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1 UVOD

PSenice setd je vyznamnou kulturni plodinou, ktera dnes tvoii az pétinu svétového
jidelnicku, coz klade velké pozadavky na jeji vynos, a tudiz i na jeji Slechtitele. Jednim
z aspektil optimalniho vynosu je spravné nacasované kveteni, které u pSenice ovliviiuji tfi
skupiny gent — vernalizacni a fotoperiodické geny a geny ranosti per se. Detailni porozumeéni
mechanismu kveteni muze pomoci ve Slechténi takovych odrid pSenice, které se dokazi

vyhnout nepfiznivym podminkam a vykvést v ten spravny €as pro maximalizovani vynosu.

Hlavnim genem vernalizacni drahy je gen VERNALIZATION 1, ktery je aktivovany
vernalizaci, tedy dlouhodobym pusobenim nizkych teplot. Tento gen dale aktivuje dalsi gen
vernalizaéni drahy, gen VERNALIZATION 3 a umlcuje gen VERNALIZATION 2.
VERNALIZATION 1 patii do rodiny MADS-box transkripcnich faktora a interaguje s mnoha
dalsimi proteiny a geny, avSak dynamika t€chto interakci na proteinové tirovni neni témer vilbec
prozkoumana. Tato diplomova prace by mohla pfispét k lep§imu porozuméni dynamiky

proteinu VERNALIZATION 1 a mechanismu kveteni.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace je vypracovat literarni reserSi zabyvajici se
indukci kveteni u pSenice seté (7riticum aestivum) se zaméfenim na geny fotoperiodické

a vernalizaCni drahy s diirazem na vernaliza¢ni drahu.

Prakticka Cast prace se bude tykat stanoveni exprese genu RN/ u dvou mutantnich linii
jarni pSenice Cadenza s predCasnym stop kodonem u alely Vrn-Ala. Cilem prace je urcit, jaky
vliv mé tato mutace na expresi nejen Vrn-A la, ale také VRN-BI a VRN-D1. Bude také stanovena

doba metani obou linii, ktera bude porovnana s nemutovanou odridou Cadenza.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Evoluce a domestikace pSenice seté (Triticum aestivum)

PSenice seta (7. aestivum) je vyznamnou kulturni plodinou, ktera se po jeji domestikaci
pred tisici lety rychle rozsifila po celém svété. K jejimu Sirokému rozsiteni piispéla schopnost
adaptovat se na nejraznéjsi klimatické podminky (Dubcovsky et Dvorak, 2007). Dnes se péstuje
od severu Norska aZ po jih Argentiny — miize byt tedy péstovana jak v mirném podnebi Ceské
republiky, tak v subtropickych 1 tropickych oblastech (Feldman, 2001; FAO, 2024). V loriském
roce dosahla celosvétova produkce pSenice necelych 790 miliont tun. Mezi jeji nejveétsi
producenty patii Cina a Indie, v Evropé je to pak Francie (FAO, 2024). ProtoZe je psenice
podstatnou soucasti lidské stravy, je kladen velky diiraz na porozuméni jejiho genomu. PSenice
seta je allohexaploid s 21 pary chromozoml organizovanych do tii subgenoma A, B a D, coz
komplikuje jeji studium (Sakamura, 1918; Sears, 1952). V roce 2005 bylo zalozeno
Mezinarodni konsorcium pro sekvenovani genomu pSenice (IWGSC). Samotné sekevenovani

genomu o celkové velikosti ~16 Gbp bylo dokoncéeno v roce 2018 (IWGSC, 2018).

Jak jiz bylo zminéno vySe, pSenice setd je allohexaploid (BBAADD, 2n = 6x = 42)
a zjednodusSen¢ by se dalo fici, ze vznikla hybridizaci tetraploidni (BBAA) a diploidni (DD)
pSenice. Evoluce pSenice seté (Obrazek 1) je ale mnohem slozitéjsi a stale je predmétem studii.
Jiz v prvni poloviné 20. stoleti byly identifikovany vSechny tfi jeji subgenomy. Na zaklade
analyzy parovani chromozoml v F; generaci hybridi hexaploidni (BBAADD) a tetraploidni
pSenice 7. turgidum ssp. dicoccon (BBAA) bylo zji§téno, ze Cast genomu hexaploidni pSenice
tvoii subgenomy B a A (Kihara, 1919; McFadden a Sears, 1944, 1946). Cytogeneticka
zkoumani uméle vytvorenych hexaploidnich hybridi tetraploidni pSenice (BBAA) a Aegilops
tauschii (DD) zase ukazala, ze tfeti subgenom D pochazi z Ae. tauschii (McFadden a Sears,
1944, 1946). Sam subgenom D ma ptuvod v subgenomech A a B a vznikl pfiblizné€ pred
~5,5 miliony lety (Luo et al., 2017; Zhao et al., 2017; Marcussen et al., 2014).

Samotny vznik hexaploidni pSenice zahrnoval dva procesy allopolyploidizace
s naslednou diploidizaci. Pfiblizn¢ pted 800 000 lety doslo k hybridizaci diploidnich donorti
subgenomil A a B, za vzniku divokého predka 7. turgidum ssp. dicoccon (BBAA; Marcussen
etal., 2014). Jesté nedavno byl za donora subgenomu B povazovan Ae. speltoides, nicméné
Li et al. (2022) na zakladé celogenomového sekvenovani zjistil, ze Ae. speltoides se z donora
subgenomu B pouze vyvinul a neni jeho donorem. Podle této studie je donorem subgenomu

B vzdaleny ptibuzny Ae. speltoides, ktery bud'to vyhynul nebo jesté nebyl popsan. Donorem



subgenomu A je pak 7. urartu (Marcussen et al., 2014). Druhé allopolyploidizace, pfi které jiz
vznikl pfedek dnesni hexaploidni pSenice seté¢ (BBAADD) probéhla pied ~9000 lety, kdy doslo
k hybridizaci predkt 7. turgidum ssp. dicoccon (BBAA) a Ae. tauschii (DD; Feldman, 2001).

K domestikaci hexaploidni psenice, ale i jinych druhG obilovin, doslo v oblasti
urodného pulmésice pred priblizné 9 500—8 500 lety. Postupné se ukotvovaly fenotypové znaky,
které byly vhodné pro rozsahlé péstovani psSenice. Pravé témito znaky se odliSuji
domestikované druhy od svych divokych pfibuznych nebo predkti (Dubcovsky ef Dvorak,
2007). Mezi tyto znaky patfi predev§im posilené stéblo a pfechod na tzv. nahou pSenici, ale také
zvySeni velikosti a poctu semen na jeden klas aredukce dormance. VSechny tyto znaky

umoznily vyssi vynosy pSenice (Feldman, 2001; Levy et Feldman, 2022).

“vzdaleny ptibuzny
Ae. speltoides
| BB . T. tmfgidum SSp.
B — < dicoccon
BBAA
T. urartu pSenice seta
AA T. aestivum
AA - . | BBAADD
- Ae. tauschii
- ) DD
BB
4 >
5,5 milionu let 800 000 let 9 000 let dnes

Obrazek 1: Schéma evoluce pSenice (7. aestivum). Pted ~5,5 miliony lety doslo k hybridizaci
neznamych donorii genomt AA a BB za vzniku Ae. tauschii s genomem DD. Pfi hybridizaci
(pfed 800 000 lety) vzdaleného ptibuzného Ae. speltoides (AA) a 1. urartu (BB) vznikla
tetraploidni pSenice 7. turgidum ssp. dicoccon (BBAA). Pied piiblizn€ 9 000 lety doslo
k posledni hybridizaci v procesu evoluce pSenice, a to spojenim praveé 7. turgidum ssp. dicoccon
(BBAA) a Ae. tauschii (DD) za vzniku hexaploidni pSenice seté se subgenomy BBAADD



3.2 Mechanismus kveteni u pSenice seté

V roce 2030 se predpoklada narast své€tové populace na 8,5 miliard lidi, coz, vzhledem
k tomu, ze pSenice tvoii 20 % lidského jidelnicku, klade velky tlak na zvySovani celosvétové
produkce pSenice (Shiferaw ef al., 2013; Dreisigracker et al., 2021; UN, 2024). Nicmén¢
klesajici dostupnost a kvalita zemédé€lské pudy a stale Castéji se opakujici extrémni pocasi, jako
sucho a vysoké teploty, vedou ke snizovani kvality a vynosu pSenice. V budoucnu tak nebudeme
schopni dostatecné pokryt potfeby populace (Ray ef al., 2013; IPCC, 2014; Lesk et al., 2016;
Zandalinas et al., 2018). Fabian et al. (2019) ve své studii demonstroval negativni vliv vysokych
teplot a sucha na morfologii klasu a Zivotnost pylu, kdy ptasobeni téchto dvou extrémnich

faktorti poCasi zpusobilo snizenou fertilitu, ktera koreluje se snizenym vynosem.

Aby se tedy maximalizoval vynos, musi se rostlina vyhnout kveteni pifi nepfiznivych
podminkach a zacit kvést pfi téch optimalnich (Trethowan, 2014). Jestlize dojde ke kveteni
prili§ brzy, hrozi rostlin€é umrznuti, naproti tomu pii opozdéném kveteni je rostlina vystavena
suchu a vysokym teplotam (Flohr ez al., 2017). Optimalni doba kveteni je podle Flohr ez al.
(2017) definovana jako ¢ast roku, kdy jsou ztraty na vynosu vzhledem k stresovym podminkam
minimalni. Spravné nacasovani kveteni je tak pro rostlinu kritickym a komplexnim krokem
v jejim vyvoji (Kamran ef al. 2014), ktery zajist'uji tfi skupiny gent. Jsou to geny vernalizacni
(VRN) a fotoperiodické drahy (PPD) a geny ranosti per se (EPS). Vernalizacni draha je
aktivovana chladem za ucasti tii gent — VERNALIZATION 1 (VRNI), VERNALIZATION 2
(VRN2) a VERNALIZATION 3 / FLOWERING LOCUS T 1 (VRN3/FT1) (Chouard, 1960).
Na zakladé vernalizacniho naroku je pSenice rozdé€lena na jarni a ozimé odrudy. Ozimé odrudy
potiebuji k aktivaci vernaliza¢ni drahy dlouhodobé pusobeni nizkych teplot, tzv. vernalizaci
(Trevaskis etal., 2003). Naproti tomu jarni odridy ji nevyzaduji (Fueral, 2005).
Fotoperiodicka draha aktivuje kveteni v zavislosti na prodluzyujicich se dnech (Searle
et Coupland, 2004). Soucasti fotoperiodické drahy je gen PHOTOPERIOD 1 (PPDI),
fytochromy a geny cirkadialnich hodin. Tteti skupina genti, geny ranosti per se, stale nejsou
dostateCné prozkoumany, ale podileji se na Casovém ,,dolad’ovani* kveteni (Slafer e Rawson,
1994; Zikhali ef al., 2015). Zaroven jsou Casto kandidatni £PS geny soucasti cirkadialnich
hodin (Gawronski et al., 2014; Alvarez et al., 2016)

Z vySe uvedeného vyplyva, ze studium a pochopeni mechanismu kveteni je dilezitou
soucasti snahy védcu vySlechtit takové odridy, které se dokazou pfizpusobit ménicim se

environmentalnim podminkam, ¢imz se zajisti potiebny vynos. Bohuzel u psenice neni zcela



mozné pro studium fungovani a regulace kveteni pouzit modelovy organismus Arabidopsis
thaliana, u kterého je kveteni velmi dobfe popsano. Kveteni je u 4. thaliana v mnoha ptipadech
regulovéano jinymi geny nez u pSenice, a proto neni vhodnym modelem. Jednim z nejvétSich
rozdilG mezi A. thaliana a pSenici je absence orthologa genu VRN2 u A. thaliana, ktera
naznacuje, ze cela vernalizaCni draha se u obou rostlin vyvinula samostatné (Yan ef al., 2004a).
Dal§im rozdilem je, ze a€ se u A. thaliana nachazeji orthology genu VRN, jako je naptiklad
APETTALA 1 (API), nejsou tyto geny soucasti vernalizani drahy (Yan ez al., 2004a).
Pro studium kveteni pSenice je tak nutné pracovat pfimo s timto polyploidnim druhem, ¢i jeho

ptibuznym diploidnim druhem, jeémenem (Greenup ef al., 2009; Li et al., 2015).

3.2.1 Vernaliza¢ni draha

Vernalizacni draha je jedna ze tii drah regulujici kveteni, ktera zajistuje pifechod rostliny
z vegetativni do generativni faze ve spravnou dobu, tedy po skonCeni zimy a mrazi. Hlavnim
genem vernalizacni drahy je gen VRN, u kterého musi byt splnén vernalizacni narok, aby doslo
k jeho aktivaci (Chouard, 1960). Vernalizace je obdobi nizkych teplot (4—6 °C) dlouhé 3 az 8
tydna, kterym musi rostlina projit k iniciaci kveteni (Kosner ez Pankova, 2002; Cockram et al.,
2007; Li et al., 2013). Délka vernalizace je urCena jednonukleotidovymi polymorfismy (SNP)
v genu VRN (Li et al., 2013; Kippes et al., 2018). Na zéklad¢€ vernaliza¢niho naroku, ktery
je podminén alelickymi variacemi genu VRN a VRN2, délime pSenici na ozimé a jarni odrady.
Ozimé odrudy, které jsou sety na podzim, nesou recesivni alely vrn/ a kjejich aktivaci je
zapotiebi vernalizace. Jarni odridy naopak maji dominantni alely Vrnl, které ke své aktivaci
vernalizaci nevyzaduji a jsou sety na jafe (Yan et al., 2004a; Fu et al., 2005). I ptes to, nékteré
studie ukazaly, ze po kratké vernalizaci jarnich odrid pSenice mize dojit k urychleni jejich
kveteni (Igbal et al. 2006). Krome genu VRN, jsou v draze jesté dalsi dva geny VRN2 a VRN3.
Vsechny geny jsou pak pfitomny ve tfech variantach — homeolozich, jelikoz je pSenice
hexaploidni rostlina a jeji genom je tvofen ze tii subgenomu A, B a D. Tyto tfi homeology
jednoho genu, napt. VRNI, se obecné oznacuji VRN-A1, VRN-B1 a VRN-D1, jednotlivé alely
pak napt. Vrn-Ala (dominantni alela a genu VRN-A1). Stejné tak je tomu i ostatnich genu

v pSeni¢ném genomu.

V ramci vernalizacni drahy (Obrazek 2) vSechny tfi jeji geny navzajem ovliviiuji. Geny

VRNI a VRN3 figuruji jako aktivatory kveteni (Pugsley, 1971; Yan ef al., 20006), kdezto gen

VRN2 jako jeho represor (Trevaskis et al., 2007). Pfed vernalizaci je aktivni gen VRN2

(Dubcovsky ez al., 2000), ktery inhibuje RN 3. Po aktivaci VRN vernalizaci, tento gen zarover

umlcuje represor VRN2 (Chen et Dubcovsky, 2012) a aktivuje VRN3, ktery zpétné piispiva
6



k aktivaci VRN (Distelfeld et al., 2009). Tato ¢ast drahy probiha v listu a nasledné se presouva
do apikalniho meristému stonku, kam je protein VRN3 z listu translokovan (Corbesier ef al.,
2007). V apikalnim meristému pravdépodobné VRN3 aktivuje gen VRN, ktery iniciuje kveteni
(Li et Dubcovsky, 2008). Samoziejmé vSechny drahy ovliviiujici kveteni jsou navzajem

propojené a prispivaji k regulaci ostatnich gena.
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Obrazek 2: Schéma vernaliza¢ni drahy psSenice. Interakce v ramci vernalizacni drahy
probihaji na dvou mistech v rostlin€ — v listu a apikalnim meristému. V listu, po aktivaci VRN I
vernalizaci dochazi jednak k represi genu VRN2, ktery funguje jako represor VRN3 a za druhé
k aktivaci VRN3. Ten pak jeste zpétné aktivuje VRNI. Gen VRN3 koduje mobilni protein, ktery
je z listu transportovan do apikalniho meristému stonku, kde opét aktivuje VRNI. Gen VRN
v apikalnim meristému iniciuje prechod rostliny z vegetativni faze do reprodukcni.

3.2.1.1 Gen VRNI

Zahlavni gen vernalizacni drahy mizeme oznacit MADS-box transkripcni faktor VRN
(Yan et al., 2003). Tento transkripéni faktor je exprimovan jak v listech, tak v apikalnim
meristému (Yan et al., 2003). V listech puasobi jako represor genu VRN2 a zaroven aktivuje
expresi genu VRN3. V apikalnim meristému interaguje s mobilnim proteinem VRN3 z listu
a iniciuje kveteni. Aktivace genu VRN zavisi na tom, zda se jedna o dominantni nebo recesivni
alelu. Recesivni alely vyzaduji ke své aktivaci proces vernalizace, kdezto dominantni alely jsou
aktivni bez ni (Yan et al., 2004b; Fu ef al., 2005). Dominantni alely, pfitomny u jarnich odrad
pSenice, vznikly inzercemi a delecemi v promotoru a delecemi v prvnim intronu genu

(Yan et al., 2004b; Fu et al., 2005). Alela s oznacenim Jrn-Ala mé duplikovany region



(obsahujici ¢ast promotoru, prvni exon a €ast intronu 1) po inzerci transpozénu SFE (spring
foldback element), ¢imz pravdépodobné doslo k naruSeni vazebného mista pro represor
nachazejici se v prvnim intronu (Yan et al., 2004b). U dalSich dominantnich alel jako Vrn-A1b
a Vrn-D1c byly objeveny delece a inzerce v jejich promotorech (Yan ez al., 2004b; Zhang et al.,
2015).

Pravé mutace v promotorech a prvnich intronech dominantnich alel pravdépodobné
zapfiCinuji expresi genu bez potieby vernalizace. Exprese genu VRNI (pfedevsim u ozimych
odrid) je modulovana mnoha faktory, jejichz vazebna mista se pravdépodobné nachazeji
v prvnim intronu nebo promotoru. Jednim z mechanismt regulace VRN/ je jeho udrzovani
v neaktivnim stavu trimethylaci lysinu 27 na histonu 3 (H3K27me3), coz =zajistuje
POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 (PRC2; Alonso-Peral et al., 2011, Strejckova et al.,
2020). Vernalizace indukuje zménu stavu z neaktivniho (H3K27me3) na aktivni pomoci
trimethylace lysinu 4 a 36 na histonu 3 (H3K4me3 a H3K36me3; Xiao et al., 2014; Niu et al.,
2024). Puvodni zjisténi naznacCovala, Ze hypermethylace se odehrava pouze v ramci kritického
regionu v prvnim intronu (Xiao ef al., 2014), ale Niu et al. (2024) v nejnov¢jsi studii dokazal,
ze se zmeény v methylaci tykaji také promotoru a celého genu VRN/. Dal§Sim modulatorem
VRN v ramci prvniho intronu je VERNALIZATION-RELATED 2 (VER?2), jehoz exprese roste
s vernalizaci v jadrech bun¢k apikalniho meristému a mladych listkii (Xing ez al., 2009). VER2
v prabéhu vernalizace interaguje s represorem genu VRN, GLY CINE-RICH RNA-BINDING
PROTEIN 2 (GRP2), ktery se vaze na pre-mRNA VRN do 19 bp konzervativni sekvence
v prvnim intronu, oznacované jako RNA immine precipitation fragment 3 (RIP3; Xiao et al,,
2014). Béhem vernalizace dochazi k O-GlcNAcetylaci proteint, véetné GRP2 na threoninu 17
(Xing et al., 2009; Xiao et al., 2014). VER2 rozpoznéva takto modifikovany GRP2, vaze se na
néj a uvoliiyje ho z pre-mRNA, ktera muze dale pokracovat k sestiihu (Xiao et al. 2014).
Xu et al. (2021) v nedavné studii pozoroval dal§i mechanismus aktivace transkripce VRN, a to
pomoci dlouhé nekddujici RNA (long noncoding RNA — IncRNA). Tato IncRNA je produktem
alternativniho sestiihu pre-mRNA VRN a podle toho nese i svij nazev VRNI ALTERNATIVE
SPLICING (VAS). VAS hraje pravdépodobné dulezitou roli v aktivaci VRN u ozimych odrad,
kde je VAS produkovany béhem prvnich tydni vernalizace. Xu ef al. (2021) zjistil, Ze se
spole¢né s VAS podileji na aktivaci VRN/ transkripéni faktory RF2b a RF2a. Komplex VAS-
RF2b se vaze do promotoru VRN, kde RF2b aktivuje transkripci genu tvorbou heterodimeru
s RF2a. Promotor VRNI jecilem také pro dalsi modulator VEGETATIVE TO
REPRODUCTIVE TRANSITION 2 (VRT2; Xie at al., 2019). Diive byl VRT2 povazovan za



represor kveteni (Kane ez al., 2005; Kane et al., 2007), Xie et al. (2019) vSak tato tvrzeni svymi
experimenty vyvratil a demonstroval funkci VR72 jako aktivatoru kveteni. VRT2 tvori
heterodimer spolecné s proteinem VRNI, ktery se vaze zpatky do promotoru VRN, ¢imz je
gen aktivovan (Xie efal., 2019). Pouze v apikdlnim meristému je VRNI aktivovan jesté
komplexem VRN3-FLOWERING LOCUS D-like (FDL), ktery se vaze do jeho promotoru
(Li et Dubcovsky, 2008). VRN3 se jako mobilni protein pfesouva zlistu do apikalniho
meristému stonku, kde se spolecné¢ s FDL vaze do VRNI (Corbesier et al., 2007,
Li et Dubcovsky, 2008).

Geny VRNI se nachazi na dlouhém rameni chromozomut 5A, 5B a 5D (Snape et al.,
2001). Translokaci 290 kb velkého regionu z dlouhého ramene chromozomu 5A nesouciho
recesivni alelu vrn-4 7 na kratké rameno chromozomu 5D, vznikl ¢tvrty gen vernalizacni drahy
VRN-D4 (Kippes et al., 2015). Kromé jeho translokace, do§lo také k jednonukleotidové mutaci,
ktera zmeénila typ alely zrecesivni na dominantni (Kippes et al., 2015). Gen VRN-D4 byl
objeven a vyskytuje se vyhradné u jarnich odrid psenice v jizni Asii (Kippes et al., 2015).

3.2.1.2 MADS-box transkrip¢ni faktory

Jak jiz bylo zminéno, VRN patii do rodiny MADS-box transkripcnich faktort, presnéji
do typu II, ozna¢ovanych také jako MIKC-typy (Muenster ef al., 1997; Yan et al., 2003). MIKC
je poradi ¢tyf domén, které tyto transkripéni faktory obsahuji — MADS-box, I (invertovana),
K (keratin-like) a C-terminalni doména (Obrazek 3; Kaufmann ef al., 2005). Tyto transkripcni
faktory se vazi do specifické sekvence DNA jako homo/heterodimery nebo multimery
(Kaufmann et al., 2005). DNA vazebna MADS-box doména obsahuje velice konzervativni
sekvenci. Poprvé byla objevena u geni MINICHROMOSOME MAINTENANCE FACTOR 1
(MCM1I), AGAMOUS (AG), DEFICIENS (DEF) a SERUM RESPONSE FACTOR (SRF), po
kterych nese sviij nazev (Schwarz-Sommer et al., 1990). Specifickou vazbu k DNA zajistuje
N-terminalni konec MADS-box domény. C-terminalni konec mé zase svou tlohy v dimerizaci
proteinu (Treisman, 1995). Po MADS-box doméné nésleduje I domeéna, ktera hraje roli ve
specificité protein-protein interakce (Kaufmann ef al., 2005). Nasleduje K doména, ktera je
rovnéz jako MADS-box doména velice konzervativni a nejcastéji je kodovana tfemi exony
(Kaufmann et al., 2005; Gramzow ef Theil3en, 2015). Da se dale d¢lit do tii subdomén K1, K2
a K3 a kazda zté€chto subdomén iniciuje interakci protein-protein mezi MADS-box
transkripcnimi faktory (Kaufmann ez al., 2005). Kromé dimerizacni funkce, se C-terminalni
cast K domény také podili také na tvorbé tetramerti nebo dalSich multimert (Kaufmann ez al.,

2005; Melzer et Theiflen, 2009). Na konci téchto transkripcnich faktorti se nachazi nejméné
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konzervovana cast — C-terminalni doména. Ta se taktéz muze podilet na tvorbé dimera

a multimert a transkripcni aktivaci (Kaufmann ez al., 2005).

V ramci této diplomové prace bylo pracovano s mutantnimi liniemi, u kterych doslo
vinou predcasnych stop kodont ke zménam v proteinovych doménach (Obrazek 3). Tyto linie

budou popsany podrobnéji dale v této praci.

.
VRN-A1 1‘ { J 244
VRN-AL,, 1‘ ‘ D91

Obrazek 3: Obecné schéma MADS box transkripéniho faktoru VRN-A1 a jeho mutantni
formy studované v této diplomové praci. ’RN-A 1 patti mezi MADS box transkripcni faktory,
které maji ¢tyfi domény. MADS box doména se podili na vazbé k DNA, I doména se podili na
protein-protein interakci, K doména je urcena také k protein-protein interakci ak tvorbé
dimerd/multimerti. C-terminalni doména ma funkci dimerizacni a transkripné aktivacni.
PredCasny stop kodon u JVin-Alopsee zpusobil ztratu C-terminalni domény a malé Casti
K domény. U Vin-Als17 doslo k ztrat€¢ C-terminalni domény a témer celé K domény.
(Kaufmann et al., 2005; EnsemblPlants).

3.2.1.3 Gen VRN2

Gen VRN2 je represorem kveteni, jehoz protein ma motiv zinkového prstu a CCT
doménu (Yan et al, 2004b). CCT doména je zkratka gent A. thaliana CONSTANS,
CONSTANS-like a TIMING OF CABI1, kde byla tato doména poprvé nalezena (Strayer et al.,
2000). Homoelogy VRN-B2 a VRN-D2 se nachazeji na chromozomech 4B a 4D (Tan et Yan,
2016). Naproti tomu VRN-A2 se nachazi na dlouhém rameni chromozomu 5A, kde byl
translokovan z dlouhého ramene chromozomu 4A (Dubcovsky ef al., 1998). Ozimé odrudy
pSenice disponuji dominantni alelou Frn2 alesponi v jednom ze tfi homeologt (Yan ez al.,
2004b). Dominantni alela Vrn2 chrani rostlinu pfed brzkym kvetenim béhem zimy a pred
ukonc¢enou vernalizaci (Takahashi ef Yasuda, 1971). Shaw ef al. (2020) v nedavné studii ukazal,
ze Vrn2 je béhem dlouhych dni pfed naplnénou vernalizaci (tedy béhem podzimu) indukovan
genem fotoperiodické drahy PPD1. Aktivni alely Vrn2 pak inhibuji aktivator kveteni VRN3,

¢imz brani rostliné vykvést (Hemming et al., 2008). Pred vernalizaci je VRN2 aktivovan za
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pomoci PPDI (Shaw et al., 2020). B&hem vernalizace dochéazi ke snizovani exprese VRN2
a zarovenl ke zvySeni exprese VRNI. Yan et al. (2004b) toto demonstroval pomoci RNA
interference genu JVRN2, kdy jeho inhibice vedla ke zvySené expresi VRN a zaroven ke snizené
potiebe vernalizace. V pfipad€ ukoncené vernalizace je gen RN2 inhibovéan hlavnim genem
vernalizacni drahy VRN1 (Trevaskis ef al., 2006; Hemming ef al., 2008). Recesivni alely vrn2
jsou pfitomny u jarnich typa pSenice a jsou vysledkem bodovych mutaci v kodujici oblasti
dominantni alely Vrn2 (oznaCované vrn2a) nebo jeji uplnou deleci (oznaCovanou vrn2b;
Yan et al., 2004b). Dlouhé dny téchto u ,,nefunkénich* alel indukuji expresi VRN3 a aktivuji
kveteni bez potieby vernalizace (Yan et al., 2006, Hemming et al., 2008).

3.2.1.4 Gen VRN3 (FTI)

Gen VRN3 koéduje mobilni protein, ktery se transportuje z listu do apikéalniho meristému,
kde iniciuje kveteni. Tento protein se podoba proteinu FLOWERING LOCUS T (FT)
u A. thaliana, a proto je oznaCovan také jako FT1 (Yan er al., 2006). Lv et al. (2014)
demonstroval dulezitou ulohu VRN3 v indukci kveteni ve svém experimentu, kdy pomoci RNA
interference umlcel VRN3, coz vedlo k opozdénému kveteni o 2 az 4 tydny. Exprese VRN3 je
modulovana predevs§im tfemi geny podilejicich se na kveteni — VRN, VRN2 a PPD1. VRN2
pusobi v listech jako jeho represor, VRNI a PPD1 ho naproti tomu aktivuji (Hemming ef al.,
2008; Turner et al., 2005; Distelfeld ez al., 2009). VRN3 je exprimovan pouze v listech po
aktivaci geny VRNI a PPD] pti dlouhych dnech (Hemming ez al., 2008; Pearce et al., 2013).
Mobilni protein VRN3 se pak dale presouva do apikalniho meristému, kde se v komplexu
s transkripénim faktorem FLD vaze do promotoru VRN, ¢imz ho aktivuje (Corbesier et al.,
2007, Li et Dubcovsky, 2008; Distelfeld et al., 2009). Jak tomu bylo i u predchozich dvou genta
vernaliza¢ni drahy, také alely VRN3 urCuji ozimé a jarni odrady pSenice. Ozimé odrudy nesou
recesivni alely vrn3, ze kterych se inzercemi v promotoru vyvinuly jarni dominantni alely Vin3
(Yan et al., 2006). Kromé toho, ze je VRN3 aktivatorem kveteni, Sakuma a Schnurbusch (2020)
pozorovali také jeho vliv na pocet a vyvoj klast. Chen ez al. (2022) objevili jednonukleotidovou
deleci guaninu ve tfetim exonu genu VRN-D3, ktera meéla za nasledek opozdéné kveteni

a zaroven zvyseny pocet klasu.
3.2.2 Fotoperiodicka draha

Fotoperiodicka draha umoziiuje rostlinam vnimat délku dne (fotoperiodu) a podle svych
narokll na ni reagovat. Ryze nebo kukufice kvetou nezavisle na délce dne a oznacuji se jako

kratkodenni rostliny. Dlouhodenni rostliny, jako pSenice nebo 4. thaliana, vyzaduji pro iniciaci
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kveteni pusobeni dlouhych dnli (8—16 hodiny svétla denn¢; Slafer e Rawson, 1995). I pfes to,
ze je pSenice dlouhodenni rostlina, nékteré odridy jsou k fotoperiodé necitlivé a mohou kvést
i pii kratkych dnech (Bloomfield ef al., 2018). Tato citlivost vuci fotoperiodé je dana genem
PPD]1, jinak znamy jako PSEUDORESPONSE REGULATOR 37 (PRR37; Beales et al., 2007).
Recesivni alely (oznaovany koncovkou b, napt. ppd-A41b) zajistuji senzitivitu vuci délce dne,
necitlivost je pak dana pfitomnosti dominantni alely Ppd-Dla (dominantni alely jsou
oznacovany koncovkou a; McIntosh ez al., 2007). Regulace kveteni fotoperiodickou drahou ma
ve€tsi vyznam u jarnich odrad pSenice, které nevyzaduji vernalizaci, a tak je jejich na¢asovani
kveteni prevazné zavislé na fotoperiodické draze. Ozimé odrudy jsou vnimavé k délce dne po
ukonceni vernalizace (Levy e Peterson, 1972; Davidson et al., 1985). DalSimi geny, ale jiz ne
tak vyznamnymi, které jsou soucasti fotoperiodické drahy, jsou PRR73, lokalizovany na
chromozomu 4A (Zhang et al., 2016) a PPD-B2 nachazejici se na chromozom 7B (Khlestkina
etal. 2009). Oba dva geny jsou asociovany s rané€ kvetoucimi odridami pSenice a jsou také
spojeny s dalSimi fenotypovymi znaky jako vyska rostliny nebo zvySené mnozstvi proteina
v zrnech (Zhang et al., 2016; Khlestkina ef al. 2009). Dulezitou Glohy pfi vnimani svétla
rostlinou hraji také fytochromy a cirkadidlni hodiny, které se také podileji na regulaci

fotoperiodické drahy.

3.2.2.1 Fytochromy a cirkadialni hodiny

Rostliny vyuzivaji specialni fotoreceptory nazyvané fytochromy, aby pfizptusobily svij
rast a vyvoj svételnym podminkam (Rockwell ez al., 2006; Chen et al., 2014). Tyto dimerické
proteiny, jejichz funkci je detekovat Cervené svétlo a okolni teplotu (Jung ef al., 2016) se
v rostliné nachazeji ve dvou formach — inaktivni formeé Pr a aktivni formé Pfr. Inaktivni forma
Pr se po vystaveni rostliny cervenému svétlu, tedy béhem dne, méni na aktivni formu Pfr, ktera
se translokuje do jadra, kde transkripcné reguluje drahy ovliviiyjici kveteni. Ve tmé je aktivni
forma Pfr opét prevedena na neaktivni Pr (Quail, 2002; Nagatani, 2004). Hlavnimi fytochromy,
které u pSenice interaguji s PPDI jsou PHYTOCHROME C (PHYC) a PHYTOCHROME B
(PHYB). Fytochromy reguluji PPD1 ptes FARLY FLOWERING 3 (ELF3), ktery je soucasti
cirkadialnich hodin, pfesnéji tzv. veCerniho komplexu (Turner ez al., 2013; Alvarez et al., 2016).
Podle studie Alvarez et al. (2023) je ELF'3 ptimim represorem PPD]1, ale také VRN2 a hraje
podstatnou roli v regulaci kveteni skrze PPD/ a fytochromy.

Na fotoperiodické draze pSenice se podileji také cirkadialni hodiny, jejimz hlavnim
genem je CONSTANS (CO), presnéji jeho dva homology CO/7 a CO2 (Higgins et al., 2010).
CO hraje u A. thaliana zasadni roli v cirkadialnich hodinach, kde indukuje kveteni pfi dlouhych
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dnech, tzv. CO-dependentni draha (Putterill ef al., 1995; Suarez-Lopez et al., 2001). Nicméné
u pSenice v pritomnosti funkcnich alel PPDI, figuruji COI a CO2 pouze jako velmi slabé
represory kveteni, kdy jsou propojeny s vernaliza¢ni drahou jako induktory VRN2. CO1 a CO2
indukuji kveteni pfes aktivaci VRN3 pouze v rostlindch s nefunkénim genem PPDI. CO-
dependentni draha ma tak u pSenice jen maly efekt na regulaci kveteni oproti 4. thaliana
(Shaw et al., 2020). GIGANTEA (GI) je dalsim genem, ktery je soucasti cirkadialnich hodin.
Liet al. (2024) ve své studii demonstrovala ucinek G/ jako pozitivniho regulatoru VRN3
a negativniho CO/ a CO2. Prestoze u A. thaliana maji cirkadialni hodiny, predevsim tedy CO,
zasadni vliv na regulaci kveteni pomoci vniméani svétla (Putterill ez al., 1995; Suarez-Lopez

etal., 2001), u pSenice jejich role neni tak zasadni (Faure ez al., 2012).

3.2.2.2 Gen PPDI

Geny PPD1 se nachazeji na kratkém rameni chromozom 2A, 2B a 2D (Scarth ez Law,
1984) a patii do rodiny pseudo-responzivnich regulatori (Beales et al., 2007). Pseudo-
responzivni regulatory jsou skupinou proteind, obsahujici CCT doménu, které moduluji
oscilujici procesy v ramci rostlin jako napf. cirkadialni hodiny. U ozimych odrid po dokoncené
vernalizaci je PPD1 aktivovan dlouhou fotoperiodou na jafe a v 1ét€, zatimco u jarnich odrad
je PPDI aktivni nezavisle na fotoperiodé. PPDI aktivuje gen VRN3 v listu, jehoz mobilni
protein je transportovan do apikalniho meristému, kde iniciuje kveteni aktivaci VRNI
(Corbesier ef al., 2007; Li et Dubcovsky, 2008). Studie Shaw ef al. (2020) ukazala, ze PPD1
hraje dulezitou roli také v regulaci VRN2. Ozimé odrudy vysazené na podzim jsou pied zimou
vystaveny dlouhym dnam, kdy v tomto pfipad¢€ ale PPD1 neaktivuje VRN3, ale naopak aktivuje

represor kveteni VRN2, ktery je inhibovan az na jafe po dokonc¢ené vernalizaci.

Jak jiz bylo zminéno, PPDI alely muzeme rozdélit na sensitivni (recesivni)
a nesensitivni (dominantni) viici fotoperiodeé (Mclntosh ez al., 2007). Alely sensitivni (ppd-1b)
musi byt svételné€ aktivovany pomoci fytochromt PHYC a PHYB, které inaktivuji negativni
efekt L3 na PPDI (Turner et al., 2013; Alvarez et al., 2016). Dominantni alely (Ppd-1b),
které jsou necitlivé k fotoperiod€, jsou exprimovany nezavisle na délce dne a vznikly jako

vysledek mutaci recesivnich alel (Wilhelm ef al., 2009; Beales ef al., 2007; Diaz et al., 2012)

3.2.3 Geny ranosti per se

Appendino a Slafer (2003) definuji ucinek EPS gend jako Cas potfebny k metani
po naplnéni vernalizacniho a fotoperiodického naroku. I pfes to, ze ma rostlina stejnou

konstituci VRN a PPD genti, dochazi k rozdiliim v dobé€ kveteni a tyto rozdily jsou pfisuzovany
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pravé EPS genim (Lauri et al., 2004). Zikhali a Griffiths (2015) ve své praci popisuji VRN,
PPD a EPS geny jako Srouby svételného mikroskopu — geny vernaliza¢ni a fotoperiodické
drahy jako makrosroub a EPS geny jako Sroub zaostfovaci. Pro sviij maly efekt je tézké tyto
geny identifikovat jinak, nez pouze jako QTL (Miura et al., 1999). U hexaploidni pSenice byl
EPS lokus identifikovan na dlouhém rameni chromozomu 1D a jako kandidatni gen byl kromé
MOLYBDENUM TRANSPORTER 1 (MOTI) a FILAMENTATION TEMPERATURE
SENSITIVE H (FtsH4) jako u diploidni pSenice, navrhnut jesté ELF3 (Faricelli et al. 2010;
Zikhali et al., 2014). Diive byly EPS geny povazovany jako nezavislé na okolnim prostiedi,
toto tvrzeni se ale postupné vyvraci (Bullrich ez al., 2002; Gawronski et al., 2014). Zavislost
EPS gent na prostiedi, tak v budoucnu mtize pomoct Slechtitelim k zvySeni vynosa pSenice

(Zikhali et Griffiths, 2015).

3.3 TILLING (Targeting Induced Local Lesion IN Genomes)

Jednou z nejjednodussich cest, jak objasnit funkci genu je piistup piimé genetiky, ktery
je zaloZen na spojeni fenotypu s mutaci v genu. Opacnym pfistupem je reverzni genetika, kdy
je nejdiive nalezena mutace a ta je az nasledné pfifazena k fenotypu. K ucelu studia funkce
gentl byly béhem let vytvofeny mutantni linie s mutacemi ve studovanych genech (Kurowska
etal., 2011). Jednim z pfistupd, jak tyto linie vytvorit je TILLING, ktery muze byt pouzit jak
k pfimé, tak 1 k reverzni genetice (Szarejko et al., 2016; Szurman-Zubrzycka et al., 2023).
TILLING byl poprvé pouzit McCallumem ef al. (2000a, 2000b) u A. thaliana jako alternativa
k inzer¢ni mutagenezi. Kormé& vyuziti ve funkéni genomice, se TILLING platforma stala
uziteCnym pomocnikem ve Slechtitelstvi, kde nahradila transgenni pfistup (Kurowska et al.,

2011).

Jednou z mnoha vyhod TILLING je moznost aplikace na jakykoli rostlinny druh
nezavisle na velikosti genomu, ploidii nebo zptisobu rozmnozovani (Kurowska et al., 2011).
K vytvoreni funk¢ni platformy je potfeba mensi mnozstvi rostlin (ve srovnani s jinymi
platformami) a jakmile dojde k jejimu vytvoreni, je tato platforma dlouhotrvajici, tzn., ze
jakmile je vytvofena, mize byt ve formé seminek udrzovana po jakkoli dlouhou dobu
(Szurman-Zubrzycka et al., 2023). Nevyhodou inzeréni mutageneze je tvorba predev§im
knock-out mutaci, zatimco u TILLLING je za pouziti chemickych mutagent vytvoieno celé
spektrum mutaci, které mohou vytvofit nové alely o ruznych , silach“. To je velkou vyhodou
u gend, jejichz Uplné umlceni (jako u inzeréni mutageneze) by pro rostlinu mohlo byt letalni

(Kurowska et al., 2011; Szurman-Zubrzycka et al., 2023). Posledni vyhodou je, ze pti TILLING

14



pfistupu nevznikaji GM (geneticky modifikované) rostliny, jejichz zptusob nakladani
je v mnoha zemich, v€etné EU, pfisné regulovano (Kurowska ez al., 2011; Szurman-Zubrzycka

etal., 2023).

Obrovskou nevyhodou TILLING populaci jsou mutace na pozadi, které mohou mit vliv
na funkci studovaného genu. K jejich odstranéni je potieba zpétného kiizeni s rodicem, kdy
se po kazdém takovém ktizeni poCet mutaci na pozadi snizi o polovinu. Cilem zpétného ktizeni
je vytvorit mutanta v homozygotnim stavu s co nejmensim poctem mutaci na pozadi (Szurman-
Zubrzycka et al., 2023). Nové metody editace genomu jako CRISPR/Cas9, umoziuji tvorbu
mutaci v zajmovych genech bez vzniku mutaci na pozadi a eliminuji tak nutnost zpé&tného
kiizeni (Irshad er al., 2020; Szurman-Zubrzycka et al., 2023). Dalsi nevyhodou TILLING
pristupu je velka Casova narocnost pripravy platformy v homozygotnim stavu (Kurowska et al.,
2011; Szurman-Zubrzycka efal., 2023). Prvnim casov€é naroénym krokem k vytvoteni
TILLING linii je mutageneze semen a piipravy Mz generace rostlin. Druhym krokem je
identifikace vzniklych mutaci, které mohou byt spojeny s fenotypem. Nakonec je vytvorena

databaze TILLING mutantli (Obrazek 4; Szurman-Zubrzycka et al., 2023).

EMS M, generace M, generace

IZOLACE DNA

+
N POOLING

{\’f
Y

HETERODUPLEX
ANALYZA

« DHLCP

+ HRM
¢ LI-COR

Obrazek 4: Schéma pripravy TILLING populaci pSenice seté. Semena jsou v prvnim kroku
oSetfena chemickym mutagenem (nejCastéji EMS). Nasledné se semena mnozi az do M
generace, z které se odebiraji vzorky pro izolaci DNA, které jsou pro zjednoduseni a urychleni
procesu poolovany. Po PCR oblasti naseho zajmu je provedena heteroduplex analyza (DHLPC,
HRM, LI-COR) nebo sekvenovani nové generace. Na zakladé vysledku je poté vytvorena
databéaze se vSemi nalezenymi mutacemi. Obrazek byl vytvofeno pomoci BioRender.
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3.3.1 Tvorba TILLING populaci

Prvnim krokem v ramci TILLING platformy je vytvoreni dostatecné velké zmutované
populace, k ¢emuz se vyuzivaji chemické nebo fyzikalni mutageny. Plati, ze ¢im nizsi
je frekvence mutaci v ramci genomu, tim je potieba vétsi populace (Szarejko er al., 2016;
Szurman-Zubrzycka et al., 2023). Frekvence tvorby mutaci se u jednotlivych TILLING
populaci 1i§i v z&vislosti na pouzitém mutagenu, ale pohybuje se pfiblizné€ v rozpéti jedné
mutace na 20 kb az 7 Mb (Till ez al., 2018). Geneticky material pouzity k mutagenezi jsou
nejcasteji semena, ktera jsou vhodna pro svou snadnou manipulaci a aplikaci mutagenu. Stejné
tak je mozné mutagen aplikovat u semen kdykoli, tudiz neni mutageneze zavisla na vyvojovém
stadiu rostliny (Szurman-Zubrzycka et al., 2023). Dllezitym kritériem pfi piipravé TILLING
populaci je zvolena davka mutagenu, protoze piilis Casté a velké mutace zptisobené pouzitim
vysoké davky mohou vést k infertilit¢ a letalit€¢ oSetfovanych semen. Naopak aplikaci nizké
davky mutagenu se nemusi dosahnout pozadované frekvence mutaci (Szarejko et al., 2016).
Za optimalni davku mutagenu je povazovana takova, ktera zpomali rist u méné nez 30 % rostlin
(Maluszynski et al. 2009), 1 ptes to se nékdy mohou pouzivat davky vyssi (Martin ez al. 2009).
Nejcastéji pouzivanym mutagenem je alkylacni Cinidlo ethyl metansulfonat (EMS), ktery
nahodné zpusobuje bodové mutace zaménou G/A za C/T (Till et al., 2003; Kurowska et al.,
2011). Dal§imi pouzivanymi chemickymi mutageny jsou N-methyl-N-nitrosomocovina (MNU)
a azid sodny (NaN3). Alkyla¢ni ¢inidla mohou zpasobovat nejen vSechny typy bodovych
mutaci, ale také vétsi chromozomové prestavby (Maluszynski ez al. 2003). Cilem mutageneze
je tak vytvofit nové alely v ramci genu, které ovlivni jeho fenotyp a toho vyuzit pii studiu

funkce genu (Szarejko ef al., 2016).

Po vystaveni semen mutagenu, vznika jejich nakli¢enim M; generace rostlin, které maji
chimérickou povahu. Semeno je totiz tvoreno vice butikami a v kazdé z nich dochazi k jiné
mutaci. Dédi¢né mutace navic vznikaji pouze v bunikdch zarodecné linie a k identifikaci
dédicnych mutaci se tedy pouzivaji az rostliny M, generace. Jestlize je identifikovana mutace
v homozygotnim stavu, fenotypova analyza mize byt provedena jiz v M generaci. V opa¢ném
ptipadé se homozygoti hledaji v M3 generaci a fenotyp je zkouman v naslednych generacich.
Vsechny bodové mutace, které vznikaji jsou nadhodné, takze je potieba vzdy brat v potaz,
ze dany fenotyp mohou ovliviiovat mutace na pozadi v jinych genech. K odstranéni téchto
mutaci se vyuziva zpétného kiizeni, kdy je mutantni rostlina kfizena s rodicem. (Szarejko et al.,

2016)
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3.3.2 Metody identifikace mutaci

U kazdé rostliny M generace je potieba identifikovat mutace v genech a zhodnotit, zdali
se Jedna o homozygota nebo heterozygota pro danou mutaci. Béhem let se metody identifikace
mutaci vyvijely a dnes jsou zalozeny pievazné na sekvenovani nové generace (NGS). Jelikoz
jsou v M generaci stovky az tisice rostlin, tak se pro identifikaci mutaci vyuziva , poolovani®,

které cely proces zjednodusi a urychli (Szurman-Zubrzycka et al., 2023).

Prvni pouzitou metodou byla denaturujici vysokoucinna kapalinova chromatografie
(DHPLC; McCallum et al., 2000a; McCallum ef al., 2000b). Princip této identifikacni metody
spo¢iva v PCR zamovych oblasti DNA M; rostlin (pool), pfi které vznikaji hetero
a homoduplexy, které jsou analyzovany DHPLC. Heteroduplexy se v zaznamu projevi jako
dalsi signal. V pfipad€ rostlin, u kterych jsou zaznamenany heteroduplexy, se jejich PCR
produkty osekvenuji, aby se byla mutace presné identifikovana a popsana (Szurman-Zubrzycka
etal., 2023). Kromé¢ DHPLC, i dal§i metoda High-Resolution Melting (HRM) dokaze pfimo
identifikovat heteroduplexy (Gundry et al., 2003; Szurman-Zubrzycka et al., 2017). Tato
metoda je zaloZena na poklesu flourescence heteroduplexti v porovnani s homodupexy, ktera
nastava pii analyze teploty tani (Kurowska ez al., 2011). Z DHPLC a HRM se postupné preslo
na metodu LI-COR (od firmy Lamba Instruments Corporation), ktera vyuziva endonukleazy
Stépici heteroduplexy v misté mutace. Nastépené heteroduplexy jsou poté vizualizovany
na polyakrylamidovém gelu (Colbert ef al., 2001, Kurowska et al, 2011). NejcCastéji
pouzivanou endonukleazou je u rostlin CEL I z celeru (Gottwald ez al., 2009). V dnesni dobé
se k identifikaci mutaci stale Castéji vyuziva NGS, nejc¢astéji [llumina. Nevyhodou téchto metod
je 1 pres stale klesajici naklady jejich cena, pokud uvazime mnozstvi rostlin, které musi byt
analyzovany. Z téchto divodu se pfistupuje pouze k sekvenovani kodujicich oblasti,
tzv. ,exome capture” (Szurman-Zubrzycka ef al., 2023). Nejnovéjsim pfistupem je metoda
FIND-IT (Fast Identification of Nucleotide variants by droplet DiglTal PCR), ktera cely proces
identifikace mutaci urychluje spojenim ,poolovani velkého mnozstvi vzorki a ddPCR

(Knudsen et al., 2022).

3.3.3 TILLING linie pSenice seté Cadenza 0309 a Cadenza 1617

V ramci této diplomové prace byly pouzity dvé TILLING linie jarni odrudy pSenice seté
Cadenza (CAD), které byly vybrany v databazi Ensembl Plants. Jako mutagen k tvorb¢ téchto
TILLING linii byl pouzit EMS. Pouzita semena byly z My generace.
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Obé tyto linie, oznacené CAD 0309 a CAD 1617, maji bodovou mutaci v genu VRN-A Ia,
ktera zpusobuje predCasny stop kodon (Obrazek 4). CAD 0309 ma mutaci v exonu 6, kdy doslo
k zaméné C za T, coz ma za nésledek zkraceni VRN-A1 proteinu z 244 aminokyselin na 1609.
U CAD 1617 doslo k zaméné G za A vexonu 3 a zkraceni proteinu na 91 aminokyselin.
Mutantni proteiny u obou TILLING linii, tak pfisly o C-terminalni doménu, jejiz funkci je
tvorba dimert/multimera a transkripéni aktivace (Kaufmann ef al., 2005). Zaroven CAD 0309
prisla o cast a CAD 1617 o témér celou K doménu podilejici se na protein-protein interakci

a dimerizaci (Kaufmann ez al., 2005).

VRN-Al,,,, VRN-A1,3,,
Pred¢asny STOP: W91 (TGG) = * (TGA) Predcasny STOP: Q169 (CAG) = * (TAG)
2]
AACTGGTGT VRN-A1 TCTC AGAGHE VRN-A1
MWaacTGATG T I N TcTC AGAGE

Obrazek S: Jednonukleotidové mutace v genu VRN-A1 u TILLING linii CAD 0309
a CAD 1617. CAD 1617 ma SNP v exonu 3, kde doslo ke zméné¢ zG na A za vzniku
predCasného stop kodonu TGA. U CAD 0309 doslo k mutaci v exonu 6 (C za T) za vzniku
predCasného stop kodonu TAG.
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4 MATERIALA METODY

4.1 Biologicky material

V ramci diplomové prace bylo pracovano s tfemi liniemi pSenice seté, kultivar Cadenza.

Jednalo se o wild-type (CAD 0000) a o dvé mutované linie nesouci pred¢asny stop kodon
v genu VRN-Ala (CAD 1617 a CAD 0309). Mutant CAD 0309 nese jednonukleotidovou
mutaci v exonu 6 (CAG = TAG). Mutant CAD 1617 ma SNP v exonu 3 (TGG = TGA).

Mutantni linie jsou podrobné popsany v kapitole 3.3.3 TILLING linie pSenice seté

Cadenza 0309 a Cadenza 1617.

Rostliny byly nakli¢eny na Petriho misce s vlhkou bunicinou a filtratnim papirem a na

7 dni ulozeny v 6 °C ve tm¢ k synchronizaci kliceni. Poté byla semena pfenesena do fytotronu,

kde po vykliceni byla pfesazena do jifti se zahradnickym substratem a po pfiblizné 7 dnech do

kvétinacu (15x15 cm) a oSetiena travnim hnojivem. VSechny rostliny v ramci diplomové prace

byly dale péstovany ve fytotronu v kontrolovanych podminkéach, které jsou uvedeny

v Tabulce 1.

Tabulka 1: Kontrolované podminky péstovani pSenice ve fytotronu

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

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie

e Agaroza (Top-Bio, kat. ¢. P045)

e Bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B0126)
e BseNI (Thermo Fisher, kat. ¢. ERO881)

e Buffer B (Thermo Fisher, kat. ¢. BBS)

e Deionizovana voda

e Deoxyribonukleotidy (Sigma-Aldrich, kat. ¢. DNTP100-1KT)

o EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctova) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. ES134)

e Ethidium bromid (Top-Bio, kat. ¢. P047)
e Ethylalkohol pro UV spektroskopii
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4.2.3

Ethylalkohol pro UV Spektroskopii (Lach:ner, kat. ¢. 20025-A99-M1000-1)
Exonuclease I (Thermo Fisher, kat. ¢. EN0581)

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher, kat. ¢. EF0654)
Glycerol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G5516)

Kyselina borita (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B7660-500G)

Marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher,
kat. & SM1331)

Marker molekulové hmotnosti GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher,
kat. & SM0321)

PCR Blue Buffer (TopBio, kat. ¢. T058)

rCutSmart Buffer (BioLabs, kat. ¢. B6004S)

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

Taq DNA polymeraza (TopBio, kat. ¢. T032)

Tekuty dusik

Tris (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T1503)

Xbal (BioLabs, kat. ¢. R0145S)

Xylenecyanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. X4126)

Pouzité soupravy

HOT FIREPol® DNA Polymerase (Solis Biodne, kat. &. 01-02-00500)
NucleoSpin® Plant II kit (Macherey-Nagel, kat. &. 740770)

PrimeSTAR®™ GXL DNA Polymerase (Takara Bio, kat. &. RO50A)

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

Qubit™ 1X dsDNA High Sensitivity (HS) (Thermo Fisher, kat. ¢. Q33230)
Quick-RNA® MiniPrep (Zymo Research, kat. &. R1055)

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

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

Pouzité roztoky a jejich priprava

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

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

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

e Pracovni roztok ethidium bromidu (1 000 ml): 50 mg ethidium bromidu + 100 ml

deionizované vody, doplnit na 1 000 ml
4.3 Seznam pouzitych pristroju, zarizeni a programu

e (1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad)

e (1000 Touch Thermal Cycler CFX96TM Real-Time Systém (Bio-Rad)

e CFX Maestro 2.0 software (Bio—Rad)

e Digitalni pfedvazky (Shinko Denshi)

e Geneious Prime (Dotmatics)

e Homogenizator MM301 (Retsch)

e Horizontalni elektroforeticka komora se zdrojem napéti (Bio-Tech)

e Chlazena mikrocentrifuga Fresco 17 (Thermo Scientific)

e Laminarni box (Thermo Electon Industrie SAS)

e Mikrovlnna trouba (Daewoo)

e MS Excel (Microsoft)

e myFuge minicentrifuga (Benchmark)

e NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer, program ND-1000 V3.8.1
(Thermo Fisher Scientific)

e Qubit 4 fluorometr (Thermo Fisher)

e Rustova komora (fytotron; Weiss Gallenkamp)

e Sekvenator ABI 3730x]l DNA analyzer (Applied Biosystems)

e Sekvenator [llumina NovaSeq (Illumina)

e Tiepacka Reax Top (Heidolph)

e Vodni lazen (Julabo, TW8)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Izolace DNA

K izolaci DNA byly odebrany listy do zkumavky se sklenénou kulickou, které byly
zmrazeny tekutym dusikem a homogenizovany pomoci homogenizatoru MM301 (Retsch) po
dobu 2,5 minuty s frekvenci 30 Hz. Samotna izolace byla provedena kitem NucleoSpin® Plant
IT kit (Macherey-Nagel) podle ndvodu vyrobce. Koncentrace ziskané DNA byla zméfena na

NanoDropu One Microvolume UV-Vis a poté uchovavana pti —20 °C.

4.4.2 Sekvenovani VRNI genu

Sekvenovani mutantt CAD 0309, CAD 1716 a wild-typu byla provedena za ucelem
ovéteni pritomnosti dané mutace a zaroven k vylouceni dal§ich mutaci v genu, které by mohly
zkreslovat vysledky. Cast genu aZ po exon 7 (~ 11 kb) byl sekvenovan pomoci sekvenovani
nové generace Illumina azbytek genu (~ 0,7 kb), vCetné¢ exonu 8, pomoci Sangerova

sekvenovani.

4.4.2.1 Illumina sekvenovani
Amplifikace (PCR)

Cast genu VRNI po exon 7 byl amplifikovany pomoci PrimeSTAR® GXL DNA
polymerazy (Takara Bio) v C1000 Touch Thermal cycleru (Bio-Rad) s hlubokymi jamkami.
Slozeni reakce, primery a teplotni pribéh reakce jsou v Tabulkach 2, 3 a 4. Primery byly pouzity
univerzalni na vSechny tfi alely genu VRN1. Velikost vysledného produktu je priblizné 11 kb.

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro amplifikaci genu VRNI po exon 7

Slozka reaké¢ni smési Objem na 1 reakci [pl]
5X PrimeSTAR GXL pufr 10
dNTPs; 2,5 mmol-1*! 4
Forward primer; 10 mmol-1! 1
Reverse primer; 10 mmol-1"! 1
Templat DNA 100-150 ng
PrimeSTAR®™ GXL DNA polymeraza, 1,25 U/ul 1
Deionizovana voda doplnit do 50
Celkovy objem 50
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Tabulka 3: Sekvence primeru pouzitych k a amplifikaci genu VRNI po exon 7

Gen Sekvence (5" —3") Produkt Literatura
VRN1 F GCTGAAGCGGATCGAGAACAAGATCA kb Strej¢kova
VRNI R CTGCAAGGAACAACCCGACCAATTCAAAAG etal., 2021

Tabulka 4: Teplotni podminky k amplifikaci genu VRNI po exon 7

Teplota [°C] Cas Opakovani
98 10s
30
68 10 min

Elektroforeticka separace PCR produktia

Pritomnost produktu byla ovéfena elektroforetickou separaci v 0,8% agar6zovém gelu
v 0,5X TBE pufru. Vzorek byl smichan s 6x STOP C a jako velikostni marker byl pouzit
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher). Gel byl po separaci obarven
v ethidiumbromidu avizualizovan na UV transiluminatoru InGenius LHR (Syngene).

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

Sekvenovani a vyhodnoceni sekvenc¢nich dat
Sekvenovani bylo provedeno pani laborantkou Helenou Tvrdikovou a Katefinou
HoluSovou, PhD., na pfistroji lllumina NovaSeq (Illumina). Sekvenacni data byla zpracovana

pomoci GeneiousPrime (Dotmatics).

4.4.2.2 Sangerovo sekvenovani
Amplifikace (PCR)

K amplifikaci genu VRNI od intronu 7 byla pouzita HOTFIRE® polymeraza a C1000
Touch Thermal cycler (Bio-Rad). Amplifikovaly se vSechny tfi alely genu VRN tfemi pary
primert. Jako forward primer pro amplifikaci alely VRN-DI byl pouzit forward primer pro
amplifikaci alely VRN-B1. SloZeni reakce, pouzité primery a teplotni pribéh amplifikace je
v Tabulkach 5, 6a 7.
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Tabulka 5: Slozeni reakéni smési k amplifikaci genu VRNI od intronu 7

Slozka reakéni smési Objem na 1 reakci [pl]
10X pufr B1 1,50
MgCly, 2,5 mmol 1™ 1,05
dNTPs; 2 mmol-1*! 1,50
Forwad primer; 100 mmol-1™! 0,04
Reverse primer; 100 mmol-1™! 0,04
Templat DNA 10-20 ng
HOTFIREPoI® DNA polymeraza; 5U/pl 1,00
Deionizovana voda doplnit do 15,00
Celkovy objem 15,00

Tabulka 6: Sekvence primeru a jejich podminky pro amplifikaci genu VRNI od intronu 7

Teplota
nasedani
Gen Primery Sekvence (5" —3") Literatura
a velikost
produktu
VRN-A VRNAlex8 F CAAACTCAGCCTCAAACCAGC 64,5 °C Strejékova
VRNAlex8 R AAACAACACCCAGTAGAGACGG 639bp etal., 2021
VRN-BI VRNBlex8 F  ACTCAGCCTCAAACAAGCTCT 64,5 °C Strejekova
VRNBlex8 R ATTCACATAAACAACACCCGCTC  629bp etal., 2021
VRNBlex8 F  ACTCAGCCTCAAACAAGCTCT 64,5 °C Strejékova
VRN-D1

VRNDlex8 R ACATCCCACTAGAGACGGGTAT 617 bp etal., 2021

Tabulka 7: Teplotni prubéh amplifikace genu VRNI od intronu 7

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 15 min 1
Denaturace 95 30s
Nasedani primera podle primert 30s 34
Elongace 72 1 kb/min
Zaveérecna elongace 72 5 min 1
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Elektroforeticka separace PCR produktia

K separaci a vizualizaci produkti byla pouzita elektroforeticka separace v 1,5%
agarozovém gelu. Vzorek byl smichan s 6x STOP C a jako marker molekulové hmotnosti byl
pouzit GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher). Gel byl po obarveni
v ethidiumbromidu vizualizovan na UV transiluminatoru InGenius LHR (Syngene).

Koncentrace produktli byla zméfena na Qubitu 4 fluorometru (Thermo Fisher).

Purifikace PCR produktu
K enzymatickému piecisténi PCR produkti byly pouzity enzymy FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher) a Exonuclease I (Thermo Fisher).

SloZeni reakéni smési a teplotni prabéeh reakce je v Tabulkach 8 a 9.

Tabulka 8: Slozeni reakéni smési k precisténi PCR produktu pired sekvenacni reakci

Slozka reaké¢ni smési Objem na 1 reakci [pl]
PCR produkt 1-4 ul
Exonukleaza I, 20 U/l 0,05
FastAP, 1 U/ul 0,50
1X pufr 1 doplnit do 7,00
Celkovy objem 7,00

Tabulka 9: Teplotni prubéh reakce k preciSténi PCR produkti pred sekvenacni reakci

Teplota [°C] Cas
37 30 min
95 5 min

Sekvenacni reakce

K sekvenacni reakci byl pouzit komeréné dostupny kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kitu (Applied Biosystems™) a C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad). Slozeni
rek¢ni smési a teplotni prabéh reakce jsou v Tabulkach 10 a 11. Primery byly pouZity stejné

jako pro amplifikaci genu VRN od intronu 7 (Tabulka 6).
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Tabulka 10: Slozeni sekvenacni reakce k sekvenovani genu VRN od intronu 7

Slozka reaké¢ni smési Objem na 1 reakci [pl]
5X sekvenacni pufr 1,5
BigDye 0,5
Primer; 10 mmol-1*! 1,0
Purifikovany PCR produkt 5-20 ng (2,0-3,5 pul)
Deionizovana voda doplnit do 10,0
Celkovy objem 10,0

Tabulka 11: Teplotni prubéh sekvenacni reakce k sekvenovani genu VRN od intronu 7

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
98 5 min 1
96 10s
50 5s 60
60 4 min

Sekvenovani a vyhodnoceni sekvenacnich dat

Samotné sekvenovani bylo provedeno pani laborantkou Ing. Marii Seifertovou.

Sekvenacni data byla zpracovana pomoci programu GeneiousPrime (Dotmatics).

4.4.3 Zpétné kiizeni mutanti

Ke kiizeni byli pouziti mutanti CAD 0309 a CAD 1617 M4 generace, kteti byli kiizeni
s wild-typem CAD 0000 k zafixovani dané mutace a zaroven k odstranéni mutaci na pozadi.

Cast klast vzniklych kiizencti byla samospragena a dalsi &ast pouZita ke kiizeni s CAD 0000.

Prvnim krokem kfizeni je kastrovani klast (Obrazek 6). Klas vhodny ke kastrovani je
ptiblizné ze dvou tfetin az tfi ¢tvrtin vysunut z obalu. Z klasu jsou odstranény nejmensi spodni
a horni klasky, které jsou opozdény ve vyvoji, stejné tak jako prostredni kvéty u kazdého klasku.
Zbylym klaskiim jsou ustfizeny vrsky obala, diky ¢emuz lze z kazdého klasku odstranit tii
nezralé tyCinky. Na takto vykastrované klasy jsou nasazeny papirové sacky, aby se zabranilo
opyleni nezadoucim pylem. Zhruba po 3 az 6 dnech muze byt pfistoupeno k druhému kroku
kiizeni — opyleni. K tomu jsou pouzity zralé tyCinky, které obsahuji pyl. Témi jsou poklepavany
zralé blizny ve vykastrovanych klasech. Po opyleni je klas znovu uzavien do papirového sacku.

Po tydnu je kontrolovana tvorba semen, které jsou po dozrani sklizeny.
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Obrazek 6: Vykastrovany klas. Vykastrovany klas je zbaven hornich a spodnich klaska
a prostiednich kvétd, které jsou opozdény ve vyvoji. Dale jsou odstfizeny vrsky obala
a odstranény vSechny tycCinky. Na takto vykastrované klasy jsou nasazeny papirové sacky
k zabranéni opyleni nezadoucim pylem.

4.4.4 Fenotypova analyza rostlin

Jako sledovany fenotyp byla vybrana doba metani, ktera je definovana jako ¢asovy usek
od vysazeni rostliny po vysunuti pravé poloviny prvniho klasu z listu (faze 55 podle Zadoksovy
stupnice; Zadoks ef al., 1974). Doba metani u jednotlivych skupin rostlin byla statisticky
vyhodnocena v Excelu (Microsoft) ANOVA analyzou s post hoc Tukeovym testem.

4.4.5 Genotypovani mutanti

U vzniklych kfizenct F» generace bylo potieba rozlisit pfitomnost wild-type a mutantni
alely Vin-Alaosos/Vin-Alaisir. Prestoze s mutantem CAD 1617 se z davodu neuspésného
kiizeni déale nepokracovalo, genotypovani bylo navrhnuto i pro ného. Prvnim krokem
genotypovani byla amplifikace exonu 6 u CAD 0309 a exonu 3 u CAD 1617. Poté nasledovalo
sekvenovani nebo enzymatické §té€peni v misté SNP, které rozlisilo mutantni alelu od wild-type

alely.

Navrh primeru

Sekvence genu VRNI pro navrh primerd byla pfevzata z EnsemblPlants
(https://plants.ensembl.org/index.html). Primery byly navrzeny v GeneiousPrime (Dotmatics)
pomoci programu Primer3. Pro identifikaci Vin-A lagses alely byly primery navrzeny na exon 6
genu VRN-AI a pro alelu Vin-Alajsi7 na exon 3. Pro oba mutanty bylo navrzeno vice paru

primert a z nich byl poté vybran ten nejvhodnéjsi, ktery byl pouzit pro genotypovani.
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Amplifikace exonu 3 a 6 genu VRN-A1

K amplifikaci exont 3 a 6 byla pouzita Tag DNA polymeraza (TopBio) s PCR Blue
Buffer (TopBio). K amplifikaci byl pouzit C1000 Touch Thermal cycler (Bio-Rad). Slozeni

reakCni smési, pouzité primery a teplotni prubéh reakce je v Tabulkach 12—-14.

Tabulka 12: Slozeni reak¢ni smési k amplifikaci exonii 3 a 6 genu VRN-A1

Slozka reaké¢ni smési Objem na 1 reakci [pl]
10X PCR Blue Buffer 2,0
dNTPs; 2 mmol-1™ 0,4
Forward primer; 10 mmol 1! 1,0
Reverse primer; 10 mmol-1™! 1,0

DNA templat 10-20 ng
Deionizovana voda doplnit do 20,0

Celkovy objem 20,0

Tabulka 13: Seznam pouzitych primeru k rozliSeni mutantnich alel od wild-type alely

Teplota
Alela Primery Sekvence (5" —3") nasedani
a velikost
produktu
Vrn- CADO0309 gF4 CAGGGAAACTGGTGTCACGA 65 °C
Alagzp9  CADO0309 gR4 ATCACCTGGTATTTGCGGCA 895 bp
Vrn- CAD1617 gF2 TGCTATCCATGTGCCAGAGC 65 °C
Alaisi;  CAD1617 gR2 TGCAAGGTTGACAGCTTACCT 744 bp
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Tabulka 14: Teplotni priubéh reakce amplifikace exonu 3 a 6 genu VRN-A1

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 94 3 min 1
Denaturace 94 30s
Nasedani primera podle primert 30s 35
Elongace 72 1 min/kb
Zaveérecna elongace 72 10 min 1

Elektroforeticka separace PCR produktia

Uspé&snost amplifikace byla ovéfena elektroforetickou separaci v 1,5% agar6zovém
gelu. PCR produkt byl smichan s 6X STOP C a jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher). Gel byl nasledné obarven

v ethidiumbromidu a vizualizovan na UV transiluminatoru InGenius LHR (Syngene).

Enzymatické Stépeni

PCR produkty amplifikace exont 3 a 6 byly dale pouzity pro $té€peni rozlisujici mutantni
alely od wild-type alely. Sekvence exonu 3 a 6 ziskané z EnsembPlants, byly podrobeny
restrikéni analyze v Geneious Prime (Dotamtics) a na jejim zaklad€é byly vybrany enzymy,

jejichz restrikéni mista se nachazeji bud’'to pouze ve SNP mutanta nebo pouze u wild-typu.

Pro rozliSeni wild-type a Vin-Alaje;7 alely byl zvolen restrikéni enzym BseNI (Thermo
Fisher) s restrikénim mistem 5”... ACTGGN"...3’, které je ptfitomno v misté SNP u wild-type
alely. V ramci amplikonu se nachazeji jesté dalsi dvé §t€pna mista spolecna jak pro wild-type,
tak pro Vrn-Alajs;7 alelu. Enzym BseNI §tépi wild-type alelu na ¢tyfi fragmenty o velikostech
296, 248, 118 a 83 bp. U Vin-Alajei7 alely jsou vysledkem Sté€peni tf1 fragmenty o velikostech
331, 296 a 118 bp. Slozeni reak¢ni smési a teplotni pribéh reakce jsou v Tabulkach 15 a 16.

Tabulka 15: Slozeni reakéni smési pro St€peni pomoci enzymu BseNI

Slozka reaké¢ni smési Objem na 1 reakci [pl]
PCR produkt 100 ng
10X Buffer B 2
BseNI 1
Deionizovana voda doplnit do 32
Celkovy objem 32
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Tabulka 16: Teplotni priabéh Stépeni pomoci enzymu BseNI

Proces Teplota [°C] Cas
Inkubace 65 16 hod
Inaktivace 80 20 min

Pro genotypovani CAD 0309 byl vybran enzym Xbal (BioLabs), kdy SNPu CAD 0309
je soucasti jeho restrikéniho mista 5”... T"CTAGA...3". U CAD 0000 i CAD 0309 se v ramci
amplikonu nachazi jesté jedno restrikéni misto. Amplikon CAD 0309 je tedy enzymem Stépen
na tfi fragmenty o velikostech 354, 321 a 220 bp, zatimco amplikon u CAD 0000 je $tépen na

dva fragmenty — 541 a 354 bp. SloZeni reak¢ni smési a teplotni pribéh reakce jsou v Tabulkach
17 a 18.

Tabulka 17: Slozeni reak¢ni smési pro Stépeni pomoci enzymu Xbal

Slozka reaké¢ni smési Objem na 1 reakci [pl]
PCR produkt 100 ng
10X rCutSmart pufr 5
Xbal 1
Deionizovana voda doplnit do 50
Celkovy objem 50

Tabulka 18: Teplotni prubéh Stépeni pomoci enzymu BseNI

Proces Teplota [°C] Cas
Inkubace 37 16 hod
Inaktivace 65 20 min

Elektroforeticka separace produktu Stépeni

Nastépené amplikony CAD 0309 a CAD 1617 byly smichany s 6X STOP C
a separovany 3 hodiny v 2% agar6zovém gelu pii 55 V. Jako marker molekulové hmotnosti byl
pouzit GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher). Gel byl nasledné obarven

v ethidiumbromidu a vizualizovan na UV transiluminatoru InGenius LHR (Syngene).
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Sangerovo sekvenovani

CAD 0309 byl genotypovan také Sangerovym sekvenovanim za pouziti stejnych
primerd jako pro genotypovani pomoci §tépeni (Tabulka 16). Purifikace PCR produktd,
sekvenacni reakce 1 vyhodnoceni dat probihal stejné jako v pripade sekvenovani genu VRN od

intronu 7.

4.4.6 Analyza relativni exprese genu vernaliza¢ni drahy

Izolace RNA

K analyze exprese gent byly odebirany listy ve Ctyfech/tfech ¢asovych odbérech. Prvni
odbér byl proveden u rostlin ve stadiu tfi listd a nasledujici odbéry vzdy po dvou tydnech od
toho predchoziho. Listy byly odebrany do mikrozkumavky se sklenénou kulickou a vlozeny
do tekutého dusiku. Nasledné€ byly zhomogenizovany na homogenizatoru MM301 (Retsch) —
2,5 minuty, 30 Hz. Izolace RNA byla provedena komeréné dostupnym kitem Quick-RNA
MiniPrep (Zymo Research) podle navodu vyrobce. Pomoci NanoDropu One Microvolume UV-
Vis byla zmétena koncentrace vyizolované RNA. Po celou dobu bylo se vzorky zachazeno tak,

aby nebyly kontaminovany RNazami. Vzorky byly uchovavany v —80 °C.

Reverzni transkripce

Za pomoci komercniho kitu RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher)
byla RNA pievedena do cDNA podle navodu vyrobce. K reverzni transkripci byly vyuzity oligo
(dT)1s primery. Mnozstvi RNA k pfevodu bylo zvoleno tak, aby vysledné mnozstvi cDNA bylo
u kazdého vzorku stejné. Po celou dobu bylo s vzorky pracovano v laminarnim boxu uréenym

pro praci s RNA. Prevedena cDNA byla uchovavana v —80 °C.

Kvantitativni PCR s reverzni transkripci

RT-qPCR byla provadéna v 96jamkové desticce v cycleru C1000 Touch Thermal Cycler
CFX96TM Real-Time Systém (Bio-Rad). Vzorky byly pipetovany ve dvou technickych
opakovanich. Byl také pouzit inter-run calibrator (IC), ktery slouzi pro srovnani jednotlivych
desti¢ek mezi sebou. IC byl pfipraven smichanim vSech vzorka pouzitych pro RT-qPCR. Data
byla vyhodnocena za pouziti 2 "2 metody pomoci softwaru CFX Maestro 2.0 software (Bio—
Rad) Analyza relativni exprese byla provadéna pro geny vernaliza¢ni drahy VRN-A1, VRN-B1,
VRN2 aFT-Al, jako referenéni gen byl zvolen gen GLYCERALDEHYD-3-FOSFAT
DEHYDROGENAZA (GAPDH). Slozeni reakce a jeji teplotni prabéh je v Tabulkach 19 a 21.
Pouzité primery jsou v Tabulce 20. K statistické analyze byla pouzita ANOVA s naslednym post

hoc Tukeyova testem (Excel; Microsoft) a Wilcoxonuv test (https://www.statskingdom.com).
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Tabulka 19: Slozeni rekéni smési RT-qPCR k analyze relativni exprese genu vernalizacni
drahy u wild-typu a mutantia

Slozka reaké¢ni smési Objem na 1 reakci [pl]
2X SYBR Master mix 7,5
Forward primer; 10 mmol 1! 1,0
Reverse primer; 10 mmol-1"! 1,0
cDNA templat, 10 ng/ul 1,0
Deionizovana voda 4,5
Celkovy objem 15,0

Tabulka 20: Primery pouzité k analyze relativni exprese genu vernalizacni drahy u wild-
typu a mutantu

Gen Primery Sekvence (5" —3") Literatura

VRNAL VRNAllong-F1 TCCACCGAGTCATGTATGGA Kippes et al.,
VRNAllong-R1  GAGAACCTTTTCTGCATAAGAA 2018
VRNBI1 ex F2  TCAGCCTCAAACAAGCTCTTCT Strejckova

VRN-B1 etal.,

VRNBI ex Rl CTCTGCCCTCTCTCCTGATG 2021

VRN2 QF CCGACACATGGCTCACCTAGTG Xu et al.,

VRN2
VRN2 QR TTGCTTCATTGCTAATAGTGTTTGT 2021
orq,  TFTAIR CGAGCTGCTGGAAGAGC Shaw ef al.
i TaFT-Al F GGTACAACTGGTGCCTCGTT 2012
GAPDH _F TTAGACTTGCGAAGCCAGCA Sun er al.
GAPDH
GAPDH R AAATGCCCTTGAGGTTTCCC 2014

Tabulka 21: Teplotni pribéh RT-qPCR k analyze relativni exprese genui vernaliza¢ni
drahy u wild-typu a mutantia

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 10s
Nasedani primera 60 40 s 45
Elongace 72 10s
Zavérecna elongace 65—94 0,5°C/s 1
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5 VYSLEDKY

5.1 Sekvenovani genu VRNI

K ovéfeni, ze se v genu VRN-A 1 nenachéazeji zadné dalsi mutace, které by mohly mit
vliv na sledované znaky (doba metani a relativni exprese gent vernalizacni drahy) byla
z kazdého genotypu (CAD 0000, CAD 0309 a CAD 1617) vybrana jedna rostlina, u které byl
gen VRN-A1 osekvenovan. Sekvenovani bylo rozdéleno na dvé Casti — sekvenovani genu po
exon 7 pomoci lllumina sekvenovani a sekvenovani zbylé ¢asti genu od intornu 7 Sangerovym

sekvenovanim.

U mutanti nebyly nalezeny zadné dalSi mutace genu VRN-AI, kromé jiz zminéné
jednonukleotidové mutace zpusobujici predCasny stop kodon. Stejné tak nebyly nalezeny zadné
mutace u wild-typu. Sekvenovani tedy potvrdilo, ze se v ramci genu VRN-AI nenachazely
zadné dal§i mutace, které by ovliviiovaly jeho expresi a funkci a zaroven potvrdilo pfitomnost
SNP zpusobujici predCasny stop kodon (Obrazek 7). Jedna se vSak o TILLING linie, takze
nemohou byt vylouceny mutace na pozadi — v dalSich genech, které by mohly ovliviiovat

chovani VRN-A1 nebo jinak zkreslovat zji§téné vysledky.

11.680 11.6%0 11.700 nne
11.680 11.690 11.700 nn

Exonf
AA T C T C|CJ]A G A A G G A A G
A A T A A A G TTCTTC|T|IA G AAGG A AG

<

A
A

[n}al

Obrazek 7: Vysledky sekvenovani genu VRN-A1 u CAD 0000 a CAD 0309 s priblizenim
na exon 6. Vysledky Illumina sekvenovani ¢asti genu po exon 7 genu VRN-A1 u CAD 0000
a CAD 03009 s priblizenim na exon 6, ve kterém se u CAD 0309 nachazi pred¢asny stop kodon.
Horni sekvence (zluta) patii CAD 0000, spodni sekvence (bild) patii CAD 0309. V ramci exonu
6 se nachazi SNP (Cerveny obdélnik), ktery u CAD 0309 zptsobuje predCasny stop kodon TAG.

5.2 Kfrizeni
Vramci diplomové prace bylo kfizeni provedeno dvakrat — kiizeni Ma generace
a nasledné kiiZeni vzniklé F1 generace. Jednalo se o zpétné kfizeni, tedy kiizeni mutantd s wild-

typem k odfiltrovani genetického pozadi a k fixaci SNP v genu VRN-A1 u mutantd CAD 0309
aCAD 1617.

5.2.1 Kf¥izeni M4 generace

Pro kfizeni M4 generace bylo péstovano celkem 30 rostlin — 10 rostlin CAD 0000,
10 rostlin CAD 0309 a 10 rostlin CAD 1617. Mutanti CAD 0309 a CAD 1617 byli kiizeni
s wild-typem CAD 0000 nezavisle na tom, ktery genotyp bude donorem pylu. U mutanta
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CAD 0309 se podarilo nakifizit celkem 4 z 10 rostlin o celkovém poctu 14 semen (Obrazek 8),
ktera byla vSechna nakliena a pouzita pro dalsi kiizeni (5.2.2 Kfizeni F; generace). U mutanta
CAD 1617 kfizeni nebylo uspé€$né a nepodarilo se tak ziskat zadna semena generace Fi.
Neuspésnost pii kiizeni jak CAD 1617, tak CAD 0309 mohla byt zpisobena mutacemi na
pozadi, jelikoz se jedna o TILLING linie nebo $patnym vybérem vyvojového stadia prasniku.

Obrizek 8: Uspéné nakiizené klasy. Na obrazku jsou ukazané Gsp&$né nakiizené klasy
mutanta CAD 0309 s wild-typem. Cerné $ipky ukazuji na vznikla semena F generace.

5.2.2 Ki¥izeni F1 generace

Semena (F1) ziskana kiizenim mutanti M4 generace byla dale pouzita ke kfizeni
zavzniku FiBC; generace. Ke kfizeni byl opét pouzit wild-type a celkové bylo ziskano
19 semen. S témito semeny se z ¢asovych duvodu (dlouha generacni doba pSenice) dale
nepracovalo, ale byly archivovany pro budouci praci. Semena F; generace, ktera nebyla vyuzita
pro kiizeni, byla ponechéna k samospraseni, z kterého vznikla semena F» generace. U téchto

rostlin pak byla provedena analyza relativni exprese genu vernalizacni drahy.

5.3 Fenotypova analyza rostlin

Jako fenotyp byla sledovana doba metani, kterd je definovana jako Casovy usek mezi
vysazenim rostliny a za¢atkem kveteni, za které je zde povazovano vysunuti poloviny prvniho
klasu z listu (faze 55 podle Zadoksovy stupnice; Zadoks ez al., 1974). Pro kazdy genotyp byla

stanovena prumérna doba metani, ktera byla statisticky vyhodnocena pomoci ANOVA testu
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a post hoc Tukeyova testu v Excelu (Microsoft). Fenotypova analyza byla provedena u vice
skupin rostlin. Prvni skupinou bylo 30 rostlin mutanti CAD 0309 a 1617 a wid-typu CAD 0000
uréené ke kiizeni. Druha skupina obsahovala 4 rostliny z kazdého genotypu (celkem 12 rostlin),
u kterych byla také analyzovana relativni exprese genu vernalizacni drahy — VRN-A1, VRN-B1,
VRN2 a F'T-A 1. Dalsi skupinou, kde byl sledovan fenotyp, byly rostliny Fi generace.

5.3.1 Fenotypova analyza rostlin M4 generace

Z genotypu CAD 0000 bylo péstovano 10 rostlin s primérnou dobou metani 83 dni.
Ve skupiné se nachazela také jedna rostlina s odlehlou hodnotou metani (97 dni). Rostliny
genotypu CAD 0309 byly na zaklade riznych dob metani rozdé€leny do tii subpopulaci, které
byly nasledné potvrzeny také analyzou exprese gent vernalizacni drahy u skupiny rostlin
urcenych k jejich analyze. Byly rozdéleny na subpopulace CAD 0309 , early* (ran¢ kvetouci;
3 rostliny) s prumérnou dobou metani 83 dni a CAD 0309 , late” (pozdé¢ kvetouci; 3 rostliny)
s prumérnou dobou metani 108 dni. V tieti subpopulaci CAD 0309 ,.did not flower — DNF*
(nekvetouci) byly rostliny, které nevykvetly viibec (4 rostliny). Na Obrazku 9 jsou porovnany
rostliny CAD 0309 , late s CAD 0309 ,,DNF*. Rostliny CAD 0309 , early“ metaly stejné jako
CAD 0000 primérmne za 83 dni. Mezi CAD 0309 , late” a CAD 0000 byl vyrazny signifikantni
rozdil v metani (p < 0,001), kdy rostliny CAD 0309 , late” vykvetly o 25 dni pozd¢ji nez wild-
type. Z rostlin genotypu CAD 1617 bylo vysazeno také 10 rostlin, znichz jich bylo
fenotypovano 7. Zbylé 3 rostliny nepiezily napadeni skiidcem. Stejné jako u CAD 0000, také
ve skupiné CAD 1617 se nachazely dvé rostliny s odlehlou hodnotou (118 a 76 dni). Rostliny
CAD 1617 metaly praimérné za 102 dni, tedy o 19 dni pozd¢ji nez CAD 0000 (p <0,01).
Vysledky fenotypové analyzy jsou zobrazeny v Grafu 1.

Obdobné vysledky byly pozorovany také u rostlin My generace urCenych k analyze
exprese genu vernalizacni drahy. Kvili malému mnozstvi semen My generace byly z kazdého
genotypu péstovany pouze 4 rostliny. CAD 0309 rostliny byly rozdéleny opét do tti subpopulaci
— jedna rostlina do subpopulace CAD 0309  early“ a jedna rostlina do subpopulace CAD 0309
Llate“. Dvé rostliny, které nevykvetly, pak spadaly do subpopulace CAD 0309 , DNF®.
Rozdéleni do subpopulaci bylo potvrzeno také pomoci analyzy relativni exprese genu
vernalizacni drahy. V porovnani s wild-typem CAD 0000 je vyrazny signifikantni rozdil v dobé
metani u CAD 1617 (p <0,001) a CAD 0309 , late” (p < 0,001). Mezi CAD 0000 a CAD 0309

,early* nebyl opét zadny signifikantni rozdil.
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Obrazek 9: Rozdil v metani u mutantnich rostlin CAD 0309. Rostliny s mutantni alelou
CAD 0309 byly rozdéleny do tfi skupin na zakladé doby metani a exprese genti ovliviiujicich
kveteni: CAD 0309 ,early” (primérna doba metani: 83 dni), CAD 0309 ,late” (108 dni)
a CAD 0309 ,DNF*“ (nekvetly). Na obrazku jsou porovnany rostliny CAD 0309 late*
a CAD 0309 ,,DNF“ po 164 dnech od nakliceni. U CAD 0309 ,late” se postupné formuyji klasy,
zatimco u CAD 0309 DNF jsou pouze listy, které postupné usychaji, a klasy nejsou zalozeny.

Doba metani mutanti CAD 0309 a CAD 1617 M, generace v
porovnini s wild-typem CAD 0000

120 ™ skokosk
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B CAD 0000 H CAD 1617 E CAD 0309 carly 1 CAD 0309 late

Graf 1: Statistické vyhodnoceni doby metani mutanta CAD 0309 a CAD 1617 v porovnani
s wild-typem CAD 0000. Wild-type genotyp CAD 0000 kvete primérmé za 83 dni, stejné jako
CAD 0309 ,early”. Signifikantni rozdily v metani oproti CAD 0000 pozorujeme jak
u CAD 1617 (102 dni), tak u CAD 0309 ,late” (108 dni). V grafu neni zndzornéna treti
subpopulace genotypu CAD 0309 , DNF“, ktera nevykvetla. U CAD 0000 a CAD 1617 se
vyskytuji rostliny s odlehlou hodnotou metani, které jsou v grafu znazornény teckou. NS — neni
signifikantni; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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5.3.2 Fenotypova analyza rostlin F1 generace

Kftizenim CAD 0309 a CAD 0000 se podatilo ziskat 14 semen F; generace, které byly
vSechny naklieny, a byla u nich provedena fenotypova analyza (Graf 2). CAD 0309 byl opét
rozdélen do subpopulaci CAD 0309 ,.early* (8 rostlin) a CAD 0309 ,late” (5 rostlin). Pouze
jedna rostlina byla zafazena do subpopulace CAD 0309 , DNF“. Stejné jako u My generace,
1 v tomto ptipadé€ je velky signifikantni rozdil mezi CAD 0000 a CAD 0309 , late” (p < 0,001).
Wild-type metal primérné za 88 dni a CAD 0309, late” 0 21 dni pozdé&ji, tedy pramémé za 109
dni. Oproti M4 generaci je rozdil v metani mezi CAD 0000 a CAD 0309 ,early” (p < 0,05).
Mutant metal o 4 dny dfive, za 84 dni. Rozdil v metani CAD 0309 ,,early“ oproti My generaci
muze byt hypoteticky zptisoben potlacenim represoru kveteni, ktery byl v M4 generaci aktivni
v recesivné homozygotnim stavu. V F; generaci se mohl dostat do heterozygotniho stavu, ve
kterém je takovy represor neaktivni. Stale se jedna o TILLING linie, které maji mutace na

pozadi, které mohou zptisobovat takovéto odchylky.

Doba metini mutanti CAD 0309 F, generace v porovnani s
wild-typem CAD 0000

115
* %k %k
110 109
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100
95
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88
5 #
80
B CAD 0000 [ CAD 0309 early CAD 0309 late

Graf 2: Statistické vyhodnoceni doby metani mutanti CAD 0309 F1 generace v porovnani
s wild-typem CAD 0000. Wild-type metal prumémé za 88 dni. Rozdil v metani je jak
u CAD 0309 ,early* (84 dni), tak u CAD 0309 late”. * p <0,05; *** p <0,001.

5.4 Genotypovani mutantu

Cilem genotypovani bylo identifikovat rostliny F» generace, které nesou dvé mutantni
alely Vrn-Alagse a jsou tedy homozygotni v genu VRN-AI. Ackoli se nepodafilo nakfizit
mutanty CAD 1617, genotypovani bylo navrhnuto i pro rozliSeni alely Vrn-A4 la;s;170d wild-type
alely. Pro ucely genotypovani byly navrhnuty 2 pary primert pro CAD 1617 a 5 paru primera
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pro CAD 0309 tak, aby amplifikovaly oblast se SNP, tedy exon 3, respektive exon 6.
Z navrhnutych paru primert byl vybran vzdy jeden nejvhodnéjsi par, u kterého byla
optimalizovana PCR. K rozliSeni mutantnich alel Vin-Alaosos a Vin-Alaisi7 od wild-type alely
pak bylo navrhnuto enzymatické st€peni v misté SNP, kdy zvoleny enzym §tépil bud’'to mutantni
alelu se SNP nebo wild-type alelu bez SNP — byly vytvoteny CAPS (Cleaved amplified
polymorphic sequence) markery. Pro genotypovani CAD 0309 bylo ale kvili nedokonalému

Stépeni CAPS markerti nakonec zvoleno Sangerovo sekvenovani

5.4.1 Genotypovani mutanta CAD 1617

Vznikem SNP u CAD 1617 zaniklo restrikéni misto pro enzym BseNI. Toto restrikéni
misto ale zastalo zachovano u wild-type alely, a proto je §t€peni timto enzymem vhodné pro

rozli§eni mutantni alely Vrn-A lajsi7 a wild-type alely.

Exon 3 byl amplifikovan s pouzitim navrhnutych primert za vzniku produktu o velikosti
744 bp. Ke §tépeni byl pouzit enzym BseNI (Thermo Fisher). U wild-type alely jsou vysledkem
Stépeni Ctyfi produkty o velikostech 296, 248, 118 a 83 bp. Mutantni alela Vin-41;617 se §tépi
na tfi produkty o velikostech 331, 296 a 118 bp. Rozdil ve §tépeni je na Obrazku 10.

A) B)
12.0k

8.0k

6.0k
5.0k
4.0k

3.0k

CAD 1617
CAD 0000

2.0k
1.7k

L=

1.0k
0.9k

0.7k

0.5k
0.4k

0.3k

0.2k

0.1k

Obrazek 10: Genotypovani mutantnich rostlin CAD 1617. A) Teoretické vysledky Stépeni
podle Geneious Prime (Dotmatics) B) Realné Stépeni mutantni Vin-Alajs;7 a wild-type alely
restrikénim enzymem BseNI; CAD 1617: 331, 296 a 118 bp, CAD 0000: 296, 248, 118 a 83 bp;
M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher).

Prestoze na agar6zovém gelu nejsou dobie rozliSitelné fragmenty o velikostech
118 a 83 bp, tak 296 a 248 bp velké fragmenty u CAD 0000 jsou dostacujici, aby byl rozeznan
jasny rozdil mezi CAD 1617 a CAD 0000.
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5.4.2 Genotypovani mutanta CAD 0309

V F, generaci bylo péstovano celkem 48 rostlin, u kterych bylo nutno najit recesivni
homozygoty s alelami Vrn-Alapses. U téchto homozygott byla poté provedena analyza exprese
genu vernaliza¢ni drahy, jejiz vysledky jsou popsany v nasledujici podkapitole 5.5.2 Analyza

relativni exprese genu F, generace.

Genotypovani CAD 0309 pomoci CAPS markert nebylo dostatecné ucinné, a proto
muselo byt pristoupeno k nahradni metodé genotypovani. Problémy s pouzitim CAPS markera
mohly byt zpusobeny allohexaploidni povahou pSenice a nespecifickou vazbou jednoho
z primera na dalsi dvé varianty genu VRN-BI a VRN-D1, a ne pouze na VRN-A1, na které byly

primery navrzeny.

Pro neuspokojivé vysledky CAPS markert bylo pfistoupeno k Sangerovu sekvenovani.
Vsech 48 rostlin F» generace a wild-typu pouzitych jako kontrola, bylo osekvenovano. Z téchto

48 rostlin byly identifikovany pouze dvé rostliny, které byly homozygotni v alele Vin-Alapsos.

5.5 Analyza relativni exprese genu vernaliza¢ni drahy

Analyza relativni exprese genli vernalizani drahy byla provedena u rostlin My
(genotypy CAD 1617, CAD 0309 a CAD 0000) a F» generace (genotypy CAD 0309
a CAD 0000). Byla sledovana exprese genu VRN-A41, déale jejiho homeologa VRN-BI a dalSich
genu vernalizani drahy VRN2 a F1-A1 (VRN3). Exprese genu VRN-DI sledovana nebyla,
jelikoz neni mozné navrhnout funkcni subgenomové specificky par primeru, ktery by se vazal
pouze na tuto variantu genu. Jako referencni gen byl pak zvolen gen GAPDH. Pro kazda
genotyp v My generaci byla provedena statisticka analyza ANOVA s naslednym post hoc
Tukeyova testem v Excelu (Microsoft) viici wild-typu. Pro statistickou analyzu exprese genu

v F» generaci byl zvolen Wilcoxonuv test, kvili malému poctu vzorkl a opakovani.

5.5.1 Analyza relativni exprese genu M4 generace

V My generaci byly sledovany rozdily v expresi danych genti u CAD 1617 a CAD 0309
vucéi wild-typu CAD 0000. CAD 0309 byla dale rozdé€lena do tii subpopulaci CAD 0309
early“, CAD 0309 ,late” a CAD 0309 ,,DNF“. Celkové byly provedeny ¢tyii odbéry, a to po
14,28, 42 a 58 dnech od vysazeni rostlin. U wild-typu CAD 0000 se ve v§ech Ctyfech odbérech
exprimovaly geny VRN-A1, VRN-B1 a FT-A1, zatimco VRN2 byl exprimovan minimalng.

Po 14 dnech (Graf 3) doslou CAD 1617 a CAD 0309 ,,DNF* ke zvySené expresi genu
VRN2. Naproti tomu VRN-A1, VRN-B1 a FT-A1 byly exprimovany v men$i mife. U CAD 0309

39



early* byla exprese gentt VRN-A1 a VRN2 stejna jako u wild-typu, zatimco VRN-B1 a F1-A1
byly exprimovany méné. U CAD 0309 late” doslo ke snizené expresi VRN-BI a F'1-A1 a ke
zvysené expresi VRN2.
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Graf 3: Relativni exprese M4 generace po 14 dnech. Relativni exprese genl vernalizacni
drahy (VRN-A1, VRN-BI1, VRN2 a FT-A1) u mutantt CAD 1617 a subpopulaci CAD 0309
v porovnani s wild-typem CAD 0000 po 14 dnech od vysazeni. NS — neni signifikantni;
*p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

Po 28 dnech (Graf 4) byla situace u CAD 1617 a CAD 0309 ,, DNF*“ a CAD 0309 , early*
obdobna jako po 14 dnech. U CAD 0309 , late” byla exprese VRN-A1 vici wild-typu zvySena,

naopak u ostatnich tfi gend byla exprese nizsi.
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Graf 4: Relativni exprese M4 generace po 28 dnech. Relativni exprese genl vernalizacni
drahy (VRN-A1, VRN-BI, VRN2 a FT-Al) mutanti CAD 1617 a subpopulaci CAD 0309
v porovnani s wild-typem CAD 0000 po 28 dnech od vysazeni. NS — neni signifikantni;
*p <0,05; *** p<0,01.

Po 42 dnech (Graf 5) doslo opét u CAD 1617 a CAD 0309 , . DNF* ke zvySené expresi
VRN2, a zaroveti k snizené expresi VRN-A1, VRN-BIl a FT-A1. V ptipadé CAD 0309 , early*
doslo ke zvysSené expresi VRN-A1 a ke snizené expresi VRN2 a FT-A1. Exprese VRN-B1 se od
CAD 0000 nelisila. U CAD 0309 , late” do$lo ke snizeni exprese VRN-B1 a F'1-A1 a ke zvySeni
exprese VRN2, zatimco VRN-A1 je stejna jako u CAD 0000.
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Graf 5: Relativni exprese M4 generace po 42 dnech. Relativni exprese genu vernalizacni
drahy (VRN-A1, VRN-BI1, VRN2 a FT-A1) u mutantt CAD 1617 a subpopulaci CAD 0309
v porovnani s wild-typem CAD 0000 po 42 dnech od vysazeni. NS — neni signifikantni;
*p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,01.

Posledni odbér byl proveden po 58 dnech (Graf 6). Stejné€ jako v predchozich odbérech,
byla exprese VRN2 u CAD 1617 a CAD 0309 . DNF“ zvySena, zatimco exprese ostatnich gent
naopak snizena. U CAD 0309 ,early“ byla snizena exprese homeologti VRN, naproti tomu
exprese F1-A1 a VRN2 se od wild-typu nelisila. U CAD 0309 late” nedoslo v expresi genti
VRN-A1 a VRN2 k zadnym zménam oproti wild-typu, zatimco exprese VRN-B1 a I'1-A1 byla

snizena.
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Graf 6: Relativni exprese M4 generace po 58 dnech. Relativni exprese gent vernalizacni
drahy (VRN-A1, VRN-BI1, VRN2 a FT-A1) u mutantt CAD 1617 a subpopulaci CAD 0309
v porovnani s wild-typem CAD 0000 po 58 dnech od vysazeni. NS — neni signifikantni;
**p<0,01; *** p<0,001.

Celkové tedy u CAD 1617 a CAD 0309 ,,DNF* doslo ve vSech ctyfech odbérech
k signifikantné nizsi expresi gent aktivujici kveteni VRN-A 1, VRN-B1 a F'1-A 1 a k signifikantné
vyS§8i expresi represoru kveteni VRN2. U CAD 0000 to bylo pfesné naopak — dominovaly
exprese VRN-A1, VRN-B1 a FT-A 1 oproti VRN2. U CAD 0309 ,,early* se gen VRN-A1 v prvnich
dvou odbérech neodchyloval od wild-typu, az v tfetim odbéru se jeho exprese zvysila
a nasledné ve ¢tvrtém snizila ve srovnani s wild-typem. Exprese VRN-BI, FF1-A1 a VRN2 byly
pak oproti wild-typu niz§i nebo stejné. V ramci CAD 0309 late” byla exprese VRN-A1, az na
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druhy odbér, kde byla vyssi, stejna jako u wild-typu. Geny VRN-B1 a FT-A1 byly oproti wild-
typu exprimovany méné. Exprese VRN2 byla v prvnich tfech odbérech vyssi a v poslednim
odbéru pak byla stejna. V ramci jednotlivych genotypi byla pozorovana také pfirozena
variabilita v expresi gend, ktera mohla spolecné s malym vzorkem rostlin, ovlivnit statistickou

analyzu.

5.5.2 Analyza relativni exprese genu F2 generace

V F, generaci byly pozorovany rozdily v expresi danych gent mezi wild-typem
CAD 0000 a CAD 0309, ktery byl homozygot pro alelu Vin-Alaosee. V tomto piipadé byly
provedeny pouze tii odbéry, a to z Casovych divodi. Prvni odbér byl proveden po 14 dnech od

vysazeni ve stadiu tii listd, druhy po 28 dnech a tieti po 42 dnech.

Vysledky po prvnim a druhém odbéru ukazuji (Graf 7A a 7B), ze v ptipadé CAD 0000
dominovala exprese gent podporujicich kveteni — VRN-A1, VRN-B1 a F1-A1. U CAD 0309
byla signifikantné zvySena exprese represoru kveteni VRN2, v expresi ostatnich gent nebyly
oproti wild-typu zadné zmény. V tietim odbéru (Graf 7C) u CAD 0309 doslo, kromé zminéné
dominance VRN2, k vyraznému poklesu v expresi homeologii VRNI. Exprese F1-A1 byla

nemeénna.

I v tomto pfipad€ jsou porovnavany skupiny o malém poc¢tu vzorkl, coz mohlo ovlivnit
statistickou analyzu. V dobé odevzdani diplomové prace jest¢ nemohla byt provedena
fenotypova analyza téchto rostlin, a tak budou vysledky exprese porovnany s fenotypem cleny

vyzkumné skupiny doktora Safafe, az dojde ke kveteni rostlin.
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Graf 7: Relativni exprese F2 generace. Relativni exprese genti vernalizacni drahy (VRN-A1,
VRN-B1, VRN2 a FT-Al) u CAD 0309 v porovnani s expresi u wild-typu CAD 0000.
A po 14 dnech; B po 28 dnech; C po 42 dnech od vysazeni. NS —neni signifikantni; ** p <0,01.
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6 DISKUSE

Diplomova prace se zabyva analyzou pred¢asného stop kodonu alely VRN-Ala a jejiho
vlivu na dobu metani, se kterou souvisi také analyza exprese gent vernalizacni drahy. K tomu
byly pouzity dvé TILLING linie pSenice seté Cadenza s piedCasnym stop kodonem.
Fenotypova analyza i analyza exprese genu byla provedena v generacich My a F», ktera byla
vytvorena zpétnym kiizenim za ucelem vytvoreni homozygoti pro mutantni alelu. V ramci
analyzy exprese gent byly sledovany geny VRN-A1, VRN-BI, VRN2 a F1-A1.

Krizeni

Uspésnost kiizeni byla relativng nizka. Pi kiizeni rostlin My generace vzniklo pouze 14
semen CAD 0309 a pfti kiizeni F; generace 19 semen CAD 0309. U genotypu CAD 1617 se
nepodafilo nakfizit zadna semena. Takovato netispéSnost muze byt dana predevsim mutacemi
na pozadi, které se u TILLING linii vyskytuji. Pfi tvorbé téchto linii vznikaji bodové mutace
nahodné v celém genomu, takze nemuzeme vyloucit, ze byl zasahnuty také gen nebo vice gend,
které se podileji na fertilit€ a rozmnozovani. Samotna mutace v genu VRN-4/ na netispésnost
kiizeni pravdépodobné nebude mit vliv. Ackoli se gen VRNI tucastni prechodu rostliny

z vegetativni do reproduktivni faze, neexistuji zadné diikazy a studie o tom, Ze by se gen VRN

ptimo podilel na fertilité a rozmnozovani.
Analyza fenotypu a exprese genu vernalizac¢ni drahy u mutanti

V ramci fenotypové analyzy byla porovnavana doba metani mutanti CAD 0309
a CAD 1617 vuci wild-typu CAD 0000. Zjisténé fenotypy byly dale porovnany také s expresi
genu vernaliza¢ni drahy. Obecné bylo pozdé€jsi metani oproti wild-typu spojeno s niz§i expresi
genu podporuyjici kveteni jako VRN-A1, VRN-B1 a F1-A1 a vyssi expresi represoru kveteni
VRN2.

Mutantni rostliny CAD 1617 se oproti wild-typu opozdovaly v kveteni, coz bylo
pravdépodobné zptisobeno zvysSenou expresi J'RN2 a snizenymi expresemi homeologi VRN

aFTAl

U mutantt CAD 0309 doslo krozdéleni na zakladé fenotypu iexprese do tii
subpopulaci — CAD 0309 , early“, ,late a ,,DNF“. Rozd¢leni pifipomina 2. Mendeltv zakon
o nahodné segregaci genti do gamet, stim rozdilem, ze §tépny pomér byl 1:1:1, oproti
Mendeloveé 1:2:1, to ale mize byt zapfi¢inéno malym mnozstvim rostlin. Za predpokladu,

ze mutanti v M3 generaci byly pro dany gen heterozygoti pro wild-type a mutantni alelu, tak
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rostliny CAD 0309 ,early pak musely byt wild-type homozygoti, CAD 0309 late”
heterozygoti a CAD 0309 , DNF* homozygoti pro mutantni alelu, cozbylou CAD 0309 , DNF*
potvrzeno sekvenovanim genu VRN-AI. Zaroven tomuto predpokladu odpovida rozdéleni
rostlin v F1 generaci po zpétném kiizeni M4 generace. Z rostlin CAD 0309 ,early” vznikly
pouze rostliny s fenotypem ,,early”. Potomci CAD 0309 , late” byly rozdéleni v poméru 1:1 na
CAD 0309 ,early*“ a ,late”. Tomuto rozdéleni v M4 generaci by odpovidala také analyza
fenotypu a exprese. CAD 0309 ,early” byla, co se tyCe fenotypu totozna s wild-typem.
V analyze exprese se u CAD 0309 early” exprimoval VRN2 ve stejné malém mnozstvi jako
u wild-typu. U ostatnich geni dochazelo v pribéhu odbéra k odchyleni od wild-typu, které
mohlo byt zapfi¢inéné mutacemi na pozadi. Avsak mirn€ odlisna exprese genli neméla zadny
vliv na dobu metani. Heterozygotni CAD 0309 ,late” méla vyrazn€ opozdénou dobu metani
oproti wild-typu, ktera byla pravdépodobné zapfiCinéna zvySenou expresi VRN2, hlavné
v prvnich dvou odbérech a snizenou expresi VRN-B1 a FT-A1, exprese VRN-A1 pak byla vyssi
nebo stejna jako u wild-typu. Subpopulace CAD 0309 | DNF*“ m¢la jak fenotyp, tak expresi
genu naprosto opacnou wild-typu: rostliny nevykvetly vibec a ve vSech Ctyfech odbérech
dominovala exprese represoru kveteni VRN2, ktera byla u wild-typu miniméalni. Rovnéz
CAD 0309 v F; generaci, homozygoti pro Vrn-A lapse alelu, méli expresi genti opacnou k wild-
typu, tedy vysokou expresi VRN2 a nizkou VRN-A1, VRN-B1 a FT-A1. BohuZel exprese genu
u F» generace nemohla byt v diplomové praci z davodi dlouhé generacni doby pSenice
porovnana s fenotypem. Generacni doba pSenice je dlouha a v priméru trvalo vypéstovat jednu
generaci rostlin az Sest mésict (v ramci diplomové prace). I pres to, se podafilo vypéstovat My
generaci z které byla ziskdna samosprasena semena Ms generace a nakiizena semena Fi
generace. Z F1 generace vznikla kiizenim semena FiBC; a F,. Celkové se tedy podafilo
vypestovat a ofenotypovat dv€é generace (Ms a Fi), fenotypovani treti (F2) probé&hne

v nasledujicich mésicich.

Analyza fenotypu a relativni exprese gend vernalizacni drahy naznacuje, Ze mutantni
protein ma negativni vliv a dobu metani. V pfipadé mutantd CAD 1617 a CAD 0309 , late”
zpusobuje opozdéné kveteni a v piipadé CAD 0309 ,, DNF* kveteni viibec neprob€hlo. Nicméné
se jedna o TILLING mutanty, takze sledované odchylky, jak ve fenotypu, tak i v expresi, mohou

byt CasteCné zptsobeny také mutacemi na pozadi.
Dynamika proteinu VRN-A1

Predcasny stop kodon u mutanti CAD 0309 a CAD 1617 zpusobil zkraceni proteinu
VRN-A1 o 75, respektive o 153 aminokyselin. Mutantni protein VRN-A 1309 pfiSel o celou C-
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terminalni doménu a malou ¢ast K-domény. VRN-A 11617 pak ztratil kromé celé C-domény také
témet celou K-doménu (EnsembPlants). C-terminalni doména je podstatna pro dimerizaci
a multimerizaci a také slouzi k transkripéni aktivaci (Kaufmann et al., 2005). K-doména je
dulezita pro protein-protein interakce, vCetné dimerizace a multimerizace (Kaufmann ef al.,
2005; Melzer et Theillen, 2009). Na zaklade funkce ztracenych domén vyplyva, Ze mutantni
proteiny by mély mit problémy s protein-protein interakcemi. Samotna dynamika proteinu
VRNI1 s jinymi proteiny neni ale dostate¢né prozkoumana a proteomické analyzy chybi. Studie
se po vétSinu Casu zamétfovaly na modulaci exprese genu VRN/ pomoci transkripnich
regulatort, vazicich se do oblasti promotoru a prvniho intronu. Jedinou blize prozkoumanou
proteinovou interakci je dimerizace VRN1 s VRT2 (Xie et al., 2019). Tento heterodimer se vaze
zpét do genu VRN, kde zesiluje jeho expresi. Neni v§ak znamo, jakou proteinovou doménou
spolu interaguji, ale K- nebo C- terminalni doména v této interakci mohou hrat roli. Vysledky
mutanti totiz ukazuji snizenou expresi VRN-AI, ale také témér zadnou expresi VRN-BI.
Nékteré experimenty totiZz naznacuji, ze gen VRN-Al muze indukovat expresi jeho dalSich
homeologu (Skibova, 2022). V tomto piipadé by tak mutantni VRN-A1 protein nebyl schopen
zvySovat expresi zadného zhomeologi VRNI. Zaroven ma poskozeny protein problém
inhibovat expresi VRN2, ktera je u mutantd zvySena. Kromé toho je u mutanti snizena exprese
F1-A1, ktery je podle Tanaka ef al. (2018) aktivovan vazbou VRNT1 do promotoru /7. Zji§téné
vysledky odpovidaji nejnovejSimu modelu interakci genti vernalizacni drahy (Debernardi ez al.,
2022), kde se VRNI a VRN3 navzijem aktivuji a VRN zaroven umlCuje VRN2, ktery pred
vernalizaci umlCuje VRN3. Tzn., ze u jarnich odrid by méla byt vysoka exprese gentt VRNI
a VRN3 a nizka exprese genu JVRN2, aby doslo ke kveteni. Podle tohoto modelu by tedy
mutantni proteiny VRN-A1 mély mit problém inhibovat expresi VRN2 a aktivovat VRN3, coz
se podle vysledki exprese u mutantt déje. Chen e Dubcovsky (2012) provedli podobnou studii
s TILLING mutanty s pfed¢asnym stop kodonem v genu VRN u tetraploidni pSenice. Podle
jejich studie dochézelo u linii s mutantnim proteinem VRNI ke zvySené expresi genu VRN2.

Podobné vysledky byly pozorovany také v této praci.
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7 ZAVER

V diplomové praci byly charakterizovany dvé mutantni TILLING linie CAD 1617
a CAD 0309 s pfedCasnym stop kodonem v alele Vrn-4/a. Pomoci Illumina a Sangerova
sekvenovani byla ovétena piitomnost SNP u mutantnich linii a zaroven vylouceny dal§i mutace
v genu VRN1. Pro zafixovani mutantni alely a odstranéni mutaci na pozadi byly rostliny zpétné
ktizeny s wild-typem. Pro odliSeni wild-type a mutantni alely v F» generaci byl navrhnut systém
genotypovani pro oba mutanty. U rostlin My generace byla provedena fenotypova analyza
a analyza exprese genu vernalizaCni drahy. Stejné tak u F, generace byla provedena analyza

exprese.

Pomoci pouzitych pristupt byl dokazan vliv mutantniho proteinu na funkci vernalizacni
drahy a dobu metani, kdy u mutantd dochazelo k opozdénému kveteni a zméné v expresi
vernalizanich genut. Zjisténé vysledky popisuji vliv mutantniho proteinu VRN-A1 na jeho
funkci a mohou pomoci k pochopeni vzajemnych interakci v ramci genti vernalizacni drahy.
Avsak pro lepsi pochopeni funkce a dynamiku interakci proteinu VRN-ALI je potieba dalSich
analyz, vCetné téch proteomickych. Tato diplomova prace muze slouzit jako podklad pro dalsi

a rozsahlejsi studie zabyvajici se interakci genti vernalizacni drahy.
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