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1 ÚVOD 

Pšenice setá je významnou kulturní plodinou, která dnes tvoří až pětinu světového 

jídelníčku, což klade velké požadavky na její výnos, a tudíž i na její šlechtitele. Jedním 

z aspektů optimálního výnosu je správně načasované kvetení, které u pšenice ovlivňují tři 

skupiny genů - vernalizační a fotoperiodické geny a geny ranosti per se. Detailní porozumění 

mechanismu kvetení může pomoci ve šlechtění takových odrůd pšenice, které se dokáží 

vyhnout nepříznivým podmínkám a vykvést v ten správný čas pro maximalizování výnosu. 

Hlavním genem vernalizační dráhy je gen VERNALIZATION 1, který je aktivovaný 

vernalizací, tedy dlouhodobým působením nízkých teplot. Tento gen dále aktivuje další gen 

vernalizační dráhy, gen VERNALIZATION 3 a umlčuje gen VERNALIZATION2. 

VERNALIZATION 1 patří do rodiny MADS-box transkripčních faktorů a interaguje s mnoha 

dalšími proteiny a geny, avšak dynamika těchto interakcí na proteinové úrovni není téměř vůbec 

prozkoumána. Tato diplomová práce by mohla přispět k lepšímu porozumění dynamiky 

proteinu VERNALIZATION 1 a mechanismu kvetení. 
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2 CÍLE PRÁCE 

Cílem teoretické části diplomové práce je vypracovat literární rešerši zabývající se 

indukci kvetení u pšenice seté (Triticum aestivum) se zaměřením na geny fotoperiodické 

a vernalizační dráhy s důrazem na vernalizační dráhu. 

Praktická část práce se bude týkat stanovení exprese genu VRN1 u dvou mutantních linií 

jarní pšenice Cadenza s předčasným stop kodonem u alely Vrn-Ala. Cílem práce je určit, jaký 

vliv má tato mutace na expresi nejen Vrn-Ala, ale také VRN-B1 a VRN-D1. Bude také stanovena 

doba metání obou linií, která bude porovnána s nemutovanou odrůdou Cadenza. 

2 



3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Evoluce a domestikace pšenice seté {Triticum aestivum) 

Pšenice setá (T. aestivum) je významnou kulturní plodinou, která se po její domestikaci 

před tisíci lety rychle rozšířila po celém světě. K jejímu širokému rozšíření přispěla schopnost 

adaptovat se nanejrůznější klimatické podmínky (Dubcovsky etDvořák, 2007). Dnes se pěstuje 

od severu Norska až po jih Argentiny - může být tedy pěstována jak v mírném podnebí České 

republiky, tak v subtropických i tropických oblastech (Feldman, 2001; FAO, 2024). V loňském 

roce dosáhla celosvětová produkce pšenice necelých 790 milionů tun. Mezi její nej větší 

producenty patří Čína a Indie, v Evropě je to pak Francie (FAO, 2024). Protože je pšenice 

podstatnou součástí lidské stravy, je kladen velký důraz na porozumění jejího genomu. Pšenice 

setá je allohexaploid s 21 páry chromozomů organizovaných do tří subgenomů A, B a D, což 

komplikuje její studium (Sakamura, 1918; Sears, 1952). V roce 2005 bylo založeno 

Mezinárodní konsorcium pro sekvenování genomu pšenice (rWGSC). Samotné sekevenování 

genomu o celkové velikosti -16 Gbp bylo dokončeno v roce 2018 (IWGSC, 2018). 

Jak již bylo zmíněno výše, pšenice setá je allohexaploid (BBAADD, 2n = 6x = 42) 

a zjednodušeně by se dalo říci, že vznikla hybridizací tetraploidní (BBAA) a diploidní (DD) 

pšenice. Evoluce pšenice seté (Obrázek 1) je ale mnohem složitější a stále je předmětem studií. 

Již v první polovině 20. století byly identifikovány všechny tři její subgenomy. Na základě 

analýzy párování chromozomů v F i generaci hybridů hexaploidní (BBAADD) a tetraploidní 

pšenice T. turgidum ssp. dicoccon (BBAA) bylo zjištěno, že část genomu hexaploidní pšenice 

tvoří subgenomy B a A (Kihara, 1919; McFadden a Sears, 1944, 1946). Cytogenetická 

zkoumání uměle vytvořených hexaploidních hybridů tetraploidní pšenice (BBAA) aAegilops 

touschii (DD) zase ukázala, že třetí subgenom D pochází z Ae. touschii (McFadden a Sears, 

1944, 1946). Sám subgenom D má původ v subgenomech A a B a vznikl přibližně před 

-5,5 miliony lety (Luo et al., 2017; Zhao et al., 2017; Marcussen et al., 2014). 

Samotný vznik hexaploidní pšenice zahrnoval dva procesy allopolyploidizace 

s následnou diploidizací. Přibližně před 800 000 lety došlo khybridizaci diploidních donorů 

subgenomů A a B, za vzniku divokého předka T. turgidum ssp. dicoccon (BBAA; Marcussen 

etal., 2014). Ještě nedávno byl za donora subgenomů B považován Ae. speltoides, nicméně 

L i et al. (2022) na základě celogenomového sekvenování zjistil, že Ae. speltoides se z donora 

subgenomů B pouze vyvinul a není jeho donorem. Podle této studie je donorem subgenomů 

B vzdálený příbuzný Ae. speltoides, který buďto vyhynul nebo ještě nebyl popsán. Donorem 
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subgenomu A je pak T. urartu (Marcussen etal., 2014). Druhá allopolyploidizace, při které již 

vznikl předek dnešní hexaploidní pšenice seté (BBAADD) proběhla před -9000 lety, kdy došlo 

k hybridizaci předků T. turgidum ssp. dicoccon (BBAA) aAe. touschii (DD; Feldman, 2001). 

K domestikaci hexaploidní pšenice, ale i jiných druhů obilovin, došlo v oblasti 

úrodného půlměsíce před přibližně 9 500-8 500 lety. Postupně se ukotvovaly fenotypové znaky, 

které byly vhodné pro rozsáhlé pěstování pšenice. Právě těmito znaky se odlišují 

domestikované druhy od svých divokých příbuzných nebo předků (Dubcovsky et Dvořák, 

2007). Mezi tyto znaky patří především posílené stéblo a přechod na tzv. nahou pšenici, ale také 

zvýšení velikosti a počtu semen na jeden klas a redukce dormance. Všechny tyto znaky 

umožnily vyšší výnosy pšenice (Feldman, 2001; Levy et Feldman, 2022). 

-

A A 

•> 

r 

BB 

vzdálený příbuzný ^ 

Ae. speltoides 

BB T. turgidum ssp. 
dicoccon 

pšenice setá 

T. aestivum 

B B A A D D 

• • • • • 
5,5 milionů let 800 000 let 9 000 let dnes 

Obrázek 1: Schéma evoluce pšenice (T. aestivum). Před -5,5 miliony lety došlo k hybridizaci 
neznámých donorů genomů A A a BB za vzniku Ae. touschii s genomem DD. Při hybridizaci 
(před 800 000 lety) vzdáleného příbuzného Ae. speltoides (AA) a T. urartu (BB) vznikla 
tetraploidní pšenice T. turgidum ssp. dicoccon (BBAA). Před přibližně 9 000 lety došlo 
k poslední hybridizaci v procesu evoluce pšenice, a to spojením právě T. turgidum ssp. dicoccon 
(BBAA) a Ae. touschii (DD) za vzniku hexaploidní pšenice seté se subgenomy B B A A D D 
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3.2 Mechanismus kvetení u pšenice seté 

V roce 2030 se předpokládá nárůst světové populace na 8,5 miliard lidí, což, vzhledem 

k tomu, že pšenice tvoří 20 % lidského jídelníčku, klade velký tlak na zvyšování celosvětové 

produkce pšenice (Shiferaw et al, 2013; Dreisigracker et al, 2021; U N , 2024). Nicméně 

klesající dostupnost a kvalita zemědělské půdy a stále častěji se opakující extrémní počasí, jako 

sucho a vysoké teploty, vedou ke snižování kvality a výnosu pšenice. V budoucnu tak nebudeme 

schopni dostatečně pokrýt potřeby populace (Ray et al, 2013; IPCC, 2014; Lesk et al, 2016; 

Zandalinas etal., 2018). Fabiáne/ al. (2019) ve své studii demonstroval negativní vliv vysokých 

teplot a sucha na morfologii klasu a životnost pylu, kdy působení těchto dvou extrémních 

faktorů počasí způsobilo sníženou fertilitu, která koreluje se sníženým výnosem. 

Aby se tedy maximalizoval výnos, musí se rostlina vyhnout kvetení při nepříznivých 

podmínkách a začít kvést při těch optimálních (Trethowan, 2014). Jestliže dojde ke kvetení 

příliš brzy, hrozí rostlině umrznutí, naproti tomu při opožděném kvetení je rostlina vystavená 

suchu a vysokým teplotám (Flohr et al., 2017). Optimální doba kvetení je podle Flohr et al. 

(2017) definovaná j ako část roku, kdy jsou ztráty na výnosu vzhledem k stresovým podmínkám 

minimální. Správné načasování kvetení je tak pro rostlinu kritickým a komplexním krokem 

v jejím vývoji (Kamran etal. 2014), který zajišťují tři skupiny genů. Jsou to geny vernalizační 

(VRN) a fotoperiodické dráhy (PPD) a geny ranosti per se (EPS). Vernalizační dráha je 

aktivována chladem za účasti tří genů - VERNALIZATION 1 (VRN1), VERNALIZATION 2 

(VRN2) a VERNALIZATION 3 / FLOWERING LOCUS T I (VRN3/FT 1) (Chouard, 1960). 

Na základě vernalizačního nárokuje pšenice rozdělena na jarní a ozimé odrůdy. Ozimé odrůdy 

potřebují k aktivaci vernalizační dráhy dlouhodobé působení nízkých teplot, tzv. vernalizaci 

(Trevaskis etal, 2003). Naproti tomu jarní odrůdy j i nevyžadují {¥uetal, 2005). 

Fotoperiodická dráha aktivuje kvetení v závislosti na prodlužujících se dnech (Searle 

e/Coupland, 2004). Součástí fotoperiodické dráhy je gen PHOTOPERIOD 1 (PPD1), 

fytochromy a geny cirkadiálních hodin. Třetí skupina genů, geny ranosti per se, stále nejsou 

dostatečně prozkoumány, ale podílejí se na časovém „dolaďování" kvetení (Slafer et Rawson, 

1994; Zikhali etal, 2015). Zároveň jsou často kandidátní EPS geny součástí cirkadiálních 

hodin (Gawroňski et al, 2014; Alvarez et al, 2016) 

Zvýše uvedeného vyplývá, že studium a pochopení mechanismu kvetení je důležitou 

součástí snahy vědců vyšlechtit takové odrůdy, které se dokážou přizpůsobit měnícím se 

environmentálním podmínkám, čímž se zajistí potřebný výnos. Bohužel u pšenice není zcela 

5 



možné pro studium fungování a regulace kvetení použít modelový organismus Arabidopsis 

thaliana, u kterého je kvetení velmi dobře popsáno. Kvetení je u A. thaliana v mnoha případech 

regulováno jinými geny než u pšenice, a proto není vhodným modelem. Jedním z největších 

rozdílů mezi A. thaliana a pšenicí je absence orthologa genu VRN2 u A. thaliana, která 

naznačuje, že celá vernalizační dráha se u obou rostlin vyvinula samostatně (Yan et ah, 2004a). 

Dalším rozdílem je, že ač se u A. thaliana nacházejí orthology genu VRN1, jako je například 

APETTALA 1 {API), nejsou tyto geny součástí vernalizační dráhy (Yan et ah, 2004a). 

Pro studium kvetení pšenice je tak nutné pracovat přímo s tímto polyploidním druhem, či jeho 

příbuzným diploidním druhem, ječmenem (Greenup et ah, 2009; L i i et ah, 2015). 

3.2.1 Vernalizační dráha 

Vernalizační dráha je jedna ze tří drah regulující kvetení, která zajišťuje přechod rostliny 

z vegetativní do generativní fáze ve správnou dobu, tedy po skončení zimy a mrazů. Hlavním 

genem vernalizační dráhy je gen VRN1, u kterého musí být splněn vernalizační nárok, aby došlo 

k jeho aktivaci (Chouard, 1960). Vernalizace je období nízkých teplot (4-6 °C) dlouhé 3 až 8 

týdnů, kterým musí rostlina projít k iniciaci kvetení (Košner et Pánková, 2002; Cockram et ah, 

2007; L i et ah, 2013). Délka vernalizace je určena jednonukleotidovými polymorfismy (SNP) 

v genu VRN1 (Li et ah, 2013; Kippes et ah, 2018). Na základě vernalizačního nároku, který 

je podmíněn alelickými variacemi genu VRN1 a VRN2, dělíme pšenici na ozimé a jarní odrůdy. 

Ozimé odrůdy, které jsou sety na podzim, nesou recesivní alely vrnl a k jejich aktivaci je 

zapotřebí vernalizace. Jarní odrůdy naopak mají dominantní alely Vrnl, které ke své aktivaci 

vernalizaci nevyžadují a jsou sety na jaře (Yan et ah, 2004a; Fu et ah, 2005). I přes to, některé 

studie ukázaly, že po krátké vernalizaci jarních odrůd pšenice může dojít k urychlení jejich 

kvetení (Iqbal etal. 2006). Kromě genu VRN1, jsou v dráze ještě další dva geny VRN2 a VRN3. 

Všechny geny jsou pak přítomny ve třech variantách - homeolozích, jelikož je pšenice 

hexaploidní rostlina a její genom je tvořen ze tří subgenomů A, B a D. Tyto tři homeology 

jednoho genu, např. VRN1, se obecně označují VRN-A1, VRN-B1 a VRN-D1, jednotlivé alely 

pak např. Vrn-Ala (dominantní alela a genu VRN-A1). Stejně tak je tomu i ostatních genů 

v pšeničném genomu. 

V rámci vernalizační dráhy (Obrázek 2) všechny tři její geny navzájem ovlivňují. Geny 

VRN1 a VRN3 figurují jako aktivátory kvetení (Pugsley, 1971; Yan et ah, 2006), kdežto gen 

VRN2 jako jeho represor (Trevaskis et ah, 2007). Před vernalizaci je aktivní gen VRN2 

(Dubcovsky etal., 2006), který inhibuje VRN3. Po aktivaci VRN1 vernalizaci, tento gen zároveň 

umlčuje represor VRN2 (Chen et Dubcovsky, 2012) a aktivuje VRN3, který zpětně přispívá 
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k aktivaci VRNl (Distelfeld et ah, 2009). Tato část dráhy probíhá v listu a následně se přesouvá 

do apikálního meristému stonku, kam je protein VRN3 z listu translokován (Corbesier et ah, 

2007). V apikálním meristému pravděpodobně VRN3 aktivuje gen VRN1, který iniciuje kvetení 

(Li et Dubcovsky, 2008). Samozřejmě všechny dráhy ovlivňující kvetení jsou navzájem 

propojené a přispívají k regulaci ostatních genů. 

1 
VRNl 

LIST 

VRN3 I I VRN2 

APIIÍÁLNI 

M E R I S T E M 

VRNl 

VERNALIZACE J INDUKCE J_REPRESE ; P Ř E S U N 

Obrázek 2: Schéma vernalizační dráhy pšenice. Interakce v rámci vernalizační dráhy 
probíhají na dvou místech v rostlině - v listu a apikálním meristému. V listu, po aktivaci VRNl 
vernalizací dochází jednak k represi genu VRN2, který funguje jako represor VRN3 a za druhé 
k aktivaci VRN3. Ten pak ještě zpětně aktivuje VRNl. Gen VRN3 kóduje mobilní protein, který 
je z listu transportován do apikálního meristému stonku, kde opět aktivuje VRNl. Gen VRNl 
v apikálním meristému iniciuje přechod rostliny z vegetativní fáze do reprodukční. 

3.2.1.1 Gen VRNl 

Za hlavní gen vernalizační dráhy můžeme označit MADS-box transkripční faktor VRNl 

(Yan et al., 2003). Tento transkripční faktor je exprimován jak v listech, tak v apikálním 

meristému (Yan et ah, 2003). V listech působí jako represor genu VRN2 a zároveň aktivuje 

expresi genu VRN3. V apikálním meristému interaguje s mobilním proteinem VRN3 z listu 

a iniciuje kvetení. Aktivace genu VRNl závisí na tom, zda se jedná o dominantní nebo recesivní 

alelu. Recesivní alely vyžadují ke své aktivaci proces vernalizace, kdežto dominantní alely jsou 

aktivní bez ní (Yan et ah, 2004b; Fu et ah, 2005). Dominantní alely, přítomny u jarních odrůd 

pšenice, vznikly inzercemi a delecemi v promotoru a delecemi v prvním intronu genu 

(Yane/a/., 2004b; Fu et ah, 2005). Alela s označením Vrn-Ala má duplikovaný region 
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(obsahující část promotoru, první exon a část intronu 1) po inzerci transpozónu SFE (spring 

foldback element), čímž pravděpodobně došlo k narušení vazebného místa pro represor 

nacházející se v prvním intronu (Yan et al, 2004b). U dalších dominantních alel jako Vrn-Alb 

a Vrn-Dlc byly objeveny delece a inzerce v jejich promotorech (Yan etal, 2004b; Zhang etal., 

2015). 

Právě mutace v promotorech a prvních intronech dominantních alel pravděpodobně 

zapříčiňují expresi genu bez potřeby vernalizace. Exprese genu VRN1 (především u ozimých 

odrůd) je modulována mnoha faktory, jejichž vazebná místa se pravděpodobně nacházejí 

v prvním intronu nebo promotoru. Jedním z mechanismů regulace VRN1 je jeho udržování 

v neaktivním stavu trimethylací lysinu 27 na histonu 3 (H3K27me3), což zajišťuje 

POLYCOMB REPRESSIVE C O M P L E X 2 (PRC2; Alonso-Peral etal, 2011; Strejčkova etal, 

2020). Vernalizace indukuje změnu stavu z neaktivního (H3K27me3) na aktivní pomocí 

trimethylace lysinu 4 a 36 na histonu 3 (H3K4me3 a H3K36me3; Xiao et al, 2014; Niu et al, 

2024). Původní zjištění naznačovala, že hypermethylace se odehrává pouze v rámci kritického 

regionu v prvním intronu (Xiao et al, 2014), ale Niu et al. (2024) v nejnovější studii dokázal, 

že se změny v methylaci týkají také promotoru a celého genu VRN1. Dalším modulátorem 

VRN1 v rámci prvního intronu je VERNALIZATION-RELATED 2 (VER2), jehož exprese roste 

s vernalizací v jádrech buněk apikálního meristému a mladých lístků (Xing etal, 2009). VER2 

v průběhu vernalizace interaguje s represorem genu VRN1, GĽYCrNE-RICH RNA-BINDING 

PROTEIN 2 (GRP2), který se váže na pre-mRNA VRN1 do 19 bp konzervativní sekvence 

v prvním intronu, označované jako R N A immine precipitation fragment 3 (RIP3; Xiao et al, 

2014). Během vernalizace dochází k O-GlcNAcetylaci proteinů, včetně GRP2 na threoninu 17 

(Xing et al, 2009; Xiao et al, 2014). VER2 rozpoznává takto modifikovaný GRP2, váže se na 

něj a uvolňuje ho zpre-mRNA, která může dále pokračovat k sestřihu (Xiao et al. 2014). 

Xu et al. (2021) v nedávné studii pozoroval další mechanismus aktivace transkripce VRN1, a to 

pomocí dlouhé nekódující RNA(long noncoding R N A - IncRNA). Tato IncRNAje produktem 

alternativního sestřihu pre-mRNA VRN1 a podle toho nese i svůj název VRN1 ALTERNATIVĚ 

SPLICING (VAS). VAS hraje pravděpodobně důležitou roli v aktivaci VRN1 u ozimých odrůd, 

kde je VAS produkovaný během prvních týdnů vernalizace. X u et al. (2021) zjistil, že se 

společně s VAS podílejí na aktivaci VRN1 transkripční faktory RF2b a RF2a. Komplex VAS-

RF2b se váže do promotoru VRN1, kde RF2b aktivuje transkripci genu tvorbou heterodimeru 

sRF2a. Promotor VRN1 je cílem také pro další modulátor VEGETATIVE TO 

REPRODUCTIVE TRANSITION 2 (VRT2; Xie at al, 2019). Dříve byl VRT2 považován za 
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represor kvetení (Kane et al, 2005; Kane et al, 2007), Xie et al. (2019) však tato tvrzení svými 

experimenty vyvrátil a demonstroval funkci VRT2 jako aktivátoru kvetení. VRT2 tvoří 

heterodimer společně s proteinem VRN1, který se váže zpátky do promotoru VRN1, čímž je 

gen aktivován (Xie etal, 2019). Pouze v apikálním meristému je VRN1 aktivován ještě 

komplexem VRN3-FLOWEPJNG LOCUS D-like (FDL), který se váže do jeho promotoru 

(Li et Dubcovsky, 2008). VRN3 se jako mobilní protein přesouvá z listu do apikálního 

meristému stonku, kde se společně s FDL váže do VRN1 (Corbesier et al, 2007; 

L i et Dubcovsky, 2008). 

Geny VRN1 se nachází na dlouhém rameni chromozomů 5A, 5B a 5D (Snape et al., 

2001). Translokací 290 kb velkého regionu z dlouhého ramene chromozomu 5A nesoucího 

recesivní alelu vrn-Al na krátké rameno chromozomu 5D, vznikl čtvrtý gen vernalizační dráhy 

VRN-D4 (Kippes etal, 2015). Kromě jeho translokace, došlo také k jednonukleotidové mutaci, 

která změnila typ alely z recesivní na dominantní (Kippes et al., 2015). Gen VRN-D4 byl 

objeven a vyskytuje se výhradně u jarních odrůd pšenice v jižní Asii (Kippes et al., 2015). 

3.2.1.2 MADS-box transkripční faktory 

Jak již bylo zmíněno, VRN1 patří do rodiny MADS-box transkripční ch faktorů, přesněji 

do typu II, označovaných také j ako MIKC-typy (Muenster etal, 1997; Yan etal, 2003). M I K C 

je pořadí čtyř domén, které tyto transkripční faktory obsahují - MADS-box, I (invertovaná), 

K (keratin-like) a C-terminální doména (Obrázek 3; Kaufmann et al, 2005). Tyto transkripční 

faktory se váží do specifické sekvence D N A jako homo/heterodimery nebo multimery 

(Kaufmann et al, 2005). D N A vazebná MADS-box doména obsahuje velice konzervativní 

sekvenci. Poprvé byla objevená u genů MINICHROMOSOME MAINTENANCE FACTOR 1 

(MCM1), AGAMOUS (AG), DEFICIENS (DEF) a SERUM RESPONSE FACTOR (SRF), po 

kterých nese svůj název (Schwarz-Sommer et al, 1990). Specifickou vazbu k D N A zajišťuje 

N-terminální konec MADS-box domény. C-terminální konec má zase svou úlohy v dimerizaci 

proteinu (Treisman, 1995). Po MADS-box doméně následuje I doména, která hraje roli ve 

specificitě protein-protein interakce (Kaufmann et al, 2005). Následuje K doména, která je 

rovněž jako MADS-box doména velice konzervativní a nejčastěji je kódovaná třemi exony 

(Kaufmann etal, 2005; Gramzow et Theißen, 2015). Dá se dále dělit do tří subdomén K l , K2 

a K3 a každá z těchto subdomén iniciuje interakci protein-protein mezi MADS-box 

transkripčními faktory (Kaufmann et al, 2005). Kromě dimerizační funkce, se C-terminální 

část K domény také podílí také na tvorbě tetramerů nebo dalších multimerů (Kaufmann et al, 

2005; Melzer et Theißen, 2009). Na konci těchto transkripční ch faktorů se nachází nejméně 
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konzervovaná část - C-terminální doména. Ta se taktéž může podílet na tvorbě dimerů 

a multimerů a transkripční aktivaci (Kaufmann et al., 2005). 

V rámci této diplomové práce bylo pracováno s mutantními liniemi, u kterých došlo 

vinou předčasných stop kodonů ke změnám v proteinových doménách (Obrázek 3). Tyto linie 

budou popsány podrobněji dále v této práci. 

VRN-A1 244 

V R N - A 1 0 3 0 9 1 169 

V R N - A 1 1 6 1 7 1 91 

Obrázek 3: Obecné schéma MADS box transkripčního faktoru VRN-A1 a jeho mutantní 
formy studované v této diplomové práci. VRN-A1 patří mezi M A D S box transkripční faktory, 
které mají čtyři domény. M A D S box doména se podílí na vazbě k DNA, I doména se podílí na 
protein-protein interakci, K doména je určena také k protein-protein interakci a k tvorbě 
dimerů/multimerů. C-terminální doména má funkci dimerizační a transkripčně aktivační. 
Předčasný stop kodon u Vrn-Aloso9 způsobil ztrátu C-terminální domény a malé části 
K domény. U Vrn-Alm7 došlo k ztrátě C-terminální domény a téměř celé K domény. 
(Kaufmann et al., 2005; EnsemblPlants). 

3.2.1.3 Gen VRN2 

Gen VRN2 je represorem kvetení, jehož protein má motiv zinkového prstu a CCT 

doménu (Yan et al., 2004b). CCT doména je zkratka genů A. thaliana CONSTANS, 

CONSTANS-like a TIMING OF CAB1, kde byla tato doména poprvé nalezena (Strayer et al, 

2000). Homoelogy VRN-B2 a VRN-D2 se nacházejí na chromozomech 4B a 4D (Tan et Yan, 

2016). Naproti tomu VRN-A2 se nachází na dlouhém rameni chromozomu 5A, kde byl 

translokován z dlouhého ramene chromozomu 4A (Dubcovsky et al., 1998). Ozimé odrůdy 

pšenice disponují dominantní alelou Vrn2 alespoň v jednom ze tří homeologů (Yane/a/., 

2004b). Dominantní alela Vrn2 chrání rostlinu před brzkým kvetením během zimy a před 

ukončenou vernalizací (Takahashi et Yasuda, 1971). Shaw etal. (2020) v nedávné studii ukázal, 

že Vrn2 je během dlouhých dní před naplněnou vernalizací (tedy během podzimu) indukován 

genem fotoperiodické dráhy PPD1. Aktivní alely Vrn2 pak inhibují aktivátor kvetení VRN3, 

čímž brání rostlině vykvést (Hemming et al., 2008). Před vernalizací je VRN2 aktivován za 
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pomoci PPD1 (Shaw et al, 2020). Během vernalizace dochází ke snižování exprese VRN2 

a zároveň ke zvýšení exprese VRN1. Yan et al. (2004b) toto demonstroval pomocí R N A 

interference genu VRN2, kdy jeho inhibice vedla ke zvýšené expresi VRN1 a zároveň ke snížené 

potřebě vernalizace. V případě ukončené vernalizace je gen VRN2 inhibován hlavním genem 

vernalizační dráhy VRN1 (Trevaskis et al., 2006; Hemming etal, 2008). Recesivní alely vrn2 

jsou přítomny u jarních typů pšenice a jsou výsledkem bodových mutací v kódující oblasti 

dominantní alely Vrn2 (označované vrn2a) nebo její úplnou delecí (označovanou vrn2b; 

Yan etal., 2004b). Dlouhé dny těchto u „nefunkčních" alel indukují expresi VRN3 a aktivují 

kvetení bez potřeby vernalizace (Yan et al., 2006; Hemming et al., 2008). 

3.2.1.4 Gen VRN3 (FT1) 

Gen VRN3 kóduje mobilní protein, který se transportuje z listu do apikálního meristému, 

kde iniciuje kvetení. Tento protein se podobá proteinu FLOWERTNG LOCUS T (FT) 

u A. thaliana, a proto je označován také jako FT1 (Yan et al., 2006). Lv et al. (2014) 

demonstroval důležitou úlohu VRN3 v indukci kvetení ve svém experimentu, kdy pomocí R N A 

interference umlčel VRN3, což vedlo k opožděnému kvetení o 2 až 4 týdny. Exprese VRN3 je 

modulována především třemi geny podílejících se na kvetení - VRN1, VRN2 a PPD1. VRN2 

působí v listech jako jeho represor, VRN1 a PPD1 ho naproti tomu aktivují (Hemming et al, 

2008; Turner et al., 2005; Distelfeld et al., 2009). VRN3 je exprimován pouze v listech po 

aktivaci geny VRN1 aPPDl při dlouhých dnech (Hemming et al., 2008; Pearce et al., 2013). 

Mobilní protein VRN3 se pak dále přesouvá do apikálního meristému, kde se v komplexu 

s transkripčním faktorem F L D váže do promotoru VRN1, čímž ho aktivuje (Corbesier et al, 

2007; L i et Dubcovsky, 2008; Distelfeld et al, 2009). Jak tomu bylo i u předchozích dvou genů 

vernalizační dráhy, také alely VRN3 určují ozimé a jarní odrůdy pšenice. Ozimé odrůdy nesou 

recesivní alely vrn3, ze kterých se inzercemi v promotoru vyvinuly jarní dominantní alely Vrn3 

(Yan etal, 2006). Kromě toho, že je VRN3 aktivátorem kvetení, Sakuma a Schnurbusch (2020) 

pozorovali také j eho vliv na počet a vývoj klasů. Chen et al. (2022) obj evili j ednonukleotidovou 

deleci guaninu ve třetím exonu genu VRN-D3, která měla za následek opožděné kvetení 

a zároveň zvýšený počet klasů. 

3.2.2 Fotoperiodická dráha 

Fotoperiodická dráha umožňuje rostlinám vnímat délku dne (fotoperiodu) a podle svých 

nároků na ni reagovat. Rýže nebo kukuřice kvetou nezávisle na délce dne a označují se jako 

krátkodenní rostliny. Dlouhodenní rostliny, jako pšenice nebo A thaliana, vyžadují pro iniciaci 
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kvetení působení dlouhých dnů (8-16 hodiny světla denně; Slafer e/Rawson, 1995). I přes to, 

že je pšenice dlouhodenní rostlina, některé odrůdy jsou k fotoperiodě necitlivé a mohou kvést 

i při krátkých dnech (Bloomfield et al., 2018). Tato citlivost vůči fotoperiodě je dána genem 

PPD1, jinak známý jako PSEUDORESPONSE REGULÁTOR 37 (PRR37; Beales etal., 2007). 

Recesivní alely (označovány koncovkou b, napr. ppd-Alb) zajišťují senzitivitu vůči délce dne, 

necitlivost je pak dána přítomností dominantní alely Ppd-Dla (dominantní alely jsou 

označovány koncovkou a; Mclntosh etal., 2007). Regulace kvetení fotoperiodickou dráhou má 

větší význam u jarních odrůd pšenice, které nevyžadují vernalizaci, a tak je jejich načasování 

kvetení převážně závislé na fotoperiodické dráze. Ozimé odrůdy jsou vnímavé k délce dne po 

ukončení vernalizace (Levy e/Peterson, 1972; Davidson et al., 1985). Dalšími geny, ale již ne 

tak významnými, které jsou součástí fotoperiodické dráhy, jsou PRR73, lokalizovaný na 

chromozomu 4A(Zhang etal., 2016) aPPD-B2 nacházející se na chromozom 7B (Khlestkina 

etal. 2009). Oba dva geny jsou asociovány s raně kvetoucími odrůdami pšenice a jsou také 

spojeny s dalšími fenotypovými znaky jako výška rostliny nebo zvýšené množství proteinů 

v zrnech (Zhang et al., 2016; Khlestkina et al. 2009). Důležitou úlohy při vnímání světla 

rostlinou hrají také fytochromy a cirkadiální hodiny, které se také podílejí na regulaci 

fotoperiodické dráhy. 

3.2.2.1 Fytochromy a cirkadiální hodiny 

Rostliny využívají speciální fotoreceptory nazývané fytochromy, aby přizpůsobily svůj 

růst a vývoj světelným podmínkám (Rockwell et al., 2006; Chen et al., 2014). Tyto dimerické 

proteiny, jejichž funkcí je detekovat červené světlo a okolní teplotu (Jung et al., 2016) se 

v rostlině nacházejí ve dvou formách - inaktivní formě Pr a aktivní formě Pfr. Inaktivní forma 

Pr se po vystavení rostliny červenému světlu, tedy během dne, mění na aktivní formu Pfr, která 

se translokuje do jádra, kde transkripčně reguluje dráhy ovlivňující kvetení. Ve tmě je aktivní 

forma Pfr opět převedena na neaktivní Pr (Quail, 2002; Nagatani, 2004). Hlavními fytochromy, 

které u pšenice interagují sPPDl jsou PHYTOCHROMEC (PHYC) aPHYTOCHROME B 

(PHYB). Fytochromy regulují PPD1 přes EARLY FLOWERING 3 (ELF3), který je součástí 

cirkadiálních hodin, přesněji tzv. večerního komplexu (Turner etal., 2013; Alvarez et al., 2016). 

Podle studie Alvarez et al. (2023) je ELF3 přímím represorem PPD1, ale také VRN2 a hraje 

podstatnou roli v regulaci kvetení skrze PPD1 a fytochromy. 

Na fotoperiodické dráze pšenice se podílejí také cirkadiální hodiny, jejímž hlavním 

genem je CONSTANS (CO), přesněji jeho dva homology COl a C02 (Higgins et al., 2010). 

CO hraje u A. thaliana zásadní roli v cirkadiální ch hodinách, kde indukuje kvetení při dlouhých 
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dnech, tzv. CO-dependentní dráha (Putterill et al, 1995; Suarez-Lopez et al, 2001). Nicméně 

u pšenice v přítomnosti funkčních alel PPD1, figurují COl a C02 pouze jako velmi slabé 

represory kvetení, kdy jsou propojeny s vernalizační drahou jako induktory VRN2. COl a C02 

indukují kvetení přes aktivaci VRN3 pouze v rostlinách s nefunkčním genem PPD1. CO-

dependentní dráha má tak u pšenice jen malý efekt na regulaci kvetení oproti A. thaliana 

(Shaw et al, 2020). GIGANTEA (GI) je dalším genem, který je součástí cirkadiálních hodin. 

L i et al. (2024) ve své studii demonstrovala účinek G/jako pozitivního regulátoru VRN3 

a negativního COl a C02. Přestože u A. thaliana mají cirkadiální hodiny, především tedy CO, 

zásadní vliv na regulaci kvetení pomocí vnímání světla (Putterill et al, 1995; Suarez-Lopez 

et al., 2001), u pšenice jejich role není tak zásadní (Faure et al., 2012). 

3.2.2.2 Gen PPD1 

Geny PPD1 se nacházejí na krátkém rameni chromozomů 2A, 2B a 2D (Scarth et Law, 

1984) a patří do rodiny pseudo-responzivních regulátorů (Beales et al, 2007). Pseudo-

responzivní regulátory jsou skupinou proteinů, obsahující CCT doménu, které modulují 

oscilující procesy v rámci rostlin jako např. cirkadiální hodiny. U ozimých odrůd po dokončené 

vernalizaci je PPD1 aktivován dlouhou fotoperiodou na jaře a v létě, zatímco u jarních odrůd 

je PPD1 aktivní nezávisle na fotoperiodě. PPD1 aktivuje gen VRN3 v listu, jehož mobilní 

protein je transportován do apikálního meristému, kde iniciuje kvetení aktivací VRN1 

(Corbesier et al, 2007; L i et Dubcovsky, 2008). Studie Shaw et al. (2020) ukázala, že PPD1 

hraje důležitou roli také v regulaci VRN2. Ozimé odrůdy vysazené na podzim jsou před zimou 

vystaveny dlouhým dnům, kdy v tomto případě ale PPD1 neaktivuje VRN3, ale naopak aktivuje 

represor kvetení VRN2, který je inhibován až na jaře po dokončené vernalizaci. 

Jak již bylo zmíněno, PPD1 alely můžeme rozdělit na sensitivní (recesivní) 

a nesensitivní (dominantní) vůči fotoperiodě (Mclntosh et al, 2007). Alely sensitivní (ppd-lb) 

musí být světelně aktivovány pomocí fytochromů PHYC a PHYB, které inaktivují negativní 

efekt ELF3 na PPD1 (Turner et al, 2013; Alvarez etal, 2016). Dominantní alely (Ppd-lb), 

které jsou necitlivé k fotoperiodě, jsou exprimovány nezávisle na délce dne a vznikly jako 

výsledek mutací recesivních alel (Wilhelm et al, 2009; Beales et al, 2007; Díaz et al, 2012) 

3.2.3 Geny ranosti per se 

Appendino a Slafer (2003) definují účinek EPS genů jako čas potřebný k metání 

po naplnění vernalizačního a fotoperiodického nároku. I přes to, že má rostlina stejnou 

konstituci VRN a PPD genů, dochází k rozdílům v době kvetení a tyto rozdíly j sou přisuzovány 
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právě EPS genům (Lauri et ah, 2004). Zikhali a Griffiths (2015) ve své práci popisují VRN, 

PPD a EPS geny jako šrouby světelného mikroskopu - geny vernalizační a fotoperiodické 

dráhy jako makrošroub a EPS geny jako šroub zaostřovací. Pro svůj malý efekt je těžké tyto 

geny identifikovat jinak, než pouze jako QTL (Miura et cti., 1999). U hexaploidní pšenice byl 

EPS lókus identifikován na dlouhém rameni chromozomu ID a j ako kandidátní gen byl kromě 

MOLYBDENŮM TRANSPORTÉR 1 (MOT1) a FILAMENTA TI ON TEMPERATURE 

SENSITIVE H (FtsH4) jako u diploidní pšenice, navrhnut ještě ELF3 (Faricelli et dl. 2010; 

Zikhali et ah, 2014). Dříve byly EPS geny považovány jako nezávislé na okolním prostředí, 

toto tvrzení se ale postupně vyvrací (Bullrich et ah, 2002; Gawroňski et ah, 2014). Závislost 

EPS genů na prostředí, tak v budoucnu může pomoct šlechtitelům k zvýšení výnosů pšenice 

(Zikhali et Griffiths, 2015). 

3.3 TILLING (Targeting Induced Local Lesion IN Genomes) 

Jednou z nejjednodušších cest, jak objasnit funkci genu je přístup přímé genetiky, který 

je založen na spojení fenotypu s mutací v genu. Opačným přístupem je reverzní genetika, kdy 

je nejdříve nalezena mutace a ta je až následně přiřazena k fenotypu. K účelu studia funkce 

genů byly během let vytvořeny mutantní linie s mutacemi ve studovaných genech (Kurowska 

et ah, 2011). Jedním z přístupů, jak tyto linie vytvořit je TILLING, který může být použit jak 

k přímé, tak i k reverzní genetice (Szarejko et ah, 2016; Szurman-Zubrzycka et ah, 2023). 

TILLING byl poprvé použit McCallumem et ah (2000a, 2000b) u A. thaliana jako alternativa 

kinzerční mutagenezi. Kormě využití ve funkční genomice, se TILLING platforma stala 

užitečným pomocníkem ve šlechti tel ství, kde nahradila transgenní přístup (Kurowska et ah, 

2011). 

Jednou z mnoha výhod TILLING je možnost aplikace na jakýkoli rostlinný druh 

nezávisle na velikosti genomu, ploidii nebo způsobu rozmnožování (Kurowska et ah, 2011). 

K vytvoření funkční platformy je potřeba menší množství rostlin (ve srovnání s jinými 

platformami) ajakmile dojde kjejímu vytvoření, je tato platforma dlouhotrvající, tzn., že 

jakmile je vytvořena, může být ve formě semínek udržována po jakkoli dlouhou dobu 

(Szurman-Zubrzycka et ah, 2023). Nevýhodou inzerční mutageneze je tvorba především 

knock-out mutací, zatímco u TILLLING je za použití chemických mutagenů vytvořeno celé 

spektrum mutací, které mohou vytvořit nové alely o různých „silách". To je velkou výhodou 

u genů, jejichž úplné umlčení (jako u inzerční mutageneze) by pro rostlinu mohlo být letální 

(Kurowska et ah, 2011; Szurman-Zubrzycka etah, 2023). Poslední výhodou je, že při TILLING 
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přístupu nevznikají G M (geneticky modifikované) rostliny, jejichž způsob nakládání 

jev mnoha zemích, včetně E U , přísně regulováno (Kurowska etal., 2011; Szurman-Zubrzycka 

etal., 2023). 

Obrovskou nevýhodou TILLING populací jsou mutace na pozadí, které mohou mít vliv 

na funkci studovaného genu. K jejich odstranění je potřeba zpětného křížení s rodičem, kdy 

se po každém takovém křížení počet mutací na pozadí sníží o polovinu. Cílem zpětného křížení 

je vytvořit mutanta v homozygotním stavu s co nej menším počtem mutací na pozadí (Szurman-

Zubrzycka etal., 2023). Nové metody editace genomu jako CRISPR/Cas9, umožňují tvorbu 

mutací v zájmových genech bez vzniku mutací na pozadí a eliminují tak nutnost zpětného 

křížení (Irshad et al., 2020; Szurman-Zubrzycka etal., 2023). Další nevýhodou TILLING 

přístupu je velká časová náročnost přípravy platformy v homozygotním stavu (Kurowska et al, 

2011; Szurman-Zubrzycka etal, 2023). Prvním časově náročným krokem k vytvoření 

TILLING linií je mutageneze semen a přípravy M2 generace rostlin. Druhým krokem je 

identifikace vzniklých mutací, které mohou být spojeny s fenotypem. Nakonec je vytvořena 

databáze TILLING mutantů (Obrázek 4; Szurman-Zubrzycka et al, 2023). 

M, generace M 2 generace 

ANALÝZA 
NGS 

. DHLCP 
. HRM 
• LI-COR 

Obrázek 4: Schéma přípravy TILLING populací pšenice seté. Semena jsou v prvním kroku 
ošetřena chemickým mutagenem (nejčastěji EMS). Následně se semena množí až do M2 

generace, z které se odebírají vzorky pro izolaci DNA, které jsou pro zjednodušení a urychlení 
procesu poolovány. Po PCR oblastí našeho zájmů je provedena heteroduplex analýza (DHLPC, 
H R M , LI-COR) nebo sekvenování nové generace. Na základě výsledku je poté vytvořena 
databáze se všemi nalezenými mutacemi. Obrázek byl vytvořeno pomocí BioRender. 
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3.3.1 Tvorba TILLING populací 

Prvním krokem v rámci TILLING platformy je vytvoření dostatečně velké zmutované 

populace, k čemuž se využívají chemické nebo fyzikální mutageny. Platí, že čím nižší 

je frekvence mutací v rámci genomu, tím je potřeba větší populace (Szarejko et ah, 2016; 

Szurman-Zubrzycka et ah, 2023). Frekvence tvorby mutací se u jednotlivých TILLING 

populací liší v závislosti na použitém mutagenu, ale pohybuje se přibližně v rozpětí jedné 

mutace na 20 kb až 7 Mb (Till et ah, 2018). Genetický materiál použitý k mutagenezi jsou 

nejčastěji semena, která jsou vhodná pro svou snadnou manipulaci a aplikaci mutagenu. Stejně 

tak je možné mutagen aplikovat u semen kdykoli, tudíž není mutageneze závislá na vývojovém 

stádiu rostliny (Szurman-Zubrzycka et ah, 2023). Důležitým kritériem při přípravě TILLING 

populací je zvolená dávka mutagenu, protože příliš časté a velké mutace způsobené použitím 

vysoké dávky mohou vést k infertilitě a letalitě ošetřovaných semen. Naopak aplikací nízké 

dávky mutagenu se nemusí dosáhnout požadované frekvence mutací (Szarejko et ah, 2016). 

Za optimální dávku mutagenu je považována taková, která zpomalí růst u méně než 30 % rostlin 

(Maluszynski et ah 2009), i přes to se někdy mohou používat dávky vyšší (Martin et ah 2009). 

Nejčastěji používaným mutagenem je alkylační činidlo ethyl metansulfonát (EMS), který 

náhodně způsobuje bodové mutace záměnou G/A za C/T (Till et ah, 2003; Kurowska et ah, 

2011). Dalšími používanými chemickými mutageny jsou N-m ethyl-N-nitrosomočovina (MNU) 

a azid sodný (NaNO. Alkylační činidla mohou způsobovat nejen všechny typy bodových 

mutací, ale také větší chromozómové přestavby (Maluszynski et ah 2003). Cílem mutageneze 

je tak vytvořit nové alely v rámci genů, které ovlivní jeho fenotyp a toho využít při studiu 

funkce genu (Szarejko et ah, 2016). 

Po vystavení semen mutagenu, vzniká jejich naklíčením M i generace rostlin, které mají 

chimérickou povahu. Semeno je totiž tvořeno více buňkami a v každé z nich dochází k jiné 

mutaci. Dědičné mutace navíc vznikají pouze v buňkách zárodečné linie a k identifikaci 

dědičných mutací se tedy používají až rostliny M2 generace. Jestliže je identifikována mutace 

v homozygotním stavu, fenotypová analýza může být provedena již v M2 generaci. V opačném 

případě se homozygoti hledají v M3 generaci a fenotyp je zkoumán v následných generacích. 

Všechny bodové mutace, které vznikají jsou náhodné, takže je potřeba vždy brát v potaz, 

že daný fenotyp mohou ovlivňovat mutace na pozadí v j iných genech. K odstranění těchto 

mutací se využívá zpětného křížení, kdy je mutantní rostlina křížená s rodičem. (Szarejko etah, 

2016) 
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3.3.2 Metody identifikace mutací 

U každé rostliny M2 generace je potřeba identifikovat mutace v genech a zhodnotit, zdali 

se jedná o homozygota nebo heterozygota pro danou mutaci. Během let se metody identifikace 

mutací vyvíjely a dnes jsou založeny převážně na sekvenování nové generace (NGS). Jelikož 

jsou v M2 generaci stovky až tisíce rostlin, tak se pro identifikaci mutací využívá „poolování", 

které celý proces zjednoduší a urychlí (Szurman-Zubrzycka etal., 2023). 

První použitou metodou byla denaturující vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

(DHPLC; McCallum etal., 2000a; McCallum etal, 2000b). Princip této identifikační metody 

spočívá v P C R zájmových oblastí D N A M2 rostlin (pool), při které vznikají hetero 

a homoduplexy, které jsou analyzovány DHPLC. Heteroduplexy se v záznamu projeví jako 

další signál. V případě rostlin, u kterých jsou zaznamenány heteroduplexy, se jejich PCR 

produkty osekvenují, aby se byla mutace přesně identifikována a popsána (Szurman-Zubrzycka 

etal, 2023). Kromě DHPLC, i další metoda High-Resolution Melting (HRM) dokáže přímo 

identifikovat heteroduplexy (Gundry et al, 2003; Szurman-Zubrzycka et al, 2017). Tato 

metoda je založena na poklesu flourescence heteroduplexů v porovnání s homodupexy, která 

nastává při analýze teploty tání (Kurowska et al, 2011). Z DHPLC a H R M se postupně přešlo 

na metodu LI-COR (od firmy Lamba Instruments Corporation), která využívá endonukleázy 

štěpící heteroduplexy vmiste mutace. Naštěpené heteroduplexy jsou poté vizualizovány 

na polyakrylamidovém gelu (Colbert et al, 2001; Kurowska et al, 2011). Nejčastěji 

používanou endonukleázou je u rostlin CEL I z celeru (Gottwald et al, 2009). V dnešní době 

se k identifikaci mutací stále častěji využívá NGS, nejčastěji Illumina. Nevýhodou těchto metod 

je i přes stále klesající náklady jejich cena, pokud uvážíme množství rostlin, které musí být 

analyzovány. Z těchto důvodů se přistupuje pouze k sekvenování kódujících oblastí, 

tzv. „exome capture" (Szurman-Zubrzycka etal, 2023). Nejnovějším přístupem je metoda 

FIND-IT (Fast Identification of Nucleotide variants by droplet DigITal PCR), která celý proces 

identifikace mutací urychluje spojením „poolování" velkého množství vzorků a ddPCR 

(Knudsen et al, 2022). 

3.3.3 TILLING linie pšenice seté Cadenza 0309 a Cadenza 1617 

V rámci této diplomové práce byly použity dvě TILLING linie jarní odrůdy pšenice seté 

Cadenza (CAD), které byly vybrány v databázi Ensembl Plants. Jako mutagen k tvorbě těchto 

TILLING linií byl použit EMS. Použitá semena byly z M4 generace. 
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Obě tyto linie, označené C A D 0309 a C A D 1617, mají bodovou mutaci v genu VRN-Ala, 

která způsobuje předčasný stop kodon (Obrázek 4). C A D 0309 má mutaci v exonu 6, kdy došlo 

k záměně C za T, což má za následek zkrácení VRN-A1 proteinu z 244 aminokyselin na 169. 

U C A D 1617 došlo k záměně G za A v exonu 3 a zkrácení proteinu na 91 aminokyselin. 

Mutantní proteiny u obou TILLING linií, tak přišly o C-terminální doménu, jejíž funkcí je 

tvorba dimerů/multimerů a transkripční aktivace (Kaufmann et al., 2005). Zároveň C A D 0309 

přišla o část a C A D 1617 o téměř celou K doménu podílející se na protein-protein interakci 

a dimerizaci (Kaufmann et al., 2005). 

Obrázek 5: Jednonukleotidové mutace v genu VRN-A1 u TILLING linií CAD 0309 
a CAD 1617. C A D 1617 má SNP v exonu 3, kde došlo ke změně z G na A za vzniku 
předčasného stop kodonu TGA. U C A D 0309 došlo k mutaci v exonu 6 (C za T) za vzniku 
předčasného stop kodonu TAG. 
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Biologický materiál 

V rámci diplomové práce bylo pracováno s třemi liniemi pšenice seté, kultivar Cadenza. 

Jednalo se owild-type (CAD 0000) a o dvě mutované linie nesoucí předčasný stop kodon 

v genu VRN-Ala (CAD 1617 a C A D 0309). Mutant C A D 0309 nese jednonukleotidovou 

mutaci v exonu 6 (CAG -> TAG). Mutant C A D 1617 má SNP v exonu 3 (TGG -> TGA). 

Mutantní linie jsou podrobně popsány v kapitole 3.3.3 TILLING linie pšenice seté 

Cadenza 0309 a Cadenza 1617. 

Rostliny byly naklíčený na Petriho misce s vlhkou buničinou a filtračním papírem a na 

7 dní uloženy v 6 °C ve tmě k synchronizaci klíčení. Poté byla semena přenesena do fytotronu, 

kde po vyklíčení byla přesazena do jifů se zahradnickým substrátem a po přibližně 7 dnech do 

květináčů (15x15 cm) a ošetřena travním hnojivem. Všechny rostliny v rámci diplomové práce 

byly dále pěstovány ve fytotronu v kontrolovaných podmínkách, které jsou uvedeny 

v Tabulce 1. 

Tabulka 1: Kontrolované podmínky pěstování pšenice ve fytotronu 

Den Noc 

Režim 16 hod 8 hod 

Teplota 20 °C 16 °C 

Vlhkost 60% 60% 

4.2 Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

4.2.1 Použité chemikálie 

• Agaróza (Top-Bio, kat. č. P045) 

• Bromfenolová modř (Sigma-Aldrich, kat. č. B0126) 

• BseNI (Thermo Fisher, kat. č. ER0881) 

• Buffer B (Thermo Fisher, kat. č. BB5) 

• Deionizovaná voda 

• Deoxyribonukleotidy (Sigma-Aldrich, kat. č. DNTP100-1KT) 

• EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctová) (Sigma-Aldrich, kat. č. E5134) 

• Ethidium bromid (Top-Bio, kat. č. P047) 

• Ethylalkohol pro U V spektroskopii 
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• Ethylalkohol pro U V Spektroskopii (Lach:ner, kat. č. 20025-A99-M1000-1) 

• Exonuclease I (Thermo Fisher, kat. č. EN0581) 

• FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher, kat. č. EF0654) 

• Glycerol (Sigma-Aldrich, kat. č. G5516) 

• Kyselina boritá (Sigma-Aldrich, kat. č. B7660-500G) 

• Marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus D N A Ladder (Thermo Fisher, 

kat. č. SM1331) 

• Marker molekulové hmotnosti GeneRuler lOObp Plus D N A Ladder (Thermo Fisher, 

kat. č. SM0321) 

• PCR Blue Buffer (TopBio, kat. č. T058) 

• rCutSmart Buffer (BioLabs, kat. č. B6004S) 

• ROTI® Nucleic Acid-free extra (Roth, kat. č. 1312.4) 

• Taq D N A polymeráza (TopBio, kat. č. T032) 

• Tekutý dusík 

• Tris (Sigma-Aldrich, kat. č. TI503) 

• Xbal (BioLabs, kat. č. R0145S) 

• Xylenecyanol (Sigma-Aldrich, kat. č. X4126) 

4.2.2 Použité soupravy 

• HOT FIREPol® D N A Polymerase (Solis Biodne, kat. č. 01-02-00500) 

• NucleoSpin® Plant II kit (Macherey-Nagel, kat. č. 740770) 

• PrimeSTAR® G X L D N A Polymerase (Takara Bio, kat. č. R050A) 

• qPCR 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, kat. č. P553) 

• Qubit™ I X dsDNAHigh Sensitivity (HS) (Thermo Fisher, kat. č. Q33230) 

• Quick-RNA® MiniPrep (Zymo Research, kat. č. R1055) 

• RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher, kat. č. K1621) 

• BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu (Applied Biosystems™, 

kat. č. 4337455) 

4.2.3 Použité roztoky a jejich příprava 

• 5x TBE pufir: 54 g Tris + 27,5 g kyseliny borité + 20 ml 0,5 moll-1 EDTA (pH 8), 

doplnit destilovanou vodou do objemu 1 000 ml. 
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• 6x STOP C (10 ml): 2 ml 0,5 mol 1-1 EDTA + 5 mg bromfenolové modři, 5 mg 

xylenecyanolu a 4,3 ml 99,9% glycerolu, doplnit destilovanou vodou do 10 ml. 

• Pracovní roztok ethidium bromidu (1 000 ml): 50 mg ethidium bromidu + 100 ml 

deionizované vody, doplnit na 1 000 ml 

4.3 Seznam použitých přístrojů, zařízení a programů 

• C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad) 

• C1000 Touch Thermal Cycler CFX96TM Real-Time Systém (Bio-Rad) 

• C F X Maestro 2.0 software (Bio-Rad) 

• Digitální předvážky (Shinko Denshi) 

• Geneious Prime (Dotmatics) 

• Homogenizátor MM301 (Retsch) 

• Horizontální elektroforetická komora se zdrojem napětí (Bio-Tech) 

• Chlazená mikrocentrifuga Fresco 17 (Thermo Scientific) 

• Laminární box (Thermo Electon Industrie SAS) 

• Mikrovlnná trouba (Daewoo) 

• MS Excel (Microsoft) 

• myFuge minicentrifuga (Benchmark) 

• NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer, program ND-1000 V3.8.1 

(Thermo Fisher Scientific) 

• Qubit 4 fluórometr (Thermo Fisher) 

• Růstová komora (fytotron; Weiss Gallenkamp) 

• Sekvenátor A B I 3730x1 D N A analyzer (Applied Biosystems) 

• Sekvenátor Illumina NovaSeq (Illumina) 

• Třepačka Reax Top (Heidolph) 

• Vodní lázeň (Julabo, TW8) 
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4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

4.4.1 Izolace DNA 

K izolaci D N A byly odebrány listy do zkumavky se skleněnou kuličkou, které byly 

zmraženy tekutým dusíkem a homogenizovaný pomocí homogenizátoru MM301 (Retsch) po 

dobu 2,5 minuty s frekvencí 30 Hz. Samotná izolace byla provedena kitem NucleoSpin® Plant 

II kit (Macherey-Nagel) podle návodu výrobce. Koncentrace získané D N A byla změřena na 

NanoDropu One Microvolume UV-Vis a poté uchovávána při -20 °C. 

4.4.2 Sekvenování VRN1 genu 

Sekvenování mutantů C A D 0309, C A D 1716 a wild-typu byla provedena za účelem 

ověření přítomnosti dané mutace a zároveň k vyloučení dalších mutací v genu, které by mohly 

zkreslovat výsledky. Část genu až po exon 7 (~ 11 kb) byl sekvenován pomocí sekvenování 

nové generace Illumina a zbytek genu (~ 0,7 kb), včetně exonu 8, pomocí Sangerova 

sekvenování. 

4.4.2.1 Illumina sekvenování 

Amplifikace (PCR) 

Část genu VRN1 po exon 7 byl amplifikovány pomocí PrimeSTAR® G X L D N A 

polymerázy (Takara Bio) vCIOOO Touch Thermal cycleru (Bio-Rad) s hlubokými jamkami. 

Složení reakce, primery a teplotní průběh reakce j sou v Tabulkách 2, 3 a 4. Primery byly použity 

univerzální na všechny tři alely genu VRN1. Velikost výsledného produktu j e přibližně 11 kb. 

Tabulka 2: Složení reakční směsi pro amplifikaci genu VRN1 po exon 7 

Složka reakční směsi Objem na 1 reakci [ul] 

5X PrimeSTAR G X L pufr 10 

dNTPs; 2,5 mmol l " 1 4 

Forward primer; 10 mmol l " 1 1 

Reverse primer; 10 mmol l " 1 1 

Templát D N A 100-150 ng 

PrimeSTAR® G X L D N A polymeráza, 1,25 U/ul 1 

Deionizovaná voda doplnit do 50 

Celkový objem 50 
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Tabulka 3: Sekvence primerů použitých k a amplifikaci genu VRN1 po exon 7 

Gen Sekvence (5>3') Produkt Literatura 

V R N 1 F G C T G A A G C G G A T C G A G A A C A A G A T C A 
11 kb 

Strejčkova 

V R N 1 R C T G C A A G G A A C A A C C C G A C C A A T T C A A A A G 
11 kb 

et a!., 2021 

Tabulka 4: Teplotní podmínky k amplifikaci genu VRN1 po exon 7 

Teplota [°C] Cas Opakování 

98 10 s 
30 

68 10 min 

Elektroforetická separace PCR produktů 

Přítomnost produktu byla ověřena elektroforetickou separací v 0,8% agarózovém gelu 

v0 ,5X TBE pufru. Vzorek byl smíchán s 6x STOP C a jako velikostní marker byl použit 

GeneRuler 1 kb Plus D N A Ladder (Thermo Fisher). Gel byl po separaci obarven 

v ethidiumbromidu a vizualizován na U V transiluminátoru InGenius LITR (Syngene). 

Koncentrace produktu byla změřena na Qubitu 4 fluorometru (Thermo Fisher). 

Sekvenování a vyhodnocení sekvenčních dat 

Sekvenování bylo provedeno paní laborantkou Helenou Tvrdíkovou a Kateřinou 

Holušovou, PhD., na přístroji Illumina NovaSeq (Illumina). Sekvenační data byla zpracována 

pomocí GeneiousPrime (Dotmatics). 

4.4.2.2 Sangerovo sekvenování 

Amplifikace (PCR) 

K amplifikaci genu VRN1 od intronu 7 byla použita HOTFIRE® polymeráza a Cl000 

Touch Thermal cycler (Bio-Rad). Amplifikovaly se všechny tři alely genu VRN1 třemi páry 

primerů. Jako forward primer pro amplifikaci alely VRN-D1 byl použit forward primer pro 

amplifikaci alely VRN-B1. Složení reakce, použité primery a teplotní průběh amplifikace je 

v Tabulkách 5, 6 a 7. 
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Tabulka 5: Složení reakční směsi k amplifikaci genu VRN1 od intronu 7 

Složka reakční směsi Objem na 1 reakci [ul] 

10X pufrBl 1,50 

MgCh, 2,5mmol l " 1 1,05 

dNTPs; 2 mmolT 1 1,50 

Forwad primer; lOOmmol T 1 0,04 

Reverse primer; 100 mmol l " 1 0,04 

Templát D N A 10-20 ng 

HOTFIREPol® D N A polymeráza; 5U/ul 1,00 

Deionizovaná voda doplnit do 15,00 

Celkový objem 15,00 

Tabulka 6: Sekvence primerů a jejich podmínky pro amplifikaci genu VRN1 od intronu 7 

Teplota 

nasedání 
Gen Primery Sekvence (5'—>3') 

a velikost 

produktu 

Literatura 

VRN-A1 
VRNAlex8 F C A A A C T C A G C C T C A A A C C A G C 64,5 °C Strejčkova 

VRN-A1 
VRNAlex8_ R A A A C A A C A C C C A G T A G A G A C G G 639 bp et a!., 2021 

VRN-B1 
VRNBlex8 F A C T C A G C C T C A A A C A A G C T C T 64,5 °C Strejčkova 

VRN-B1 
VRNBlex8 R A T T C A C A T A A A C A A C A C C C G C T C 629 bp et a!., 2021 

VRN-D1 
VRNBlex8 F A C T C A G C C T C A A A C A A G C T C T 64,5 °C Strejčkova 

VRN-D1 
VRNDlex8 R A C A T C C C A C T A G A G A C G G G T A T 617 bp et a!., 2021 

Tabulka 7: Teplotní průběh amplifikace genu VRN1 od intronu 7 

Proces Teplota [°C] Cas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 15 min 1 

Denaturace 95 30 s 

Nasedání primerů podle primerů 30s 34 

Elongace 72 1 kb/min 

Závěrečná elongace 72 5 min 1 
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Elektroforetická separace PCR produktů 

K separaci a vizualizaci produktů byla použita elektroforetická separace v 1,5% 

agarózovém gelu. Vzorek byl smíchán s 6x STOP C a jako marker molekulové hmotnosti byl 

použit GeneRuler 100 bp Plus D N A Ladder (Thermo Fisher). Gel byl po obarvení 

v ethidiumbromidu vizualizován na U V transiluminátoru InGenius LITR (Syngene). 

Koncentrace produktů byla změřena na Qubitu 4 fluorometru (Thermo Fisher). 

Purifikace PCR produktů 

K enzymatickému přečištění PCR produktů byly použity enzymy FastAP 

Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher) a Exonuclease I (Thermo Fisher). 

Složení reakční směsi a teplotní průběh reakce je v Tabulkách 8 a 9. 

Tabulka 8: Složení reakční směsi k přečištění PCR produktů před sekvenační reakcí 

Složka reakční směsi Objem na 1 reakci [ul] 

PCR produkt 1-4 ul 

Exonukleáza I; 20 U/ul 0,05 

FastAP, 1 U/ul 0,50 

I X pufr 1 doplnit do 7,00 

Celkový objem 7,00 

Tabulka 9: Teplotní průběh reakce k přečištění PCR produktů před sekvenační reakcí 

Teplota [°C] Čäš 

37 30 min 

95 5 min 

Sekvenační reakce 

K sekvenační reakci byl použit komerčně dostupný kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing kitu (Applied Biosystems™) a C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad). Složení 

rekční směsi a teplotní průběh reakce jsou v Tabulkách 10 a 11. Primery byly použity stejné 

jako pro amplifikaci genu VRN1 od intronu 7 (Tabulka 6). 
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Tabulka 10: Složení sekvenační reakce k sekvenování genu VRN1 od intronu 7 

Složka reakční směsi Objem na 1 reakci [ul] 

5X sekvenační pufr 1,5 

BigDye 0,5 

Primer; 10 mmol l " 1 1,0 

Purifikovaný PCR produkt 5-20 ng (2,0-3,5 ul) 

Deionizovaná voda doplnit do 10,0 

Celkový objem 10,0 

Tabulka 11: Teplotní průběh sekvenační reakce k sekvenování genu VRN1 od intronu 7 

Teplota [°C] Cas Počet cyklů 

98 5 min 1 

96 10 s 

50 5 s 60 

60 4 min 

Sekvenování a vyhodnocení sekvenačních dat 

Samotné sekvenování bylo provedeno paní laborantkou Ing. Marií Seifertovou. 

Sekvenační data byla zpracována pomocí programu GeneiousPrime (Dotmatics). 

4.4.3 Zpětné křížení mutantů 

Ke křížení byli použiti mutanti C A D 0309 a C A D 1617 M4 generace, kteří byli křížení 

s wild-typem C A D 0000 k zafixování dané mutace a zároveň k odstranění mutací na pozadí. 

Část klasů vzniklých kříženců byla samosprášena a další část použita ke křížení s C A D 0000. 

Prvním krokem křížení je kasírování klasů (Obrázek 6). Klas vhodný ke kasírování je 

přibližně ze dvou třetin až tří čtvrtin vysunut z obalu. Z klasu jsou odstraněny nej menší spodní 

a horní klásky, které j sou opožděny ve vývoji, stejně tak jako prostřední květy u každého klásku. 

Zbylým kláskům jsou ustřiženy vršky obalů, díky čemuž lze z každého klásku odstranit tři 

nezralé tyčinky. Na takto vykastrované klasy jsou nasazeny papírové sáčky, aby se zabránilo 

opylení nežádoucím pylem. Zhruba po 3 až 6 dnech může být přistoupeno k druhému kroku 

křížení - opylení. K tomujsou použity zralé tyčinky, které obsahují pyl. Těmi jsou poklepávány 

zralé blizny ve vykastrovaných klasech. Po opylení je klas znovu uzavřen do papírového sáčku. 

Po týdnu je kontrolována tvorba semen, které jsou po dozrání sklizeny. 
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Obrázek 6: Vykastrovaný klas. Vykastrovaný klas je zbaven horních a spodních klásků 
a prostředních květů, které jsou opožděny ve vývoji. Dále jsou odstřiženy vršky obalů 
a odstraněny všechny tyčinky. Na takto vykastrované klasy jsou nasazeny papírové sáčky 
k zabránění opylení nežádoucím pylem. 

4.4.4 Fenotypová analýza rostlin 

Jako sledovaný fenotyp byla vybrána doba metání, kteráje definována jako časový úsek 

od vysazení rostliny po vysunutí právě poloviny prvního klasu z listu (fáze 55 podle Zadoksovy 

stupnice; Zadoks et ah, 1974). Doba metání u jednotlivých skupin rostlin byla statisticky 

vyhodnocena v Excelu (Microsoft) A N O V A analýzou s post hoc Tukeovým testem. 

4.4.5 Genotypování mutantů 

U vzniklých kříženců F2 generace bylo potřeba rozlišit přítomnost wild-type a mutantní 

alely Vrn-AlaomlVrn-Alaien. Přestože s mutantem C A D 1617 se z důvodu neúspěšného 

křížení dále nepokračovalo, genotypování bylo navrhnuto i pro něho. Prvním krokem 

genotypování byla amplifikace exonu 6 u C A D 0309 a exonu 3 u C A D 1617. Poté následovalo 

sekvenování nebo enzymatické štěpení v místě SNP, které rozlišilo mutantní alelu od wild-type 

alely. 

Návrh primerů 

Sekvence genu VRN1 pro návrh primerů byla převzata z EnsemblPlants 

(https://plants.ensembl.org/index.html). Příměry byly navrženy v GeneiousPrime (Dotmatics) 

pomoci programu Primer3. Pro identifikaci Vrn-Alao309 alely byly příměry navrženy na exon 6 

genu VRN-A1 a pro alelu Vrn-Alaien na exon 3. Pro oba mutanty bylo navrženo více páru 

primerů a z nich byl poté vybrán ten nejvhodnější, který byl použit pro genotypování. 
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Amplifikace exonů 3 a 6 genu VRN-A1 

K amplifikaci exonů 3 a 6 byla použita Taq D N A polymeráza (TopBio) s PCR Blue 

Buffer (TopBio). K amplifikaci byl použit C1000 Touch Thermal cycler (Bio-Rad). Složení 

reakční směsi, použité primery a teplotní průběh reakce je v Tabulkách 12-14. 

Tabulka 12: Složení reakční směsi k amplifikaci exonů 3 a 6 genu VRN-A1 

Složka reakční směsi Objem na 1 reakci [ul] 

10X PCR Blue Buffer 2,0 

dNTPs; 2 mmol l " 1 0,4 

Forward primer; 10 mmol l " 1 1,0 

Reverse primer; 10 mmol l " 1 1,0 

D N A templát 10-20 ng 

Deionizovaná voda doplnit do 20,0 

Celkový objem 20,0 

Tabulka 13: Seznam použitých primerů k rozlišení mutantních alel od wild-type alely 

Teplota 

nasedání 
Alela Primery Sekvence (5'—>3') 

a velikost 

produktu 

Vrn- CAD0309_gF4 C A G G G A A A C T G G T G T C A C G A 65 °C 

Alao309 CAD0309_gR4 ATCACCTGGTATTTGCGGCA 895 bp 

Vrn- CAD1617_gF2 TGCTATCCATGTGCCAGAGC 65 °C 

Alai6i7 CAD1617_gR2 T G C A A G G T T G A C A G C T T A C C T 744 bp 
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Tabulka 14: Teplotní průběh reakce amplifikace exonů 3 a 6 genu VRN-A1 

Proces Teplota [°C] Cas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94 3 min 1 

Denaturace 94 30 s 

Nasedání příměrů podle příměrů 30 s 35 

Elongace 72 1 min/kb 

Závěrečná elongace 72 10 min 1 

Elektroforetická separace PCR produktů 

Úspěšnost amplifikace byla ověřena elektroforetickou separací v 1,5% agarózovém 

gelu. PCR produkt byl smíchán s 6X STOP C a jako marker molekulové hmotnosti byl použit 

GeneRuler 100 bp Plus D N A Ladder (Thermo Fisher). Gel byl následně obarven 

v ethidiumbromidu a vizualizován na U V transiluminátoru InGenius L H R (Syngene). 

Enzymatické štěpení 

PCR produkty amplifikace exonů 3 a 6 byly dále použity pro štěpení rozlišující mutantní 

alely od wild-type alely. Sekvence exonu 3 a 6 získané z EnsembPlants, byly podrobeny 

reštrikční analýze vGeneious Prime (Dotamtics) a na jejím základě byly vybrány enzymy, 

jejichž reštrikční místa se nacházejí buďto pouze ve SNP mutanta nebo pouze u wild-typu. 

Pro rozlišení wild-type a Vrn-Alaien alely byl zvolen reštrikční enzym BseNI (Thermo 

Fisher) s restrikčním místem 5'... ACTGGNT.. .3', které je přítomno v místě SNP u wild-type 

alely. V rámci amplikonu se nacházejí ještě další dvě štěpná místa společná jak pro wild-type, 

tak pro Vrn-Alai6i7 alelu. Enzym BseNI štěpí wild-type alelu na čtyři fragmenty o velikostech 

296, 248, 118 a 83 bp. U Vrn-Alaien alely jsou výsledkem štěpení tři fragmenty o velikostech 

331, 296 a 118 bp. Složení reakční směsi a teplotní průběh reakce jsou v Tabulkách 15 a 16. 

Tabulka 15: Složení reakční směsi pro štěpení pomocí enzymu BseNI 

Složka reakční směsi Objem na 1 reakci [ul] 

PCR produkt 100 ng 

10X BufferB 2 

BseNI 1 

Deionizovaná voda doplnit do 32 

Celkový objem 32 
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Tabulka 16: Teplotní průběh štěpení pomocí enzymu BseNI 

Proces Teplota [°C] Cas 

Inkubace 65 16 hod 

Inaktivace 80 20 min 

Pro genotypování C A D 0309 byl vybrán enzym Xbal (BioLabs), kdy SNP u C A D 0309 

je součástí jeho restrikčního místa 5 ' . . . T T T A G A . . . 3 ' . U C A D 0000 i C A D 0309 se v rámci 

amplikonu nachází ještě jedno reštrikční místo. Amplikon C A D 0309 je tedy enzymem štěpen 

na tři fragmenty o velikostech 354, 321 a 220 bp, zatímco amplikon u C A D 0000 je štěpen na 

dva fragmenty - 541 a 354 bp. Složení reakční směsi a teplotní průběh reakce jsou v Tabulkách 

17 a 18. 

Tabulka 17: Složení reakční směsi pro štěpení pomocí enzymu Xbal 

Složka reakční směsi Objem na 1 reakci [ul] 

PCR produkt 100 ng 

lOXrCutSmart pufr 5 

Xbal 1 

Deionizovaná voda doplnit do 50 

Celkový objem 50 

Tabulka 18: Teplotní průběh štěpení pomocí enzymu BseNI 

Proces Teplota [°C] Cas 

Inkubace 37 16 hod 

Inaktivace 65 20 min 

Elektroforetická separace produktů štěpení 

Naštěpené amplikony C A D 0309 a C A D 1617 byly smíchány s 6X STOP C 

a separovány 3 hodiny v 2% agarózovém gelu při 55 V. Jako marker molekulové hmotnosti byl 

použit GeneRuler 100 bp Plus D N A Ladder (Thermo Fisher). Gel byl následně obarven 

v ethidiumbromidu a vizualizován na U V transiluminátoru InGenius L H R (Syngene). 
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Sangerovo sekvenování 

C A D 0309 byl genotypován také Sangerovým sekvenováním za použití stejných 

primerů jako pro genotypování pomocí štěpení (Tabulka 16). Purifikace PCR produktů, 

sekvenační reakce i vyhodnocení dat probíhal stejně jako v případě sekvenování genu VRN1 od 

intronu 7. 

4.4.6 Analýza relativní exprese genů vernalizační dráhy 

Izolace RNA 

K analýze exprese genů byly odebírány listy ve čtyřech/třech časových odběrech. První 

odběr byl proveden u rostlin ve stádiu tří listů a následující odběry vždy po dvou týdnech od 

toho předchozího. Listy byly odebrány do mikrozkumavky se skleněnou kuličkou a vloženy 

do tekutého dusíku. Následně byly zhomogenizovány na homogenizátoru MM301 (Retsch) -

2,5 minuty, 30 Hz. Izolace R N A byla provedena komerčně dostupným kitem Quick-RNA 

MiniPrep (Zymo Research) podle návodu výrobce. Pomocí NanoDropu One Microvolume UV-

Vis byla změřena koncentrace vyizolované RNA. Po celou dobu bylo se vzorky zacházeno tak, 

aby nebyly kontaminovány RNázami. Vzorky byly uchovávány v -80 °C. 

Reverzní transkripce 

Za pomocí komerčního kitu RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher) 

byla R N A převedena do cDNA podle návodu výrobce. K reverzní transkripci byly využity oligo 

(dT)i8 primery. Množství R N A k převodu bylo zvoleno tak, aby výsledné množství cDNAbylo 

u každého vzorku stejné. Po celou dobu bylo s vzorky pracováno v laminárním boxu určeným 

pro práci s RNA. Převedená cDNAbyla uchovávána v -80 °C. 

Kvantitativní PCR s reverzní transkripcí 

RT-qPCR byla prováděna v 96jamkové destičce v cycleru C1000 Touch Thermal Cycler 

CFX96TM Real-Time Systém (Bio-Rad). Vzorky byly pipetovány ve dvou technických 

opakováních. Byl také použit inter-run calibrator (IC), který slouží pro srovnání jednotlivých 

destiček mezi sebou. IC byl připraven smícháním všech vzorků použitých pro RT-qPCR. Data 

byla vyhodnocena za použití 2 - A A C i metody pomocí softwaru C F X Maestro 2.0 software (Bio-

Rad) Analýza relativní exprese byla prováděna pro geny vernalizační dráhy VRN-A1, VRN-B1, 

VRN2 aFT-AJ, jako referenční gen byl zvolen gen GLYCERALDEHYD-3-FOSFÁT 

DEHYDROGENÁZA (GAPDH). Složení reakce a její teplotní průběh je v Tabulkách 19 a 21. 

Použité primery j sou v Tabulce 20. K statistické analýze byla použita A N O V A s následným post 

hoc Tukeyova testem (Excel; Microsoft) a Wilcoxonův test (https://www.statskingdom.com). 
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Tabulka 19: Složení rekční směsi RT-qPCR k analýze relativní exprese genů vernalizační 
dráhy u wild-typu a mutantů 

Složka reakční směsi Objem na 1 reakci [ul] 

2X SYBR Master mix 7,5 

Forward primer; 10 mmol l " 1 1,0 

Reverse primer; 10 mmol l " 1 1,0 

cDNAtemplát, 10 ng/ul 1,0 

Deionizovaná voda 4,5 

Celkový objem 15,0 

Tabulka 20: Primery použité k analýze relativní exprese genů vernalizační dráhy u wild-
typu a mutantů 

Gen Primery Sekvence (5>3') Literatura 

VRN-A1 
VRNAl long-F l TCCACCGAGTCATGTATGGA Kippes et al.. 

VRN-A1 
VRNAl long-Rl G A G A A C C T T T T C T G C A T A A G A A 2018 

VRN-B1 
VRNBl_ex_F2 T C A G C C T C A A A C A A G C T C T T C T Strejčkova 

VRN-B1 
V R N B l e x R l CTCTGCCCTCTCTCCTGATG 

et al., 

2021 

VRN2 
VRN2 QF C C G A C A C A T G G C T C A C C T A G T G Xu et al.. 

VRN2 
VRN2 QR TTGCTTCATTGCTAATAGTGTTTGT 2021 

FT-A1 
TaFT-Al R C G A G C T G C T G G A A G A G C Shaw et al.. 

FT-A1 
TaFT-Al F GGTACAACTGGTGCCTCGTT 2012 

GAPDH 
G A P D H F T T A G A C T T G C G A A G C C A G C A Sun et al.. 

GAPDH 
G A P D H R A A A T G C C C T T G A G G T T T C C C 2014 

Tabulka 21: Teplotní průběh RT-qPCR k analýze relativní exprese genů vernalizační 
dráhy u wild-typu a mutantů 

Proces Teplota [°C] Cas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94 5 min 1 

Denaturace 94 10 s 

Nasedání primerů 60 40 s 45 

Elongace 72 10 s 

Závěrečná elongace 65^94 0,5 °C / s 1 

32 



5 VÝSLEDKY 

5.1 Sekvenování genu VRN1 

K ověření, že se v genu VRN-A1 nenacházejí žádné další mutace, které by mohly mít 

vliv na sledované znaky (doba metání a relativní exprese genů vernalizační dráhy) byla 

z každého genotypu (CAD 0000, C A D 0309 a C A D 1617) vybrána jedna rostlina, u které byl 

gen VEN-AI osekvenován. Sekvenování bylo rozděleno na dvě části - sekvenování genu po 

exon 7 pomocí Illumina sekvenování a sekvenování zbylé části genu od intornu 7 Sangerovým 

sekvenování m. 

U mutantů nebyly nalezeny žádné další mutace genu VRN-A1, kromě již zmíněné 

jednonukleotidové mutace způsobující předčasný stop kodon. Stejně tak nebyly nalezeny žádné 

mutace u wild-typu. Sekvenování tedy potvrdilo, že se v rámci genu VRN-A1 nenacházely 

žádné další mutace, které by ovlivňovaly jeho expresi a funkci a zároveň potvrdilo přítomnost 

SNP způsobující předčasný stop kodon (Obrázek 7). Jedná se však o TILLJNG linie, takže 

nemohou být vyloučeny mutace na pozadí - v dalších genech, které by mohly ovlivňovat 

chování VRN-A1 nebo jinak zkreslovat zjištěné výsledky. 

G G A G A G G T C A C T G C A G G A G G A G A A T A A A G T T C T C l C A G A A G G A A G  
G G Ä G Ä G G T C Ä Č T G Č Ä G G Ä G G Ä G Ä Ä T A Ä Ä G T T C Ť C T A G A A G G A A G 

Obrázek 7: Výsledky sekvenování genu VRN-A1 u CAD 0000 a CAD 0309 s přiblížením 
na exon 6. Výsledky Illumina sekvenování části genu po exon 7 genu VRN-A1 u C A D 0000 
a C A D 0309 s priblížením na exon 6, ve kterém se u C A D 0309 nachází předčasný stop kodon. 
Horní sekvence (žlutá) patří C A D 0000, spodní sekvence (bílá) patří C A D 0309. V rámci exonu 
6 se nachází SNP (červený obdélník), který u C A D 0309 způsobuje předčasný stop kodon TAG. 

5.2 Křížení 

V rámci diplomové práce bylo křížení provedeno dvakrát - křížení M4 generace 

a následné křížení vzniklé F i generace. Jednalo se o zpětné křížení, tedy křížení mutantů s wild-

typem k odfiltrování genetického pozadí a k fixaci SNP v genu VRN-A1 u mutantů C A D 0309 

a C A D 1617. 

5.2.1 Křížení M4 generace 

Pro křížení M4 generace bylo pěstováno celkem 30 rostlin - 10 rostlin C A D 0000, 

10 rostlin C A D 0309 a 10 rostlin C A D 1617. Mutanti C A D 0309 a C A D 1617 byli kříženi 

s wild-typem C A D 0000 nezávisle na tom, který genotyp bude donorem pylu. U mutanta 

117:-: 11.710 
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C A D 0309 se podařilo nakřížit celkem 4 z 10 rostlin o celkovém počtu 14 semen (Obrázek 8), 

která byla všechna naklíčená a použita pro další křížení (5.2.2 Křížení F i generace). U mutanta 

C A D 1617 křížení nebylo úspěšné a nepodařilo se tak získat žádná semena generace F i . 

Neúspěšnost při křížení jak C A D 1617, tak C A D 0309 mohla být způsobena mutacemi na 

pozadí, jelikož se jedná o TILLING linie nebo špatným výběrem vývojového stádia prašníku. 

Obrázek 8: Úspěšně nakřížené klasy. Na obrázku jsou ukázané úspěšně nakřížené klasy 
mutanta C A D 0309 s wild-typem. Černé šipky ukazují na vzniklá semena F i generace. 

5.2.2 Křížení Fi generace 

Semena (Fi) získaná křížením mutantů M4 generace byla dále použita ke křížení 

za vzniku F1BC1 generace. Ke křížení byl opět použit wild-type a celkově bylo získáno 

19 semen. S těmito semeny se z časových důvodů (dlouhá generační doba pšenice) dále 

nepracovalo, ale byly archivovány pro budoucí práci. Semena F1 generace, která nebyla využita 

pro křížení, byla ponechána k samosprášení, z kterého vznikla semena F2 generace. U těchto 

rostlin pak byla provedena analýza relativní exprese genů vernalizační dráhy. 

5.3 Fenotypová analýza rostlin 

Jako fenotyp byla sledována doba metání, která je definována j ako časový úsek mezi 

vysazením rostliny a začátkem kvetení, za které je zde považováno vysunutí poloviny prvního 

klasu z listu (fáze 55 podle Zadoksovy stupnice; Zadoks et ah, 1974). Pro každý genotyp byla 

stanovena průměrná doba metání, která byla statisticky vyhodnocena pomocí A N O V A testu 

34 



a post hoc Tukeyova testu v Excelu (Microsoft). Fenotypová analýza byla provedena u více 

skupin rostlin. První skupinou bylo 30 rostlin mutantů C A D 0309 a 1617 a wid-typu C A D 0000 

určené ke křížení. Druhá skupina obsahovala 4 rostliny z každého genotypu (celkem 12 rostlin), 

u kterých byla také analyzována relativní exprese genů vernalizační dráhy - VRN-A1, VRN-B1, 

VRN2 &FT-A1. Další skupinou, kde byl sledován fenotyp, byly rostliny F i generace. 

5.3.1 Fenotypová analýza rostlin M4 generace 

Z genotypu C A D 0000 bylo pěstováno 10 rostlin s průměrnou dobou metání 83 dní. 

Ve skupině se nacházela také jedna rostlina s odlehlou hodnotou metání (97 dní). Rostliny 

genotypu C A D 0309 byly na základě různých dob metání rozděleny do tří subpopulací, které 

byly následně potvrzeny také analýzou exprese genů vernalizační dráhy u skupiny rostlin 

určených kjejich analýze. Byly rozděleny na subpopulace C A D 0309 „early" (raně kvetoucí; 

3 rostliny) s průměrnou dobou metání 83 dní a C A D 0309 „late" (pozdě kvetoucí; 3 rostliny) 

s průměrnou dobou metání 108 dní. V třetí subpopulaci C A D 0309 „did not flower - DNF" 

(nekvetoucí) byly rostliny, které nevykvetly vůbec (4 rostliny). Na Obrázku 9 jsou porovnány 

rostliny C A D 0309 „late" s C A D 0309 „DNF". Rostliny C A D 0309 „early" metaly stejně jako 

C A D 0000 průměrně za 83 dní. Mezi C A D 0309 „late" a C A D 0000 byl výrazný signifikantní 

rozdíl v metání (p < 0,001), kdy rostliny C A D 0309 „late" vykvetly o 25 dní později než wild-

type. Z rostlin genotypu C A D 1617 bylo vysazeno také 10 rostlin, z nichž jich bylo 

fenotypováno 7. Zbylé 3 rostliny nepřežily napadení škůdcem. Stejně jako u C A D 0000, také 

ve skupině C A D 1617 se nacházely dvě rostliny s odlehlou hodnotou (118 a 76 dní). Rostliny 

C A D 1617 metaly průměrně za 102 dní, tedy o 19 dní později než C A D 0000 (p < 0,01). 

Výsledky fenotypové analýzy jsou zobrazeny v Grafu 1. 

Obdobné výsledky byly pozorovány také u rostlin M4 generace určených k analýze 

exprese genů vernalizační dráhy. Kvůli malému množství semen M4 generace byly z každého 

genotypu pěstovány pouze 4 rostliny. C A D 0309 rostliny byly rozděleny opět do tří subpopulací 

-jedna rostlina do subpopulace C A D 0309 „early" a jedna rostlina do subpopulace C A D 0309 

„late". Dvě rostliny, které nevykvetly, pak spadaly do subpopulace C A D 0309 „DNF". 

Rozdělení do subpopulací bylo potvrzeno také pomocí analýzy relativní exprese genů 

vernalizační dráhy. V porovnání s wild-typem C A D 0000 je výrazný signifikantní rozdíl v době 

metání u C A D 1617 (p < 0,001) a C A D 0309 „late" (p < 0,001). Mezi C A D 0000 a C A D 0309 

„early" nebyl opět žádný signifikantní rozdíl. 
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Obrázek 9: Rozdíl v metání u mutantních rostlin CAD 0309. Rostliny s mutantní alelou 
C A D 0309 byly rozděleny do tří skupin na základě doby metání a exprese genů ovlivňujících 
kvetení: C A D 0309 „early" (průměrná doba metání: 83 dní), C A D 0309 „late" (108 dní) 
a C A D 0309 „DNF" (nekvetly). Na obrázku jsou porovnány rostliny C A D 0309 „late" 
a C A D 0309 „DNF" po 164 dnech od naklíčení. U C A D 0309 „late" se postupně formují klasy, 
zatímco u C A D 0309 DNF jsou pouze listy, které postupně usychají, a klasy nejsou založeny. 
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Graf 1: Statistické vyhodnocení doby metání mutantů C A D 0309 a C A D 1617 v porovnání 
s wild-typem C A D 0000. Wild-type genotyp C A D 0000 kvete průměrně za 83 dní, stejně jako 
C A D 0309 „early". Signifikantní rozdíly v metání oproti C A D 0000 pozorujeme jak 
u C A D 1617 (102 dní), tak u C A D 0309 „late" (108 dní). V grafu není znázorněna třetí 
subpopulace genotypu C A D 0309 „DNF", která nevykvetla. U C A D 0000 a C A D 1617 se 
vyskytují rostliny s odlehlou hodnotou metání, které jsou v grafu znázorněny tečkou. NS - není 
signifikantní; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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5.3.2 Fenotypová analýza rostlin Fi generace 

Křížením C A D 0309 a C A D 0000 se podařilo získat 14 semen F i generace, které byly 

všechny naklíčený, a byla u nich provedena fenotypová analýza (Graf 2). C A D 0309 byl opět 

rozdělen do subpopulací C A D 0309 „early" (8 rostlin) a C A D 0309 „late" (5 rostlin). Pouze 

jedna rostlina byla zařazena do subpopulace C A D 0309 „DNF". Stejně jako u M4 generace, 

i v tomto případě je velký signifikantní rozdíl mezi C A D 0000 a C A D 0309 „late" (p < 0,001). 

Wild-type metal průměrně za 88 dní a C A D 0309 „late" o 21 dní později, tedy průměrně za 109 

dní. Oproti M 4 generaci je rozdíl v metání mezi C A D 0000 a C A D 0309 „early" (p < 0,05). 

Mutant metal o 4 dny dříve, za 84 dní. Rozdíl v metání C A D 0309 „early" oproti M4 generaci 

může být hypoteticky způsoben potlačením represoru kvetení, který byl v M4 generaci aktivní 

vrecesivně homozygotním stavu. V F i generaci se mohl dostat do heterozygotního stavu, ve 

kterém je takový represor neaktivní. Stále se jedná o TILLING linie, které mají mutace na 

pozadí, které mohou způsobovat takovéto odchylky. 
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Graf 2: Statistické vyhodnocení doby metání mutantů CAD 0309 F i generace v porovnání 
s wild-typem CAD 0000. Wild-type metal průměrně za 88 dní. Rozdíl v metání je jak 
u C A D 0309 „early" (84 dní), tak u C A D 0309 „late". * p < 0,05; *** p < 0,001. 

5.4 Genotypování mutantů 

Cílem genotypování bylo identifikovat rostliny F2 generace, které nesou dvě mutantní 

alely Vrn-Alaoso9 a jsou tedy homozygotní v genu VRN-A1. Ačkoli se nepodařilo nakřížit 

mutanty C A D 1617, genotypování bylo navrhnuto i pro rozlišení alely Vrn-Alai6noá wild-type 

alely. Pro účely genotypování byly navrhnuty 2 páry příměrů pro C A D 1617 a 5 páru příměrů 
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pro C A D 0309 tak, aby amplifikovaly oblast se SNP, tedy exon 3, respektive exon 6. 

Z navrhnutých páru primerů byl vybrán vždy jeden nej vhodnější pár, u kterého byla 

optimalizována PCR. K rozlišení mutantních alel Vrn-Alaom a Vrn-Alaien od wild-type alely 

pak bylo navrhnuto enzymatické štěpení v místě SNP, kdy zvolený enzym štěpil buďto mutantní 

alelu se SNP nebo wild-type alelu bez SNP - byly vytvořeny CAPS (Cleaved amplified 

polymorphic sequence) markety. Pro genotypování C A D 0309 bylo ale kvůli nedokonalému 

štěpení CAPS markerů nakonec zvoleno Sangerovo sekvenování 

5.4.1 Genotypování mutanta C A D 1617 

Vznikem SNP u C A D 1617 zaniklo reštrikční místo pro enzym BseNI. Toto reštrikční 

místo ale zůstalo zachováno u wild-type alely, a proto je štěpení tímto enzymem vhodné pro 

rozlišení mutantní alely Vrn-Alaien a wild-type alely. 

Exon 3 byl amplifikován s použitím navrhnutých primerů za vzniku produktu o velikosti 

744 bp. Ke štěpení byl použit enzym BseNI (Thermo Fisher). U wild-type alely jsou výsledkem 

štěpení čtyři produkty o velikostech 296, 248, 118 a 83 bp. Mutantní alela Vrn-Almi se štěpí 

na tři produkty o velikostech 331, 296 a 118 bp. Rozdíl ve štěpení je na Obrázku 10. 
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Obrázek 10: Genotypování mutantních rostlin CAD 1617. A) Teoretické výsledky štěpení 
podle Geneious Prime (Dotmatics) B) Reálné štěpení mutantní Vrn-Alaien a wild-type alely 
restrikčním enzymem BseNI; C A D 1617: 331, 296 a 118 bp, C A D 0000: 296, 248, 118 a 83 bp; 
M - marker molekulové hmotnosti GeneRuler lOObp Plus D N A Ladder (Thermo Fisher). 

Přestože na agarózovém gelu nejsou dobře rozlišitelné fragmenty o velikostech 

118 a 83 bp, tak 296 a 248 bp velké fragmenty u C A D 0000 jsou dostačující, aby byl rozeznán 

jasný rozdíl mezi C A D 1617 a C A D 0000. 
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5.4.2 Genotypování mutanta C A D 0309 

V F2 generaci bylo pěstováno celkem 48 rostlin, u kterých bylo nutno najít recesivní 

homozygoty s alelami Vrn-Alaoso9. U těchto homozygotů byla poté provedena analýza exprese 

genů vernalizační dráhy, jejíž výsledky jsou popsány v následující podkapitole 5.5.2 Analýza 

relativní exprese genů F2 generace. 

Genotypování C A D 0309 pomocí C APS markerů nebylo dostatečně účinné, a proto 

muselo být přistoupeno k náhradní metodě genotypování. Problémy s použitím CAPS markerů 

mohly být způsobeny allohexaploidní povahou pšenice a nespecifickou vazbou jednoho 

z primerů na další dvě varianty genu VRN-B1 a VRN-D1, a ne pouze na VRN-A1, na které byly 

primery navrženy. 

Pro neuspokojivé výsledky CAPS markerů bylo přistoupeno k Sangerovu sekvenování. 

Všech 48 rostlin F2 generace a wild-typů použitých jako kontrola, bylo osekvenováno. Z těchto 

48 rostlin byly identifikovány pouze dvě rostliny, které byly homozygotní v alele Vrn-Alaoso9. 

5.5 Analýza relativní exprese genů vernalizační dráhy 

Analýza relativní exprese genů vernalizační dráhy byla provedena u rostlin M4 

(genotypy C A D 1617, C A D 0309 a C A D 0000) a F 2 generace (genotypy C A D 0309 

a C A D 0000). Byla sledována exprese genu VRN-A1, dále jejího homeologa VRN-B1 a dalších 

genů vernalizační dráhy VRN2 a FT-A1 (VRN3). Exprese genu VRN-D1 sledována nebyla, 

jelikož není možné navrhnout funkční subgenomově specifický pár primerů, který by se vázal 

pouze na tuto variantu genu. Jako referenční gen byl pak zvolen gen GAPDH. Pro každá 

genotyp v M4 generaci byla provedena statistická analýza A N O V A s následným post hoc 

Tukeyova testem v Excelu (Microsoft) vůči wild-typu. Pro statistickou analýzu exprese genů 

v F2 generaci byl zvolen Wilcoxonův test, kvůli malému počtu vzorků a opakování. 

5.5.1 Analýza relativní exprese genů M4 generace 

V M4 generaci byly sledovány rozdíly v expresi daných genů u C A D 1617 a C A D 0309 

vůči wild-typu C A D 0000. C A D 0309 byla dále rozdělena do tří subpopulací C A D 0309 

„early", C A D 0309 „late" a C A D 0309 „DNF". Celkově byly provedeny čtyři odběry, a to po 

14, 28, 42 a 58 dnech od vysazení rostlin. U wild-typu C A D 0000 se ve všech čtyřech odběrech 

exprimovaly geny VRN-A1, VRN-B1 aFT-Al, zatímco VRN2 byl exprimován minimálně. 

Po 14 dnech (Graf 3) došlo u C A D 1617 a C A D 0309 „DNF" ke zvýšené expresi genu 

VRN2. Naproti tomu VRN-A1, VRN-B1 aFT-Al byly exprimovány v menší míře. U C A D 0309 
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„early" byla exprese genů VRN-A1 a VRN2 stejná jako u wild-typu, zatímco VRN-B1 aFT-Al 

byly exprimovány méně. U C A D 0309 „late" došlo ke snížené expresi VRN-B1 a FT-A1 a ke 

zvýšené expresi VRN2. 
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Graf 3: Relativní exprese M4 generace po 14 dnech. Relativní exprese genů vernalizační 
dráhy (VRN-A1, VRN-B1, VRN2 a FT-A1) u mutantů C A D 1617 a subpopulací C A D 0309 
v porovnání s wild-typem C A D 0000 po 14 dnech od vysazení. NS - není signifikantní; 
* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

Po 28 dnech (Graf 4) byla situace u C A D 1617 a C A D 0309 „DNF" a C A D 0309 „early" 

obdobná jako po 14 dnech. U C A D 0309 „late" byla exprese VRN-A1 vůči wild-typu zvýšená, 

naopak u ostatních tří genů byla exprese nižší. 
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Graf 4: Relativní exprese M4 generace po 28 dnech. Relativní exprese genů vernalizační 
dráhy (VRN-A1, VRN-B1, VRN2 a FT-A1) mutantů C A D 1617 a subpopulací C A D 0309 
v porovnaní s wild-typem C A D 0000 po 28 dnech od vysazení. NS - není signifikantní; 
*p<0,05; ***p<0,01. 

Po 42 dnech (Graf 5) došlo opět u C A D 1617 a C A D 0309 „DNF" ke zvýšené expresi 

VRN2, a zároveň k snížené expresi VRN-A1, VRN-B1 a FT-A1. V případě C A D 0309 „early" 

došlo ke zvýšené expresi VRN-A1 a ke snížené expresi VRN2 aFT-Al. Exprese VRN-B1 se od 

C A D 0000 nelišila. U C A D 0309 „late" došlo ke snížení exprese VRN-B1 aFT-Al a ke zvýšení 

exprese VRN2, zatímco VRN-A1 je stejná jako u C A D 0000. 
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Graf 5: Relativní exprese M 4 generace po 42 dnech. Relativní exprese genů vernalizační 
dráhy (VRN-A1, VRN-B1, VRN2 a FT-Aľ) u mutantů C A D 1617 a subpopulací C A D 0309 
v porovnaní s wild-typem C A D 0000 po 42 dnech od vysazení. NS - není signifikantní; 
* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,01. 

Poslední odběr byl proveden po 58 dnech (Graf 6). Stejně jako v předchozích odběrech, 

byla exprese VRN2 u C A D 1617 a C A D 0309 „DNF" zvýšená, zatímco exprese ostatních genů 

naopak snížená. U C A D 0309 „early" byla snížená exprese homeologů VRN1, naproti tomu 

exprese FT-A1 a VRN2 se od wild-typu nelišila. U C A D 0309 „late" nedošlo v expresi genů 

VRN-A1 a VRN2 k žádným změnám oproti wild-typu, zatímco exprese VRN-B1 a FT-A1 byla 

snížená. 
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Graf 6: Relativní exprese M4 generace po 58 dnech. Relativní exprese genů vernalizační 
dráhy (VRN-Al, VRN-Bl, VRN2 a FT-A1) u mutantů C A D 1617 a subpopulací C A D 0309 
v porovnaní s wild-typem C A D 0000 po 58 dnech od vysazení. NS - není signifikantní; 
**p<0,01; ***p<0,001. 

Celkově tedy u C A D 1617 a C A D 0309 „DNF" došlo ve všech čtyřech odběrech 

k signifikantně nižší expresi genů aktivující kvetení VRN-Al, VRN-Bl aFT-Al a k signifikantně 

vyšší expresi represoru kvetení VRN2. U C A D 0000 to bylo přesně naopak - dominovaly 

exprese VRN-Al, VRN-Bl aFT-Al oproti VRN2. U C A D 0309 „early" se gen VRN-Al v prvních 

dvou odběrech neodchyloval od wild-typu, až v třetím odběru se jeho exprese zvýšila 

a následně ve čtvrtém snížila ve srovnání s wild-typem. Exprese VRN-Bl, FT-A1 a VRN2 byly 

pak oproti wild-typu nižší nebo stejné. V rámci C A D 0309 „late" byla exprese VRN-Al, až na 
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druhý odběr, kde byla vyšší, stejná jako u wild-typu. Geny VRN-B1 a FT-A1 byly oproti wild-

typu exprimovány méně. Exprese VRN2 byla v prvních třech odběrech vyšší a v posledním 

odběru pak byla stejná. V rámci jednotlivých genotypů byla pozorována také přirozená 

variabilita v expresi genů, která mohla společně s malým vzorkem rostlin, ovlivnit statistickou 

analýzu. 

5.5.2 Analýza relativní exprese genů F2 generace 

V F2 generaci byly pozorovány rozdíly v expresi daných genů mezi wild-typem 

C A D 0000 a C A D 0309, který byl homozygot pro alelu Vrn-Alaoso9. V tomto případě byly 

provedeny pouze tři odběry, a to z časových důvodů. První odběr byl proveden po 14 dnech od 

vysazení ve stádiu tří listů, druhý po 28 dnech a třetí po 42 dnech. 

Výsledky po prvním a druhém odběru ukazují (Graf 7A a 7B), že v případě C A D 0000 

dominovala exprese genů podporujících kvetení - VRN-A1, VRN-B1 a FT-A1. U C A D 0309 

byla signifikantně zvýšená exprese represoru kvetení VRN2, v expresi ostatních genů nebyly 

oproti wild-typu žádné změny. V třetím odběru (Graf 7C) u C A D 0309 došlo, kromě zmíněné 

dominance VRN2, k výraznému poklesu v expresi homeologů VRN1. Exprese FT-A1 byla 

neměnná. 

I v tomto případě jsou porovnávány skupiny o malém počtu vzorků, což mohlo ovlivnit 

statistickou analýzu. V době odevzdání diplomové práce ještě nemohla být provedena 

fenotypová analýza těchto rostlin, a tak budou výsledky exprese porovnány s fenotypem členy 

výzkumné skupiny doktora Šafáře, až dojde ke kvetení rostlin. 
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Graf 7: Relativní exprese F2 generace. Relativní exprese genů vernalizační dráhy (VRN-A1, 
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6 DISKUSE 

Diplomová práce se zabývá analýzou předčasného stop kodonu alely VRN-Ala a jejího 

vlivu na dobu metání, se kterou souvisí také analýza exprese genů vernalizační dráhy. K tomu 

byly použity dvě TILLING linie pšenice seté Cadenza s předčasným stop kodonem. 

Fenotypová analýza i analýza exprese genů byla provedena v generacích M4 a F2, která byla 

vytvořena zpětným křížením za účelem vytvoření homozygotů pro mutantní alelu. V rámci 

analýzy exprese genů byly sledovány geny VRN-A1, VRN-B1, VRN2 &FT-A1. 

Křížení 

Úspěšnost křížení byla relativně nízká. Při křížení rostlin M4 generace vzniklo pouze 14 

semen C A D 0309 a při křížení F i generace 19 semen C A D 0309. U genotypu C A D 1617 se 

nepodařilo nakřížit žádná semena. Takováto neúspěšnost může být dána především mutacemi 

na pozadí, které se u TILLING linií vyskytují. Při tvorbě těchto linií vznikají bodové mutace 

náhodně v celém genomu, takže nemůžeme vyloučit, že byl zasáhnutý také gen nebo více genů, 

které se podílejí na fertilitě a rozmnožování. Samotná mutace v genu VEN-AI na neúspěšnost 

křížení pravděpodobně nebude mít vliv. Ačkoli se gen VRN1 účastní přechodu rostliny 

z vegetativní do reproduktivní fáze, neexistují žádné důkazy a studie o tom, že by se gen VRN1 

přímo podílel na fertilitě a rozmnožování. 

Analýza fenotypu a exprese genů vernalizační dráhy u mutantů 

V rámci fenotypové analýzy byla porovnávána doba metání mutantů C A D 0309 

a C A D 1617 vůči wild-typu C A D 0000. Zjištěné fenotypy byly dále porovnány také s expresí 

genů vernalizační dráhy. Obecně bylo pozdější metání oproti wild-typu spojeno s nižší expresí 

genů podporující kvetení jako VRN-A1, VRN-B1 a FT-A1 a vyšší expresí represoru kvetení 

VRN2. 

Mutantní rostliny C A D 1617 se oproti wild-typu opožďovaly v kvetení, což bylo 

pravděpodobně způsobeno zvýšenou expresí VRN2 a sníženými expresemi homeologů VRN1 

aFT-Al. 

U mutantů C A D 0309 došlo k rozdělení na základě fenotypu i exprese do tři 

subpopulací - C A D 0309 „early", „late" a „DNF". Rozdělení připomíná 2. Mendelův zákon 

o náhodné segregaci genů do gamet, s tím rozdílem, že štěpný poměr byl 1:1:1, oproti 

Mendelově 1:2:1, to ale může být zapříčiněno malým množstvím rostlin. Za předpokladu, 

že mutanti v M3 generaci byly pro daný gen heterozygoti pro wild-type a mutantní alelu, tak 
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rostliny C A D 0309 „early" pak musely být wild-type homozygoti, C A D 0309 „late" 

heterozygoti a C A D 0309 „DNF" homozygoti pro mutantní alelu, což bylo u C A D 0309 „DNF" 

potvrzeno sekvenováním genu VRN-A1. Zároveň tomuto předpokladu odpovídá rozdělení 

rostlin v F i generaci po zpětném křížení M 4 generace. Z rostlin C A D 0309 „early" vznikly 

pouze rostliny s fenotypem „early". Potomci C A D 0309 „late" byly rozděleni v poměru 1:1 na 

C A D 0309 „early" a „late". Tomuto rozdělení vlVLt generaci by odpovídala také analýza 

fenotypu a exprese. C A D 0309 „early" byla, co se týče fenotypu totožná s wild-typem. 

V analýze exprese se u C A D 0309 „early" exprimoval VRN2 ve stejně malém množství jako 

u wild-typu. U ostatních genů docházelo v průběhu odběrů k odchýlení od wild-typu, které 

mohlo být zapříčiněné mutacemi na pozadí. Avšak mírně odlišná exprese genů neměla žádný 

vliv na dobu metání. Heterozygotní C A D 0309 „late" měla výrazně opožděnou dobu metání 

oproti wild-typu, která byla pravděpodobně zapříčiněna zvýšenou expresí VRN2, hlavně 

v prvních dvou odběrech a sníženou expresí VRN-B1 a FT-A1, exprese VRN-A1 pak byla vyšší 

nebo stejná jako u wild-typu. Subpopulace C A D 0309 „DNF" měla jak fenotyp, tak expresi 

genů naprosto opačnou wild-typu: rostliny nevykvetly vůbec a ve všech čtyřech odběrech 

dominovala exprese represoru kvetení VRN2, která byla u wild-typu minimální. Rovněž 

C A D 0309 v F2 generaci, homozygoti pro Vrn-Alaoso9 alelu, měli expresi genů opačnou k wild-

typu, tedy vysokou expresi VRN2 a nízkou VRN-A1, VRN-B1 aFT-AL Bohužel exprese genů 

u F2 generace nemohla být v diplomové práci z důvodů dlouhé generační doby pšenice 

porovnána s fenotypem. Generační doba pšenice je dlouhá a v průměru trvalo vypěstovat jednu 

generaci rostlin až šest měsíců (v rámci diplomové práce). I přes to, se podařilo vypěstovat M 4 

generaci z které byla získána samosprášená semena M 5 generace a nakřížená semena F i 

generace. Z F i generace vznikla křížením semena F1BC1 a F2. Celkově se tedy podařilo 

vypěstovat a ofenotypovat dvě generace (M4 a Fi), fenotypování třetí (F2) proběhne 

v následujících měsících. 

Analýza fenotypu a relativní exprese genů vernalizační dráhy naznačuje, že mutantní 

protein má negativní vliv a dobu metání. V případě mutantů C A D 1617 a C A D 0309 „late" 

způsobuje opožděné kvetení a v případě C A D 0309 „DNF" kvetení vůbec neproběhlo. Nicméně 

se jedná o TILLING mutanty, takže sledované odchylky, jak ve fenotypu, tak i v expresi, mohou 

být částečně způsobeny také mutacemi na pozadí. 

Dynamika proteinu VRN-A1 

Předčasný stop kodon u mutantů C A D 0309 a C A D 1617 způsobil zkrácení proteinu 

VRN-A1 o 75, respektive o 153 aminokyselin. Mutantní protein V R N - A I 0 3 0 9 přišel o celou C-
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terminálni doménu a malou část K-domény. VRN-A11 6 1 7 pak ztratil kromě celé C-domény také 

téměř celou K-doménu (EnsembPlants). C-terminální doména je podstatná pro dimerizaci 

a multimerizaci a také slouží k transkripční aktivaci (Kaufmann et al., 2005). K-doména je 

důležitá pro protein-protein interakce, včetně dimerizace a multimerizace (Kaufmann et al., 

2005; Melzer et TheiBen, 2009). Na základě funkce ztracených domén vyplývá, že mutantní 

proteiny by měly mít problémy s protein-protein interakcemi. Samotná dynamika proteinu 

VRN1 s jinými proteiny není ale dostatečně prozkoumaná a proteomické analýzy chybí. Studie 

se po většinu času zaměřovaly na modulaci exprese genu VRN1 pomocí transkripčních 

regulátorů, vážících se do oblasti promotoru a prvního intronu. Jedinou blíže prozkoumanou 

proteinovou interakcí j e dimerizace VRN1 s VRT2 (Xie et al., 2019). Tento heterodimer se váže 

zpět do genu VRN1, kde zesiluje jeho expresi. Není však známo, jakou proteinovou doménou 

spolu interagují, ale K - nebo C- terminálni doména v této interakci mohou hrát roli. Výsledky 

mutantů totiž ukazují sníženou expresi VRN-A1, ale také téměř žádnou expresi VRN-B1. 

Některé experimenty totiž naznačují, že gen VRN-A1 může indukovat expresi jeho dalších 

homeologů (Skibová, 2022). V tomto případě by tak mutantní VRN-A1 protein nebyl schopen 

zvyšovat expresi žádného z homeologů VRN1. Zároveň má poškozený protein problém 

inhibovat expresi VRN2, která je u mutantů zvýšená. Kromě toho je u mutantů snížená exprese 

FT-A1, který je podle Tanaka et al. (2018) aktivován vazbou VRN1 do promotoru FT. Zjištěné 

výsledky odpovídají nej novějšímu modelu interakcí genů vernalizační dráhy (Debernardi etal, 

2022), kde se VRN1 a VRN3 navzájem aktivují a VRN1 zároveň umlčuje VRN2, který před 

vernalizací umlčuje VRN3. Tzn., že u jarních odrůd by měla být vysoká exprese genů VRN1 

a VRN3 a nízká exprese genu VRN2, aby došlo ke kvetení. Podle tohoto modelu by tedy 

mutantní proteiny VRN-A1 měly mít problém inhibovat expresi VRN2 a aktivovat VRN3, což 

se podle výsledků exprese u mutantů děje. Chen e/Dubcovsky (2012) provedli podobnou studii 

s TILLING mutanty s předčasným stop kodonem v genu VRN1 u tetraploidní pšenice. Podle 

jejich studie docházelo u linií s mutantním proteinem VRN1 ke zvýšené expresi genu VRN2. 

Podobné výsledky byly pozorovány také v této práci. 
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7 ZÁVĚR 

V diplomové práci byly charakterizovány dvě mutantní TILLING linie C A D 1617 

a C A D 0309 s předčasným stop kodonem v alele Vrn-Ala. Pomocí Illumina a Sangerova 

sekvenování byla ověřena přítomnost SNP u mutantních linií a zároveň vyloučeny další mutace 

v genu VRN1. Pro zafixování mutantní alely a odstranění mutací na pozadí byly rostliny zpětně 

kříženy s wild-typem. Pro odlišení wild-type a mutantní alely v F2 generaci byl navrhnut systém 

genotypování pro oba mutanty. U rostlin M 4 generace byla provedena fenotypová analýza 

a analýza exprese genů vernalizační dráhy. Stejně tak u F2 generace byla provedena analýza 

exprese. 

Pomocí použitých přístupů byl dokázán vliv mutantní ho proteinu na funkci vernalizační 

dráhy a dobu metání, kdy u mutantů docházelo k opožděnému kvetení a změně v expresi 

vernalizačních genů. Zjištěné výsledky popisují vliv mutantního proteinu VRN-A1 na jeho 

funkci a mohou pomoci k pochopení vzájemných interakcí v rámci genů vernalizační dráhy. 

Avšak pro lepší pochopení funkce a dynamiku interakcí proteinu VRN-A1 je potřeba dalších 

analýz, včetně těch proteomických. Tato diplomová práce může sloužit jako podklad pro další 

a rozsáhlejší studie zabývající se interakcí genů vernalizační dráhy. 
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