresovym faktoriim na globalni 1 lokalni urovni. Vynos
je ohrozovéan také jednotvarnosti dnes$nich odriid. Behem procesu slechténi doslo ke snizeni
genetické variability dneSnich kultivarti. Naopak plané druhy pSenic a krajové odrudy

mohou byt zdrojem novych alel, kterymi lze dnes$ni kultivary obohatit.

Jednou z dulezitych podminek pro dosazeni vys§iho vynosu je nacasovani
optimalniho ¢asu kveteni. Studium kveteni u pSenice umozni hlubsi porozumeéni genetické
determinace iniciace kveteni a nalezeni novych gend/alel, které tento proces ovliviiuji.

Ziskané poznatky mohou byt vyuzity pfi Slechténi novych kultivar.



2 CiLE PRACE

Predlozena bakalaiska prace se sklada z teoretické a praktické ¢asti. Cilem teoretické
prace je vypracovani literarni reSerSe zamétfené na geny indukujici kveteni u modelové
rostliny Arabidopsis thaliana a vyznamnych plodin — pSenice seté (Triticum aestivum),
jeCmene setého (Hordeum vulgare) a ryze seté (Oryza sativa). Cilem praktické casti je
identifikace lokust ovliviiujicich kveteni pomoci QTL analyzy u mapovaci populace F».
Tato mapovaci populace byla odvozena kiizenim dihaploidnich rodic¢ovskych linii DH397
a DH81, které obsahuji introgrese T. militinae na genetickém pozadi T. aestivum variety
Téahti.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 PSenice seta (Triticum aestivum L..)

PSenice setd patii do tfidy jednod€loznych rostlin (Liliopsida). Z taxonomického
hlediska je zatazena do ¢eledi lipnicovité — Poaceae. Patii mezi obnovitelné zdroje potravy
a krmiva (Gill et al., 2004). Psenice je z hlediska obdélavané plochy nejvice péstovanou
hospodatskou plodinou na svété. Ro¢né je vysazena na vice nez 217 milionech hektart
(http://faostat3.fao.org/home/E). Psenice patii mezi dulezity zdroj bilkovin a poskytuje
piiblizné 20 % kalorii spotfebovanych lidskou populaci. Pivodni centrum vyskytu predkt
psenice je oblast, kterd je oznadovéana jako ,,oblast Urodného palmésice. Tato oblast se
nachazi v jihozapadni Asii (Obrazek 1). V dnesni dobé jsou zde statni utvary lzraele,
Jordanska, Libanonu, Syrie, Turecka, fraku a franu (Gill et al., 2004). Uzemi Urodného
pulmésice je jednim z prvnich domestikacnich center. Byla tam domestikovana pSenice
jednozrnna (T. monococcum), pSenice dvouzrnna (T. turgidum sp. dicoccum) a je¢men sety
(Harlan et Zohary, 1966).

- » - g N < *
CERNE MORE s,
4 R ~ 3
! \ 4

nmcxo/ — - s q'/(';
) @

Obrazek 1: Mapa vyznaéujici oblast ,,Urodného pilmésice* (upraveno dle Charmet, 2011)
Cerveny obrys vyznaGuje oblast ,,Urodného palmésice®, ktery je mistem domestikace pienice seté
pfiblizné pied 10 000 lety. Jedna se o uzemi dne$niho Izraele, Jordanu, Libanonu, jihovychodniho
Turecka, Syrie, fraku a severniho ranu.

3.1.1 Pivod pSenice
Rod Triticum zahrnuje diploidni (2n = 14), tetraploidni (2n = 28) a hexaploidni druhy

(2n = 42). Psenice seta je allohexaploidni druh. Jeji ptivod zahrnuje dvé hybridiza¢ni udalosti
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(Obrazek 2) nasledované allopolyploidizaci a jeji genom se skldda ze tfi homoelognich

subgenomi (2n =42, x =7, AABBDD).

Prvni hybridiza¢ni udalost probéhla ptiblizné pied 500 tisici lety. Doslo ke zkiizeni
mezi planym druhem Triticum urartu (genom 2n = 14, AYAY) a druhem pfibuznym
s Aegilops speltoides Tausch. (genom 2n = 14, BB). Toto vedlo K vytvofeni nového
tetraploidniho druhu T. turgidum ssp. diccocoides se 14 chromozomovymi pary (A"A'BB),
(dle Charmet, 2011).

Pred 10 tisici lety doSlo k druhé hybridizaci mezi tetraploidni domestikovanou
pSenici T. turgidum sp. a diploidnim druhem Aegilops tauschii Cosson (genom 2n =14, DD).
Vznikla tak hexaploidni pSenice seta Triticum aestivum s 21 pary chromozomi (2n = 42,

AABBDD). Tento druh je znamy pouze ve své domestikované formé (dle Charmet, 2011).

Triticum wrartu (AA)

l l Aegilops tauschii (DD)

rostlina pribuzna s
Aegilops speltoides (BB)

1. hybridizaéni udalost
(pred 500-ti tisici lety)

2. hybridiza¢ni udalost
(pred 10 000 lety)

Triticum turgidum (AABB)

Triticum aestivium (AABBDD)

Obrazek 2: Schéma dvou hybridiza¢nich udalosti vedoucich ke vzniku hexaploidni pSenice Triticum
aestivum (prevzato a upraveno od Gill et al., 2004).

Z puivodniho tizemi se T. aestivum prostfednictvim ¢loveéka rozsifila do oblasti
S riznymi zemépisnymi Sitkami a délkami. V soucasnosti se péstuje od Norska a Ruska
(65° s. 8.) az po Argetinu (45° j. §.). V tropickych a subtropickych oblastech se péstuje ve
vysSich nadmoftskych vyskach. Jeji rozsifeni je dané pfizpisobenim zivotniho cyklu riznym
environmentalnim podminkéam, a to predevSim délce dne ¢i specifickému teplotnimu reZimu
(Loukoianov et al., 2005). Toto je umoznéno rtznymi alelickymi variantami gent
ovliviujici vnimani délky dne a potiebé vernalizace. PSenice se péstuje prevazné v mirném

podnebi, na rozdil od kukufice a ryze, které preferuji tropické podminky. VyuZiva se na
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vyrobu chleba, susenek nebo peciva. Kromé T. aestivum se péstuje také T. durum Desf.,

ktera se vyuziva ptredev§im na vyrobu téstovin.

Do roku 2050 se predpoklada nartst populace az k 10 mld. lidi na svété. Z tohoto
davodu poptavka po zdrojich potravy a krmiva nartistd. Snahou $lechtitelti je proto vytvorit
nejruzngjsi odrudy, které by byly odolngjsi vaci abiotickym (mraz, sucho, apod.)

a biotickym (sktidci) strestim a zaroven dosahovaly vyssich vynost.

3.1.2 Genom pSenice

Znalost genomu pSenice je vyhodna pro identifikace agronomicky dtlezitych gent,
které se nasledné mohou vyuzivat pti Slechténi. PSenice seta je allohexaploid skladajici se
ze tii homoelogickych subgenomi se zakladni sadou 0 sedmi chromozomech (2n = 6x =42,
AABBDD).

Genom obsahuje 17 Gbp (1C). Vice nez 80 % genomu je zastoupeno repetitivnimi
sekvencemi a geny predstavuji pouze 2 % genomu (Choulet et al., 2014). Pfitomnost
dvou/vice odlisnych genomd je pro rostlinu vyhodna. Zastoupeni homoelognich sad genti
aruznych alel byva vyhodné pro veétsi moznosti pfizpisobeni se SirSi Skale
environmentalnich podminek. Porovnani hexaploidni pSenice s jejimi tetraploidnimi predky
ukézalo, Ze hexaploidni pSenice je ptizpiisobena k rozdilnym fotoperiodickym podminkdm
a teploté ve vyssi mife a disponuje zvysenou toleranci k abiotickym (soli, nizké pH, hlinik)

a biotickym (patogeny) stresovym faktorim (Dubcovsky et Dvorak, 2007).

Po hybridizaci, vedouci k hexaploidni podob¢ psenice, doslo ke strukturnim zménam
a prestavbam ve vSech subgenomech, které vedly k cytologické a genetické diploidizaci.
Cytologicka diploidizace, vedouci k odliseni homoelogickych subgenomi, a teda
k obnoveni diploidniho chovani béhem meiotického dé€leni, byla navic umoznéna genem
Phl. Gen Phl, se nachazi na dlouhém rameni chromozomu 5B a reguluje parovani
chromozomu béhem meidzy a to tak, ze zabranuje parovani homoelogickych subgenomu A,
B a D (Gill et al., 2004).

3.1.3 Kveteni

Tvorba kvétd je vyznamna zmeéna ve vyvoji rostlin a je klicova pro reprodukci.
Jelikoz rostliny nejsou mobilni, tak se musi umét vyrovnat s nejriznéj§imi ptirodnimi vlivy
a regulovat spravny ¢as zmény stavu z vegetativniho do generativniho. Regulace iniciace

a prubehu reproduktivni faze zavisi také na podminkach vnéjsiho prostiedi, jako je teplota,
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délka dne a vlhkost. Reproduktivni faze a jeji nacasovani ovliviiuje u hospodaisky

vyznamnych plodin (napf. pSenice, je¢men) celkovy vynos.

Proces kveteni je u pSenice ovlivnén tfemi zakladnimi skupinami genti: vernalizacni
geny (vytvareji vernaliza¢ni drédhu), fotoperiodické geny (tvoii fotoperiodickou drahu)

a geny ranosti per se (Obrazek 3).

3.1.3.1 Vernalizace

Optimalni doba kveteni je v zivotnim cyklu kazd¢é rostliny velice dilezita.
U néekterych rostlin ke kveteni nedojde, pokud nebudou vystaveny dlouhodobému ptisobeni
nizkych teplot. Tento proces se nazyva vernalizace (jarovizace) a je jim zajisténo, Ze nedojde
ke kveteni v nevhodnou dobu (pfed zacatkem zimy). Teploty pro vernaliza¢ni proces se
pohybuji v rozmezi 1,3 — 15,7 °C (Kamran et al., 2014) a jsou druhové charakteristické.
Variety pSenice mtizeme na zaklad¢ potieby vernalizace rozliSit na tii ristové typy: jarni,
ozimé a presivky. Ozimé odridy ke kveteni potfebuji vernalizaci a lze je dale rozdélit na
fakultativni nebo obligatni. Obligatni rostliny nevykvetou, pokud nebudou vystaveny
vernalizaci. Fakultativni rostliny mohou vykvést bez dlouhodobého piisobeni chladu. Proces
kveteni je vSak u téchto rostlin pomoci vernalizace urychleny. Jarni druhy nevyzaduji
vernalizaci, nebo vykazuji nizky vernalizani pozadavek. Ptesivky lze vysadit na podzim

nebo na jate.

Vernalizace teda zabezpecuje zpozdéni piechodu z vegetativni do reproduktivni faze,

a tak chrani meristémy pied poskozenim, které by mohlo byt zpisobeno mrazem.
Vernaliza¢ni geny (VRN)

Vernaliza¢ni geny jsou sou¢asti vernaliza¢ni drahy. K hlavnim vernaliza¢nim gentim
u pSenice patii geny VRN1, VRN2 a VRN3 (Yan et al., 2003; 2004; 2006). Vztah mezi
vernalizaénimi geny u ozimych psenic je charakteristicky epistatickou interakci, kdy alela
Vrn2 potlaci efekt alel Vrnl a Vrn3 (Tranquilli et al., 2000). Dominantni formy gend Vrnl
a Vrn3 a recesivni forma genu vrn2 jsou zodpovédné za vznik jafin. Alelické varianty
dominantnich a recesivnich forem téchto gent se lisi na sekvenc¢ni trovni (Yan et al., 2003;

2004; 2006; Fu et al., 2005).
Gen VRN1

Gen VRN1 je zakladnim genem vernalizacni drahy. Strukturnimi zménami

v sekvenci genu doslo ke vzniku jarniho ristového typu. Mezi geny VRN1 se fadi VRN-A1L,
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VRN-B1 a VRN-DL1. Jsou lokalizovany na dlouhém rameni chromozomi 5A, 5B a 5D.
Recesivni forma je piivodni a nachazi se u ozimych psenic. Naruseni regulace exprese tohoto
genu Vv dasledku zmén v jeho sekvenci vznikla dominantni forma, kterd je spojend se
vznikem jarniho fenotypu (Yan et al., 2004a; Fu et al. 2005). S jarnim ristovym typem se
spojuji sekvencni zmény (delece ¢i inzerce) v promotorové oblasti a v prvnim intronu.
V obou oblastech se nachazeji dulezité regulacni elementy, jejichz naruseni vede k redukci
nebo eliminaci vernaliza¢niho naroku spojené se zvySenim exprese genu VRN1 (Fu et al.,

2005).

VRN1 koduje transkripéni faktor patfici do rodiny proteint MADS-box (Distelfeld et
al., 2009a). Tyto proteiny jsou definovany piitomnosti konzervativni aminokyselinové
sekvence, ktera je charakteristickd pro vSechny ¢leny této rodiny. Jde o souvislou sekvenci
56 aminokyselin, kde devét z téchto aminokyselin je identickych u vSech ¢leni. Absolutni
nevyhnutelnost tohoto genu pro iniciaci kveteni vSak byla vyvracena studii z roku 2012.
Chen a Dubcovsky (2012) identifikovali iniciaci kveteni i u mutantnich rostlin, které nemé&ly
funkéni gen VRN1. Nicméné je VRN1 povazovan za kli¢ovy promotor kveteni a je potiebny

pro pfechod mezi vegetativni a reproduktivni fazi (Yan et al., 2003; Shitsukawa et al., 2007).

U polyploidni pSenice byly pozorovany rizné dominantni alely Vrn-Al. Alela
Vrn-Ala je charakteristickd inzerci repetitivniho elementu spojenou s duplikaci
promotorové oblasti. Alela Vrn-Alb ma nékolik jedno nukleotidovych polymorfismii
a deleci v promotorové oblasti (Yan et al., 2004a). Alela Vrn-Alc je charakteristicka velkou

deleci v prvnim intronu (Fu et al., 2005).

Rozdily identifikované v alelelach Vrn-B1l a Vrn-D1 byly piedevsim inzerce nebo
delece v oblasti prvniho intronu. Alela Vrn-Blc byla charakteristicka deleci 6850 bp
v prvnim intronu (Milec et al., 2012). Delece v prvnim intronu (4235 bp) byla
identifikovana i u dominantni alely Vrn-D1a (Fu et al., 2005). Zhang et al. (2012) pozorovali
nukleotidovou substituci v CarG boxu nachazejici se v promotorové oblasti Vrn-D1b
Vv porovnani s alelou Vrn-D1a. Muterko et al. (2014) identifikovali inzerci transpozibilniho
DNA elementu (844 bp) u alely Vrn-D1s pfitomné u T. spelta a T. compactum. Zhang et al.

(2015) objevili novou dominantni alelu Vrn-D1c s174 bp inzerci.

Alely genu VRN-1 patii mezi hlavni zdroje genetickych rozdili ve vernaliza¢nim
naroku u diploidnich i polyploidnich druhti psenice (Loukoianov et al., 2005). Pritomnost

dominantni alely Vrn-Al vede k eliminaci potieby vernalizace, zatimco s dominantni alelou
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Vrn-D1 je spojen ¢aste¢ny vernalizaéni narok. Jarni odrudy s alelou Vrn-Al kvetou diive
nez odrudy, ve kterych jsou za jarni fenotyp zodpovédné alely Vrn-B1 nebo Vrn-D1. Smérem
k rovniku se frekvence dominantni alely Vrn-D1 zvySuje, zatimco frekvence alel Vrn-Al

a Vrn-B1 se snizuje (Fu et al., 2005).

Gen VRNL1 je analogem genu APETALAL u A. thaliana, ktery je exprimovan v apexu.
Aktivace genu VRNL1 v apexu nastava po navazani komplexu proteint VRN3, Triticum
aestivum Flowering locus D-like 2 (TaFDL2) a 14-3-3 do jeho promotoru, ¢imz dojde
k indukci kveteni (Li et Dubcovsky, 2008).

Gen VRN2

Geny VRN2 byly identifikovany na genomu A a B (Vrn-A2 a Vrn-B2) u diploidni
a tetraploidni pSenice (Yan et al., 2004b; Distelfeld et al., 2009b). Dubcovsky et al. (1998)
vyuzili mapovaci populaci F2 vzniklou zktizenim jarni (DV92) a zimni (G3116) odridy
diploidni psenice T. monococcum na lokalizaci genu VRN2 na chromozomu 5A. Jde o hlavni
represor transkripce genu VRN3 (Chen a Dubovsky, 2012). Lokus tohoto genu obsahuje dva
tandemové¢ duplikované geny — ZCCT1 a ZCCT2. Proteiny obou genti obsahuji motiv
zinkového prstu, ktery se nachdzi na N-konci a CTT doménu na C-konci. Doména CTT
obsahuje 43 aminokyselin a byla poprvé popsana u proteinti Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
— CONSTANS, CONSTANS-like a TIMING OF CABL - podle nich byla i pojmenovana
(Yan et al., 2004b).

Gen VRN2 je hlavnim represorem kveteni u rostlin bez dostatecné vernalizace (Yan
et al., 2004b), kdy potlacuje expresi genu VRN3. Negativni regulace transkriptu VRN3
genem VRN2 je spojena s kompetici mezi VRN2 a fotoperiodickym genem CO, ktery je
promotorem exprese genu VRN3 0 navazani na transkripéni faktor NF-Y (komplexy
nuklearniho faktoru — Y) (Li et al., 2011). Li et al. (2011) ve své studii identifikovali
interakci mezi VRN2 a osmi rtiznymi proteiny NF-Y. VSech téchto osm proteintt NF-Y
interagovalo i s CO. Mutace v CCT doméné genu VRN2 u jarnich odrid vede k redukci sily
vazby pii interakci mezi VRN2 a NF-Y, ¢imz se snizi schopnost kompetice s CO. Tyto
interakce zprostiedkované doménou CCT tedy hraji u obilovin dileZitou roli v integraci
fotoperiodickych a vernaliza¢nich signali. Tato kompetice probiha v pribchu podzimu

a zabranuje expresi VRN3 v listech, a tedy inhibuje kveteni béhem podzimu.

Na rozdil od VRNL1 je zimni ristovy typ ur¢en dominantni formou genu VRN2. Jeho

transkripce je negativné regulovdna nepierusenym obdobim chladu a kratkym dnem.
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U jarnich pSenic byl vernalizatni pozadavek u tohoto genu eliminovan v dasledku
aminokyselinové zamény (tryptofan misto argininu) v.doméné CTT, resp. Gplné deleci genu

VRN2 (Yan et al., 2004a, Li et al., 2011).

Gen VRN2 je analogem genu FLOWERING LOCUS C (FLC) u A. thaliana. Oba tyto
geny maji stejnou funkci, ale odlisny ptivod, protoze vernaliza¢ni draha se u jednodéloznych

a dvoud¢loznych rostlin vyvinula nezavisle (Yan et al., 2004b).
Gen VRN3

Mezi geny VRNS3 se v hexaploidni pSenici fadi Vrn-A3, Vrn-B3 a Vrn-D3, které byly
lokalizovany na kratkém rameni sedmého chromozomu vsech subgenomti (Yan et al., 2006;
Bonnin et al., 2008). VRN3 podporuji transkripci genu VRN1, coz zpétné vede ke zvyseni
jeho vlastni transkripce (Yan et al., 2006; Li et Dubcovsky 2008). Gen VRN3 koduje protein
inhibujici kinazu RAF (Li et al., 2011). VRN3 piedstavuje florigen — mobilni signal, ktery je
z listti pfenaSen do apikalniho meristému a indukuje expresi genu VRNL1, a teda iniciuje
kveteni. Je hlavnim integratorem mezi vernaliza¢nimi a fotoperiodickymi signaly (Chen et
Dubcovsky, 2012). Béhem podzimu je transkripce tohoto genu potlatena VRN2 (Li et al.,
2011).
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kveteni. Tato vySS$i exprese je spojend s inzerci retroelementu do promotoru VRN3
u hexaploidni pSenice Hope. Inzerce tohoto retroelementu nebyla nalezena u dalSich odrad
pSenic a mize byt vyznamnym zdrojem genetické diverzity pro upraveni ¢asu kveteni (Yan
et al., 2006). V této studii prokazali, ze gen VRN3 je homolognim s genem FLOWERING
LOCUS T (FT), ktery byl identifikovan u A. thaliana.

3.1.3.2 Fotoperioda

Fotoperiodismus je reakce rostliny na délku dne. Fotoperioda je definovana jako
doba, kdy je rostlina vystavena zafeni ve 24 hodinovém dennim cyklu. Rostliny umé;ji
pomoci fotoperiodickych reakci rozliSovat svétlo od tmy a urcit délku ptisobiciho zafeni.
Determinaci délky fotoperiody je rostlina informovana o ro¢nim obdobi. Je to jeden

z mechanizmd, ktery umoznuje rostliné kvést ve vhodné dobé (Prochéazka et al., 1998).

Rostliny se déli na citlivé a necitlivé vici fotoperiod€. Necitlivé druhy mohou pfejit
do reprodukéni faze okamzité, jakmile se na jate otepli. Naopak rostliny, které jsou citlivé

vuci fotoperiode, zlstavaji ve vegetativni fazi, dokud délka dne neni dostatecna, aby byl
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splnén pozadavek na fotoperiodu. Citlivé rostliny se dale déli na dlouhodenni (kveteni
indukovano dlouhym dnem) a kratkodenni (kveteni nasledkem kratkého dne). Nedostate¢né
splnéni fotoperiodického pozadavku kveteni zpozd'uje. Obecné lze fict, Ze rostliny citlivé
vuci fotoperiodé se vyskytuji v jiznich zemépisnych Sitkach a necitlivé jsou vice zastoupeny
Vv severnich zemé&pisnych Sitkach. Vnimani svétla je zajisténo fotoreceptory (dle Kamran et
al., 2014). Prikladem téchto fotoreceptort jsou fytochromy, které vnimaji cervené svétlo,

a kryptochromy pro modré svétlo.

PSenice patii mezi dlouhodenni rostliny. Fotoperioda o délce nejméné 14 hodin
znacné urychluje kveteni. Naopak kratké dny zplsobi zpozdéni kveteni. V disledku mutaci
ve fotoperiodickych genech se vyvinuly linie, které byly necitlivé viuéi fotoperiodé. Tyto
linie byly selektovany a umoznily lepsi adaptaci v odli$nych environmentalnich podminkach

(dle Milec et al., 2014).
Fotoperiodické geny (Ppd)

Geny Ppd kontroluji fotoperiodickou drahu a patii do proteinové rodiny Pseudo
response regulator (PRR), (Beales et al., 2007). Tyto geny jsou u pSenice lokalizovany na
chromozomech 2A, 2B a 2D jsou oznaceny jako Ppd-Al, Ppd-B1 a Ppd-D1 (Welsch et al.,
1973; Law et al., 1978; Mohler et al., 2004). Dominantni alela gend Ppd je zodpovédna za
necitlivost vici fotoperiodé. Naopak recesivni alela je zodpovédna za fotoperiodickou
citlivost (Pugsley, 1966). Alela Ppd-Dla, ktera obsahuje deleci 2 089 bp v promotorové
oblasti, je predominantné zodpovédna za necitlivost k fotoperiodé. Jeji ektopicka exprese je
kvetenim (Beales et al., 2007). Necitlivost k fotoperiodé je determinovana i alelami na
dalsich subgenomech, napt. alela Ppd-Ala obsahuje deleci ptiblizné 1 kb v promotorové
oblasti (Wilhelm et al., 2009). Fotoperiodicka necitlivost (insenzitivita) je podminéna také
zménou poctu genut Ppd. ZvySeni po¢tu kopii genu Ppd-Bla vedlo k diivéjsimu kveteni dané

rostliny béhem kratkého dne (Diaz et al., 2012).

Khlestkina et al. popsali v roce 2009 novy novy fotoperiodicky gen Ppd-B2, ktery se
nachazi na kratkém rameni sedmého chromozomu. Tento gen urychluje kveteni pti dlouhé

fotoperiod¢.

Fotoperiodicka draha u pSenice je tedy zprostifedkovana genem Ppdl. Ten béhem
dlouhého dne stabilizuje protein Triticum aestivum CONSTANS (TaCO). Protein TaCO
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ovlivituje transkripci genu VRN3, ktery je kli¢ovym genem zabezpeCujicim integraci

vernaliza¢ni a fotoperiodické drahy (Chen et Dubovsky, 2012).
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pSenic v zemépisnych S$itkach, ve kterych jsou optimalni podminky dosazeny béhem

kratkého dne.

3.1.3.3 Geny ranosti - earliness per se ( Eps)
Geny Eps se tfadi mezi dalsi geny, které ovliviiuji Cas kveteni. Reguluji kveteni
nezéavisle na vernaliza¢ni a fotoperiodické dréze. Vliv nékterych dodnes identifikovanych

gent Eps byl modifikovan odlisnou teplotou (Lewis et al., 2008).

Geny Eps neovlivituji dobu kveteni ve velké mife, ale slouzi na jemné modifikace
Casu kveteni. Jsou dilezité pro piizplisobeni pSenice mikroklimatickym podminkam
prostiedi. Uginek t&chto gentl neni tak vyrazny, a tak je jejich pfesné mapovani velice obtizné

(Bullrich et al., 2002).

Pochopeni funkce gent Eps a jejich vlivu na rostlinu béhem jednotlivych fazi vyvoje
nebo béhem plsobeni ruznych environmentalnich faktor mize vést k moznosti manipulace
doby kveteni a pfipadné piizptsobit Slechtitelsky proces ke vzniku kultivard 1épe

adaptovanych ke specifickym podminkam prostiedi (Lewis et al., 2008).

3.2 Je¢men sety (Hordeum vulgare L.)

Je€men sety (Hordeum vulgare) patii spole¢né s pSenici mezi hlavni hospodaiské
plodiny. Jedna se o diploidni organizmus (2n = 14) s velikosti genomu 5,1 Gbp (1C).
Piiblizné¢ 84 % genomu obsahuje mobilni elementy nebo repetitivni DNA sekvence

(International Barley Genome Sequencing Consortium).

Podobné jako psenice Se i je¢men péstuje v riznych environmentalnich podminkach
diky jeho ptizplsobeni k délce dne a vernalizaci. Je to umoznéno nejriznéj$imi alelickymi
variantami genu, které jsou zapojeny ve fotoperiodické a vernaliza¢ni draze. Na zaklade
fotoperiodické odezvy jsou odrudy je¢mene rozdélené na citlivé a necitlivé k délce dne. Dle
potfeby vernalizace se odridy d€li na zimni (vernalizace urychluje kveteni) a jarni

(nevyZaduji vernalizaci).
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3.2.1 Kveteni
Nacasovani doby kveteni je dilezitym krokem v zivotnim cyklu je¢mene, ktery
ovlivni jeho vynos a kvalitu obilek. Mezi zakladni mechanizmy ovliviiujici dobu kveteni

patii vernalizacni a fotoperiodicka draha.

Vernaliza¢ni draha je u jeCmene kontrolovdna tfemi geny — VRN-H1, VRN-H2
a VRN-H3. Mezi geny VRN-H1 a VRN-H2 je epistaticka interakce (Takahashi et Yasuda,
1971). VRN-H1 je dominantni pro jarni fenotyp, zatimco VRN-H2 pro zimni. Jarni odrady
obsahuji delece v regulacnich oblastech prvniho intronu v genu VRN-H1 (Fu et al., 2005).
Lokus genu VRN-H2 obsahuje tfi geny s motivem zinkovych prstti a doménou CCT — geny
ZCCT. Funkci téchto gentl je potlaceni kveteni. Delece vSech tii kopii méla za vysledek jarni
fenotyp nezavisle na alele VRN-H1 (Dubcovsky et al., 2005, Yan et al., 2004). ZvySeni
exprese genit ZCCT u zimni odriidy je¢mene bylo detekovano jenom tehdy, kdyz rostliny

byly péstovany pti dlouhém dnu (Trevaskis et al., 2006).

Je¢men patii mezi dlouhodenni rostliny. Hlavni geny fotoperiody jsou Ppd-H1
a Ppd-H2 (Laurie et al., 1994; Laurie et al., 1995). Dominantni alela Ppd-H1 urychluje
kveteni pfi dlouhém dni, naopak pfi kratkém je netGéinna. Aktivita genu Ppd-H2 byla
detekovana pti kratkodenni fotoperiodé (Laurie et al., 1995). Odridy je¢mene liSici se ve
fotoperiod€ maji odliSné alelické varianty v téchto dvou genech. Oba koduji protein patfici
do genové rodiny PRR a jsou soucasti cirkadialnich hodin. Ppd-H1 ovliviuje transkripci
genu HVFT1 a reguluje kveteni nezavisle na genu Hordeum vulgare CO1 (HvCO1) (Turner
et al., 2005).

Gen HvCO1 je ortologni ke genu CO u A. thaliana. Zvysena exprese HvCOL1 vede
k urychleni kveteni (Campoli et al., 2012). Gen HvFT1 je ortologem genu FT u A. thaliana.
u rostlin s recesivni alelou vede snizena exprese kK pozdé€jsimu kveteni. Rozdily v dominantni
a recesivni alele jsou zpusobeny mutacemi v prvnim intronu HVFT1 (Yan et al., 2006). Gen
HVFTL1 je integratorem signall z vernaliza¢ni a fotoperiodické drahy. Na podzim je exprese
genu HVFT1 potlacovana genem VRN-H2. Béhem zimy je vlivem vernalizace zvySena
exprese genu VRN-H1, ktery slouzi jako represor VRN-H2, a tim je umoznéna transkripce
HVFT1, ktera probiha na jafe (Hemming et al., 2008; Trevaskis et al., 2006; Sasani et al.,
2009). Vznik jarniho rastového typu je spojen i se zvySenim poctu kopii genu HVFT1. Vyssi

pocet kopii je spojen s epistatickou interakei s vrn-H1 a Vrn-H2 a s diivéjsim kvetenim.
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Alely HVFT1 s rozdilnymi poCty kopii mizou byt vyuzity pii vyvoji novych odrud, které

budou ptizplsobeny riznym environmentalnim podminkam (Nitcher et al., 2013).

3.3 Ryze seta (Oryza sativa L.)

RyzZe seta (Oryza sativa) je subtropicka kratkodenni rostlina (Yano et al., 2000;
Andrés et Coupland, 2012). Je modelovym organizmem pro studium regulac¢nich drah, které
kontroluji proces kveteni u kratkodennich rostlin (Shrestha et al., 2014). Ryze poskytuje
kolem 21 % kalorii, které jsou na svété spotiebovany, v jihovychodni Asii az 76 %
(Fitzgerald et al., 2009). Ryze je péstovana pievazné v rozmezi 55° s. §. az 36° j. §., COz je
umoznéno piisptisobenim casu kveteni riznym environmentalnim podminkam. Jednou ze
zakladnich adaptaci bylo ¢aste¢né nebo uplné oslabeni citlivosti k fotoperiod¢. Péstovani
ryze bylo tedy umoznéno iV oblastech, kde se optimalni podminky vyskytovaly béhem
dlouhého dne (Shrestha et al., 2014).

3.3.1 Kveteni

Geneticka regulace procesu kveteni je i u ryze ovlivnéna vnéjs§imi podminkami
prostiedi. Je to diileZité pro indukci kveteni v optimalni dob& a mé vyrazny vliv na celkovy
vynos. Fotoperiodicka draha je u ryZe podminéna stejné jako u A. thaliana nebo pSenice,
avSak kveteni je iniciovano kratkym dnem. Zakladni signalni drdha (Obrazek 3) se sklada
z téchto genu: Oryza sativa GIGANTEA (OsGl)- Heading date 1 (Hd1)- Heading date 3a
(Hd3a) — tato draha je homologni k draze GI — CO — FT ovliviwjici kveteni u A. thaliana.

Transkripce OsGl je kontrolovana cirkadiannim rytmem. OsGI aktivuje doposud
neobjasnénym mechanizmem expresi genu Hd1 (Hayama et al., 2003). V listech je nasledné
iniciovana exprese florigenu Hd3a, ktery je transportovan do vzrostného vrcholu, kde

umoznuje expresi genu OSMADS15 (Komyia et al., 2008).

Gen Hd1 kéduje protein s motivem zinkového prstu. Tento gen kontroluje citlivost
vuci fotoperiod€ a iniciuje kveteni béhem kratkych dnti. Naopak béhem dlouhych dnti pisobi
jako represor tohoto procesu. Tato dvoji funkce genu byla zjiSténa béhem analyzy rostlin,
které nenesly funkéni alelu genu Hd1. Tyto rostliny kvetly pozdé&ji béhem kratkych dnt
(nedochazelo k dostatecné akumulaci mRNA genu Hd3a) a béhem dlouhych dnd naopak
kvetly rostliny diive (Yano et al., 2000).
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U ryze byly ur¢eny celkem dva florigeny — Hd3a a RICE FLOWERING LOCUS T 1
(RFT1). Exprese obou gent je kontrolovana komplexni genetickou siti, ktera interaguje se

signaly fotoperiodické drahy a cirkadialnich hodin (Tsuji et al., 2013).

Gen Hd3a byl lokalizovan na kratkém rameni Sestého chromozomu (Yamamoto et
al., 1998). Jeho transkripce se zvysSuje béhem kratkého dne (Kojima et al., 2002). Hd3a je
floémem transportovan do vzrostného vrcholu, kde interaguje s transkripcnim faktorem
OsFDL1. Tento komplex aktivuje OSMADS15 a vede K iniciaci kveteni (Taoka et al., 2011).
Gen RFT1 je lokalizovany na chromozomu 6 pfiblizné 11,5 kb od genu Hd3a. Je hlavnim
aktivatorem kveteni béhem dlouhych dni (Komiya et al., 2008). Gen RFT1 je také
ovlivitovan Hd1, protoze exprese RFT1 byla vyrazné€ sniZena u rostlin, které nemély funk¢ni
gen Hd1l. RFT1 je také aktivatorem exprese geni OSMADS14 a OsMADS15. Pti absenci
exprese Hd3a béhem kratkého dne funguje RFT1 jako aktivator kveteni. Pfitomnost aspon
jednoho z obou gent je pro kveteni esencialni. Rostliny, u kterych nebyl ani jeden z obou
genu funkéni, nevykvetly ani 300 dni po jejich zaseti (Komiya et al., 2008; Tsuji et al.,
2011).

Regulace exprese florigenti vSak neni fizena jen drahou OsGl — Hd1 — Hd3a, ale
i drahou zahrnujici geny Ehdl a Ghd7, ktera je evoluéné unikatni pro ryzi. Ehdl iniciuje
kveteni vlivem dlouhého i kratkého dne. Béhem kratkého dne aktivuje expresi genu Hd3a,

pii dlouhém dnu dojde k aktivaci exprese RFT1 (Doi et al., 2004).

Regulace Ehdl je tedy velice dilezita pro spravny Cas kveteni u ryze. Pfikladem
represoru Ehd1 je gen Grain number, plant height and heading date 7 (Ghd7). Ghd7 kéduje
protein s doménou CTT a je exprimovan béhem dlouhého dne (Itoh et al., 2010). Ma vliv na
Cas kveteni, vySku rostliny nebo pocet obilek (Xue et al., 2008). Itoh et al. (2010)
identifikovali, Ze béhem kratkého dne je exprese genu Ghd7 redukovana, a byla indukovana
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transkripce Ehd1l, a tim ke zpozdéni kveteni.

Odrady ryze rostouci v severngjSich zeméepisnych Sitkach vyuzivaji k iniciaci kveteni
jak drahu s RFT1, tak i s Hd3a. Odrudy péstované v jiznich zemépisnych Sitkach vyuzivaji
prevazné drahu s Hd3a (Ogiso-Tanaka et al., 2013).

22



3.4 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Rostlina A. thaliana je vhodnym modelovym organismem, ktery se vyuziva mimo
jiné i ke studiu jednotlivych drah indukujici kveteni. A. thaliana je vhodnym modelovym
organismem z n¢kolika davodi: kratkd vegetacni doba (6-8 tydnt), zcela sekvenovany
a anotovany genom (125 Mbp) (Kaul et al., 2000), produkce velkého poctu semen
a nendrocnost pestovani. Jednotlivé drahy kveteni (vernalizacni Ci fotoperiodicka draha)
Jjsou proto nejpodrobnéji popsany praveé na této modelové rostliné. Determinace optimalniho
¢asu kveteni prostfednictvim drah je dalezita pro samotnou reprodukci a dokonceni vsech

vyvojovych stadii.

A. thaliana patii mezi dlouhodenni rostliny. Jednotlivé ekotypy A. thaliana jsou
klasifikovany do dvou skupin dle doby kveteni: letni a zimni. Letni kvetou brzo po jejich
zasazeni vlivem dlouhého dne. Jejich Zivotni cyklus trva jen par tydnt.. Naopak zimni mohou
rast nékolik mésicu, aniz by vykvetly. Poznatky ziskané studiem A. thaliana jsou vyuzivany
pfi studiu hospodatsky vyznamnych plodin a mohou vést ke §lechténi rostlin, které¢ budou
kvést synchronizované a v optimalnim Case, ¢imz dojde k maximalizovani vynost (Andrés

et Coupland, 2012).

U A. thaliana je popsano nékolik drah, které kontroluji proces kveteni. Patii zde
draha vernalizaéni, fotoperiodicka, giberelinova, autonomni a metyla¢ni. Vernaliza¢ni draha
zajiStuje (Obrazek 3), Ze rostlina nekvete, dokud neni splnén vernalizacni poZadavek
(dlouhodobé ptisobeni chladovych teplot). Fotoperiodicka draha (Obrazek 3) kontroluje
délku svételné ¢asti dne. Giberelinova draha ovliviiuje kveteni pii kratké fotoperiodé a je
ovlivitovana hormonalné. Autonomni draha indukuje kveteni nezavisle na vnéjSim prostiedi.
A posledni zminéna, metylacni draha, ovliviiuje kveteni regulaci metylace DNA. Jedna se

0 nejpozdéji determinovanou drahu.

3.4.1 Vernaliza¢ni draha

Vernalizace je dulezitym faktorem ovlivilujicim cas kveteni u riznych ekotypt
A. thaliana. Vernalizace je u A. thaliana podminéna jinymi regulaénimi drahami nez
U pSenice. V této draze ptisobi dva hlavni geny — FRIGIDA (FRI) a FLOWERING LOCUS
C (FLC). Gen FLC je represorem kveteni a jeho transkripce je snizovana vernalizaci, ¢imz
je umoznéna transkripce genu FT. Gen FRI je aktivatorem FLC (Michaels et Amasino,
1999).

23



3.4.1.1 Gen FRI

Gen FRI aktivuje transkripci FLC, a to pravdépodobné zménou chromatinové
struktury vedouci k uvolnéni lokusu pro transkripéni faktory. Gen FRI je lokalizovan na
¢tvrtém chromozomu (Clark et Dean, 1994) a koduje protein s doménou coiled-coil.
Dominantni alela zptsobuje zpozdéni doby kveteni. Gazzani et al. (2003) identifikovali
recesivni alely fri, kde sekvencni zména vedla k aminokyselinové zaméng, resp.

k pfedcasnému zafazeni STOP kodonu, coz zptsobilo nefunkénost proteinu, a naslednému
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3.4.1.2 Gen FLC

Gen FLC je transkripénim faktorem patiici do rodiny proteini MADS-box a je
lokalizovan na patém chromozomu. Je exprimovan v listech i meristémech. Mutantni
rostliny (flc) kvetly dfive, z ¢ehoZ vyplyva, Ze aktivni gen FLC je zodpovédny za represi
kveteni. Vazbou FLC na geny podporujici kveteni (SOC1 a FT) dojde k zablokovani jejich
transkripce, a tim k potlaceni iniciace kveteni. Mira transkripce genu FLC je pozitivné
regulovana FRI a negativné vernalizaci (Michaels et Amasino, 1999). Gen FLC ma proto
dulezitou tlohu pii vernalizaci (Sheldon et al., 2000). Represe genu FLC je umoznéna kromé
vernalizace 1  dalSimi  mechanizmy, jako napf. transkripénim  faktorem
LUMINIDEPENDENS (LD) (Lee et al., 1994) nebo FCA, ktery koduje protein vazici RNA
a reguluje FLC na postranskrip¢ni trovni (Macknight et al., 1997).

3.4.2 Fotoperiodicka draha
Mezi hlavni fotoperiodické geny patii GIGANTEA (Gl), FLAVING KELCH F BOX
1 (FKF1), CONSTANS (CO) a FLOWERING LOCUS T (FT). Vsechny tyto geny se

exprimuji v listech. Cilem fotoperiodické drahy je aktivovat transkripci FT. Represe genu

wrwe

a vernaliza¢ni drahou a nastava pouze béhem dlouhych dnti (Andrés et Coupland, 2012). FT
predstavuje mobilni signdl, ktery je transportovan do vzrostného vrcholu a umoZznuje iniciaci

kveteni. Tento signal byl nazvan jako ,.florigen®. ZvySenim exprese geni CO, FT nebo

kveteni (An et al., 2004).

3.421Gen CO
Gen CO je spolecné s FT hlavnim genem fotoperiodické drahy (Mathieu et al., 2007).

Jde o transkripcni faktor s motivem zinkového prstu, ktery umoziuje integraci informaci
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z vn¢jsiho prostredi a umoziuje iniciaci kveteni ve vhodnou ro¢ni dobu. Protein CO ptimo

aktivuje expresi FT v listech (An et al., 2004).

Transkripce CO je indukovana interakci mezi proteiny GI a FKF1, kdy protein FKF1
obsahuje doménu absorbujici modré svétlo (Sawa et al., 2007). Tyto dva proteiny patii mezi
komponenty cirkadialnich hodin. Vlivem svétla dochazi k interakci mezi Gl a FKF1, a to
vede k degradaci CYCLING DOF FACTORs (CDFs), ktery je represorem CO, a miize tak
dojit k jeho transkripci. Pti snizené aktivit¢é CDFs jsou rostliny necitlivé vici délce dne
a kvetou brzo pfi jakékoliv fotoperiodé (Fornara et al., 2009). Béhem kratkého dne je CO
exprimovan ve tm¢ a nasledn¢ degradovan prostrednictvim komplexu zahrnujici proteiny:
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COPl1) aSUPPRESSOR OF
PHYTOCHROME A (SPA1), (Andrés et Coupland, 2012). Pfi dlouhé fotoperiodé dochazi
k této interakci, protein CO je stabilizovan a je umoznéna jeho funkce pii iniciaci exprese

genu FT (Fornara et al., 2009).

3.422Gen FT

Gen FT je integratorem mezi fotoperiodickou a vernalizacni drahou. FT je
exprimovan ve floému listd. Protein FT je podobny inhibitorim kinaz RAF proteint a je
mobilnim signalem, ktery je skrz floém transportovan z listl k meristémim ve vzrostném
vrcholu (Mathieu e al., 2007). Ve vzrostném vrcholu interaguje s proteinem FLOWERING
LOCUS D (FD), ktery patii mezi bZIP transkrip¢ni faktory, a proteinem 14-3-3. Takto
vznikly komplex umozni transkripci genu APETALA1l (AP1), ¢im iniciuje ptechod
z vegetativniho do generativniho stadia (Jaeger et al., 2007; Corbesier et al., 2007).

Exprese AP1 je pozitivné ovliviiovana CO a negativné FLC, ktery je soucasti
vernaliza¢ni drahy. AP1 je u A. thaliana exprimovan v apexu (spolecné s geny
CAULIFLOWER (CAL) a FRUITFULL (FUL)). Tyto geny jsou potfebné pro prechod z
vegetativni do reproduktivni faze (Yan et al, 2003). Mutanti ve vSech tfech téchto genech

nikdy nevykvetli v béznych podminkach (Ferrandiz et al., 2000).

3.4.3 Giberelinova draha

Gibereliny (GA) patii mezi rostlinné hormony, které ovlivituji rlist a vyvoj rostlin.
U A. thaliana tyto hormony iniciuji kveteni v podminkach kratkého dne. GA maji
pravdépodobné vliv na kvétni meristémy a expresi genu SOCL1. Gen SOC1 je béhem
dlouhych dnt stimulovan proteinem CO, béhem kratkého dne je jeho exprese a exprese genu

LFY stimulovana GA (Eriksson et al., 2006). Iniciace exprese téchto genti indukuje kveteni
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vV podminkach kratkého dne. Exprese jinych gent ovliviiujicich kveteni, jako je FLC nebo
FT, neni regulovana giberlinovou drahou (Moon et al, 2003). Andrés et al. (2014)
determinovali negativni efekt transkripéniho faktoru patiiciho do rodiny MADS box
proteini SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) na iniciaci kveteni, a to v dusledku
potlaceni biosyntézy GA. Naopak represe SVP vede ke zvySeni GA ve vzrostném vrcholu

a indukci kveteni.

GA tedy maji vliv na dobu kveteni u A. thalina, a to béhem kratkého dne, zatimco

indukce kveteni pti dlouhé fotoperiod¢ je umoznéna drahou Gl — CO — FT.

- A [ -
A A. thaliana B ) C Psenice
Py OSMADS50 PPD1)
Fre)—(G
LR l : (FRI) l l
(FLS) (Ehd1 Vﬁm‘.
(FT J VRN3) ——— (VRNZ
Listy : ®RFTY) Listy
(Fr) e—(rD) (RFTY) (VRN3) «——e(TaFDL2)
(ae1) R
2 ol
\ Apikilni meristém )| | Apikalni meristém ]
% " N \ % N & fle T J
DLOUHY DEN § ¢ KRATKY DEN ZMA <[ KVETEND > TRANSPORT

+— INTERAKCE PROTEIN-PROTEIN —» AKTIVACE ——— POTLACENI

Obriazek 3: Schéma, které srovnava drahu kveteni u A. thaliana, ryze a pSenice. (Pfevzato a upraveno
dle Milec et al., 2014). Obrazek popisuje interakce mezi jednotlivymi geny, které indukuji kveteni u téech
modelovych rostlin — A. thaliana, ryZe a pSenice.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Biologicky material

Vychozim biologickym materidlem byla mapovaci populace F2 0 velikosti 395
jedinct vzniklych reciprokym zk¥izenim dihaploidnich (DH) rodicovskych linii DH397
a DH8L1 a jejich naslednym samosprasenim. Mapovaci populace se skladala z 200 jedinct
z ktizeni, kde byla linie DH397 matefskym rodi¢em a 195 jedinci, kde byla matefskym
rodi¢em linie DH81. DH rodicovské linie jsou soucasti mapovaci populace skladajici se
z314 linii a byly poskytnuty Irenou Jacobson z Tallinn Univerzity of Technology
(Estonsko). DH mapovaci populace je charakteristicka pfitomnosti introgresi T. militinae
(2n = 28, A"A"GG) v genetickém pozadi T. aestivum kultivar Téhti (Jakobson et al., 2006).
DH mapovaci populace byla odvozena z linie 8.1, ktera obsahovala introgrese na sedmi
chromozomech: kratkého ramene chromozomu 1A, 2A, 1B, 5B a 7B a dlouhého ramene
chromozomu 2A, 4A a 5A (Jakobson et al., 2006, 2012).

Mapovaci populace F2 byla poskytnuta Mgr. Zuzanou Ivani¢ovou (Ustav

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

4.2  Seznam pouzitych chemikalii

magnetické kulicky (GeneFind 2.0, Immunotech)

agar6za (Sigma-Aldrich, USA)

velikostni marker GeneRuller 100 bp, DNA Ladder Plus (Fermentas, Kanada)
3-methakryloxypropyl-trimethoxysilan (Serva Fein Biochemika, USA)

N, N,N",N’- tetramethylendiamin (TEMED, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)
akrylamid (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

N, N’- metylenbisakrylamid (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

kyselina octova (Lachner, CR)

96% ethanol (Lachner, CR)

peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich, USA)

ethidium bromid (Sigma Chemical CO., USA)

sachar6za (Lechema, USA)
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4.3 Seznam pouZzitych roztoki
Ziklad lyza¢niho pufru

500 mmol/l  NaCl

100 mmol/l  Tris-HCI (Sigma-Aldrich, USA)
50 mmol/l  EDTA

pH 7,2

Lyzaéni pufr

0,5% hydrogensifi¢itan sodny (Lachner, CR)
0,1% kyselina L-askorbova (Sigma-Aldrich, USA)
1% 2 — merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

10 mg/mi RNAsa A (Invitrogen, USA)

5x TBE

450 mmol/l Tris base

450 mmol/l kyselina borita (Lachner, CR)
10 mmol/I EDTA x 2H20 (Fluka)

1x PCR pufr

10 mmol/Il Tris-HCI

1,5 mmol/l MgCl:

50 mmol/I KCI

0,1% Triton X-100

pH 8,2

Cresol red

0,01% o-cresolsulfonephthalein (Sigma-Aldrich, USA)
1,5% sachardza
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Nukleotidy (Fermentas, Litva)
200 umol/l  dATP
200 umol/1  dCTP
200 umol/l  dGTP

200 umol/l  dTTP

4.4 Vybaveni laboratore
automaticky robot pro izolaci DNA (Beckman Coulter, Biomek NXP, USA)

termostat BT 120M (Laboratorni pfistroje Praha, CR)
homogenizac¢ni oscilacni mlyn MM301 (Retsch, Némecko)
vodni laze (Jouan, Trigon-plus — CR)

chlazena centrifuga Jouan CR4i (Thermo, USA)

elektroforeticka aparatura pro agarézovou elektroforézu Thermo Scientific OWL A6

(Separation Systems, Inc., USA)

zdroj napéti pro agar6zovou elektroforézu (Major Science, USA)
dokumentaéni systém Syngene s UV transiluminatorem (SynGene, UK)
nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
thermocycler C1000 Touch™ (Bio-Rad, USA)

digitalni predvazky (Shinko Denshi, Japonsko)

digestot (Merci, CR)

mikrovinna trouba (Daewoo KOR-6C2B)

elektroforeticka aparatura pro polyakrylamidovou elektroforézu C-DASG-400-50 (C.B.S.
Scientific Company, Inc., USA)

zdroj napéti pro polyakrylamidovou elektroforézu (Major Science, USA)
automatické pipety (Nichipet EX Plus, USA)

stolni centrifuga (Benchmark MyFuge™ Mini)
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4.5 Péstovani mapovaci populace a fenotypizace

Semena jedincii mapovaci populace F; a rodicovskych linii DH397 (pét jedinci)
a DH81 (tfi jedinci) byla 24 hodin inkubovana v 2ml mikrozkumavkach v pitné vode¢.
Nasledné byla pfemisténa do Petriho misek s bunicitou vatou navlhéenou pitnou vodou
a umisténa do ledni¢ky po dobu 48 hodin za uc¢elem synchronizace. Poté byla inkubovana
24 hodin v termostaté pii 25 °C. Nakli¢ena semena byla sazena do jiffovych kvétinaca
(5 x 5 cm), které byly umistény do skleniku pfi kontrolovanych podminkach 24 °C den
/ 20 °C noc pii ptirozeném osvétleni. V dob¢, kdy rostliny dosahly vyvojového stadia tii

listt, byly vysazeny na pole. Vysazeni rostlin na poli bylo randomizované.

U kazdého z jedincti mapovaci populace byl zaznamenan ¢as metani, coz je doba,
kdy byla polovina klasu venku z praporcového listu. Datum metani bylo zaznamenano kazdy
den piiblizné ve stejnou dobu (data poskytla Mgr. Zuzana Ivani¢ovd). Nésledné byl urcen
pocet dni od prvni manipulace se seminky (ponofeni do vody na 24 hodin) po meténi. Pocet

dni byl zaznamenan Vv ptehledné tabulce a vyuzit pii dalsi analyze.

4.6 lzolace DNA

Genomickd DNA z jedincti mapovaci populace F2 a rodi¢ovskych linii byla izolovana
pomoci automatického robota (Beckman Coulter, Biomek NXP, USA) v 96jamkovych

destic¢kach. Extrakce byla zalozena na vazbé molekul DNA na magnetické Castice.

Z rostlin vysazenych na poli byly odebrany 3 segmenty (3 x 3 cm) z hlavniho listu
do 96jamkové desticky s2ml jamkami. Odebrané listy byly usuSeny v termostatu (BT
120M, Laboratorni pfistroje Praha, CR) pfi 37 °C/48 hod. Rostlinny material byl
homogenizovan v oscila¢nim mlynu (MM301 Retsch, Némecko) se 2 sklenénymi kulickami
pti 27 Hz po dobu 4 minut. Ziskany homogenat byl centrifugovan pii 4200 rpm/4 min
(4 °C).

Ke kazdému vzorku bylo ptidano 300 pl pfedehiatého lyzacniho pufru. Vzorky byly
inkubovany ve vodni 1azni pti 65 °C/45 min. Lyzat byl centrifugovan pii 4 200 rpm/4 min
(4°C). Nasledujici kroky izolace DNA byly provedeny automatizovanym robotem
(Beckman Coulter, Biomek NXP, USA). K 10 pl magnetickych kuli¢ek (GeneFind 2.0,
Immunotech), 1 ul RNAsy 80 ul izopropanolu v PCR desti¢ce bylo ptidano 100 pl lyzatu.
Smés se promichala a inkubovala 5 min pfi pokojové teploté. Po inkubaci byly vzorky
umistény na magnet (Beckman Coulter, USA) po dobu 30 s a nasledné byl odpipetovan

supernatant. DNA navazana na kulickdch byla promyta 100 pl 70% etanolu, promichana
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a inkubovana 30 s. Supernatant byl nasledné odpipetovan a promyti bylo 2x opakovano.
Nakonec byla PCR desticka se vzorky DNA vysusena pii pokojové teploté, resuspendovana
v 50 ul H20 a uchovana pro dalsi vyuziti v —20 °C.

4.7 Polymerazova retézova reakce

DNA markery

Genotypizace jedinci mapovaci populace F2 bylo provadéna prostiednictvim
jedenacti part markeri DNA (Tabulka 4). DNA markery byly vybrany na zakladé
ptedchazejicich studii, kde byly lokalizovany v introgresich linie 8.1 pochazejicich z
T. militinae (Jakobson et al., 2006, 2012). Dal§im kritériem pro vybér byla pozice vybranych
markerti na genetické mapé. Markery identifikovany v pfedchazejicich experimentalnich

studiich se nachazely v blizkosti lokusti zodpovédnych za rozdily v dob¢ kveteni.
Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) byla vyuZita k amplifikaci fragmenti DNA
prostiednictvim vybranych primert, a tedy k genotypizaci potomki mapovaci populace Fo.
Celkovy reak¢ni objem PCR byl 10 ul a obsahoval: 1x PCR pufr, 200 pmol/l z kazdého
dNTP (Fermentas, Litva), 0,01% Cresol Red (Sigma-Aldrich, UK), 1,5% sacharozy
(Lachema, CR) 0,5 U Taq polymerasy (Solis, Biodyne, Estonsko), 1 umol/I forward primeru
(F), 1 umol/l reverse primeru (R) a 10 ng templatové DNA. Pro amplifikaci byly vyuzity
SSR (Simple Sequence Repeat) primery, kde byl detekovan délkovy polymorfizmus a primer
VrnAl_F4R4, kde byla genotypizace zalozena na délkovém polymorfizmu (433 bp)
vzniklém v disledku inzerce repetitivniho elementu v genu VRN-Al. Pouzité reakéni

podminky jsou uvedeny v Tabulkach 1, 2 a 3.

Tabulka 1: Reakéni podminky pro amplifikaci genomické DNA prostiednictvim SSR markerd.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 5 min 1
Denaturace 95 30s
. 55 nebo 60
Annealing (viz Tabulka 2) 30s 34
Elongace 72 30s
Zavére¢na polymerace 72 7 min 1
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Tabulka 2: Teploty annealingu (Ta) vyuzité pro amplifikaci jednotlivych SSR markera a jejich

separace v 3,5% nebo 6% nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu.

DNA marker Ta [°C] Polyakrylamidovy gel
psp3151 55 6%
psp3000 60 3,5%
gwm382 55 3,5%

gwm71 60 6%
owm82 60 3,5%
gwm213 60 6%
cfa2155 60 3,5%
psp3050 60 6%
wmc283 60 6%
barc70 60 6%

Tabulka 3: Reakéni podminky pro PCR amplifikaci genomické DNA prostfednictvim markeru
VrnlA_F4RA4.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 5 min 1
Denaturace 95 30s
Anelace 65-53 (—0,7 °C/cyklus) 40s 34
Elongace 72 1,5 min
Denaturace 95 40 s
Anelace 53 40s 19
Elongace 72 1,5 min
Zavéretna polymerace 72 10 min 1
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Tabulka 4: DNA markery pouzité pro genotypizaci mapovaci populace F2. Ve sloupcich je uveden

nazev DNA markeru, umisténi na chromozomu, sekvence F a R primeru a literarni zdroj.

R_GCGCCATATAATTCAGACCCACAAAA

DNA marker | Chromozom Sekvence 5°— 3° Literarni zdroj
psp3151 1A F_GGCTGGTGTAGTAGGTTGCGA Stephenson P (1998)
R_CGCAACACCATATCATGTGTCAA
psp3000 1B F_GCAGACCTGTGTCATTGGTC Stephenson P (1998)
R_GATATAGTGGCAGCAGGATACG
R_CTACGTGCACCACCATTTTG
gwm71 2AS R_GAAGTGGAGCATTAGGTACACG Roder MS (1998)
F_GGCAGAGCAGCGAGACTC
owm82 4A F_GGGAGAGACGAAAGCAGGTA Poskytla Mgr. Eva
R_CTTGCATGCACGCCAGAATA , .
Kominkova
gwm213 5B F_TGCCTGGCTCGTTCTATCTC Roder MS (1998)
R_CTAGCTTAGCACTGTCGCCC
VrnlA_F4R4 5A F_ACCCCAAGTGGAAGGGTTAA Ivanicové Z (2016)
R_CTTTTCCGTTAGCGCCGCG
cfa2155 5A F_TTTGTTACAACCCAGGGGG Sourdille P (2001)
R_TTGTGTGGCGAAAGAAACAG
psp3050 TA F_TAACTCACCTGCGAACTGTG Stephenson P (1998)
R_CCGATAAAAGTTTAGCGACC
wme283 7A F_CGTTGGCTGGGTTATATCATCT Somers DJ (2004)
R_GACCCGCGTGTAAGTGATAGGA
barc70 7A F_GCGAAAAACGATGCGACTCAAAG Somers DJ (2004)

33




4.8 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza a agarézova
elektroforéza

Produkty PCR byly separovany V polyakrylamidovém nebo agarézovém gelu.
V 1,5% agarézovém gelu v horizontalnim uspotadani byly separovany pouze produkty z
DNA markeru VrmlA F4R4. Ostatni PCR produkty byly separovany v 3,5% nebo 6%

nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu ve vertikalnim uspotadani (Tabulka 2).

4.8.1 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza
Pro separaci vzorkl byla pouzita 3,5% nebo 6% nedenaturujici polyakrylamidova
elektroforéza. Pied pfipravou polyakrylamidového gelu bylo sklo silanizovano 3 pl

3-methakryloxypropyl-trimethoxysilanem v 1 ml 0,5% kyseliny octové a 96% ethanolu.

3,5% polyakrylamidovy gel byl pfipraven smichanim 15 ml 5x TBE, 15 ml 40% sm¢ési
akrylamid:N,N’"-metylenbisakrylamidu v poméru 19:1, 100 pul TEMED, 1 ml 1%
peroxodisiranu amonného a doplnéno do 150 ml vodou. Gel polymerizoval 45 min pfi
pokojové teploté. Pripraveny gel byl umistén do vertikdlni elektroforetické aparatury
a saturovan 10 ul 10% ethidiem bromidu (Sigma Chemical CO., USA) 1,5 hod pii 300 V.
Po naneseni vzorkt a velikostniho markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Kanada)
probihala elektroforéza 1 - 2 hod pti 350 V v 0,5x pufru TBE. Separované DNA fragmenty
byly vizualizovéany a vyfoceny dokumentac¢nim zatizenim ChemiGenius Biolmagine systém

(Syngene, UK).

6% polyakrylamidovy gel byl pfipraven smichanim 15 ml 5% TBE, 22,5 ml 40%
smési akrylamid:N,N’-metylenbisakrylamidu v poméru 19:1, 100 ul TEMED, 1 ml 1%
peroxodisiranu amonného a doplnéno do 150 ml vodou. Gel polymerizoval 45 min pfi
pokojové teploté. Pripraveny gel byl umistén do vertikalni elektroforetické aparatury
a saturovan 10 pl 10% ethidiem bromidu (Sigma Chemical CO., USA) 2 - 3 hod pii 300 V.
Po naneseni vzorku a velikostnino markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Kanada)
probihala elektroforéza 1 - 2 hod pti 350 V v 0,5% pufru TBE. Separované DNA fragmenty
byly vizualizovéany a vyfoceny dokumenta¢nim zatizenim ChemiGenius Biolmagine systém

(Syngene, UK).

4.8.2 Agarézova elektroforéza

Pro agarézovou elektroforézu byl pouzit 1,5% agarézovy gel. Gel polymerizoval
60 min pii pokojové teploté. Na gel bylo naneseno 5 ul vzorku a velikostni marker (60 ng,
GeneRuller 100 bp, DNA Ladder Plus, Fermentas, Kanada). Elektroforéza probihala
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v elektroforetické aparatute po dobu 75 min pii 120 V v 0,5x pufru TBE. Nasledné byl gel
obarven v roztoku 0,002% ethidia bromidu po dobu piiblizn¢ 30 min. Separované DNA
fragmenty byly vizualizovany a vyfoceny dokumenta¢nim zafizenim ChemiGenius

Biolmagine systém (Syngene, UK).

4.9 Zpracovani ziskanych dat — QTL analyza

Genotypizace byla provedena na zaklad¢ dat ziskanych separaci produkti PCR
jednotlivych markeri, kde byl na zaklad¢ souborti ziskanych dokumenta¢nim systémem
ChemiGenius Biolmagine systém (Syngene, UK) identifikovan délkovy polymorfizmus.
U rodicovskych linii byla identifikovana délka amplikond. Nasledné byli genotypovani
jednotlivi jedinci mapovaci populace Fo, pfi¢emz heterozygotni jedinci byli oznaceni H,
jedinci s alelou rodicovské linie DH397 byli oznaceni A a jedinci s alelou DH81 byli
oznaceni B. Vysledky byly zapisovany do tabulky v poé¢itacovém programu Microsoft Office
Excel 2013. Vysledky fenotypovani byly statisticky zpracovany ve stejném programu.
Néslednym krokem byla QTL analyza ziskanych dat prostfednictvim pocitacového
programu Map Manager QTX verze bl6 (Manly et al., 2001). Asociace markeru
s fenotypem byla determinovana prostfednictvim regresni analyzy. Prahova hodnota urcujici
vyznamnost daného markeru - Likelihood ratio statistic (LRS) - byla identifikovana pro
kazdy marker, pfi¢emz byla urcena pro tii kategorie, které rozdéluji lokusy na zakladé
pravdépodobnosti zodpovédnosti za sledovany fenotypovy znak: vysoce signifikantni

(< 0,0001), signifikantni (< 0,001) a domnély (< 0,05).
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5 VYSLEDKY

V souladu se zadanymi cili prace byly identifikovany lokusy zodpovédné za rozdil
v dob¢ kveteni v ramci mapovaci populace F2. Samotné identifikaci lokust predchazela
charakterizace populace na genotypové a fenotypové urovni nasledovana statistickou
analyzou dat a QTL analyzou. Jednotlivymi Castecnymi vysledky se budou zaobirat tii
samostatné podkapitoly, kde budou charakterizovany vysledky genotypizace, fenotypizace

a zavérecnd QTL analyza.

5.1 Fenotypovani mapovaci populace F

Sledovanym fenotypickym znakem u mapovaci populace F2 byla doba kveteni.
Determinace doby kveteni je zaloZena na identifikaci ¢asu metani. Pocet dni uplynulych do
metani byl vyuzit k statistické charakterizaci mapovaci populace a QTL analyze. Analyzou
pramérné doby kveteni rodi¢ovskych linii byl identifikovan signifikantni rozdil v kveteni
— 5,5 dne (P < 0,05). Linie DH397 (77,4 + 6,8) kvetla dfive nez linie DH81 (82,5 + 3,25).
Doba kveteni jedinci mapovaci populace F» se pohybovala vintervalu 76 — 89 dni.
Histogram ziskany zpracovanim fenotypovych tidaji mapovaci populace je uveden v Grafu
1. Primérna doba kveteni jedinct byla 79,2 dni. Modus (hodnota s nejvyssi Cetnosti) byl 78.

Median (prostfedni hodnota) populace byla 79. Smérodatna odchylka byla rovna 2,1 dne.

F,DH397 x DH8.1 - Olomouc
180 -
160 -
- 140 -
-
£ 120 -
o
H 100 -
o
= 80 - DHS.1 y
2 DH397 82,5 dni Cetnost
E 60 77,4 dni
>0
40 -
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kveteni - pocet dni

Graf 1: Distribuce ¢asu kveteni jedinci mapovaci populace F2 a rodi¢ovskych linii. Na ose X je
uveden pocet dni od ponofeni semen do vody po metani. Na ose y je uvedena Cetnost potomkt
s pozorovanym fenotypovym znakem. Primérny Cas kveteni rodi¢ovskych linii je oznacen Sipkou.
DH397 kvetl v priméru za 77,4 dni po zaseti, DH81 za 82,5 dni.
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5.2 Genotypovani mapovaci populace F

Genotypovani jedincli mapovaci populace F2 byla provedena prostfednictvim
jedenacti markeri DNA. Z celkového poctu byl mezi rodiCovskymi liniemi identifikovany
délkovy polymorfizmus u osmi marker nachazejicich se na chromozomech 1A, 1B, 5B, 5A
a 7A. Tii DNA markery (gwm382, gwm71 a owm82), lokalizovany na chromozomech 2AL,
2AS a 4A, nebyly polymorfni mezi rodiCovskymi liniemi, a tedy nebyly vyuzity pro
genotypovani jedinci mapovaci populace F.. Vsechny polymorfni markery byly
kodominantni, a tedy byla mozna identifikace heterozygotnich jedinci v mapovaci populaci.
Prostiednictvim genotypovani byla urcena ptitomnost jednotlivych introgresi u jednotlivych
jedincti mapovaci populace F2. Na obrazcich 4a a 4b je zobrazen délkovy polymorfizmus

SSR markeru psp3151 na jedincich mapovaci populace Fo.

Udaje ziskané z genotypovani jedincti mapovaci populace F» byly zaznameniny
v piehledné genotypové tabulce, kde byl genotyp rodice DH397 oznaen jako A, genotyp
rodice DH81 jako B. Heterozygotni genotyp byl oznacen pismenem H.

4b

Obrazek 4: Analyza délkového polymorfizmu kodominantniho SSR markeru psp3151
prostfednictvim 6% nedenaturujici polyakrylamidové elektroforézy. Na obrazcich 4a a 4b jsou
vysledky separace PCR produktt ziskanych amplifikaci markeru psp3151 na jedincich mapovaci
populace F». Jsou zde oznaceny genotypy rodi¢ovskych linii DH397 (A) a DH81 (B), kdy bylo
vyuzito celkem pét rodi¢ovskych linii DH397 a tii rodi¢ovské linie DH81. Ptiklad heterozygotniho
genotypu (H) je vyznacen u potomku F2R 34 a F2R 52.
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5.3 QTL analyza

Quantitative Trait Loci (QTL) analyza spocivala ve statistickém zpracovani dat
ziskanych z fenotypovani a genotypovani. Analyza byla provedena v programu
MapManager QTX verze b16 (Manly et al., 2001). Pro identifikaci marker, které byly
asociovany s analyzovanym fenotypem, byla provedena regresni analyza. Regresni analyza
umoziuje urceni pravdépodobnosti, Sjakou je urCity marker DNA zodpovédny za
pozorovany fenotypovy projev znaku. Vysledky regresni analyzy pro markery vyuzité pii
genotypové charakterizaci mapovaci populace jsou uvedeny v Tabulce 6. Prostiednictvim
regresni analyzy byly identifikovany Ctyii markery (Tabulka 6), které byly signifikantné
(P < 0,001) asociovany S analyzovanym fenotypem, a tedy byly zodpovédné za
identifikovany fenotypovy rozdil v dobé kveteni. Markery VrnlA_F4R4 a cfa2155
(P < 0,0001) byly lokalizovany na chromozomu 5A. Markery psp3050 (P < 0,0009)
awmc283 (P < 0,0001) byly lokalizovany na chromozomu 7A. Statisticky nejvyznamnéjsi
byl marker cfa2155, ktery mél 27% podil na vzniku pozorovaného fenotypového rozdilu
(Tabulka 6). 25% podil fenotypového projevu bylo spojeno s markerem VrnlA F4R4.
Tabulka 6: Vysledky regresni analyzy provedené v programu MapManager QTX b16 (Manly et al.,
2001). V tabulce jsou zobrazeny vysledky regresni analyzy pro jednotlivé markery: P hodnota (P),
procentualni podil daného lokusu pro analyzovany fenotypovy rozdil (%) a hodnota LRS. Prahové
hodnoty LRS pro dany experiment byly: vysoce signifikantni 18,3 (P < 0,0001), signifikantni 9,3

(P <0,001) a domnély 3,1 (P <0,05). Lokusy, které ovliviiovaly fenotyp s vysokou signifikanci, jsou
vyznaceny tuénym pismem.

Chromozom Lokus LRS % P

1A psp3151 3,5 1 0,17238
1B psp3000 0,3 0 0,86268
5B gwm213 1,1 0 0,59032
5A VrnlA F4R4 97,5 25 <0,0001
5A cfa2155 119,7 27 <0,0001
TA psp3050 14 4 0,0009

7A wmc283 20,5 5 <0,0001
TA barc70 1,1 0 0,58537
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6 DISKUZE

Flexibilita a schopnost pfizptisobit iniciaci generativniho stadia vnéj$im podminkam
umoznily pSenici rast V nejriznéjSich environmentalnich podminkach. Determinace
optimalnich podminek ¢asu kveteni je predominantné¢ umoznéno alelickymi variantami ve
vernaliza¢nich (VRN) a fotoperiodickych (PPD) genech. Jednotlivé alelické varianty tak
umoznily kveteni v oblastech s riznou délkou dne a riznym teplotnim rezimem, a tedy

roz$iteni pSenice do riznych zemépisnych Sitek a délek.

Vhodny ¢as kveteni umozni rostliné napf. vyuzivat vyhovujici podminky ze zac¢atku
jara béhem kratkého dne, resp. vyhnout se suchému a teplému 1étu, které by mohlo vést ke
snizeni reproduk¢niho ,,fitness® a v piipadé hospodarsky vyznamnych plodin tak vynos.
Studium procesu kveteni a identifikace novych gent a alel uz znamych genu je dulezitym
krokem ke Slechténi novych variet, které¢ budou schopny pfizptsobit ¢as kveteni lokalnim

mikroklimatickym podminkém.

V soucasné dobé¢ je snaha pii hledani novych vhodnych alel vyuzivat plané pSenice
a krajové odrudy, které si zachovaly ptivodni variabilitu. V této praci byla vyuZzita mapovaci
populace obsahujici introgrese z tetraploidni jarni odrady Triticum militinae (AAGG). Tato
odriida je potencialnim zdrojem novych alel. Tento pifedpoklad byl potvrzen determinaci

nového genu rezistence vici padli (Blumeria graminis) (Jakobson et al., 2006 a 2012).

V ramci bakalafské prace byly na chromozomech 5A a 7A identifikovany lokusy,

které byly zodpoveédné za rozdily v dobé kveteni v mapovaci populaci F».

Lokus Vv nejvétsi mife zodpoveédny za rozdil ve kveteni se nachazel na chromozomu
SA v blizkosti genu VRN-AL. Tento gen ma vliv na iniciaci kveteni a je soucasti vernaliza¢ni
drahy (Yan et al., 2003; Shitsukawa et al., 2007). Ivani¢ova et al. (2016) identifikovali lokus
ovlivitujici kveteni ve stejné pozici, pficemz pii jeho identifikaci vyuZzili DH mapovaci
populaci, soucasti které byly i linie DH397 a DH81 vyuzité v této praci. Sekvencni analyzou
genu VRN-AL identifikovali rozdily v promotorové oblasti a v oblasti prvniho intronu mezi
rodi¢ovskymi liniemi. Alela pfitomna u DH81 byla nazvana VRN-A1f-like kvtli podobnosti
s alelou VRN-AL1f identifikovanou v piedchozi studii (Golovnina et al., 2010). Vrn-Alf-like
byla charakteristicka inzerci neautonomniho transpozoénu MITE (miniature inverted-repeats
transposable element) o velikosti 433 bp v oblasti prvniho intronu. Dale byla identifikovana
2753 bp delece. Linie Tahti - rekurentni rodi¢ovska linie - byla charakteristicka pfitomnosti

alely Vrn-Ala s inzerci Spring foldback elementu v promotorové oblasti (Yan et al., 2004a;
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Ivanicova et al., 2016). V piedchozich studiich byly identifikovany regula¢ni elementy,
které byly pfitomny pravé v promotorové oblasti a oblasti prvniho intronu. Jejich naruseni
m¢élo vliv na dobu kveteni (Yan et al., 2004a; Fu et al., 2005; Dubcovsky et al., 2006; Milec
etal., 2012). Pravé z toho duvodu bylo zpozdéni v dobé kveteni, identifikovano v této studii,

zfejme zpusobeno pritomnosti alely VRN-A1f-like.

Ivani¢ova et al. (2016) vyuzili ve své studii mapovaci populaci F2 se stejnym
puvodem, jako je ptivod mapovaci populace vyuzité v experimentalni ¢asti bakalarské prace
(v publikaci je oznac¢ena jako VMP1). Mapovaci populace analyzovana v této praci se v§ak
lisila poctem jedincti (o 201 vice) a sezonou, ve které byl fenotyp analyzovan (sezéna 2014
—Ivanicova et al., 2016; sezéna 2015 — tato prace). Rozdil v dobé kveteni mezi rodi¢ovskymi
liniemi byl pozorovan v obou experimentalnich studiich. Ve studii Ivani¢ova et al. (2016)
byl identifikovan rozdil 6,5 dne mezi rodi¢ovskymi liniemi DH397 a DH81, v této praci byl
rozdil 5,5 dne. V obou pfipadech byl rodi¢ DH81 pozdné&jsi. Odlisné rozpéti kveteni bylo
zpusobeno Vvlivem environmentalnich podminek (zmény v teploté¢ a vlhkosti b&hem
vegetatniho obdobi) Vv sezondch 2014 nebo 2015. Podobny vliv environmentalnich
podminek byl pozorovan i pii analyze mapovaci populace Fsz (T. aestivum Kkultivar
Mooni x DH81), kde byl identifikovan rozdil v kveteni mezi rodicovskymi liniemi 9,8 dni

v Olomouci a 29,9 dni v Tallinnu (Ivani¢ova et al., 2016).

Identifikovany lokus na chromozomu 5A byl zodpovédny za 27 % sledovaného
fenotypového projevu. U mapovaci populace VMP1 byl odpovédny za rozdily v dobé
kveteni z 9 % (IvaniCova et al., 2016). Tento rozdil v ovlivnéni kveteni je zptisoben ziejmé
tim, Ze Vv bakalaiské praci bylo pro genotypovani pouZito celkem osm markeri DNA,
zatimco ve vySe zminéné studii aZ 24, coz umoznilo pfesnéjsi ur€eni vlivu dané¢ho lokusu na

kveteni.

Dalsi lokus, ktery mél vliv na dobu kveteni, byl identifikovan na chromozomu 7A.
Jeho vliv na kveteni byl v mens$i mife nez lokus na chromozomu 5A. Kveteni v mapovaci
populaci ovliviioval z 5 % (P < 0,0001). Ve studii Ivani¢ova et al. (2016) v ramci mapovaci
populace DH, ktera zahrnovala vSech 314 dihaploidnich linii, byl tento lokus také
vyhodnocen jako statisticky vyznamny. Nicméné¢ v mapovaci populaci VMP1 nebyl efekt
tohoto lokusu na kveteni identifikovan. Jak jiz bylo feceno, mapovaci populace v této praci
a ve studii Ivani¢ové et al. (2016) vznikla ze stejného kiizeni, ale lisila se vV poctu jedincu.

Velikost populace ma vliv na detekci QTL. Pfi zvySeném poctu potomkil je vyssi rozliSeni
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a mohou tak byt identifikovany lokusy, které by pfi snizeném poctu potomkil nebyly urceny
jako statisticky vyznamné (Vinod, 2010). Pravé to mohlo byt divodem, ze v mapovaci
populaci vyuzité v této praci byl tento lokus vyhodnocen jako statisticky vyznamny
(P < 0,0001). Na kratkém rameni chromozomu 7A se nachazi gen VRN3, ktery hraje
vyznamnou roli v iniciaci kveteni. Je to integrator vernaliza¢nich a fotoperiodickych signalt
(Yanetal., 2006; Bonnin et al., 2008). Dominantni alela genu VRN3 je charakteristicka vyssi
do promotoru VRN3 (Yan et al., 2006). Zdali se identifikovany lokus nachazi ve vazbé
sgenem VRN3 neni potvrzeno, protoze dany marker nebyl vramci této prace pfi
genotypovani pouzit. Také je mozné, ze se v daném lokuse nachdzi novy, dosud

neidentifikovany gen, ktery ma minoritni efekt na kveteni.

Analyzou mapovaci populace F2 byly identifikovany lokusy na chromozomech 5A
a 7A, které byly zodpovédné za identifikovany fenotypovy rozdil. Introgrese z jarni odridy
T. militinae v této populaci tedy mély vliv na ¢as kveteni. Lokus 5A (spojovan s genem
VRNL1) ovliviioval kveteni v nejvyssi mite (27 %). Lokus na chromozomu 7A se také podilel
na fenotypovém projevu dané populace. Jeho efekt na sledovany fenotypovy znak byl v§ak
mensi (5 %). Dalsim krokem pro ptesnou identifikaci genit zodpovédnych za kveteni bude
vytvofeni vys§iho stupné mapovaci populace, ktera poskytne vyssi rozliSeni a umozni
identifikaci lokusti ovlivilujici kveteni v uz§im intervale a ptesnou identifikaci genli

ovliviiujici kveteni.
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7 ZAVER

Schopnost regulovat dobu kveteni je pro rostlinu diilezitou vlastnosti. M4 vliv na jeji
reprodukci a v pripadé hospodaiskych plodin na jejich vynos. V této praci byla analyzovana
mapovaci populace Fo, ktera vznikla reciprokym k#izenim dihaploidnich rodicovskych linii
DH81 a DH397 a naslednym samosprasenim. Linie DH81 vznikla dihaploidizaci linie 8.1,
ktera obsahovala introgrese z tetraploidni jarni odridy T. militinae. Jedna se o plany druh,
ktery by mohl byt zdrojem novych genti nebo alel ovliviwgjici ¢as kveteni. Cilem prace bylo
identifikovat pomoci QTL analyzy lokusy majici vliv na pozorovany fenotypovy projev
znaku v dané populaci — dobu kveteni. Pro provedeni QTL analyzy byla potiebna data
z fenotypizace a genotypizace. Fenotypizaci byl zjisten prumérny rozdil v dob¢ kveteni mezi
rodi¢ovskymi liniemi - 5,5 dne. Cas kveteni u potomkii se pohyboval v rozmezi 76 - 89 dny.
Z celkovych osmi markerd DNA, pouzitych pii genotypizaci, byly uréeny cCtyii, které se
podilely na vzniku fenotypu (P < 0,001). Dva markery byly lokalizovany na chromozomu
5A. Na tomto chromozomu se nachazi gen VRNAL, ktery je dulezity pro proces kveteni
u pSenice. Dalsi markery byly lokalizovany na chromozomu 7A, kde se nachazi gen VRNS.
Tento gen také ovliviiuje kveteni a je nemén¢ dulezity. Lokus na chromozomu 7A ovliviioval
kveteni v mensi mite, nez lokus na chromozomu 5A. Zda lokus identifikovany pomoci QTL

na 7A je ve vazbé s genem VRN3 neni potvrzeno.

Optimalni ¢as kveteni je dulezity pro vynos zemédé€lskych plodin. V soucasné dobé
je snaha porozumét procesu kveteni, a tim identifikovat nové geny, nebo alely jiz znamych
genu zapojenych v tomto procesu. Alelelické varianty Ize vyuZivat pfi Slechténi novych
variet, které budou 1épe prizpisobeny lokdlnim podminkam prostfedi. Diivodem ziskani
vyhodné&jSich variet je nepfetrzity rast lidské populace a pokryti zvySujici se spotfeby

zeméd¢lskych plodin.

42



8 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Andrés, F., Coupland, G. (2012): The genetic basis of flowering responses to seasonal CUES.
Nature Reviews Genetics, Vol. 13: 627 — 639

Andrés, F., Porri, A., Torti, S., Mateos, J., Romera-Branchat, M., Garcia-Martinez, J. L. et
al. (2014): SHORT VEGETATIVE PHASE reduces gibberellin biosynthesis at the
Arabidopsis shoot apex to regulate the floral transition. Proceedings of the National
Academy of Sciences, Vol. 111: 2760 - 2769

An, H., Roussot, C., Suaréz-Lopez, P., Corbesier, L., Vincent, C. et al. (2004): CONSTANS
acts in the phloem to regulate a systemic signal that induces photoperiodic flowering of
Arabidopsis. Development, Vol. 131: 3615 — 3626

Beales, J., Turner, A., Griffiths, S., Snape, J. W., Laurie, A. (2007): A Pseudo-Response
Regulator is misexpressed in the photoperiod insensitive Ppd-Dla mutant of wheat
(Triticum aestivum L.). Theor Appl Genet, Vol. 115: 721 - 733

Bonnin, 1., Rousset, M., Madur, D., Sourdille, P., Dupuits, C., Brunel, D., Goldringer, I.
(2008) FT genome A and D polymorphisms are associated with the variation of earliness
components in hexaploid wheat. Theor Appl Genet, Vol. 116: 383 — 394

Bullrich, L., Appendino, M. L., Tranquilli, G., Lewis, S., Dubcovsky, J. (2002): Mapping of
a thermo-sensitive earliness per se gene on Triticum monococcum chromosome 1A™. Theor
Appl Genet 105: 585-593

Campoli, CH., Drosse, B., Searle, 1., Coupland, G., Korff, M. (2012): Functional
characterisation of HvCO1, the barley (Hordeum vulgare) flowering time ortholog of
CONSTANS. The Plant Journal, Vol. 69: 868 - 880

Clarke, J. H., Dean, C. (1994): Mapping FRI, a locus controlling flowering time and
vernalization response in Arabidopsis thaliana. Molecular and General Genetics, Vol. 242:
81-89

Corbesier, L., Vincent, C., Jang, S., Fornara, F., Fan., Q., Searle, 1., a kol. (2007): FT Protein
Movement Contributes to Long-Distance Signaling in Floral Induction of Aranidopsis.
Science, Vol. 316, 1030 - 1033

Diaz, A., Zikhali M., Turner, A. S., Isaac, P., Laurie, D. A. (2012): Copy Number Variation
Affecting the Photoperiod-B1 and Vernalization-A1 Genes Is Associated with Altered
Flowering Time in Wheat (Triticum aestivum). PLoS ONE, Vol. 7, Issue 3

Distelfeld, A., Li, C., Dubcovsky J. (2009a): Regulation of flowering in temperate cereals.
Current Opinion Plant Biology, Vol. 12: 178 - 184

Distelfeld, A., Tanquilli, G., Li, Ch., Yan, L., Dubcovsky, J. (2009b): Genetic and Molecular
Characterization of the VRN2 Loci in Tetraploid Wheat. Plant Physiology, VVol. 149, pp. 245
- 257

Doi, K., lzawa, T., Fuse, T., Yamanouchi, U., Kubo, T., Shimatani, Z., Yano, M.,
Yoshimura, A. (2004): Ehdl, a B-type response regulator in rice, confers short-day
promotion of flowering and controls FT- like gene expression independently of Hd1. Genes
& Development, Vol. 18: 926 — 936

43



Dubcovsky, J., Dvorak, J. (2007): Genome Plasticity a Key Factor in the Success of
Polyploid Wheat Under Domesticiation. Science, Vol. 316, 1862 — 1865

Dubcovsky, J., Chen, Ch,, Yan, L. (2005): Molecular characterization of the allelic variation
at th VRN-H2 vernalization locus in barley. Molecular Breeding. Vol. 15: 395 - 407

Dubcovsky, J., Lijavetzky, D., Appendino, L., Tranquilli, G. (1998): Comparative RFLP
mappin of Triticum monococcum genes controlling vernalization requirement. Theor Appl
Genet 97: 968 — 975

Dubcovsky, J., Loukoianov, A., Fu, D., Valarik, M., Sanchez A., Yan, L. (2005): Effect of
photoperiod on the regulation of wheat vernalization genes VRN1 and VRN2. Plant
Molecular Biology 60: 469 — 480

Eriksson, S., Béhlenius, H., Moritz, T., Nilsson, O. (2006): GA4 Is the Active gibberellin in
the Regulation of LEAFY Transcription and Arabidopsis Floral Initiation. The Plant Cell,
Vol. 18: 2172 — 2181

Ferrandiz, C., Gu, Q., Martienssen, R., Yanofsky, M. F. (2000): Redundant regulation of
meristem identity and plant architecture by FRUIFULLI, APETALA1 and CAULIFLOWER.
Development 127, 725 — 734.

Fitzgerald, M. A., McCouch, S. R., Hall, R. D. (2009): Not just a grain of rice: the quest for
quality. Trends in Plant Science, Vol. 14: 133 - 139

Fornara, F., Panigrahi, K. C. S., Gissot, L., Sauerbrunn, N., Riihl, M., Jarillo, J. A., Coupland,
G. (2009). Arabidopsis DOF Transcription Factors Act Redundantly to Reduce CONSTANS
Expression and Are Essential for a Photoperiodic Flowering Response. Development Cell,
Vol. 17: 75 - 86

Fu, D., Szics, P., Yan, L., Helguera, M., Skinner, J. S., Zitzewitz, J., Hayes, P. M.,
Dubcovsky, J. (2005): Large deletions within the first intron in VRN-1 are associated with
spring growth habit in barley and wheat. Molecular Genetics and Genomics, Vol. 273: 54 —
65

Gazzani, S., Gendall, A. R, Lister, C., Dean, C. (2003): Analysis of the Molecular Basis of
Flowering Time Variation in Arabidopsis Accessions. Plant Physiology, Vol. 132: 1107 -
1114

Gill, B. S., Appels R., Botha-Oberholster, A. M., Buell, C. R., Bennetzen, J. L., Chalhoub,
B. Chumley, F. et al. (2004): A Workshop Report on Wheat Genome Sequencing:
International Genome Research on Wheat Consortium. Genetics 168: 1087 — 1096

Golovnina, K. A., Kondratenko, E. Y., Blinov, A. G., Goncharov, N. P. (2010): Molecular
characterization of vernalization loci VRN in wild and cultivated wheats. BMC Plant
Biology; 10:168

Harlan, J.R., Zohary, D. (1966): Distribution of wild wheats and barley. Science. 153
(3740), 1074-1080.

Hayama, R., Yokoi, S., Tamaki, S., Yano, M., Shimamoto, K. (2003): Adaptation of
photoperiodic control pathways produces short-day flowering in rice. Nature, Vol. 422: 719
- 722

44



Hemming, M. N., Peacock, W. J., Dennis, E. S., Trevaskis, B. (2008): Low-Temperature
and Daylength Cues Are Integrated to Regulate FLOWERING LOCUS T in Barley. Plant
Physiology, Vol. 147: 355 — 366

Charmet, G. (2011): Wheat domestication: Lessons for the future. C. R. Biologies 334: 212
-2011

Chen, A., Dubcovsky, J. (2012): Wheat TILLING Mutants Show That the Vernalization
Gene VRN1 Down-Regulates the Flowering Repressor VRNZ2 in Leaves but Is Not Essential
for Flowering. PLOS Genetics, Volume 8, Issue 12

Choulet, F et al. (2014): Structural and functional partitioning of bread wheat chromosome
3B. Science, 345(6194), 1249721

International Barley Genome Sequencing Consortium. "A physical, genetic and functional
sequence assembly of the barley genome." Nature 491.7426 (2012): 711-716.

Itoh, H., Nonoue, Y., Yano, M., Izawa, T. (2010): A pair of floral regulators sets critical day
length for Hd3a florigen expression in rice. Nature Genetics, Vol. 42: 635 — 639

Ivanicova et al. (2016): Characterization of new allele influencing flowering time in bread
wheat introgressed from Titicum militinea. New Biotechnology

Jakobson, I., Peusha, H. et al. (2006): Adult plant and seedling resistance to powdery mildew
in a Triticum aestivum x Triticum militinae hybrid line. Theor Appl Genet, Vol. 112: 760 —
769

Jakobson, 1., Reis, D., Tiidema, A. et al. (2012): Fine mapping, phenotypic characterization
and validation of non-race-specific resistance to powdery mildew in a wheat — Triticum
militinae introgression line. Theor Appl Genet, Vol. 125: 609 - 623

Jaeger, K. E., Wigge, P.A. (2007): FT Protein Acts as a Long-Range Signal in Arabidopsis.
Current Biology 17, 1050 — 1054

Kamran, A., Igbal, M., Spaner, D. (2014): Flowering time in wheat (Triticum aestivum L.):
a key factor for global adaptability. Euphytice 197: 1 — 26

Kaul, S., Koo, H. L., Jenkins, J., Rizzo, M et al. (2000): Analysis of the genome sequence
of the flowering plant Arabidopsis thaliana. Nature. 408(6814), p.796-815

Khlestkina, E. K., Giura, A., Roder, M. S., Borner, A. (2009): A new gene controlling the
flowering response to photoperiod in wheat. Euphytica, Vol. 165: 579 - 585

Kojima, S., Takahashi, Y., Kobayashi, Y., Monna, L., Sasaki, T., Araki, T., Yano, M. (2002):
Hd3a, a Rice Ortholog of the Arabidopsis FT Gene, Promotes Transition to Flowering
Downstream of Hd1 under Short-Day Conditions. Plant and Cell Physiology, Vol. 43: 1096
- 1105

Komiya, R., Ikegami, A., Tamaki, S., Yokoi, S., Shimamoto, K. (2008): Hd3a and RFT1 are
essential for flowering in rice. Development, VVol. 135: 767 — 774

Laurie, D. A., Pratchett, N., Bezant, J. H., Snape, J. W. (1994): Genetic analysis of a
photoperiod response gene on the short arm of chromosome 2 (2H) of Hordeum vulgare
(barley). Heredity, Vol. 72: 619 - 627

45



Laurie, D. A., Pratchett, N., Snape, J. W., Bezant, J. H. (1995): RFLP mapping of five major
genes and eight quantitative trait loci controlling flowering time in a winter x spring barley
(Hordeum vulgare L.) cross. Genome, Vol. 38: 575 - 585

Law, C. N., Sutka, J., Worland, A. J. (1978): A genetic study of day-length response in
wheat. Heredity, Vol. 41: 185 - 191

Lee, I, Aukerman, M. J., Gore, S. L., Lohman, K. N. et al. (1994): Isolation of
LUMINIDEPENDENS: a Gene Involved in the Control of Flowering Time in Arabidopsis.
American Society of Plant Physiologists, Vol. 6: 75 - 83

Lewis, S., Faricelli, M. E., Appendino, M. L., Valarik, M., Dubcovsky, J. (2008): The
chromosome region including the earliness per se locus Eps-A™1 affects the duration of early
developmental phases and spikelet number in diploid wheat. Journal of Experimental
Botany, Vol. 59, No. 13: 3595-3607

Li, Cj., Dubcovsky, J. (2008) Wheat FT protein regulates VRN1 transcription through
interactions with FDL2. The Plant Journal, VVol. 55: 543 - 554

Li, Ch., Distelfeld, A., Comis, A., Dubcovsky, J. (2011): Wheat flowering repressor VRN2
and promoter CO2 compete for interactions with NUCLEAR FACTOR-Y complexes. The
Plant Journal, Vol. 62: 763 - 773

Loukoianov, A., Yan, L., Blechl, A., Sanchez, A., Dubcovsky, J. (2005): Regulation of VRN-
1 Vernalization Genes in Normal and Transgenic Polyploid Wheat. Plant Physiology, Vol.
138: 2364 — 2373

Macknight, R., Bancroft, 1., Page, T., Lister, C., Schmidt, R., Love, K et al. (1994): FCA, a
Gene Controlling Flowering Time in Arabidopsis, Encodes a Protein Containing RNA-
Binding Domains. Cell, VVol. 89: 737 — 745

Manly, K. F., Cudmore, R. H., Meer, J. M. (2001): Map Manager QTX, cross-platform
software for genetic mapping. Mammalian Genome, Vol. 12: 930 - 932

Mathieu, J., Warthmann, N., Kiittner, F., Schmid, M. (2007): Export of FT Protein from
Phloem Companion Cells Is Sufficient for Floral Induction in Arabidopsis. Current Biology
17, 1055 - 1060

Michaels, S. D., Amasino, R. M. (1999): FLOWERING LOCUS C Encodes a Novel MADS
Domain Protein That Acts as a Repressor of Flowering. The Plant Cell, Vol. 11: 949 — 956

Milec, Z., Tomkova, L., Sumikova, T., Pankova, K. (2012): A new multiplex PCR test for
the determination of Vrn-B1 alleles in bread wheat (Triticum aestivum L.). Molecular
breeding, Vol. 30: 317 - 323

Milec, Z., Valarik, M., Bartos, J., Safaf, J. (2014): Can a late bloomer become an early bird?
Tools for flowering time adjustment. Biotechnology Advances, Vol. 32: 200 - 214

Mohler, V., Lukman, R., Ortiz-Islas, S., William, M., et al. (2004): Genetic and physical
mapping of photoperiod insensitive gene Ppd-B1 in common wheat. Euphytica, Vol. 138:
33-40

Moon, J., Suh, S. S., Lee, H., Choi, K. R., Hong, Ch. B., Paek, N. Ch., Kim, S. G, Lee, I.
(2003): The SOC1 MADS-box gene integrates vernalization and gibberellin signals for
flowering in Arabidopsis. The Plant Journal, Vol. 36: 613 — 623

46



Muterko, A., Balashova, 1., Cockram, J., Kalendar, R., Sivolap, Y. (2014): The New Wheat
Vernalization Response Allele Vrn-D1s is Caused by DNA Transposon Insertion in the First
Intron. Plant Molecular Biology Reporter, Vol. 33: 294 — 303

Nitcher, R., Distelfeld, A., Tan, Ch., Yan, L., Dubcovsky, J. (2013): Increased copy number
at the HVFT1 locus is associated with accelerated flowering time in barley. Molecular
Genetics and Genomics, Vol. 288: 261 - 275

Ogiso-Tanaka, E., Matsubara, K., Yamamoto, S., Nonoue, Y., Wu, J. et al. (2013): Natural
Variation of the RICE FLOWERING LOCUS T 1 Contributes to Flowering Time Divergence
in Rice. PloS One, 8(10), 75959

Prochazka, S., Machackova, 1., Krekule, J., Sebanek, J et al. (1998): Fyziologie rostlin,
Academia Praha, ISBN 80-200-0568-2

Pugsley, AT (1966): The photoperiodic sensitivity of some spring wheats with special
reference to the variety thatcher. Australian Journal of Agricultural Research, Vol. 17:
591 - 599

Roder, M. S. et al. (1998) A microsatellite map of wheat Genetics 149:2007-2023

Sasani, S., Hemming, M. N., Oliver, S. N. et al. (2009): The influence of vernalization and
daylength on expression of flowering-time genes in the shoot apex and leaves of barley
(Hordeum vulgare). Journal of Experimental Botany, Vol. 60: 2169 - 2178

Sawa, M., Nusinow, D. A., Kay, S. A., Imaizumi, T. (2007): FKF1 and GIGANTEA
complex formation is required for day-length measurement in Arabidopsis. Science, Vol.
318: 261 — 265

Shitsukawa, N., Ikari, CH., Shimada, S., Kitagawa, S., Sakamoto, K. et al. (2007): The
einkorn wheat (Triticum monococcum) mutant, maintained vegetative phase, is caused by a
deletion in the VRN1 gen. Genes & Genetic Systems, Vol. 82: 167 - 170

Sheldon, C. C., Rouse, D. T., Finnegan, E. J., Peacock, W. J., Dennis, E. S. (2000): The
molecular basis of vernalization: The central role of FLOWERING LOCUS C (FLC).
Proceedings of th National Academy of Science, Vol. 97: 3753 - 3758

Shrestha, R., Gomez-Ariza, J., Brambilla, V., Fornara, F. (2014): Molecular control of
seasonal flowering in rice, arabidopsis and temperate cereals. Annals of Botany, Vol. 114:
1445 — 1458

Somers, D. J. et al. (2004) A high-density wheat microsatellite consensus map for bread
wheat (Triticum aestivum L.) Theoretical and Applied Genetics 109:1105-1114

Sourdille, P.et al. (2001) Improvement of the genetic maps of wheat using new
microsatellite markers. Plant & Animal Genome X Abstracts 167

Stephenson, P.et al. (1998) Fifty new microsatellite loci for the wheat genetic
map. Theoretical and Applied Genetics 97:946-949

Takahashi, R., Yasuda, S. (1971): Genetics of earliness and growth habit in barley. In: Nilan
RA (ed) Proceedings of the 2nm International Barley Genetics Symposium. Washington
Steta University Press, Washington, pp 388 - 408

47



Taoka, K., Ohki, I., Tsuji, H., Furuita, K., Hayashi, K., Yanase, T. et al. (2011): 14-3-3
proteins act as intracellular receptors for rice Hd3a florigen. Nature, Vol. 476: 332 - 335

Tranquilli, G., Dubcovsky, J. (2000): Epistatic Interaction Between Vernalization Genes
Vrn-A™1 and Vrn-A™2 in Diploid Wheat. The Journal of Heredity, 91: 304 - 306

Trevaskis, B., Hemming, M. N., Peacock, W. J., Dennis, E. S. (2006): HY'WRN2 Responds
to Daylength, whereas HYWRNL1 Is Regulated by Vernalization and Developmental Status.
Plant Physiology, Vol. 140: 1397 - 1405

Tsuji, H., Nakamura, H., Taoka, K., Shimamoto, K. (2013): Functional Diversification of
FD Transcription Factors in Rice, Components of Florigen Activation Complexes. Plant Cell
Physiol., Vol. 54: 385 - 397

Tsuji, H., Taoka, K., Shimamoto K. (2011): Regulation of flowering in rice: two florigen
genes, a complex gene network, and natural variation. Current Opinion in Plant Biology,
Vol. 14: 45 - 52.

Turner, A., Beales, J., Faure, S., Dunford, R. P., Laurie, D. A. (2005): The Pseudo-Response
Regulator Ppd-H1 Provides Adaptation to Photoperiod in Barley. Science, Vol. 310: 1031 —
1034

Vinod, K. K. (2010): Quantitative trait locus (QTL) analysis. Short term training course on
. Application of AFLP and SSR markers in crop improvement.

Welsh, J. R., Klein, D. L. Pirastech, B., Richards, R. D. (1973): Genetic control of
photoperiod response in wheat. In: E.R: Sears & L.M.S. Sears (Eds.), Proceedings of the 4th
International Wheat Genetics Symposium, pp. 879 — 884

Wilhelm, E. P., Turner, A. S., Laurie, D. A. (2009): Photoperiod insensitive Ppd-Ala
mutations in tetraploid wheat (Triticum durum Desf.). Theor Appl Genet, Vol. 118: 285 —
294

Xue, W., Xing, Y., Weng, X., Zhao, Y., Tang, W., Wang, L., Zhou, H., Yu, S., Xu, C., Li,
X., Zhang, Q. (2008): Natural variation in Ghd7 is an important regulator of heading date
and yield potential in rice. Nature Gentics, Vol. 40: 761 - 767

Yamamoto, T., Kuboki, Y., Lin, S. Y., Sasaki, T., Yano, M. (1998): Fine mapping of
quantitative trait loci Hd-1, Hd-2 and Hd-3, controlling heading of rice, as single Mendelian
factors. Theoretical and Applied Genetics, VVol. 97: 37-44

Yan, L., Fu, D., Li, C., Blechl, G., Tranquilli, G., Bonafede, M., Sanchez, A., Valarik, M.,
Yasuda, S., Dubcovsky, J. (2006): The wheat and barley vernalization gene VRN3 is an
orthologue of FT. The National Academy of Science of the USA 103 (51): 19581 — 19586

Yan, L., Helguera, M., Kato, K., Fukuyama, S., Sherma, J., Dubcovsky, J. (2004a): Allelic
variation at the VRN-1 promoter region in polyploid wheat. Theor Appl Genet, Vol. 109:
1677 - 1686

Yan, L., Loukoianov, A., Tranquilli, G., Helguera, M., Fahima, T., and Dubcovsky, J.
(2003): Positional cloning of the wheat vernalization gene VRN1. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, vol. 100: 6263 — 6268

Yan, L., Loukoianov, A., Blechl, A., Tranquilli, G., Ramakrishna, W., SanMiguel, P.,
Bennetzen, J. L., Echenique, V., Dubcovsky, J. (2004b): The Wheat VRN2 Gene Is a
Flowering Repressor Down-Regulated by Vernalization. Science, Vol. 303: 1640 — 1644

48



Yano, M., Katayose, Y., Ashikari, M., Yamanouchi, U., Monna, L., Fuse, T. et al. (2000):
Hd1, a Major Photoperiod Sensitivity Quantitative Trait Locus in Rice, Is Closely Related
to the Arabidopsis Flowering Time Gene CONSTANS. The Plant Cell, Vol. 12: 2473 — 2483

Zhang, J., Wang, Y., Wu, S., Yang, J., Liu, H., Zhou, Y. (2012): A single nucleotide
polymorphism at the Vrn-D1 promoter region in common wheat is associated with
vernalization response. Theor Appl Genet, Vol. 125: 1697 — 1704

Zhang, X., Gao, M., Wang, S., Chen, F., Cui, D. (2015): Allelic variation at the vernalization
and photoperiod sensitivity loci in Chinese winter wheat cultivars (Triticum aestivum L.).
Frontiers in plant science 6

49



9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

bp

DH

DNA
dNTP
EDTA

F primer
F2

GA

Gbp

kb

Mbp
NF-Y
PCR
PPD
QTL

R primer
ssp.

SSR
TEMED

VRN

par bazi

dihaploidni linie

deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidy

kyselina ethylendiamintetraoctova
forward primer

druha filidlni generace

kyseliny giberelova

giga baze

kilo baze

mega baze

komplex nuklearniho faktoru Y
polymerazova fetézova reakce
fotoperiodické geny

lokus pro kvantitativni znak (quantitative trait locus)
reverse primer

poddruh

mikrosatelit (simple sequence repeat)
N, N,N",N’- tetramethylendiamin

vernalizacni geny
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