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ABSTRACT

The vernalisation of wheat is directed by 4 majorgenes: Vrnl, Vrn2, Vrn3 and Vrn4. The gene
Vrnl has the major influence on the spring or winter growth habit of wheat. The gene Vrnl
was detected by method PCR to distinguish the growth habit of wheat. Vrnl brings out in the
dominant form the spring growth habit — plants are sensitive to low temperatures a the
recesive form of vrnl is accountalbe for winter growth habit, when plants are vigorous to low
temperatures. The sequence of Vrnl was found in Triticum monococcum and the difference
between dominant and recesive allele is located in the promoter, where deletion in the
dominant allele was found. In present times, 3 forms of the Vrnl were described. Lenght of
these forms is 20bp, 34bp and 48 bp. Deletion in the promoter of the recesive allele was not
described. The primer for detection of Vrnl was suggested on the basis of modern
bioinformatic methods and this primer was tested on 120 common wheat varieties.
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ABSTRAKT

Vernalizace je fizena ¢tyfmi majorgeny: Vinl, Vin2, Vrn3 a Vrn4. Gen Vrnl mé zésadni vliv
na jarovost ¢i ozimost pSenice. Pro rozliSeni jarnich a ozimych forem pSenice obecné byl
detekovan gen Vrnl metodou PCR. Vrnl v genotypu v dominantni sestavé vyvolava jarovost
— rostlina je citlivd na nizké teploty a recesivni homozigotni vrnl je zodpovédnd za ozimost,
kdy je rostlina vi¢i nizkym teplotdm odolnd. Gen Vrnl byl osekvenovan u Triticum
monococcum, kde rozdil mezi dominantni a recesivni alelou je v promotoru, ve kterém se u
dominantni alely nachézi delece. Dosud byly popsany tfi formy dominantni alely genu Vrnl a
to o velikosti delece 20bp, 34bp nebo 48bp. U recesivni alely nebyla delece v oblasti
promotoru zjisténa. Na zdkladé metod moderni bioinformatiky byl navrzen primer pro detekci
genu Vrnl, ktery byl testovan na 120-ti odrtidach pSenice obecné.
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UvVOD

Jarovost nebo ozimost u pSenice je fizena tfemi faktory: ranosti, fotoperiodickou
citlivosti a vernalizatnim pozadavkem (Shindo et al., 2002). Vernalizace je zejména u
ozimych forem zfetelny pozadavek na nizké teploty v pocatecnim obdobi vegetace. Je to
pozadavek definovany rozsahem teplot a nezbytnou dobou plsobeni (Petr et al., 1997).
Substituci chromosomi V. homeologické skupiny nesoucich dominantni lokusy Vin z
donorovych odriid (Zlatka, Ceska Piesivka, Chinese Spring) do pozadi ozimii (Zdar, Kosutka,
Vala) doslo ke vzniku linii s jarnim rGstovym typem, a zaroven s vyznamné sniZzenou
odolnosti vii¢i nizkym teplotdm oproti pivodnim ozimym odridam (Prasil, 2004).

Podle autora Yan et al. (2003) geny Vrnl a Vrn2 jsou hlavnimi geny, které fidi proces
vernalizace. Gen Vrnl, ktery byl osekvenovan u Triticum monococcum, mé zasadni vliv na
jarovost ¢i ozimost pSenice. Rozdil mezi dominantni a recesivni alelou je v promotoru, ve
kterém se u dominantni alely nachéazi delece. Dosud byly popsany tii formy dominantni alely
genu Vrnl a to o velikosti delece 20bp, 34bp nebo 48bp. U recesivni alely nebyla delece
v oblasti promotoru zjisténa (viz. obrazek 1).

Obrazek 1: Rozdil mezi dominantni a recesivni alelou v promotoru (podle Yan et al. (2003)
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Rizeni vernaliza¢niho procesu funguje na principu negativni regulace genové exprese.
Gen Vrn2 plsobi jako tzv. represor, ktery se vaze pouze na promotor recesivni alely genu
vrnl a tim gen vrnl inaktivuje. Dominantni alelu genu Vrnl produkt genu Vrn2
nerozpoznava. Plsobenim nizkych teplot (vernalizacni pozadavek) dochéazi k degradaci
represoru a dochazi k expresi genu vrnl. K indukci kveteni dochézi takto u ozimych pSenic
az po pusobeni nizkych teplot. Pokud se nachazi gen Vrnl v dominantni sestavé nebo gen
vrn2 v recesivné homozygotni sestavé (neni syntetizovan represor Vrn2), kveteni probéhne
bez vernaliza¢niho pozadavku a jedna se o jarni formu pSenice (viz. obrazek 2).



Obrazek 2: Geny Vrn1 a Vrn2 pfi fizeni vernalizace (podle Yan et al. (2003)
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MATERIAL A METODIKA

Biologicky material

Pro PCR analyzy bylo pouzito celkem 120 genotypti pSenice obecné (7riticum
aestivum L.). Jednalo se o odrtdy jarni i ozimé.

Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna pomoci komeréné dodavaného izola¢niho kitu DNeasy
Plant Mini Kit od firmy Qiagen a kitu Plant Gene Elute od firmy Sigma. K izolaci byly
pouzivany listy kli¢nich rostlin. Kvalita izolované DNA (vysokomolekularita) byla ovéfena
pomoci elektroforetické separace v 1% agarozovém gelu na horizontdlni elektroforéze.
Pouzita DNA byla fedéna na koncentraci 30 ng . pl™.

Amplifikace DNA

Polymerazova ftetézova reakce probihala v termocykleru T-gradient (Biometra,
Némecko). Byly pouzity primery pro detekci Vrnl genu: AP1-ProDel-F; 5'- ACA GCG
GCT ATG CTC CAG - 37, AP1-ProDel-R; 5'- TAT CAG GTG GTT GGG TGA GG -3".



Pro PCR reakci bylo chemické slozeni nésledujici: 60 ng templatové DNA, 0,24 uM
primeru, 1x PCR puftr, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 1,5U Taq polymerazy (Fermentas,
Litva). Pro PCR byl pouzit ndmi optimalizovany teplotni a casovy profil uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: teplotné ¢asovy profil optimalizované PCR reakce

Kroky PCR Teplota [°C] | Cas [s] | Podet cykli
pocatecni denaturace 94,0 180 1
denaturace 94,0 45

,annealing* 63,5 90 34
prodluzovani 72,0 90

zavérecné prodluzovani | 72,0 300 1

uchovani produktl 4,0 max. 1

Elektroforeticka separace PCR produktii a pocitacova analyza elektroforeogramu

Pro separaci amplifikovanych fragmenti DNA byla pouZita horizontdlni 1,7 %
agardzova elektroforéza (pfistroj firmy Bio Rad, USA). Elektroforeogramy byly
vyzualizovany pomoci ethidium bromidu na UV transilumindtoru a dokumentovany
fotokamerou Polaroid.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledkem izolace DNA byla vysokomolekuldrni DNA, kterd byla otestovéna,
kvantifikovana a byla pouzita pro PCR. Byl pouzit primer AP1-ProDel. Pro specifi¢nost
amplifikace byla dilezitym faktorem ,,annelacni* teplota a ¢asovy profil PCR reakce. Pro
ziskani vysledka v této praci byla pouzita teplota 63,5 °C. Z elektroforeogrami PCR produkta
jednotlivych odrad byla vyhodnocena ptitomnost dominantni nebo recesivni alely v genu
Vrnl, ¢i-li jedna 1i se o jarni nebo ozimou formu pSenice obecné. Na elektroforeogramu
(obrazeky 3 a 4) je patrna detekce genu Vrnl u 36 odrid, z toho jarni odridy jsou: kanadské
pSenice (1-Renown, 2-Redfile, 5-Manitoba, 6-Marquis, 9- Garton, 10-Goronation, 13-Huron,
14-Garnet), 17-Anza, 18-Jara, 21-Klasik, 22-Glenlea, 25-Sandra, 26-Aranka, 29-Leguan, 30-
Granny, 33-Sirael, 34-Chinese Spring. Ozimé odridy jsou: 3-Mironovska, 4-Mladka, 7-Nela,
8-Rheia, 11-Rialto, 12-Samanta, 15-Sparta, 16-Sulamit, 19-Merrito, 20-Harrier, 23-Ilias, 24-
Apache, 27-Rapsodia, 28-Ebi, 31-Talent, 32-Alibaba, 35-Versailles, 36-Cheyenne.

Obrazek 3: Elektroforeogram PCR produktu (primer AP1-ProDel u odrud pSenice 1-18)
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S — hmotnostni standard ADNA/Eco471 (Avall)

Na ozimost a jarovost nema vliv pouze gen Vrnl. Dlkazem je jarni odriida Chinese
Spring (34), kterd se na elektroforeogramu jevi jako ozima, to znamend, Ze gen vrnl ma
v recesivni sestave.

Odriada Cheyenne (36) sice ma gen vrnl v recesivni sestave, rovnéz ale 1 gen vrn2 je v
recesivni sestavé. Tato kombinace piedurcuje jarni variantu. Recesivni alela genu vrn3
(zimni) nahrazuje substituci v chromozomu 5D dominantni (jarni) alelu genu Vrn3, ¢imz je
Cheyenne v kone¢ném disledku odriidou ozimou (Limin and Fowler, 2001).

Pro jednozna¢né urceni jarni nebo ozimé formy pSenice je tedy tieba jesté navrhnout
primer, ktery by detekoval gen Vrn2, osekvenovat geny Vrn3 a Vrn4 a nésledné navrhnout
primery pro jejich detekci.

V poslednich letech bylo registrovano n€kolik nedostatecné zimovzdornych odrad.
Nepochybné to souviselo s mirnym pribéhem zim béhem poslednich n¢kolika let a s tim, ze
jejich ostatni hospodatsky vyznamné charakteristiky se ukazaly jako vyznamné lepsi nez u
jinych genotypt. Pokud by tento trend pokracoval, pak z hlediska dostatecného prezimovani
ozimé psenice by v CR mohlo dojit ke zvyseni rizikovosti pfezimovani v mrazivych zimach
(Martinek, 2003). Toto nebezpeci je realné a podle viceletych primért je mozné stanovit, Ze
asi za obdobi 10 let nastavaji zimy kontinentalngjSiho charakteru, ve kterych odridy malo
odolné zcela vymrzaji. Pii Slechténi pSenice se nemizeme opirat o pfirozenou selekci v
polnich podminkach, protoze vzhledem k nepiiznivym vazbdm mrazuvzdornosti k vynosu
zrna a Casto 1 k odolnostem k chorobam by se nahromadil pouze Slechtitelsky material s
nizkou mrazuvzdornosti (HaniSova et al, 2004). Techniky molekularni genetiky, v tomto
piipad¢ detekce genu FVrmnl, ptedstavuji rychlou, spolehlivou a jednozna¢nou detekci
genetické vybavy konkrétnich rostlin a umoznuji tak vyrazny zefektivitujici krok ve
Slechtitelském procesu.



ZAVER

Vysledky experimentl, které sledovaly detekci genu Vrnl pii rozliSeni jarnich a
ozimych odrtid pSenice obecné, potvrzuji, Ze tato metoda je vhodnym postupem pro feSeni
této problematiky. Navrzené primery spolehlivé detekoval dominatni a recesivni alelu genu
Vrnl. Pro jednoznaéné rozliSeni bude nutné navrhnout primer pro detekci genu Vrn2, ktery se
rovnéz podili na fizeni procesu vernalizace a ovliviiuje, zdali mé rostlina pozadavek na nizké
teploty v pocatecnim obdobi vegetace, a osekvenovat a navrhnout primery pro neméng
dilezité geny Vrn3 a Vrn4. Nezbytné je metodu vzdy optimalizovat pro dané laboratorni
podminky.

Prace je podporovana vyzkumnym zamérem MSM 412100002 a grantovym projektem
QF4190.
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