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1. SEZNAM ZKRATEK
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CIP-FAO
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RACE Rapid amplification of cDNA ends

RIF Rifampicin

RNA Ribonukleova kyselina

RT Reverzni transkripce

s Sekunda

SDS Dodecylsulfat sodny

ss Jedno-vldknova (DNA)

Tc Tetracyclin

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U Jednotka (unit) enzymu

USDA-NPGS USDA-NPGS = USDA North Central Regional Plant Germplasm
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uv Ultrafialové svétlo
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2.

1)

CILE PRACE

Objasnit genetické zaklady signalnich drah fidicich indukci kveteni u modelové rostliny
Chenopodium rubrum (ekotyp 374). Ziskat uplné kodujici 1 nekodujici sekvence CrCOL,
CrFTL a CrFL - homologti geni CONSTANS (CO), FLOWERING LOCUS T (FT) a
FLORICAULA/LEAFY (FLO/LFY) zC. rubrum (ekotyp 374) ucastnicich se
fotoperiodické indukce kveteni. Zjistit pocet kopii FT a LFY gent u C. rubrum (ekotyp
374) a dalSich zastupcii rodu Chenopodium.

2) Studovat expresni profily nové identifikovanych gentt v C. rubrum za induktivnich 1

3)

neinduktivnich fotoperiodickych reziml v semenaccich a 15-ti dennich rostlinach. Na
zéklad¢ expresnich profili genl zjistit jejich pfipadnou ucast na fotoperiodické indukci

kveteni.

Ptinést dikaz o funkci nové izolovanych genli pomoci funkéni komplementace ft a co

mutantd A. thaliana.

4) Provétit vyuzitelnost sekvence 3. introntt F7-/ike genti pro studium fylogenetickych vztaht

a urceni rodiCovskych druhii u polyploidi rodu Chenopodium.
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3. UVOD

3.1. Regulace kveteni

Kveteni je esencidlnim procesem reprodukce rostlin. Spravné nacasovani prechodu
z vegetativniho do generativniho stadia je pro rostliny Zivotné dulezité obzvlasté s ohledem na
sezonni zménu okolnich podminek. Kli¢eni, kveteni, tvorba semen a opad listh musi
probéhnout ve sprdvném obdobi vramci roku. Zvlasté ve vysSich zemépisnych Sitkach
podléhaji Zivotni podminky rostlin v pribéhu roku extrémnim zménam, a tak jsou piechod
z vegetativniho do rozmnoZovaciho stidia, jakoz 1 ostatni vyvojové procesy rostlin velmi
ptisn€ kontrolovany.

Regulace indukce kveteni je realizovana né€kolika signilnimi drahami citlivymi
k okolnim podminkdm 1 vnitfnimu stavu rostliny. Uplatiiuje se vnimani teploty (v rdmci
vernalizace) (Sheldon et al., 2000; Sheldon et al., 2002) a zmény délky dne, tzv. fotoperiody
(Simpson et al., 1999; Lee et al., 2006). Dale ptsobi vliv vnittnich faktorti - hormonti,
zejména giberelin (Wilson et al., 1992; Kulinowska-Gulewska et al., 2000; Moon et al.,
2003; King et al., 2006) a autonomni signalni draha zodpovédna za indukci kveteni vyvolané

stafim rostliny (He et al., 2003).

3.2. Fotoperiodismus a florigen

Schopnost rostlin rozliSovat a reagovat na zmény vdélce dne je znama jako
fotoperiodismus. Dlouhodenni a kratkodenni druhy rostlin se li§i v dobé kveteni v rdmci
vegetativniho obdobi. Kratkodenni rostliny setrvavaji ve vegetativnim stadiu az do doby, kdy
je noc delsi nez urcity pro né kriticky limit. Dlouhodenni naopak kvetou, kdyz je délka dne
delsi neZ prahovy limit. Tento limit, tzv. kritickd fotoperioda, je pro jednotlivé druhy rostlin
rizna. Kategorie dlouhodenni a kratkodenni jsou dale klasifikovany jako obligatni nebo
fakultativni. Naptiklad obligatné kratkodenni rostlina, pro kterou je kritickd fotoperioda 10
hodin svétla/14 hodin tmy, vykvete pouze tehdy, pokud projde touto fotoperiodou nebo
takovou s jesté kratSim dnem. Naproti tomu fakultativné kratkodenni rostlina se stejnou
kritickou fotoperiodou vykvete i tehdy, kdyz neprojde ani jednou pro ni kritickou anebo kratsi

induktivni fotoperiodou, ale za del$i Cas, nez kdyby ji prosla. Déle existuji k fotoperiodé
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neutralni rostliny, jako napt. rajée (Lycopersicon esculentum, Mill.), u nichz je indukce
kveteni na délce fotoperiody nezavisla (Thomas a Vince-Prue, 1997).

Rostlina vnima délku dne prostfednictvim listli, ale indukce kveteni se odehrava ve
vzrostném vrcholu. Indukéni signal Ize pfenést roubovanim listu z rostliny indukované ke
kveteni na rostlinu rostouci pti neinduktivni fotoperiod¢ a dochazi k nasledné indukci kveteni
v jejim vzrostném vrcholu. To bylo ukdzano u kratkodenni perily (Perilla). List z indukované
rostliny naroubovany na rostlinu rostouci pfi neinduktivni fotoperiod¢ je schopny indukovat
jeji kveteni, a to jesté po sedmi postupnych roubovanich (King a Zeevaart, 1973). Tak vznikla
predstava o latce, ktera se tvofi v listech za induktivni fotoperiody a je transportovana
floémem jakozto signal do vzrostného vrcholu, kde zprostiedkovava indukci kveteni. Byla
oznacena jako florigen (Chailakhyan, 1937; Zeevaart 1976). Fyziologové patrali po pivodu
florigenu nékolik desitek let, pfiCemz se ve svych studiich zamétfovali na rizné typy

biochemickych latek vcetné fytohormont (Wilson et al., 1992).

3.3. Molekularni zaklady indukce kveteni u Arabidopsis thaliana

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana, L.) je klasickd modelova rostlina z celedi
brukvovitych (Brassicaceae) zitadu Brassicales. Jako prvni vys$$i rostlina s kompletné
osekvenovanym genomem se stala predmétem rozsdhlého molekularné-genetického vyzkumu
1 na poli indukce kveteni. 4. thaliana je fakultativni dlouhodenni rostlina, ktera sice také kvete

na kratkém dni, pfi dlouhé fotoperiodé€ vS§ak mnohem dfive.

3.3.1. Vnitini hodiny Arabidopsis thaliana

Rostlina je schopna nejen vnimat svétlo, ale také stanovit délku jeho trvani. Jako
fotoreceptory pouziva fytochromy pro vnimani ¢erveného svétla a kryptochromy pro vnimani
svétla modrého. Délku trvani svétla pomahaji rostlin€ vnimat tzv. vnitini hodiny. Jednd se o
mechanismus transkripéné translanich smycek zaloZzenych na zpétné vazbé. Protein X
inhibuje transkripci genu Y. Produkt genu Y, protein Y, zpétné aktivuje transkripci genu X.
Hladiny proteind X a Y rytmicky stoupaji a klesaji tak, Ze maximalni hladina X odpovida

minimalni hladin€¢ Y a naopak.
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Rano jsou vysoce transkribovany geny vnitfnich hodin CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCAI) (Wang a Tobin, 1998) a LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY)
(Schaffer et al., 1998), jejichz proteiny CCAl a LHY tlumi transkripci genu TIMING OF CAB
1 (TOCI) (Strayer et al., 2000; Alabadi et al., 2001) a zarovenn aktivuji transkripci dalsi
zpétnovazebné smycky predstavované geny PSEUDORESPONSE REGULATOR (PRR)
(Nakamichi et al., 2005), které aktivuji expresi TOCI. Protein TOC1 je pottebny pro aktivaci
transkripce CCA/ a LHY a jeho nizkd hladina rdno zplsobi postupné sniZeni hladiny CCA1l a
LHY proteini béhem dne, a tak i postupnou aktivaci vlastni exprese, k ¢emuz ptispiva i druha
zpétnovazebnd smycka postupné se aktivujicich gentt PRR (Para et al., 2007). Vecer je tedy
maximum TOC] proteinu a minimum proteint CCA1l a LHY. V noci se vSak opét uplatni
aktivace CCA1 a LHY transkripce prostiednictvim TOCI proteinu a rano je znovu maximum
CCAl a LHY a minimum TOCI1 (obr. 1). Hladiny proteinli zpétnovazebné propojenych
mechanismem vnittnich hodin rytmicky osciluji vramci opakovani maxim a minim
s periodou okolo 24 hodin v tzv. cirkadidnnim rytmu. Rytmus je zachovan po urcitou dobu 1
za stalého svétla nebo stalé tmy, ovSem postupné mizi. Mutanty foc/ vykazuji kratsi periodu
vnitinich hodin — 21 hodin ve srovnani s 24,5 hodinami standardniho genotypu (Yanovsky a
Kay, 2002).

Vnitini hodiny se spoluti¢astni kontroly a fizeni mnoha mechanismi urcujicich rist a
vyvoj rostliny. Rostlina pouziva vnitfnich hodin k tomu, aby byla schopna nacasovat
metabolické a fyziologické pochody v souladu s vnéjSimi podminkami. Soucinnost vnitfnich
hodin s cykly svétla a teploty zajiStuje, ze témét 90% transkriptl je akumulovano ve
specificky Cas v pribéhu dne (Michael et al., 2008b). Tak je napiiklad koordinovana exprese
gentll biosyntézy, katabolismu, receptort a signalizace riznych signalnich drah fytohormonii a
také exprese cilovych gent téchto signalnich drah. Vnitini hodiny se tedy prostiednictvim
regulace exprese fytohormont podili na fizeni rlstu rostlin, jakoZ 1 na dal§ich vyvojovych
procesech.

Naptiklad rtst hypokotylu je nepfimo ftizen vnitinimi hodinami mechanismem
udrzovani signalu o svétle béhem rané faze tmy. To zajiStuje, Ze za kratkého dne maximum
transkripti fytohormonti spada na konec tmy, coz se kryje s vnéjSim signalem, prechodem
tma — svétlo. Tehdy doch4zi k maximalnimu ristu. Tento mechanismus mimo jiné zajistuje
efektivni rist béhem kratkého dne na podzim, za v€asného jara a také pii podminkach za
snizen¢ho svétla/stinéni (Michael et al., 2008a).

V rédmci procesu indukce kveteni jsou signaly z fotoreceptorti a vnitfnich hodin

integrovany prostfednictvim vnitfnimi hodinami tizeného genu CONSTANS (CO). CO pak
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prenasi signal na dal$i geny ucastnici se indukce kveteni, jak bude popsano v nasledujici

kapitole.

LHY mRNA

CCA1 mRNA j

LHY protein
CCA1 protein

5

TOC1 protein

t, TOC1 mBRNA

veter |
|

¥

CONSTANS
mRNA

Obr. 1: Zjednodusené schéma vnitinich hodin A. thaliana. Mechanismus transkripén¢ translacnich smycek
zalozenych na zpétné vazbé slouzi k méfeni délky dne. CCA1 = CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1; LHY
= LATE ELONGATED HYPOCOTYL; PRR = PSEUDORESPONSE REGULATOR; TOC1 = TIMING OF
CAB 1; Sipka - aktivacni funkce genu; Cara ve tvaru ,, T — inhibi¢ni funkce genu; plna ¢éara - prima aktivace
nebo inhibice; pferusovana ¢ara — aktivace zprostfedkovana dalsimi geny;

Storchova, 2008

3.3.2. Signalni drahy ucastnici se indukce kveteni v Arabidopsis thaliana

V poslednich n¢kolika letech je snahou mnoha studii pochopeni molekularnich
zakladl kveteni. Ackoli bylo identifikovano mnoho genti Ui¢astnicich se tohoto procesu, stale
je znamo pomeérné¢ malo o jejich vzajemnych vztazich. Nacasovani kveteni je na molekularni
urovni velmi slozité ladéno na zékladé rovnovahy mezi induktivnimi a inhibi¢nimi signaly

(Blazques, 2000; Jack, 2004) (obr. 2).
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Vernalizace

VRANZ Autonomni cesta

Fotoperiodicka FLD
indukce

co FLC
FT TRL1 SOCT

Gibereliny

\ :
\ /

ZaloZeni kvétniho meristému

Obr. 2: Vzajemné vztahy nejvyznamnéjSich genii riznych signalnich drah tcastnicich se indukce kveteni
v A. thaliana (zjednodusené schéma). AP! = APETALA 1, CO = CONSTANS; FLC = FLOWERING LOCUS C;
FRI = FRIGIDA; FT = FLOWERING LOCUS T, LFY = LEAFY; SOCl = SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANSI; TFLI = TERMINAL FLOWER 1; VRN2 = VERNALIZATION 2; 7luta
Sipka znazornuje aktivacni funkci genu, Cervena Cara ve tvaru ,,T* inhibujici funkci genu. V krouzku jsou
oznaceny geny majici klicovou regulacni funkci.

Jack, 2004 - upraveno

3.3.2.1. Signalni draha zavisla na fotoperiodé¢

Svétlo je vnimano pomoci fytochromi a kryptochromti. PHYTOCHROME A (PHYA)
(Johnson et al, 1994) je citlivy na dlouhovinné cervené svétlo (700-760 nm),
PHYTOCHROME B (PHYB) (Goto et al, 1991) na cervené svétlo (600-700 nm),
kryptochromy CRYPTOCHROME 1 (CRY1l) (Ahmad a Cashmore, 1993) a
CRYPTOCHROME 2 (CRY2) (Guo et al., 1998) jsou citlivé k modrému svétlu (400-500
nm). Signal o svétle je vnaSen do vnitfnich hodin. Odtud je pak prostiednictvim genu

GIGANTEA (GI) a jeho produktu pfenasen na CO (Fowler et al., 1999; Park et al., 1999). U gi
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mutantli pozorujeme podstatné kratSi cirkadianni periodu a pozd€jSi kveteni nez u
standardniho genotypu.

Regulace exprese CO se odehrdva jak na trovni transkripce (1), tak posttranskripcné
prosttednictvim stabilizace proteinu (2) (obr. 3).

(1) Vnitinimi hodinami kontrolované geny G/ (David et al., 2006) a CYCLING DOF
FACTOR 1 (CDF1) reguluji expresi CO, piicemz GI je transkripnim aktivatorem a CDF1
transkripénim inhibitorem CO (Shin et al., 2004). Vnitinimi hodinami fizeny FLAVIN-
BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1) zprosttedkovava mechanismem zavislém na
proteazému odpoledne degradaci CDF1 proteinu (obr. 4a). Dale je prostiednictvim CDF1
inhibovana transkripce CO. Pokud je CDF1 degradovan, CO mRNA je stabilizovana. FKF1
se tak podili na nacasovani transkripce CO v prubéhu dne (Imaizuni et al., 2003; Imaizuni et
al., 2005; Sawa et al.,, 2007). Hladiny CO mRNA v pribéhu dne jsou zhruba stejné za
dlouhého a kratkého dne, avSak vysokd hladina CO mRNA za dlouhého dne je na konci
svételné faze, za kratkého dne za tmy (obr. 4b).

(2) CO protein je za dlouhého 1 kratkého dne brzy rano destabilizovan prostfednictvim
PHYB (Valverde et al., 2004) a je degradovan CO ubiquitinaci. Na konci dlouhého dne je CO
naopak stabilizovan PHYA, CRY1 a CRY2 (Valverde et al., 2004), coZ se vSak ned¢je za
kratké fotoperiody, a tedy nedochdzi ke stabilizaci dostatecného mnoZstvi CO proteinu (obr.
4c). Béhem noci je CO degradace zdvisla na ptitomnosti SUPRESSOR OF PHYA-105-1
(SPA1), SPA3 a SPA4 (Laubinger et al., 2006). Pouze za dlouhého dne tedy vznika
dostatecné mnozstvi CO proteinu, ktery aktivuje transkripci FLOWERING LOCUS T (FT)
(Turck et al., 2008) (obr. 4d).

VySe popsany mechanismus regulace kveteni je nazyvan modelem externi
koincidence. Regulace transkripce CO mRNA je fizena cirkadiannim rytmem. Ten je
synchronizovan svételnym rezimem. Svétlo zaroven piimo ovliviiuje stabilitu a tedy 1 aktivitu
CO proteinu (stabilita za dlouhého a nestabilita za kratkého dne). K pozitivni odezvé na
fotoperiodu muze tedy dojit pouze tehdy, pokud je rostlina v dobé, kdy je v listech
syntetizovano maximum CO mRNA, zaroven vystavena svételné fazi rytmu. A k tomu

dochazi pouze za dlouhého dne.
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a Obr. 3: Klicova role CO proteinu v indukci kveteni spociva v integraci

? signalt z vice signalnich drah.
G FT* © a) regulace CO mRNA na urovni transkripce
L CDF10 b) regulace CO na posttranskripéni tirovni
CcomR NAI_I c) aktivace transkripce FT
b 2 2 CDF1 = CYCLING DOF FACTOR 1; CO = CONSTANS; CRY1 =
©PhyB ——{CO <—E§ﬁ@ CRYPTOCHROME 1; FKF1 = FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT,
F-BOX 1; FT = FLOWERING LOCUS T, GI = GIGANTEA; PhyA =
(ngﬁ;J L P%;YA @  PHYTOCHROME A; PhyB = PHYTOCHROME B; SPAl =
SPA4 SUPRESSOR OF PHYA-105-1; Schématem hodin jsou oznaeny geny,
¢ jejichz exprese je fizena vnitinimi hodinami.

FT mRNA
Turck et al., 2008
b
a . s =0
CO mRNA
— LD
— 5D
—CDF1
—FKF1
—al
I D I | [
0 4 8 12 16 20 24 ZT 0 4 8 12 16 20 24 ZT
c d
CC T 50 e S0
CO protein FT mRNA
— LD — LD
— 5D I — 5D
PhyB SPA1
Cry2 SPA3
1 Cry1 SPA4
™ PhyA J. —
[ I LD I D
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fotoperiodé. CDF1 = CYCLING DOF FACTOR 1; CO = CONSTANS; CRY1 = CRYPTOCHROME 1; FKF1
= FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1; FT = FLOWERING LOCUS T, Gl = GIGANTEA; PhyA =
PHYTOCHROME A; PhyB = PHYTOCHROME B; SPA1 = SUPRESSOR OF PHYA-105-1; LD =
dlouhodenni fotoperioda, SD = kratkodenni fotoperioda, ZT = ¢as v hodinach; bila oblast grafu = faze svétla
v LD i SD; zluta oblast grafu = faze svétla za LD, ale faze tmy za SD; modra oblast grafu = faze tmy za LD i
SD; Turck et al., 2008
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FT je dalsi kliCovy gen signalni drdhy indukce kveteni zavislé na fotoperiodé.
Aktivuje kveteni (Kardailsky et al., 1999) a také integruje signdly z jinych signalnich drah
(Lee et al., 2006). Soucasn¢é studie naznacuji, ze dlouho hledanym florigenem by mohl byt
pravé FT protein (Jaeger a Wigge, 2007; Tamaki et al., 2007; Yang et al., 2007). Naopak
blizce ptibuzny TERMINAL FLOWER 1 (TFLI) ptsobi jako inhibitor kveteni proti funkci F'7.
Jejich spoleénym cilem je APETALAI (API), gen zodpovédny spolu s LEAFY (LFY) za
nastartovani pifemény vegetativniho meristému v kvétni meristém (obr. 2).

A. thaliana vykvete 1 za neinduktivni fotoperiody (kratkého dne), avSak pozdéji a za

ucasti jiného mechanismu, jak bude popsano v nasledujicich dvou kapitolach.

3.3.2.2. Vernaliza¢ni a autonomni signalni draha

Vernalizace je aktivace kveteni vystavenim rostliny nizkym teplotdm po nékolik dnli
(Chouard, 1960). Signaly z vernaliza¢ni a autonomni signalni drahy jsou integrovany genem
FLOWERING LOCUS C (FLC) (Michaels a Amasino, 1999; Sheldon et al., 2000; Rouse et
al., 2002). FLC je aktivovan produktem genu FRIGIDA (FRI) (Johanson et al., 2000), ktery
spoluzodpovida za rozdilné pozadavky raznych ekotypi 4. thaliana na vernalizaci. FLC je
represorem kveteni piisobicim proti aktivaci F7T prostfednictvim CO genu a také inhibuje
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS! (SOCI) (Kardailsky et al., 1999),
ktery integruje signaly z vernaliza¢ni a geberelinové drahy (Moon et al., 2003). Nékteré studie
z posledni doby naznacuji existenci genetické hierarchie mezi F7 a SOCI, kdy FT aktivuje
SOCI (Schmid et al., 2003; Michaels et al., 2005; Moon et al., 2005; Lee et al., 2006). Pokud
rostlina neprojde vernalizaci, SOC! je inhibovan FLC a nedochazi ke kveteni. FLC je po
nékolikadennim plisobeni nizkych teplot (vernalizaci) inhibovan produktem genu
VERNALIZATION 2 (VRN2) (Gendall et al., 2001), SOCI ptestane byt inhibovan a aktivuje
LEAFY (LFY). FLC muze taktéz byt inhibovan produktem genu FLOWERING LOCUS D
(FLD) zautonomni drdhy, zprostfedkovavajici indukci kveteni vyvolané starim
rostliny/poctem listli (He et al., 2003). SOCI pak aktivuje transkripéni faktor LEAFY (LFY).

LFY je aktivovan nejen SOCI, ale i gibereliny a API (Abe et al., 2005), a tedy
integruje vystupni signaly ze vSech signdlnich drah ucastnicich se indukce kveteni (Nillson et
al., 1998). Spolu s API je zodpovédny za prechod z vegetativni do generativni faze a

ovliviiuje vyvoj kvétu (Schultz a Haughn, 1991).

22



3.3.2.3. Gibereliny

Rostlinné hormony gibereliny piimo aktivuji geny SOCI a LFY (Blazquez et al., 1998;
Blazques a Weigel, 2000), tedy aktivatory kveteni. Uplatiiuji se vSak v indukci kveteni
predevSim pii kratké fotoperiodé¢ (Wilson et al., 1992). LFY a API se aktivuji navzijem
(Liljegren et al., 1999) a taktéz indukuji transkripci gentt zodpoveédnych za zakladani kvétnich

organt (Ng a Yanofsky, 2001).

3.3.2.4. U¢inek microRNA

V soucasné¢ dobé je vyzkum regulace genové exprese soustifedén na microRNA
(miRNA). miRNA jsou nekodujici cca 21-22 nukleotidit dlouhé RNA, které inhibuji mRNA
kodujici proteiny (Llave et al., 2002; Reinhart et al., 2002). miRNA byly nalezeny u rostlin 1
zivoc¢ichli a byla prokazana jejich ucast v ramci regulace vyvojovych procesti u obou skupin
organismil.

Biogeneze miRNA z MIR gent probiha v n€kolika krocich. V jadie 1) je MIR gen
transkribovan do primarni miRNA (pri-miRNA), sekvence o n¢kolika stovkach bazi. Tohoto
kroku se ucastni Pol II enzymy. 2) pri-miRNA je $té€pena na 70-200 nt dlouhy miRNA
prekurzor se strukturou vlasenky (pre-miRNA). Enzym ucastnici se tohoto procesu je u
zivoCichti nazyvan Drosha RNase III endonuclease (Bartel, 2004), u rostlin Dicer-like 1
enzyme (DCLI1) (Tang et al., 2003). 3) pre-miRNA je u Zivoc¢ichli exportovana z jadra.
Dicer) ke tvorbé miRNA:miRNA duplexu a posléze ke tvorbé a kone€nych miRNA. U rostlin
je pre-miRNA Stipdna na miRNA:miRNA duplex v jadfe, ziejm& pomoci Dicer-like 1
(DCL1). Dvouvlaknové miRNA jsou transportovany do cytoplazmy. V cytoplazmé 4) jsou
duplexy rozvinuty helikdzami (Zhang et al., 2006). Nakonec hotové miRNA ucinkuji jako
soucast ribonukleoproteinového komplexu zvaného RNA-induced silencing complex (RISC)
(Bartel, 2004). RISC komplex se diky komplementarit¢ miRNA véaZe na cilovou mRNA. To
zpusobi umlceni exprese genu, coZ u rostlin nazyvame post-transciptional gene silencing
(PTGS) (Baulcombe, 2004). Mechanismus uc¢inku RISC komplexu je dvoji: a) navazani RISC
komplexu zabranuje translaci mRNA; b) navazany RISC komplex pfimo Stipe mRNA.

U A. thaliana byla prokdzana ucast miRNA v regulaci indukce kveteni a vyvoje kvétu.
miR159 se ucastni St€épeni mMRNA kodujicich GAMYB proteiny. GAMYB jsou
transkripénimi faktory, které za kratkého dne aktivuji LEAFY v ramci giberelinové signalni

drahy indukce kveteni. GAMYB se taktéz ucastni regulace vyvoje prasniki. ZvySena exprese
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transgenu miR 159 1sti v nizké hladiny LF'Y, opozd'uje kveteni za kratké fotoperiody a ptlisobi
zmény ve stavbé kvétu (Achard et al., 2004).

APETALA2-like (AP2-like) geny jsou transkripéni faktory specifikujici identitu
kaliSnich listkii a koruny. miR172 inhibuje AP2-like geny a cile genu APETALA2 (AP2),
inhibitory kveteni TOE1 a TOE2. Mechanismem je zde spiSe inhibice translace, nez §t€peni
cilovych sekvenci mRNA. ZvySena exprese transgenu miR172 vede k casné kvetoucimu
fenotypu, stejné jako u ap2 mutanti (Aukerman a Sakai, 2003; Chen, 2004).

miR156 inhibuje expresi genit SQUAMOSA promoter binding protein like (SPL), které
koduji transkripéni faktory. Napt. SPL3 se Ucastni piechodu z vegetativni do generativni faze
a regulace kveteni. ZvySena exprese transgenu miR156 opozd'uje ptechod do generativni faze
a mirn¢ opozd’uje dobu kveteni (Schwab et al., 2005). miR156 a miR172 piisobi proti sob¢.
Prvni z nich prodluzuje vegetativni fazi, druhd ji zkracuje. Mutace v MIR genech maji zdsadni

uéinek.

3.4. Molekularni zaklady indukce kveteni u ryZe (Oryza sativa)

Dalsi modelovou rostlinou ve studiu kveteni je ryze, jednod€lozna rostlina z celedi
lipnicovitych (Poaceae) ztadu Poales. Jde o kulturni plodinu, ktera slouzi jako zékladni
potravina pro tfi miliardy lidi. Piivodni ryze se kultivaci rozliSila na tfi typy: javanica, indica a
japonica, a ackoliv byla ptivodné obligatni kratkodenni rostlinou, pro pieziti v rtiznych
podminkach vytvofila i1 fakultativni kratkodenni a neutralni genotypy (Lee a An, 2007).

V posledni dobé byly v kratkodenni ryzi identifikovany ortology téméf vSech gent
ucastnicich se indukce kveteni v 4. thaliana. Ackoli jsou tyto ortology mezi ryzi a A. thaliana
vysoce konzervované a jejich funkce jsou obdobné, nékteré geny (pfevazné se tucastnici
fotoperiodické regulace kveteni) plsobi jinak. V Gplné piecteném genomu ryze nebyly
nalezeny homology FLC, FRI a naopak byly popsany geny se vztahem ke kveteni, které
nemaji obdobu v A. thaliana, napt. EARLY HEADING DATE 1 (Ehdl) (Doi et al., 2004).

3.4.1. Vnitini hodiny rvze

I v kratkodenni ryZi byly identifikovany geny transkripéné translaéniho mechanismu

zpétnovazebnych smycek vnitinich hodin. Jejich pocet ovSem neni vzdy stejny jako v A.
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thaliana. Naptiklad ke dvéma genim LHY a CCAl v A. thaliana byl v ryZi nalezen pouze
jeden ortologni gen OsLHY (Izawa et al., 2002), ktery vykazuje cirkadianni rytmus a podobny
expresni profil jako LHY.

3.4.2. Signalni drahy uéastnici se indukce kveteni u ryvze

3.4.2.1. Signalni draha zavisla na fotoperiod¢

Ryze ma oproti dvéma kopiim kryptochromli v genomu A. thaliana tii receptory
modrého svétla OsCRYIa, OsCRY1b a OsCRY2 (Hirose et al., 2006) a oproti péti kopiim
fytochromu tii kopie OsPHY, které vnaseji signal o svétle do vnitinich hodin. Ortolog OsGI
v ryzi (Hayama et al., 2002), stejn¢ jako GI v A. thaliana, zprostedkovava vystup signalu
z vnittnich hodin (Izawa et al., 2003) na HEADING DATE 1 (HdI) (Yano et al., 2000),
ortolog CO, ktery déle ovliviuje transkripci HEADING DATE 3a (Hd3a) (Kojima et al.,
2002; Kim et al., 2007), ortologu F7. Zpisob regulace je ovSem jiny nez v A. thaliana. Hdl
hraje stejnou roli jako CO v dlouhodenni A. thaliana (Yano et al., 2000). Plsobi tedy jako
aktivator Hd3a za induktivni fotoperiody (kratkého dne). AvSak oproti 4. thaliana navic za
neinduktivnich podminek (dlouhého dne) inhibuje Hd3a (Kojima et al., 2002). V A4. thaliana
je za neinduktivni fotoperiody (kratkého dne) CO protein destabilizovan prostfednictvim
PHYB a nedochézi k aktivaci transkripce F7. Naproti tomu v ryzi je za neinduktivni
fotoperiody (dlouhého dne) Hdl protein syntetizovan na svétle za ucasti fytochromu
OsPHYB. Vysledkem je pozménéna forma Hd1, kterd inhibuje transkripci Hd3a (Kobayashi a
Weigel, 2007) (obr. 5).
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Obr. 5: Srovnani funkce ortologii CO v dlouhodenni A. thaliana a Hd1 v kratkodenni ryZi. V A. thaliana je
CO protein za dlouhého dne stabilizovan a syntetizovan v dostateném mnozstvi a aktivuje transkripci F7. Za
kratkého dne je destabilizovan prostiednictvim PHYB (na obrdzku PhyB") a nedochazi k transkripci FT. V ryzi
je za kratkého dne syntetizovano dostatecné mnozstvi Hd1 a ten aktivuje transkripci Hd3a. Za dlouhého dne je
Hd1 za ucasti OsPHYB (na obrazku PhyB") syntetizovan v pozménéné formé (Gervenou barvou), ktera inhibuje
transkripci Hd3a. V phyB/osphyB mutantech (na obrazku PhyB’) dochazi v obou druzich rostlin k aktivaci
kveteni i za neinduktivni fotoperiody, ovSem zriznych divodid. V A. thaliana neni CO destabilizovan
nefunkénim phyB a aktivuje F7. V ryzi osphyB nemodifikuje Hdl, a tedy nedochazi k inhibici Hd3a a
syntetizovana forma Hdl snad i aktivuje Hd3a (oznaceno otaznikem). CO = CONSTANS; FT = FLOWERING
LOCUS T, Hd1 = HEADING DATE 1; Hd3a = HEADING DATE 3a; PHYB = PHYTOCHROME B; PhyB™ =
phyBlosphyB, nefunkéni gen PHYB/OsPHYB u A. thaliana respektive ryze; CO/Hdl patrné interaguji
s FT/Hd3a skrze dalsi proteiny (oznaceno modie).

Kobayashi a Weigel, 2007

Nekteré studie kveteni A. thaliana naznacuji, ze SOCI je cilem FT (Schmid et al.,
2003; Michaels et al., 2005; Moon et al., 2005; Lee et al., 2006;) a API je pak aktivovano
prosttednictvim F7T 1 SOCI. Naproti tomu u ryze se OsMADSI4 (homolog API) zda byt
prostiednikem signdlu mezi Hdl a Hd3a pti kratké fotoperiodé a zaroven pii dlouhé
fotoperiod¢ integruje signaly od Hdl a z autonomni signalni drahy od OsSOCI (Lee a An,
2007). Navic u ryze existuje alternativni indukéni draha G¢inkujici za kratkého dne, ktera je
nezavisla na Hdl, kdy EARLY HEADING DATE 1 (Ehdl) aktivuje OsMADS14 a ten indukuje
Hd3a (Doi et al., 2004) (obr. 6).

26



3.4.2.2. Autonomni signdlni draha

Ryze kvete i na stalém dlouhém dni a hlavnim aktivatorem kveteni autonomni signalni
drahy je OsSOCI (OsMADS50) (Lee et al., 2004). Role OsSOC1 (OsMADS50) v ryzi se tedy
zda byt jina nez funkce jeho homologu SOC! v A. thaliana. V ryzi nebyly nalezeny homology
FLC a FRI z A. thaliana a autonomni draha v ryzi je tedy zfejmé integrovana piimo OsSOCI.
Zda se, ze za dlouhého dne existuje kompetice mezi signaly z OsSOC! (aktivuje) a Hdl
(inhibuje), které integruje OsMADSI4 (homolog API) (obr. 6). ZvySena exprese transgenu
FLC z A. thaliana v ryzi vede k opozdénému kveteni (Noh a Noh, 2006), a tak neni vylou¢ena

existence jiného inhibitoru kveteni funkéné odpovidajiciho FLC.

B Arabidopsis

Obr. 6: Rozdilné vztahy genii fotoperiodické a autonomni signalni drahy indukce kveteni u ryze a A.
thaliana. V ryzi za kratkého dne hraje AP/ homolog OsMADSI14 roli zprostiedkovatele signalu mezi Hdl a
Hd3a. Taktéz se ucastni alternativni drahy fotoperiodické indukce kveteni nezavislé na Hd1, kde ucinkuje Ehd].
Za dlouhého dne integruje inhibi¢ni signal prichazejici z Hdl a aktivacni signal pfichazejici z OsSOCI
ucinkujiciho v autonomni signalni draze. Obdobny mechanismus mezi Hdl a OsMADS14 byl nalezen u ozimé
pSenice, kde VRNI aktivuje kveteni, které je pod kontrolou VRN2 (nejedna se o homology gentt VRNI a VRN2
v A. thaliana, pouze jména se shoduji). Vztahy gent v A. thaliana byly popsany v kapitolach 3.3.2.1. a 3.3.2.2.
AGL20 = AGAMOUS-LIKE 20; AP1 = APETALA 1; CO = CONSTANS; Ehdl = EARLY HEADING 1; FLC =
FLOWERING LOCUS C; FT = FLOWERING LOCUS T; Hdl = HEADING DATE 1, Hd3a = HEADING DATE
3a; SOCI = SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANSI; OsMADSI4 = API homolog v ryzi;
VRNI = VERNALIZATIONI; VRN2 = VERNALIZATIONZ,

Lee a An, 2007
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3.4.2.3. Vernalizace

Na molekularni Grovni je signdlni draha spojend s vernalizaci u ryZe ménég zietelnd nez
u A. thaliana. V genomu ryze nebyly nalezeny homology FLC a FRI, coz by mohlo
naznacovat jejich pozdé&;jsi adopci do genomu A. thaliana jako adaptaci na nizké teploty. Na
druhou stranu OsMADS50 (OsSOCI) a OsMADSI4 (homolog API) jsou homologni ke
genlim UCastnicim se vernalizace u pSenice (Yan et al., 2004). Také bylo ukazano, Ze napf.
Hdl zapojeny do fotoperiodické indukce kveteni reaguje na teplotu tésné pred zapocetim
kveteni (Nakagawa et al., 2005), coz odpovida diivéjSim zjiSténim, ze teplota tésné pied
zapoCetim kveteni muize siln€ ovlivnit dobu kveteni, a to zvlast€é u kultivart citlivych

k fotoperiod¢ (Shibata et al., 1973; Yin et al., 1997).

3.5. Molekularni zaklady indukce kveteni u Pharbitis nil

Dalsi tradi€ni modelovou rostlinou pouzivanou ke studiu kveteni je kratkodenni
povijnice nachova (lpomoea nil, L., dfive nazyvana Pharbitis nil) z Celedi svlaccovitych
(Convolvulaceae) z tadu Solanales. V soucasné dobé¢ je k dispozici ¢aste¢né precteny genom
Pharbitis nil. Fyziologické experimenty ukazaly, Ze indukce kveteni je u P. nil uréena spise
délkou noci, nez délkou dne. Jednotlivé ekotypy maji riizné naroky na kritickou délku noci
indukujici kveteni - podle zemépisné Sitky, ve které rostou (Imamura et al., 1966). Na stalém
svétle zastavaji rostliny vegetativni a pouhd jedna dostatecné dlouhd faze tmy staci k indukci
kveteni. P. nil je rostlina, ktera mize byt (stejné jako Chenopodium rubrum) indukovana ke
kveteni ve staddiu semenacku, ihned po plném otevieni déloh (Imamura, 1967). K indukci

kveteni v tomto stadiu postaci jedna tma dlouha 14 hodin.

3.5.1. Signalni draha zavisla na fotoperiodé

Mechanismus fizeni exprese FT ortologl se ve P. nil odliSuje od ryze 1 A. thaliana.
Cirkadianni rytmus, zde nazyvany rytmus fotoperiodické odezvy, je zapocCat pfechodem z faze
svétla do faze tmy a trva déale za tmy. Trva-li tma delSi nez kritickou dobu, mechanismy
kontrolované timto rytmem indukuji kveteni. Pokud je faze tmy pterusena kratkou dobou

svétla (tzv. night-break, kapitola 3.8.), indukce kveteni je zrusena.
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V P. nil byl identifikovan PnCO (Liu et al., 2001), ortolog CO, PnCOLI (Kim et al.,
2003), homolog CO, a dva ortology FT, PnFTI a PnFT2 (Hayama et al., 2007). Vysoka
hladina PnCO mRNA je po 14 hodinach od zacatku faze tmy, a to pouze za stalé tmy nebo
pokud tma trva alespont 14 hodin. Gen Pharbitis nil CHLOROPHYLL A/B BINDING
PROTEIN (PnCAB) je molekularnim markerem vnittnich hodin. PnCAB je exprimovan
rytmicky za svétla 1 tmy. Za tmy se faze exprese PnCAB a PnCO posouva vuci zacatku tmy v
zéavislosti na tom, jak dlouhd byla faze svétla pred zapocetim tmy. Naproti tomu maximum
exprese PnFT nachazime v konstantni dobu po zacatku tmy bez ohledu na délku piedchozi
faze svétla. PnCO a PnCAB podl€haji tedy jiné kontrole fotoperiodou nez PnF'T.

Transkripce PnFT1 a PnFT2 je aktivovana pouze za induktivni fotoperiody (kratkého
dne), kdy faze tmy trva déle nez 11 hodin, a PnF71 a PnF72 mRNA je syntetizovana vzdy ve
stejnou dobu po zacatku tmy. Jednotlivé kultivary Pharbitis s riznou kritickou délkou noci
transkribuji PnF7T vrizné dobé po piechodu ze svétla do tmy. Za stalé tmy podléha
transkripce PnF71 a PnF72 cirkadiannimu rytmu. Amplituda rytmu exprese PnF7T genti je za
stalé tmy srovnatelnd samplitudou rytmu exprese za induktivni fotoperiody 10 hodin
svétlo/14 hodin tma.

Maxima PnCO a PnFT mRNA se za kratké fotoperiody kryji. To vSak ptestava platit
s prodluzujici se dobou, po kterou byly rostliny na svétle pred umisténim do tmy. PnF71/ a
PnFT2 v P. nil se tedy nezdaji byt regulovany PrnCO, ale neznamym genem CCG (clock-
controlled gene) kontrolovanym cirkadidnnimi hodinami, které jsou zapnuty zacatkem tmy.
Za dlouhého dne (a kratké noci) se netvoii dostatecné mnozstvi PnFT mRNA, protoze neni
dostate¢né mnozstvi produktu hypotetického genu CCG. Pottebné mnozstvi hypotetického
CCQG je exprimovano pouze pii dostatecné dlouhé noci (tedy za kratkého dne) (Hayama et al.,
2007). Pokusy na Pharbitis nil ukazuji, ze mechanismus kontroly indukce kveteni je u

rtiznych rostlinnych druhti variabilni.

3.5.2. Gibereliny

V P. nil je pii pln€¢ induktivni fotoperiodé¢ (8 hodin svétlo/16 hodin tma) obsah
giberelinti zvySen v priabchu faze tmy. NejvySsi obsah giberelin se vyskytuje na zacatku a
uprostied faze tmy. Exogenni gibereliny aplikované na délohy neindukovanych rostlin
nenahrazuji induktivni fotoperiodu, ale pfi suboptimélni fotoperiodé (12 hodin svétlo/12

hodin tma) stimuluji intenzitu kveteni. 2-chloroethyltrimethylammonium chlorid je
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inhibitorem biosyntézy giberelinli a pokud je aplikovan v pritbéhu induktivni 16 hodin trvajici
tmy, ma inhibi¢ni efekt na kveteni. Tento efekt je zruSen aplikaci exogennich giberelint.
Kveteni je utlumeno téZ vystavenim rostlin patnacti minutdm dlouhovinného ¢erveného svétla
(far red, 700 - 760 nm) tésn¢ pied induktivni tmou trvajici 24 hodin. Podani exogennich

giberelinti vSak tuto inhibici kveteni zvrati (Kulinowska-Gulewska et al., 2000).

3.6. Klicové geny ucastnici se fotoperiodické indukce kveteni u A. thaliana

3.6.1. CONSTANS-like (COL) geny
V A. thaliana patti CO (Putterill et al., 1995) do pocetné¢ CONSTANS-like (COL)

genové rodiny kodujici proteiny s doménou zinkového prstu (obr. 8), kterd ¢€itd sedmnact

Clend. Struktura CO genu sestava ze dvou exont a jednoho intronu (obr. 7).

R —

Obr. 7: Struktura CO genu v A. thaliana. Cervenymi bloky jsou vyznadeny exony, &ernou ¢arou intron a éerné
bloky znazoriiuji nepiekladané oblasti genu (UTR). Cisla na horni ose odpovidaji partim bazi DNA (bp).
The Institute for Genomic Research (TIGR), Rockville, MD 20850, USA, www.tigr.org

Obr. 8: Doména zinkového prstu je DNA vazebna
struktura tvofena iontem zinku nekovalentné interagujicim se

dvéma histidiny a dvéma cysteiny.

CO byl 1dentifikovan jako klicovy gen signalni drahy zavislé na fotoperiod¢ (Suarez-
Lopez et al., 2001). Pojmenovani CONSTANS pochdzi ze zjisténi, Ze co mutanty kvetou
v piiblizné stejny (konstantni) ¢as na dlouhém 1 kratkém dni, tedy kveteni je opoZdéno na
dlouhém, nikoli vSak na kratkém dni (Koornneef et al., 1991). CO je exprimovan v prub&hu

vyvoje, v dospélych rostlinach pievazné ve floému listl, kde je CO protein zapojen do
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vnimani délky dne (An et al.,, 2004), a dale ve stoncich. Byla také potvrzena vyznamna
exprese CO ve vzrostném vrcholu. Na druhou stranu v kvétech, SeSulich a kofenech jsou
nizké hladiny CO mRNA (Ledger et al., 2001). Jak bylo popséno v kapitole 3.3.2.1., v rdmci
induktivni fotoperiody, hladina CO mRNA kolisd s maximem od ptli tmy do Usvitu. Situace
za kratkého dne je podobnd, kdy maximum hladiny CO mRNA je mensi a uzsi. Bylo vSak
ukazano, ze pro tvorbu CO proteinu je urcujici nejenom mnozstvi CO mRNA, ale také jeji
vyskyt v pribéhu svételné faze. Vysoké hladiny CO mRNA v pribéhu svételné faze
neinduktivni fotoperiody u standardniho genotypu vedou k indukci kveteni (Roden et al.,
2002; Yanovsky a Kay, 2002).

COL proteiny byly roztfidény do tii skupin podle podobnosti na zakladé ptitomnosti
strukturalnich motivli nazyvanych B-box (doména zinkového prstu) a CCT (CONSTANS,
CO-LIKE, TIMING OF CAB1) domény (Putterill et al., 1995; Robson et al., 2001). Prvni
skupina zahrnuje proteiny se dvémi B-box doménami (CO, COL1 - COLS). Proteiny patfici
do druh¢ skupiny (COL9 - COL15) taktéz obsahuji dvé domény zinkového prstu, druha z nich
je vSak vice odlisna od té, kterou nachazime v CO. Tteti skupina proteini (COL6 — COL8 a
COL16) nese pouze jednu B-box doménu. CCT doménu nachdzime u vSech zastupcii rodiny a
byla potvrzena jeji dulezitost pro funkci COL proteini (Griffiths et al., 2003; Shin et al.,
2004). CO protein postrdda DNA vazebnou doménu a funguje ziejmé€ jako transkripéni
kofaktor (Ben-Naim et al., 2006).

Funkéni studie COLI a COL2 genl A. thaliana prokazaly jejich regulaci cirkadiannim
rytmem s maximem hladiny mRNA okolo Usvitu. Na rozdil od zvySené exprese CO, ktera
urychluje kveteni, zvySena exprese COLI a COL2 nema témét zadny vliv na dobu kveteni.
(Harmer et al., 2000; Ledger et al., 2001). Funkéné se COLI, COL2 a CO v ramci kontroly
indukce kveteni nepiekryvaji, ackoli jsou podobné strukturné i svymi expresnimi profily.
COL3 a COL9 zteymé funguji jako represory kveteni (Cheng a Wang, 2005; Datta et al.,
20006).

3.6.2. FLOWERING LOCUS T-like (FTL) geny

FLOWERING LOCUS T (FT) (Kardailsky et al., 1999) k6duje maly protein o cca 175
aminokyselinach (21 kDa) podobny savéimu PEBP (phosphatidyl ethanolamine-binding

protein) (Schoentgen et al., 1987). FT patii do malé genové rodiny reguldtorti kveteni, ktera v
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A. thaliana Cita celkem Sest gend, piiCemz FT vystupuje jako aktivator kveteni. Struktura F'T'

genu sestava ze Ctyf exond a tii intront (obr. 9).

O N S T M-

Obr. 9: Struktura FT genu v A. thaliana. Cervenymi bloky jsou vyznaéeny exony, ¢ernou ¢arou introny. Cisla
na horni ose odpovidaji parim bazi DNA (bp).
The Institute for Genomic Research (TIGR), Rockville, MD 20850, USA, www.tigr.org

Nejbliz§im ptibuznym FT je TWIN SISTER OF FT (TSF), ktery je redundantnim
aktivatorem kveteni spolu s FT (Yamaguchi et al., 2005), ale u¢inkuje za jinych okolnich
podminek. 7SF je pti niZsi teploté (16°C) exprimovan vice nez FT (Blazquez et al., 2003) a
také se ucastni indukce kveteni za kratkého dne (Yamaguchi et al., 2005).

TERMINAL FLOWER 1 (TFLI) (Bradley et al., 1997; Ohshima et al, 1997) je
inhibitorem kveteni, ackoli vykazuje vysokou sekvencni podobnost k F'7. Bylo ukéazéano, Ze za
antagonistickou aktivitu TFL1 proteinu je zodpovédna asparagova kyselina v pozici 144 a
histidin v pozici 88 (Hanzawa et al., 2005; Ahn et al., 2006) a tyto aminokyseliny jsou na
uvedenych pozicich konzervovany ve vSech proteinech FT/TFL1 rodiny, které inhibuji
kveteni, v€etné dalSiho Clena rodiny A. thaliana CENTRORADIALIS homologue (ATC)
(Mimida et al., 2001).

MOTHER OF FT AND TFLI (MFT) je slabym induktorem kveteni (Kobayashi et al.,
1999; Yoo et al., 2004). Zvysena exprese MFT neovlivituje expresi F'T a TFLI1 a mft mutanty
pi1 induktivni fotoperiodé nevykazuji pozd¢jsi kveteni (Yoo et al., 2004). O funkci posledniho
¢lena rodiny BROTHER OF FT AND TFL1 (BFT) (Kobayashi et al., 1999) se nevi téméf nic.

V A. thaliana jsou FT a TSF exprimovany piedevSim ve floému. In situ hybridizace
lokalizovala 7' mRNA v priivodnich bunkach sitkovic. Vysoké hladiny F7 mRNA byly
nalezeny v listech a délohéach, nikoli v apexu (Wigge et al., 2005). Za induktivni fotoperiody
ft mutanty kvetou opozdéné a za kratkého dne je kveteni opozdéno pouze nepatrné
(Kardailsky et al., 1999).

Ackoli jsou si zéastupci FT/TFLI rodiny sekvencné velmi podobni, vystupuji jako
aktivatory 1 inhibitory kveteni. Srovndni aminokyselinové sekvence FT, TFL1 a MFT
vypovida o 36%-ni identit¢ a 68% sekvence obsahuje aminokyseliny o stejné biochemickeé

funkci (Yoo et al.,, 2004). Studie chimérickych FT-TFLI genQ A. thaliana ukézala oblast
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zodpovédnou za antagonistické aktivity FT a TFLI1 proteini lokalizovanou do segmentu
¢itajicitho Ctrnact aminokyselin, ktery se vyviji velmi rychle u TFL1 ortologt, ale je témét
neménny u FT ortologii. Tento segment tvoii povrchovou variabilni smycku s mistem pro
vazbu anionu/ligandu a je kddovany casti ctvrtého exonu. Tyrosin v pozici 85 v FT a histidin
na odpovidajicim misté v pozici 88 u TFL1 se nachazeji na konci mista vaziciho anion/ligand
a jsou klicové pro opaéné aktivity FT a TFLI1 proteinti. Zdménné mutace Tyr85His v FT ma
ve standardnim genotypu siln€ inhibujici efekt na kveteni, ale slabé urychluje kveteni v f# #f/1
dvojitém mutantu. Taktéz bylo ukazano, ze glutamin v pozici 140 v FT a asparagova kyselina
na odpovidajicim misté 144 v TFL1 zcela odliSuji FT od TFL1 (Ahn et al., 2006). FT proteiny
tvofi monofyletickou skupinu, na rozdil od TFL1 proteinli, které maji polyfyleticky pivod
(Mimida et al., 2001).

FT a TFL1 jsou kotranskripénimi faktory proteinu FLOWERING LOCUS D (FD)
(Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005). FD je transkrip¢ni faktor, ktery se vaze na promotory
gentt exprimovanych v kvétech. FD je povazovan za slaby aktivator kveteni, pfi¢emz
interakci s FT nebo TFLI1 se stava silnym aktivatorem, respektive represorem. V ramci vazby
FD mohou FT a TFL1 téz vazat koaktivator nebo korepresor (Ahn et al., 2006). Primarnim
cilem FT-FD komplexu je APETALAI (AP1) (Wigge et al., 2005) (obr. 10).

FD je na rozdil od FT exprimovan pouze ve vzrostném vrcholu, kde jeho expresi

inhibuje FLC. TaktézZ bylo ukazano, Ze stimulus k utvateni kvétl se neobejde bez FD.

+ Obr. 10: Interakce FD s FT a TFL1 a vazba API promotoru.

ﬁ: apy  API = APETALA I; FD = FLOWERING LOCUS D; FT =
AR

F

FLOWERING LOCUS T; TFL1 = TERMINAL FLOWER 1;

D
ll.r""_" LA
\fj) N Ahn et al., 2006
7t L

FD

+ = slaba aktivace; +++ = silna aktivace; --- = siln4 inhibice;

AR
I

Sekvence a funkce FT a TFLI je v ramci vysSich rostlin konzervovéana (Kojima et al.,
2002; Carmel-Goren et al., 2003; Hecht et al., 2005; Hsu et al., 2006), mén¢ informaci je vSak

v tomto ohledu zndmo o ostatnich ¢lenech F7/TFLI rodiny. Na zaklad¢ uplatiovani rliznych
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zivotnich strategii (letnicka, trvalka) a forem (rostlina, kef, strom) se mohly vyvinout rizné
Cleny FT/TFLI rodiny a zaujmout rizné funkce. Jeden z mechanismil, ktery dava vzniknout
vice FT kopiim je polyploidizace, bézna u vysSich rostlin (Aagaard et al., 2005). Je
povazovana za jednu z hlavnich hnacich sil evoluce novych genovych funkci (Ohno, 1970).
Polyploidizace vede ke zdvojeni ¢i zmnohonédsobeni F7/TFLI genové rodiny. Vzhledem
k tomu, Ze tyto geny hraji kli¢ovou roli ve vyvojovém procesu kveteni, je zde nezbytna pfisna
kontrola funkce nové vzniklé kopie genu, aby bylo zajisténo pieziti polyploidu (Otto a Yong,
2002). Druha kopie genu si mize bud’ 1) ponechat svou pivodni funkci, anebo 2) uniknout
selekénimu tlaku, akumulovat mutace a ztratit kodujici kapacitu. Dal§im scénafem je 3)

ziskani funkce zcela nové (Lynch a Force, 2000).

3.6.3. Molekularni podstata florigenu a CO - FT interakce

Védelo se, Ze fotoperiodicka aktivace CO reguluje expresi FT ve floému listti a Ze FT
protein u¢inkuje ve vzrostném vrcholu. To byl podnét k mySlence, ze FT mRNA nebo FT
protein je onim elementem, ktery se pohybuje z listu do vzrostného vrcholu, tedy dlouho
hledanym florigenem (Yu et al., 2006; Bohlenius et al., 2007). Posledni vyzkumy ukazuji, Ze
onim pohyblivym elementem je FT protein (Jaeger a Wigge, 2007; Tamaki et al., 2007; Yang
et al., 2007).

V A. thaliana CO 1 FT vykazuji cirkadidnni expresi, ktera je charakteristickd pro geny
regulované vnitfnimi hodinami. Jak bylo popsano v kapitole 3.3.2.1., CO za dlouhého dne
aktivuje expresi F'T, avSak CO protein nevaze DNA piimo, ale za spoluucasti HAP proteinti
(Ben-Naim et al., 2006; Wenkel et al., 2006). Experimenty ukazaly, ze zvySena exprese CO
pouze ve vzrostném vrcholu neovliviiuje dobu kveteni. Pokud je zvySena exprese CO
vSudypiitomné nebo pouze ve floému listd, doba kveteni se zkracuje. Na druhou stranu
zvySena exprese FT urychluje kveteni, at’ uz je lokalizovana ve floému listli, nebo ve

vzrostném vrcholu (An et al., 2004).

3.6.4. LEAFY (LFY) gen v A. thaliana a dal$ich rostlindch

V A. thaliana je iniciace kveteni lokalizovana ve vzrostném vrcholu a je aktivovana
expresi transkripéniho faktoru LEAFY (LFY) (Weigel et al., 1992), ktery byl identifikovan
jako gen identity kvétniho meristému stejné¢ jako FLORICAULA (FLO) v hlediku vétSim
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(Antirrhinum majus, L.) (Coen et al., 1990). LFY gen sestava ze tfi exonl a dvou introni
v konzervovanych pozicich. Jeho struktura je znazornéna na obr. 11. LFY kdduje protein
vysoce konzervovany predev§im v oblastech tzv. N a C domén, které tvoii néco pies polovinu

proteinu (Maizel et al., 2005).

50O 1200 1600 2000 2400

T T T T

T T T T T

Obr. 11: Struktura LFY genu v A. thaliana. Cervenymi bloky jsou vyznageny exony, &ernou &arou introny.
Cisla na horni ose odpovidaji partim bazi DNA (bp).
The Institute for Genomic Research (TIGR), Rockville, MD 20850, USA, www.tigr.org

V A. thaliana je LFY stejné jako u vétSiny vysSich rostlin gen s jedinou kopii. LFY se
podili na regulaci tvaru kvéta a /fy mutanty maji vazné vyvojové poskozeni. Primarni cilovou
sekvenci LFY proteinu jsou enhancery kvétnich genti urCujici identitu kvétnich orgéant, jako
napiiklad API (Wagner et al., 1999; Lamb et al., 2002). Mutace vN a C doménach Ify
redukuji in vitro vazbu na AP/ promotor.

LFY najdeme u vSech suchozemskych rostlin. Sekvence identifikovanych LFY
homologt z tabaku (Kelly et al., 1995), rajcete (Molinero-Rosales et al., 1999), Chenopodium
rubrum (Veit et al., 2004), petunie (Souer et al., 1998), orchideie (Montieri et al., 2004),
eukalyptu (Southerton et al., 1998), topolu (Rottmann et al., 2000), jablka (Wada et al., 2002)
nebo borovice (Mellerowicz et al., 1998; Mouradov et al., 1998) svéd¢i o tom, ze LFY
proteiny jsou v ramci vySSich rostlin vysoce konzervované (Maizel et al., 2005).

U vysSich rostlin je LF'Y béZné gen s jedinou kopii, 1 kdyZ byly nalezeny druhy rostlin
svice kopiemi LFY genu, napi. Pinus radiata, Malus x domestica nebo Eucalyptus
(Mouradov et al., 1998; Southerton et al., 1998; Wada et al.,, 2002). U polyploidi se
jednotlivé kopie ziejme neliSi ve funkci (Wada et al.,, 2002; Bomblies et al., 2003). U
nahosemennych se setkavame se specifickou duplikaci LFY genu (Mellerowicz et al., 1998),
druha kopie NDLY je pak u krytosemennych ztracena (Frohlich a Eastbrook, 2000). U nizsich
rostlin nachazime dalsi blizce ptibuzné kopie genu, bez zfejmé subfunkcionalizace (Frohlich a
Parker, 2000; Himi et al., 2001). U pravého mechu Physcomitrella patens jsou LFY homology
zodpovédné za kontrolu Zivotniho cyklu — stfidani faze sporofytu a gametofytu (Maizel et al.,

2005).
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3.7. Kliové geny ucastnici se fotoperiodické indukce kveteni u dalSich

druhu rostlin

3.7.1. Ryze

V genomu ryZe byl identifikovan CO ortolog OsA/HEADING DATE 1 (HdI) (Yano et
al.,, 2000) a dalSich 15 COL geni nazvanych OsB — OsP (Griffiths et al., 2003). Exprese
OsB/OsCO3 (S12569), OsN (S3574) a OsP (C60910) v kultivarech Ilpumbyeohave a
Nippounbare korejské ryze vykazuji vysoky stupenn podobnosti s expresi COL genl z A.
thaliana a jejich expresni profily ukazuji na cirkadidnni prab&h. V porovnani se situaci v A4.
thaliana, kde CO, COLI a COL?2 sdileji podobny expresni profil, vryzi OsN a OsP taktéz
sdili podobny pribéh exprese jako Hdl, kdezto expresni profil OsB/OsCO3 je viceméné
protichiidny (Shin et al., 2004). OsB/OsCO3 je represorem kveteni, ktery inhibuje transkripci
Hd3a a OsFTLI nezéavisle na Hdl, Ehdl a OsMADS50. ZvySena exprese transgenu
OsB/OsCO3 v A. thaliana v§ak nema vliv na dobu kveteni (Kim et al., 2008).

V ryzi bylo identifikovano celkem 19 PEBP-like genii. Krom& OsFTL2/HEADING
DATE 3a (Hd3a) (Kojima et al., 2002), funk¢niho ortologu F7, bylo identifikovano dalSich
dvanact FT-like gent (OsFTLI, OsFTL3 - OsFTL13) (Izawa et al., 2003). Prot¢jSek MFT v A.
thaliana, ptedstavuji dva MFT homology MFT1 a MFT2 v ryzi. Geny RCNI, RCN3, RCN2 a
RCN4 z ryze jsou fylogeneticky bliz8i TFL1, ATC a BFT z A. thaliana (Chardon a Damerval,
2005).

Za induktivnich podminek je hladina Hd3a mRNA detekovatelnd 4 hodiny pted
usvitem, vrcholi za Usvitu a nadale zistavad vysoka béhem dne. DalSich Sest OsFTL geni
(OsFTLI, OsFTL3, OsFTL4, OsFTLS5, OsFTL6 a OsFTLII) je béhem kratké fotoperiody
transkribovano jen slab¢ a zfejmé se neucastni indukce kveteni za kratkého dne (Ishikawa et

al., 2005).

3.7.2. Pharbitis nil

V kratkodenni rostlin€ Pharbitis nil byly identifikovany dva COL geny, CO ortolog
PnCO (Liu et al., 2001) a CO homolog PnCOLI (Kim et al., 2003). Exprese PnCO je vysoka
po 14 hodin trvajici tmé, nizka pokud tma trvad 12 a méné hodin. VétSina PnCO transkriptu
byla nalezena v nesesttizené formé vcetné intronu, ovSem pouze sestfizena forma bez intronu

komplementuje co mutanty A. thaliana (Liu et al., 2001).
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V P. nil byly identifikovany dva ortology FT - PnFT1 a PnFT2 (Hayama et al., 2007).
Vice o téchto genech viz kapitola 3.5.1.

3.7.3. RajCe (Lycopersicon esculentum)

V rajceti, rostliné neutralni k fotoperiod¢ byly identifikovany tfi COL geny TCOLI,
TCOL2 a TCOL3 (Ben-Naim et al., 2006) a FT ortolog SINGLE FLOWER TRUSS (SFT)
(Lifschitz et al., 2006). TCOL geny se neucastni indukce kveteni v raj¢eti. Naopak SFT je
induktorem kveteni. Doba kveteni rajcete je na délce dne nezavisla a reaguje spiSe na teplotu
a intenzitu osvitu. sf¢f mutanty kvetou velmi pozd¢ a vykazuji vyvojové poruchy ve stavbé
kvétu.

Sekvence a funkce FT genil je naptic rostlinnou i8i evolu¢né konzervovana. To bylo
elegantné demonstrovano na pokusech s transgenem SF7. Ackoli je rajée fotoperiodicky
neutralni rostlina, zvySend exprese transgenu SFT urychluje kveteni sff mutantli rajCete
(poruchy ve stavbé kvetu se neobjevuji), neutralni varianty Samsun tabaku, kratkodenni

varianty Maryland Mammoth tabdku a dlouhodenni A. thaliana (Lifschitz et al., 2006).

3.7.4. Regulace kveteni u Lolium temulentum prostiednictvim giberelinu a LtFT

Jilek mamivy (Lolium temulentum) je obligatné¢ dlouhodenni rostlina, ktera kvete
pouze na dlouhém dni. Ke kveteni posta¢i pouhd jedna dlouhodenni fotoperioda se 14-16
hodinami svétla. Pti kratSich fotoperiodach zlstava L. temulentum striktné vegetativni (Evans
a King, 1985; McDaniel et al., 1991).

U L. temulentum se indukce kveteni vyznamné Gc€astni n€které gibereliny (GA). GAj9
je enzymem LtGA20ox1 konvertovan na GAjy. Z GAyy pak vznikd za uCasti enzymu
LtGA20x1 GAs. Za induktivni fotoperiody stoupa v listech obsah GAzy, GAs a enzymu
LtGA20ox1 konvertujictho GAj9 na GAyo. Hladina GA9, prekurzoru GAjp, se naopak
souhlasné snizuje.

V L. temulentum byly identifikovany LtCO (Martin et al., 2004) homologni ke CO a
LtFT homologni k FT (King et al., 2006). Hladina LtCO mRNA je za induktivni fotoperiody
vysSi nez za kratké fotoperiody. Hladina LtFT mRNA je v noci nasledujici po induktivni

fotoperiod¢ vice nez 80x vyssi v porovnani se situaci za kratké fotoperiody.
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Aplikace GAs giberelinti pti neinduktivni (kratké) fotoperiodé indukuje kveteni (King
et al.,, 2003; King a Evans, 2003), avSak nema vliv na hladinu LtFT mRNA (King et al.,
2006). LtFT je naopak transkribovano nezéavisle na obsahu giberelinii. Florigenni stimulus
tvofeny za induktivni fotoperiody u L. temulentum se zda byt dvoji. Prvnim z nich by mohl
byt GAs, druhym z nich signal odvozeny od LtFT, vzajemné jsou vSak na sobé nezavislé a

maji povahu aditivni ¢i alternativni (King et al., 2006).

3.8. Night-break

Kratké ptreruseni tmy svétlem u kratkodennich rostlin inhibuje kveteni a tento jev je
znam jako night-break (NB). NB je zndm dlouhd léta (Hamner a Bonner 1938), ale jeho
molekuldrni zaklady jsou do dnes nepftili§ ziejmé. U ryze a Pharbitis nil bylo prokéazéano, ze
kratky interval svétla uprostied noci inhibuje expresi FT genu (Ishikawa et al., 2005; Hayama
et al.,, 2007). NB je patrny pfedevSim u kratkodennich rostlin, 1 kdyz urcity efekt ma 1 u
dlouhodennich rostlin. U kratkodennich rostlin i velmi kratky osvit svétlem béhem tmy
opoZzd’'uje kveteni. Naproti tomu u dlouhodennich rostlin NB urychluje kveteni, ale je k tomu
potieba delSi doba osvitu a efekt byl pozorovan pouze u nékolika druht rostlin (Goto et al.,

1991; Thomas a Vince-Prue, 1997).

3.8.1. Night-break u rvze

U kratkodenni ryze pouhych 10 minut svétla uprostied 14 hodinové tmy opozduje
kveteni. Nejcitlivej$i k NB jsou rostliny ve stafi 4-5 tydni od vyseti. Nejsiln€jsi efekt NB byl
pozorovan, kdyz bylo svétlo aplikovano uprostied 14 hodin trvajici tmy. Naproti tomu
aplikace NB na zacatku a konci tmy je bez efektu na dobu kveteni. NB u ryze siln¢ inhibuje
expresi Hd3a a tento efekt se ztraci dalsi den, pfiemZ nebyl zaznamendn zadny efekt na
expresi OsGl, funkéniho ortologu GI a Hdl, ortologu CO (Hayama et al., 2002; Ishikawa et
al., 2005). Za zminény inhibi¢ni efekt je zodpovédny OsPHYB (Izawa et al., 2002; Ishikawa
et al., 2005), nikoli OsPHY A a OsPHYC. Represe Hd3a se odehrava na Grovni transkripce a
moznym mechanismem inhibice Hd3a exprese fytochromem B je destabilizace a degradace
proteinového komplexu na Hd3a promotoru (Ishikawa et al., 2005). Nebyl zjistén efekt NB na
expresi zadného ze Sesti dalSich OsFTL gent (OsFTLI, OsFTL3, OsFTL4, OsFTLS5, OsFTL6
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a OsFTLII), coz ptedpokladd jejich neucast na indukci kveteni za kratké fotoperiody
(Ishikawa et al., 2005).

3.8.2. Night-break u Pharbitis nil

Deset minut svétla aplikovanych po osmi hodinach od zacatku pln€ induktivni 48
hodin trvajici tmy rusi kveteni. NB siln¢ inhibuje hladiny PnF77 a PnF'72 mRNA. V dobé,
kdy je vkontrolnich rostlindich maximum PnF77 a PnF72 mRNA, jsou v rostlinach po
aplikaci NB hladiny téchto transkripti vice nez 10x niz$i (Hayama et al., 2007). Hladiny
PnCO mRNA jsou ovlivnény NB jen nepatrné (Liu et al., 2001).

3.9. Chenopodium rubrum jako modelova rostlina ve studiu kveteni

V pribehu fotoperiodické indukce kveteni gen CO aktivuje FT expresi ve floému listii
kratkodennich i dlouhodennich rostlin. Stejna geneticka drédha zprostfedkovava u A. thaliana a
ryze rozdilné odpovédi na fotoperiodu. Na druhou stranu byla ukdzdna univerzalita systému
indukce kveteni v pokusech s SFT (FT ortolog z rajcete), kdy zvySend exprese transgenu SFT
aktivuje kveteni v kratkodennich, dlouhodennich 1 neutrdlnich rostlindch (Lifschitz et al.,
2006). Jsou proto potieba studie objasiiujici molekuldrné-genetické zaklady indukce kveteni u
dalsich dlouhodennich 1 kratkodennich rostlin, pfedev§im takovych, jejichz fyziologické
zaklady kveteni byly jiZ prostudovany. Obzvlasté u kratkodennich rostlin lze ocekavat
rozmanité mechanismy regulace kveteni (Hayama et al., 2007).

Jednim z vhodnych kandidatt pro studie tohoto typu je Chenopodium rubrum. Spolu
s vyznamnymi kulturnimi plodinami Spenatem (Spinacia oleracea), fepou cukrovkou (Beta
vulgaris) a merlikem Ccilskym (Chenopodium quinoa) patti do celedi merlikovitych
(Chenopodiaceae) z fadu Caryophyllales. Obecné se rod Chenopodium vyznacuje pomérné
velkou odolnosti vii¢i suchu a salinité, a preferuje stanovisté s vysokym obsahem dusiku a
organickych latek. C. rubrum je vylozené nitrofilni rostlina, kterou najdeme na hnoji a
v mocuvce.

Rod Chenopodium obsahuje druhy dlouhodenni 1 kratkodenni. Napiiklad C. murale je
dlouhodenni rostlina, zatimco vétSina ekotypt C. rubrum jsou kratkodenni nebo na

fotoperiod¢ neutralni rostliny, ale existuje téZ dlouhodenni ekotyp 372. Rod Chenopodium téz
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zahrnuje rostliny s riznym stupném ploidie (Rahiminejad a Gornall, 2004). Napft. rostliny C.
murale jsou diploidni, C. rubrum a C. quinoa tetraploidni, C. giganteum hexaploidni.

C. rubrum bylo pouzivano ke studiu fotoperiodismu a kveteni desetileti, predev§im
kratkodenni ekotyp 374 (Cumming et al.,, 1965; Cumming, 1967; Cumming a Seabrook,
1985; Ullmann et al., 1985), avSak o molekularnich zdkladech signdlnich drah regulujicich
kveteni se vi jen malo. C. rubrum (ekotyp 374) mize byt indukovéno ke kveteni pouhou
jednou 12 hodin trvajici tmou ve stafi ¢tyt az péti dntl, kratce po otevieni déloznich listkl. Po
tomto obdobi vysoké fotoperiodické senzitivity se stdiva mnohem méné citlivé k fotoperiodé.
Dvé az tfi tmy trvajici 12 hodin jsou potieba k plné indukci kveteni (Seidlovd a Krekule,
1973; Ullmann et al., 1985). Opétovnd odezva tustici v kveteni po indukci pouhou jednou
tmou je obnovena u rostlin starSich nez zhruba ctrnact dnti. Pocet kratkych fotoperiod
potiebnych pro kveteni zavisi na formaci listi na vzrostném vrcholu (Ullmann et al., 1985;
Blazkova et al., 2000). Kriticka fotoperioda pro kratkodenni C. rubrum (ekotyp 374) je
zavisla na péstebnich podminkéch, ale bézné se pouziva k vyvolani 100% kveteni 12 hodin
svétla a 12 hodin tmy. Indukce ke kveteni je nejcitlivéj$i k NB v Sesté hodin€ tmy (Cumming
et al., 1965).

Udaje o struktufe gentl, G&astnicich se regulace kveteni u C. rubrum jsou dosud velmi
kusé. V nedavné dob¢ byla popsana ¢astecna sekvence FLO/LFY ortologu CrFL v C. rubrum
(Vett et al., 2004). Sekvence fragmentu cDNA o délce 521 bp pokryva asi 40% plné délky
genu a je zhruba z 85% identickd se sekvenci homologu LFY silenky Silene coeli-rosa a
z 81% se sekvenci LFY-like genu rajcete (Molinero-Rosales et al., 1999). Dosud vSak nebyl
v C. rubrum identifikovan Zadny ¢len F'7/TFL1 nebo COL genové rodiny.

Identifikace homologl klicovych regulacnich gentt F7, CO a LFY u C. rubrum
(ekotyp 374) a analyza jejich exprese vruznych vyvojovych stadiich a za rGznych
fotoperiodickych rezimli se mimo jin€ stala cily této prace, nebot’ je dilezitd a nezbytnd nejen
pro dalsi pochopeni vySe popsaného zvlastniho jevu senzitivity k fotoperiodé€ v ramci indukce
kveteni, ale ptinese i1 dal§i vhled do slozité problematiky vztahti genti u€astnicich se kveteni.

V nedavné dob¢ byla vyvinuta ve spolupracujici laboratofi Dr. E. Wagnera metoda
transformace C. rubrum (Veit et al.,, 2006). Tento nastroj v budoucnu umozni mnohem
detailnéjsi studium funkci a vzajemnych vztahti nové identifikovanych homologi F7, CO a
LFY ptimo v C. rubrum. Tim se kratkodenni C. rubrum, ekotyp 374 vramci studia
fotoperiodické indukce kveteni stava stejné vyznamnym modelem jako ryze nebo Pharbitis

nil.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Chemikalie, vybaveni a software

4.1.1. Chemikalie

Agar (Serva, Némecko)

Agardza (Serva, Némecko)

Anti digoxigenin-AP conjugate, Fab fragments (Roche, Némecko)
Blocking Reagent (Roche, Némecko)

CDP-Star (Roche, Némecko)

CTAB (USB, USA)

DIG Easy Hyb (Roche, Némecko)

DNA Molecular-Weight Marker VII, DIG-labelled (Roche, Némecko)
dNTP (Fermentas UAB, Litva)

D-Sorbitol (Serva, Némecko)

EDTA (SigmaAldrich, Némecko)

Fenol (Fluka, Japonsko)

Glycerol (SigmaAldrich, Némecko)

Chloroform (Merck, Némecko)

IPTG (ICN Biochemicals, USA)

Isopropanol (Fluka, Japonsko)

Kristalon (Hydro Agri Rotterdam, Holandsko; AGRO CS, CR)
Kyselina octovéa (Merck, Némecko)

Lambda DNA/Pstl Marker, 24 (Fermentas UAB, Litva)

Maleic acid (Acros Organics, Belgie)

Mercaptoethanol (SigmaAldrich, Némecko)

Oligonukleotidy (Metabion, Némecko)

pBR322 DNA/BsuRI (Haelll) Marker (Fermentas UAB, Litva)
SDS (Fluka, Japonsko)

Silwet L-77 (Lehle seeds, USA)

TRIS (Serva, Némecko)

Tween 20 (MP Biomedicals, Inc., Francie)

X-gal (MP Biomedicals, Inc., Francie)
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4.1.2. Antibiotika

Ampicilin (SigmaAldrich, Némecko)
Claforan/Sefotak (Valeant Czech Pharma, CR)
Gentamycin (SigmaAldrich, Némecko)
Hygromycin (SigmaAldrich, Némecko)
Kanamycin (SigmaAldrich, Némecko)
Rifampicin (SigmaAldrich, Némecko)
Tetracyklin (Duchefa, Holandsko)

4.1.3. Enzymy

Klenow Fragment (Fermentas UAB, Litva)
Lysozyme Type VI (MP Biomedicals, Inc., Francie)
Protector RNase Inhibitor (Roche, Némecko)
Proteinase K, Recombinant (Roche, Némecko)

Ribonuclease A From Bovine Pancreas (SigmaAldrich, Némecko)

4.1.3.1. Restrikéni enzymy
BamHI (Fermentas UAB, Litva)
EcoRI (Fermentas UAB, Litva)
EcoRV (Fermentas UAB, Litva)
HindlIII (Fermentas UAB, Litva)
Notl (Fermentas UAB, Litva)
Smal (Fermentas UAB, Litva)

4.1.3.2. Polymerazy
AmpliTaq® Gold DNA polymerase (Applied Biosystems, USA)
aTaq DNA polymerase (Promega, USA)
Phusion high fidelity polymerase (Finnzymes, Finsko)
M-MLYV Reverse transcriptase RNase Minus, Point Mutation (Promega, USA)
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4.1.4. Kity

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA)
CycleReader™ Auto DNA Sequencing kit (Amersham Biosciences, USA)
DNA-free (Ambion, USA)

QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Némecko)

QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Némecko)

LightCycler®480 Probes Master (Roche, Némecko)

LightCycler®480 SYBR Green I Master (Roche, Némecko)

LightCycler FastStart DNA Master’ "> SYBR Green I Kit (Roche, Némecko)
PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche, Némecko)

pGEM-T® Easy Vector System I (Promega, USA)

RNeasy” Plant Mini kit (Qiagen, Némecko)

SMART PCR cDNA Synthesis kit (Clontech, USA)

Thermo Sequenase' ™ Cy"™5 Dye Terminator Kit (Amersham Biosciences, USA)

4.1.5. Média a pufry

4.1.5.1. Média

Y2 MS médium s vitaminy (Serva, Némecko), slozeni viz ptiloha 1
LB (Luria-Bertani) médium: sloZeni viz Maniatis et al., 1986
YEB médium (1 litr): Yeast Extrakt 1g

Pepton 10 g

MgSO4.7 H;O 0,5 ¢
rozpustit, po rozpusténi upravit pH na 7,2;
Misky s pevhym LB/YEB médiem: ptidat agar (1,5%) 1,5 g/100 ml; roztok vyklavovat; po
vyklavovani ptiddme 2,5 ml 40% roztoku sachardzy (rovnéz vyklavované); nechdme
vychladnout na cca 50°C a ptridame ptisluSna antibiotika; dikladné rozmichame a rozlijeme
do misek
0,5x Hoaglandiiv roztok: 0,5 mM NH;H,PO4; 3 mM KNO;; 2 mM Ca(NO;3); 1 mM
MgSOy; 12,25 mM citrat zelezity; 0,226 mM KI; 2,426 mM H3;BOs3; 2,96 mM MnSOy; 0,348
mM ZnSOy; 0,052 mM Na,MoQOy; 0,005 mM CuSOyq; 0,0052 mM CoCly; 5 mM Na,EDTA; 5
mM FeSOy; s pouzitim NaOH nastavit pH 6,3
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4.1.5.2. Pufry
1x TAE (1 1): 100 ml 0,5 M EDTA pH 8; 242 g TRIS; 57,1 ml koncentrované CH;COOH
5x TBE (1 1): 0,45 M TRIS-borat (54g TRIS baze; 27,5 g kyselina borita);
0,01 M EDTA (20 ml 0,5 M EDTA)
0,5x TBE: 10x naredit 5x TBE
1x TBE: 5x nafedit 5x TBE

4.1.6. Vybaveni
ARA systéem (BETATECH bvba, Belgie)

Hybond N+ hybridiza¢ni membrana (Amersham, Velka Britdnie)
Hybridiza¢ni tuby (Amersham, Velka Britanie)

Hyperfilm (Amersham, Velka Britanie)

Kapilary plastové (Genaxxon, Némecko)

Kapilary sklenéné (Roche, Némecko)

LightCycler® 480 Multiwell 96 (Roche, Némecko)

Nylon Membranes for Colony and Plaque Hybridization (Roche, Némecko)
Perlit (Agro, CR)

Raselinové tablety (Jiffy seets, Bohemia seet, CR)

Stender D-400 substrate (Stender, Rakousko)

Svételny filtr Cerveny a Zluty (Rand Strand Electric, Velka Britanie)
Whatman (Maidstone, Velka Britanie)

Zahradnicky substrat A (Raselina Sobéslav, CR)

4.1.6.1. Piistroje
ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems, USA)
BioRad E. coli Pulser (Bio-Rad, USA)
Centrifuga Hermle, Z 383 (Hermle, Némecko)
Centrifuga Hettich, EBA 12 (Hettich, Némecko)
Crosslinker ULTRA-LUM CEX-800 (ULTRA-LUM, USA)
Deep Freeze Sanyo MDF-U50V (Sanyo Electronic, Japonsko)
Digitalni kamera Kodak DC 120 (Eastman Kodak Company, USA)
Hybridization oven/shaker (Amersham, Velké Britanie)
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Kultivacni box Sanyo MLR-350HT (Sanyo Electronic, Japonsko)
Kultivaéni box Klimaprocesor SPJ (Druzstvo Vaha Kladno; Agroel, CR)
LightCycler 1.2 (Roche, Némecko)

LightCycler” 480 (Roche, Némecko)

Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Némecko)

Owl horizontalni elektroforéza (Thermo Scientific, USA)

T Gradient cykler (Biometra, Némecko)

TRIO-Termoblock (Biometra, Némecko)

4.1.7. Software

ALFwin™ Software 2.0 (Amersham, Velké Britanie)

BioEdit (Hall, 1999), (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html)
CODEHOP (http://blocks.thcrc.org/codehop.html)

Kodak Digital Science 1D v.2.0.3 (Eastman Kodak Company, USA)
LightCycler” 480 software v. 1.5 (Roche, Némecko)

LightCycler software v. 3.5. (Roche, Némecko)

MrBayes (http://mrbayes.csit.fsu.edu/)

PAUP* 4,0 b10 (http://paup.csit.fsu.edu/), (Swofford, 2003)

Photo Enhancer v.0.2 (PictureWorks Technology, Inc.; Velka Britanie)
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/)

TAIR BLAST 2.2.8, (www.arabidopsis.org/Blast)

VectorNTI software Suite 9 (InforMax, Inc.; Invitrogen, Velka Britanie)

4.1.8. Plazmidy

pGEM-T Easy (Promega, USA), ampicilinova rezistence

pGreenll0179 (poskytnuty Dr. N. S. Kiranem, UMBR AF v.v.i., MZLU Brno),
kanamycinova rezistence

pRT101 (poskytnuty Dr. N. S. Kiranem, UMBR AF v.v.i, MZLU Brno), ampicilinova
rezistence

pSOUP (poskytnuto Mgr. M. Pafezovou, UEB AV CR, v.v.i, Praha), tetracyklinova

rezistence
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4.1.9. Bakterie

Agrobacterium tumefaciens GV3101:pSOUP (poskytnuto Mgr. M. Patezovou, UEB AV CR,
v.v.i., Praha, CR a Dr. F. Cvrékovou, UK, Praha, CR)

E. coli XL-1 Blue: endAl, gyrA96, hsdR17, lac —, recAl, relAl, supE44, thi-1, [F' lacl qZ
AM15, proAB, Tn10], tetracyklin rezistentni kmen (Bullock et al., 1987)

4.2. Rostlinny material

4.2.1. Chenopodium rubrum

Ve vSech experimentech byly pouzity rostliny merliku cerveného (Chenopodium
rubrum L.), ekotyp 374 (semena z Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské
republiky, v.v.i,, ziskané od B. G. Cumminga z Univerzity of New Brunswick, Kanada). Byly
péstovany v kultivacnich boxech (Klimaprocesor SPJ) pfi1 20°C na stalém svétle (chladné,
bilé, fluorescentni, 100 pmol m® s™) pokud nebyly vystaveny réiznym fotoperiodickym
rezimiim, které budou popséany v kapitole 5.4. Rostliny C. rubrum byly péstovany Dr. Janem

Kolafem (UEB AV CR, v.v.i., Praha - Lysolaje).

4.2.1.1. Semenacky

SemenaCky pouzité v experimentech sindukci kveteni byly péstovany v 96-
jamkovych destiC¢kach pro ELISA analyzy s plochym dnem, jeden semenacek v jedné jamce.
Jamky byly naplnény perlitem (velikost partikuli 0,4 - 0,8 mm) s 1 mm otvorem ve dné pro
vstup zivného roztoku. Desticky plavaly v 0,5x Hoaglandové roztoku, ktery byl ménén kazdé
dva dny. Ve stafi péti dnli, kdyZz 40 - 60% semenackii mélo pln€ oteviené¢ délohy, byly pro
experiment vybrany praimérné vzrostlé rostlinky a ostatni byly zni¢eny. Sest hodin po této
selekci byly rostlinky vystaveny riznym fotoperiodickym rezimim, jak je popséno v kapitole
5.4. Kontrolni rostliny zlstaly na stalém svétle.

Pro experiment studujici vliv NB na indukci kveteni byly rostliny vystaveny 10 pmol
m? s” Gerveného svétla po dobu 15 min (chladné, bilé, fluorescentni svétlo filtrované pies
jednu vrstvu ¢erveného plastového filtru a dveé vrstvy Zlutého filtru od Rand Strand Electric).
Tato kombinace filtri neméla Zadnou meéfitelnou transmisi pod 580 nm. Expozice zacala 6

hodin po zacatku faze tmy.
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Pro extrakci celkové RNA a nasledné méfeni hladin mRNA CrFTL, CrCOL a CrFL
genll byly odebirdny celé nadzemni Casti rostlinek (2 rostlinky na jeden vzorek). Za tmy se
odebirdni vzorki odehravalo za tlumeného zeleného fluorescentniho svétla, aby u rostlin
nebyla vyvolana odezva na zménénou fotoperiodu. Pro zhodnoceni vyvoje kveteni bylo od
kazdé varianty ponechano 10-20 rostlin, které byly po vystaveni fotoperiodickému rezimu
péstovany pii stalém svétle do stafi Ctrnacti dnii. Stadia kveteni byla poté urena pod

stereomikroskopem.

4.2.1.2. Dospélé rostliny

V jiné sad¢ experimentl byly rostliny C. rubrum péstovany v kvétinacich (8 x 8 cm)
naplnénych perlitem a zasobovanych 0,5x Hoaglandovym roztokem. Ve stafi 15 dna byly
rostliny indukovéany ke kveteni jednou, dvémi nebo tfemi periodami tmy (12 hodin tmy /12
hodin svétla) vprabéhu tii dnd. ProSly tedy jednou, dvémi nebo tiemi fazemi
dvanactihodinové tmy. Poté byly vraceny na stalé svétlo. Kontrolni rostliny byly péstovany na
stalem svétle v prib&hu celého experimentu. Stadium kveteni bylo ur¢eno po osmi dnech
analyzou jejich apext pod mikroskopem.

Pro extrakci celkové RNA a nasledné méfeni hladin mRNA CrFTL, CrCOL a CrFL
genll byly odebirdny mladé pravé listy.

4.2.2. Chenopodium sp.. Atriplex nitens

Semena C. schraderianum (= C. foetidum), C. giganteum (= C. amaranticolor) a C.
quinoa byly darovany Dr. P. Kominkem (Oddéleni virologie, VURV, CR). Semena C.
quinoa, kultivary Amachuma (reg. code Z55-0003) a Faro (reg. code Z55-0011) byly
poskytnuty Dr. D. Janovskou (Genové banka, VURV, CR). Semena C. pumilio poskytl Dr. J.
Stépanek (Katedra botaniky, P¥irodovédecka fakulta UK, CR), ostatni rostlinny material byl
sebran vterénu a uréen Dr. J. Dostalkem (Ustav okrasného zahradnictvi AVCR v.v.i.,
Prithonice, CR). Dr. Dostalek rovnéz poskytl semena C. missouriense, C. probstii a C.
ficifolium (tabulka 1). Semena C. quinoa ze sbirek CIP-FAO a USDA-NPGS (Christensen et
al., 2007) a C. berlandieri byla darovana Dr. C. E. Colemanem (Brigham Young University,
Department of Plant & Animal Sciences, Provo, Utah, USA) (tabulka 2).

Rostliny rodu Chenopodium byly péstovany ve skleniku (minimélni teplota 20°C) pii

piirozené fotoperiodé ve smeési substratu Stender D-400 a perlitu v poméru 3:1. Semena byla
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vyseta do 9 x 9 cm kvétinacii a Ctyfi tydny staré rostliny byly piesazeny do 13 x 13 cm

kvétinacd. Pro usnadnéni kli¢eni semen C. hybridum byla jejich osemeni natfiznuta skalpelem.

Rostlinny druh Piivod Poéet chromozémii
(2n)
C. album ssp. Sebrano 7.9.2004 v Kovarech (okoli Prahy) 18/36'
suecicum Herbatova polozka PRC 400117
C. quinoa Semena z VURV, Praha 36
C. giganteum Semena z VURV, Praha 54
Chenopodium 11 Sebrano 15.9.06 v Praze >
Neurceny druh Herbatova polozka PRC 400115 ’
C. polyspermum Semena sebrana 9.7.2004, Orlické hory 18
C. murale Ekotyp 197, semena z Ustavu experimentalni botaniky, Praha 18
C. rubrum Ekotyp 374, semena z Ustavu experimentalni botaniky, Praha 36
C. schraderianum | Semena z VURV, Praha 18
C. pumilio Semena sebrana J. Stépankem 19.9.2004, Praha XX?
C. hybridum Sebrano 6.10.2004 v Kovarech (okoli Prahy) 18
Atriplex nitens Sebrano 10.7.05 v Kovérech (okoli Prahy) XX
C missouriense Lovoﬁce - Silo,v 18.10.07 54
Herbarova polozka PRC 451128
C. probstii Usti n. L., Stary ptistav, 18.10.07 54
Herbarova polozka PRC 451130
C. ficifolium Dostalek leg. Ustin. L. — Stary ptistav, 18.10.07 18
Herbarova polozka PRC 451129
C. berlandieri PI 612858, od C. E. Colemana 36
C. bonus henricus | Sebrano 7.9.2004 v Kovarech (okoli Prahy) 36

Tabulka 1: Pivod a pocet chromozémi zastupci rodu Chenopodium a Atriplex nitens pouZitych v této
praci. Pokud neni uvedeno jinak, poGet chromozémi byl po&itan Dr. Janem Kolatem (UEB AV CR, v.v.i.);

' Kromé buné&k s 18 chromozomy, bylo nalezeno té malé mnozstvi s 36 chromozoémy. * Data z literatury;

Nazev Accession number Pivod Zdroj
Kamira Bolivie, jizni Andy CIP-FAO
Ratuqui Bolivie, jizni Andy CIP-FAO

B9 PI 614910 Bolivie, Oruro, jizni Andy USDA-NPGS
BI13 PI 614915 Bolivie, Oruro, jizni Andy USDA-NPGS
B27 PI 614931 Bolivie, Oruro, jizni Andy USDA-NPGS
B29 PI 614933 Bolivie, Oruro, jizni Andy USDA-NPGS
B39 PI 614002 Bolivie, Cochabamba, severni Andy USDA-NPGS
B43 Ames 13218 Bolivie, La Paz, severni Andy USDA-NPGS
CICA-127 Peru, Cusco, severni Andy CIP-FAO
Kancolla Peru, Puno, severni Andy CIP-FAO

N2 Ames 13719 USA, New Mexico, pobfezni niZiny USDA-NPGS
N16 Ames 13735 USA, New Mexico, pobfezni niziny USDA-NPGS
N18 Ames 13737 USA, New Mexico, pobfezni niZiny USDA-NPGS
N25 Ames 13744 USA, New Mexico, pobfezni niZiny USDA-NPGS
SC1 NSL 86649 USA, South Carolina, pobfezni niziny USDA-NPGS

Tabulka 2: Piehled C. quinoa ze sbirek USDA a CIP-FAO (Christensen et al., 2007) poskytnutych Dr. C.
E. Colemanem. CIP-FAO = Centro Internacional de la Papa; USDA-NPGS = USDA North Central Regional

Plant Germplasm System;
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4.2.3. Arabidopsis thaliana

4.2.3.1. Standardni genotyp, ff mutanty a co mutanty

V experimentech sméfujicich k ovéteni funkce identifikovanych CrFTL a CrCOL
genll byly pouZity rostliny standardniho genotypu, f# mutantii a co mutantti huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana, L.), ekotyp Landsberg erecta. Semena standardniho genotypu (NW20,
Ler-0), /-2 mutant (N56, Ler, Late flowering a N184, Ler-0, Late flowering) a co-2 mutant
(N175, Ler, Constans) byly ziskany z Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)
(Koornneef et al., 1991; Scholl et al., 2000). Semena byla v 1,5 ml plastovych eppendortkach
s 1 ml sterilni vody jarovizovéna 2-7 dni v lednici (kratSi ¢as pro Cerstva semena, delsi ¢as pro
star§i semena). Rostliny byly péstovany ve smési zahradnického startovaciho substratu A a
perlitu (velikost partikuli 0,4 - 0,8 mm) v poméru 3:1 nebo na raselinovych tabletach (Jifty
seets) v kultivaéni mistnosti pfi 20°C pod umélym osvétlenim (chladné, bil¢, fluorescentni
svétlo; Philips TL-D 36W/33-640) pii dlouhém dni (16 hodin svétlo/8 hodin tma) nebo ve
skleniku pfti teplotach 20-35°C taktéz pti dlouhém dni (16 hodin svétlo/8 hodin tma). Rostliny
péstované pro ziskani vétSiho poctu semen byly rozesazeny po jedné do ARA systému,

rostliny urc¢ené k transformaci po péti do kvétinaci 8 x 8 cm.

4.2.3.2. Transformanty (T1 + T2 generace)

Semena z transformovanych rostlin byla sterilizovéana a selektovana vysetim na 2 MS
medium s 25 pg/ml hygromycinu (HYG) a 250 pg/ml Claforanu (Cla) (protokol viz ptiloha
1). Selekce byla vyhodnocena po 2-4 tydnech. T1 generace transformantl s exprimovanym
transgenem a hygromycinovou rezistenci pfeZivala a zlistdvala zelend, rostliny bez transgenu
a rezistence k hygromycinu nepiezivaly a zbélaly. Zelené rostliny byly po vytvofeni dvou
pravych listli pfeneseny do kvétinace 8 x 8 cm s pfepafenym zahradnickym startovacim
substratem A a péstovany v kultivaéni mistnosti pfi dlouhém dni (16 hodin svétlo/8 hodin
tma). Z pletiv odumielych rostlin byla izolovdna DNA a PCR metodou se specifickymi
primery byla ovéfena na pfitomnost transgenu.

Semena z T1 generace transformantli byla sklizena, jarovizovana 5 dni a vyseta na
raselinové tablety. Rostliny (T2 generace) byly péstovany v klimaboxu (Sanyo) na kratkém
dni (8 hodin svétlo/16 hodin tma) pii teploté 20°C a relativni vlhkosti 60% dokud nebyly
patrné zaklady kvétenstvi. Poté byly pfesunuty na dlouhy den (16 hodin svétlo/8 hodin tma) a
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péstovany v kultivacni mistnosti pfi 20°C. DNA téchto rostlin byla téz otestovana PCR
metodou na ptitomnost ptisluSného transgenu.

Vsechny rostliny A. thaliana byly v ptib€hu ristu pravideln€ ptihnojovany kristalonem
(slozeni viz ptiloha 2). Poprvé byly hnojeny prvy nebo druhy den po vzejiti zalitim
kristalonem na podnos s kvétinaci s pieparenou hlinou nebo raSelinovymi tabletami. Poté se

hnojilo vétSinou 1x tydné stejnym zpusobem az do stadia, kdy rostliny tvoftily SeSule.

4.3. Elektroforéza

Pokud nebude dale v textu uvedeno jinak, bylo elektroforetické déleni provadéno na
horizontalnim agar6zovém gelu s ethidium bromidem v 1x TAE pufru na aparatute od firmy

Owl.

4.4. Extrakce RNA
Celkovda RNA byla izolovdna pomoci RNeasy Plant Mini kit zpfiblizné 100

mg rostlinného materialu, ktery byl thned po odbéru zabalen do aluminiové folie a zamraZen
v tekutém dusiku. RNA byla oSetfena DNasou I (kit DNA-free), aby byly odstranény zbytky
genomické DNA. Kvalita RNA byla ovéfena na 0,8% agar6zovém elektroforetickém gelu.
Pro denaturaci sekundarnich struktur byly RNA vzorky pfed nanesenim na gel zahfaty 2 min
pi1 75°C v pritomnosti 2,5% SDS (w/v). Koncentrace RNA byla zméfena na spektrofotometru

jako absorbance pii 260 nm.

4.5. Klonovani

4.5.1. Ligace

gDNA a cDNA fragmenty byly ligovany pomoci pPGEM®-T Easy Vector System I do
TA vektoru pGEM®-T Easy (obr. 12) podle navodu vyrobce (pGEM®-T and pGEM®-T Easy
Vector Systems, Technical manual No. 042, Promega, 1999). 5 ul 2x liga¢niho pufru, 3 pl
DNA fragmentu, 1 ul pGEM-T Easy (50 ng/ul) a 1 pul T4 DNA ligazy bylo smichano
v celkovém objemu 10 pl. Ligacni smés byla ponechana pies noc na TRIO-Termobloku 15

hod pfti 4°C, poté zahtata 15 min na 65°C pro deaktivaci ligdzy a poté opét zchlazena na 4°C.
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IPTG se pouziva jako induktor.
pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems, Technical Manual No. 042, Promega (1999)
(http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf)

4.5.2. Piiprava PCR fragmentu pro ligaci

Pro klonovani byly PCR fragmenty amplifikovany ve vét§im mnozZstvi (10-20x 25 pl)
a poté se postupovalo dvémi zpusoby. V piipadé vyskytu dimert primertt nebo vice PCR
produkti na gelu byly jednotlivé PCR produkty o riizné délce vyfezany z gelu, precistény
pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu a klonovéany zvlast. V ptipad¢ pouhého jednoho PCR
produktu bez dimert primerti na gelu byl vysledny PCR produkt piecistén pomoci QIAquick
PCR Purifiction Kitu a klonovan. V obou ptipadech byla oproti doporu¢enému minimalnimu
eluénimu objemu 30 pl vysledna eluce PCR fragmentu z kolonky provedena v 16 — 20 ul
elu¢niho pufru (2x za sebou tim samym objemem). Tak bylo i za cenu vétSich ztrat docileno
maximalni koncentrace PCR fragmentu potifebné k efektivni ligaci. Koncentrace byla poté
jesté zvySena odpafenim eluované¢ho objemu 16-20 pl na vysledny objem 3-5 pl (20-30 min
pt1 60°C na termobloku).

4.5.3. Transformace Escherichia coli a selekce bakterialnich kolonii

Ligacni smés byla transformovana tepelnym Sokem do Escherichia coli XL1-Blue.
Bakterie byly péstovany pies noc pii 37°C na Petritho miskdch stuhym LB médiem
a prisluSnymi antibiotiky. Pokud byly XL1-Blue transformovany plazmidem pGEM-T Easy
nebo pRT101, probihala selekce na miskach s 50 pg/ml ampicilinu (AMP). Pokud byly
transformovany plazmidem pGreenll0179, byl pro selekci pouzit kanamycin (50 pg/ml).
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V ramci transformace plazmidem pGEM-T Easy bylo na misky naneseno a
rovnomérné rozprostieno 40 pl X-gal (20 mg/ml v dimethylformamidu) a 5 pul IPTG (170
mg/ml). Dal$i den byly bilé kolonie sterilnim paratkem v podobé prouzkii preockovany na

novou misku s ampicilinem.

4.6. Izolace plazmidi

4.6.1. Izolace plazmidu z Escherichia coli metodou CTAB

Metodou CTAB (Del Sal et al., 1989) byly izolovany plazmidy z kultury E. coli
narostlé pfes noc pti 37°C na vodni tiepacce v 1,5 ml LB média s ampicilinem. Asi 0,5 - 1 pg
vyizolovaného plazmidu bylo Stépeno restrikénim enzymem EcoRI dle ndvodu vyrobce a
kontrolovano na elektroforetickém gelu na pfitomnost restrikéniho fragmentu odpovidajiciho

svou velikosti ligovanému DNA fragmentu.

4.6.2. ..Rapid toothpick isolation‘ metoda pro ovéieni inserce v plazmidu

Metodou ,,Rapid toothpick isolation* byly izolovany plazmidy z bakterialnich prouzkt
E. coli naPetriho miskidch (protokol viz ptiloha 3). Plazmidy byly déleny na 0,7%
agarozovém elektroforetickém gelu s ethidium bromidem spolu s pPGEM-T Easy plazmidem
jakozto velikostnim markerem. Klony s posunem vic¢i pGEM-T Easy na elektroforetickém

gelu (klony s vlozenym insertem) byly vybrany pro izolaci plazmidu metodou CTAB.

4.6.3. 1zolace plazmidu z Agrobacterium tumefaciens metodou alkalické lyze

Z A. tumefaciens byly izolovany plazmidy metodou alkalické lyze (protokol viz

ptiloha 4).
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4.7. Konstrukce cDNA knihovny
4.7.1. Extrakce RNA

Pro ptipravu cDNA knihovny, obsahujici potencidlni homology CO, FT a LFY geni
byla extrahovéna celkova RNA, jak bylo popséano v kapitole 4.4.

4.7.2. Ptiprava cDNA SMART™ technologii
K piipravé ¢cDNA z celkové RNA byla pouzita SMART™ technologie (Clontech),

vedouci k nabohaceni cDNA o Uplné délce. Pii amplifikaci druhého fetézce cDNA je pouZit
5" PCR Primer II A, ktery je sekvencné shodny s ¢asti primeru SMART IV Oligonucleotide
pouzité¢ho pii syntéze prvého cDNA fetézce v ramci RT. Pouze Gplné ss cDNA obsahujici
sekvenci komplementarni k 5 PCR Primeru II A tedy mohou slouzit jako templat pro syntézu
druhého ftetézce cDNA. 5" nekompletni ss cDNA jsou jakozto templat pro syntézu druhého
vlakna cDNA eliminovany (CLONTECHniques XIII, 1998) (obr. 13).

Poly At RNA
Fwnnnnaanaanne pold 3 Obr. 13: Schéma postupu p¥i konstrukci
‘-ﬂ@ o [ i
e GO Prmer (S ¢DNA knihovny SMART™ technologii
alkgonuciantids (STI1A) EJ:"I:;‘EMW““W
IHCIPIaiIing by BT (Clontech).
- (CLONTECHniques XIII, 1998)
B umuAssrunuesnuss palyd Incomplete transcripts,
g l-l"'ﬁﬁﬁﬁt't' or prem nnTna lm:rﬂina! inF:oF RT
Template switching 5 W’\';{WVWW“_POWA
& extensien by RT
¥

Truncated cDNA

5 e B AU Pl (Lacks 5" primer hinding site)

s CC l
/ \ Cannot be converted
LD FCR primer extension to ds DNA er cloned

{from S0 ng of total RNA] {fram 1 of poly &° RMA)

Zl

Enriched full-length ds cDNA

4.7.3. Klonovéni ds cDNA do pGEM-T Easy
SMART™ technologii ptipravend ds cDNA byla klonovana do pGEM-T Easy, jak

bylo popsano v kapitole 4.5.1.
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4.8. Sekvenovani

Byly sekvenovany plazmidy pGEM-T Easy ovéfené na pfitomnost inserce. Pfimé
(direct) sekvenovani bylo pouzito pro ziskani sekvence neklonovanych PCR fragmentt.
Veskeré sekvenovani bylo provadéno na sekvenatoru ABI PRISM 3100 Genetic Analyser
s pouzitim BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitu dle ndvodu vyrobce (protokol
viz ptiloha 5). Nékteré plazmidy byly orientacné sekvenovany na gelovém sekvenatoru ALFII
s pouzitim CycleReader™ Auto DNA Sequencing kit dle navodu vyrobce (protokol viz
ptiloha 6).

4.9. PCR s univerzalnimi primery

V PCR s univerzalnimi primery z cDNA knihovny nebo gDNA z C. rubrum byla
pouzita aTaq polymeraza (Promega). PCR reakce probihaly v T Gradient cykleru v objemu 25
ul za nasledujicich podminek: pocateéni denaturace 2 min pri 94°C a dale 35 cyklu 40
s pri 93°C, 45 s pii 54°C a 2 min pii 72°C; zavérefna extenze 10 min pri 72°C. (Tyto
podminky budou dale oznacovany jako ,standardni PCR podminky* s uvedenim teploty
nasedani PCR primerti). PCR reakce obsahovala destilovanou deionizovanou vodu; 1x
Reaction pufr; 3 mM Mg>"; 200 uM dNTP; 0,12 puM primer For; 0,12 uM primer Rev a 1,25
U aTaq polymerazy.

4.10. Metoda modifikované RACE

cDNA knihovna byla pouzita jako templat v modifikované RACE procedure (Rapid
amplification of cDNA ends) zalozené na semi-nested PCR (Huang a Chen, 2006).

RACE je procedura pro amplifikaci 5" a 3" konci cDNA klonovanych v plazmidu. Jde
o PCR s jednim primerem zacilenym do znamé sekvence vektoru a druhym specifickym
primerem komplementarnim ke klonované sekvenci. V mnoha ptipadech neni amplifikovano
dostate¢né mnozstvi PCR produktu, coz se tyka predevSim 5” konce sekvence genu.

Tento problém je feSen modifikaci metody, ktera spocivd v zatazeni dalSiho kroku,

semi-nested PCR. Malé mnoZstvi PCR produktu z RACE je pouzito jako templat v semi-
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nested PCR se stejnym primerem cilenym do vektoru a dalSim ,nestovacim® primerem

zacilenym do specifické sekvence bliZe konci genu.

4.10.1. RACE

Pro identifikaci uplného 5 konce genu byla provedena RACE s cDNA knihovnou jako
templatem. V RACE byly pouZit primer zacileny do sekvence pGEM-T Easy vektoru a dale
specificky RACE reverse primer (tabulka 3). Pro identifikaci 3" konce genu bylo postupovano
obdobné¢ s pouzitim specifick¢ho forward RACE primeru (tabulka 3).

S ohledem na moznost vlozeni ¢cDNA do vektoru vobou smérech byly pouzity
kombinace vice primerli zacilenych do pGEM-T Easy se specifickym reverse RACE
primerem pro nalezeni 5° konce cDNA (RACE) a obdobné pro hledani 3" konce. PCR
podminky byly standardni.

4.10.2. Semi-nested PCR

Pokud nebyl po RACE proceduie na elektroforetickém gelu detekovatelny prouzek PCR
produktu, 10x az 1000x fedény PCR produkt byl reamplifikovan se stejnym primerem
zacilenym do pGEM-T Easy vektoru a dal§im specifickym nestovacim primerem (tabulka 3)
zacilenym blize ke konci znamé sekvence genu (semi-nested PCR). PCR bézela za
standardnich podminek s tim, Ze byl pouZit gradient teplot nasedani primerti. PCR fragmenty
byly klonovany a sekvenovany. Obdobné se postupovalo pii ziskani 3" konce genii. Cely

postup modifikované RACE je schematicky zndzornén na obr. 14.

55



semi-nested PCR - amplifikace 5’konce genu
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Obr. 14: Modifikovana RACE, semi-nested PCR: 1. PCR = RACE; 5'N1 = RACE primer pro amplifikaci 5
konce cDNA; 3'N1 = RACE primer pro amplifikaci 3" konce cDNA; 2. PCR = semi-nested PCR; 5'N2 =
nestovaci primer pro amplifikaci 5” konce cDNA z PCR produktu ziskaného v. RACE; 3'N2 = nestovaci primer
pro amplifikaci 3" konce cDNA z PCR produktu ziskaného v RACE; V1 = Modified universal primer; V2 =
Modified reverse primer; Taq pol = Taq polymerdza; cerny krouzek znédzoriiuje plazmid, modry tisek v ném
vlozeny PCR fragment; 10", 107, 10°, 10 = pouzité fedéni templatu; Gerné oznadena sekvence = sekvence
vektoru; zelené oznaéena sekvence = sekvence UTR; Cervené oznalena sekvence = sekvence 5 a 3" konce
c¢DNA; modie oznacena sekvence = znama sekvence genu; Cerven¢ oznaceny primer — pouzity v dané¢ PCR;

PCR produkt v ¢erveném krouzku na gelu poskytl hledanou sekvenci 5" konce genu.

4.11. Priprava cDNA Kklonii o uplné délce pro transformaci

Pro amplifikaci cDNA genu o uplné délce byly pouzity primery cilené¢ do 5" a 3’
nepiekladanych oblasti genu (UTR) (tabulka 3). cDNA knihovna byla amplifikovana pomoci
Phusion high-fidelity DNA polymerase za nasledujicich PCR podminek: 30 s pii 98°C a
nasledné 35 cykla 10 s pii 98°C, 20 s pti 57,3°C - 60°C a 45 s pii 72°C; zaveérecna extenze
5 min pti 72°C. Phusion polymeraza generuje PCR produkty s tupymi konci.
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4.11.1. A-tailing

K tupym konciim PCR produktu amplifikovaného Phusion polymerazou byly na 3’
konec obou fetézcl ptidany jednonukleotidové presahy 2-deoxyadenosintrifosfatu (tzv. A-
tailing) (Knoche a Kephart, 1999) (protokol viz ptiloha 7). Takto upravena cDNA o uplné
délce byla klonovana a sekvenovana. Cely postup klonovani genii o uplné délce je
schematicky znazornén na obr. 15.

Uplna cDNA gent byla déle piipravena pro transformaci do Agrobacterium tumefaciens

a Arabidopsis thaliana, jak bude popsano v kapitole 4.13.

Obdobné pro 3’konec —> cela sekvence genu (s chybami!!)
ve tfech fragmentech

Jak ziskat pfesnou sekvenci veelku? - design grimerl U1, U2 do UTRs, Phusion polymeraza

VElaE wr Bolnen 3 konec FUTR vektar
S —
55 i optimalizovana PCR l Phusion!! :
L {tupé konce) l
60 EZ°C 5z 3
i 5

purifikace — kolonky (Qianen) l odstranéni Phusion 3 5° EXOnukleazove aktivity

Tau polvmeraza + gATP

ligace (TA Klonovani)
transformace E.gnlj, kultivace

izolace plazmidy
O
sekvenace | ABI prism 3100

uplna kodujici sekvence genu

Obr. 15: Klonovani cDNA o uplné délce. dATP = 2-deoxyadenosintrifosfat; Ul = forward primer zacileny do
5" nepiekladané oblasti genu; U2 = reverse primer zacileny do 3" nepfekladané oblasti genu; Taq pol = Taq
polymeraza; Cern¢ oznacena sekvence = sekvence vektoru; zelen¢€ oznacena sekvence = sekvence UTR; Cervené
oznacena sekvence = sekvence 5" a 3" konce cDNA; modie oznacena sekvence = (ptivodn€) znama sekvence

genu,;
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4.12. PCR primery

V tabulce 3 je vycet vSech PCR primerii navrzenych a pouzitych v této praci.

Ucel primeru

| Nazev primeru

Sekvence (5' — 3')

Identifikace a studium exprese CrFTL, CrCOL a CrFL genii

Konstrukce cDNA knihovny

Konstrukce univerzalni SMART II A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
cDNA knihovny Oligonukleotid
Konstrukce cDNA knihovny | SMART VM AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTA

FT720-5

Oligonucleotide

CGGCCGGG

Konstrukce univerzalni a
FT720-5 cDNA knihovny

CDS I11/3' PCR Primer

ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-
d(T)3N N N (A, C, G, T); N, (A, C, G)

Konstrukce univerzalni a
FT720-5 cDNA knihovny

5" PCR Primer II A

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

RACE + semi-nested PCR

pGEM-T Easy Modified universal GGTAACGCCAGGGT
primer
pGEM-T Easy Modified reverse TGTTATCCGCTCACAATTCC
primer
pGEM-T Easy M13(JL) GTAAAACGACGGCCAGTG
pGEM-T Easy M13rev(JL) GCTATGACCATGATTACGC
RACE z univerzalni cDNA | 5" PCR Primer IT A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
knihovny
RACE z univerzalni cDNA | CDSIII3\"-23 ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGA
knihovny
CrFTL
CrFTLI
CrFTLI] 5' RACE CrFT116Rev CCTAATTGTCGAAACAACACGA
CrFTL1 5' Nestovaci CrFT83Rev CACCGATGGTCTTGGACTCT
CrFTLI 3’ RACE CrFT39For TTTGGCCAAGAGTTGTTTGG
CrFTL1 3' Nestovaci CrFT78For TCGGTGGGTATACATCGATTC
CrFTLI CrFTLI1For CAGGCAGATATATAGAGTTGTCGAA
uplna sekvence CrFTL1Rev TCCAATGATCTCTTCACGGTAG
CrFTLI - qPCR CrFT720-52For TGCACTGGTTGGTGACTGAT
CrFT720-298Rev CCCTCCCTTTGACAATTGAA
CrFTL2
CrFTL2 5' RACE CrFT142Rev TCAGAGGATGCATCAGAGGT
CrFTL2 3’ RACE CrFT345For GGTTGGTGACTGATATTCCAG
CrFTL2 CrFT787-35For GGGGACAAAACTTCCAATGA
uplna sekvence CrFT787-787Rev GACATTAGGCAAACACTTTGAGAA
CrFTL2 - qPCR CrFT787-361For ATATTCCCGGGACCTCTGAT
CrFT787-536Rev TTCAGCGAAGGCTTCTGTTT
CrCOL
CO-univerzalni CONDEGY%4F GAGCTAATCCTCTTGCTAGAAGACAYCANM
GNRT
CONDEG307R TTTTCTAGTTTTCTTCTTTTCTCTATATCTAAG
AACNCKNGCYTC
CrCOL 5' RACE CrCON1523rev GGCCTTGAATGTGACACAGA
CrCOL 3'RACE 1 CrCON138for GTAAGGGGATGAGGATGAAG
CrCOL 3' RACE 2 CrCON1456for TCCTCCCTAGATGTGGGTGT
CrCOL 3' Nestovaci CrCON1508for TGTCACATTCAAGGCCTCCT
CrCOL CrCONS51 SUTRI GGGACAGCAGAGAGAACCAA
uplna sekvence CrCONS51 3UTR TTTATTGGCAGCACAACCAA
CrCOLIs - gPCR 252+51F GGATTCCTGGACCTACCAGACA
252+54R1 CAGAAYTGATTATCTGCACCTGGG
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Ucel primeru

Nazev primeru

Sekvence (5' — 3')

CrCOLIs - qPCR Préba TMall FAM-CGAAGCAGCTTCATCCTCATCCCC-TMR
CrCOLI - gPCR 252+51F GGATTCCTGGACCTACCAGACA
252+54R2 TCTGCACCTGAATTATACTCAAAGAG
Préba TM252 FAM-CCTCCTCCAGTTAAAAACCCATTT-TMR
CrCOL2s - gPCR 54+256F GATTCCTGGACCTGCCAGATG
252+54R1 CAGAAYTGATTATCTGCACCTGGG
Préba TMall FAM-CGAAGCAGCTTCATCCTCATCCCC-TMR
CrCOL?2 - gPCR 54+256F GATTCCTGGACCTGCCAGATG
252+54R2 TCTGCACCTGAATTATACTCAAAGAG
Préba TMall FAM-CGAAGCAGCTTCATCCTCATCCCC-TMR
Ovéfeni alternativniho CrCONS51for542 GCTACTTAACCCAGGTGCAGAT
sestithu CrCOL transkriptd CrCONS51rev710 ACATTCCATCCCGAACAAAA
CrCON54forl TGGGTTTTTAACAGGAGGAGA
CrCON54revl TCACATTCCATTCCGAACAA
CrFL
CrFL-¢aste¢na sekvence LFY800For CGAAAGGCAAAGGGAACACC
LFY800Rev ACCAGCAGAGATGGAGTTGC
CrFL 5" RACE 1 LFY200Rev GCATCAATATCCCACCCTTG
CrFL 5" RACE 2 LFY456Rev CGGAGCTTGGTGGGTACATA
CrFL 5" Nestovaci 2 CrLFY171Rev TCCTGGCACAGTTACAATGAA
CrFL 5" RACE 3 CrLFYfivedrev TTCGAGTAACTCATGTGGTGGTTGTG
CrFL 5" RACE + nestovaci 3 | CrLFYfive3rev GAGAGGCTGTTCATCATCTCATC
CrFL 5" RACE + nestovaci 3 | CrLFYfive2rev CTCTTCCTCCTTCATGTCCACTA
CrFL 5" Nestovaci 3 CrLFYfivelrev TCATGTCCACTAGTGTGTTCACC
CrFL 3" RACE LFY694for CCAAGGGTGGGATATTGATG
CrFL 3" Nestovaci LFY734for CGCCTCTCCATTTGGTATGT
CrFL - qPCR LFY200For GATTCGCAAAGAAAGCAGGA
LFY200Rev GCATCAATATCCCACCCTTG
Aktin
Aktin - gPCR ACT-2_ for CATCGTGCTCAGTGGTGGTA
ACT-2 rev TGAGGGATGCAGGGATAGAC
Piiprava cDNA Oligo-dT,;dV TTTTTTTTTTTTITTITTITTITTTTTV

Amplifikace genomické

sekvence CrFTL, CrCOL a CrFL gentu z C. rubrum

CrFTLI1 - 3. intron CrFT345For GGTTGGTGACTGATATTCCAG
CrFT501Rev CGCCACCCTGGTGCATACAC
CrFTL1a, CrFTL1b FTL1-224for AATTCAGGCCCTCTCAGGTT
— 1. a 2. intron FTL1-386rev CTCCCCGGAATATCAGTCAC
CrFTL1a—2.a3. intron FTL1a-5480F1 CTAAGCCAGGATTATACGCT
CrFT720-298Rev CCCTCCCTTTGACAATTGAA
CrFTL1b —2. a 3. intron FTL1b-5508F1 TTCTTGCTAAATACTCCCTCCA
CrFT720-298Rev CCCTCCCTTTGACAATTGAA
CrFTL2 — 1. a 2. intron FTL1-224for AATTCAGGCCCTCTCAGGTT
FTLI1-386rev CTCCCCGGAATATCAGTCAC
CrFTL2 - 3. intron CrFT787-361For ATATTCCCGGGACCTCTGAT
CrFT787-536Rev TTCAGCGAAGGCTTCTGTTT
CrCOLI - 1. intron CrCOintr410FOR TTTTGTTCGGGATGGAATGT
CrCOintr1169REV TGAGTTGGAGATAAACCCCAGT
CrFL — 1. intron CrLFYint1Forl AGGAAGAGGTGGATGAGATGATG
CrLFYint1Revl TGACTTGTGTGGTGGTTGTTAGG
CrFL — 2. intron LFY800For CGAAAGGCAAAGGGAACACC
LFY800Rev ACCAGCAGAGATGGAGTTGC
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Ukel primeru | Nazev primeru | Sekvence (5' - 3)

Amplifikace genomického fragmentu F7TL genii u zastupci rodu

Chenopodium

FT-univerzalni CrFT345For GGTTGGTGACTGATATTCCAG
CrFT501Rev CGCCACCCTGGTGCATACAC

Interni primery pro amplifikaci a sekvenaci 3. intronu F7L genu

C. album ssp. suecicum Chalb234IntronFor1 GGGATAAAAGGCGAGAAAGG
Chalb234IntronRev1 GAGCAATGAATTGGTAAAGGCTA

C. murale MulntroFOR1 GCACATTGAATGCCCTGATA
MulntroREV 1 CCACTTGGGAGTACCTTTGG

C. hybridum HylIntron1154Forl TATATGCCGCATGCATTGAT
HylIntron1154Revl CCACTCATTTCGCCTCCTTA

C. polyspermum Polysp678IntronForl TATATGCCGCATGCATTGAT
Polysp678IntronRev1 CACATCTTGTTGGGTGATGC

C. schraderianum Foel046IntronFORI1 ATTTGCGGTTGCTTTTATGC
Foel046IntronREV1 GCGTGTTGCATGGTTTATCA

C. giganteum Chamar1714Int197For | ACTCACCGGAGAGCACTGTT
Chamar1714Int937Rev | AACCAGGTTGAGTTCCTTACCA

C. quinoa Qulntron 1845For AAGTTGTTGTGTTTTTGCCCTTA
Qulntron 1845Rev GGCGGATAGCAACATTAACC

Mt insert ve 3. intronu QuMTCH 1845For GGTCGCGTTCCTTCTTAATG

FTL1845 z C. quinoa QuFT1845rev TCGATGTATTCCCTGGGATG

Dlouhy insert ve 3. intronu QuB13vnitr359For TGTTTATGCCCTTCTAATTGTCT

FTL u C. quinoa z Bolivie B13uvnitr462 TGAGGGAAAAACTCCTCACG
QuB13vnitr742Rev CAAGAGGAGTAAAGGAGTGC

Tabulka 3: Sekvence PCR primeri pouZitych a navrzenych v této praci. Primery pro aktin, LFY800For+Rev a
LFY200For+Rev byly navrzeny Justynou Veit, primery M13(JL) a M13rev(JL) navrhl Jifi Libus. Modified
universal primer a Modified reverse primer jsou sou¢asti Thermo Sequenase™ Cy™5 Dye Terminator Kit,
primer SMART II A Oligonukleotid, CDS III/3' PCR Primer, SMART IV™ Oligonucleotide a 5" PCR Primer II
A je soutasti SMART PCR cDNA Synthesis kit a SMART™ ¢DNA Library Construction Kit. V
degenerovanych primerech: K (G, T); M (A, C); N(A,C, G, T); R(A,G); V(C,G,T)

4.13. Subklonovani CrFTL a CrCOL gentu

Pro moznost ovétreni funkce genti izolovanych z C. rubrum v A. thaliana bylo nutno
opatfit je silnym promotorem, zajiStujicim v rostlinach vysokou uroven transkripce a poly-A
signalem. Proto byly cDNA genti izolovanych z C. rubrum subklonovany do vektoru pRT101
za 35S promotor a pred poly-A signal (obr. 16). Z pRT101 byly vyStépeny fragmenty
35S::FTL respektive 35S::COL a dale subklonovany do vektoru pGreenll0179 odvozeného
od Ti-plazmidu A. tumefaciens. pGreenll0179 umozZnuje pienos konstruktu 35S::FTL
respektive 35S5::COL do genomu 4. thaliana.
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Obr. 16: Vektor pRT101

nesouci promotor 35S z CaMV,

§)(bil §Ibﬂ1

Bam HI SR S viru kvétakové mozaiky
Sma [ Smal Eco RI . . .
Kpn 1 Kpn 1 Kpn I Kpn I (Cauliflower mozic virus) +
Sst 1 Sst1 Sstl Sstl
Neo 1 Neol Nco 1 1 A
Eco Rl i B Pl poly-A signdl a gen pro
Xho | Xhol Xhol XhoT

ampicilinovou rezistenci.

Topfer et al., 1987

pRT 101 pRT W02 PRT 103 pRT 104

4.14. Transformace Agrobacterium tumefaciens

Kmen GV3101 Agrobacteria tumefaciens je po vneseni konstruktu odvozeného od Ti-
plazmidu A4. tumefaciens schopen vclenit ¢ast tohoto konstruktu, tzv. T-DNA (transferred
DNA) do rostlinného genomu. Tato metoda je pouzivana ke vnaSeni transgenu do genetické
informace rostliny. Jeden ze systémul pienosu transgenu do A. thaliana vyuziva vektori

pGreen, v naSem pitipad¢ pGreenll0179 (obr. 17) a tzv. helper plazmidu pSOUP (obr. 17)
(Hellens et al, 2000).

e Ko (1169
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sacll (2173)
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Stul (2591
Byl (2644)

Bonl (13

Al (6003)
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Obr.

17: Vektor pGreenll0179 slouzi

pro pienos

transgenu do genomu A. thaliana. T-DNA je vymezena

pGreenll plasmid backbone
2485 hp

misty LB (left border) a RB (right border). Pro moznost

BseHl selekce vrostliné nese gen pro rezistenci k hygromycinu

BapHl pod 35S promotorem a polylinker, kam je vkladan transgen.

Mimo oblast T-DNA se nachdzi gen pro rezistenci ke
Bl kanamycinu (selekce v bakteriich).

Helper plazmid pSOUP nese RepA gen nutny pro in trans replikaci pGreen plazmidu v A. tumefaciens.

Presunutim RepA genu na Helper plazmid je dosazeno minimalni velikosti pGreen plazmidu.

Hellens et al., 2000; www.pgreen.ac.uk
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Agrobacterium tumefaciens GV3101 nesouci pSOUP bylo péstovano v tekutych
médiich nebo na petriho miskach - YEB nebo LB médium s antibiotiky gentamycinem (GEN)
25 pg/ml, rifampicinem (RIF) 70 pg/ml a tetracyklinem (Tc) 10 pg/ml pii 28°C. Pro
dlouhodobé ulozeni byly piipraveny konzervy v 32,5% glycerolu a zamrazeny pii -80°C
(protokol viz ptiloha 8). Z GV3101 byly ptipraveny elektrokompetentni buiky (protokol viz
priloha 9) a transformovany elektroporaci na ptistroji Bio-Rad E. coli Pulser (protokol viz
ptiloha 10) plazmidem pGreenll0179 nesoucim cDNA CrFTL anebo CrCOL genu. Selekce
probihala na petriho miskach s YEB nebo LB médium a antibiotiky gentamycinem (GEN) 25
pg/ml, rifampicinem (RIF) 70 pg/ml, tetracyklinem (Tc) 10 pg/ml a kanamycinem (KAN) 50
pg/ml pii 28°C. Z vyrostlych kolonii A. tumefaciens byly izolovany plazmidy metodou
alkalické lyze (protokol viz ptiloha 4) a pomoci PCR se specifickymi primery ovéfeny na
ptitomnost CrF'TLI, CrFTL2, CrCOLI a CrCOL2s cDNA. Z ovétenych kloni A. tumefaciens
byly udélany konzervy.

4.15. Transformace Arabidopsis thaliana

Rostliny urcené k transformaci byly vyselektovany v dob¢, kdy mély vytvofeny prvni
1-2 SeSule. Bezprosttedné pied transformaci byly rostlinam osttihany jiz vytvofené SesSule a
rozvijejici se poupata, aby byla ze sklizn€ eliminovana netransformovand semena.
Transformace byla provadéna macenim kvétenstvi v suspenzi Agrobacterium tumefaciens

(floral dip) (Clough a Bent, 1998) (protokol viz ptiloha 11).

4.16. Méreni transkripénich profilii nové identifikovanych gent

4.16.1. Priprava cDNA reverzni transkripci (RT)

Pro ucely méteni hladin transkripti nové izolovanych geni byla cDNA pfipravena
nasledovné: 1-2 ug celkové RNA bylo smichdano s 500 ng primeru oligo-dT,3dV a zahtato 5
min pi1 70°C, poté zchlazeno na ledu a smichdno s pufrem pro reverzni transkripci (RT),
1,2 ul 10 mM dNTP, 0,5 ul Protector RNase Inhibitor (40 U/ul) a 100 U M-MLV Reverse
Transcriptase RNaseH Minus, Point Mutation, v celkovém objemu 25 pl. Prvni fetézec cDNA

byl syntetizovan 60 min pii42°C.
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4.16.2. Kvantitativni Real-Time PCR

4.16.2.1. Kvantitativni Real-Time PCR se SYBR Green

Kvantitativni Real-Time PCR (qPCR) byla provadéna na prtistoji LightCycler 1.2
(LC1.2) s pouzitim LightCycler FastStart DNA Master'-"® SYBR Green I Kit a sklendnych a
plastovych kapilar. Prvni fetézec cDNA byl 20x nafedén a smichan s 300 nM HPLC
ciSténymi primery v celkovém objemu 10 pl. Amplifikace probéhla za nasledujicich
podminek: 10 min poc¢atec¢ni denaturace pii 95°C, 45 cykli 10 s pti 95°C pro denaturaci, 4 s
pi1 58°C (aktin, CrFTL1) nebo 60°C (CrFTL2, CrFL) pro nasedani primert a 7 s pti 72°C pro
amplifikaci. Po PCR byla zafazena analyza kiivky tani (melting curve analysis) sestavajici z 0
s pi1 95°C, 15 s pti 60°C a zahtivani po 0,1°C/s na teplotu 95°C. V kazdém qPCR bé&hu byla
zatfazena cDNA z kalibratorové RNA pro korekci variability méteni mezi jednotlivymi behy.

Veskera qPCR mefeni byla opakovana na piistroji LightCycler®480 (LC480)
s pouzitim LightCycler®480 SYBR Green I Master a 96-jamkovych desti¢ek LightCycler*480
Multiwell Plate 96 za stejnych podminek jako pifi méteni aktinu a CrF7TL2 nebo lehce
pozménénych podminek: 10 s pti 95°C pro denaturaci, 8 s pfi 58°C (CrFTLI) nebo 60°C
(CrFL) pro nasedani primerti a 15 s pii 72°C pro amplifikaci. Analyza kiivky tani byla
naprogramovana nasledovné: 1 min pi1 95°C, 10 s pfi 60°C a zahtivani po 0,21°C/s na teplotu

95°C (souhrn viz tabulka 4).

4.16.2.2. Kvantitativni Real-Time PCR s TagMan sondami

Pro rozliSeni ¢tyt forem CrCOL transkriptli — alternativné sestfizené a nesestiizené
formy CrCOLI a CrCOL2 v ramci qPCR méfeni byly u TIB MOLBIOL GmbH (Némecko)
navrzeny dva pary primerit a dvé TagMan sondy (tabulka 3). qPCR bylo provadéno
s pouzitim LightCycler®480 Probes Master a 96-jamkovych desti¢ek LightCycler*480
Multiwell Plate 96. Pro méteni exprese vSech Ctyt forem CrCOL byl LC480 v ramci nastaveni
detekce Mono Color Hydrolysis Probes naprogramovan takto: 10 min pti 95°C a 45 cykla 10
s pi1 95°C, 30 s pti 60°C a 1 s pii 72°C. Prvni fetézec cDNA byl 20x nafedén a smichan s
300 nM HPLC cisténymi primery a 50 nM TagMan sondou v celkovém objemu 10 pl.
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Gen CrFTLI1 CrFTL2 CrFL Aktin
Pristroj LC1.2 LC480 LC1.2 LC4380 LC1.2 LC4380 LC1.2 LC4380
qPCR ¢asy 10s-4s-7s | 10s-8s-15s | 10s-4s-7s 10s-4s-7s 10s-4s-7s 10s-8s-15s 10s-4s-7s 10s-4s-7s
Teplota 58°C 58°C 58°C 58°C 58°C 58°C 58°C 58°C
Primery 0,3 uM 0,4 uM 0,3 uM 0,4 uM 0,3 uM 0,4 uM 0,3 uM 0,5 uM
Plato/kapilary plast 96 jamek plast 96 jamek sklo 96 jamek plast 96 jamek
Utinnost E 1,6 1,98 1,58 1,97 1,68 1,99 1,77 1,96
Gen CrFTL1 CrFTL2 CrFL Aktin
Piistroj Mastercycler ep realplex | Mastercycler ep realplex Mastercycler ep realplex Mastercycler ep realplex
Algoritmus Noise | CalQplex Noise | CalQplex Noise | CalQplex Noise | CalQplex
qPCR ¢asy 15s-15s5-20s
Teplota ssc | ssc | eoc | 60°c | e0°cc | e0°cc | ssc | ssc
Primery 0,3 uM
Plato 96 jamek
Uttinnost E 165 | 167 | 191 | 187 154 | 154 | 163 | 165

Tabulka 4: qPCR podminky pro méieni transkripce genu CrFTL1, CrFTL2, CrFL a aktinu jakoZto
referenéniho genu na pristrojich LC1.2, LC480 a Mastercycler® ep realplex. Teplota = teplota nasedani
primert;

V ramci vybérového fizeni na koupi nového qPCR pfistroje byl nasi laboratofi zapljcen pristroj Mastercycler®
ep realplex (Eppendorf), na kterém byly zméfeny transkripce vSech Cty studovanych gend (bez moznosti
optimalizace qPCR podminek). To poskytlo moznost srovnat vysledky méfeni na tfech riznych qPCR

pristrojich. qPCR reakce se ukazaly byt velmi robustni, nebot’ vysledky méfeni se od sebe vyznamné nelisily.

Vsechny qPCR reakce byly optimalizovany tak, aby bylo dosaZzeno maximalni
ucinosti PCR a nejnizSich crossing pointi (Cp). Pro ur€eni Cp byla pouzita metoda maxima
druhé derivace, kterd je soucasti LightCycler software v. 3.5 pro LCI1.2, respektive
LightCycler® 480 software v. 1.5. pro LC480. Viechny PCR produkty byly naneseny na 1,8 -

2% agardzovy gel s ethidium bromidem pro kontrolu ptitomnosti nespecifickych produkti.

4.16.3. Normalizace vvsledku kvantitativni Real-Time PCR

Hladiny mRNA cilovych genl v C. rubrum byly vztazeny k hladinAm mRNA aktinu
(AM263428; primery viz tabulka 3), jakoZto referenénimu genu. Pfes kalibrator
normalizované poméry relativnich mnozstvi cilového a referen¢niho genu byly spocitany

takto:
ETCpT(C)-CpT(S) X ERCpR(S)-CpR(C)

kde Er, Er jsou uc€innosti cilového a referenéniho genu qPCR analyzy, CpT, CpR crossing

pointy cilového a referencniho genu, S je vzorek a C je kalibrator.
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Utinnost PCR byla stanovena z rovnice: E = 10!/slope

, popisujici kalibracni kiivku
vygenerovanou z méteni fedici fady cDNA o znamém fedéni. Hodnota smérnice (slope) byla
ziskana z LightCycler software v. 3.5., LightCycler” 480 software v. 1.5 generoval u&innosti

PCR automaticky podle stejn¢ho algoritmu.

4.17. Extrakce genomické DNA

Veskerd genomickda DNA (gDNA) vramci této prace byla extrahovdna metodou
sorbitolové extrakce (Storchova et al., 2000), standardné z piiblizné 5 g zivych listd rostlin.

Extrakce DNA z transformantii A. thaliana byla provadéna z odumielych pletiv.

4.18. Sekvenovani genomického fragmentu nesouciho treti intron F7L gent

u zastupci rodu Chenopodium

Z genomické DNA tfinacti zastupcl rodu Chenopodium a Atriplex nitens byly
s pouzitim FT-univerzalnich primert CrFT345for (tfeti exon) a CrFT501rev (Ctvrty exon)
amplifikovany PCR fragmenty FTL gent. PCR podminky byly standardni s teplotou nasedani
primert pfi 54°C. PCR fragmenty byly klonovény a sekvenovany. Pokud nebylo moZno sloZit
forward a reverse sekvence z obou stran PCR fragmentu v disledku jeho velké délky, byly
navrzeny nové ,,vnitini primery (tabulka 3) pouZité pro sekvenaci vnitini neproctené oblasti

zaklonovaného PCR fragmentu (ptiklad viz pfiloha 12).

4.19. Southernova hybridizace

Southernova hybridizace slouzi k detekci specifickych sekvenci v genomické DNA
Stépené vhodnym restrikénim enzymem. Uceleny protokol k provadéni metody je uveden v

ptiloze 13.
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4.19.1. Priprava DNA fragmentt a jejich pfenos na membranu kapilarnim sanim

Ptiblizné 15-20 ng DNA bylo stépeno enzymem EcoRI nebo HindIII po dobu 6 hodin.
Restrikéni fragmenty byly pies noc déleny na 0,8% elektroforetickém gelu s velikostnim
markerem DNA Molecular-Weight Marker VII, DIG-labelled v 1x TBE pufru pfi napéti 22 V.
Fragmenty DNA byly kapilarnim sdnim (blotting) pfeneseny v roztoku 20x SSC na pozitivné
nabitou membranu Hybond N+ (Southern, 1975) a fixovany UV svétlem (3 min 20 s, 1100
J/em®) na piistroji ULTRA-LUM CEX-800.

4.19.2. Znaceni sondy digoxigeninem (DIG) pomoci PCR

DIG znafena sonda byla piipravena v PCR s plazmidem nebo PCR fragmentem
jakoZto templatem a primery specifickymi k CrFTLI respektive CrFL cDNA z C. rubrum.
PCR byla provedena s pouzitim PCR DIG Probe Synthesis Kit podle navodu vyrobce
(Podrobny protokol viz ptiloha 14).

4.19.2.1. Hybridiza¢ni sonda pro detekci CrFTLI

Pokud byl jako templat k DIG znaceni pouzit pfimo plazmid nesouci zaklonovanou
uplnou kédujici sekvenci CrFTLI z cDNA, byla G¢innost PCR vyrazné nizka. Proto byl
z tohoto plazmidu ptipraven PCR fragment genu CrF7TLI pomoci primertt CrFT39For a
CrFTL1Rev. PCR podminky byly standardni s naseddnim primert pii 58°C. Tento PCR
fragment byl 100x nafedén a pouzit jako templat v DIG znacici PCR s pouzitim stejnych

primert.

4.19.2.2. Hybridiza¢ni sonda pro detekci CrFL

Pt1 ptipravé sondy pro detekci CrFL byly pro amplifikaci pouzity primery LFY800for
a LFY800rev nebo LFY456rev. Vychozim templatem byl osekvenovany plazmid nesouci
PCR fragment CrFL. Tento fragment byl amplifikovin z cDNA knihovny primery
LFY800for a LFY800rev.

Pokud byla jako templat pro DIG znaceni pouZita cDNA knihovna (heterogenni smés
templati, nikoli osekvenovany a tedy definovany templat), poskytovala Southernova

hybridizace jiné vysledky.
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4.19.3. Hybridizace

Membrana Hybond N+ s fixovanou S$tépenou DNA byla prehybridizovana v
hybridizacnich tubach s 20-25 ml DIG Easy Hyb pii 42°C po dobu 2-3 hodin a poté
hybridizovdna s denaturovanou sondou pies noc pii 42°C. Druhy den rano byla membrana 2x
promyta za zvySujicich se stringentnich podminek (2x SSC, 42°C a 0,1x SSC, 65°C) a omyta
pomoci washing pufru. Po zablokovani nespecifickych mist pro vazbu protilatky proti DIG
(blocking pufr) byla membrana koupana vroztoku Anti digoxigenin-AP conjugate, Fab
fragments (konjugat protilatky proti DIG a alkalické fosfatazy) v blocking pufru. Nakonec
byla membrana koupdna v CDP-Star, substratu pro alkalickou fosfatdzu. Svételny signal byl
detekovan na Hyperfilmu a expozice 1,5 — 4 hodiny byla dostatecnd k vizualizaci single gent.

V piipadé potteby je mozno hybridizovanou sondu z membrany odstranit (stripping) a
znovu membranu hybridizovat s jinou sondou. Hybridizace strippovanych membran stejné

jako opakované pouziti sondy usti ve slabsi signal pti detekci.

4.19.4. DNA DOT Blotting
Pti hledani 5" a 3" konci cDNA geni nékteré PCR poskytovaly velké mnozstvi PCR

produktti o razné velikosti. Ty bylo tfeba rozklonovat a nasledné jednotlivé klony otestovat na
pritomnost specifické sekvence. TaktéZz bylo potieba zjistit specifitu sondy pro detekci
CrFTL1 genu a tedy ji hybridizovat se sekvencemi CrFTL1 a CrFTL2.

Pro oba tyto ucely byla pouzita metoda DNA DOT Blotting a pro prvni z nich téz
Colony hybridization. Ob& metody jsou modifikaci Southernovy hybridizace. V ptipadé DNA
DOT Blotting se na membranu (Nylon Membranes for Colony and Plaque Hybridization)
pfimo papipetuje malé mnoZzstvi plazmidi izolovanych z jednotlivych kloni bakteri. V
ptipadé Colony hybridization je na Hybond N+ membranu pfenaSena DNA piimo z prouzki
bakterialni kultury rostoucich na tuhém médiu v petriho misce. Nasleduje hybridizace se
sondou detekujici specifickou sekvenci DNA. Podrobny protokol k provadéni DNA DOT
Blotting a Colony hybridization viz ptiloha 15.
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4.20. Analyza sekvenci a fylogeneticka analyza

4.20.1. Skladani a editace sekvenci

Skladani a editace sekvenci byly provadény v programu VectorNTI Suite 9. Vysledné
sekvence byly alignovany néstrojem AlignX v programu VectorNTI a dale upraveny ru¢né.
Pro vkladani mezer v alignmentu byl pouzit program BioEdit (Hall, 1999). Pro pienos

alignmentii mezi programy VectorNTI a BioEdit byl pouzit msf format souboru.

4.20.2. Fylogeneticka analvza

Pro ptesnéjsi urceni vzijemnych vztahti mezi jednotlivymi geny byly provedeny
fylogenetické analyzy na zakladé sekvenci nukleotidd. Taktéz byly vyuzity proteinové
sekvence aminokyselin odvozené od nukleotidovych sekvenci. VSechny fylogenetické

analyzy byly udélany Dr. Helenou Storchovou.

4.20.2.1. Fylogenetické analyzy na zéklad¢ sekvence aminokyselin

Fylogenetick¢é vztahy mezi jednotlivymi geny byly urfeny s pouzitim metody
maximalni parsimonie (MP) v programu PAUP* 4.0 bl0 (Swofford, 2003) na zaklad¢
sekvence aminokyselin. Byl za¢lenén model evoluce zaloZzeny na jednotlivych kodonech,
ktery povazuje zaménu rezidui aminokyselin miniméalnim poc¢tem nukleotidovych zmén
potiebnych pro zdménu jedné aminokyseliny v druhou (Felsenstein, 2004). Pro zkraceni ¢asu

hledani fylogenetickych stromt byly vyuzity strategie heuristického hledani.

4.20.2.2. Fylogenetické analyzy na zaklad¢ sekvence nukleotidii

Fylogeneticka ptibuznost mezi jednotlivymi geny na zaklad¢ kodujicich sekvenci (€ast
trettho a cast ¢tvrtého exonu F7L genl) byla ur€ena pomoci neighbour-joining (NJ, bez
mezer) v programu PAUP* 4 b10 (Swofford, 2003) s pouzitim GTR substitu¢niho modelu.
Nejvhodnéjsi substitu¢ni model byl vybran pomoci Modeltest (Posada a Crandall, 1998).

Stejna data byla analyzovéna téZ metodou maximum likelihood (ML) s pouZitim GTR
substituéniho modelu. Tak byl odhadnut predpoklddany podil neproménnych pozic a gamma
distribuce pomérd na proménnych pozicich (GTR+G+I model). Podpora vétvi byla urcena
s pouZzitim heuristického hledani a 500 pseudoreplik.

Alignment nekddujicich sekvenci F7L gent (3. intron) obsahoval hodné mezer. Pro

spravné nakladéani s insercemi a delecemi bylo pouzito jejich jednoduché kdédovani (Simmons
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a Ochotorena 2000). Tato metoda povazuje mezery jako odlisné znaky a ne jako paté baze.
Mezery byly prevedeny do matice znakl pomoci SeqState (Miiller, 2005). Matice substituce
nukleotidi a matice znaktl tak vytvofily kombinovana data, ktera byla analyzovdna metodou

MrBayes (http://mrbayes.csit.fsu.edu/).
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5. VYSLEDKY

5.1. Uplné kédujici sekvence nové identifikovanych geni z C. rubrum

Uplné kodujici sekvence CrFTL, CrCOL a CrFL genii byly amplifikovany z dvou
cDNA knihoven piipravenych SMART™ technologii. Pro identifikaci @plné kédujici
sekvence genu bylo postupovano nésledovné: 1) PCR s univerzalnimi primery pro ziskani
castecné sekvence genu; 2) RACE s naslednou semi-nested PCR pro ziskani 5" a 3" konce
cDNA; 3) PCR s primery zacilenymi do 5" a 3" UTR genu pro amplifikaci iplné cDNA.

VSechny PCR suniverzalnimi primery, RACE a semi-nested PCR béZely za
standardnich PCR podminek. Uplna kodujici sekvence byla ziskana pomoci primert cilenych

do UTR pomoci polymerazy Phusion.

5.1.1. Konstrukce cDNA knihoven
Pro amplifikaci uplnych kédujicich sekvenci CrFTLI, CrFTL2, CrCOLI, CrCOLIs,
CrCOL2 a CrCOL2s a neuplné sekvence CrFL slouzily jako PCR templat dvé cDNA

knihovny, pracovné oznacené ,,univerzalni“ a FT720-5.

Pro ptipravu ,,univerzalni cDNA knihovny, obsahujici potencialni homology CO, FT a
LFY geni byla pouZita celkovd RNA z apextli a svrchnich listi 3-tydennich rostlin C. rubrum,
které byly indukovany ke kveteni jednou 12 hodin trvajici tmou. Z této knihovny byly ziskany
dvé parcialni sekvence COL genii — CrCOLIs a CrCOL2 bez Uplnych 3" koncil, neuplné
sekvence CrFTLI a CrFL s chyb&jicimi 5" konci a uplna sekvence CrFTL2.

Pro ziskéni kompletniho 5 konce CrFTLI a kompletni sekvence CrFTLI cDNA byla
piipravena nova cDNA knihovna (oznaend FT720-5). Z ni byly navic amplifikovany tpIné
koédujici sekvence CrCOLI, CrCOLIs, CrCOL2 a CrCOL2s. Pro konstrukci FT720-5
knihovny byla pouZita celkovd RNA extrahovana z listi patnactidennich rostlin C. rubrum,
které byly indukovany ke kveteni tfemi 12 hodin trvajicimi fdzemi tmy. Jednalo se o RNA,
ktera dle vysledki qPCR obsahovala velkd mnozstvi CrFTL1 mRNA.

Ob& cDNA knihovny byly konstruovany Dr. Helenou Storchovou (UEB AV CR v.v.i.,
Praha).
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5.1.2. Ziskani uplnvch koédujicich sekvenci CrFTLI a CrFTL2

5.1.2.1. PCR s FT-univerzalnimi primery

Na zédklad¢ alignmentu sekvenci studovanych a prokazanych FT gent (A. thaliana,
FT, NM 105222.2; Populus nigra, PnFT2a, AB110009.1; ryze, Hd3a, AB052944.1; rajce,
SP3D, AY186735.1; Citrus unshiu, CiFT, AB027456.1) byl navrzen par FT-univerzalnich
nedegenerovanych primertt zacilenych do konzervované oblasti tfetiho (CrFT345For) a
ctvrtého (CrFT501Rev) exonu (tabulka 3). 100x fedénd cDNA knihovna z C. rubrum byla
amplifikovana s nasedanim téchto primerti pii teplot¢ 54°C. PCR fragment byl klonovan a
sekvenovan a ze ziskané ¢astecné F'TL sekvence (pojmenované CrFTLI) byly navrZzeny nové
specifick¢ primery 3° RACE (CrFT39For), 3" nestovaci (CrFT78For), 5° RACE
(CrFT116Rev) a 5" nestovaci (CrFT83Rev) pro hledani 5" a 3" konce genu (tabulka 3).

5.1.2.2. CrFTL2: 3" RACE a ziskani 3" konce
Pro nalezeni 3" konce FTL sekvence byla provedena RACE se 100x fedénou cDNA

knihovnou. PCR bézela s nasedanim Modified universal primeru (soucast Thermo
Sequenase' ™ Cy'™5 Dye Terminator Kit, Amersham Biosciences) (tabulka 3) a CrFT345For
pti 54°C. PCR produkt byl klonovan a sekvenovan. Sekvence odpovidala Gplnému 3" konci
FTL sekvence. Koédujici oblast noveé ziskané sekvence vSak byla odlisna od sekvence kddujici
oblasti ziskané FT-univerzalnimi primery (CrFTLI). Nova FTL sekvence byla pojmenovéana

CrFTL2.

5.1.2.3. CrFTLI: 3" RACE + 3" semi-nested PCR a ziskani 3" konce

Pro nalezeni uplného 3" konce CrFTLI byla provedena RACE s 1000x fedénou cDNA
knihovnou. PCR bézela s naseddnim primert M13rev(JL) (tabulka 3) a CrFT39For pti 60°C.
PCR produkt byl 10-100x natedén a pouzZit v semi-nested PCR s naseddnim primeri
M13rev(JL) a CrFT78For pii teploté¢ 60 a 62°C. PCR produkt ziskany ze 100-ndsobného
fedéni pi1 62°C byl klonovan a sekvenovan. Tak byla identifikovana uplnd 3" sekvence

CrFTLI.
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5.1.2.4. CrFTL2: 5" RACE a ziskani 5" konce

Pro identifikaci GpIného 5" konce CrFTL2 byla provedena RACE s 1000x fedénou
cDNA knihovnou jako templatem. Modified universal primer a RACE primer CrFT142Rev
(tabulka 3) nasedaly v gradientu pii 54 - 60°C. PCR produkt ziskany pi1 60°C byl klonovan a

sekvenovan. Tak byla identifikovana Gplna 5” sekvence CrFTL2.

5.1.2.5. CrFTLI: 5" RACE a ziskani 5" konce

Pro identifikaci GpIného 5" konce CrFTLI byla provedena RACE s 1000x fedénou
cDNA knihovnou FT-720-5 jako templatem. PCR bézela s nasedanim M13rev(JL) (tabulka
3)a RACE primeru CrFT116Rev (tabulka 3) pfi 60°C. PCR produkt byl klonovan a

sekvenovan. Tak byla identifikovana Gplna 5" sekvence CrFTLI.

5.1.2.6. Amplifikace uplnych koédujicich sekvenci CrFTLI a CrFTL2

Pro amplifikaci uplnych sekvenci cDNA byly do 5" a 3" UTR oblasti CrFTLI
navrzeny primery CrFTL1For a CrFTL1rev (tabulka 3) a do UTR oblasti CrFTL2 primery
CrFT787-35For a CrFTL787-787Rev.

Pro amplifikaci Gplné sekvence CrFTLI a CrFTL2 byla pouzita polymeraza Phusion.
V PCR pro amplifikaci uplné sekvence CrFTLI nasedaly ptislusné primery pii 58°C a
templatem byla 100x fedénd cDNA knihovna FT720-5. Uplnd sekvence CrFTL2 byla
amplifikovana v PCR s 1000x fedénou ,,univerzalni“ cDNA knihovnou s nasedanim primert
pi1 60°C. PCR produkty byly klonovany a sekvenovany a tak byly ziskany uplné sekvence
CrFTLI a CrFTL2 cDNA.

5.1.3. Analvza uplnvch kodujicich sekvenci CrFTLI a CrFTL2

Z cDNA knihoven byly ziskany uplné kodujici sekvence CrFTLI a CrFTL2 genl o
délce 528 bp (EU128013, CrFTLI) a 504 bp (EF445636, CrFTL2) (Chab et al., 2008).

Nukleotidové sekvence jsou uvedeny v ptilohach 16 a 17. Z nukleotidovych sekvenci CrFTL1
a CrFTL2 byly odvozeny pfedpokladané aminokyselinové sekvence CrFTL1 (ABV56568) a
CrFTL2 (ABP02016) proteinii. Na obr. 18 je alignment pifedpoklddanych aminokyselinovych
sekvenci CrFTL1 a CrFTL2 s dal§imi ¢leny FT/TFL1 rodiny z krytosemennych rostlin.
CrFTL2 je z52% identicky (62% podobnost) s FT z A. thaliana a v nékterych

konzervovanych oblastech (pozice 1-18, 104—107 v alignmentu) se li$i od vSech ostatnich
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Clend rodiny. V pozici 179 se nachazi ptedasny STOP kodon a CrFTL2 tak postrada
poslednich 9-12 aminokyselin oproti ostatnim FT/TFL1 proteinim. Pozice 144 u CrFTL2 je
obsazena izoleucinem. Tato pozice je funk¢éné dileZita a jeji obsazeni aminokyselinou
(glutamin v FT a asparagova kyselina v TFL1) rozliSuje mezi FT a TFL1 (Ahn et al., 2006).
Na zékladé¢ vySe uvedeného se lze domnivat, Ze funkce CrFTL2 je rozdilnad od FT a TFL1.

Na druhou stranu CrFTL1 je ze 73% identicky s FT z A. thaliana a obsahuje pro FT

ortolog funkéné diilezity glutamin v pozici 144 a tyrozin v pozici 93.

1
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Obr. 18: Alignment aminokyselinovych sekvenci CrFTL1 a CrFTL2 s dalSimi ¢leny FT/TFL1 rodiny
z krytosemennych rostlin. Pomlcky zna¢i mezery, lomitka znac¢i hranice exonl, velkd pismena nad
alignmentem oznacuji funkcéné dilezité konzervované aminokyseliny (Y/Tyr85 a Q/GIn140 v AtFT). Proteinové
sekvence z GenBank: SISP3D (AAO031792) a SIS5PG (AAO31793) z Lycopersicon esculentum; AmCEN
(AAB36112) z Antirrhinum majus; AtMFT (AAD37380), AtTSF (Q9S7R5), AtFT (NP_176726), AtTFLI
(NP_196004) a AtBFT (Q9F1T4) z Arabidopsis thaliana; MATFL1 (BADO06418) z Malus x domestica; OsHd3a
(BAB61030) z Oryza sativa; Q/Gln = glutamin; Y/Tyr = tyrozin;

5.1.3.1. Fylogeneticka analyza CrFTL1 a CrFTL2 proteinti

Pro piesnéjsi ovéieni vzajemné piibuznosti CrFTL1 a CrFTL2 s dalSimi FT/TFLI
proteiny byla provedena fylogenetickd analyza. Fylogeneticky strom generovany metodou
maximalni parsimonie (MP) nebyl dobie rozliSeny, ale podpoiil hypotézu, ze CrFTLI1 a
CrFTL2 jsou vice pfibuzné dalSim FT homologiim, nez MOTHER OF FT AND TFL1 (MFT)
a BROTHER OF FT AND TFL1 (BFT) a patii do FT/TFLI rodiny proteinti (obr. 19).
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AT Obr. 19: Fylogeneticky strom generovany metodou maximalni

AtMFT

Jﬁ_i: parsimonie (MP) zaloZeny na sekvencich aminokyselin FT
PRFTLA

proteini z krytosemennych rostlin. Zmény mezi rezidui

100

5I5P2G

sssc  aminokyselin - byly vaZzeny minimem nukleotidovych zmén

o2 - potfebnych k vyvoji jedné v druhou. AtBFT byla pouzita jako

AtFT

4@_': outgroup. Hodnoty podpory jednotlivych vétvi pocitané z 1000
ALTSF

I pseudoreplik jsou uvedeny u jednotlivych vétvi. Sekvence proteint
81 osmasa  Z GenBank jsou: SISP2G (AAO31791), SISP3D (AAO31792) a
it SISSPG (AAO31793) z  Lycopersicon esculentum; AtMFT
P (AAD37380), AtTSF (Q9S7R5), AtFT (NP_176726), AtTFLI1
(NP_196004) a AUBFT (QOFIT4) z Arabidopsis thaliana; MAFT
17 porty (BADO08340) z Malus % domestica; CsFT (BAA77836) z Citrus
_1L|:P"W4a sinensis; PnFT4a (BADO08337), PnFTL4 (BAD22677), PnFT2a
(BADO1576) a PnFTlb (bADO1561) z Populus nigra; OsHd3a

(BAB61030) z Oryza sativa; Autor: Matthew S. Olson

5.1.4. Ziskani uplnvch koédujicich sekvenci CrCOLI, CrCOLls, CrCOL2 a
CrCOL2s

5.1.4.1. PCR s CO-univerzalnimi a CO-specifickymi primery

Na zaklad¢ nukleotidového alignmentu sekvenci prokazanych CO genl pfevazné u
dvoudéloznych rostlin (4. thaliana, CO, NM _121589.1; Hordeum vulgare, HvCOIl,
AF490467.1; ryze, Hdl, AB041840.1; Pharbitis nil, PnCO, AF300700.1; rajce, COI,
AY490251.1) byl navrzen par CO-univerzdlnich degenerovanych primera (program
CODEHOP) zacilenych do konzervovan¢ oblasti prvniho (CONDEG94F) a druhého
(CONDEG307R) exonu (tabulka 3). 60x ftedénd genomickda DNA z C. rubrum byla
amplifikovdna v T Gradient cykleru spouzitim téchto CO-univerzalnich primerd a
AmpliTaq® Gold DNA polymerazy (Applied Biosystems) za nasledujicich PCR podminek:
pocate¢ni denaturace 9 min pii 94°C a dale 36 cykla 30 s pti 94°C, 40 s pti 56°C a 1,5 min pii
72°C; zavérecna extenze 10 min pii 72°C. PCR produkt byl klonovan a sekvenovan.

Na zéklad¢ ziskané CrCOL sekvence byly navrzeny nové specifické primery
CrCON138for a CrCON1523rev (tabulka 3). PCR probéhla s Taq polymerdzou a cDNA
knihovnou jakozto templdtem pii standardnich podminkdch s naseddnim primeri
CrCON138for a CrCONI1523rev pii 58°C. PCR produkt byl témito primery piimo

sekvenovan a byla ziskana ¢astecna sekvence CrCOL z cDNA.
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5.1.4.2. 5 RACE a ziskani dvou 5" koncu CrCOL
Pro amplifikaci 5 konce CrCOL cDNA byla provedena RACE s nasedanim primert
MI13rev(JL) a CrCONI1523rev v gradientu pii 54 - 60°C. PCR produkt byl klonovéan a

sekvenovanim byly identifikovany dvé rizné uplné 5° sekvence, pracovné pojmenované

CrCOLlIs a CrCOL2.

5.1.4.3. 3 RACE + 3" semi-nested PCR a ziskdni 3" konce CrCOL

PCR z 1000x fedéné cDNA knihovny s kombinaci dvou primerd zacilenych do
vektoru M13(JL) (tabulka 3) a M13rev(JL) s primerem CrCONI138for vedla k mnoZstvi
nespecifickych produktl, proto byly pro nalezeni 3" konce cDNA navrZeny dal$i primery pro
RACE (CrCONI1456for) a nestovani (CrCON1508for) (tabulka 3). RACE
s vektorovymi primery M13(JL) a MI13rev(JL) vkombinaci s CrCONI1456for spolu s
navazujici semi-nested PCR s primerem CrCONI1508for nevedla k ziskani 3" konce cDNA.
Proto byla vramci RACE amplifikovdna cDNA knihovna sprimerem CDSIII3\"-23
v kombinaci s CrCON1456for a CrCON1508for primery pii teploté¢ nasedani primerti 60 a
62°C. Kombinace primerdt CDSIII3’-23 a CrCON1456for pii 60°C vedla k nalezeni 3’
uplného konce CrCOL Is sekvence.

5.1.4.4. Amplifikace Uplnych kodujicich sekvenci CrCOLI, CrCOLls,

CrCOL2 a CrCOL2s

Pro amplifikaci tplné¢ CrCOLIs cDNA byly do 5" a 3" UTR oblasti navrzeny primery
CrCONS51_SUTRI1 a CrCONS51 3UTR (tabulka 3). Ze 100x fedéné cDNA knihovny byl
polymerézou Phusion pfi teploté 57,3°C amplifikovan PCR produkt o délce zhruba 1100 bp.
PCR produkt byl klonovan a sekvenovanim klont byly ziskdny dvé rGzné uplné COL
sekvence — CrCOLI a CrCOL2s. S pouzitim aTaq polymerazy byly navic ziskany uUplné
kodujici sekvence dalSich dvou forem CrCOL transkript - CrCOLIs a CrCOL2.

5.1.5. Analvza uplnvch kodujicich sekvenci ¢tyi forem CrCOL transkript

Celkem byly ziskdny ctyfi Gplné COL sekvence CrCOLI o délce 1089 bp
(EU395770), CrCOL1s o délce 999 bp, CrCOL2 o délce 1098 bp a CrCOL2s o délce 1011
bp (EU395771).
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5.1.5.1. Alternativni sesttih CrCOLI a CrCOL2

Na nésledujicich tfech stranach je na obr. 20 nukleotidovy alignment CrCOLI,
CrCOLIs, CrCOL2 a CrCOL2Zs, ktery ukazuje na dvojici alternativné sestfizenych sekvenci.
Formy CrCOLI a CrCOLIs jsou sekventné stejné, CrCOLI vSak oproti CrCOLIs navic
obsahuje nesestfizeny 90 bp dlouhy intron. Stejné tak formy CrCOL2 a CrCOL2s si
sekvenéné odpovidaji, CrCOL?2 je forma s nesestiizenym 87 bp dlouhym intronem, CrCOLZ2s
je forma bez intronu. Mimo oblast alternativné sestfizené sekvence jsou si vSechny Ctyii
formy CrCOL sekvenci velmi podobné, a to 1 v oblastech UTR. N¢které nalezené klony (napf.
pCON234 nebo pCON255) obsahuji cast sekvence CrCOLI a c¢ast sekvence CrCOL2 a
mohou tedy pfedstavovat rekombinantni formu genu. To svéd¢i pro to, ze CrCOLI a CrCOL2

jsou alelické geny.
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PCON234 (CrCOLlsrecomb?)
PCON255 (CrCOLlrecomb?
pCON252 (CrCOL1) PHU
pCON251 (CrCOL2)

PCON236 (CrCOL2s)
PCON256 (CrCOL2s) PHU

PCON234 (CrCOLlsrecomb?)
PCON255 (CrCOLlrecomb?
pCON252 (CrCOL1) PHU
pCON251 (CrCOL2)

PCON236 (CrCOL2s)
PCON256 (CrCOL2s) PHU

PCON234 (CrCOLlsrecomb?)
PCON255 (CrCOLlrecomb?
pCON252 (CrCOL1) PHU
pCON251 (CrCOL2)

PCON236 (CrCOL2s)
PCON256 (CrCOL2s) PHU

PCON234 (CrCOLlsrecomb?)
PCON255 (CrCOLlrecomb?
pCON252 (CrCOL1) PHU
pCON251 (CrCOL2)

PCON236 (CrCOL2s)
PCON256 (CrCOL2s) PHU

PCON234 (CrCOLlsrecomb?)
PCON255 (CrCOLlrecomb?
pCON252 (CrCOL1) PHU
pCON251 (CrCOL2)

PCON236 (CrCOL2s)
PCON256 (CrCOL2s) PHU

PCON234 (CrCOLlsrecomb?)
PCON255 (CrCOLlrecomb?
pCON252 (CrCOL1) PHU
pCON251 (CrCOL2)

PCON236 (CrCOL2s)
PCON256 (CrCOL2s) PHU

1 80
————————————————— GGGACAGCAGAGAGAACCAAGCAAATAAAGAGAGAAAAAGGAAGAAAAAAA-GAGAG

————————————————— GGGACAGCAGAGAGAACAA-GCAAATAAAGAGAGAAAAAGGAAGAAAAAA--GAGAG TGA
———————————————————— ACAGCAGAGAGAACCA-GCAAATAAAGAGAGAAAAAGGAAGAAAAAA--GAGAG TGA
————————————————— GGGACAGCAGAGAGAACAA-GC TAAAGAGAGAAAAAGGAAGAAAAAAGAGAGAGAAATGA
————————————————— GGGACAGCAGAGAGAACCAAGC TAAAGAGAGAAAAAGGAAGAAAAAAGAGAGAGAAATGA
AACACATTTGCTTAAAATTCACAGCAGAGAGAACCA-GC TAAAGAGAGAAAAAGGAAGAAAAAAGAGAGAGAAATGA
81 160
TGAAGAAGGAAGTACCGGGEGGG-ATAACAATAGCTGGGCACGTGTTTGTGACACATGCCGTTCAGCACCGTGCACAGTG
TGAAGAAGGAAGTACCGGGEGGGGATAACAATAGCTGGGCACGTGTTTGTGACACATGCCGTTCAGCACCGTGCACAGTG
TGAAGAAGGAAGTACCGGGEGGGGATAACAATAGCTGGGCACGTGTTTGTGACACATGCCGTTCAGCACCGTGCACAGTG
TGAAGAAGGAAGTACCGGGAGGGGATAACAATAGCTGGGCACGTGTTTGTGACACATGCCGTTCAGCACCGTGCACAGTG
TGAAGAAGGAAGTACCGGGAGGGGATAACAATAGCTGGGCACGTGTTTGTGACACATGCCGTTCAGCACCGTGCACAGTG
TGAAGAAGGAAGTACCGGGAGGGGATAACAATAGCTGGGCACGTGTTTGTGACACATGCCGTTCAGCACCGTGCACAGTG
161 240
TACTGCAAAGAGGACTCTGCCTTCCAGTGCACCAGCTGCGARGCACGGATCCACGCTGTCAATCAAATGGCGTCAAGGCA
TACTGCAAAGAGGACTCTGCCTTCCTEGTGCACCAGCTGCGABGCACGGATCCACGETGTCAATCAAATGGCGTCAAGGCA
TACTGCAAAGAGGACTCTGCCTTCCTEGTGCACCAGCTGCGABGCACGGATCCACGETGTCAATCAAATGGCGTCAAGGCA
TACTGCAAAGAGGACTCTGCETTCCTGTGCACCAGCTGCGACGCACGGATCCARGCTGTCAATC TGGCGTCAAGGCA
TACTGCAAAGAAGACTCTGCETTCCTGTGCACCAGCTGCGACGCACGGATCCARGTTGTCAATC TGGCGTCAAGGCA
TACTGCAAAGAAGACTCTGCHTTCCITGTGCACCAGCTGCGACGCACGGATCCABGCTGTCAATC TGGCGTCAAGGCA
241

320
CGAGCGGGTTIGGGTGTGTGAGGCGTGTGAACGTGAACCAGCAGCETTCTTGTGCAAGGCTGABGCAGCATCACTCTIGTG
CGAGCGGGTTTGGGTGTGTGAGGCGTGTGAACGTGAACCAGCAGCETTCTTGTGCAAGGCTGABGCAGCATCACTCTGTG
CGAGCGGGTTTGGGTGTGTGAGGCGTGTGAACGTGAACCAGCAGCHTTCTTGTGCAAGGCTGARGCAGCATCACTCTGTG
CGAGCGGGTTTGGGTGTGTGAGGCGTGTGAACGTGAACCAGCAGCCTTCTTGTGCAAGGCTGACGCAGCATCACTCTGTG
CGAGCGGGTTTGGGTGTGTGAGGCGTGTGAACGTGAACCAGCAGCCTTCTTGTGCAAGGCTGACGCAGCATCACTCTGTG
CGAGCGGGTTTGGGTGTGTGAGGCGTGTGAACGTGAACCAGCAGCCTTCTTGTGCAAGGCTGACGCAGCATCACTCTGTG

321 400
CTACCTGTGATGCTGACATTCACTCAGCTAACCCACTGGCTCGCCGACACCACCGAGTCCCAATCATGCCTGCGGGTTGC
CTACCTGTGATGCTGACATTCACTCAGCTAACCCACTGGCECGCCGACACCACCGAGTCCCAATCATGCCTGTGGGETGC
CTACCTGTGATGCTGACATTCACTCAGCTAACCCACTGGCECGCCGACACCACCGAGTCCCAATCATGCCTGTGGGHTGC
CTACCTGTGATGCTGACATTCACTCAGCTAACCCACTGGCCCGCCGEBCACCACCGEGTCCCAATCATGCCTGTEGGGATGC
CTACCTGTGATGCTGACATTCACTCAGCTAACCCACTGGCCCGCCGECACCACCGEGTCCCAATCATGCCTGTEGGGATGC
CTACCTGTGATGCTGACATTCACTCAGCTAACCCACTGGCCCGCCGECACCACCGEGTCCCAATCATGCCTGEGGGATGC
401 480
GTTTATGGCCCCTCAGACGGAAGGATGTCTGAGGAEGGATTCCTGGACCTACCAGACAGAGATGATCAGACCACGGATCA
GTTTATGGCCCCTCAGACGGAAGGATGTCTGAGGABGGATTCCTGGACCTACCAGACAGAGATGATCAGACCACGGATCA
GTTTATGGCCCCTCAGACGGAAGGATGTCTGAGGABGGATTCCTGGACCTACCAGACAGAGATGATCAGACCACGGATCA
GTTTATGGCCCCTCAGACGGAAGGATGTCTGAGGAAGGAT TCCTGGACCTIC CAGmGAGAT GATCAGACCACGGATCA

GTTTATGGCCCCTCAGACGGAAGGATGTCTGAGGAAGGATTCCTGGACCTEGCCAG GAGATGATCAGACCACGGATCA
GTTTATGGCCCCTCAGACGGAAGGATGTCTGAGGAAGGATTCCTGGACCTECCAG GAGATGATCAGACCACGGATCA
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(462)
(461)
(458)
(463)
(464)
(480)

(511)
(541)
(538)
(543)
(513)
(529)

(532)
(621)
(618)
(620)
(534)
(550)

(612)
(701)
(698)
(700)
(614)
(630)

(692)
(781)
(778)
(780)
(693)
(710)

(772)
(861)
(858)
(860)
(773)
(790)

481

TGAAGGEGATEAGGATEAAGCTECT TCGEGETTGETACT
TGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGT TGCTACTMAACCCAGETAACARCAGCCRCAACCRRACTACAAATEEET
TGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGT TGCTACTEAACCCAGGTAAGAACAGCAACAACCAAACTACAAATGCGT
TGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGT TGCTACTCAACCCAGGTAAGAACAGCAACAATCAAACTACAAATGCGT
TGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGTTGCTACTCAACCCAG- —— == === === === —————————————————
TGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGTTGCTACTCAACCCAG- —— == === === === —————————m oo
561 640
————————————————————————————————————————————————————————— GTIGCAGATAATCAATTCEGTGAG
TTTTAACTGGAGGAGGAGAAGTTGATGAGTACCTGGACCTCTTTGAGTATAATTCAGGTGCAGATAATCAATTCTGIGAG

CCCAG-———————————

TTTTAACTGGAGGAGGAGAAGT TGATGAGTACCTGGACCTCT TTGAGTATAATTCAGGTGCAGATAATCAATTCTGHGAG
TTTTAAC-- - AGGAGGAGAAGT TGATGAGTACCTGGACCTCT TTGAGTATAATTCAGGTGCAGATAATCABTTCTGCGCG
————————————————————————————————————————————————————————— GTGCAGATAATCABTTCTGCGRG
————————————————————————————————————————————————————————— GTGCAGATAATCABTTCTGCGAG
641 720

CAGTATAACCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGEGGCGACAGTGTEGTACCGGTTCAGTGCAGGGA
CAGTATAACCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGEGGCGACAGTGTEGTACCGGTTCAGTGCAGGGA
CAGTATAACCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGEGGCGACAGTGTEGTACCGGTTCAGTGCAGGGA

CAGTATAGCCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGAGGCGACAGTGTCGTACCGGTTCAGTGCAGGGA
CAGTATAGCCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGAGGCGACAGTGTCGTACCGGTTCAGTGCAGGGA
CAGTATAGCCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGAGGCGACAGTGTCGTACCGGTTCAGTGCAGGGA
721 800
AGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAGAACTTTITGTTCGGGATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACACTTACAACA

AGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAG TTTTTGTTCGGGATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACACGTTACAACA
AGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAAAAATTTTTGTTCGGAATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACAATTACAACA
AGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAGAAATTTTTGTTCGGAATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACAAT-ACAACA
AGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAGAAATTTTTGTTCGGAATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACAATTACAACA
801 1.exon/2.exon 880
CATCAATTAGTCACAGTGTTTCAGTETCCTCCCTAGATGTGGGTGTTGTACCAGAATCCACCATGAGTGATATGICTGTG
CATCAATTAGTCACAGTGTTTCAGTETCCTCCCTAGATGTGGGTGTEGTACCAGAATCCACCATGAGTGATATGTCTGTG
CATCAATTAGTCACAGTGTTTCAGTETCCTCCCTAGATGTGGGTGTEGTACCAGAATCCACCATGAGTGATATGTCTGTG
CATCAATTAGTCACAGTGTTTCAGTCTCCTCCCTAGATGTGGGTGTCGTACCAGAATCCACCATGAGTGATATGTCTGTG
CATCAATTAGTCACAGTGTTTCAGTCTCCTCCCTAGATGTGGGTGTCGTACCAGAATCCACCATGAGTGATATGTCTGTG
CATCAATTAGTCACAGTGTTTCAGTCTCCTCCCTAGATGTGGGTGTCGTACCAGAATCCACCATGAGTGATATGTCTGTG

AGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAG??ITTTTTGTTCGGIiTGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACiITTACAACA

881 960
TCACATTCAAGGCCTCC GGAACAATCGACCTATTTTCTAGCACTCCGATGCAAGTGCCAACTCAACTATCACCGCT
TCACATTCAAGGCCTCC GGAACAATCGACCTATTTTCTAGCACTCCGATGCAAGTGCCAACTCAACTATCACCGCT
TCACATTCAAGGCCTCC GGAACAATCGACCTATTTTCTAGCACTCCGATGCAAGTGCCAACTCAACTATCACCGCT

TCACATTCAAGGCCTCCCAAAGGGACAATEGACCTATTTTCTAGCECTCCGATGCAAGTGCCAACTCAACTATCACCGCT
TCACATTCAAGGCCTCCCAAAGGAACAATEGACCTATTTTCTAGCECTCCGATGCAAGTGCCAACTCAACTATCACCGCT
TCACATTCAAGGCCTCCCAAAGGAACAATEGACCTATTTTCTAGCECTCCGATGCAAGTGCCAACTCAACTATCACCGCT
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961 1040

PCON236 (CrCOL2s) (853
PCON256 (CrCOL2s) PHU (870

GGATAGAGAGGCTAGGGTCATGAGATACAGAGGAAAGAAGAAGAATAGAAAATTTGAGAAGACAATCCGTTATGCTTCAA
GGATAGAGAGGCTAGGGTCATGAGATACAGAGAAAAGAAGAAGAATAGAAAATTTGAGAAGACAATCCGTTATGCTTCAA
1041 1120
GAAAGGCCTATGCAGAGACTAGACCTCGGATCAAAGGCCGGTTCGCAAAAAGAACAGATGTTGAAGCAGAGATGGACCAG
GAAAGGCCTATGCAGAGACTAGACCTCGGATCAAAGGCCGGTTCGCAAAAAGAACAGATGTTGAAGCAGAGATGGACCAG
GAAAGGCCTATGCAGAGACTAGACCTCGGATCAAAGGCCGGTTCGCAAAAAGAACAGATGTTGAAGCAGAGA--GA-———

PCON234 (CrCOLlsrecomb?) (852) GGATAGAGAGGCTAGGGTCATGAGATACAGAGAAAGGAAGAAGAATAGAAAATTTGAGAAGACAATCCGTITATGCTTCAA
PCON255 (CrCOLlrecomb? (941) GGATAGAGAGGCTAGGGTCATGAGATACAGAGAAAAGAAGAAGAATAGAAAATTTGAGAAGACAATCCGTTATGCTTCAA
pCON252 (CrCOL1) PHU (938) GGATAGAGAGGCTAGGGTCATGAGATACAGAGAAAAGAAGAAGAATAGAAAATTTGAGAAGACAATCCGTTATGCTTCAA
pCON251 (CrCOL2) (940) GGATAGAGAGGCTAGGGTCATGAGATACAGAGAAAAGAAGAAGAATAGAAAATTTGAGAAGACAATCCGTTATGCTTCAA

)

)

PCON234 (CrCOLlsrecomb?) (932
PCON255 (CrCOLlIrecomb? (1021
pCON252 (CrCOL1) PHU (1018

pPCON251 (CrCOL2) (1020) GAAAGGCCTATGCAGAGACTAGACCTCGGATCAAAGGCCGGTTCGC GAACAGATGTTGAAGCAGAGATGGACCAG

PCON236 (CrCOL2s) (933) GAAAGGCCTATGCAGAGACTAGACCTCGGATCAAAGGCCGGTTCGC GAACAGATGTTGAAGCAGAGATGGAC-AG
PCON256 (CrCOL2s) PHU (950) GAAAGGCCTATGCAGAGACTAGACCTCGGATCAAAGGCCGGTTCGC GAACAGATGTTGAAGCAGAGATGGACCAG
1121 1200

PCON234 (CrCOLlsrecomb?) (1012 ATGTTCACCAACTCATTGATGTCAGATGGCGGATATGGCATTGTGCCATCCTTTEEEATATAATCTAGGTGATGTTTTAA

ATGTTCACCAACTCATTGATGTCAGATGGCGGATATGGCATTGTGCCATCCTTTTGAATATAATCTAGGTGATGTTTTAA
—————— ACCAATTCATTGATGTCAGACGGTGGATATGGCATTGTGCCATCCTTTTGAATATAATCTAGGTGATGTTTTAA
ATGTTCACCAATTCATTGATGTCAGACGGTGGATATGGCATTGTGCCATCCTTTTGAATATAATCTAGGTGATGTTTTAA
ATGTTCACCAATTCATTGATGTCAGACGGTGGATATGGCATTGTGCCATCCTTTTGAATATAATCTAGGTGATGTTTTAA
ATGTTCACCAATTCATTGATGTCAGACGGIGGATATGGCATTGTGCCATCCTTTTGAATATAATCTAGGTGATGTTTTAA
1201 1232
ATGGAGTTGGTTGTGCTGCC————————————
ATGGAGTTGGTTGTGCTGCCATTAAAAA-———
ATGGAGTTGGTTGTGCTGCCATAATC-——————
ATGGAGTTGGTTGTGCTGCCATTAAAAATCAC
ATGGAGTTGGTTGTGCTGCCATTAAAAATC-—
ATGGAGTTGGTTGTGCTGCCAT———-———————

PCON255 (CrCOLlIrecomb? (1101
pCON252 (CrCOL1) PHU (1092
pCON251 (CrCOL2) (1100
PCON236 (CrCOL2s) (1012
PCON256 (CrCOL2s) PHU (1030

PCON234 (CrCOLlsrecomb?) (1092
PCON255 (CrCOLlIrecomb? (1181
pCON252 (CrCOL1) PHU (1166
pCON251 (CrCOL2) (1180

PCON236 (CrCOL2s) (1092
PCON256 (CrCOL2s) PHU (1110

Obr. 20: Alignment nukleotidovych sekvenci CrCOL1, CrCOL1s, CrCOL2s a CrCOL2. Pomlcky znaci mezery. Lomitko znaci hranice exon/exon. pCON znaci
Cislo klonu. Mozna rekombinantni forma genu je oznacena v nazvu ,recomb?* Klony amplifikované pfesnou polymerazou Phusion jsou oznaceny v nazvu PHU,
ostatni klony byly amplifikovany aTaq polymerazou. Cervené je zvyraznén start a stop kodon. Jednotlivé triplety kodujici aminokyseliny jsou vyznageny v horni

sekvenci alignmentu Sedym zvyraznénim.

79



5.1.5.2. Ovéfeni alternativniho sestfthu CrCOLI a CrCOL2

5.1.5.2.1. Oveéfeni alternativniho sestithu CrCOLI a CrCOL?2
metodou PCR

Pokud je delece pritomna pouze v cDNA, naznafuje to moznost alternativniho
sestfithu. Ten tedy prokazeme, pokud v gDNA nalezneme pouze nezkracenou formu genu. Pak
bude zkraceni ptinalezet procesu posttranskripcni Gpravy primarniho transkriptu — sesttihu.

Alternativni sestfih byl ovéfovan metodou PCR s primery CrCONS51for542 a
CrCONS51rev710 pro amplifikaci sestfizené formy a primery CrCONS54forl a CrCONS54revl
pro amplifikaci nesesttizené formy CrCOL sekvence. PCR bézela za standardnich podminek
s naseddnim primert pi1 58°C stemplatem 200x fedéné gDNA a 20x tedéné cDNA.
Interpretaci vysledku pouze na zdkladé PCR by bylo zjiSténi sestfizenych i1 nesesttizenych
CrCOL sekvenci v gDNA (viz obr. 21). Je vSak tieba si uvédomit, ze CrCONrev primery se
1181 pouze v jedné bazi a primer CrCONS51for542 (pro amplifikaci kratkych CrCOL forem) je
zpuli komplementarni k sekvenci dlouhych forem CrCOL (pfed a za alternativné
sestfthovanou sekvenci). V ptipadé gDNA si primery sednou na stejnd mista jako v cDNA,
pficemz primer CrCONS51for542 je komplementarni jen polovinou sekvence na svém 3’
konci. To ovSem stac¢i k tomu, aby probehla amplifikace. Rozhodnout o alternativnim sesttihu

tedy miize pouze qPCR se specifickou sondou (viz dalsi kapitola).

CrCOLls (454) TGTCTGAGGATGGATTCCTGGACCTACCAGACAGAGATGATCAGACCACGGATCATGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGTTGCTACTT
CrCOL2 (470) TGTCTGAGGAAGGATTCCTGGACCTGCCAGATGGAGATGATCAGACCACGGATCATGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGTTGCTACTC

CrCOLls (549) AACC AGG
CrCOL2  (565) AACCCAGGTAAGAACAGCAACAATCAAACTACAAATGGGTTTTTAACAGGAGGAGAAGTTGATGAGTACCTGGACCTCTTTGAGTATAATTCAGG

CrCOLls (557) TGCAGATAATCAATTCTGTGAGCAGTATAACCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGCGGCGACAGTGTTGTACCGGTTCAGT
CrCOL2 (660) TGCAGATAATCAGTTCTGEGAGCAGTATAGCCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGAGGCGACAGTGTEGTACCGGTTCAGT

CrCOLls (652) GCAGGGAAGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAGAACTTITTTGTTCGGGATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACACTTACAACACATCAATT
CrCOL2 (755) GCAGGGAAGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAGARATTTTTGTTCGGAATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACARATTACAACACATCAATT

PCR primery CrCONS5 [ for542; CrCONS51rev710; CrCON54forl a CrCONS54revl jsou vyznaceny v sekvenci tuéné a podtrzenym pismem.

Obr. 21: Primery pro amplifikaci sestiiZené a nesestfiZzené formy

CrCOL sekvenci a PCR s témito primery z genomické DNA a cDNA.

Alignment: Alignment c¢asti nukleotidovych sekvenci CrCOL v oblasti
180bp —p l!-“ kolem alternatin¢ sestiihované sekvence. V sekvenci jsou barevné
vyznaceny PCR primery pro ovéfeni alternativniho sestiihu.
Gel: M — Marker; 1 — 200x gDNA, kde se navic objevuji i nespecifické
PCR produkty; 2 — 20x cDNA (PCR primery CrCONS5I1for542,
CrCONS1rev710); 3 — 200x gDNA; 4 — 20x cDNA (PCR primery

CrCONS54for1; CrCONS54revl);



5.1.5.2.2. Oveéfeni alternativniho sestithu CrCOLI a CrCOL2
metodou qPCR

Protoze standardni PCR nebyla schopna rozliSit mezi alternativné sestfizenymi a
nesestiizenymi formami (viz piedchozi kapitola), byla ovéfovana ptitomnost vSech Ctyfech
forem CrCOL sekvenci v gDNA metodou qPCR (LC480). qPCR probihala za zcela stejnych
podminek jako méteni relativniho mnozstvi CrCOL transkriptii se specifickymi sondami.
V ramci qPCR tedy bylo méteno relativni mnozstvi sekvenci CrCOL1, CrCOL1s, CrCOL2 a
CrCOL2s ve dvou tedénich genomické DNA (20x a 200x) pomoci specifick¢é kombinace
dvou primerti a TagMan sondy (tabulka 3), jak bylo popsano v kapitole 4.16.2.2. V rdmci
CrCOL gPCR meéfeni se dva forward primery odliSuji pouze ve tfech bazich. Dva reverse
primery se navzajem li§i — oba jsou navrZeny pies hranici sestithované a nesestfithované
oblasti, oba jsou vSak castecné komplementdrni k jiné formé& genu (sestfithované, ci
nesestithované), nez pro jejiz amplifikaci byly navrzeny. Jsou tedy okrajové amplifikovany
kromé métené formy 1 sekvence jinych CrCOL forem, avSak v malych mnozstvich. Specifity
pro rozliSeni jednotlivych CrCOL forem je dosahovano kombinaci dvojice primeri s jednou
ze dvou sond. Cp z jednotlivych qPCR méfeni jsou uvedeny v tabulce 5. Z velkych rozdili Cp

pro sestfizenou a nesestfizenou formu vyplyva, ze v gDNA se vyskytuji pouze sekvence

nesesttizené.
Sekvence 20x gDNA (Cp) 200x gDNA (Cp)
CrCOLIs 31,94 35,60
CrCOLI 23,13 27,62
CrCOL2s 32,90 36,59
CrCOL2 20,15 25,05

Tabulka 5: Crossing pointy (Cp) z méieni relativniho mnoZstvi sekvenci CrCOL1, CrCOL1s, CrCOL2 a

CrCOL2s v genomické DNA C. rubrum. NestiiZené formy CrCOL sekvenci jsou vyznaceny tuéné.

5.1.5.3. Analyza aminokyselinovych sekvenci CrCOL1 a CrCOL2s

Z Gplnych nukleotidovych sekvenci CrCOLI a CrCOL2s byly odvozeny
predpokladané aminokyselinové sekvence CrCOL1 (ACB36911) a CrCOL2s (ACB36912)
proteind (ptilohy 18 a 19). V priloze 20 je alignment aminokyselinovych sekvenci CrCOL1 a
CrCOL2s s dalSimi ¢leny COL rodiny proteini z krytosemennych rostlin. Pfitomnost CCT
domény a dvou B-box domén u obou CrCOL proteint je fadi mezi COL proteiny nejvice
podobné pravému CO (Putterill et al., 1995; Robson et al., 2001). Oblasti vysoké homologie

se nachazeji zejména vramci evoluéné konzervovanych B-box a CCT domén. Sekvence
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CrCOL1 a CrCOL2s maji 88,5% identickych aminokyselin (mimo alternativné sestithovanou
oblast 97%) a 89% podobnych aminokyselin.

CrCOL1 je sekventné¢ z50% identicky (59% podobnost) s CO zA. thaliana.
Podstatné vys$i aminokyselinovou identitu (64%) a podobnost (74%) vykazuje CrCOL1
s PACO2 z Populus deltoides. CrCOL2s je s CO z A. thaliana sekvenéné identicky z 46%
(54% podobnost). Vyssi sekvencni identitu (57%) a podobnost (67%) vykazuje CrCOL1
s PACO2 z Populus deltoides.

Na obr. 22 je alignment ¢asti odvozenych aminokyselinovych sekvenci CrCOLI a
CrCOL2s s daSimi ¢leny COL rodiny z krytosemennych rostlin. Alternativné sestiithovana
sekvence nespada do vysoce konzervovanych oblasti B-box1, B-box2 a CCT domén (Putterill
et al., 1995; Robson et al., 2001). Je vSak soucasti jiné, méné konzervované oblasti kodované
prvnim exonem COL geni. Nalézéd se u vSech dosud identifikovanych COL sekvenci. Nami

popsany typ alternativniho sestiihu nebyl u zndmych COL genii popsan.

ATCO_&58133 (143) EG--DEDAFKEVASWLFPNSDENNNN]-----------------———- NNGLLFSDEYLN LYRYNS SHMD TEFTGE
AtCOL1_CAATISGEY.1_ (133) ----DEDEARALSTLLPNAGENS GH--------------——--———- NNGFSIGDEFLNLYDY -5 550 KFOFTDO
AtCOLZ AARGTEE0.1_ (lEZ) ----DEDDREVASULLPNPGENIGHNQ-----—--------——--———— NNGFLFGVE¥LD LVDEY S5 SHDNQFEDN

CrCOLl1 ACE36%911 (13Z) TTDHEGREDEAASTLLLINPGEHSH-------------—--] HOTTHGF LTEGCE YDEYLDLFEYHS GAD NOF CEQ
CrC0L:Zs ACE36912 (132) TTDHEGDEDEAASNLLLIPGR-------------————— -~ o whHOFCEQ
PACOL1_AA300054 (183) G---EEDEDEAASTLLLITPAENSH HONITNG- FLFGGE WDE YLD ITVE ¥YH & CAENIY S0
PACOL:_AA300055 (137) 3SEEEEEEEDEAASULLLIPVENSK------------——-— HNONITNG- FLFEGEWVDE ¥LD LYE¥NE CTENQC S0

PnC0 AAGZ4363 (165) MD---EDEDEAASTTLLLIVENPHE NP PVESNNSTNHMCE GGHNNNNEN SCAVEAVDAYLD LAE RS S CHNNLFEDE

Obr. 22: Alignment ¢asti aminokyselinovych sekvenci CrCOL1 a CrCOL2s s dal§imi ¢leny COL rodiny
z krytosemennych rostlin. Pomlcky znaci mezery. Alternativné sestfihovana oblast u CrCOL1 a CrCOL2s je
vyznacena v alignmentu tuénym pismem v Cerveném ramecku. Proteinové sekvence z GenBank: AtCO
(A56133), AtCOL1 (CAA71587), AtCOL2 (AAB67880) z Arabidopsis thaliana; PACOL1 (AAS00054) a
PACOL2 (AAS00055) z Populus deltoides; PnCO (AAG24863) z Pharbitis nil,

5.1.6. Ziskani uplné kodujici sekvence CrFL

Vroce 2004 byla identifikovdna ¢astecnd kodujici sekvence CrFL (AJ585261) a

odvozena predpoklddana Castecna aminokyselinova sekvence CrFL proteinu (CAES51205)
(Vetit et al., 2004). Z nukleotidové sekvence CrFL (AJ585261) byly navrZeny primery pro
hledani 5" a 3" konce CrFL ¢cDNA. Pomoci n¢kolika kol RACE a semi-nested PCR byla
postupné ziskana témét tplnad kodujici sekvence CrFL genu (1124 bp) bez tplného 5" konce.
Ta byla poskytnuta laboratoti Dr. Edgara Wagnera. Zde bylo identifikovano zbylych 295 bp
sekvence upIného 5 konce cDNA a tedy nalezena uplna kodujici sekvence CrFL (Prusinska
et al., v priprave). Dale jsou popsany kroky, které vedly ke ziskani netiplné CrFL sekvence

bez GpIného 5" konce pomoci modifikované RACE.
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5.1.6.1. 3" RACE + 3" semi-nested PCR a ziskdni 3" konce CrFL

Pro identifikaci 3" konce CrF'L cDNA byla provedena RACE s primerem M13rev(JL)
a specifickym CrFL RACE primerem LFY694for (tabulka 3). V PCR s naseddnim
primert pii 60°C byla pouzita jako PCR templat 1000x fedénd ¢cDNA knihovna. Uplna
sekvence 3" konce CrFL byla ziskana reamplifikaci 100x — 10 000x fedéného PCR produktu
z RACE s M13rev(JL) a nestovacim primerem LFY734for (tabulka 3) pti 60°C.

5.1.6.2. 5" RACE 1 a ziskani sekvence prodlouzené k 5" konci CrFL

Pro nalezeni 5" konce CrFL byla amplifikovana cDNA knihovna za pomoci primeru
M13rev(JL) a LFY200rev (tabulka 3) zacileného do znamé sekvence CrFL (Veit et al., 2004).
PCR béZela za stejnych podminek jako pii hleddni 3" konce. Na zaklad¢ ziskané LFY-like

sekvence prodlouzené ve sméru k 5" konci genu byl navrzen novy nestovaci primer

CrLFY171rev (tabulka 3).

5.1.6.3. 5" RACE 2 + semi-nested PCR 2 a ziskani sekvence prodlouZzené

k 5" konci CrFL

1000x fedéna cDNA knihovna byla dale amplifikovana s primery M13rev(JL) a
LFY456rev (tabulka 3) s nasedanim primera pi1 60°C. PCR produkt byl 100 - 1000x nafedén
a reamplifikovan pii dvou teplotach nasedani primert 60 a 62°C s M13rev(JL) a nestovacim
primerem CrLFY171rev. PCR produkty ze semi-nested PCR s naseddnim primert pii 62°C ze
100x fedéného PCR fragmentu z RACE byly klonovany. Sekvenovanim PCR produktu o
délce asi 800 bp byla ziskana prodlouzena sekvence ve sméru k 5” konci CrFL cDNA. Na
jejim zéklad€é byly navrZzeny Ctyfi nové reverse primery CrLFY fived4rev, CrLFYfive3rev,

CrLFYfive2rev, CrLFYfivelrev (tabulka 3) zacilené blizko 5" konci ziskané sekvence.

5.1.6.4. 5" RACE 3 + semi-nested PCR 3 - bez nalezeni tplného 5" konce

CrFL
Primery CrLFYfivedrev, CrLFYfive3rev, CrLFYfive2rev a CrLFYfivelrev byly

pouzity pro dals$i RACE a semi-nested PCR ve vSech moznych kombinacich. K nalezeni

sekvence uplného 5" konce CrFL touto metodou vSak nedoslo.
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5.1.7. Analvza uplné kodujici sekvence CrFL

Ve spolupraci s laboratofi Dr. Wagnera byla ziskdna uplna nukleotidova kodujici
sekvence CrFL (EU410481). Z ni byla odvozena pfedpokladana aminokyselinova sekvence
CrFL proteinu (ABY91324) (Prusinska et al., v ptiprave). Nukleotidovd sekvence CrFL,
aminokyselinovd sekvence CrFL proteinu a alignment aminokyselinové sekvence CrFL
s LFY ortology z krytosemennych rostlin jsou uvedeny v ptilohdch 21 a 22.

CrFL je sekvencné z 54% identicky (60% podobnost) s LFY (NP 200993) z A.
thaliana. Oblasti vysoké homologie se nachazeji zejména v ramci evolu¢né konzervovanych
N a C domén (Maizel et al., 2005). Podstatné vyssi sekvencni identitu (67%) a podobnost
(76%) vykazuje CrFL s LFY homologem (CAC86163) ze Silene coeli-rosa. Blizkost CrFL a
LFY ze Silene coeli-rosa je pochopitelna, protoze Chenopodium a Silene patii do stejné

vyvojoveé vétve Caryophyllales. A. thaliana je Clenem jiné vyvojové vétve Rosidae.

5.1.8. Problémy metody RACE pii identifikaci genu a jejich feSeni

5.1.8.1. Problémy RACE

Hledani uplné kodujici sekvence geni z cDNA knihovny zaklonované v pGEM-T
Easy sebou nesla i fadu problémti. V prvé fadé tomu tak bylo proto, ze se jednalo o geny nové
identifikované, jejichZ expresni profily nebyly znamy. I kdyZz se z literatury dalo usuzovat na
tkdnovou specifitu jednotlivych gent, pfesto nebylo zndmo, jak vysoka je transkripce téchto
gentt v jednotlivych pletivech v daném cCase. Navic nebylo ziejmé, zda se nami hledané
homology CO, FT a LFY z C. rubrum u€astni indukce kveteni ve stejné roli jako u 4. thaliana
a dalSich modelovych rostlin, jejichz CO, FT a LFY ortology byly identifikovany. CrCOL,
CrFTL a CrFL jsou vesmés pomérné nizce transkribované geny a obsahy jejich cDNA
v cDNA knihovné byly tedy relativné nizke.

RACE pouzivda v PCR amplifikaci jednoho primeru zacileného do vektoru. V
templatu (cDNA knihovné) tedy kazdd kruhova molekula pGEM-T Easy se zaligovanou
jakoukoli ¢cDNA obsahuje cilové misto pro nasedani primeru zacileného do vektoru a je
potencidlnim templatem pro PCR reakci. Vybirame tedy hledany gen pouze jednim
specifickym primerem. Pokud je tento primer byt 1 jen malo specificky k jiné sekvenci cDNA
zastoupené v ramci cDNA knihovny mnohonésobné vice oproti cDNA nami hledanému genu,

bude vysledkem PCR nespecificky produkt. Celd procedura je hodné¢ nachylna ke
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kontaminacim jak primery tak PCR produktem, o ¢emz jsme méli tu moZnost opakované se
piesveédcit.

Vzhledem k nizkému zastoupeni pifedevSim CrFTLI a CrFL genli v cDNA knihovné
neposkytovalo prvni kolo PCR dostate¢né mnoZstvi produktu. To bylo feSeno pomoci semi-
nested PCR. Mnohdy vSak dochazelo k tomu, Ze byly amplifikovany nespecifické sekvence,
napf. transpozony a retranspozony. V piipadé¢ hleddni 5° konce CrFL byly opakované
amplifikovany sekvence genti, kdédujicich rozmanité DNA vazebné proteiny, viz napt. EST
pDCH2067 (tabulka 7) nebo ¢aste¢na genomicka sekvence pDCHO91 (tabulka 8).

Kombinace vysSe uvedenych faktorti vedla napi. k tomu, ze byla v ramci semi-nested
PCR amplifikovana sekvence neuplného 5° konce CrFTLI s navazujici neznamou sekvenci,
kterd neni homologni k F7. Jindy byly ziskany dlouhé sekvence tandemové spojenych PCR

primert.

5.1.8.2. Reseni problémi a zkusenosti

Ukézalo se jako vhodné navrhnout vétsi pocet primerti v jednom sméru (forward pro
hledani 3" konce a reverse pro hleddni 5" konce) a vzajemné je maximalné kombinovat jako
primery pro RACE a semi-nested PCR. Taktéz je vhodné kombinovat specifické primery
zacilené do sekvence hledaného genu nejen s primery zacilenymi do vektoru, ale téz
se SMART primery, které slouzily ke konstrukci cDNA knihovny. LepSich vysledkd bylo
dosahovano s delSimi specifickymi primery (cca 24 bazi). Velmi uzite¢né bylo piedchazet

PCR kontaminacim pouZitim Spicek s filtrem a pipetovanim ve flowboxu.

5.1.8.3. Doporuceny postup

Na zaklad¢ zkuSenosti s identifikaci nizce transkribovanych genti ucastnicich se
indukce kveteni v C. rubrum pomoci RACE se viteSeni obdobné problematiky zda byt
optimalni nasledujici postup. Po ziskani ¢astecné sekvence hledaného genu univerzalnimi
primery z DNA a ,univerzalni“ cDNA knihovny je vhodné navrhnout primery pro qPCR
analyzu a zméftit expresi genu v rostlindch v riznych ¢asech za induktivnich fotoperiodickych
podminek. Poté vybrat RNA s nejvy$Sim obsahem transkriptu hledaného genu a zni
konstruovat cDNA knihovnu. Pomoci RACE pak hledat v této knihovné. Vyplati se (Casove i
finan¢n¢) udélat vice kvalitnich cDNA knihoven, kdy kazdd cDNA knihovna je konstruovana

pro amplifikaci pouze jednoho hledaného genu, nez pouze jednu ,univerzalni“ cDNA
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knihovnu pro hleddni vSech gent. Taktéz se vyplati navrhnout vEét§i mnozstvi primert a

vyzkouSet maximum kombinaci, nez trdvit mnozstvi Casu s ne zcela optimalnimi primery.

5.2. Pocet kopii CrFTL1-like a CrFL-like sekvenci v genomu C. rubrum

V A. thaliana FT a LFY k6duji FT a LFY, dileZité integratory signali v ramci indukce

kveteni. C. rubrum je tetraploidni rostlina. Proto byl v genomické DNA C. rubrum studovan

pocet kopii CrFTLI a CrFL, kodujicich homology téchto dillezitych proteinti.

5.2.1. Pocet kopii CrFTLI-like genu v eenomu C. rubrum

V genomu C. rubrum byly pomoci Southernovy hybridizace nalezeny dvé kopie

CrFTLI-like sekvenci (obr. 23a). DNA byla stépena pomoci Hindlll, pti¢emz v sekvenci

sondy neni HindIIl misto obsazeno. Specifita sondy pro detekci CrFTLI sekvence byla

ovéfena na hybridizaci k plazmidiim nesoucim Uplnou kodujici sekvenci CrFTLI a CrFTL2

v ramci DNA DOT blotting. Test prokéazal vysokou specifitu sondy (obr. 23b).
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Obr. 23: Southernova hybridizace a DNA
DOT blotting s DIG znacenou sondou
odvozenou z kodujici sekvence CrFTLI
genu.

a) V genomické DNA C. rubrum Stépené
pomoci HindIll byly ovéfeny dvé kopie
CrFTLI-like sekvenci. M - DNA Molecular-
Weight Marker VII, DIG-labelled; ¢isla nalevo
oznacuji pocet part bazi

b) DNA DOT blot s plazmidy (vuvedeném
fedéni) nesoucimi CrFTLI nebo CrFTL2
cDNA. CrFTL2 sekvence poskytla zhruba
1000x slabsi signal.



5.2.2. Pocet kopii CrFL-like genu v genomu C. rubrum

V genomu C. rubrum byly pomoci Southernovy hybridizace nalezeny tii CrFL-like
sekvence (obr. 24). DNA byla stépena pomoci HindIIl, pfi¢emz v sekvenci sondy neni
HindIII misto obsazeno. Pro ovéfeni dostatecné citlivosti metody byly naneseny na gel spolu
s HindIII fragmenty genomické DNA C. rubrum také dvé fedéni plazmidu nesouciho témér
uplnou kédujici sekvenci CrFL. Odpovidajici mnozstvi plazmidu byla 1 ng a 0,1 ng. Jak je
vidét na obrazku 24, metoda je schopna detekovat specifickou sekvenci v mnozstvi mensim

nez 0,1 ng DNA.

M 1 2 3

Obr. 24: Southernova hybridizace s DIG znacenou sondou
odvozenou z kodujici sekvence CrFL genu. V genomické

DNA C. rubrum stépené pomoci HindIII byly ovéteny tfi CrFL-
8567 |

2477 | like sekvence. Prostiedni prouzek je slabé viditelny (oznacen

Sipkou), ale jeho ptitomnost byla potvrzena jinymi bloty.
M - DNA Molecular-Weight Marker VII, DIG-labelled; cisla

B106
4500
nalevo oznacuji pocet para bazi

o 1 - plazmid (fedéni 10~*) nesouci sekvenci, z niz byla odvozena

hybridiza¢ni sonda; mnozstvi plazmidu: 1 ng
2700 2 - plazmid (fedéni 10™*) nesouci sekvenci, z niz byla odvozena
hybridiza¢ni sonda; mnozstvi plazmidu: 0,1 ng

3 - HindllI restrikéni fragmenty genomické DNA C. rubrum

1023
1882

5.3. Genomické sekvence nové identifikovanych gent z C. rubrum

V ramci identifikace novych gend ucastnich se fotoperiodické induce kveteni u C.
rubrum byla studovana i jejich genomicka struktura, tj. délka a poloha exonli a intront.
V kapitolach 5.3.1. - 5.3.7.2. nasleduje ptehled a analyza ziskanych genomickych sekvenci
nov¢ identifikovanych gend z C. rubrum a v ptipadé LFY-like sekvenci téz z C. bonus

henricus.
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5.3.1. Ziskani genomické sekvence CrFTL1

Sekvence ttetiho intronu CrFTLI byla amplifikovana z 200x fedéné gDNA C. rubrum
za standardnich PCR podminek s naseddnim primert CrFT345For a CrFT501Rev pii 58°C.
PCR fragment byl klonovéan a sekvenovan.

Obdobné byla sekvence prvniho a druhého intronu amplifikovdna pomoci primert
FTL1-224for (zacileny do prvniho exonu) a FTL1-386rev (zacileny do tfetiho exonu) (tabulka
3). Vysledkem PCR za standardnich podminek pti nasedani primerii pfi 58°C byly dva PCR
produkty, které byly klonovany a sekvenovany. Tak byly ziskany parcidlni genomické
sekvence dvou forem CrFTLI-like gent (CrFTLIa a CrFTLID). Pro obé varianty byl na
zaklad¢ ziskanych sekvenci navrzen novy forward primer (FTL1a-5480F1 a FTL1b-5508F1)
zacileny do druhého intronu a pouzit v PCR v kombinaci s primerem CrFT720-298Rev

(zacileny do ¢tvrtého exonu). Tak byly odliSeny dvé genomické formy CrFTLI.

5.3.2. Ziskani genomické sekvence CrFTL2

Sekvence tfetiho intronu CrF7L2 byla amplifikovana z200x tedéné gDNA za
standardnich PCR podminek s naseddnim primerd CrFT787-361for (zacileny do tfetiho
exonu) a CrFT787-536rev (zacileny do ¢tvrtého exonu) pii 64°C (tabulka 3). PCR fragment
byl klonovan a sekvenovan.

Pti hledani sekvence prvniho a druhého intronu CrFTLI s primery FTL1-224for a
FTL1-386rev (viz ptedchozi kapitola) byla amplifikovana téZ sekvence, jejiz kodujici oblasti
(Cast prvniho exonu, druhy exon a ¢ast tietiho exonu) sekvencné odpovidaji CrFTL2. Primery
pro amplifikaci genomického fragmentu CrFTL1 tedy amplifikovaly téZ genomicky fragment
CrFTL2. Tak byla ziskéna sekvence prvniho a druhého intronu CrFTL2.

5.3.3. Analyza genomickych sekvenci CrFTLI a CrFTL2
5.3.3.1. Genomické sekvence CrFTLIa, CrFTLI1b

Z genomické DNA C. rubrum byla s pouzitim FT-univerzalnich primert CrFT345For
a CrFT501Rev amplifikovana genomicka sekvence ¢asti tietitho exonu, tfetiho intronu a casti
ctvrteho exonu CrFTLI o délce 902 bp (EF422350). Sekvence ttetiho intronu je 792 bp
dlouha.
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S pouZitim primert FTL1-224for (zacileny do prvniho exonu CrFTL1) a FTL1-386rev
(zacileny do tfetiho exonu CrFTL1) byly amplifikovany dva PCR fragmenty o délce cca 1300
bp a 1600 bp. PCR fragmenty byly klonovany a sekvenovany. Oba obsahuji sekvenci ¢asti
prvniho exonu, prvni intron, druhy exon, druhy intron a ¢ast tfetitho exonu CrF7L1. Byly tak
ziskany sekvence dvou genomickych forem CrFTLI. Sekvence prvniho a druhého intronu
odpovida délce 238 bp a 906 bp (forma CrFTLIa, klon pDCH5480, celkova délka klonu je
1304 bp) respektive 238 bp a 1209 bp (forma CrFTLI1b, klon pDCHS5508, celkova délka
klonu je 1606 bp). Alignment ¢asteCnych genomickych sekvenci CrFTLIa a CrFTLIb je na
obrazku 25. Sekvence casti prvniho exonu, prvniho intronu, druhého exonu a cCasti tietiho
exonu forem CrFTLIa a CrFTLIb jsou téméf identické a liSi se pouhymi péti bodovymi
zdménami. Druhé introny obou gent se oproti tomu 1i8i jednou dlouhou a deseti kratSimi
insercemi/delecemi.

Sekvenovani PCR fragmentl ziskanych primery FTL1a-5480F1 anebo FTL1b-5508F1
(specifické primery zacilené do sekvence druhého intronu) v kombinaci s primerem CrFT720-
298Rev (Ctvrty exon) potvrdilo, Zze genomicka forma CrFTL1a odpovidad ndmi identifikované
a klonované cDNA oznacené¢ CrFTLI.

Kodujici oblast genomické formy CrFTL1b je sekventné témet shodna s CrFTLIa a je
tedy ziejmé, ze vramci qPCR byly méfeny exprese obou téchto geni. Abychom mohli
spolehlivé rozliSit mRNA pro CrFTLIa a CrFTL1b, bude navrzena sada PCR primert do
znamé sekvence 5° 1 3° UTR a kombinovana se specifickymi primery zacilenymi do

koédujicich oblasti CrFTLI.

89



1 1l.exon/l.intron 100

5480_CrFTLla (1) TCAGGCCCTCTCAGGTTGTTAATCAACCAAGAGTTGAGATCGGAGGCGATGACCTTAGGACTTTCTACACCTTGGTAAGTCCCTTAGCTTTGACCTCATT
5508_CrFTL1b (1) -CAGGCCCTCTCAGGTTGTTAATCAACCAAGAGTTAAGATCGGAGGCGATGACCTTAGGACTTTCTACACCTTGGTAAGTCCCTTAGCTTTGACCTCATT
101 200
5480_CrFTLla (101) CATGAAGAAACARAGAAAATAACCCAATGTAAACTAAAGTATGAAAAGTTTGTCTCTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTGCCTTTTGTTCTTTARACAGG
5508_CrFTL1b (100) CATGARAAAACAAAGAAAATAACCCAATGTAAACTAAAGTATGAAAAGTTTGTCTCTCTTTCTTTCTTTCTTACTTTCTGCCTTTTGTTCTTTARACAGG
201 300
5480_CrFTLla (201) TACCTCTGCCATTTCTTTTAATAAATATTTCTTCCTAATAAGTCCTTCCTTTCGTATATGGTAAATTTTGATARAGAATGTTTTCATTGCTAAATGTGTG
5508_CrFTL1b (200) TACCTCTGCCATTTCTTTTAATAAATATTTCTTCCTAATAAGTCCTTCCTTTCGTATATGGTAAATTTTGATARAGAATGTTTTCATTGCTAAGTGTGTG
301 1.intron/2.exon 2.exon/2.intron 400
5480_CrFTLla (301) AATTTTTTGTAGGTGATGGTGGACCCTGATGCTCCTAGCCCAAGTAATCCACACCTGAGGGAGTACTTGCACTGGTGAGTACTCTATTTATGCTTCACCC
5508_CrFTL1b (300) AATTTTTTGTAGGTGATGGTGGACCCGGATGCTCCCAGCCCAAGTAATCCACACCTGAGGGAGTACTTGCACTGGTGAGTACTCTATTTATGTTTCACCC
401 500
5480_CrFTLla (401) CTTTTTCTCACTTTAGCATTGAAAATTTTACCGTTCGTCTTCTTACTCCCTTCCCTTAATACGAGTACTTTTGTTGATTTTGGAARAACTACAGTTTTCTG
5508_CrFTL1b (400) CTTTTT-TCACTTTTGCATTGAAAATTTTACCGTTCGTTTTCTTACTCCCTTCCCTTAGTACGGGCACTTTTGTTGATTTTGGAAAACTACAGTTTTCTG
501 600
5480_CrFTLla (501) TTTCTTGTTTGGTGGGCTAGGAAGAGGGGAAGGGGGATTTGAACTGCAAACATATCAAACAGGTCAATTAGGTTTGCTTGACTAAGCCAGGATTATACGC
5508_CrFTL1b (499) TTTCTTGTTTGGTGGACTAGGAAGAGGGAA--GGGGATTTGAACTGCAAACATAACAAACAGGTCAATTAGGTTTGCTTGACTAAG-——-——————————
601 700
5480_CrFTLla (601) TCCTGTAAATTTCCTAAAATAATAGAATTGTTACCTCTCTTGCAAGCCTCGGGTTTTTTTATA----GAAAAATATTAAAATCTACCCCTATTTCTGARA
5508_CrFTL1b (583) TCCTGTAAATTTCC--AAATAATAAAATTATTACCTCTCTTGCAAGCCTTIGGTTTTTTTTTTCAAAGGAAAAATATTAAAATCTACCTCTCTTTTTGARA
701 800
5480_CrFTLla (697) AGGATGTGAGAGAGGAACACTAGAAATTACGTTAACGAATGA: GATATCACGGTAATTAATTATGG-TGTAAAAGT
5508_CrFTL1b (681) AGGACGTGAGAGAGGAACATTAAAATTTACATTAACAAATGAAATGTACTTTTCGATTCTTGAAAGGGATATTATGGTAAATAATTATGGGTGTACAAGT
801 900
5480_CrFTLla (771) GTTGTAACTTGCAAAAATAATTTATTCACGAATTATTTATTTTGTGACAAATAACAATARAATTTATTAT-————————————— CTTGATTGATT-GATT
5508_CrFTL1b (781) GTTCTAACTTGCAAACATGATTTATTCACGATTTAATTATTTCGTGACAGATAACAATAAAAATTATTCTTTCCTATTTTCTCACTTGATTGATTTGATA
901 1000
5480_CrFTLla (856) ATTCCTAGGACATGGGAACCTTGTATTACAAATTGTAAGTTGATTTAGACAAATCAGTTA
5508_CrFTL1b (881) ATTCCTAGCACATGGGAACCTTGTATTGCAAATTATAAGTTGAATTAGTCAAATCAGTGAAAATTCTTGCTAAATACTCCCTCCATTTCTTTTTGATATT
1001 1100
5480_CrFTLla (916)
5508_CrFTL1b (981) CTTGTTTGGAAAGTTTATGTCTTCCAATGTACATTTTAAACCATTAATATATCTAATTACGTATCAGTAAAAATTATAAARATTTGATATTCTTARATAC
1101 1200
5480_CrFTLla (916)
5508_CrFTL1b (1081) TCAACGAGACARATCAAATAAGACCTCACATGACTATGTTTTATCTTATGTATTGAGAATATTTATAAGAAAATCTCAAATTGTGAATAGTTACAATATT
1201 1300
5480_CrFTLla (916) GAGTTATTGCC-AACTCTTTCATACTAGGAATAATGTTTAAGAAGACATTCTTTTTACCTTAAATCTTAT
5508_CrFTL1b (1181) CCAGACAATAACATTAAAAAGAAACGGAGGGAGTAATTGCTTAACTCTTGCATACTAGGAATAATGTTTAGGAAGACATTCTTTTTACCTTAAATCTTGT
1301 1400
5480_CrFTLla (985) CTTTTACCCCTTTTTCATTTGTACGTCAAAGGTGATTATAAAAAAAGTTCAGGAAAATTGAAGACTTTAGTAGTATTGGTTCGCTAGGTGACGTCATCAA
5508_CrFTL1b (1281) CTTCTACCCCTTTTTCATTTGTACATCAA-GGAGATTATAAAAATAGTTCAGGAAAATTGAAGACTTTAGTAGTATTGGT----TAGATGACGTCATCAA
1401 1500
5480_CrFTLla (1085) GTACATATTATGTACGTAACCCACTCTTTTTAGGGCACTCCACTAGTTCATTGCTTTTTCTCCARATGATTCTGAATTCAATCTTGGCCTTTAATTT-——
5508_CrFTL1b (1376) GTACATATTATGTACGTAACCCACTCTTTTTGGGGCACTT-----— GTTCATTGCTTTTTCTCCARATGATTCTGAAATCAATCTTGGCCTTTTATTTATT
1501 1600
5480_CrFTLla (1182) —--TTTATCTCTCTCTGTTTTTTAA TTTTTTTAATCTCATAAACTTAAAAACTGCTTTATTTATTGCTGACTAGATCTTTTTTTTTT
5508_CrFTL1b (1471) TTTTTATCTCTCCGTGTTTTTTTTACAGCGGTCTTATTTTITTTTTTATCTCATAAACATAAAAACTGCTTTATTTATTGCTGACTGGATCTAGTTTTTTT
1601 2.intron/3.exon 1639

5480_CrFTLla (1266) TTTTTTGGTGAAAAGGTTGGTGACTGATATTCCGGGGAG
5508_CrFTLlb (1571) GGAC---GTGAAAAGGTTGGTGACTGATATTCCGGGGAG

Obr. 25: Alignment casteénych genomickych sekvenci CrFTL1 (klon 5480) a CrFTLIb (klon 5508).

Pomlcky znac¢i mezery, lomitka znaci hranice exon/intron a intron/exon.

5.3.3.2. Genomicka sekvence CrFTL2
S pouZitim primertt CrFT787-361for a CrFT787-536rev byla amplifikovana sekvence

Casti trettho exonu, tfetiho intronu a c¢asti Ctvrtého exonu CrFTL2 o délce 1205 bp
(EF422358). Sekvence tietiho intronu je 1088 bp dlouha.

Kromé toho byla ziskéna ¢aste¢na sekvence prvniho a druhého intronu CrFTL2. Klon
pDCHS5500 byl ziskan s primery FTL1-224for a FTL1-386rev klonovanim cca 1600 bp PCR
fragmentu (viz ptfedchozi kapitola). Sekvence prvniho intronu ma délku 124 bp. Sekvence
druhého intronu ma délku 1230 bp. Nekteré nasSe vysledky naznacuji na moznou existenci
dalsi CrFTL2-like kopie v genomu C. rubrum. Pocet kopii CrFTL2 v genomu a ziskani jejich

sekvenci bude pfedmétem dalSiho studia.
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5.3.3.3. Srovndni genomickych struktur FT z A. thaliana a CrFTLI a
CrFTL2 z C. rubrum

Na obrazku 26 je znazornéna genomicka struktura CrFTLIa a CrFTL2 z C. rubrum
v porovnani s FT z A. thaliana. Pozice intronii jsou konzervovany, ale jejich délka se u
jednotlivych gent lisi. U CrFTL gent je oproti FT vyrazné delsi tfeti intron. Naopak prvni
introny CrF'TLa a CrFTL2 jsou oproti F'T vyrazng kratsi.

1 400 aon 1200 AG00 2000 2400 2800 bp
FT o — — —
201bp 815 bp 62 bp 13bp 30bp 124bp  Z4bp
CrFTL1a — m ——
201 bp IWmbp BEbp 06 bp 43bp 72 bp 22410
CrTL?  Comssss | T

210bp  124bp GObp 1230 bp 43bp 1085 bp 276 bp

Obr. 26: Genomicka struktura FT genu z A. thaliana ve srovnani s CrFTL1a a CrFTL2 z C. rubrum. Exony
jsou vyznaceny Cerné, UTRs Sedé€, introny bile. Pozice intronti jsou konzervovany, avsak jejich délka se u
jednotlivych gent lisi. Nad schématy struktur gent je pro orientaci osa délky v parech bazi. Délka jednotlivych

exond a intrond je vyznacena Cisly pod pfislusnymi bloky.

5.3.4. Ziskani genomické sekvence CrCOL1

Sekvence intronu CrCOLI byla amplifikovdna za standardnich PCR podminek
s naseddnim primerd CrCOintr410For a CrCOintrl1169Rev pii 58°C. Templatem byl plazmid
nesouci CrCOL genomicky fragment amplifikovany CO-univerzalnimi primery

CONDEGY94F a CONDEG307R.

5.3.5. Analvza genomické sekvence CrCOLI

Ptimym sekvenovanim primery CrCOintr410For a CrCOintrl169Rev byla ziskana
sekvence intronu CrCOLI. Intron se nachazi v konzervované pozici a jeho délka je 769 bp.
Délka a sekvencni prislusnost k CrCOLI byla odvozena na zdklad¢ alignmentu ziskané
genomické sekvence se sekvenci CrCOLI z cDNA (viz ptiloha 23). Intron CrCOL1 (769 bp)
je vice nez 3x delsi nez intron genu CO (233 bp) a vice nez 7x delsi nez intron genu COL],

(109 bp) z A. thaliana
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5.3.6. Ziskani genomickvch sekvenci CrFL a dvou LFY-like z C. bonus henricus
5.3.6.1. Prvni intron CrFL

Sekvence prvniho intronu CrFL byla amplifikovana z200x fedéné gDNA za
standardnich PCR podminek s nasedanim primeri CrLFYintlForl a CrLFYintlRevl pfi
64°C (tabulka 3).

5.3.6.2. Hledani druhého intronu v CrFL a v LFY-like z C. bonus henricus

Genomicka DNA z C. rubrum, C. murale, C. quinoa a C. bonus henricus byla
amplifikovana pomoci primeri LFY800For a LFY456Rev v gradientu 54-60°C. Protoze
LFY800For je zacilen do druhé¢ho exonu a LFY456Rev do tietiho exonu, mél by PCR
fragment ziskany z genomickych DNA obsahovat druhy intron. Avsak ziskany PCR produkt
se velikosti rovnal PCR produktu ziskanému stejnymi primery z cDNA. Hledany intron tedy
neobsahoval. PCR vSak mohla amplifikovat slaby prouzek nedetekovatelny na gelu,
amplifikovany z paralogniho dosud nezndmého genu CrFL-like. Abychom zjistili jeho
piipadnou existenci a velikost, gel se 100x nafedénymi rozdélenymi PCR produkty jsme
hybridizovali. V ramci Southernovy hybridizace s CrFL specifickou sondou byl v C. rubrum
stejné jako v C. murale a C. quinoa detekovan jediny prouzek o stejné délce (asi 450 bp).
V tetraploidnim C. bonus henricus byly detekovany prouzky dva. Jeden z nich odpovidal
velikosti prouzku nalezenému u tfi zminénych druha rodu Chenopodium, druhy byl delsi (asi

700 bp) (obr. 27).

54°C 58°C
Cr Cmur  Cgqiu  Cbh Cr Cmur  Cqiu  Cbh

700 bp

450 bp

Obr. 27: Southernova hybridizace PCR fragmenti amplifikovanych primery LFY800For a LFY456Rev
z gDNA C. rubrum (Cr), C. murale (Cmur), C. quinoa (Cqui) a C. bonus henricus (Cbh) se sondou
specifickou k CrFL sekvenci. Teplota nasedani primerd pii 54°C a 58°C. PCR fragmenty nanesené na 1,2%
TAE gel byly 100x nafedény.

PCR s primery LFY800For a LFY456Rev zcDNA C. rubrum poskytla produkt o
délce asi 450 bp a sekvenovanim byla ziskana ¢astecnd kodujici sekvence CrFL. Z gDNA C.

rubrum byl amplifikovan PCR produkt o téze délce (oveéfeno Southernovou hybridizaci).
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Abychom ovétili moznost existence dlouhého druhého intronu CrFL, byla gDNA C. rubrum
amplifikovana za standardnich PCR podminek snasedanim primerd LFY800For a
LFY456Rev pii 56°C se 3 min extenze. Takto lze amplifikovat PCR produkty az do délky
kolem 3 kb. Zadny delsi PCR produkt viak amplifikovan nebyl.

PCR produkty amplifikované primery LFY800For a LFY456Rev z gDNA C. bonus
henricus byly rozklonovany a pomoci testovani na pritomnost CrFL-like sekvence metodou
DNA DOT blotting byly vybrany plazmidy nesouci krat$i (CbALFY1) 1 del§i (ChhLFY2) LFY-

like fragment a sekvenovany.

5.3.7. Analvza genomickvch sekvenci CrFL-like z C. rubrum a CbhLFYI a
CbhLFY2 z C. bonus henricus

5.3.7.1. Sekvence prvniho intronu CrFL-like z C. rubrum
Z genomické DNA C. rubrum byl primery CrLFYintlFor a CrLFYintlRev

amplifikovan PCR fragment nesouci ¢ast prvniho exonu, prvni intron a ¢ast druhého exonu
CrFL. PCR fragment byl 1x pfimo sekvenovan z obou stran stejnymi primery. Délka prvniho
intronu CrFL-like je 427 bp a byla odvozena na zdklad€ alignmentu genomické sekvence
s uplnou kodujici sekvenci CrFL (EU410481). Kodujici oblasti ze ziskané genomické
sekvence nejsou zcela homologni s kodujici sekvenci CrFL (EU410481). To by bylo moZzno
pficitat chybovani Taq polymerazy. Vzhledem ke tfem kopiim CrFL-like sekvenci v genomu
C. rubrum (Southernova hybridizace, kapitola 5.2.2.) ovS§em také nelze vyloucit, Ze se jedna o
genomickou sekvenci jiné kopie LFY-like genu nez CrFL. Ziskand genomickd sekvence je
uvedena na obr. 28. Prvni intron ziskané LFY-like kopie (427 bp) je podobné dlouhy jako
prvni intron LFY z A. thaliana, ktery ma délku 470 bp.

1 cttcttgttg gggaacgtta cggcattaag gctgcaatcc gtgcagagag acgccgtctt
61 gaagagcttg aggagtcccg ccgccaccgt cacaaccaca tgagttactc gaatacgccc
121 ccgcccgatt cgactcacca ccctcttgat gccctctctc aggaaggtaa acactcggac
181 cgtgacactc ctacattgtt aaatatgatc ttaattaagc atatacatac tcctataata
241 ttggaataat aagttgcatg tggcaaggtt aggatgccct agattacctc ttaatttggt
301 gaactgtgca aagaaacaac agttgggatt aataataagt aggaggtata taatgtactt
361 atatgcatat ttgacaagtg tatattgata ttgtaaagct aacaattcat actcatattg
421 tatgtgttga tcgtttatga aagcttacag attaagaacc ttcaaaaatt aagaaccttc
481 aaaagatcaa aacaatcttg cttattccga attgatgaag aagatagtaa atgtttagtc
541 caataccaaa ttcatttaag attgacactt acgtacacta tactggacta caggactatc
601 agaggaagga gtacatgaga aagaggtagt cggaagtggt ggcgggaact gggaaatggg
661 ggg

Obr. 28: Genomicka sekvence z C. rubrum odpovidajici ¢asti prvniho exonu, prvnimu intronu a casti

druhého exonu CrFL-like genu. Tucné je zvyraznéna sekvence intronu, standardnim pismem sekvence exond.
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5.3.7.2. Genomicka sekvence CrFL z C. rubrum a CbhLFYI a CbhLFY?2

z C. bonus henricus v oblasti druhého intronu

Druhy intron v CrFL z C. rubrum nebyl nalezen. Na zakladé shodné velikosti PCR
produktu (450 bp) z cDNA 1 gDNA lze usuzovat na ptitomnost jedné CrFL-like kopie bez
druhého intronu. Neni v8ak vylouceno, Ze v genomu C. rubrum existuji jiné kopie CrFL, které
druhy intron mohou obsahovat. U druhu C. bonus henricus byly ziskany dveé Céstecné
genomické LFY-like sekvence (CbhLFYI a CbhLFY2). Na nasledujicich dvou stranach je na
obrazku 29 alignment ChALFY1, CbhLFY2 a kompletni sekvence CrFL z cDNA.
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CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

CrFL
CbhLFY1
CbhLFY2

1 100
ATGGATCAAGACCCATTTACAGCAAGTGTTCCTCAGCCGAGCACGGCTCAAGCGCCGCCCCCTACGCTGCCTCCGTATCTTGCGCGAGGGCTGCTAGGGA

101 200
TAAGAGATATACCTGGAGTGGGAATGGGAATGGGAATGGGTGTGGGAATGGGAATGAGTATGCAGGGAATTGCTATGGGAATTCCAGGAAATGCTGCTGC

201 300
TGTTACTGCAGGAGCAGGAGCAAATTCAGGTTCTGGTGGCTTGGAAGAGTTATTCCAAGCGTACGGTATAAGGTATTACACGGCGGTGAAAATAGCGGAG

301 400
ATGGGATTCACGGTGAACACACTAGTGGACATGAAGGAGGAAGAAGTGGATGAGATGATGAACAGCCTTTCTCACCTCTTCCGGTGGGACCTTCTTGTTG

401 500
GGGAACGTTACGGCATTAAGGCGGCAATCCGGGCTGAGAGACGCCGTCTTGAGGAGCTTGAGGAGTCCCGCCGCCACCGTCACAACCACATGAGTTACTC

501 l.exon / 2.exon 600
GAATACGCCCCCGCCCCCGCCCGATTCGACTCACCACCCTCTTGATGCCCTCTCCCAGGAAGGACTATCAGAGGAAGGAGTACATGAGAAAGAGGTAGTC

601 700
GGAAGTGGCGGCGGAAACTGGGAAATGGGGGGAGCACCTCCTAAGAACCAACAGACAAGTCATCAGGATCATCAACAGAGAAAAAAACACAGGAAACAGC

701 800
AGCATCTTCAAGCGAGGAACACGGTCCAAAACATGATGACCTTAACAGCTGCTAATAGGAAATTAGTAGGGCAAGAAACTGGTAGAGTAATAGGGAACCA

LFY800For 901
801 SESSSSSSSSSSSS>>
TCATAACAGCAGTAACATCGATGATGACATGGAAGAAGAGGAAGTAGACGACGATGAGGATGGTGGCGGAGGTGGTGGAATTACCGAAAGGCAAAGGGAA
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— CGAAAGGCAAAGGGAA
901
>>>> 1000

CACCCCTTCATTGTAACTGAGCCAGGAGAAGTAGCGCGAGGGAAGAAGAATGGATTGGATTATTTGTTCCATTTGTATGAGCAATGCCGTGAATTTTTGC
CACCCCTTCATTGTAACTGAGCCAGGAGAAGTAGCGCGAGGGAAGAAGAATGGATTGGATTATTTGTTCCATTTGTATGAGCAATGCCGTGAATTTTTGC



1001 2.exon / 2.intron 1100
CrFL (1001) TACAAGTTCAAAACATTGCTAAGGAGCGTGGTGAAAAATGCCCTACTARAG == == == == == == == —m —m o oo

CbhLFY1  (117) TACAAGTTCAAAACATTGCTAAGGAGCGTGGTGAAAAATGCCCTACTAAG- === === == === mmmmmmm —m o mmmmm oo e
CbhLFY2 (1) mmmmmmm e e e CGAAAGGCAAAGGGAACACCTAGAATAAAGGAAATTCCARAATAC
1101 1200
CrFL (1049) ===—————— e e
CbhLFY1 (165) ====———— e
CbhLFY2 (46) TGGTCAATATTAAACTTCAAAGTATTGATTTCTGTTTATATGAAACAACTCTCACAAGATTATGCCTGTTTGGTACTTCATTGATAAATGCTAACAGGTT
1201 1300
CrFL (1049) ===————— e
CbhLFY1 (165) ====———— e
CbhLFY2 (146) CTATCAGAAAATTTGGTTCGAGATAGAAGTAATAATGGCTATTCTTTATGTAATTAATAAAGACAGGGAATTCTTTATAGTTTTAATTTTGAAGTAGATT
1301 1400
CrFL (1049) ===————— e e
CbhLFY1 (165) ====———— e
CbhLFY2 (246) AGTTAAGGTGCCTAGACGTTTCACCCCTACTCTGCCTAATAAATGCTGGGGTTTTTTGCTACTTGTATGCGAGTTGCTTGCTTTCCAGGACCAAAAATCG
1401 2.intron / 3.exon 1500
CrFL (1049) ———— GTAACCAACCAGGTAT
CbhLFY1 (165) ——=——— e GTAACCAACCAGGTAT
CbhLFY2 (346) GAAAAATACAAATAAAAAGCACTTAAATGTTAAATCTTTGGGTAATATAGCATAGTTCTGTTCTGACCGTGAAGAAAAACACAGGTAACCAACCAGGTAT
1501 1600
CrFL (1067) TCAGATTCGCAAAGAAAGCAGGAGCAACGTACATCAACAAACCCAAAATGAGGCACTATGTGCATTGCTACGCTCTCCACTGCCTAGACGAGGAGACATC
CbhLFY1 (183) TCAGATTCGCAAAGAAAGCAGGAGCAACGTACATCAACAAACCCAAAATGAGGCACTATGTGCATTGCTACGCTCTCCACTGCCTAGACGAGGAGACATC
CbhLFY2 (446) TCAGATTCGCAAAGAAAGCCGGAGCAACGTACATCAACAAACCAAAAATGAGGCACTACGTGCATTGCTATGCTCTCCACTGCCTAGACGAGGAGACATC
1601 1700
CrFL (1167) CAACGCCCTGAGAAGAGCCTTCAAAGAGAGAGGAGAAAATGTAGGTGCTTGGAGGCAGGCCTGTTACAAGCCCCTGGTTGCAATTGCTGCGCGCCAAGGG
CbhLFY1 (283) CAACGCCGTGAGAAGAGCCTTCAAAGAGAGAGGAGAAAATGTAGGTGCTTGGAGGCAGGCCTGTTACAAGCCCCTGGTTGCAATTGCTGCGCGCCAAGGG
CbhLFY2 (546) CAATGCACTGAGAAGAGCCTTCAAAGAGAGAGGAGAGAATGTAGGTGCCTGGAGACAGGCCTGTTACAAGCCACTGGTTGCGATAGCTGCACGCCAAGGG
1701 1800
CrFL (1267) TGGGATATTGATGCCATCTTCAACTICCCACCCACGCCTCTCCATTTGGTATGTACCCACCAAGCTCCGCCAGCTTTGTCATGCTGAGCGCAGTTCTAATA
CbhLFY1 (383) TGGGAT--TGATGCCATCTTCAACCCCCACCCACGCCTCTCCATTTGGTATGTACCCACCAAGCTCCG=======—==——————mmmm o —— ——
CbhLFY2 (646) TGGGATATTGATGCCATCTTCAACTICCCACCCACGCCTCTCCATTTGGTATGTACCCACCAAGCTCCG========—=————— e m e ——
LLLLLL L L L L L L L L ek
LFY456rev

1801 1853

CrFL (1367) ATGCAAGCAACTCCATCTCTGCTGGTGCTGGACCCCACCATCTTCCTTTCTAG

CbhLFY1 (449) ===

CbhLFY2 (714) —————mmm e e

Obr. 29: Alignment ¢asti LFY-like genomickych sekvenci ChhLFY1 a CbhLFY2 z C. bonus henricus ziskanych primery LFY800For a LFY456Rev a kompletni
kodujici CrFL sekvence z C. rubrum. Pomlcky znaCi mezery, lomitka znaci hranice exonl. Nad a pod sekvenci jsou vyznaceny primery LFY800For a LFY456Rev.

Sekvence CbhLFY1 se sklada z ¢asti druhého a tietiho exonu, bez druhého intronu. Sekvence ChALFY?2 je tvorena ¢asti druhého intronu a ¢asti tietiho exonu.
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Krat$i fragment CHALFYI (448 bp) je sekvencné témét totozny s usekem CrFL
z cDNA ziskanym primery LFY800For a LFY456Rev a odpovida ¢asti druhého a Casti tretiho
exonu, bez druhého intronu. Zda se tedy, ze v genomu C. bonus henricus existuje alespon
jedna LFY-like kopie bez druhého intronu. V ramci 448 bp dlouhé sekvence se ChhALFY1 1isi
od odpovidajici kodujici sekvence CrFL (450 bp) dvémi bodovymi zaménami a jednou
kratkou deleci dvou bazi. Dva rtizné sekvencni behy existenci této delece potvrzuji. Nejedna-
li se o chybu aTaq polymerazy (sekvenovan byl pouze jeden klon), pak by delece zptisobovala
posun cteciho rdmce ve vysoce konzervované oblasti kodujici C doménu pifedpoklddaného
CbhLFY1 proteinu (obr. 30). ChhLFYI je genomickéd sekvence a nevime tedy, je-1i viibec
transkribovana. Je mozné, ze se jedna o pseudogen.

Delsi genomicky fragment ChhLFY2 (celkova délka 713 bp) je srovnatelny s
CbhLFYI 1 CrFL. 427 bp od 5" konce ziskané CbhLFY2 sekvence odpovida ¢asti druhého
intronu. Usek 286 bp od jeho 3" konce odpovidd &asti tfettho exonu od jeho zadatku
k netiplnému konci. V tomto useku se liSi sekvence CbhALFY2 a CrFL ttinacti bodovymi
zaménami. Ty jsou vSak synonymni a aminokyselinova sekvence CbhLFY2 je zcela totozna
s odpovidajici sekvenci CrFL proteinu (obr. 30). Hranice druhého intronu a tfetiho exonu
CbhLFY2 odpovida poziciu LFY z A. thaliana.

NaSe predbézné vysledky (Southernova hybridizace, kapitola 5.3.6.2. a PCR z cDNA a
gDNA C. rubrum) naznaCuji existenci CrFL-like kopie bez druhého intronu v genomu C.
rubrum stejné, jak je tomu vptipad¢ C. bonus henricus. DalSimi kroky ke
kone¢nému objasnéni genomické struktury LFY-like gend v C. rubrum a C. bonus henricus
bude navrzeni novych PCR primert na zaklad¢é uplné CrFL sekvence a ziskanych sekvenci
CbhhLFY. S nimi budou amplifikovany tpIné sekvence intront LFY-like genti z C. rubrum 1 C.

bonus henricus.



1 90

SLFY (1) MDODPETASLFKWDYPRGGTTTGINQASVPVPPPOSIPAYLARGLLASGY-PGVGMGMGMGMSMOGI SMANSQLCGGSSNNNVENNSNNN
CrFL (1) MDQDPFTASVP-------—-——-——- QPSTAQAPPPILPPYLARGLLGIRDIPGVGMGMGMGVGMGMSMOGTIAMGI PGNAAAVTAGAGANS
CbhLFY1 (1) —mmm
CbhLFY2 (1) ——mmmmm
91 180
SLFY (90) N-GGLEELFQAYGIRYFTAAKIAEMGEFTVNTLVDMKEEELEDMMNSLSHLFRWDLLVGERYGIKAAIRAERRRLDDLEDSRRHRHHNHHN
CrFL (77) GSGGLEELFQAYGIRYYTAVKIAEMGEFTVNTLVDMKEEEVDEMMNSLSHLFRWDLLVGERYGIKAAIRAERRRLEELEESRRHRH-NHM-
CbhLFY1 (1) —mmm
CbhLFY2 (1) —mmm
181 1l.exon/2.exon 270
SLFY (179) NNLISYSNTPPHE--SGHHPLDALSQEGLSEEAGVHEKEVVVSGGGGGGGGSWEMVTGNGAVQY-QORKKRRHPPQOOQLARKTTMMGGS
CrFL (165) ----SYSNTPPPPPDSTHHPLDALSQEGLSEE-GVHEKEVVGSGGGNWEMGGAPPKNQQTSHODHOORKKHRKOQOHLOARNTVONMMTLE
CbhLFY1 (1) —mmm
CbhLFY2 (1) —mmm
271 360
SLFY (266) RKGLEGRLIINNNNNNNLDDEMDDEDEVE----DDDLDHGGGGGGGGGVCVERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDY LFHLYEQCREFLL
CrFL (250) AANRKLVGQETGRVIGNHHNSSNIDDDMEEEEVDDDEDGGGGGGIT----- ERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLL
CbhLFY1 (1) —————— === ERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLL
CbhLFY2 (1) —mmm
361 2.exon/3.exon 450
SLEY (352) QVONISKBRGEKCPTKVTNQVFRFAKKAGATYINKPKMRHYVHCYALHCLEEBTSNALRRAFKERGENVGAWRQACYKPLVAIAGRQGWD
CrFL (335) QVONIAKERGEKCPTKVTNQVFRFAKKAGATYINKPKMRHYVHCYALHCLDEETSNALRRAFKERGENVGAWRQACYKPLVAIAARQGWD
CbhLFY1 (40) QVONIAKERGEKCPTKVTNQVFRFAKKAGATYINKPKMRHYVHCYALHCLDEETSNAMRRAFKERGENVGAWRQACYKPLVAIAARQGWD
CbhLFY2 (1) === KVTINQVFRFAKKAGATYINKPKMRHYVHCYALHCLDEETSNALRRAFKERGENVGAWRQACYKPLVAIAARQGWD
451 498
SLFY (442) IDSIEFNSHPRLSIWYVPTKLRQLCHAERSSSSAT-SIVAP--—-- LPF
CrFL (425) IDAIFNSHPRLSIWYVPTKLROLCHAERSSNNASNSISAGAGPHHLPF
COhLFY1 (130) -CHEQPPPTPLHEVCTHQAP--—=--=—=-—=———————————————————
CbhLFY2  (75) IDAIENSHPRLSIWYVBTKL--—-------————----—————————-

Obr. 30: Alignment predpokladanych aminokyselinovych sekvenci proteini - uplnych sekvenci SLFY ze
Silene coeli-rosa (CAC86163) a CrFL z C. rubrum a ¢astenych sekvenci CbhLFY1 a CbhLFY2 z C. bonus

henricus. Poml¢ky znaci mezery, lomitka znaéi hranice exond.

5.4. Vliv riznych fotoperiodickych podminek na expresni profily nové
identifikovanych genii z C. rubrum

Pro objasnéni funkce nové identifikovanych genti z C. rubrum a jejich ucasti na
fotoperiodické indukci kveteni u této kratkodenni rostliny byly zméteny exprese téchto genti
za podminek vedoucich k indukci kveteni 1 za podminek, které ke kveteni nevedou. Zamétili
jsme se predevSim na semenacky s rozvitymi déloznimi listky. Kromé toho jsme zkoumali
exprese nove identifikovanych gentll 1 u 15-ti dennich rostlin s pravymi listy. Semenacky byly

odebirany po dvou na jeden vzorek.

5.4.1. Semenacky: stalé svétlo, jedna a tf1 induktivni periody tmy

Expresni profily jednotlivych geni byly méfeny v5 dni starych semenaccich
vystavenych jedné, anebo tfem po sobé jdoucim induktivnim perioddm tmy 12 hod tma /12
hodin svétlo po dobu 72 hodin. Kontrolni rostliny byly péstovany na stalém svétle. Kveteni
bylo uréovano u 17-20 Ctrnactidennich rostlin z kazdého svételného rezimu. Jedna 12 hod

trvajici tma indukovala ke kveteni 94% rostlin, tfi faze tmy 100% rostlin a rostliny péstované
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na stalém svétle nekvetly. Hladiny mRNA jednotlivych genti se ménily nasledujicim

zpusobem.

5.4.1.1. Jedna a tfi induktivni tmy koreluji se vzristajicimi hladinami

CrFTLI mRNA a mirou kveteni

Exprese CrFTLI pti kontinualnim fotoperiodickém reZimu 12 hod tma/12 hod svétlo
osciluje v diurndlnim rytmu s maximy uprostied faze svétla. Pokud po prvni fazi tmy
nasleduje stalé svétlo, diurndlni rytmus se vytradci a prvni maximum je nasledovano pouze
slabym zvySenim exprese po 30-36 hodinach (obr. 31). To ukazuje na silnou pottebu tmy pro
expresi CrF'TL1. V kontrolnich rostlinach na stalém svétle byly naméfeny velmi nizké hladiny
CrFTLI. Maximalni hladiny CrFTLI po trech fazich tmy vradmci kontinualniho
fotoperiodického reZimu 12 hod tma/12 hod svétlo koreluji se 100% indukci kveteni. Zhruba
¢tyfnasobné nizsi hladiny CrFTLI po jedné tmé trvajici 12 hodin koreluji s o0 néco niz8i (94%)

indukci kvetent.

45 - Obr. 31: Relativni exprese CrFTLI v 5 dni starych
semenaccich C. rubrum. Rostlinky prosly stalym

svétlem (LL), jednou (1D) anebo tiemi (3D)

40 -

35 1 induktivnimi fotoperiodickymi rezimy 12 hod tma /12

20 - hod svétlo.

Primémé hodnoty a smeérodatné odchylky byly

25 + xroz Yoo R yu o x £ x1
spocitany ze Ctyf nezavislych méfeni dvou semenacku.
20 - Pod grafem je schématicky znazornéna délka faze tmy

a faze svétla.

Relative CrFTL1 expression

Time (h)
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5.4.1.2. Jedna a tfi induktivni tmy nemaji vliv na hladiny CrF7L2 mRNA

CrFTL?2 je exprimovano konstitutivné (obr. 32). V ramci vSech tii fotoperiodickych
rezimi byly naméfeny zhruba stejné hladiny mRNA, které jsou asi 3x vyS$$i nez nejvyssi

hladiny CrFTLI mRNA namétené po tfech induktivnich fotoperiodach.

Obr. 32: Relativni exprese CrFTL2 v 5 dni

starych semenaccich C. rubrum. Rostlinky prosly

stalym svétlem (LL), jednou (1D) anebo tiemi (3D)
induktivnimi  fotoperiodickymi rezimy 12 hod
tma/12 hod svétlo. Primérné hodnoty a smérodatné

odchylky byly spoéitany ze ¢tyi nezavislych méfeni

dvou semenackd. Pod grafem je schématicky

20 - znazornéna délka faze tmy a faze svétla.

Relative CrFTL2 expression

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 (h)
B T

5.4.1.3. Pravidelné stiidani svétla a tmy zplsobuje rytmickou expresi

CrCOL s maximy na konci fazi tmy

Byla studovana exprese Ctyf identifikovanych forem CrCOL transkriptl: sestfizené
(CrCOls) a nesestiizen¢ (CrCOLI) sekvencni formy CrCOLI a sesttizené¢ (CrCOLZ2s) a
nesestiizené (CrCOL?2) sekvencni formy CrCOL2.

Transkripéni profily vSech Ctyf forem CrCOL genti jsou v podstaté identické a mirné
se lisi jen vySkami hladin mRNA. Vrdmci maxim exprese CrCOL za induktivnich
fotoperiodickych rezimi je nejvice CrCOLI mRNA a nejméné CrCOL2s mRNA (obr. 33).

Za fotoperiodického rezimu tii dni s tfemi fAzemi 12 hod tmy a 12 hod svétla vykazuji
CrCOL transkripty rytmickou expresi s maximy na konci fazi tmy. Perioda odpovida zhruba
24 hodindm. VSechna tfi maxima jednotlivych CrCOL mRNA jsou zhruba stejné€ vysoka.

Pti aplikaci jedné induktivni periody tmy je maximum CrCOL transkriptli na konci
faze tmy. S rozbfeskem hladiny transkriptd klesaji na minimum okolo druhé subjektivni tmy a
poté se opét zvySuji az dosahuji druhého niz§itho maxima kolem zacatku druhého
subjektivniho dne (po 29 hodinach po prvém maximu). Tieti maximum se vyskytuje ke konci
ttetiho subjektivniho dne v 69. hodin€ a svou vysi je srovnatelné s druhym maximem a asi

pétinové viaci prvnimu maximu.
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Za stalého svétla jsou CrCOL exprimovany s naznakem rytmu s hladinami mRNA
odpovidajicimi minimim hladin CrCOL mRNA pfi aplikaci tfi induktivnich fazi tmy.

Pravidelné¢ stfidani svétla a tmy zplsobuje rytmickou expresi CrCOL. Z méteni hladin
CrCOL transkriptli za téchto fotoperiodickych podminek vyplyva, Ze pro transkripci CrCOL
genll je potfeba fidze tmy, na jejimz konci jsou CrCOL geny transkribovany maximalné.
Rytmicita exprese pretrvava, avSak s mnohem niz§i amplitudou 1 za stalého svétla

nasledujiciho po jedné fizi tmy. To naznaCuje inhibicni efekt svétla na tvorbu CrCOL

s Lo
transkriptd.
a b
LL —e— CrCOLTs 1D —e— CrCOL1s
—8— CrCOL1 —a— CrCcoL1
CrCOL2s
800 orooL2 800 CrCOL2s
o 700 g 700 CrCoL2
$ 600 g 600 o
S 500 >x 500 o
X ) %
8 400 2 400 /'
H S 300
g %0 ® 200
S 200 o 2 100 {® *_»_;\.' L r:—f‘*”"‘-‘x\,u »\,.,/.’*\;.
R D S i o ST SR o 0 +——— . SL
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c d

Obr. 33: Expresni profily ¢tyf forem CrCOL transkripti v semenacécich C. rubrum a) za stalého svétla
(LL), b) jednoho (1D) a c) t¥i (3D) po sobé jdoucich induktivnich fotoperiodickch rezimi 12 hod tma /12
hod svétlo. Expresni profily CrCOL1I d) za vSech ti'i fotoperiodickych rezimu. Pod grafy je schématicky

znazornéna délka faze tmy a faze svétla. Primérné hodnoty byly spocitany z jednoho méfeni dvou semenacka.

5.4.1.3.1. Maxima CrCOLI za tmy odpovidaji minimim CrFTLI a

za svétla naopak
Obrazek 34 ukazuje vzajemny pomer expresi CrCOLI (jakozto zastupce CrCOL
transkriptll) a CrFTLI za induktivniho fotoperiodického rezimu. Maxima CrCOLI za tmy
odpovidaji minimiim CrFTLI. Naopak minima CrCOLI za svétla odpovidaji maximiim

CrFTLI.
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Obr. 34: Vzajemny pomér expresi CrCOL1 a CrFTL1 v prubéhu ti induktivnich fotoperiodickych rezimi
12 hod tma/12 hod svétlo. Maxima CrCOLI odpovidaji minimim CrFTLI a naopak. Pod grafy je

schématicky znazornéna délka faze tmy a svétla.

5.4.1.4. Jedna a tfi induktivni tmy koreluji se vzristajicimi hladinami
CrFL mRNA a mirou kveteni

Na stalém svétle jsou hladiny CrFL mRNA konstantné nizké. Po aplikaci jedné anebo
tfi induktivnich svételnych rezim 12 hod tma/l12 hod svétlo se tteti den zacinaji zvedat
(zhruba 10x po aplikaci tfi induktivnich fotoperiod) (obr. 35). Maximalni hladiny CrFL po
ttech fazich tmy v rdmci kontinudlniho fotoperiodického rezimu 12 hod tma/12 hod svétlo
koreluji s maximalni indukci kveteni (100%). Zhruba polovi¢ni hladiny CrFL po jedné tmé

trvajici 12 hodin koreluji s niz$i (94%) indukci kveteni.

145 L Obr. 35: Expresni profily CrFL v semenaccich
L s 1D | C. rubrum p¥i jednom (1D) a tiech (3D) po sobé
10 4 —

> | jdoucich induktivnich svételnych reZimech 12

hod tma/12 hod svétlo. Kontrolni rotliny byly

a»

péstovany na stalém svétle (LL). Primérné

hodnoty byly spo€itany ze ¢tyf nezavislych méfeni

Relalive CrFL expression

(=] (3% -
i i

(4] o

0 &8 12 18 24 30 38 42 48 54 680 68 72 {h) , gna délka faze tm 4 &t
| I T I I | znazornena delka 1aze tmy a 1aze svetla.

dvou semenackd. Pod grafy je schématicky
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5.4.2. Semenacky: stalé svétlo, razné€ dlouhé periody tmy

Zjistovali jsme vliv délky periody tmy na exprese nove identifikovanych gent.
Expresni profily jednotlivych genti v semenaécich byly méteny po dobu 24 hodin po 4, 6,
anebo 12 hodinach tmy. Kontrolni rostliny byly péstovany na stadlém svétle. Stadium kveteni
analyzované u Ctrnactidennich rostlin ukazalo kveteni 90% rostlin po jedné 12 hod trvajici
tmé a 20% u rostlin po indukci Sesti hodinami tmy. Rostliny, které proSly 4 hod tmy a stalym

svétlem, nekvetly.

5.4.2.1. Délka faze tmy koreluje s vysi hladin CrFTL]I transkriptu

Exprese CrFTL1 v semenaccich C. rubrum je zéavisla na délce temné faze. Pétidenni
semendcky C. rubrum mohou byt indukovany ke kveteni jednou fazi tmy - optimalné 12
hodin dlouhou, kratsi faze tmy indukuji ke kveteni pouze ¢astecné. Tato zjisténi zcela koreluji
s postupnym narastem mnoZzstvi transkriptu CrFTLI za stalého svétla a po 4, 6 a 12 hod
trvajici fazi tmy.

Hladina exprese CrFTL1 se zvysSila zhruba 20x po fazi tmy trvajici 12 hodin a 6x po 6
hodinach tmy. Po ¢tyfech hodindch tmy a na stadlém svétle zlstala hladina CrFTLI mRNA
konstantné nizka (obr. 36).

Vyse hladin CrFTLI 12 hod po skonceni tmy koreluje s délkou tmy. Vyrazn€j$i nartist
CrFTLI nastal az po Sesti hodindch tmy, ktera vyvolala kveteni u 20% rostlin.
Dvanactihodinovéa tma vyvolala 90% kveteni. Pomér relativnich hladin CrF7L1 naméfenych
po Sesti hodinach tmy oproti vystaveni ¢tyfem hodinam tmy je 5,8. Pomér relativnich hladin
CrFTL1 namétenych po dvanacti hodinach tmy oproti vystaveni Sesti hodindm tmy je 3,1.
Zhruba Sestinasobny nartst hladin CrFTLI je potteba k vyvolani kveteni alespont u ¢asti
rostlin (20%) ve srovnani s hladinami CrFTL tvofenymi po 4 hod tmy (nekvetou). Pouze
trojnasobné zvyseni hladin CrFTL]1 je pak potieba ke zvySeni indukce kveteni z 20% na 90%.
Zda se tedy, ze existuje prahovd hodnota hladin CrFTLI transkritpu, ktera vede k indukci
kveteni alespot u malého procenta rostlin. Tato prahovd hodnota bude blizkd relativni

hodnoté CrFTLI namétené u rostlin indukovanych ke kveteni Sesti hodinami tmy.
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Obr. 36: Expresni profily CrFTLI v semenaccich C.

rubrum. Semenacky byly péstovany pét dni na stalém

svétle a poté byly v ¢ase 0 piesunuty do tmy a prosly 4

hod tmy (D4), 6 hod tmy (D6), anebo 12 hod tmy (D12).

Rostliny, které pro§ly 6 hodinami tmy, byly ptesunuty do

tmy v ¢ase -2 hod. Kontrolni rostliny byly péstovany na

stalém svétle (LL). Primémé hodnoty a smérodatné

odchylky byly spoéitany z osmi nezavislych méfeni ¢tyr

semenackl. Pod grafem je schématicky znazornéna délka

faze tmy a faze svétla.

5.4.2.2. Délka faze tmy nema vliv na vys$i hladin CrFTL2 transkriptu

CrFTL2 je exprimovano konstitutivné. V ramci vSech tii fotoperiodickych rezimt

byly naméfeny zhruba stejné hladiny mRNA. Ty odpovidaji hladindAm naméfenym u

semenackil na stalém svétle a vystavenym jedné, anebo tiem po sobé jdoucim induktivnim

fotoperiodickym rezimiim 12 hod tma/12 hod svétlo (obr. 37).
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Obr. 37: Expresni profily CrFTL2
v semenaccich C. rubrum. Semenacky
byly péstovany 5 dni na stalém svétle a
poté byly v ¢ase 0 presunuty do tmy a
prosly 4 hod tmy (D4), 6 hod tmy (D6),
anebo 12 hod tmy (D12). Rostliny, které
prosly 6 hodinami tmy, byly pfesunuty do
tmy v Case -2 hod. Kontrolni rostliny byly
péstovany na stalém svétle (LL). Pod

grafem je schématicky znazornéna délka

faze tmy a faze svétla. Primérné hodnoty a smérodatné odchylky byly spocitany z osmi nezavislych méfeni Ctyr

semenackul. Pod grafem jsou schématicky znazornény délky faze tmy a faze svétla jednotlivych fotoperiodickych

rezima.
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5.4.2.3. D¢lka faze tmy nema vliv na vy$i hladin CrCOL transkripta

Expresni profily CrCOL transkripti méfené po fazi tmy trvajici 4, 6 a 12 hodin
ukazuji grafy na obr. 38.

Na stalém svétle jsou Ctyfi formy CrCOL transkripti exprimovany se slabym
naznakem rytmu s relativné nizkymi hladinami mRNA. Ty jsou srovnatelné s hladinami
CrCOL mRNA na svétle nasledujicim po 4, 6 a 12 hod tmy. Nejvice abundantni jsou
transkripty CrCOLI a CrCOL2s.

Expresni profily CrCOL transkripti po 4 a 6 hod tmy jsou v podstaté stejné s tim, ze
na konci fize tmy byla naméfena zhruba 3x (CrCOL2s a CrCOL?2), 4x (CrCOLIs) a 5x
(CrCOLI) vyssi exprese nez v prubéhu nasledujici faze svétla. Nejvice abundantni je
transkript CrCOLI. S nastupem faze svétla exprese CrCOL transkripth vyrazné klesa.
S postupujicim ¢asem svételné faze se hladiny v§ech CrCOL mRNA nadale zvolna snizuji.

Maxima exprese CrCOL transkriptii v prabehu 12 hod tmy jsou u CrCOL1 a CrCOL2s
v 8. hodiné tmy, u CrCOLIs a CrCOL2 ve 12. hodin€ tmy. Za tmy je nejvice abundantniho
transkriptu  CrCOLI zhruba 2x vice nez nejméné abundantniho transkriptu CrCOL2.
V pribéhu faze svétla byly naméfeny relativné nizké hladiny CrCOL mRNA, odpovidajici
hladindm mRNA za faze svétla po 4 a 6 hodinach tmy.

Z namé&fenych hladin mRNA c¢tyfech forem CrCOL transkripth je ziejmé, Ze jejich
vysoké hladiny se tvofi pouze za tmy a svételna faze nésledujici po tmé transkripci CrCOL
inhibuje. Jednotlivé formy CrCOL se v rdmci expresnich profili v podstaté nelisi. Rozdily

jsou pouze ve vysi hladin mRNA jednotlivych forem CrCOL.
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Obr. 38: Expresni profily ¢tyf forem CrCOL transkripti v semenaccich C. rubrum. Semenacky byly
péstovany pét dni na stalém svétle a poté byly v ¢ase 0 pfesunuty do tmy a pro§ly 4 hod tmy (D4), 6 hod tmy
(D6), anebo 12 hod tmy (D12). Rostliny, které prosly 6 hodinami tmy, byly pfesunuty do tmy v ¢ase -2 hod.
Kontrolni rostliny byly péstovany na stalém svétle (LL). Pod grafy je schématicky znazornéna délka faze tmy a
faze svétla. Primémé hodnoty a smérodatné odchylky byly spocitany ze dvou nezavislych meéfeni ctyf

semenacku.

5.4.2.3.1. Délka tmy nekoreluje s vy$i hladin CrCOL mRNA a naopak
koreluje s vys$i hladin CrFTLI mRNA a mirou kveteni

Obrazek 39a ukazuje vzadjemny pomér expresi CrCOLZ2s (jakozto zastupce CrCOL
transkriptll) a CrFTLI po tmé dlouhé 6 hod. Tato suboptimalni délka tmy vedla pouze
k ¢astecné indukci kveteni (20%). Na obr. 39b je pak znazornén vzdjemny pomér expresi
CrCOL2s a CrFTLI po plné€ induktivni fazi tmy, dlouhé 12 hod. Jak jiz bylo ukézano
v kapitole 5.4.1.3.1., maxima CrCOL za tmy odpovidaji minimim CrFTLI a naopak. Z grafi
je ztejmé, ze hladiny CrCOL mRNA ziistavaji vysoké za tmy (relativni hodnoty na konci tmy
jsou stejné po tme trvajici 4, 6 1 12 hodin). Vyrazné klesaji se zaCatkem faze svétla, kdy
naopak dochazi k nartistu hladin transkripti CrFTL1. Tyto vysledky naznacuji, ze pro udrzeni
rytmické exprese CrCOL genl je nutné stiidani svétla a tmy. Hladiny CrCOL transkripta

dramaticky poklesly b&hem Cctyf hodin po zacatku svételné faze bez ohledu na délku
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pfedchozi temné priody. Tyto vysledky podporuji pfedstavu o inhibi€nim vlivu svétla na

transkripci CrCOL.

CrCOL2s x CrFTL1 - 6 hod tma = creoLzs CrCOL2s x CrFTL1-12hodtma | = ¢CO:%
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Obr. 39: a) Vzajemny pomér expresi CrCOL2s a CrFTLI za svétla nasledujiciho po 6 hod tmy. Ke kveteni
bylo indukovano 20% rostlin. b) Vzajemny pomér expresi CrCOL2s a CrFTL1 v pribéhu jednoho
induktivniho fotoperidického rezimu 12 hod tma/12 hod svétlo. Ke kveteni bylo indukovano 90% rostlin.
Maxima CrCOLZ2s odpovidaji minimim CrFTLI a naopak. Pod grafy je schématicky znazornéna délka faze tmy

a faze svétla.

5.4.3. Semenacky: stala tma

Maximum exprese CrFTLI je uprostted fidze svétla. Pro srovnani byly zméfeny
hladiny CrFTLI ale i CrFTL2 a CrCOL mRNA za stalé tmy po dobu 72 hodin. Ctrnactidenni

rostliny péstované 72 hod na stalé tmé nekvetly.

5.4.3.1. Pfesun semendCkt C. rubrum ze svétla do tmy indukuje

rytmickou expresi CrFTL1 s velmi nizkymi amplitudami

Na rozdil od arytmické exprese na stalém svétle, za stalé tmy podléha exprese CrFTL1
zietelné rytmicité s prvnim maximem okolo 12 hodin po za¢atku tmy. To odpovida délce faze
tmy, ktera maximaln¢ indukuje kveteni. Druh¢, o néco niz§i maximum se objevuje po 45 hod
od zacatku tmy a ukazovalo by na periodu rytmu okolo 33 hodin. OvSem prvni maximum
muze byt ovlivéno pfechodem ze svétla do tmy, a tak Casové rozpéti mezi druhym a tfetim
maximem (15 hod) by mohlo 1épe ukazovat na délku periody. Hodnota tfetiho maxima je
zatizena velkou chybou méfeni. Obecné je vSak amplituda CrFTLI exprese velmi nizka,
srovnatelna s hladinami exprese na stalém svétle. Presun semendckd C. rubrum ze svétla do

tmy indukuje rytmickou expresi CrFTL1, ale s velmi nizkymi amplitudami (obr. 40).
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0.7 7 Obr. 40: Srovnani expresnich profili CrFTLI
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5.4.3.2. Transkripce CrFTL2 za stadlé tmy je srovnatelnd s transkripci

v semenaccich za vSech studovanych svételnych rezimt
Na rozdil od CrFTLI neni CrFTL2 za stalé tmy exprimovano rytmicky, ale
konstitutivné (obr. 41). Hodnoty relativni exprese se vyrazné neli$i od hodnot namétenych ve

vSech ostatnich experimentech s riiznymi fotoperiodickymi rezimy.

CrFTL2 -DD o— DD
Obr. 41: Expresni profily CrFTL2
140 - fx . 1z
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® ]
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5.4.3.3. Pfesun semendCkt C. rubrum ze svétla do tmy indukuje

rytmickou expresi CrCOL s vysokymi amplitudami

Na stalém svétle vykazuji exprese CrCOL naznak rytmu, ovSem s nizkymi hladinami
mRNA. Za stalé tmy podléhaji exprese CrCOL zietelné rytmicité s prvnim maximem okolo 9
hodin po zacatku tmy. Druhé, asi poloviéni maximum, se objevuje po 27 hod od prvého. Prvni
maximum muze byt ovlivéno pfechodem ze svétla do tmy, a tak ¢asoveé rozpéti mezi druhym
a tretim maximem (24 hod) pravdépodobné ukazuje na délku periody. Perioda je tedy za stalé

tmy zachovéana. Amplituda CrCOL exprese za stalé tmy je relativné vysokd, srovnatelna s
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hladinami exprese za faze tmy pfi induktivni fotoperiod€. Nejvice je transkribovana forma
CrCOL2s, které je asi 2,5x vice neZz nejméné transkribované formy CrCOLZ2. Piesun
semenacktt C. rubrum ze svétla do tmy indukuje rytmickou expresi CrCOL s relativné

vysokymi amplitudami (obr. 42).

900 - CrCoL - b —e—CrcoLts
T —=—crcoLt
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5.4.3.3.1. Pomér expresi CrCOL2s a CrFTLI za stidlé tmy naznacuje

odliSnou regulaci rytmické exprese obou sledovanych genti

Obrazek 43 ukazuje vzdjemny pomér expresi CrCOL2s (jakozto zéastupce CrCOL
transkriptll) a CrFTLI za stalé tmy. Exprese obou sledovanych gend je rytmicka. Hladiny
CrFTLI mRNA osciluji s velmi nizkou amplitudou. Témto velmi nizkym hladindam CrFTL1
odpovidaji vysoké hladiny CrCOL mRNA. Perioda CrCOL exprese je 24 hodin. Perioda
CrFTLI1 je zteyjm& 33 hodin (spolehlivé lze odelist pouze Cas mezi prvnim a druhym
maximem). Prvni maximum CrFTLI nésleduje 4 hod po prvnim maximu CrCOL. Druhé
maximum exprese CrF'TLI se ptekryva s minimem exprese CrCOL. Tato situace je odlisna od
poméru expresi CrCOL a CrFTLI za opakované se sttidajici tmy (12 hod) a svétla (12 hod).
NaSe vysledky tak naznacuji odliSnou regulaci rytmické exprese (rozdilna délka periody)

obou sledovanych genti a soulad s pfedpoklddanym inhibi¢nim efektem CrCOL na CrFTLI.

CreoL2s x CrFTLA —=—crcolzs| Obr. 43: Vzajemny pomér expresi CrCOL2s a
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5.4.4. Semenacky: night-break

Pro posouzeni ucasti jednotlivych genii na fotoperiodické indukci kveteni jsme také
studovali vliv aplikace night-break (NB) na expresi nové identifikovanych genti z C. rubrum.
Semenacky C. rubrum byly péstovany 5 dni na stalém svétle, pfesunuty do tmy na 12 (NB-
12) anebo 18 hodin (NB-18) a poté zpét na stalé svétlo. Ob¢ sady rostlinek byly po 6 hod tmy
vystaveny NB Cervenym svétlem po dobu 15 min. Kontrolni rostliny byly vystaveny 12
hodinam tmy bez pteruSeni svétlem (DL). Vzorky pro méfeni exprese genti byly odebirany po
dobu 28 hodin. Kveteni bylo analyzovano u 20 rostlin z kazdé skupiny. 80% kontrolnich

rostlin kvetlo, kdezto zaddné kveteni nebylo pozorovdno u obou variant vystavenych NB.

5.4.4.1. Night-break inhibuje expresi CrFTLI

Maximum exprese CrFTLI u kontrolnich rostlin bylo po 6 hod po pfesunu na svétlo a
dosahovalo 50-nasobku hladin exprese CrF7TLI za tmy. U rostlin vystavenych NB to byl
pouze 5-nasobek, pficemz maximum CrFTLI transkriptu bylo naméfeno po 6-8 hod po
piesunu na svétlo. U varianty s 18 hodinovou fazi tmy (6 hod tma, NB, 12 hod tma) byla
maximalni hladina CrFTLI mRNA naméfena o 8 hodin pozdéji oproti semenackiim po 12
hodinach tmy (obr. 44).

V rostlinach vystavenych NB 1 v kontrolach doslo po presunuti ze tmy na svétlo ke
zvySeni hladiny CrFTL]I transkriptu, ovSem jeho hladina v kontrolnich rostlinach byla asi 10x
vy$$i nez u rostlin vystavenych NB. Vysoké hladiny CrFTLI mRNA v kontrolach koreluji
s indukci 80% rostlin, kdezto Zadné kveteni nebylo pozorovano v rostlinach vystavenych NB,
kde byly naméteny nizké hladiny CrFTLI mRNA. NB tedy vyrazné inhibuje jak kveteni, tak

uroven exprese CrFTLI.
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Obr. 44: Efekt NB na hladinu CrFTLI transkriptu
v semenaccich C. rubrum. Semenacky byly péstovany 5 dni na
stalém svétle a poté presunuty do tmy na 12 (NB-12) anebo 18
hodin (NB-18) vcase 0. Po 6 hod od zacatku tmy byly
vystaveny NB. Kontrolni rostliny byly vystaveny 12 hod tmy
bez pieruseni svétlem (DL). Prumérné hodnoty a smérodatné
odchylky byly spoditany ze ¢tyf nezavislych méfeni dvou
semenackl. Pod grafy je schématicky znazornéna délka faze

tmy a faze svétla.

5.4.4.2. Night-break nema vliv na expresi CrFTL2
Na rozdil od CrFTLI nebyla exprese CrFTL2 ovlivnéna aplikaci NB (obr. 45).

CrFTL2 je exprimovano konstitutivné s hladinami mRNA zhruba stejné¢ vysokymi jako ve

vSech pfedchozich méfenich za riznych fotoperiodickych podminek.

Relativni exprese

CrFTL2 -NB ——0D Obr. 45: Efekt NB na hladinu
—=— NB-12 . v .
CrFTL2 transkriptu v semenaccich
140 - NB-18
120 A ‘/‘:_& C. rubrum. Semenacky byly péstovany
100 | o g— = - = A .
80 | \*/\I’ ] 5 dni na stalém svétle a poté presunuty
28 1 ' do tmy na 12 (NB-12) anebo 18 hodin
20 - (NB-18) v ¢ase 0. Po 6 hod od zacatku
0 ‘ ‘ ‘

Ohod 4hod 8hod 12hod 16 hod 20 hod 24 hod 28 hod

tmy byly vystaveny NB. Kontrolni

rostliny byly vystaveny 12 hod tmy

bez preruseni svétlem (DL). Primémné hodnoty a smérodatné odchylky byly spolitany ze ctyf nezavislych

meéfeni dvou semenacku.

5.4.4.3. Night-break nema vliv na expresi CrCOL

V ramci biologického pokusu s aplikaci NB byly naméteny vysoké hladiny CrCOL

transkriptl za fdze tmy a nizké hladiny za faze svétla nasledujici po tmé (obr. 46). U varianty

NB-18 byly naméfeny vysSi hladiny vSech CrCOL transkripti 1 v 16. hodiné¢ tmy oproti
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variantdm s dvanacti hodinami tmy (NB-12; DL). Za delsi tmy tedy pietrvava vysoka hladina
exprese CrCOL.

Expresni profily CrCOL1s a CrCOL2 jsou si podobné&jsi, s maximem exprese ve 12.
hodiné tmy. Stejnétak jsou si podobné€jsi expresni profily CrCOLI a CrCOL2s s maximem
exprese v 8. hoding tmy.

NB nemé Zadny znatelny vliv na expresi CrCOLI, CrCOL2s a CrCOLIs. Slabé
snizeni exprese vlivem NB Ize uvazovat u formy CrCOL2, kde u obou NB variant po dvou
hodinadch po aplikaci NB hladina mRNA vici kontrole mirn€ klesa. S ohledem na jedno
méteni vSak nelze jednozna¢né rozhodnout. Hladiny CrCOL1s mRNA v 8. a 12. hodin¢ tmy u
variant po aplikaci NB jsou téméef dvojnasobné nizsi oproti kontrole, ovSem takove byly jiz ve
4. hodiné tmy pied aplikaci NB.

Souhrné lze fici, ze exprese vSech Ctyf CrCOL transkriptii jsou stejné jako u
piedchazejicich pokust vysoké za tmy a nizké za svétla. Taktéz je ziejmé, Ze nejsou vyrazné
ovlivnény aplikaci NB. Opét se potvrzuje diilezitost tmy pro tvorbu vysokych hladin CrCOL
transkriptl a inhibice jejich tvorby za svétla. MliZzeme uzavtit, Ze zatimco 15 minut ¢erveného
svétla nema vliv na expresi CrCOL gent, k vyraznému sniZeni hladin transkripti dochazi za
dvé az Ctyfi hodiny plsobeni bilého svétla. Podrobnéjsi studium délky svételného impulzu a

barvy svétla na expresi CrCOL bude velmi zajimaveé.
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Obr. 46: Efekt NB na hladinu CrCOL transkripti v semenaccich C. rubrum. Semenacky byly péstovany 5
dni na stalém svétle a poté presunuty do tmy na 12 (NB-12) anebo 18 hodin (NB-18) v ¢ase 0. Po 6 hod od
zacatku tmy byly vystaveny NB. Kontrolni rostliny byly vystaveny 12 hod tmy bez pieruseni svétlem (DL).
Primérné hodnoty a smérodatné odchylky byly spocitany z jednoho méfeni dvou semenackt. Vlevo pod grafy je

schématicky znazornéna délka faze tmy a faze svétla, schéma plati pro vSechny Ctyii grafy.

5.4.5. Dospé€lé rostliny — jedna, dvé anebo tfi1 induktivni periody tmy

V kapitolach 5.4.1. — 5.4.4. byly prezentovany vysledky z méfeni exprese nove
identifikovanych gen v semenaccich C. rubrum. Vysoké hladiny CrFTLI korelovaly
s indukci kveteni a nizké hladiny CrFTLI byly naméfeny u rostlin, které nekvetly.
Fotoperiodicka indukce kveteni u této rostliny zavisi na jejim stati (Seidlova a Krekule, 1973;
Ullmann et al., 1985). Zajimalo nas proto, jaka je exprese CrFTLI u starSich rostlin s pravymi
listy. Byla méfena exprese CrFTLI a CrFTL2 u patnactidennich rostlin indukovanych ke
kveteni jednou, dvémi anebo tfemi periodami 12 hod tmy. V ¢ase indukce mély rostliny par
pIn€ vyvinutych pravych listl a stale zelené délohy. Hladiny transkriptti byly métfeny ihned po
konci prvni a druhé faze tmy a 0, 3 a 6 hod po skonceni tfeti periody tmy. Kveteni bylo
urc¢ovéano 8 dnll po aplikaci tmy u 20 rostlin. Kvetlo 100% rostlin po aplikaci dvou nebo tti
fazi tmy a pouze 58% rostlin po aplikaci jedné faze tmy. Kontrolni rostliny péstované na

stalém svétle nekvetly.
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5.4.5.1. Aplikace jedné, dvou a tfi induktivnich fazi tmy u 15-ti dennich

rostlin koreluje se vzrustajici transkripci CrFTL1 a mirou kveteni

Hladiny transkriptu CrFTL1 v listech po jedné period¢ tmy se zvySily asi 7x, po dvou
periodach tmy asi 15x a nadéle se zvySovaly s Casem po skonceni tfeti periody tmy. Po Sesti
hodinach po skonceni treti faze tmy dosahovaly asi 50-nasobku oproti kontrolnim rostlindm
(obr. 47). Zvysujici se hladiny CrFTLI po aplikaci jedné anebo dvou a tii induktivnich fazi
tmy trvajicich 12 hod koreluji se vzriistajici indukci kveteni: 58% kveteni po indukci jednou
tmou, 100% kveteni po indukci dvémi nebo tfemi fazemi tmy. K indukci exprese CrFTLI

temnou periodou dochdzi nejen u semenacki, ale 1 u rostlin s pravymi listy.

r control
a CrFTL1expression a_ f )
| induction

160 Obr. 47: Relativni exprese CrFTLI v listech patnactidennich

140 rostlin C. rubrum. Rostliny byly péstovany na stalém svétle, poté

120 4

byly vystaveny jednomu (1D), dvéma (2D), anebo tfem (3D)

100 4

induktivnim fotoperiodickym rezimtm 12 hod tma/12 hod svétlo.

] Primérné hodnoty a smérodatné odchylky byly spocitany ze ¢ty
BD 1 . Id W r 7w o
nezavislych méfeni dvou semenacku.
401

204

xD 2xD 3xD-0h 3xD-3h 3xD-6h

5.4.5.2. V 15-ti dennich rostlindch je CrFTL2 exprimovano konstitutivné

s niz8§imi hladinami mRNA v porovnani se semenacky

Na rozdil od CrF'TL1 nebyla exprese CrFTL2 ovlivnéna aplikaci jedné, dvou, anebo tii
induktivnich fazi tmy (obr. 48). CrFTL2 je exprimovano konstitutivné s hladinami mRNA

zhruba 2-3x niz8imi ve srovnani s hladinami naméfenymi v semendccich za rhznych

fotoperiodickych podminek.
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@ control Obr. 48: Relativni exprese CrFTL?2 v listech
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5.5. Priprava cDNA pro prenos do A. thaliana

Uplné ¢cDNA nové identifikovanych gent CrFTLI, CrFTL2, CrCOLI a CrCOL2s
zaklonovanych v pGEM-T Easy bylo pro pfenos do genomu A. thaliana potieba vhodné
ptipravit. Postup je popsan v kapitolach 5.5.1. — 5.5.9.

5.5.1. Vystépeni cDNA genu z pGEM-T Easy a separace fragmentu

Vychozim konstruktem nesoucim uplnou cDNA genu z C. rubrum byl pGEM-T Easy.
Asi 20 pg vektoru bylo Stépeno restrikénim enzymem dle ndvodu vyrobce a enzym teplotné
deaktivovan. Byl pouzit takovy restrikéni enzym, ktery vystépil z pGEM-T Easy sekvenci
klonovaného genu veelku. Pro vyStépeni CrFTL2 cDNA byl pouZit enzym EcoRI. Pro Stépeni
plazmidl nesoucich CrFTLI, CrCOLI a CrCOL2s cDNA byl pouzit enzym Notl.

Po restrikci byla smés linearizované¢ho vektoru pGEM-T Easy a fragmentu nesouciho
klonovany gen rozdélena na 1 - 1,2% elektroforetickém gelu a fragment s klonovanym genem

byl vyfezan a precistén pomoci QIAquick Gel Extraction Kit.
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5.5.2. Piidani 35S promotoru a poly-A signalu ke klonované cDNA pienosem do

pRTI101

5.5.2.1. Ptiprava vektoru pRT101 pro ligaci
Asi 5 pg vektoru pRT101 bylo Stépeno enzymem EcoRI, piecisténo metodou
piesrdzeni s acetdtem sodnym a ethanolem (protokol viz ptiloha 24) a nafedéno na

koncentraci kolem 50 ng/pl.

5.5.2.2. Uprava konct restrikénich fragmentti pRT101, CrFTL1, CrCOLI

a CrCOL2s pro ligaci natupo

Pro moznost pouziti pRT101 v ligaci natupo byly jeho 5 ptfesahujici konce vzniklé
Stépenim EcoRI zatupeny pomoci Klenowova fragmentu dle ndvodu vyrobce (protokol viz
ptiloha 25). Stejnym zplsobem byly zatupeny téz 5 presahujici konce Notl restrikénich
fragmentl nesoucich cDNA CrFTLI, CrCOLI a CrCOL2s.

5.5.2.3. Ligace cDNA genii do pRT101

cDNA gent s vhodné upravenymi konci byly ligovany za 35S promotor a pied poly-A
signal v pRT101.

I pl pRT101 Stépeny EcoRI (asi 50 ng/ul) byl ligovan s 3 pl EcoRI restrikéniho
fragmentu (asi 50 ng/ul) nesouciho cDNA CrFTL2. Ligace probihala s 5 pl 2x liga¢niho
pufrua 1 pul T4 DNA ligdzy z pGEM-T Easy Vector System I v celkovém objemu 10 pl.

1 pul pRT101 se zatupenymi EcoRI konci byl ligovan natupo s 3 pl restrikéniho
fragmentu nesouciho CrFTLI, CrCOLI anebo CrCOLZ2s se zatupenymi Notl konci. Ligace

natupo probihala stejné€, jako bylo popsano v pfedchozim odstavci.

5.5.2.4. Ovéfeni spravné orientace cDNA za 355 promotorem v pRT101

Spravna orientace vlozeni cDNA za 35S promotorem v pRT101 byla ovéfena
Stépenim 4 pl plazmidu enzymem §tépicim 1x v sekvenci vektoru a 1x nesymetricky v ramci
delky sekvence genu - v ptipadé CrFTL2 bylo pouzito dvojiho ovéfeni enzymy Smal a

EcoRV, v ptipadé¢ CrFTL1, CrCOLI a CrCOL2s enzymu BamHI.
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5.5.2.5. Vzdalenost start kodonu od pocatku transkripce u CrFTLI

Pro efektivni transkripci v rostlinném genomu hraje dilezitou roli vzdalenost start
kodonu genu od pocatku transkripce. Start kodon CrFTLI je vzdalen 81 bp od pocatku
transkripce. Sekvence 35S promotoru v pRT101 a vzdalenost start kodonu CrFTLI od
pocatku trankripce je zndzornéna na obrazku 49. Z ptedbéZznych vysledki transgenoze (viz
kapitola 5.6.1.2.1.) je patrné, Ze toto uspotadani sekvenci potifebnych pro efektivni transkripci

v rostlin€ je plné funk¢ni.

HindIII SphI PstI HincII

aagcttgcat gcctgcaggt
AGACCAGAGG GCTATTGAGA
ACTTCATCGA AAGGACAGTA
GAATGCCTCT ACCGACAGTG
CGTCTTCAAA GCAAGTGGAT

CAACATGGTG GAGCACGACA
CTTTTCAACA AAGGGTAATA
GAAAAGGAAG ATGGCTTCTA
GTCCCAAAGA TGGACCCCCA
TGATGTGATA TCTCCACTGA

CTCTCGTCTA CTCCAAGAAT
TCGGGAAACC TCCTCGGATT
CAAATGCCAT CATTGCGATA
CCCACGAGGA ACATCGTGGA
CGTAAGGGAT GACGCACAAT

ATCAAAGATA
CCATTGCCCA
AAGGAAAGGC
AAAAGAAGAC
CCCACTATCC

CAGTCTCAGA
GCTATCTGTC
TATCGTTCAA
GTTCCAACCA
TTCGCAAGAC

TATA box
CCTTCCTCTA TATAAGGAAG

poc¢. transkripce EcoRI/NotI - ligace natupo
TTCATTTCAT TTGGAGAGGA Cctcgagaat tggcegcggg aattcgattec aggcagatat

Start kodén CrFTLI1
aaataattct attccctatc atg. - pokracuje kédujici sekvence CrFTLI

PCR primer CrFTL1For

atagagttgt cgaaacagaa
Obr. 49: Vzdalenost start kodonu CrFTL1 od TATA box a poc¢atku transkripce 35S promotoru v pRT101.
Velkymi pismeny — sekvence CaMV 35S promotoru v pRT101; podtrzenym pismem — TATA box a pocatek
transkripce; tuénym pismem — sekvence zatupenych EcoRI a NotI koncti ligovanych natupo a sekvence forward
primeru CrFTL1For zacileného do 5" UTR CrFTLI; Cervené start kodon CrFTL1; vse popsano nad prislusnymi

sekvencemi.

5.5.3. Vystépeni fragmentu nesouciho 35S5::¢cDNA a poly-A signal z pRT101 a

1eho separace

Asi 20 pg plazmidu pRT101 s vloZzenou CrFTL respektive CrCOL cDNA ve spravné
orientaci za 35S promotorem bylo Stépeno enzymem HindIIl. Fragmenty byly déleny na 1%
elektroforetickém gelu a restrikéni fragment odpovidajici 35S::CrFTL respektive 35::CrCOL
(cDNA CrFTL respektive CrCOL pod 35S promotorem) byl vyfezdn a preciStén pomoci
QIAquick Gel Extraction Kit.
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5.5.4. Priprava vektoru pGreenll0179 pro vlastni transformaci Arabidopsis

thalina pomoci Agrobacterium tumefaciens

5.5.4.1. Ptiprava vektoru pGreenll0179 pro ligaci
Asi 5 pg vektoru pGreenll0179 bylo Stépeno enzymem HindlIl, pfecisténo metodou
piesrdzeni s acetdtem sodnym a ethanolem (protokol viz ptiloha 24) a nafedéno na

koncentraci kolem 50 ng/pl.

5.5.4.2. Ligace 35S::CrFTL a 35::CrCOL fragmentii do pGreenll0179

3 pl HindIIl fragmentu nesouciho 35S::CrFTLI, 35S::CrFTL2, 35::CrCOLI anebo
35::CrCOL2s byly ligovany s 1 ul pGreenll0179 stépeného HindlIIl. Byly pouzity T4 DNA
ligaza a liga¢ni pufr z pGEM-T Easy Vector Systém I stejné, jak bylo popsano v kapitole
5.5.2.3.

5.5.4.3. Ovéteni vloZeni fragmentu nesouciho 355::cDNA a poly-A signal
do pGreenll0179
Vlozeni fragmentu nesouciho 35S::¢cDNA a poly-A signal do pGreenll0179 byla

ovéfena Stépenim 4 pl plazmidu enzymem HindIIl. Ovéfené klony pGreenll0179 plazmidi
byly pouzity k transformaci Agrobacterium tumefaciens pro pienos 355::CrFTL a 35::CrCOL
do A. thaliana.

5.6. Transgenoze

Pro ovéfeni funkce nové€ identifikovanych genl z C. rubrum byla jejich cDNA
umisténa za 35S promotor zajiStujici vysokou tUroven exprese v rostlindch. Konstrukt
358.::CrFTL anebo 35S::CrCOL byl ptenesen do genomu standardniho genotypu a f# anebo co

mutantd A. thaliana.
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5.6.1. Pfenos CrFTL1 do standardniho genotypu Ler a ff mutantu 4. thaliana

Pro ovéfeni funkce CrFTLI byla CrFTLI cDNA o Uplné délce umisténa za 35S
promotor (35S::CrFTLI) a tento konstrukt byl transformovan do standardniho genotypu a f¢

mutanta A. thaliana.

5.6.1.1. Pfenos CrFTLI do standardniho genotypu Ler

Transformaci CrFTLI do standardniho genotypu Ler NW20 A. thaliana (Scholl et al.,
2000) byla ziskdna T1 generace tfi linii transformantt 35S::CrFTL1. Byly ozna¢eny NW20-
CrFTLI1-1, NW20-CrFTL1-2 a NW20-CrFTL1-3.

5.6.1.2. Ptenos CrFTLI do ft mutantlh 4. thaliana

CrFTLI cDNA byla transformovana do dvou ff mutantii 4. thaliana - N184 a N56
(Koornneef et al., 1991; Scholl et al., 2000). Oba ft mutanty kvetly na dlouhém dni pfiblizné
po 8 tydnech od vysevu.

5.6.1.2.1. Transformace ft mutantu N184

V N184 byly ziskany dv¢€ linie transformanti f¢35S::CrFTL1 oznacené N184-CrFTLI1-
1 a N184-CrFTL1-2. T1 generace obou linii kvetla na dlouhém dni na miskach s 2MS
médiem relativné brzy. Jiz po vytvoreni dvou pravych listkii kvetla a po pfesazeni do
piepafeného substratu Spatné prezivala. V obou linich byla pomoci PCR potvrzena ptitomnost
uplné CrFTLI1 sekvence.

T2 generace obou linii byly péstovany na kratkém dni, dokud nebyly viditelné zaklady
kvétenstvi. Poté byly rostliny pfesunuty na dlouhy den. U linie N184-CrFTL1-1 byly prvni
zéklady kvétenstvi pozorovany na kratkém dni po dvaceti dnech od vyseti. Z celkového poctu
35 rostlin jich kvetlo 29. Rané¢ kvetouci rostliny (kiehké, svétlezelené, tietina az polovina
zakrné€lych SeSuli) byly habituelné¢ ndpadné odlisné od pozdné kvetoucich rostlin (robustni,
tmavézelené), které se podobaly ft mutantni linii N184 (obr. 50 a 51). Fenotypovy Stépny
pomér rané kvetoucich (po tfech tydnech, 5-6 listi v rtizici) a pozdné kvetoucich (po osmi
tydnech, 25-30 list v razici) rostlin je 4,8:1 (obr. 51). BliZi se tedy idealnimu fenotypovému

Stépnému pomeru 3:1.
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Obr. 50: T2 generace linie N184-CrFTL1-1 A. thaliana po 27 dnech od
vyseti. 20 dni byly rostliny péstovany na kratkém dni (8 hod svétlo/16 hod
tma), poté na dlouhém dni (16 hod svétlo/8 hod tma). Vlevo jedna z29-ti

kvetoucich rostlin, vpravo jedna ze $esti nekvetoucich rostlin.

Obr. 51: T2 generace linie N184-CrFTL1-1 A. thaliana po 7 tydnech od vyseti. 20 dni byly rostliny
péstovany na kratkém dni (8 hod svétlo/16 hod tma), poté na dlouhém dni (16 hod svétlo/8 hod tma). Stépny
fenotypovy pomér kvetoucich (29) a nekvetoucich (6) rostlin je 4,8:1.
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5.6.1.2.1.1. Pfitomnost CrFTLI v genomu T2 generace

transformantd koreluje s asnym kvetenim

Vsechny rostliny T2 generace linie N184-CrFTL1-2 kvetly pozd¢ (srovnatelné s ft
mutantni linit N184) - po osmi tydnech. Taktéz habituelné si obé linie odpovidaly. To
ukazovalo na umlceni exprese transgenu, anebo jeho ztratu. Proto byly T2 generace obou
ziskanych linii testovany na ptitomnost CrFTLI genu v genomu pomoci PCR s primery
CrFTL1For a CrFTLIrev zacilenymi do UTR CrFTLI genu. Celkem byly testovany jedna
pozdné kvetouci a tfi rané€ kvetouci rostliny z linie N184-CrFTL1-1 a tfi rostliny z linie N184-
CrFTL1-2. Jako kontrola byla téz testovana DNA A. thalina pro ptipad, Ze by primery byly
casteCné komplementarni k UTR FT genu A. thaliana. PCR potvrdila ptfitomnost CrFTLI
genu pouze v ran¢ kvetoucich rostinach T2 generace linie N184-CrFTL1-1. V genomu pozdné
kvetoucich rostlin ztéze linie a pozdn€ kvetoucich rostlin linie N184-CrFTL1-2 nebyla
sekvence CrFTLI nalezena. Doba raného kveteni rostlin T2 generace transformanti tedy
korelovala s ptitomnosti CrFTLI sekvence v jejich genomu. Tyto vysledky, stejné jako
fenotypové Stépeni v T2 generaci N184-CrFTL1-1 (viz pfedchozi kapitola) ukazuji na
komplementaci ft mutantu 4. thaliana genem CrFTLI1. CrFTLI je tedy velmi pravdépodobné
ortologem FT z A. thaliana.

5.6.1.2.2. Transformace ft mutantu N56

V N56 byla ziskana semena z TO generace rostlin. Z téchto semen (T1 generace)

budou selektovany jednotlivé linie transformanti f35S.::CrFTLI.

5.6.2. Pienos CrFTL2 do standardniho genotypu Ler, f/# mutanti a co mutantu A.

thaliana

Pro ovéfeni funkce CrFTL2 genu byla cDNA CrFTL2 o Gplné délce umisténa za 355
promotor (35S::CrFTL2) a tento konstrukt byl transformovan do standardniho genotypu,
dvou ft mutanti a co mutantu A4. thalina. Dosavadni vysledky (exprese CrFTL2 za raznych
fotoperiodickych rezimii) naznacovaly neucast CrFTL2 na kveteni u C. rubrum. Pro
detailn€js$i ovefeni pfipadné neptimé ucasti CrF7TL2 vramci indukce kveteni byla cDNA

tohoto genu prenesena nejen do ff mutanti, ale téZ do co mutantu 4. thaliana.
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5.6.2.1. Pfenos CrFTL2 do standardniho genotypu Ler

Transformaci CrFTL2 do standardniho genotypu Ler NW20 A. thaliana (Scholl et al.,
2000) byla ziskdna T1 generace jedné linie transformantt 35S::CrFTL2. Byla oznacena
NW20-CrFTL2-1.

5.6.2.2. Ptenos CrFTL2 do ft mutantl 4. thaliana

Konstrukt 35S::CrFTL2 byl transformovan do dvou ft mutanti N184 a N56 A.
thaliana (Koornneef et al., 1991; Scholl et al., 2000). V N184 1 N56 byla ziskana semena z T0
generace rostlin. Z téchto semen (T1 generace) budou selektovany jednotlivé linie

transformantt f¢35S.::CrFTL2.

5.6.2.3. Pfrenos CrFTL2 do co mutantu A. thaliana

Konstrukt 35S::CrFTL2 byl transformovan do co mutantu N175 (Koornneef et al.,
1991; Scholl et al., 2000). V N175 byla ziskana semena z TO generace rostlin. Z téchto semen

(T1 generace) budou selektovany jednotlivé linie transformantt co35S::CrFTL2.

5.6.3. Pienos CrCOL do standardniho genotypu Ler a co mutantu A. thaliana

Pro ovétfeni funkce CrCOL geni byla jejich cDNA o Uplné délce umisténa za 35S
promotor (35S::CrCOLI respektive 35S::CrCOL2s) a tento konstrukt byl transformovan do
standardniho genotypu a co mutantu A. thaliana. Tyto pokusy jsou obzvlasté vyznamné,
protoze mohou rozhodnout o funkci COL genti. Sekvence nové identifikovanych CrCOL geni
a jejich expresni profily totiz nedaly jasnou piedstavu o funkci, jak tomu bylo v pfipadé
CrFTLI a CrFTL2.

Do A. thaliana byly preneseny ob¢ alternativné sestithované formy transkriptu,
nesestfthovand CrCOLI a sestithovand CrCOL2s. To by mohlo pfispét k objasnéni
ptipadného funk¢éniho vyznamu alternativniho sestfihu téchto genii v ramci fotoperiodické

indukce kvetent.
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5.6.3.1. Pfenos CrCOLI a CrCOL2s do standardniho genotypu Ler
CrCOLI a CrCOL2s byly transformovany do standardniho genotypu Ler NW20 A4.

thaliana (Scholl et al., 2000). Ze semen z TO generace rostlin budou selektovany rostliny T1

generace linii nesoucich 35S5::CrCOL1, anebo 35S::CrCOL2s.

5.6.3.2. Pfenos CrCOLI do co mutantu A. thaliana

Pro ovéfeni funkce CrCOLI genu byla cDNA CrCOLI o uplné délce umisténa za 355
promotor (35S::CrCOLI) a tento konstrukt byl transformovan do co mutantu N175 A.
thaliana (Koornneef et al., 1991; Scholl et al., 2000). Ze semen téchto rostlin budou

selektovany rostliny T1 generace linii transformantii co35S::CrCOLI.

5.6.3.3. Pfenos CrCOL2s do co mutantu A. thaliana

Rostliny N175 (co mutanty) kvetly na dlouhém dni pfiblizn€ po 8 tydnech. Pro ovéieni
funkce CrCOL2s genu byla cDNA CrCOL2s o uUplné délce umisténa za 35S promotor
(35S8::CrCOL2s) a tento konstrukt byl transformovan do co mutantu N175 A. thaliana
(Koornneef et al.,, 1991; Scholl et al, 2000). Byla ziskdna T1 generace tfinacti linii
transformantti co35S::CrCOL2s. Linie byly ozna¢eny N175-CrCOL2s-1 az N175-CrCOL2s-
13. Linie N175-CrCOL2s-1, -2, -4, -5, -6, -8, -9, -10, -11 zacaly kvést po 24 dnech od vyseti,
tedy zhruba o Ctyii tydny diive nez rodicovské mutantni rostliny N175. To by naznacovalo

komplementaci co mutace alternativné sestiizenym transkriptem genu CrCOL2 (CrCOL2s).

5.7. Vyutziti tietiho intronu FTL gent jakoZto markeru pro fylogenetickou
analyzu a wurceni pilvodu jednotlivych genomickych sad u rodu

Chenopodium

Pro ovéfeni moznosti vyuziti ¢asti genomické sekvence FTL genti ke studiu
pribuznosti druhti rodu Chenopodium byly ziskany a sekvenovany genomické fragmenty F7L
genll z 13 druhl rodu Chenopodium a Atriplex nitens. Z kazdého z rostlinnych druhli byly
ziskany 1-3 PCR fragmenty F7L genll. Fragmenty sestavaji z ¢asti tfetitho a ¢tvrtého exonu

(114 - 117 bp) a ttetiho intronu umisténého ve stejné pozici jako v FT A. thaliana. Velikost
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jednotlivych FTL introni byla od 779 bp (klon Cqui379, C. quinoa) do 1772 bp (klon

Cpum978, C. pumilio).

5.7.1. Fylogenetickd analvza na zakladé sekvence nukleotidi kodujici oblasti

FTL genl

Metodami neighbour-joining (NJ), maximul likelihood (ML) a maximum parsimony

(MP) byly konstruovany fylogenetické stromy zaloZené na jednozna¢ném 118 bp dlouhém

alignmentu ¢astecnych kddujicich sekvenci tietiho a Ctvrtého exonu s klonem Anit1637 z

Atriplex nitens jakoZto outgroup (obr. 52, 53 a 54). Alignment nukleotidovych sekvenci je

v priloze 26.
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Obr. 52: Fylogeneticky strom

generovany metodou NJ ukazuje
vzajemnou piibuznost FTL gent
zaloZenou na alignmentu 117 bp
dlouhych ¢asteénych  kodujicich
sekvenci tietiho a ctvrtého exonu.
Klon Anit1637 z Atriplex nitens byl
pouzit jakozto outgroup. Klony z C.
quinoa jsou zvyraznény v ¢erveném
ramecku.

Autor: Helena Storchova;
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Obr. 54: Fylogeneticky strom
generovany metodou MP ukazuje
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Fylogramy jsou informativni pfedev§im pro druhy ze skupiny C. album. Podporuji dva
dobte odliSené shluky — vétev FTL234 a FTL241. Tyto vétve ziejmé reprezentuji F7L geny
s mirn¢ odliSnou funkci. Naopak klony v témze shluku jsou pravdépodobné alely téhoz genu,
u polyploidnich druhli indikuji rodi¢e. CrFTL1 tvoti dlouhou bazalni vétev klastru Calb234,
coz svéd¢i o jeho rychlé evoluci. Pro sekvence z ostatnich zastupct rodu Chenopodium nejsou

fylogramy rozliSené.

5.7.2. Fylogeneticka analvza na zakladé sekvence nukleotidu tietiho intronu F7TL

gentl

Tteti introny vSech ziskanych FTL genti ze zastupcl rodu Chenopodium nebylo mozné
srovnat pro jejich velkou sekvencni odliSnost. Byly proto analyzovany pouze né€které skupiny
intronit (alignmenty viz ptilohy 27 a 28), pfedevSim ze zastupci rodu Chenopodium
ptibuznych C. album. Z nich byly generovany fylogenetické stromy metodou MrBayes.

Fylogenetické stromy rozliSuji sekvence do klastrt Calb234 a Calb241 s jesté vyssi
podporou vétvi (obr. 55 a 56) nez tomu bylo ve fylogramech zalozenych na kodujicich
sekvencich FTL genli. Podobnost sekvenci intronli svéd¢i o piibuznosti piislusnych gent,
protoze introny nejsou vystaveny selekénimu tlaku a vyviji se mnohem rychleji neZ kodujici
sekvence (Hughes et al., 2006).

NaSe fylogenetické stromy ukazuji velmi blizkou piibuznost C. berlandieri a C.
quinoa. To potvrzuje jiz diive publikovany ptedpoklad, ze C. berlandieri je jednim ze dvou
rodicovskych druhi tetraploidniho C. quinoa. K této informaci vedlo studium
mikrosatelitnich markert C. quinoa a C. berlandieri (Mason et al., 2005). Nase fylogramy
vSak prinaseji dalsi, zcela novou informaci. Druhym rodi¢ovskym druhem C. guinoa je velmi
pravdépodobné diploidni C. album ssp. suecicum nebo néktery jemu blizce ptibuzny druh.
Néami nalezeny molekularni marker (tfeti intron F'7L genl) se tak potvrdil byt velmi dobie

pouzitelnym néstrojem pro porozuméni piivodu polyploidnich druhti merliku.
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Obr. 55: Fylogeneticky strom generovany metodou MrBayes ukazuje vzajemnou piibuznost FTL genii ze

1.00

zastupcl rodu Chenopodium piibuznych C. album. Analyza je zalozena na alignmentu nukleotidovych
sekvenci 3. intronu F7L gent podobnych Calb234. Klon CrubFTLI (Crub0060) z C. rubrum byl pouzit jakozto
outgroup. Klon z C. guinoa je zvyraznén v Gerveném ramecku. Cisla u vétvi udavaji pravdépodobnostni podporu

(posterior probabilities) vétvi. Autor: Helena Storchova;
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Obr. 56: Fylogeneticky strom generovany metodou MrBayes ukazuje vzajemnou piibuznost FTL genii ze
zastupcl rodu Chenopodium piibuznych C. album. Analyza je zalozena na alignmentu nukleotidovych
sekvenci 3. intronu FTL geni podobnych Calb241. Klon Cmis4784 z C. missouriense byl pouzit jakozto
outgroup. Klony z C. quinoa jsou zvyraznény v ¢erveném ramecku. Cisla u vétvi udavaji pravdépodobnostni

podporu (posterior probabilities) vétvi. Autor: Helena Storchova;

5.7.3. Mitochondriadlni inserce ve tfetim intronu F7L-1845 genu C. gquinoa

Tteti intron FTL genl izolovanych z C. quinoa (klon Cquil845) a C. album ssp.

suecicum (klon Calb241) se 1i81 573 bp dlouhou inserci v intronu C. guinoa. Pokud je tato
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inserce vyloucena z alignmentu, sekvence obou intronii vykazuji vysokou podobnost (96,2%).
Inserce ma vyrazné vyssi obsah G+C (54,5%) nez zbyvajici ¢ast intronu (35%). Na zaklad¢
BLAST analyzy byla zjiSténa podobnost inserce s mitochondridlni (mt) DNA. Obrazek 57
ukazuje strukturu inserce, sestavajici ze Ctyi blok, vysoce podobnych (95 — 98%) k riznym
nekodujicim oblastem v mitochondridlnim genomu Beta vulgaris, u niZ je znama kompletni
sekvence mt DNA. Dale obsahuje 82 bp dlouhy fragment z 82% podobny s mpl mt
plazmidem C. album. Inserce kon¢i 23 bp dlouhym motivem sekvenéné shodnym se sekvenci

nalezenou v 5" UTR nékterych mitochondridlnich genli mezi promotorem a start kodonem.

1 A 43 B
acaagtgcattcatcatagactctcaattatttaCGTCCTTTCTTTCTCTCGGTCTCACCCCAACAAGATACGGCT(oelefefefclcley.V.Xcloy . Yelcy [eT VN [y kTN kA NI
89 [ 131

(clofol{ oy (e P V(o7 Xco{efc]c] [ CGGGGAAAACATGAAAGCGGTCACTATACTAGAGGAGGGCATCCCCCGTGGGGTTGGGGGGTCGCGTTCCTT

CTTAATGTAGCTAATGTGGTTAATGTTGCTATCCGCCCAGAAGACATCATGGTAGAATAATCCTCCCCTGGCGAGTTGGACGGGGAAGGCAGA
269 D

GGAAGCGGCTCCCCGGTGCCTTCCGTCGGCTCTAGCGCTTATTCAATTAGCTGCCCTGCTCTTCTTTCTTTATTTCCTCACTGAGCTCTCTCC

347 353 mp1

({1 [e2]e)CCCCCCACGGGGGGAGCACAGACACAGCGGAGGAGCGAAGCTACGACTTGTGAGTGAGAAACTTGTTTCGAACGACGGCTGC|

435

GTGAGCGCTCCTCATAGAACAAGAAGAACAATGAGGGGGGGTACTCCCCCCAGTGGAAAGACTGCGGATAGGGCTCAAATACCAGAATCAA

551 5¢ conserved motif

GACATACTTGAATCACCAACCAAAT [oqyXeY.Xclclog g fc7.Yo{eley.Xey [e7.V.Xelutttatactcactaagtttatitctac

Obr. 57: Mozaikova struktura 573 bp dlouhé mitochondrialni inserce ve tietim intronu F7L-1845 genu C.
quinoa. Mitochondrialni DNA za&ind pozici 1, sekvence intronu je psana malymi pismeny. Cisla oznaduji
zacatek blokti podobnosti s mitochondrialni DNA. A, B, C, D oznacuji ¢étyfi rizné nekodujici oblasti
v mitochondridlnim genomu Beta vulgaris. mpl znaci oblast podobnosti s mitochondrialnim plazmidem mpl.
Poslednich 23 bp dlouhd oblast je nazyvana ,,5" conserved motif*, protoze se piesné shoduje se sekvenci

nalezenou v 5° priléhajici oblasti nékterych mitochondrialnich gent.

Vysoka sekvenéni podobnost k mt genlim Beta vulgaris (u C. rubrum neni mt DNA
znama) predpokladd neddvny plivod mt inserce (Noutsos et al, 2005). Velmi vysoka
podobnost Cquil845 a Calb241, ktera je vyssi nez mezi Cquil845 a Cqui377, dvou intronl ze
stejného rostlinného druhu spadajicich do stejného shluku ukazuje na to, ze diploidni C.
album ssp. suecicum (nebo jeho blizce ptibuzny druh) je jednim z rodiCovskych druhi
tetraploidniho C. quinoa. Znalost dvou blizce ptibuznych homolognich jadernych sekvenci
umoznuje piiblizny Casovy odhad inseréni udélosti. Muselo se tak stat po divergenci
Cquil845 a Calb241, ale zaroven pred rozriiznénim jednotlivych kultivart C. quinoa. Vsech
osmnact testovanych kultivar C. gquinoa - Amachuma, Faro, Ruzyn¢ a 15 kultivara
americkych C. quinoa ze sbirek USDA a CIP-FAO (viz nasledujici kapitola), totiz nesou tuto
inserci. Vznik inserce mt DNA se pravdépodobné udal pii vzniku C. quinoa v prabéhu

nového uspofadani mt DNA spojeného s polyploidizaci.
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5.7.4. Dlouha inserce ve tietim intronu F7L genu BI3-L a B29-L v C. quinoa
z Bolivijskyeh And

Po nalezeni tii kopii FTL genl v C. quinoa byla navazana spoluprace s labortoti Dr. C.
E. Colemana (Brigham Young University, Provo, Utah, USA), ktery se zabyva studiem
genetické diverzity C. quinoa ze sbirek USDA a CIP-FAO (Christensen et al., 2007). Dr.
Coleman nam laskave poskytl semena 15 vybranych C. quinoa reprezentujicich jihoamerické
populace z nizin i Altiplana Bolivie a Peru, a dale zastupce z jizni Karoliny a Nového Mexika,
USA (ptehled viz tabulka 2, kapitola 4.2.2.) (Christensen et al., 2007).

Genomickd DNA téchto C. quinoa byla testovana na pfitomnost a poCet FTL genti
pomoci PCR. U né¢kterych C. quinoa (B13, B27, B29 a Kamira) byla pomoci PCR s primery
CrFTL345for (zacileny do tfetiho exonu) a QuFT1845rev (zacileny do ¢tvrtého exonu,
priloha 12, tabulka 3) nalezena misto Cquil845 jina (delsi) kopie FTL genu (obr. 58).
Vsechny tyto kultivary C. quinoa maji pivod v Bolivijskych jiznich Andach.

M B9 B13 B27 B29 B39 B43 N2 NI6 N25 NI8 CICA127 KANCOLLA SC1 NEG
KAMIRA RATUQUI CTR

| S ey [ ]

2443 bp H - e — Q =

1700 bp B o —
1159 bp -' . — —-— -

800 bp - -

. B B N W

Obr. 58: PCR s primery CrFT345for a QuFT1845rev z genomické DNA americkych C. quinoa. U populaci
z jiznich And v Bolivii (B13, B27, B29, Kamira - zvyraznény tuénym pismem) byl pfitomen PCR fragment
odpovidajici novému FTL genu s dlouhou inserci (neni mitochondridlniho pivodu) ve 3. intronu (Cervené

zakrouzkovano).

PCR fragment (Cast tietiho exonu, tieti intron a ¢ast ctvrtého exonu) o délce cca 2,5 kb
z C. quinoa B13 a B29 byl sekvenovan (primery CrFTL345for, QuFT1845rev a vnitinimi
primery QuB13vnitr359For, B13uvnitr46 a QuB13vnitr742Rev — tab. 3). Nov¢ nalezené FTL
geny byly pojmenovany BI3-L a B29-L (L = long insertion, dlouhd inserce). Sekvencné
odpovidaji Cquil845 a lisi se od néj pouze pritomnosti 654 bp dlouhé inserce. Dlouha inserce
neni homologni ke znamym mt sekvencim ani kodujicim sekvencim. Pivod dlouhé inserce

bude zifejm¢ nedavny, protoze je pritomna pouze v nékterych C. quinoa z vysokych
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nadmotskych vysek jiznich And v Bolivii. Struktura tfetiho intronu B29-L je znazornéna na

obrazku 59.

1 400 200 1200 1600 2000 2400
[ T I

Obr. 59: Struktura ti‘etiho intronu genu B29-L z C. quinoa B29 z jiznich And v Bolivii. Bilé bloky
znazornuji intron, Sedy blok dlouhou inserci (L= long insertion; 654 bp) a ¢erny blok inserci mt DNA (573 bp).

Cisla nad schématem udavaji pocet part bazi.

5.8. Ziskané FTL, COL a LFY sekvence byly vloZeny do GenBank
FT-like, CO-like a LFY sekvence ziskané v této studii byly vloZzeny do databéze

GenBank. Jejich ptistupova Cisla (accession numbers) jsou uvedena v tabulce 6.

Sekvence | GenBank accession number
Nukleotidové sekvence
Kompletni kédujici sekvence genti z C. rubrum

CrFTL1, kompletni kodujici sekvence EU128013
CrFTL2, kompletni kodujici sekvence EF445636
CrCOLI, kompletni kodujici sekvence EU395770
CrCOL2s, kompletni kodujici sekvence EU395771
CrFL, kompletni kodujici sekvence EU410481

Genomické sekvence - ¢ast 3. exonu, 3. intron a ¢ast 4. exonu F7L genu a délka 3. intronu v bp

Calb234: 1314 EF422341
Calb241: 1141 EF422351
Cquil845: 1720 EF422349
Cqui377 : 1027 EF422353
Cqui379: 779 EF422344
Cgig356: 1148 EF422343
Cgig1690: 1383 EF422357
Cgigl714: 1384 EF422348
ChenlI331: 1148 EF422342
ChenlI336: 1383 EF422352
Cpol678: 1275 EF422354
Cmurd0: 1265 EF422340
CrubFTLI: 782 EF422350
CrubFTL2: 1088 EF422358
Cschr1046: 1753 EF422346
Cpum978: 1772 EF422355
Chyb760: 914 EF422345
Chyb1154: 1405 EF422356
Anit1637: 1548 EF422347

Cmis4784: 1151*
Cmis4795: 1383*
Cmis4865: 1324*
Cmis5231: 1316*
Cpro4964: 1143*
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Sekvence GenBank accession number
Cfic5278: 1314*

Cfic5300: 1128*

Cbher5407: 1020*

Cbher5429: 928*

Aminokyselinové sekvence

Odvozena kompletni sekvence CrFTL1 proteinu ABV56568
Odvozena kompletni sekvence CrFTL2 proteinu ABP02016
Odvozena kompletni sekvence CrCOLI proteinu ACB36911
Odvozena kompletni sekvence CrCOL2s proteinu ACB36912
Odvozena kompletni sekvence CrFL proteinu ABY91324
Odvozena ¢astetna sekvence FTL proteini kédovanych ¢asti 3. a 4. exonu FTL genti
Calb234 ABP81841
Calb241 ABPS81851
Cquil 845 ABP81849
Cqui377 ABP81853
Cqui379 ABP81844
Cgig356 ABP81843
Cgigl1690 ABP81857
Cgigl714 ABP81848
ChenlI331 ABP81842
ChenlI336 ABP81852
Cpol1678 ABP81854
Cmur40 ABP81840
CrubFTLI1 ABP81850
CrubFTL2 ABP81858
Cschr1046 ABP81846
Cpum978 ABP81855
Chyb760 ABP81845
Chybl154 ABP81856
Anit1637 ABP81847
Cmis4784*

Cmis4795*

Cmis4865*

Cmis5231*

Cpro4964*

Cfic5278*

Cfic5300*

Cber5407*

Cber5429*

Tabulka 6: Sekvence ziskané v této praci a jejich pristupova Cisla v databazi GenBank.

Anit — Atriplex nitens, Calb — Chenopodium album ssp. suecicum; Cber — C. berlandieri; Cfic — C. ficifolium;
Cgig - C. giganteum; Chenll — C. sp. PRC400115; Chyb — C. hybridum; Cmis — C. missouriense; Cmur — C.
murale; Cpol — C. polyspermum; Cpro — C. probstii, Cpum — C. pumilio; Cqui — C. quinoa; Cr, Crub - C.
rubrum; Cschr — C. schraderianum; U genomickych sekvenci ¢asti FTL genu (Cast 3. exonu, 3. intron a ¢ast 4.

exonu) je za oznac¢nim klonu uvedena délka 3. intronu v bp; *Sekvence byly odeslany do GenBank, pfistupova

Cisla do databaze budou teprve obdrzena.
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5.9. Casteéné sekvence dalSich gend z C. rubrum a ostatnich druhi rodu

Chenopodium
Mimo sekvenci CrFTL, CrCOL a CrFL genl byly z C. rubrum a ostatnich druhti rodu
Chenopodium i1zolovéany a identifikovany dalsi sekvence odpovidajici gentim. Jejich prehled

nasleduje v podkapitolach 5.9.1. a 5.9.2. Tyto sekvence postupné vkladdme do GenBank.

5.9.1. Expressed sequence tags (ESTs) z C. rubrum

V ramci PCR amplifikaci pifi hledani sekvenci CrFTL, CrCOL a CrFL geni v cDNA
knihovnach bylo zaklonovdno a sekvenovano mnoho sekvenci, neodpovidajicich CrFTL,

CrCOL a CrFL genim. V mnoha ptipadech Slo o ¢astecné sekvence exprimovanych genti

(tzv. ESTs). Jejich vycet je uveden v tabulce 7.

Plazmid a PCR primery Velikost | Sekven¢ni podobnost s
sekvenace ve insertu
sméru for/rev bp
pDCH766 rev ModifUNIVfor - CrFT345for 540 ABA40467, glycoprotein-like
protein, ribozomal L14-like protein
pDCHS57 for, rev ModifUNIVfor - CrFT501rev 550 CA040410, putative leucin rich
protein
pDCHS860 for ModifUNIVfor - CrFT501rev 550 AAT94361, putative chalcone
isomerase
pDCHB866, 872 for | ModifUNIVfor - CrET501rev 540 Hypoteticky protein
pDCHS870 for ModifUNIVfor - CrFT501rev 580 CAC69138, MAP kinase kinase
pDCH876, 878, ModifUNIVfor - CrFT501rev 700 AAD33868, Protodermal factor 1
910, 916 rev
pDCH909 rev ModifUNIVfor - CrFT501rev 500 Hypoteticky protein
pDCH925 rev ModifUNIVfor - CrFT501rev 900 AAM?22687, xyloglucan
galactosyltransferase KATAMARI 1
pDCHI1210, 1215 5" PCR Primer IT A - 550 Q7XRA09, Fasta: Proline rich protein
rev CrFT501rev
pDCHI211 rev 5" PCR Primer IT A - 520 AAWS82572, hypothetical protein,
CrFT501rev chloroplast 23S rRNA
pDCHI1212 rev 5" PCR Primer IT A - 700 CAE02409, hypoteticky protein
CrFT501rev
pDCH1238 rev 5" PCR Primer IT A - 1100 NP_173173, alanine
CrFT501rev aminotransferase
pDCHI1242 rev 5" PCR Primer IT A - 500 BAE91897, glycine rich RNA
CrFT501rev binding protein
pDCH1987 rev ModifUNIVfor — LFY200rev 300 NP_909883, putative inosine
monophosphate dehydrogenase
pDCH2067 rev ModifUNIVfor — LFY200rev 300 AJ489200, pol protein
retrotranspozonu
pDCH 3174, 3177, | M13rev(JL) - CrFT78for 500 CAA77084, alpha-N-
3197 for z PCR fragmentu acetylglucoamidase
M13rev (JL) - CrFT39for
pDCH 3735 rev M13rev(JL) — CrFT83rev 800 AJ313093, salt tolerance protein 2,
z PCR fragmentu Beta vulgaris
M13rev (JL) — CrFT116rev
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Plazmid a PCR primery Velikost | Sekven¢ni podobnost s
sekvenace ve insertu
sméru for/rev bp
pDCH 4061, 4070 | M13rev(JL) — CrLFY171rev 600 CAA77084, N-acetylglucoamidase
rev z PCR fragmentu
M13rev (JL) — LFY456rev
pDCH 4122 for M13rev-CrLFY171rev 900 CAQ43070, putative puroindoline b
protein
pDCH 4190 for M13rev(JL) — CrLFY171rev 750 Hypoteticky protein
z PCR fragmentu
M13rev (JL) — LFY456rev
pDCH 4220 for M13rev(JL) — CrLFY171rev 1000 AAKS59662, putative isopropylmalate
z PCR fragmentu dehydratase, small subunit
M13rev (JL) — LFY456rev
pDCH 4221 for M13rev(JL) — CrLFY171rev 900 BAE98420, glycin/prolin rich protein
z PCR fragmentu
M13rev (JL) — LFY456rev
pDCH 4230 for M13rev(JL) — CrLFY171rev 850 Hypoteticky protein
z PCR fragmentu
M13rev (JL) — LFY456rev
pDCH4608 for M13rev(JL) - CrFT116 rev 550 CK438332, Picea glauca cDNA
clone
pDCH4681 for, rev | CrFTL1-CrFTLI1rev 600 ABM30199, sinaptobrevin-like
pDCH4706 for CrFTL1-CrFTLIrev 550 ABF95097, putative elF 4E
pCONG60, 61, 64, M13rev(JL) - CrCON1508for 800 ABR92334, putative dienelactone
66, 68 for hydrolase family protein
pChrul31 for SMART IV oligonucleotide CAA63968, pom30, porin
pChrul50, 157 for | SMART IV oligonucleotide A55092, catalase (EC 1.11.1.6)
CAT-2
pChrul51 for SMART IV oligonucleotide AF078913, R30-33 metallothionein
mRNA
pChru229 for SMART IV oligonucleotide AAG17877, suspensor-specific
protein
pChru231 for SMART IV oligonucleotide AB221010, S-adenosyl-L-
methionine synthetase, Beta vulgaris
pChru276,279rev | SMART IV oligonucleotide ABD32162, IS4 transposase
pChru280 rev SMART IV oligonucleotide BAD35713, sterol carrier protein 2-
like (SCP-2)
pChru290 rev SMART IV oligonucleotide 798202, CQCHLORI - C. quinoa
partial chloroplast genome

Tabulka 7: Sekvence ESTs z cDNA knihovny C. rubrum. Vsechny sekvence jsou zaklonovany v pGEM-T
Easy vektoru. Velikost insertu je uvedena pouze pfiblizné¢ a byla odhadnuta ze $tépeni plazmidu enzymem
EcoRI. Sekvenéni podobnost byla zjistovana v programu TAIR BLAST 2.2.8 (www.arabidopsis.org/Blast);
ModifUNIVfor = Modified universal primer; pChru jsou oznaceny plazmidy, které vznikly transformaci
Luniverzalni® cDNA knihovny do E. coli XL-1 Blue a izolaci plazmidt z jednotlivych klont E. coli. Nebyly

Stipany enzymem EcoRlI, proto v tabulce neni uvedena jejich priblizna délka.

5.9.2. Genomické sekvence genu izolované ze zastupcu rodu Chenopodium

Z genomické DNA n¢kolika zéastupcii rodu Chenopodium byly ziskdny sekvence

podobné nékterym zndmym gentim. Jejich piehled je v tabulce 8.
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DNA z Plazmid a PCR primery Velikost | Sekvené¢ni podobnost s
druhu sekvenace ve insertu
sméru for/rev bp

C. murale | pDCHO91 for LFY800 for - LFY 456 rev 230 AAT93995, putative
nucleotide excision repair
protein XP-D,
pentatricopeptide

C. rubrum | pDCH3866 rev CrFT787-110for — 200 CAQ43070, putative

CrFT787-309rev puroindoline b protein
C. rubrum | pDCH4020 for, CrFT787-110for — 1000 ABA93603, hAT family
rev CrFT787-309rev dimerisation domain

containing protein;
AAL79684, putative
transposase

C. pDCH4838 rev CrFTfor345 - CrFTrev501 1200 EAZ02052, Hypoteticky

missouri- protein

ense

C. pDCH4940,5 rev | CrFTfor345 - CrFTrev501 1200 EAZ02052, Hypoteticky

probstii protein

C. rubrum | pCON45 for CON DEGY4F - CON DEG307R 1500 BAB40833, Reverse
transcriptase, Spinacea
oleracea

Tabulka 8: Genomické sekvence z DNA C. rubrum a dalSich zastupci rodu Chenopodium. Vsechny
sekvence jsou zaklonovany v pGEM-T Easy vektoru. Velikost insertu je uvedena pouze piiblizné a byla
odhadnuta ze $tépeni plazmidu enzymem EcoRI. Sekvencni podobnost byla zjistovana v programu TAIR

BLAST 2.2.8 (www.arabidopsis.org/Blast);
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6. DISKUSE

Fotoperiodicka indukce kveteni u modelovych kratkodennich a dlouhodennich rostlin
je vsoucasné dob¢ pfedmétem intenzivniho vyzkumu rostlinné molekularni biologie. Byla
objasnéna funkce a CasteCné téz vzajemné vztahy nékterych klicovych gent tcastnicich se
tohoto procesu u dlouhodenni A. thaliana a kratkodenni ryze a Pharbitis nil. Vzhledem
k rozmanitosti mechanismt pusobicich v ramci fotoperiodické indukce kveteni pfedevSim u
kratkodennich rostlin je potfeba rozsitit studium o dal§i vhodné modelové rostliny, jejichz
fyziologie kveteni je dobfe znama.

Jednou z takovych rostlin je kratkodenni Chenopodium rubrum (ekotyp 374). C.
rubrum bylo pouzivano ke studiu kveteni po nékolik desetileti (Cumming et al., 1965;
Seidlova a Krekule, 1973; Ullmann et al., 1985). Po celou dobu studia kveteni této rostliny
pohledem fyziologli nebyly zndmy Zadné geny ucastnici se procesu fotoperiodické indukce
kveteni. Az v posledni dob¢ byla identifikovana Castecnd sekvence CrFL (Veit et al., 2004),
ortologu LFY z A. thaliana. V ramci prace na této disertaci jsme se zaméfili na identifikaci
dalSich genl Gc¢inkujicich v signalni draze indukce kveteni zavislé na fotoperiodé, homologii
FT a CO. Mimo to se naSim cilem stalo 1 na ziskani Gplné kodujici sekvence CrFL. Vyuzili
jsme také qPCR, abychom zjistili pribéh transkripce vSech nové identifikovanych gent za
proménlivych délek dne a noci, za rtiznych podminek, které vedou ¢i nevedou k indukci

kveteni.

6.1. CrFTLI z C. rubrum je ortologem FT z A. thaliana; CrFTL2 je gen

s neznamou funkei

Identifikovali jsme Uplné sekvence kodujici oblasti dvou F7 homologh - CrFTLI a
CrFTL2. Jejich sekvence je podobna genu F7T z dlouhodenni A. thaliana. Navzijem se
pon€kud li§i nukleotidovou (i aminokyselinovou) sekvenci a expresnimi profily. Podrobna
analyza jejich exprese pomoci qPCR prokazala zcela odliSnou regulaci transkripce u obou
gentl.

Exprese CrFTLI se za induktivniho svételného reZimu 12 hod tma/l12 hod svétlo
vyznacovala diurndlni rytmicitou s maximem kolem poledne. Naproti tomu v dlouhodenni A.
thaliana vykazuje FT exprese diurnalni profil s maximem na konci dlouhé¢ho dne (Suarez-

Lopez et al., 2001; Yamaguchi et al., 2005). Maximum transkripce Hd3a, FT ortologu
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v kratkodenni ryzi je za usvitu a nasledné hladiny transkriptu postupné¢ béhem kratkého dne
klesaji (Kojima et al., 2002). Exprese FT ortologh PnFT1 a PnFT2 ve Pharbitis nil osciluji
v diurnalnim rytmu s maximem po usvitu (Hayama et al., 2007). Faze rytmické exprese jsou
tedy nejpodobnéjsi u kratkodenni ryze a Pharbitis nil. Jelikoz je CrFTLI exprimovano s
maximem uprostfed dne (Chab et al., 2008), odliSuje se tim jak od pribéhu exprese FT v A.
thaliana, tak od fazi exprese F'T ortologli v ryzi a Pharbitis nil.

Pokud byla prvni faze tmy néasledovana stalym svétlem, doslo k vyraznému utlumeni
exprese CrFTLI. Stiidani faze tmy a svétla je tedy pro udrZeni exprese tohoto genu nezbytna
(Chab et al., 2008). Stejn¢ je tomu i u ryze a Pharbitis nil (Kojima et al., 2002; Hayama et al.,
2007).

Transkripce CrFTLI byla vysoce indukovéna tmou o délce 12 hodin, ¢astecné téz
tmou trvajici 6 hodin. Naproti tomu 4 hodiny tmy nebyly dostate¢né pro tvorbu transkriptu.
Uroven transkripce CrFTLI korelovala s G&innosti indukce kveteni pro danou délku tmy
(Chab et al., 2008), coz nasvédcuje, ze by CrFTLI mohl byt skuteCnym ortologem F'7.

Za stalé tmy je exprese CrFTLI rytmickd s velmi nizkou amplitudou (Chéab et al.,
2008). Vtom se liSi od exprese FT ortologh vryzi a ve Pharbitis nil. Ve Pharbitis je
amplituda exprese F7 homologli za stalé tmy vysSSi nez za stal¢ho svétla (Hayama et al.,
2007). Nase vysledky ukazuji, Ze pfesun semenackil ze stadlého svétla do stalé tmy méni
arytmicky prabéh exprese CrFTLI na rytmicky. Nedochazi vSak k tvorbé dostatecné
vysokych hladin transkriptu, potfebnych k vyvolani indukce kveteni. K dosazeni téchto hladin
je zapotiebi nasledné faze svétla, tedy stfidani induktivni fdze tmy a svétla. Nase pozorovani
ukazuji, Ze pro tvorbu dostatecného mnozstvi CrFTL1 transkriptu je zapotiebi 1) induktivni
faze tmy a 2) svétlo po jejim skon€eni (Chab et al., 2008). Témito pozadavky se CrFT 1i8i od
svych protéjSka u jinych rostlinnych druhtl. Je to jeden z nejzasadnéjSich poznatka, ke kterym
jsme dospéli. K objasnéni regulace kveteni u C. rubrum vyznamné ptispéje identifikace gend,
které jsou za aktivaci CrFTI svétlem i tmou odpovédny. Mohou to byt ortology CO, ale 1
zcela jiné geny.

Stejné jako u studovanych modelovych kratkodennich rostlin ryze a Pharbitis nil
(Ishikawa et al., 2005; Hayama et al., 2007) je kveteni C. rubrum inhibovéano aplikaci night-
break (NB). Ten zdroven inhiboval expresi CrFTLI. Zajimavé je, Ze po vraceni rostlin na
svétlo po aplikaci NB v ramcei 12 hod trvajici tmy doSlo ke slabé aktivaci genu. Stejné tomu
bylo 1 u varianty s NB vramci 18 hod trvajici tmy. Tato aktivace CrFTLI genu byla tedy
fizena piesunem na svétlo a ne Casem od piesunu do tmy nebo ¢asem od aplikace NB. To je

ve shod¢ s predpokladanym aktivaénim efektem svétla na expresi CrFTLI. Po aplikaci NB
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byl aktivaéni efekt induktivni faze tmy zruSen a na svétle doslo pouze k nizké aktivaci exprese
CrFTLI (Chéb et al., 2008).

Ve vSech experimentech korelovaly vysoké hladiny CrFTL1 mRNA s indukci kveteni,
nizka exprese byla namétfena v rostlinach, které nekvetly (Chab et al., 2008). Na zaklad¢
téchto pozorovani usuzujeme, ze CrFTLI by v C. rubrum mohl plnit funkci jednoho z
aktivatori kveteni. Taktéz ptredbézné vysledky zpienosu CrFTLI cDNA pod 358
promotorem do f¢ mutantu 4. thaliana prokazuji skutecnou ortologii CrFTLI k FT genu z A.
thaliana (Storchova et al., v ptipravé). Zkoumani transformovanych rostlin A. thaliana T2
generace prokazalo dramatické urychleni kveteni zhruba o pét tydni oproti rodi€ovskym f¢
mutantim.

Ve studovanych modelovych rostlinach bylo identifikovano vice induktori kvetent,
napt. TSF v A. thaliana (Kobayashi et al., 1999) a OsFTLI v ryzi (Doti et al., 2004). Jejich
role vindukci kveteni vSak neni prozatim zcela ziejma. V genomu C. rubrum byla
Southernovou hybridizaci ovéfena pfitomnost dvou kopii CrFTLI, odliSnych od CrFTL2.
Identifikovali jsme téz jejich genomické sekvence, pojmenované CrFTLIa a CrFTLIb.
Genomicka CrFTLI1a sekvenéné odpovida CrFTLI. Domnivame se, ze diky témét identické
sekvencni podobnosti kddujicich oblasti CrFTLIa a CrFTLIb jsme vramci qPCR méfili
expresi obou téchto gend. O rozliSeni jejich cDNA se pokusime v budoucnu pomoci PCR
primerd zacilenych do UTR (Storchova et al., v ptipravé). Odlisnost v expresi obou gentl by
mohla ukazovat specifickou roli kaZzdého z nich v indukci kveteni za riiznych podminek, napf.
za rizné teploty, jak je tomu tieba u FT a TSF v A. thaliana (Kobayashi et al., 1999). Témé&r
uplna totoznost sekvenci kodujicich tsektt CrFTLIa a CrFTLIb a blizka podobnost jejich
intront v§ak naznacuje, Ze tyto kopie mohou pochazet od rodict tetraploidniho C. rubrum a
jejich role se ziejme prekryva.

Nevime dosud, kolik je celkem v C. rubrum FT-like genti a kolik z nich je v roli
aktivatori kveteni. Pro zodpovézeni téchto otdzek je potieba dalstho molekuldrné
biologického studia fotoperiodické indukce kveteni u C. rubrum.

Ptes jistou podobnost indukce kveteni v kratkodenni ryzi a Pharbitis nil, exprese PnF'T
ve Pharbitis je regulovana jinym mechanismem nez exprese Hd3a v ryzi. Toto zjisténi vedlo
k hypotéze, ze indukce kveteni v kratkodennich rostlinach je fizeno rlznymi mechanismy
(Hayama et al., 2007). Nase vysledky (zvlast¢ velmi nizk4 exprese CrFTLI za stalé tmy
v semenaccich C. rubrum) tuto hypotézu podporuji (Chab et al., 2008).
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Druhy FT homolog, CrFTL2 z C. rubrum vykazoval za vSech studovanych
fotoperiodickych rezimii stdlou hladinu exprese srovnatelnou s maximdlnimi hodnotami
transkripce genu CrFTLI. To naznacCuje jeho netcast pii fotoperiodické indukci kveteni za
studovanych podminek. Exprese CrFTL2 v listech 15-ti dennich rostlin byla 2-3x nizsi, nez
exprese v semenaccich (Chab et al., 2008). Zda se tedy, ze je CrFTL2 exprimovan rozdilné
v zavislosti na vyvojovém staddiu rostliny. V jeho kodujici sekvenci se nachdzeji substituce
vedouci k zamé&nam velmi konzervovanych aminokyselin, které jsou nezbytné dilezité pro
funkci FT ortologlli napfi¢ krytosemennymi rostlinami (Ahn et al, 2006). Oproti dalSim
genum FT/TFLI rodiny se v sekvenci CrFTL2 naléza predCasny stop kodon na 3" konci a
odlisna sekvence na 5 konci jeho kodujici oblasti. Jedna se proto bud’ o gen s jinou funkci
nez FT, anebo o pseudogen. Vysokd hladina exprese CrFTL2 (rozdilnd v semenacncich a 15-
ti dennich rostlinach), zachovany cteci ramec a pifesny sestfih intronu svéd¢i pro prvni
moznost, tedy funkéni gen s dosud neznadmou funkci (Chab et al., 2008). Vice napovi analyza

transformovanych rostlin 4. thaliana, nesoucich tento gen pod kontrolou 35S promotoru.

6.2. CO homology v C. rubrum podléhaji alternativnimu sestrihu; faze tmy

ma stimulujici efekt a vliv svétla inhibi¢ni efekt na tvorbu CrCOL mRNA

Gen FT je v A. thaliana aktivovan prostiednictvim CONSTANS (CO) (Putterill et al.,
1995; Samach et al., 2000). V ryzi Hdl (Yano et al., 2000), ortolog CO, pusobi na Hd3a,
ortolog FT, dvojim zpiisobem — jako aktivator za induktivni a jako inhibitor za neinduktivni
fotoperiody (Kojima et al., 2002; Hayama et al., 2003). U Pharbitis nil netidi expresi PnFT1 a
PnFT2 (ortology FT) PnCO (ortolog CO), ale jiny hypoteticky gen, fizeny vnitinimi hodinami
(clock-controlled gene, CCG) (Hayama et al., 2007). Abychom objasnili regulaci CrFTLI
exprese, identifikovali jsme homology CO v C. rubrum.

Nalezli jsme Uplné kodujici sekvence dvou gent (CrCOLI a CrCOL2) (Chab et al.,
v piipravé) sekvencné blizce ptibuznych genim CO, COLI a COL2 z A. thaliana. Pro
oba COL geny jsme nalezli cDNA s alternativné vystfizenym usekem o délce 90 bp
(CrCOL1s) a 87 bp (CrCOL2s). Alternativni sestfith u CO homologii byl popséan také u PnCO
ve Pharbitis nil. Alternativné sestfihovana sekvence zde odpovida intronu, umisténému
v konzervované pozici mezi prvnim a druhym exonem. Byly nalezeny tfi formy transkript —
1) sestiizend forma bez intronu a dale 2) forma suplnym a 3) neluplnym intronem

v konzervované pozici. Obé formy s intronem vSak maji pozménény Cteci ramec a introny
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vnaseji do sekvence predcasné stop kodony (Liu et al., 2001). Situace u COL transkriptia v C.
rubrum je odliSna. Alternativné sestfihovana oblast odpovidd ¢asti prvniho exonu CrCOL
sekvence, ve které je intron v konzervativni pozici mezi prvnim a druhym exonem zcela a
spravné sestfizen.

Role alternativniho sestfthu u COL genli C. rubrum neni zatim znama. Transkripéni
profily vSech ¢tyt CrCOL forem byly za vSech studovanych fotoperiodickych podminek
v podstaté¢ identické a mirné¢ se liSily jen vySkami hladin mRNA. Dtkaz o efektu
alternativniho sestiihu na funkci CrCOL gent a také odpoveéd na otazku, zda maji CrCOLI a
CrCOL2s stejnou funkci jako CO v A. thaliana, ptinesou probihajici pokusy s pfenosem
téchto genti do standardniho genotypu a do co mutantu A4. thaliana (Chab et al., v ptiprave).

V A. thaliana podléha transkripce CO za induktivni fotoperiody cirkadidannimu rytmu
s maximem na konci dne a vnoci (Suarez-Lopez et al.,, 2001), dostate¢n¢ mnozstvi CO
proteinu pak aktivuje transkripci F7' s maximem na konci dne. Maximum exprese COLI a
COL2 je za tusvitu (Ledger et al., 2001). V ryzi je za kratkého dne CO ortolog Hdl
transkribovan s maximem v druhé puli noci (Yano et al., 2000; Kojima et al., 2002). Hdl
protein syntetizovany za tmy pak aktivuje transkripci Hd3a s maximem za usvitu. Ve
Pharbitis nil je CO ortolog PnCO transkribovan rytmicky za tmy, pokud jeji délka trva
alespon 14 hodin. PnCO vSak neni aktivatorem transkripce PnFT (Liu et al., 2001; Hayama et
al., 2007).

U C. rubrum se za induktivniho svételného rezimu (12 hod tma/12 hod svétlo) geny
CrCOL vyznacuji cirkadianni expresi s maximem na konci noci. Pokud je aplikovana pouze
jedna induktivni faze 12-hodinové tmy, rytmus pretrvava i na stalém svétle, avSak s mensi
amplitudou. V kratkodenni ryzi a v kukufici (k fotoperiod¢ neutrélni rostlina) taktéz pretrvava
rytmicka exprese Hdl a conzl (homologu CO) na stalém svétle po aplikaci jedné tmy. Oproti
CrCOL vsak amplituda rytmu exprese Hdl a conzl ziistava nadale vysoka (Shin et al., 2004;
Miller et al., 2008). Stejn€ jako v A. thalina, ryzi a Pharbitis nil jsou i v C. rubrum COL geny
vysoce transkribovany v noci. U CrCOL genl C. rubrum vSak existuji dvé zvlastnosti: 1)
potieba faze tmy pro tvorbu mRNA, 2) inhibi¢ni vliv svétla na transkripci CrCOL (Chéb et
al., v ptipravé). Takovyto vliv svétla na transkripci studovanych COL genti v A. thalina, ryzi a
Pharbitis nil nebyl popsan. Rytmicita exprese CrCOL je tedy podpoifena pravidelnym
sttidanim faze svétla a tmy.

Za stalé tmy podléhaji transkripce PnCO a CrCOL cirkadiannimu rytmu s vysokymi
hladinami mRNA. Prvni maximum PnCO mRNA je po 14 - 16 hodindch po piesunu do tmy,
u CrCOL mRNA po 9 hodindch. Stejné jako v ptipadé PnCO a PnFT u Pharbitis nil naSe
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vysledky naznacuji pon€kud odliSnou regulaci rytmické exprese CrCOL a CrFTLI v C.
rubrum (Hayama et al., 2007; Chab et al., v piiprave).

Shodné¢ s CO ortology v kratkodenni ryzi a Pharbitis nil nebyl zaznamendn vliv
aplikace night-break na expresi CrCOL geni v C. rubrum (Liu et al., 2001; Ishikawa et al.,
2005; Hayama et al., 2007; Chab et al., v piiprave).

Posun fazi rytmt exprese COL a FT homologt u C. rubrum je jiny nez u A. thaliana,
ryze a Pharbitis nil. Maxima CrCOL za tmy odpovidaji zhruba minimim CrFTLI. Naopak
minima CrCOL za svétla odpovidaji maximim CrFTLI. Je vSak tfeba fici, Ze prozatim
nevime, zda je néktera z identifikovanych forem CrCOL pravym ortologem CO. Navic neni
ziejmé, zda CO ortolog v C. rubrum vibec existuje. Pokud je pfitomen, je moznéa i jeho
neucast na fotoperiodické indukci kveteni, jak je tomu napt. u Pharbitis nil (Liu et al., 2001;

Hayama et al., 2007).

6.3. Chybi merlikiim druhy intron vysoce konzervovaného LFY genu?

LFY je v A. thaliana dilezity integrator signali z drah ovlivitujicich indukci kveteni.
Je transkrip¢nim faktorem zahajujicim expresi gent urcujicich tvorbu kvétnich organi
(Weigel et al., 1992). Ve spolupraci s laboratofi Dr. E. Wagnera (University of Freiburg,
Némecko) se ndm na zédklad¢ jiz zndmé Castecné kodujici sekvence CrFL (Veit et al., 2004)
podaftilo ziskat uplnou kodujici sekvenci CrFL (Prusinska et al., v ptipravé), LFY ortologu
v C. rubrum. CrFL je zodpoveédny za pfechod z vegetativni do generativni faze (Veit et al.,
2004). Za induktivniho svételného reZimu 12 hod tma/12 hod svétlo zacina exprese CrFL rlst
asi 30 hodin po konci prvni fdze tmy. To je né€kolik hodin poté, co v C. rubrum kvétni
stimulus (florigen) dosahuje vzrostného vrcholu (King, 1972). ZvySené hladiny CrFL koreluji
s vysokymi hladinami CrFTLI a vysokym stupném indukce kveteni.

LFY je v ramci vysSich rostlin vysoce konzervovany gen, zastoupeny v genomu bézné
jedinou kopii (Maizel et al., 2005). Byly vSak nalezeny i n€které druhy rostlin, jejichz genom
obsahuje vice kopii tohoto genu (Mouradov et al., 1998; Southerton et al., 1998; Wada et al.,
2002). Tak je tomu i v ptipadé C. bonus henricus (druhu blizce piibuznému Spenatu). V
genomu C. bonus henricus byly nalezeny dvé casteCné LFY-like sekvence, z nichz jedna
neobsahuje druhy intron. Nase vysledky poukazuji na existenci tii kopii LFY-like genu v C.
rubrum, z nichz alespont jedna taktéz postrada druhy intron. Ten je u vSech doposud

identifikovanych LFY genl pfitomen a umistén v konzervované pozici (Maizel et al., 2005).
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Absence druhého intronu LFY genu u vysSich rostlin dosud nebyla popséna. Ztrata druhého
intronu LFY u C. rubrum a C. bonus henricus je sohledem na vysokou strukturni

konzervovanost LFY genti velice zajimava a bude dale studovana.

NasSe prace rozsifila vhled do sloZité problematiky vzdjemnych vztahti gent
ucastnicich se fotoperiodické indukce kveteni. Svymi vysledky potvrdila variabilitu
mechanismi G¢inkujicich v rdmci tohoto procesu u kratkodennich rostlin (Hayama et al.,
2007; Chab et al., 2008). V soucasné¢ dobé byla ve spolupracujici laboratoti Dr. E. Wagnera
vyvinuta metoda transformace C. rubrum (Veit et al., 2006). To otevira Siroké moznosti
mnohem detailnéjSimu studiu funkci a vzadjemnych vztahli nové identifikovanych homologt
FT, CO a LFY ptimo v C. rubrum. Také ptenos jiz znamych ortologi FT, CO a LFY ze
studovanych modelovych rostlin do C. rubrum by mohl pfinést dal$i vyznamné informace.
Tim se kratkodenni C. rubrum, ekotyp 374, v ramci studia fotoperiodické indukce kveteni

stava vyznamnou modelovou rostlinou srovnatelnou s ryzi nebo Pharbitis nil.

6.4. Treti intron FTL genu - novy molekularni marker, vyuzitelny zejména

pro fylogenetické studium druhi z okruhu C. album.

Kromé¢ identifikace kodujici sekvence homologh FT geni u C. rubrum jsme se
zamétili t€z na ziskani genomickych sekvenci FTL genli (vCetn€ introni) u 13 druhl rodu
Chenopodium a Atriplex nitens. Analyza ¢astetné genomické sekvence 27 riiznych kopii FTL
genll prokazala vyuzitelnost tfetiho intronu F7T genu pro stanoveni fylogenetické ptibuznosti
druhit merliku zejména ze skupiny C. album (Chab et al., predkladano). Tato skupina je velmi
komplexni a vzajemné vztahy jednotlivych druhii jsou nejasné (Rahiminejad a Gornall, 2004;
Maughan et al., 2006). Aplikace ndmi nové nalezené¢ho molekularniho markeru je ve shod¢ se
soucasnou strategii hledani rodové specifickych jadernych markert namisto ,,univerzalnich*
genll pouzitelnych pro kterykoli druh (Hughes et al., 2006).

Jednim z druhti, jejichz piivod nam sekvence tretiho intronu F7L geni pomohla
odhalit je 1 C. quinoa, vyznamna zemédélska plodina Jizni Ameriky (Partap et al., 1998). C.
quinoa je fakultativné kratkodenni rostlina (Bertero et al. 1999; Bertero 2003) a svou
odpovédi na fotoperiodu se tedy podoba C. rubrum. C. quinoa pochézi z jihoamerickych And
a je vysoce tolerantni k mrazu, suchu a zasoleni, coZ jsou z agronomického hlediska velmi

vyznacné vlastnosti. Vyznam C. quinoa vtomto ohledu vzrista piedevSim v souvislosti
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s globalnim oteplovanim a nepfedvidatelnym pocasim. Semena C. quinoa jsou nutricné¢ velmi
hodnotnd — zejména pro vysoky obsah proteinii a vyvazené zastoupeni vSech esencialnich
aminokyselin. Obsahuje hodné¢ mineral - dokonce vice neZ ostatni tradi€ni obiloviny.
Vyznamny je téZ obsah fytoestrogenil, latek s potencidlem pii lé€beé osteopordzy, rakoviny
prsu a srde¢nich chorob. Potraviny z C. quinoa jsou dobie stravitelné a mohly by byt dobrou
nahrazkou masa a mléka (Rojas et al., 2004). V Evropé se C. quinoa pouziva jako tzv.
pseudoobilovina pro bezlepkovou dietu a jako 1é¢iva rostlina.

Sekvence ttetitho intronu F7L gent potvrdily, ze C. berlandieri je jednim ze dvou
rodicovskych druhti tetraploidniho C. guinoa. Toto bylo piedpokladdno jiz diive na zakladé
studia mikrosatelitnich markertd C. quinoa a C. berlandieri (Mason et al., 2005). Nase
vysledky naznacuji, ze diploidni C. album ssp. suecicum nebo néktery jemu blizce ptibuzny
druh je velmi pravdépodobné druhym rodiCovskym druhem C. quinoa. Ten nebyl dosud
znam. Tteti intron F7L gent se ukdzal byt velmi dobfe pouzitelnym néstrojem zejména pro
rozlusténi ptivodu polyploidnich druhti merliku.

U C. guinoa byl také objeven prenos kusu mitochondrialni (mt) DNA (pies 500 bp) do
ttetiho intronu F7TL genu (Chab et al., pfedkladano). Vysokéd podobnost inserce k mt DNA
Beta vulgaris (mt sekvence C. rubrum neni k dispozici) naznacuje, Ze se pienos udal pomérné
nedavno (Leister, 2005; Noutsos et al., 2005). To, stejné jako mozaikova struktura inserce, je
ve shod¢ s hypotézou prestavby mt DNA po setkani genomu rodi€ovskych druhti (Noutsos et
al., 2005). V nekterych C. quinoa z Bolivijskych jiznich And byl nalezen FTL gen sekvencné
totozny s F'TL-1845, ktery navic ve tietim intronu obsahuje dalsi dlouhou (cca 650 bp) inserci
(Chab et al., predkladano). Ta vSak neni mitochondrialniho pivodu. Vzhledem k tomu, Ze se
tato druhd inserce nachazi jen u omezeného souboru bolivijskych populaci, je zifejmé, ze
k inserci dlouhého fragmentu do tfetiho intronu F7L genu doSlo pozdéji, nez k pfenosu mt

DNA.

6.5. PFinos naseho studia

NaSe studium molekularnich zakladi kveteni bylo zaméfeno hlavné na kratkodenni C.
rubrum (ekotyp 374). Tato siln€ nitrofilni rostlina je v naSem regionu povazovana za plevel.
V poslednich letech je vna$i pfirodé¢ ¢im dale vzacnéjsi. Vyznam studia kveteni u této
rostliny je vSak vétsi, nez je na prvni pohled zifejmé a to z nasledujicich diivodi. 1) Fyziologie

kveteni tohoto druhu je dobfe prostudovana. 2) U pétidennich semenackt C. rubrum lze
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vyvolat kveteni pouhou jednou indukéni tmou. To by mohla byt adaptace na okolni
podminky, nebot’ se jednd o pionyrskou rostlinu, obsazujici disturbovand stanovisté. Musi
vykvést diive, nez vykli¢i a vyrostou druhy pozdéjSich sukcesnich stadii. Regulace ¢asného
kveteni je dosud neprobadana. 3) C. rubrum je ptibuzné nékolika zemédélsky vyznamnym
druhiim - C. quinoa, fep¢ cukrovce a Spenatu.

NaSe vysledky pfimo ¢i nepiimo ptispivaji k pochopeni probléma v nasledujicich
oblastech vyzkumu.
1) Rozsifuji vhled do problematiky vzajemnych vztahi gend, ucastnicich se fotoperiodické
indukce kveteni u kratkodennich rostlin.
s ohledem na vyvojové stadium rostliny.
3) S vyuzitim nami navrzenych PCR primert, optimalizovanych postupli a metod nase
vysledky vyrazné usnadnuji identifikaci uplné kddujici sekvence geni regulujicich kveteni u
zemédeélsky vyznamnych C. quinoa, fepy cukrovky nebo Spendtu. To piispéje k dalSimu
vyuZiti téchto rostlin v zemédé&lstvi. Pfirozenou cestou se tak nase vysledky stavaji prakticky

vyuZitelnymi.
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7. ZAVERY

1)

2)

3)

4)

Identifikovali jsme homology genit CONSTANS (CO) a FLOWERING LOCUS T (FT) (z
Arabidopsis thaliana) ucastnicich se fotoperiodické indukce kveteni v C. rubrum (ekotyp
374). Nalezli jsme uplné kodujici sekvence dvou COL geni CrCOLI a CrCOL2, dvou
homologli FT genu CrFTLI (ve dvou pravdépodobné alelickych formach CrFTLIa a
CrFTL1b) a CrFTL2 a jiz znamého ortologu LEAFY (LFY) — CrFL. V genomu C. rubrum
jsme nalezli tfi kopie CrFL-like gent. Zjistili jsme GpIné genomické sekvence CrFTLIa a
CrCOLI. Ptekvapivé bylo zjisténi, ze genomicka sekvence CrFL postradd druhy intron,

nebot’ toto zatim nebylo u zndmych LFY ortologii popséano.

Studium expresnich profilli nové identifikovanych gent za induktivnich 1 neinduktivnich
fotoperiodickych rezimli v semenaccich a 15-t1 dennich rostlindch ptfineslo nasledujici
ptedstavu o funkci téchto gend. CrFTLI1 je ztejmé pravym ortologem F7T, kdezto CrFTL2
je genem s neznamou funkci. Na zaklad¢ expresnich profilii nebylo mozno jednoznaéné
rozhodnout o funkci CrCOL genl. AvSak prib&h rytmické exprese téchto gend neni

v rozporu s piedstavou, Ze se jednd o ortology genu CONSTANS .

Transformace CrFTL1 do ft-2 mutantu A. thaliana zcela prokazala ortologii CrFTLI k FT
z A. thaliana. Prozatimni vysledky transformace CrCOL geni do co-2 mutantu A.
thaliana naznacuji komplementaci co mutace alternativné sestiizenou formou transkriptu
genu CrCOL2.V tomto ptipadé bychom prokazali funkci odpovidajici CONSTANS u

alespoil jednoho z nové identifikovanych COL gend.

Tteti intron FTL genii u zastupct rodu Chenopodium se ukéazal byt velmi dobie
pouzitelnym molekularnim markerem pro rozlusténi piivodu polyploidnich druhti merliku
z taxonomicky obtizného okruhu druhti C. album, zejména zeméd¢€lsky vyznamného C.

quinoa.
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9. PRILOHY

Priloha 1

Protokol - vysev semen A. thaliana na misky

Sterilizace semen: 10% SAVO (5 ml SAVO + 45 ml H,O + 0,02% TWEEN 20 - detergent)

Sterilizaci provadime ve flowboxu

1.

2.
3.

Pfidame k seminktim v 1,5 ml eppendorfce takové mnozstvi 96% etanolu, aby byly v§echny ponoiené
(30 s namodcit, netiepat)

Inverznim otacenim zkumavky michat po dobu 5 min

Etanol odtahnout pipetou (poté co se seminka usadi na dné) a pfidame 10% SAVO v takovém mnozstvi,
aby byly v§echny ponotené

Vortexujeme na stojanu 15 min

SAVO odstranit pipetou a semena 5x proplachnout destilovanou vyklavovanou vodou a odstranit ji
pipetou

Poté ptidat zklavovanou 0,1% agardzu, seminka se na misky nanaseji v ni — aby se nelepily k sob¢,

(v 0,1% agaroze se rozdéli)

2 MS medium s vitaminy (300 ml)

0,66 g Murashige and Skoog (MS) medium including vitamins
3 g sacharozy

pH 5.7 (nastavit pomoci 4 M KOH)

Agar 2,4 g (0,8%) — horizontalni médium

AN S

Rozpustit MS a sacharézu ve 200 ml sterilni vody

Nastavit pH 5,7 pomoci KOH

Pridat agar

Doplnit na 300 ml sterilni vody

Sterilizovat autoklavovanim

Po zchladnuti na cca 50°C pridat antibiotika HYG 25 ug/ml a Cla 250 pg/ml

Po cca 30 ml se naléva do petriho misek

Seminka se na misky vysévaji ve sterilnim flowboxu 1 ml pipetou do radka

Potom se misky zalepi po obvod¢ paskou a daji se na 48 hod do chladu (lednice), potom do kultiva¢ni mistnosti.

Priloha 2

Kristalon — sloZeni hnojiva

Na 51 hnojiva:

4 g kristalon podzim jesen
3,3 g kristalon plod a kvét
2,25 g Ca(NO3), . 4H,0O
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Ptiloha 3

Rapid toothpick isolation

Lytic solution - skladovat pii -20°C
275 pl sterilni vody

25 ul 1M TRIS pH 8,0

50 ul 0,5 M EDTA

50 pl RNAse A (10 mg/ml)

100 wl lysozymu ve vodé (5 mg/ml).

Do 1,5 ml ependorfky napipetovat 15 pl lytic solution a resuspendovat v ném paratkem 1 stér z bakterialniho
prouzku, inkubovat 5 min pii laboratorni teploté, poté ptidat 2 ul equilibrovaného fenolu, kratce zvortexovat,
centrifugovat 2 min pii 12000 rpm. Na 0,7% agar6zovy gel nanést 8 ul horni faze odpipetované z povrchu.

Priloha 4

Plasmid mini preparation - ALKALICKA LYZE

Agro GV 3101 — v 50 ml Erlen. bafice nechat riist 2 dny v 5 ml LB media + antibiotika (GEN 25 pg/ml, RIF 70
pug/ml, KAN 50 pg/ml, Tc 10 ug/ml)

GTE: 50 mM glukoza
25 mM Tris-HC
10 mM EDTA 1 klavovat!!
pHS8

NaOH/SDS: 0,2 M NaOH + 1% SDS — do 15 ml

KOAc/HOAc: 3 M octan draselny
2 M kyselina octova
pH 4,8

Centrifugace 5 ml narostlych bun¢k 8 min pii 4000 rpm v 12 ml zkumavkach
Pellet rozpustit ve 180 ul GTE a vortexovat — buiikky musi byt GipIn€ resuspendovany
Pridat 360 pl NaOH/SDS a 2-4 min jemné Sejkovat — NEVORTEXOVAT!!
Pridat 270 pl KOAc/HOACc, ihned jemné promichat a pak vortexovat
Centrifugace 5 min pti 7000 rpm
Supernatant ptenést do 2 ml EPP zkumavky — bez bilé srazeniny
Pridat 1,2 ml 96% EtOH, vortexovat
Centrifugace 15 min pii 13 000 rpm a vylit supernatant
Pridat 200 pl 70% EtOH a dat na 10-15 min do mrazaku (-20°C)

. Centrifugace 10 min pfi 13 000 rpm a vylit supernatant

. Nechat pellet susit cca 20 min pii pokojové teploté

. Rozpustit ve 20 pl destilované deionizované vody

. Nechat rozpoustét pi‘es noc v lednici a dalsi den nanést na gel 5 pl plazmidu

WXk W=

—
W = O
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Priloha 5

Sekvenovani pomoci BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitu

Sekvenovaci PCR:

0,9 ul vody

1,5 ul 5x BigDye buffer......... uchovavat v lednici

1,6 pl primer (10 uM)

1 ul BigDye 3.1 miX................... uchovavat v temnu a -20°C

5 ul templat

Celkovy objem 10 pl
Mnozstvi templatu je nutno upravit podle jeho koncentrace a poté upravit téz objem vody.

PCR podminky: 96°C 1 min
30 cyklu: 96°C 10's
50°CSs
60°C 4 min
4°C forever

Etanolové piecisténi (pro 10 ul sekvenacni reakci):

Po PCR kratce zcentrifugovat

Prenést objem 10 ul PCR reakce do nové 0,5 ml zkumavky

Pridat 1,5 pl 3 M acetatu sodného a 40 pl 96% etanolu

Dobie zvortexovat

Ponechat pfi laboratorni teploté 30 - 60 min (maximaln¢)

Centrifugovat 12 500 rpm pii 6°C 20 min (nebo pokud to neni mozné, tak v nechlazené centrifuze)
Velmi opatrné odlit supernatant (neztratit pellet!)

Pridat 250 pl 80% etanolu a kratce zvortexovat

Centrifugovat 12 500 rpm pii 6°C 20 min (nebo pokud to neni mozné, tak v nechlazené centrifuze)
Velmi opatrné odlit supernatant (neztratit pellet!)

Vysusit pellet ponechanim oteviené zkumavky dnem vzhiru na buniéiné - asi pal hodiny pfi laboratorni
teploté

el N Al
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Priloha 6

Sekvenovani na gelovém sekvenatoru ALFII s pouZitim CvycleReader™ Auto DNA
Sequencing Kit

Piiprava sekvenacniho gelu:
Silan: 333 pl ethanolu + 83,33 pl 10% kyseliny octové + 1 pl silanu, silan je nutno michat vzdy Cerstvy

Vylestit skla isopropanolem, vlozit spacery

Nanést na sklo Silan a rozlestit ubrouskem

Slozit skla tak, aby byl napis po zavéSeni Citelny a zpevnit je svorkami

Namichat akrylamidovy gel (pfednostné se pouziva ReproGel™ Long Read, ale Ize pouzit i
ReproGel™ High Resolution, ktery oviem davé kratsi sekvence) celkovy objem gelu 50 ml (33,3 ml
solution B + 16,7 ml solution A) a opatrné promichat, aby se nevytvorily bubliny

Opatrné nalit gel umistény ve vodorovné poloze na k tomu urc¢eném stolku; gel nalévame odspoda skel,
gel se natdhne mezi skly az na druhou stranu, kam se umist'uje hireben

Pfipadné bubliny odstranit jejich vytazenim odspodu gelu k tomu uréenym umélohmotnym ,,hakem
Po naliti gelu zasunout pomalu mezi skla hieben (pozor na vytvoteni bublin)

Priklopit gel na stolku pod UV zafivky a peCeme 10 min (Skodlivé zafeni, opustime mistnost)

Po zapeceni gelu velmi opatrné a pomalu vytahnout hieben

el S

9]

© 0N o

167



10. Gel ve sklech zavésit do pfistroje ALFII na uréené Srouby

11. Spodni vanu pod gelem vyplachnout destilovanou vodou a do vany naliit 1 litr pufru 0,5x TBE (200 ml
5x TBE a doplnit do 2 1 sterilni vodou), do horni vany nalit zbyvajici litr pufru

12. Ptipojit svorky s hadicemi pro cirkulaci vody

13. Pokud je tieba, dolit sterilni vodu do pfistroje — stiickou do hadice vpravo na pfistroji a zapnout jej na
pravém boku

14. Zapnout pocitaé, aktivovat ALFwin Software Instrument Control 2.0 a zvolit Instrument 2

15. Poté co program nacte pristroj, zaviit viko a zvolit nastaveni laseru (realign laser), transmitance by
m¢éla byt alespont 90%, pokud je nizsi, upravit vysku gelu a znova nastavit laser

16. 2x proplachnout injekéni stiikackou kazdou jamku od kouski gelu a necistot

17. Do jamky nanést 8 ul z PCR reakce v poradi A, C, G, T pro kazdy sekvenovany vzorek

18. Ptipojit elektrody

19. Zavtit viko, nastavit v programu parametry elektroforézy: Run Time: 1000 min; Current: 60 mA;
Temperature: 55°C; Voltage 1500 V; Power 25 W

20. Spustit ,,Start*

21. Druhy den zaviit program a znova jej oteviit z ikony na plose pocitace, zvolit ,,Sequence analyser* a
tim spustit ALFwin Software Sequence analyser 2.10, ve kterém prohlizime raw data nebo
procesované sekvence (vybrat Analysis, Process)

22. Sekvence exportujeme ve formatu ASCII (textovy soubor)

Priloha 7

A-tailing s pouZitim aTaq DNA polymerazy (Promega)

Do 0,2 ml PCR zkumavky s vypouklym vi¢ckem napipetujeme:

1 ul 10x Buffer

1 ul dATP (2 mM)

0,6 ul Mg*" (25 mM)

1 wl aTaq DNA polymerase 5 U/ul

6,4 ul PCR fragmentu po precisténi QIAquick Gel Extraction kit, nebo QIAquick PCR Purification kit

70°C po dobu 30 min v termocykleru

Priloha 8

Konzervace A. tumefaciens

Piiprava bakterialni kultury
1. Asi 1 ml bakterialni kultury (péstované pii laboratorni teploté pres dvé noci) centrifugovat pti 3000 rpm
3 min na centrifuze Hettich, laboratorni teplota. Odstranit supernatant.
2. K pelletu ptidat 0,5 ml sterilniho YEB média bez antibiotik. Resuspendovat na ledu.
3. Smichat s 65% glycerolem (viz nize) v poméru 1:1
4. Skladovat v -80°C

Stock solution pro Agrobacterium:
65% glycerol

0,01 M MgSO,

25 mM TRIS

pH 8,0
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Ptiloha 9

Priprava elektrokompetentnich bunek A. tumefaciens GV3101

Jsou potieba: 2 litry vychlazené sterilni deionizované vody, 1 litr YEB média

1.

nh v

o

— = \O 00

Z Cerstvé kultury na misce nasadit monokolonii GV3101 do 10 ml YEB média s antibiotiky (GEN 25
pug/ml, RIF 70 ug/ml, KAN 50 pg/ml a Tc 10 pg/ml) a nechat tiepat pii cca 180 rpm na vodni tfepacce
pti 28°C

Den ptedem vychladit falkony (250 ml, Nalgene) a vodu v lednici

Rano prelit narostlou kulturu do 11 YEB média s témi samymi antibiotiky a kultivovat do dal§iho dne
Vychlazenou vodu a kyvety dat na led

Kulturu pfelit do vychlazenych kyvet a nechat zchladnout na ledu 15 min a pak centrifugovat

v kiizovém rotoru pii 4°C 4000 rpm 15 min (kyvety na pfedvazkach vyvazit na 0,1 g)

QOdlit supernatant, bakterialni pellet z kazdé kyvety resuspendovat nejprve v 1 ml vody a pak doplnit
vodou do plné kyvety (cca 250 ml) a znova stejné centrifugovat

Opakovat krok 6 s tim, Ze se resuspenduje v polovi¢nim objemu vody

Resuspendovat ve 20 ml 10% zklavovaného glycerolu

Presunout do dvou 50 ml kyvet a stejné centrifugovat

Resuspendovat ve 2-3 ml 10% zklavovaného glycerolu

Na ledu pripravit aliquoty po 50 pl, zamrazit je v dusiku a skladovat v deep freezu pii -80°C

Priloha 10

Elektroporace A. tumefaciens GV3101

1.

AN ol

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

Dame na led rozmrznout alikvotu elektrokompetentnich bunék Agro a vychladit pora¢ni kyvety,
plazmid a 1 ml LB media na kazdou poraci

Ke kompetentnim bunkam ptidame 1-2 ul plazmidu (tj. asi 200 - 400 ng DNA)

K elektroporatoru pripojime pora¢ni komurku (v Supleti u stolu)

Zapneme elektroporator (vpravo na stran¢)

Pomoci tladitek sef volts a raise nastavime hodnotu 2 500 V (maximalni hodnota)

Pipetou preneseme 100 pl kompetentnich bakterii s plazmidem do poracni kyvety (BEZ BUBLIN!!) a
poklepanim o stil sklepneme na dno kyvety a zavieme vickem

Dukladné otfeme kyvetu (aby nedochazelo ke zkratu)

Kyvetu vsadime do pora¢ni komtrky a soucasné stlaéime ob¢ tlacitka pulse. Drzime, dokud
elektroporator nevyda zvuk

IHNED piidame do kyvety 1 ml vychlazeniho LB média a zamichame $pickou

. Zkontrolujeme pomoci tlacitek set+actual volts (stiskneme soucasne) casovou konstantu — méla by byt

okolo 5,7 ms. Rozhodné by neméla byt mensi nez 4,5 ms.

Preneseme do 1,5 ml Eppendorfky a nechame pii pokojové teploté

Poraéni kyvetu ihned namoé¢ime do 1% SDS (a nechame alespon 10 minut stat)

Pred vypnutim elektroporatoru snizime voltaz na nulu: pomoci tlacitek sef volts a lower, teprve poté jej
muizeme vypnout

Kyvety vyplachneme vodou, poté sterilni vodou a nakonec denatutovanym ethanolem, osusime dnem
vzhiru na bunicing, asi pul hodiny
Kyvety ulozime zpét do skladovaci erlenky a uzavieme alobalem

Bakterie v LB/YEB médiu preneseme do 15 ml sklenéné zkumavky a ddme zregenerovat na 2-3 hod do
ttepacky pii 28 °C

Pred vysevem zakoncentrujeme — centrifugace 3500 rpm a resuspendujeme ve 100 ul, které se vyseji na
misky s odpovidajicimi antibiotiky (GEN 25 pg/ml, RIF 70 ug/ml, KAN 50 pg/ml a Tc 10pg/ml)
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Priloha 11

Floral dip - Transformace A. thaliana namacéenim kvétenstvi do suspenze 4. tumefaciens

Silwet — uchovavat pfi laboratorni teploté

1.

N e

*

10.
11.

Z Cerstvé kultury na misce nasadit monokolonii GV3101 do 5 ml YEB média s antibiotiky (GEN 25
pg/ml, RIF 70 pg/ml, KAN 50 pg/ml a Tc 10pg/ml) a nechat tiepat pies noc pti cca 180 rpm na vodni
ttepacce pii 28°C

Réano prelit narostlou kulturu do 150 ml YEB média s témi samymi antibiotiky a kultivovat do dalsiho
dne

Kulturu prelit do vychlazenych 250 ml kyvet a centrifugovat v kiizovém rotoru na centrifuze Hermle
pii 4°C 4500 rpm 20 min (kyvety na piedvazkach vyvazitna 0,1 g)

Rostlinam vybranym k transformaci ostfihat jiz vytvorené Sesule a bilé kvitky

Pripravit 103 ml 10% sacharozy + 0,05% Silwet

Slit supernantant a pellet resuspendovat ve 3 ml 10% sacharosy a 0,05% Silwetu

Odebrat 1 ml suspenze (z kroku 6.) do 100 ml 1azné (10% sachardza + 0,05% silwet) a zmétit OD lazné
pri 600 nm, poté se prikapava ze suspenze do lazné tak, aby kone¢na OD byla idealné 0,8 (mtize byt i
trochu vyssi, az do OD=1)

Koupani celého kvétenstvi, rostlina za rostlinou (asi 5-10 s) a pak jesté jednou zopakovat

Lehce osusit (okapat a pak dobie osusit ubrousky z buniéiny), uzavtit do plastového sacku, zavazat
(provazek nebo gumicka) a umistit rostliny do tmy pii pokojové teploté pies noc (skfinka, komora u
sekvenatoru 3. patro)

Rostliny vyndat ze sacku a vratit do kultivacni mistnosti nebo skleniku

Po 5-7 dnech znova zopakovat transformaci pro zvyseni jeji i€innosti
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Priloha 12

. Ynitini“ primery pro sekvenaci 3. intronu F7L genu z C. quinoa

V genomické sekvenci ¢asti FTL genu z C. quinoa (GenBank, klon Cquil845, EF422349) jsou vyznaceny
,vnitini“ primery pro sekvenaci intronu (Qulntron1845for, Qulntron1845rev) a primery pro testovani na
pritomnost mitochondrialniho insertu ve tietim intronu (QUMTCHI1845for, QuFT1845rev). Forward primery

jsou vyznaceny nad sekvenci k niz jsou komplementarni (>>), reverse primery pod ni (<<).

1
61
121
181
241
301
361
421

481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

1261

1321

1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

1801

gggaccactg
attagttcag
tactatcttt
atgtgtgcca
ctagtaaacc
ccaccgtata
aggttgagat
ctaattgtct

agattatctt
atancaataa
tgactattag
caataataag
gtgcactcct
aattgcgtac
taagatctac
tgtactctga
atgctagacg
aaatatatgt
tcatcacgta
tctctcggtce
ccctctatca

ccccgtgggg

tccgcccaga
<LLLLL

gaggaagcgg
ctcttctttc
agacacagcg
tgcgtgagcg
aagactgcgg
tagaggcttg
aggtcaagag

gtttgtgttg

gtgcaacctt
atgcatagca
cattacaaac
tgaccctggt
cacacatgta
gtatgcattg
attaagaaat
actactacat

attacaagtt
gggagtttgg
aaacaaaagg
ttgatcatat
ctacccctct
gattaatagt
accaaaaact
atatgaggaa
aaagtgtgta
aaccaacaag
attccacaag
tcaccccaac

gccggtgegg

tggtgagttt
tagtattgca
attatataca
gctagtgcat
tgtaggccaa
atttaatatc
agaaggagaa
gtttattaag

caattccgat
tgcacattta
tatggtgcac
gaaataatct
gatgcttatt
atcaaactac
tacagtgtta
tcaatatata

QuIntronl845for
D S O

gttgtgtttt
tatacatggt
taggagtagt
gggggtattc
tgtcatatta
accaagcgac
tgttgtagca
attttttttt
cttgtctaca
atgtgtggtg
tgcattcatc
aagatacggc
ggaaaacatg

tgcccttatt
tatttttngc
tccaatccct
ataaatgttc
tagagtaggg
aaaaagagag
gttttaccga
ggtatactag
caagtgattg
catgtggtcg
atagactctc

tcgggcggca
aaagcggtca

QuMTCH1845for

SSSSSSSSSSSSSSSSSSS>>>
ttggggggtc gcgttccttc ttaatgtagce

agacatcatg

ctcccecggtg
tttatttcct
gaggagcgaa
ctcctcatag
atagggctca
acggagtgaa
gtggtttgtt

tttcaacagc

gtagaataat

ccttcecgteg
cactgagctc
gctacgactt
aacaagaaga
aataccagaa
gctttatact
atgagagccc

taggaaggca
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cctccecectgg

gctctagcgce
tctccectet
gtgagtgaga
acaatgaggg
tcaagacata
cactaagttt
acggccatcc

ccaatcctta
ctaatgtgaa
ctaagagtac
acgacttttt
attatcttat
ttaaggcttg
gctgtactgt
agaccataac

aggatatttc
acaagatcaa
ctcttttgtt
ctagctatta
gtatatgatt
aattaatttg
ggacctattg
taggtggtga
atgagtcttg
gctagctagg
aattatttac
agcaggtgaa
ctatactaga

taatgtggtt

atcatcaaca
ttatttctta
catcgtatgt
tgcaccctat
tatacatacg
aaggccatat
ttatgccctt
catatatgaa

ttctgattgt
tgatacaggt
tattttgtac
ttgatcactc
ataaatctcg
aaaaaaaaag
aaatgaaccc
tctgaccttc
gtactcatat
ccactagggt
gtcctttett
tgtgatcttg
ggagggcatc

aatgttgcta

<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL
QuIntronl845rev

cgagttggac

ttattcaatt
gcccceccacg
aacttgtttc
ggggtactcc
cttgaatcac
atttctacca
cagggaatac

ggggaaggca

agctgccctg
gggggagcac
gaacgacggc
ccccagtgga
caaccaaatc
ttctttgttt
atcgattcgt

< LL L L L L L L L L L L L L

QuFT1845rev

aactgtgtat gcaccagggt ggcga



Priloha 13

Southernova hybridizace

20x SSC 3 M NacCl 1753 g nall
0,3 M citrat sodny .2 H,O 88,2 g pH 7,0

2x SSC 10x nafedit 20x SSC

Denaturacni roztok 1,5M NaCl 87,5g nall
0,5M NaOH 20,0¢g

Neutralizaé¢ni roztok 1,5M NaCl 87,5g mall
0,5M Tris-HCI pH7,5 60,5¢g

Piiprava gelu
1. (Fotografovani s fluoreskujicim pravitkem a odfiznuti standardl, pokud nebyl pouzit velikostni marker).
Pracujeme v chirurgickych rukavicich, gelu ani membrany se zbyte¢né nedotykame

2. Dvakrat 30 minut denaturace v Cerstvé pripraveném Denatura¢nim roztoku za pomalého kyvani (15
kyvnuti/min), doba zavisi na tloustce gelu

3. Kratké oplachnuti destilovanou vodou

4. Dvakrat 30 minut neutralizace v Neutraliza¢nim roztoku

5. 10 minut ekvilibrace ve 20x SSC

6. Priprava knotd z Whatmanu (stejné Sirokych jako Sifka gelu), ponofenych do blotovaciho roztoku (20x

SSC), uhladime sklenénou pipetou zavlhka

7. Preklopime gel vzhliru nohama na Whatman, preneseme 2 pinzetami vlhkou membranu Hybond N+ od

Amersham (asi o 2 mm §irsi nez gel na kazdé stran€) a ustfihneme levy dolni roh, abychom oznacili

orientaci gelu

Pfilozime tfi Whatmany rozmért gelu, navlhéené v blotovacim pufru

9. Navrstvime hrani¢ku suché buniciny, pfiméfené zatizime a okraje blotovaci misky zakryjeme
potravinaiskou folii proti odpareni

10. Nechame prosavat do dalsiho dne

11. Rano rozebereme vrstvu mokré, pufrem nasaklé buniciny a pinzetou pfeneseme membranu na Whatman
kontaktni stranou nahoru, oznac¢ime ji tuzkou a na ni start pozici DNA

12. Membranu polozit na Whatman jemn¢ nasakly 2x SSC a na skle pienést do crosslinkeru, kde 3,3 min
crosslinkujeme (energie 1100 J/cm?)

13. Membranu ponechame uschnout v obalce z Whatmana pfi laboratorni teploté az do okamziku hybridizace

®

Hybridizace

1. Prehybridizace 2-3 hodiny pii 42°C ve 20 ml DIG Easy Hyb ptfedehtatém na 42° C v hybridizacnich tubach
v picce Amersham

2. Priprava hybridiza¢niho roztoku: 10 pl DIG oznaceného PCR fragmentu napipetovat do eppendorfky
s 50 ul sterilni vody, obtocit teflonovou paskou a vlozit do vrouci vodni 1azné na 10 minut, poté rychle
ochladit na ledu a ponechat zchladit 10 minut, piepipetovat do 5 ml DIG Easy Hyb ve sterilni kyveté (12 ml)
vyhtatého na hybridizaéni teplotu 42°C;
(Pokud je sonda pouZita opakované, je danaturovana na vodni 1azni pti 68°C po dobu 10 min)

3. Zrolleru vylit prehybridiza¢ni roztok a nahradit hybridiza¢nim

4. Hybridizujeme pi‘es noc pii 42°C
T,=49,82+0,41(%G+C)-(600/délka hybridu v bp), hybridizovat 20-25°C pod T, hybridu, pii netplné
homologii snizit hybridizacni teplotu

Detekce

1x Maleic acid pufr: 100 mM kyselina maleinova, 150 mM NaCl, pH 7,5; klavovat

Washing pufr: 100 mM kyselina maleinova, 150 mM NaCl, pH 7,5; 0,3% (v/v) Tween 20

Blocking puft: 1% (w/v) Blocking reagent pro hybridizaci nukleovych kyselin rozpustit v 1x maleic acid pufru;
zasobni roztok 10x Blocking pufr (uchovavat v -20°C) se fedi 10x a uchovava v lednici; klavovat

Protilatka: 1:20 000 Anti digoxigenin-AP conjugate v Blocking pufru

Detection pufr: 100 mM Tris-HCI1, 100 mM NaCl, pH 9,5; klavovat

CDP-Star: 1:100 v Detection pufiu
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10.
11.
12.

Dalsi den slit hybridiza¢ni roztok zpét do 12 ml kyvety a provést stringentni promyvani — 2 x 5 min ve 200
ml 2x SSC + 0,1% SDS (ptedehiaty na 42°C) pti 42°C, poté 2 x 30 min ve 200 ml 0,1x SSC + 0,1% SDS
(predehraty na 65°C) pii 65°C

Membranu pienést do plastové misky a koupat 5 min ve 100 ml washing pufru — kyveme v plastové misce
na kyvacce, nejméné€ 5 min

Slijeme a koupeme ve 100 ml blocking pufru, kyveme nejméné 30 min

Slijeme a koupeme v 50 ml roztoku protilatky (2,5 ul Anti digoxigenin-AP conjugate v 50 ml Blocking
pufru), kyveme presné 30 min

Slijeme a koupeme 2x 15 min ve 100 ml washing pufru

Equilibrujeme ve 100 ml Detection pufru

Membranu ulozime na plastovou folii

Na membranu naneseme 14 pul CDP-Star ve 1,4 ml Detection pufru, pfiklopime folii, rovnomérné
rozhladime pipetou a nechame puisobit presn¢ 5 min

Membranu osusime okapanim a ptiloZzenim hranou na suchy ¢isty Whatman

Membranu uloZime na plastovou folii a zatavime (bez bublin)

Ponechame ve tmé ve vyvolavaci kazeté s Hyperfilmem 1- 5 hodin a poté vyvolame

Pfi Cerveném svétle anebo Iépe ve tmé 3 min koupat ve vyvojce, 3 min ve vodé a nakonec 3 min

v ustalovaci a znova 3 min ve vodé

Neradioaktivni stripping

1
2)
3)
4)
5)

koupat 1 min v H,O

Inkubovat 10 min v 0,2 M NaOH + 0,1% SDS, pii 37°C
Opakovat inkubaci za stejnych podminek

Dukladné oplachnout ve 2x SSC

Zatavit membranu do folie a ulozit v 4°C, membrana nesmi uschnout

Priloha 14

DIG znaceni hybridizaéni sondy

100 — 1000x fedény PCR produkt pouzit jako templat v DIG znadici PCR reakci nasledovné:

Pripravit 2 typy mastermixu - prvy z nich s pouzitim DIG mixu a druhy s nezna¢enymi dNTP, ktery bude slouzit
jako velikostni kontrola na gelu (DIG oznaceny PCR produkt se bude na agarézovém gelu diky vyssi
molekulové hmotnosti pohybovat pomaleji viici nezna¢enému PCR produktu).

Pro jednu DIG znaéici reakci napipetovat 17 ul vody, 2,5 wl pufru, 2,5 ul DIG mixu, 0,3 ul for a rev primert a
0,4 ul polymerazy, ptipipetovat 2 pl templatu.

Pro kontrolni reakci obdobné s tim, Ze misto DIG mixu pouzit 2,5 ul 2 mM dNTP.

PCR podminky:
94°C — 2 min; 35 cykla: 93°C — 30 s, 58°C (nebo dle primerd) — 45 s, 72 °C — 1 min; zavére¢na extenze 72 °C -
5 min

Kontrola znaceni na 1,8% (CrFTLI sonda) nebo 1,4% (CrFL sonda) elektroforetickém gelu:
5 ul z DIG znacici i kontrolni PCR reakce nanést na gel a po pil hoding ovétit velikostni rozdil znac¢eného
fragmentu oproti kontrole.
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Priloha 15

DNA Dot Blotting + colony hybridization

Roztoky:

20x SSC: 3 M NaCl

0,3 M citrat sodny . 2H,O pH 7,0

2x SSC — 10 x zfedit 20x SSC

Denaturacni roztok: 0,5 M NaOH 0,3¢g/15ml

1,5 M NaCl 1,32 g/ 15ml - stejny jako u DNA hybridizace

Neutraliza¢ni roztok: 1,5 M NaCl

1 M TRIS-HCI1 pH 7,0 - jiny nezZ u DNA hybridizace

Pouze pro kolonie/plaqy:

Zchladit misku s koloniemi/plaqy na 30 min na 4°C (lednice)

Pinzetami opatrné pfilozit membranu na povrch misky - tak, aby nevznikly bubliny! Jakmile je jednou
membrana polozena, nehybat s ni, nebot’ k ptenosu DNA dochazi témét okamzité

Nechat membranu na misce asi 1 minutu. Oznacit orientaci membrany na misce, aby bylo mozno
identifikovat pozitivni kolonie po detekci. (Pokud se déla vice membran najednou, pokladat na
misky a sundavat je postupné, aby byl dodrZen ¢as 1 min, pri delSim case se cela kolonie nalepi na
membranu a neni pak z ¢eho identifikované pozitivni kolonie napéstovat)

Pinzetami opatrné sundat membranu z misky a kratce osusit pfilozenim na suchy ¢isty Whatman
(membrana stranou s DNA nahoru)

Pouze pro DOT BLOT:

Nakapat na membranu plazmidy — 2 x 0,5 pl vedle sebe
Nechat zaschnout na membran¢ asi minutu

Spolec¢né pro kolonie/plaqy a DOT BLOT:

1.

~

N w

Do kazdého z roztoki: denatura¢ni roztok, neutralizaéni roztok, 2x SSC namo¢te dvojici/dveé vrstvy
Whatmant — vétSich rozméri, nez je membrana

Prenést membranu na Whatman nasakly Denatura¢nim roztokem (membrana stranou s DNA nahoru)
a ponechat 5 min (dot blot, plaques) nebo 15 min (kolonie)

Kratce osusit pfiloZzenim na ¢isty Whatman

Pfenést membranu na Whatman nasakly Neutraliza¢nim roztokem a ponechat 15 min

Kratce osusit pfiloZzenim na ¢isty Whatman

Pfenést membranu na Whatman nasakly reztokem 2x SSC a ponechat 10 min

Crosslinkovat

Pouze pro kolonie - Treatment Proteindzou K:

Polozit membranu na ustiizek alobalu a rovnomérné nepipetovat 0,5 ml 2 mg/ml Proteinasy K ve 2x
SSC na membranu o obsahu cca 50 cm’

Rovnomérné rozprosttit roztok a inkubovat 1 hod pii 37°C (v termoboxu na alobalu —na vi¢ku od
petriho misky pro nalévani agarovych misek).

Umistit membranu mezi dva Whatmany nasaté destilovanou H,O a uhladit tlakem pipetou

Opatrné odstranit vrchni vrstvu Whatmanu - zbytky bunék a agaru zistanou pfilepené na ni,
zkontrolovat Uplné odstranéni bunécnych zbytkd. Pokud je to nutné, opakovat ptedchozi krok

Spolec¢né pro kolonie/plaqy a DOT BLOT:

8.
9.

Prehybridizovat 1 - 2 hod pii 42°C v DIG Easy Hyb a pak pies noc hybridizace pii 42°C
Stringentni promyvani a detekci provést stejné jako u Southernovy hybridizace
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Priloha 16

Kompletni kodujici sekvence CrFTL 1

Uplna nukleotidové kédujici sekvence CrFTLI (EU128013.1) a predpokladana aminokyselinové sekvence

CrFTL1 proteinu (ABV56568.1) z GenBank. Barevné jsou vyznaceny hranice exon/exon.

= 1: EUI28013. Reports ___ Chenopodium rubru...[gi:157429034] Links
Features
Sequence
LOCUS EU128013 528 bp mRNA linear PLN 15-0CT-2007
DEFINITION Chenopodium rubrum Flowering locus T-like 1 protein (FTL1l) mRNA,
complete cds.
ACCESSION EU128013 REGION: 100..627
VERSION EU128013.1 GI:157429034
KEYWORDS
SOURCE Chenopodium rubrum (red goosefoot)
ORGANISM Chenopodium rubrum
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
Caryophyllales; Amaranthaceae; Chenopodium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 528)
AUTHORS Chab,D., Kolar,J., Olson,M.S. and Storchova,H.
TITLE Two Flowering locus T (FT) homologs in Chenopodium rubrum differ in
expression patterns
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 528)
AUTHORS Storchova, H. and Chab,D.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (30-AUG-2007) Plant Morphogenesis, Institute of
Experimental Botany, Rozvojova 263, Praha 16500, Czech Republic
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..528

/organism="Chenopodium rubrum"

/mol_ type="mRNA"

/db_xref="taxon:3560"

gene <1l..>528
/gene="FTL1"
/note="CrFTL1"
CDS 1..528

/gene="FTL1"

/note="flowering regulatory protein"

/codon_start=1

/product="Flowering locus T-like 1 protein"

/protein id="ABV56568.1"

/db_ xref="GI:157429035"
/translation="MPRTPRDPLVVGRVIGDVLDPFNRTVNLRVSYNNRDVNNGCEFR
PSQVVNQPRVEIGGDDLRTFYTLVMVDPDAPSPSNPHLREYLHWLVTDIPGSTGASF

ELFGYESPRPSVGIHRFIFVLFRQLGRQTVYPPGWROQQFNTRDFAETIYNLGLPVASV
YENCQREGGSGGRRL"
ORIGIN
1 atgcctagaa caccaaggga tcctctagta gtcggtcggg ttatcgggga tgttttagat
61 cccttcaaca ggactgtaaa tctgagagta agctataaca atagagatgt taataatgga
121 tgtgaattca ggccctctca ggttgttaat caaccaagag ttgagatcgg aggcgatgac
181 cttaggactt tctacacc gtgatggtg gacccggatg ctcctagceccc aagtaatcca
241 cacctgaggg agtacttgca ctggttggtg actgatattc cggggagcac aggtgcatcc
301 ttt caag agttgtttgg ttatgagagt ccaagaccat cggtgggtat acatcgattc
361 atattcgtgt tgtttcgaca attgggtagg caaactgttt atcctccagg gtggcgccaa
421 caatttaaca ctagagattt tgccgaaatc tacaaccttg gcttgcccgt tgcttctgtce
481 tacttcaatt gtcaaaggga gggaggctct ggtggaagaa ggttgtaa
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Priloha 17

Kompletni kodujici sekvence CrFTL?2

Uplna nukleotidové kodujici sekvence CrFTL2 (EF445636.1) a predpokladana aminokyselinova sekvence
CrFTL2 proteinu (ABP02016.1) z GenBank. Barevné jsou vyznaceny hranice exon/exon.

1: EF445636. Reports ___ Chenopodium rubru...[gi:144687041] Links
Features
Sequence
LOCUS EF445636 504 bp mRNA linear PLN 15-APR-2007
DEFINITION Chenopodium rubrum flowering locus T-like 2 (FTL2) mRNA, complete
cds.
ACCESSION EF445636 REGION: 35..538
VERSION EF445636.1 GI:144687041
KEYWORDS
SOURCE Chenopodium rubrum (red goosefoot)
ORGANISM Chenopodium rubrum
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
Caryophyllales; Amaranthaceae; Chenopodium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 504)
AUTHORS Chab,D., Kolar,J. and Storchova,H.
TITLE Two flowering locus T (FT) homologs in Chenopodium rubrum differ in
expression patterns and evolution rates
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 504)
AUTHORS Storchova, H. and Chab,D.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (19-FEB-2007) Laboratory of Plant Reproduction, Institute
of Experimental Botany, Rozvojova 263, Praha 16502, Czech Republic
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..504

/organism="Chenopodium rubrum"

/mol_ type="mRNA"

/db_xref="taxon:3560"

/ecotype="374"

gene <1l..>504
/gene="FTL2"
/note="CrFTL2"
CDS 1..504

/gene="FTL2"

/codon_start=1

/product="flowering locus T-like 2"

/protein id="ABP02016.1"

/db_xref="GI:144687042"
/translation="MIQGKEANEISTHSGVAGIEDVLDPFDSCVTLRVSYNNRTVTTG
GEFSPSQVVSQPRVEVGGDLGTFYTLVMVDPDAPSPSNPHLREYLHWMVTDIPGTSDA
SSDEEEMYCYESPQPSMGMHRYVEVLFQQSGRQTVYTPGWRINFETEAFAEIYNLKPV
AAVYENC"

ORIGIN

1 atgatccaag gcaaagaagc caatgagata tctactcatt caggcgttgc aggtattgaa

61 gatgttttgg atcccttcga tagttgtgtg actctaagag tcagctataa caatagaact
121 gttactactg gaggtgaatt tagtccctct caagttgtta gccaacctag ggtcgaggtt
181 ggaggtgacc ttgggacttt ctacacc gtaatggtgg atcctgatgc tcctagecca
241 agcaaccccc accttaggga gtacttgcac tggatggtga ctgatattcc cgggacctct
301 gatgcatcct ctgac ga ggaaatgtat tgctatgaga gcccacaacc atcaatgggg
361 atgcatcgat atgtatttgt gttgtttcaa caatcgggaa ggcaaactgt ttatactcct
421 gggtggcgta ttaatttcga aacagaagcc ttcgctgaaa tctataatct taagccagtt
481 gctgctgtct atttcaattg ttga
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Kompletni kdodujici sekvence CrCOL 1

Uplna nukleotidové kédujici sekvence CrCOLI (EU395770) a predpokladana aminokyselinové sekvence
CrCOLI proteinu (ACB36911) z GenBank. Fialové je oznacena alternativné sestiihovana sekvence. Barevné
jsou vyznaceny hranice exon/exon.

- 1: EU395770. Reports ___ Chenopodium rubru...[gi:170779035] Links
Features
Sequence
LOCUS EU395770 1089 bp mRNA linear PLN 15-JUL-2008
DEFINITION Chenopodium rubrum CONSTANS-like protein 1 (COLl) mRNA, complete
cds, alternatively spliced.
ACCESSION EU395770 REGION: 54..1142
VERSION EU395770.1 GI:170779035
KEYWORDS
SOURCE Chenopodium rubrum (red goosefoot)
ORGANISM Chenopodium rubrum
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
Caryophyllales; Amaranthaceae; Chenopodium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1089)
AUTHORS Chab,D., Kolar,J. and Storchova,H.
TITLE CONSTANS-like genes are alternatively spliced in Chenopodium rubrum
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1089)
AUTHORS Chab,D. and Storchova, H.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (11-JAN-2008) Laboratory of Plant Reproduction, Institute
of Experimental Botany, Rozvojova 263, Praha 16502, Czech Republic
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1089
/organism="Chenopodium rubrum"
/mol_ type="mRNA"
/db_xref="taxon:3560"
/ecotype="374"
gene <1..>1089
/gene="COL1"
/note="CrCOL1"
CDS 1..1089

/gene="COL1"

/note="zinc finger containing protein; B-box-type zinc
finger and CCT motif containing protein; alternatively
spliced"

/codon_start=1

/product="CONSTANS-like protein 1"

/protein id="ACB36911.1"

/db_xref="GI:170779036"

/translation="MMKKEVPGGDNNSWARVCDTCRSAPCTVYCKEDSAFLCTSCDAR
IHAVNQMASRHERVWVCEACEREPAAFLCKADAASLCATCDADIHSANPLARRHHRVP
IMPVGCVYGPSDGRMSEDGFLDLPDRDDQTTDHEGDEDEAASWLLLNP

GADNQFCEQYNQOQEFSVPEKNCGGDSVVPVQCREVKD

HOIQYONFLEFGMECETKSEYTYNTSISHSVSVSSLDVGVVPESTMSDMSVSHSRPPKG
TIDLEFSSTPMQVPTQLSPLDREARVMRYREKKKNRKEEKTIRYASRKAYAETRPRIKG
RFAKRTDVEAERTNSLMSDGGYGIVPSE"

misc feature 452..541

/gene="COL1"
/note="alternatively spliced intron"
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ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081

Priloha 19

atgatgaaga
tgccgttcag
tgcgatgcac
tgtgaggcgt
tgtgctacct
gtcccaatca
ggattcctgg
gaagctgctt

aagaactgtg
atacagtacc
aacacatcaa
tccaccatga
ttttctagca
gtcatgagat
tcaagaaagg
gatgttgaag
tccttttga

aggaagtacc
caccgtgcac
ggatccacgc
gtgaacgtga
gtgatgctga
tgcctgtggg
acctaccaga
cgtggttgcet

atcaattctg
gcggcgacag
agaacttttt
ttagtcacag
gtgatatgtc
ctccgatgca
acagagaaaa
cctatgcaga
cagagagaac

ggggggggat
agtgtactgc
tgtcaatcaa
accagcagct
cattcactca
ttgcgtttat
cagagatgat
acttaaccca

tgagcagtat
tgttgtaccg
gttcgggatg
tgtttcagtt
tgtgtcacat
agtgccaact
gaagaagaat
gactagacct
caattcattg

Kompletni kodujici sekvence CrCOL2s

aacaatagct
aaagaggact
atggcgtcaa
ttcttgtgca
gctaacccac
ggcccctcag
cagaccacgg

aaccagcagc
gttcagtgca
gaatgtgaga
tcctcectag
tcaaggcctc
caactatcac
agaaaatttg
cggatcaaag
atgtcagacg

gggcacgtgt
ctgccttcecct
ggcacgagcg
aggctgatgc
tggctcgeccg
acggaaggat
atcatgaagg

aggaattcag
gggaagtaaa
ccaaatctga
atgtgggtgt
ctaaaggaac
cgctggatag
agaagacaat
gccggttecge
gtggatatgg

ttgtgacaca
gtgcaccagc
ggtttgggtg
agcatcactc
acaccaccga
gtctgaggat
ggatgaggat

tgtccctgag
agatcaccaa
gtacacttac
tgtaccagaa
aatcgaccta
agaggctagg
ccgttatgcet
aaaaagaaca
cattgtgcca

Uplna nukleotidové kédujici sekvence CrCOL2s (EU395771) a predpokladana aminokyselinova sekvence
CrCOL2s proteinu (ACB36912) z GenBank. Fialove je oznaCeno misto alternativniho sestfihu. Barevné jsou

vyznaceny hranice exon/exon.

-

1: EU395771. Reports ___ Chenopodium rubru...[gi:170779037] Links
Features
Sequence
LOCUS EU395771 1011 bp mRNA linear PLN 15-JUL-2008
DEFINITION Chenopodium rubrum CONSTANS-like protein 2s (COL2s) mRNA, complete
cds.
ACCESSION EU395771 REGION: 76..1086
VERSION EU395771.1 GI:170779037
KEYWORDS
SOURCE Chenopodium rubrum (red goosefoot)
ORGANISM Chenopodium rubrum
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
Caryophyllales; Amaranthaceae; Chenopodium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1011)
AUTHORS Chab,D., Kolar,J. and Storchova,H.
TITLE CONSTANS-like genes are alternatively spliced in Chenopodium rubrum
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1011)
AUTHORS Chab,D. and Storchova, H.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (11-JAN-2008) Laboratory of Plant Reproduction, Institute
of Experimental Botany, Rozvojova 263, Praha 16502, Czech Republic
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1011
/organism="Chenopodium rubrum"
/mol_ type="mRNA"
/db_xref="taxon:3560"
/ecotype="374"
gene <1..>1011

/gene="COL2"
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CDS

/note="CrCOL2s"

1.

L1011

/gene="COL2"
/note="zinc finger containing protein; B-box-type
finger and CCT motif containing protein"

/codon_start=1

/product="CONSTANS-like protein 2s"
/protein id="ACB36912.1"
/db_xref="GI:170779038"

/translation="MMKKEVPGGDNNSWARVCDTCRSAPCTVYCKEDSAFLCTSCDAR
IHAVNQVASRHERVWVCEACEREPAAFLCKADAASLCATCDADIHSANPLARRHHRVP
IMPVGCVYGPSDGRMSEEGFLDLPDGDDQTTDHEGDE DEAASWLLLN.ADNQFCEQY
SQOQEFSVPEKNCGGDSVVPVQCREVKDHOIQYQKEFLFGMECETKSEYNYNTSISHSV
SVSSLDVGVVPESTMSDMSVSHSRPPKGTIDLESSPPMOVPTOLSPLDREARVMRYRE
KKKNRKFEKTIRYASRKAYAETRPRIKGRFAKRTDVEAEMDOMEFTNSLMSDGGYGIVP

SF"
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

Priloha 20

atgatgaaga
tgccgttcag
tgcgacgcac
tgtgaggcgt
tgtgctacct
gtcccaatca
ggattcctgg
gaagctgctt
agccagcagce
gttcagtgca
gaatgtgaga
tcctcectag
tcaaggcctc
caactatcac
agaaaatttg
cggatcaaag
accaattcat

aggaagtacc
caccgtgcac
ggatccatgc
gtgaacgtga
gtgatgctga
tgcctgtggg
acctgccaga
cgtggttgcet
aggaattcag
gggaagtaaa
ccaaatctga
atgtgggtgt
ccaaaggaac
cgctggatag
agaagacaat
gccggttcge
tgatgtcaga

gggaggggat
agtgtactgc
tgtcaatcag
accagcagcc
cattcactca
atgcgtttat
tggagatgat
actcaaccca
tgtccctgag
agatcaccaa
gtacaattac
cgtaccagaa
aattgaccta
agaggctagg
ccgttatgcet
taaaagaaca
cggtggatat

aacaatagct
aaagaagact
gtggcgtcaa
ttcttgtgca
gctaacccac
ggcccctcag
cagaccacgg

.tgcagata

aagaactgtg
atacagtacc
aacacatcaa
tccaccatga
ttttctagcc
gtcatgagat
tcaagaaagg
gatgttgaag
ggcattgtgc

gggcacgtgt
ctgctttcct
ggcacgagcg
aggctgacgc
tggccecgecg
acggaaggat
atcatgaagg
atcagttctg
gaggcgacag
agaaattttt
ttagtcacag
gtgatatgtc
ctccgatgcea
acagagaaaa
cctatgcaga
cagagatgga
catccttttg

zinc

ttgtgacaca
gtgcaccagc
ggtttgggtyg
agcatcactc
ccaccaccgg
gtctgaggaa
ggatgaggat
cgagcagtat
tgtcgtaccg
gttcggaatg
tgtttcagtc
tgtgtcacat
agtgccaact
gaagaagaat
gactagacct
ccagatgttc
a

Alisnment aminokyselinovvch sekvenci CrCOL s dalSimi ¢leny COL rodiny

Pomlcky znac¢i mezery, lomitka znaci hranice exond. Proteinové sekvence z GenBank: AtCO (A56133),
AtCOL1 (CAA71587), AtCOL2 (AAB67880) z Arabidopsis thaliana; PACOL1 (AAS00054) a PdCOL2
(AAS00055) z Populus deltoides; PnCO (AAG24863) z Pharbitis nil; Nad alignmentem je zelenou ¢arou
oznacena sekvence odpovidajici B-box 1 doméné, Cervenou carou sekvence odpovidajici B-box 2 doméné a
modrou ¢arou sekvence odpovidajici CCT doméné.
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AtCO A56133

AtCOL1 CAA71587.1
AtCOL2 AAB67880.1
CrCOL1 ACB36911
CrCOL2s ACB36912
PACOL1 AAS00054
PACOL2 AAS00055
PnCO AAG24863

AtCO_A56133

AtCOL1 CAA71587.1
AtCOL2 AAB67880.1
CrCOL1 ACB36911
CrCOL2s ACB36912
PACOL1 ARS00054
PACOL2 AAS00055

PnCO AAG24863

AtCO A56133

AtCOL1 CAA71587.1
AtCOL2 AAB67880.1
CrCOL1 ACB36911
CrCOL2s ACB36912
PACOL1 AAS00054
PACOL2_AAS00055
PnCO AAG24863

AtCO A56133
AtCOL1 CAA7T1587.1
AtCOL2 AAB67880.1
CrCOL1 ACB36911
CrCOL2s ACB36912
PACOL1 AAS00054
PACOL2 AAS00055
PnCO AAG24863

AtCO A56133

AtCOL1 CAA71587.1
AtCOL2 AAB67880.1
CrCOL1 ACB36911
CrCOL2s ACB36912
PACOL1 AAS00054
PACOL2_AAS00055
PnCO AAG24863
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Priloha 21

Kompletni kodujici sekvence CrFL

Uplna nukleotidové kédujici sekvence CrFL (EU410481.1) a predpokladana aminokyselinova sekvence CrFL
proteinu (ABY91324.1) z GenBank. Tucné je zvyraznéna sekvence ziskana pomoci RACE metody v ramci této
prace. Barevné jsou vyznaceny hranice exon/exon.

BT EU410481. Reports___ Chenopodium rubru...[gi:166851670] Links
Features
Sequence
LOCUS EU410481 1419 bp mRNA linear PLN 09-FEB-
2008

DEFINITION Chenopodium rubrum FLO/LFY-like protein mRNA, complete cds.
ACCESSION EU410481 REGION: 116..1534

VERSION EU410481.1 GI:166851670

KEYWORDS

SOURCE Chenopodium rubrum (red goosefoot)
ORGANISM Chenopodium rubrum

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core
eudicotyledons;
Caryophyllales; Amaranthaceae; Chenopodium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1419)
AUTHORS Prusinska,J.M., Kukla,I., Chab,D., Storchova,H. and Wagner, E.
TITLE Identification and characterization of Chenopodium rubrum CrFL
gene involved in the photoperiodic flower induction

JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1419)
AUTHORS Prusinska,J.M., Kukla,I., Chab,D., Storchova,H. and Wagner, E.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (17-JAN-2008) Department of Genetics, Nicolaus
Copernicus
University, Gagarina 9, Torun 87-100, Poland
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1419
/organism="Chenopodium rubrum"
/mol type="mRNA"
/db xref="taxon:3560"
CDS 1..1419
/note="CrFL"
/codon_start=1
/product="FLO/LFY-1like protein"
/protein id="ABY91324.1"
/db xref="GI:166851671"

/translation="MDQDPFTASVPQPSTAQAPPPTLPPYLARGLLGIRDIPGVGMGM
GMGVGMGMSMQOGIAMGI PGNAAAVTAGAGANSGSGGLEELFQAYGIRYYTAVKIAEMG
FTVNTLVDMKEEEVDEMMNSLSHLFRWDLLVGERYGIKAATRAERRRLEELEESRRHR
HNHMSYSNTPPPPPDSTHHPLDALSQ" -LSEEGVHEKEVVGSGGGNWEMGGAPPKNQQ
TSHQODHQQRKKHRKQQHLQOARNTVONMMTLTAANRKLVGQETGRVIGNHHNS SNIDDD
MEEEEVDDDEDGGGGGGITERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLL
QVONIAKERGEKCPTKVTNQVFRFAKKAGATY INKPKMRHYVHCYALHCLDEETSNAL
RRAFKERGENVGAWRQACYKPLVAIAARQGWDIDAIFNSHPRLSIWYVPTKLRQLCHA
ERSSNNASNSISAGAGPHHLPF"



ORIGIN

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

atggatcaag
cctacgctgc
ggaatgggaa
attccaggaa
ttggaagagt
atgggattca
aacagccttt
gcggcaatcce
cacaaccaca

cttgatgccc
ggaagtggcg
catcaggatc
acggtccaaa
ggtagagtaa
gaagtagacg
caccccttca
tatttgttcc

aaggagcgtg
aaagcaggag
ctccactgcc
gaaaatgtag
caagggtggg
cccaccaagc
atctctgctg

acccatttac
ctccgtatcet
tgggaatggg
atgctgctgc
tattccaagc
cggtgaacac
ctcacctctt
gggctgagag
tgagttactc

agcaagtgtt
tgcgcgaggg
tgtgggaatg
tgttactgca
gtacggtata
actagtggac
ccggtgggac
acgccgtcett
gaatacgccc

E G L S

tctcccag

gcggaaactg
atcaacagag
acatgatgac
tagggaacca
acgatgagga
ttgtaactga
atttgtatga

gtgaaaaatg
caacgtacat
tagacgagga
gtgcttggag
atattgatgc
tccgecaget
gtgctggacc

Last update: Thu, 03 Jul 2008 Rev. 132917
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ctatca
ggaaatgggg
aaaaaaacac
cttaacagct
tcataacagc
tggtggcgga
gccaggagaa
gcaatgccgt

P T
ccctactaag
caacaaaccc

gacatccaac

gcaggcctgt
catcttcaac
ttgtcatgct
ccaccatctt

cctcagccga
ctgctaggga
ggaatgagta
ggagcaggag
aggtattaca
atgaaggagg
cttcttgttg
gaggagcttg
ccgcecececge

gaggaaggag

ggagcacctc
aggaaacagc
gctaatagga
agtaacatcg
ggtggtggaa
gtagcgcgag
gaatttttgce

K V
gtaaccaacc

aaaatgaggc
gccctgagaa
tacaagcccc
tcccacccac
gagcgcagtt
cctttctag

gcacggctca
taagagatat
tgcagggaat
caaattcagg
cggcggtgaa
aagaagtgga
gggaacgtta
aggagtcccg
ccgattcgac

tacatgagaa
ctaagaacca
agcatcttca
aattagtagg
atgatgacat
ttaccgaaag
ggaagaagaa
tacaagttca

aggtattcag
actatgtgca
gagccttcaa
tggttgcaat
gcctcteccat
ctaataatgc

Alisnment aminokyselinové sekvence CrFL s dalSimi LFY ortology

agcgccgcecce
acctggagtg
tgctatggga
ttctggtggce
aatagcggag
tgagatgatg
cggcattaag
ccgccaccgt
tcaccaccct

agaggtagtc
acagacaagt
agcgaggaac
gcaagaaact
ggaagaagag
gcaaagggaa
tggattggat
aaacattgct

attcgcaaag
ttgctacgect
agagagagga
tgctgegege
ttggtatgta
aagcaactcc

Pomlcky znaci mezery, lomitka znaci hranice exontl. Proteinové sekvence z GenBank: AFL1 (ABF84008),
AFL2 (AB056195) z Malus x domestica; LFY (NP_200993) z A. thaliana; SLFY (CAC86163) ze Silene coeli-
rosa; Nad alignmentem je zelenou ¢arou oznacena sekvence odpovidajici N doméné, cervenou Carou sekvence
odpovidajici C doméng.
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LEFY
AFL1
AFL2
CrFL
SLEY

LEFY
AFL1
AFL2
CrFL
SLEY

LEFY
AFL1
AFL2
CrFL
SLEY

LEFY
AFL1
AFL2
CrFL
SLEY

LEFY
AFL1
AFL2
CrFL
SLFY

(1)

(62)
(70)
(70)
(94)
(106)

(163)
(163)
(163)
(197)
(214)

(234)
(239)
(240)
(300)
(317)

(344)
(349)
(350)
(410)
(427)

110

MD-F.G-N PTRELVOAPPBVPPPLQQOPVTPQTAAFGHREGGLEGLEGPYGIREY
EERWD TNREHEFBAVEEARTAAGRAAG Y TR PR e HETCCLEDLFOAYCHRYY
TNRIOEFBAVERANA A BRARGCTER PrGEHGTCCLEDLFOAYCYRYY

LEKW
MDQDPFTASHP QPSTAQAPPPTLPPYLARGLLGIRDI PGVGMGMGMGVGMGMEMOGT AMG--— I PGNAAAVIAGAGANSGSGGLEBLFQAYGIRYY
MDODPETASLEKWDY PRGGTTTGINQASVPVPPPQSIPAYLARGEEAS-GYPGVGMGM-—--GMGMSMOB I SMANBOLCGESSNNNYGNNSNNNNGGLEELFQAYGIRYE

111 / 220
Br11SAAGDSGEHEALDALSQEGLSEEBVO00

DETTNALDALSQEGLSEEPVOOHE

ELDDMMS SLSQIFRWELLVGERYGIKAAVRAERRHEBEEBSRRRNHVSG NALDALSQEGLSEEPVOQE

TAVKIAEMGFTVNT LVDMKEEEUDEMVNS LSHEFRWBLLVGERYGIKAAERAERRRLEELEESRRHR-HNH MSISNTPPPPP-PLDALSQEGLSEE GVHE
TABKIAEMGFTUNT LVDMKEEELEDMMNS L SHEFRWBLLVGERYGIKAAERAERRREPB L EBSRREHRHENHENNNLI SESNTPP--HESGHHPLDALSQEGLSEEAGVHE

221 330

DQTD.GNNGGGGSIY.AGQIK————MKIQQQIR. ———————————————————————— PMLTSVET-----— DEBVNE
—————————————————— -MK YRNCSEGGGHDNDHNEGVDDKDH

————— G—— ——————————————————-MKK--GQ-FRNCSAGGRHNNDNNEG TGHGNGG
PKNQQTSHQDH Q QQHLQARNTVQNMMTLTAANRKLVGQETGRVIGNHHNSSNI DEDGGGGG

-VlG.GGGGGS -V.NGAVQYIQ-RR———HPPQQQQLARKTTMMGGSIK——ILE GRLIINNNNNINL_V.DD.DHGGGGG- ficvErROR

331 / 440
EHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLEQVOTIBAKBRGEKCPTKVTNQVFREAKKEGASY INKPKMRHYVECYALHCLPEEASNALRRAFKERGENVGEWROA
EHPFIVTEPGGVARGKKNGLDYLFMLYELCRBFLEQVONIAKERGEKCPTKVTNQVFRYAKKEGASY INKPKMRHYVHCYALHCLDVEASNVLRRAFKERGENVGEAWRQA
EHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRBFLEQVONIAKERGEKCPTKVTNQVFRYAKKAGASY INKPKMRHYVHCYALHCLDEEASNALRRAFKERGENVGEAWRQA
EHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLLOVONIAKERGEKCPTKVTNQVFREAKKAGA[Y INKPKMRHYVHCYALHCLDEETSNALRRAFKERGENVGAWRQA
EHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLEQVONIBKBRGEKCPTKVTNQVFREAKKAGARY INKPKMRHYVHACYALHCLEEBT SNALRRAFKERGENVGAWRQA

441 517
CYKPLVNIACRHGWDIDAMFNEHPRLSIWYVPTKLRQLCHLERNNAVAAAAALVGGIFCTGESMSERECCEGHDLRE
CYKPLVVIABAAQGWDIDAIFNSHPRLSIWYVPTKLRQLCHAER-——-———-—————— HN_—.L

CYKPLVATIAAGQGWDIDAIFNSHPRLSIWYVPTKLRQLCHAER-——-———=—————— NNATASSSASGGE--DHLPY
CYKPLVAIABRROGWDIDAIFNSHPRLS IWYVPTKLRQLCHAER—————————————— SsNNASNSTSEGAGPHHLEE
CYKPLVATABRQGWDIDEIFNSHPRLSIWYVPTKLRQLCHAER-——————=—————— SsEEATSIVAP------ LPE
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Prvni intron CrCOL1

Alignment ¢astecné genomické sekvence CrCOLI a uplné kodujici sekvence CrCOLI. Sekvence intronu

CrCOLI je dlouha 769 bp.
1 80
CrCOL1 (1) ATGATGAAGAAGGAAGTACCGGGGGGGGATAACAATAGCTGGGCACGTGTTTGTGACACATGCCGTTCAGCACCGTGCAC
CrCOLintron (1) ———mmmmmm e
81 160
CrCOL1 (81) AGTGTACTGCAAAGAGGACTCTGCCTTCCTGTGCACCAGCTGCGATGCACGGATCCACGCTGTCAATCAAATGGCGTCAA
CrCOLintron (1) ———mmmmmm e
161 240
CrCOL1 (161) GGCACGAGCGGGTTTGGGTGTGTGAGGCGTGTGAACGTGAACCAGCAGCTTTCTTGTGCAAGGCTGATGCAGCATCACTC
CrCOLintron (1) ——m—mmmmm e
241 320
CrCOL1 (241) TGTGCTACCTGTGATGCTGACATTCACTCAGCTAACCCACTGGCTCGCCGACACCACCGAGTCCCAATCATGCCTGTGGG
CrCOLintron (1) ——m—mmmmm e
321 400
CrCOL1 (321) TTGCGTTTATGGCCCCTCAGACGGAAGGATGTCTGAGGATGGATTCCTGGACCTACCAGACAGAGATGATCAGACCACGG
CrCOLintron (1) ——=———mmmmm e ATTCCTGGACCTACCCGACAGAGATGATCAGACCACGG
401 480
CrCOL1 (401) ATCATGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGTTGCTACTTAACCCAGGTAAGAACAGCAACAACCAAACTACAAAT
CrCOLintron (39) ATCATGAAGGGGATGAGGATGAAGCTGCTTCGTGGTTGCTACTTAACCCAGGTAAGAACAGCAACAACCAAACTACAAAT
481 560
CrCOL1 (481) GGGTTTTTAACTGGAGGAGGAGAAGTTGATGAGTACCTGGACCTCTTTGAGTATAATTCAGGTGCAGATAATCAATTCTG
CrCOLintron (119) GGGTTTTTAACTGGAGGAGGAGAAGTTGATGAGTACCTGGACCTCTTTGAGTATAATTCAGGTGCAGATAATCAATTCTG
561 640
CrCOL1 (561) TGAGCAGTATAACCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGCGGCGACAGTGTTGTACCGGTTCAGTGCA
CrCOLintron (199) TGAGCAGTATAACCAGCAGCAGGAATTCAGTGTCCCTGAGAAGAACTGTGGCGGCGACAGTGTTGTACCGGTTCAGTGCA
641 720
CrCOL1 (641) GGGAAGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAGAACTTTTTGTTCGGGATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACACTTAC
CrCOLintron (279) GGGAAGTAAAAGATCACCAAATACAGTACCAGAACTTTTTGTTCGGGATGGAATGTGAGACCAAATCTGAGTACACTTAC
721 800
CrCoLl (721) AACACATCAATTAGTCACAGT === === === = m o o
CrCOLintron (359) AACACATCAATTAGTCACAGTGTAAGTAGATTCTCTGCTTAAATAGAAACCTTTCCATTTTCTGCAATTCCTGTCATCTA
801 880
CrCOL1 (7A42) —m e e
CrCOLintron (439) TTTATGGTCAACTTCTAACATTAGCATTATTCTAAAATAAATATGTGTCTTTATGTTTTATGTCAACCTTAAAAGTATAT
881 960
CrCOL1 (7A42) —m e e
CrCOLintron (519) TACAGAAAGTTAAAAGAATTAGGTCTGACCTAATTGACCATCATAAACTACACAAAAGGGACAAGGATGAGAAACAAATA
961 1040
CrCOL1 (7A42) —m e e
CrCOLintron (599) ATTAAATAGACCATCAACAGAAATGCTGTCCCTCAATTTATTTTCCTTCTTTTCGAGCCTCAAGCCCTCAACTAGGATTA
1041 1120
CrCOL1 (7A42) —m e e
CrCOLintron (679) TGCTTGATCCTTGTAGTTGTTTTGAAGAGATATATCTTGCAGAAATATTATGACTGGTCAATCCTGCATAATCCATCTGT
1121 1200
CrCOL1 (7A42) —m e e
CrCOLintron (759) TTGTGAAAATCTGACAATTGTTGACTATATCTGTCCCATGAAAAGGTTCTGTGTCAATACAAAGTTGAAGTTTTAATGTT
1201 1280
CrCOL1 (7A42) —m e e
CrCOLintron (839) ATATAATTATTACTGGGGTTTATCTCCAACTCAAAGATAAAAACTAGATAGATCTAACAAAAGGGTATCACTAATCAGTA
1281 1360
CrCOL1 (7A42) —m e e
CrCOLintron (919) GTCACAGCTCCCTGCATTTTTTTTCCGCGGTAGAGAGAATTCACAGGCTTTATAAAACCCTTGTGGATGTTTACAGGTTT
1361 1440
CrCOL1 (742) === m o
CrCOLintron (999) ACGTTAGTTTACTCGACTTGAGTTATAATTTTGAAATTAGCCAAAGTATAATTTTTCTCTTGGATAAAAATTTCCTTGTA
1441 1520
CrCOL1 (742) === mm e e GTTTCAGTTT
CrCOLintron (1079) TTACTCGCATGAGATCCAGATACTGTTTCTCAATTCTCAGTAATCTGACCAAGAATTTTATGACTTTTAGGTTTCAGTTT
1521 1600
CrCOL1 (752) CCTCCCTAGATGTGGGTGTTGTACCAGAATCCACCATGAGTGATATGTCTGTGTCACATTCAAGGCCTCCTAAAGGAACA
CrCOLintron (1159) CCTCCCTAGATGTGGGTGTTGTACCAGAATCCACCATGAGTGATATGTCTGTGTCACATTCAAGGCCTCCTAAAGGAACA
1601 1680
CrCOL1 (832) ATCGACCTATTTTCTAGCACTCCGATGCAAGTGCCAACTCAACTATCACCGCTGGATAGAGAGGCTAGGGTCATGAGATA
CrCOLintron (1239) ATCGACCTATTTTCTAGCACTCCGATGCAAGTGCCAACTCAACTATCACCGCTGGATAGAGAGGC-=-=-—==-————=—-——
1681 1760
CrCOL1 (912) CAGAGAAAAGAAGAAGAATAGAAAATTTGAGAAGACAATCCGTTATGCTTCAAGAAAGGCCTATGCAGAGACTAGACCTC
CrCOLintron (1319) ————————mm—mmm oo
1761 1840
CrCOL1 (992) GGATCAAAGGCCGGTTCGCAAAAAGAACAGATGTTGAAGCAGAGAGAACCAATTCATTGATGTCAGACGGTGGATATGGC
CrCOLintron (1321) ——=—————— - mm oo
1841 1858
CrCOL1 (1072) ATTGTGCCATCCTTTTGA
CrCOLintron (1321) ----————=—=—-————--
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Presrazeni s acetatem sodnym a ethanolem

0NNk W=

K roztoku DNA ptidame 1/10 objemu 3 M acetatu sodného a 3,6x objemu 96% etanolu
Dobte promichame (vortex)

Dame na 1 hod do mrazaku (-20°C)
Centrifugujeme 14000 rpm 20 min
Slijeme supernatant, ptidame 200 ul 75% etanolu a kratce zvortexujeme
Centrifugujeme 14000 rpm 15 min
Slijeme supernatant a nechame vyschnout ptl hodiny pii laboratorni teploté
Rozpustime ve vod¢ na potfebnou koncentraci (bézné ve 20 pl)
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Zatupeni 5 presahujicich konci DNA Klenowovvm fragmentem

Pro zatupeni EcoRI/NotI restrikéniho fragmentu smichame:
2 ul 10x pufru pro Klenow Fragment
0,5 ul dATP/dCTP (2 mM)
0,5 ul dTTP/dGTP (2 mM)

0,5 ul Klenow fragment 2 U/ul
16,5 pul EcoRI/Notl fragmentu

37°C 10 min a pak 75°C 10 min pro deaktivaci enzymu — v termocykleru
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Alisnment nukleotidovvch sekvenci ¢asti tietiho a ¢asti étvrtého exonu FTL genu ze

zastupcd rodu Chenopodium

A nitens
Calb234
Cfic5278
Cmis5231
Camal690
Cmis4795
ChII336
Cmis4865
Camal7l4
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Cfoel046
Cpum978
Chybl1154
Chyb760
Cpol678
CrubFTL2
Cmur40

Calb241
C£ic5300
Cquil84s
Cber5407
Cqui377
Cama356
Cmis4784
Cpro4964
ChII331

GGAACCACTGGTGCAACCTT
GGGTCCACAGGTGCATCCTT
GGGTCCACAGGTGCATCCTT
GGGTCCACAGGTGCATCCTT
GGGTCCACAGGTGCATCCTT
GGGTCCACAGGTGCATCCTT

GGGTCCACAGGTGCATCCTT
2227222222 22222222°22°

GGGTCCACAGGTGCATCCTT
GGGTCCACAGGTGCATCCTT
GGGTCCACAGGTGCATCCTT
GGGAGCACAGGTGCATCCTT
GGGACCACTGGTGCATCCTT
GTGACCACTGGTGCAACCTT
GTGACCACTGGTGCAACCTT
GGGACCACTGATGCATCCTT
GGGACCACTGGTGCATCATT
GGGACCTCTGTTGCATCCTC
GGGACCACCGGTGCAACCTT
GGGACCACTGGTGCAACCTT
GGGACCACTGGTGCAACCTT
GGGACCACTGGTGCAACCTT
GGGACCACTGGAGCAACCTT
GGGACCACTGGAGCAACCTT
GGGACCACTGGTGCAACCTT
GGGACCACTGGTGCAACCTT
GGGACCACTGGTGCAACCTT
GGGACCACTGGTGCAACCTT

TGGTCAAGAGG---TGGTAT
TGGCCAAGAGA---TTGTTT
TGGCCAAGAGA---TTGTTT
TGGCCAAGAGA---TTGTTT
TGGCCAAGAGA---TGGTTT
TGGCCAAGAGA---TGGTTT
TGGCCAAGAGA---TGGTTT
??GCCAAGAGA---TTGTTT
TGGCCAAGAGA---TAATTT
TGGCCAAGAGA---TAGTTT
TGGCCAAGAGA---TAGTTT
TGGCCAAGAGT----TGTTT
TGGCCAAGAGG---TTGTTT
TGGCCAAGAGG---TTGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT
TGGTCAAGAGT---TGGTTT
TGGCCAAGAGG---TGGTTT
TGACGAAGAGGAAATGTATT
TGGTCAAGAGG---TAGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGCTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT
TGGTCAAGAGG---TGGTTT

GCT-ATGAGAGCCCAAGACC
GCT-ATGAGAACCCAAGACC
GCT-ATGAGAACCCAAGACC
GCT-ATGAGAACCCAAGACC
GCT-ATGAGAACCCCAGACC
GCT-ATGAGAACCCCAGACC
GCT-ATGAGAACCCAAGACC
GCT-ATGAGAACCCAAGACC
GCT-ATGAGAACCCAAGGCC
GCT-ATGAGAGCCCAAGGCC
GCT-ATGAGAGCCCAAGGCC
GCTTACGAGAGTCCAAGACC
GCT-ATGAGAGCCCAAGACC
GCT-ATGAGAGCCCAAGACC
GCT-ATGAGAGCCCACGACC
GGT-ATGAGAGCCCACGACC
GCT-ATGAGAGCCCACGACC
GCT-ATGAGAGCCCACAACC
GCT-ATGAGAGTCCACGACC
GTT-ATGAGAGCCCACGGCC
GTT-ATGAGAGCCCACGGCC
GTT-ATGAGAGCCCACGGCC
GTT-ATGAGAGCCCACGGCC
GTT-ATGAGAGCCCACGGCC
GTT-ATGAGAGCCCAAGGCC
GTT-ATGAGAGCCCAAGGCC
GTT-ATGAGAGCCCAAGGCC
GTT-ATGAGAGCCCAAGGCC

185

ATCAATGGGGATACATCGGT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
AGCAGTGGGAATACATCGAT
ATCGTTGGGTATACATCGAT
ATCCATGGGGATACATCGAT
ATCCATGGGGATACATCGAT
ATCAATGGGGATACATCGAT
ATCAATGGGGATACATCGAT
ATCAATGGGGATACATCGAT
ATCAATGGGGATGCATCGAT
ATCAATGGGGATACATCGAT
ATCCCAGGGAATACATCGAT
ATCCCAGGGAATACATCGAT
ATCCCAGGGAATACATCGAT
ATCCCAGGGAATACATCGAT
ATCCCAGGGAATACACCGAT
ATCCTAGGGAATACATCGAT
ATCCCAGGGAATACATCGAT
ATCCCAGGGAATACATCGAT
ATCCCAGGGAATACATCGAT

TCGTGTTCGTGTTGTTCCAA
TCATCTTTGTGTTGTTTCGA
TCATCTTTGTGTTGTTTCGA
TCATCTTTGTGTTGTTTCGA
TCATCTTTGTGTTGTTTCGA
TCATCTTTGTGTTGTTTCGA
TCATCTTTGTGTTGTTTCGA
TCGTCTTTGTGTTGTTTCGA
TCGTCTTTGTGTTGTTNCGA
TCATCTTTGTGTTGTTTCAA
TCAGCTTTGTGTTGTTTCAA
TCATATTCGTGTTGTTTCGA
TCGTATTTGTGTTGTTCCAA
TCGTATTTGTGTTGTTCAAA
TCGTATTCGTGTTGTTCCAA
TCGTATTCGTGTTGTTTCAA
TCGTATTTGTGTTGTTTCAA
ATGTATTTGTGTTGTTTCAA
TCGTATTCGTGTTGTTTCAG
TCGTGTTTGTGTTGTTTCAA
TCGTGTTTGTGTTGTTTCAA
TCGTGTTTGTGTTGTTTCAA
TCGTGTTCGTATTGTTTCAA
TCGTGTTCGTATTGTTTCAA
TCGTGTTCGTGTTGTTTCAA
TCGTGTTCGTGTTGTTTCAA
TCGTGTTCGTGTTGTTTCAA
TCGTGTTCGTGTTGTTTCAA



At_nitens
Calb234
Cfic5278
Cmis5231
Camal690
Cmis4795
ChII336
Cmis4865
Camal7l4
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Cfoel046
Cpum978
Chyb1154
Chyb760
Cpol678
CrubFTL2
Cmur40
Calb241
C£ic5300
Cquil84s
Cber5407
Cqui377
Cama356
Cmis4784
Cprob4964
ChII331

CAGCTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTTGGAAGGCAAACT
CAACTTGGAAGGCAAACT
CAACTAGGAAGGCAAACT
CAACTAGGAAGGCAAACT
CAATTAGGTAGGCAAACT
CAATTGGGAAGGCAAACT
CAATTGGGAAGGCAAACT
CAATTGGGAAGGCAAACT
CAATTGGGAAGACAAACT
CAATTGGGAAGGCAAACT
CAATCGGGAAGGCAAACT
CAACTGGGAAGGCAAACT
CAGCTAGGAAGGCAAACT
CAGCTAGGAAGGCAAACT
CAGCTAGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
CAACTCGGAAGGCAAACT
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Aliesnment nukleotidovvch sekvenci tietiho intronu F7L genu podobnvch Calb234 ze

zastupcd rodu Chenopodium

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal7l4
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal7l4
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal7l4
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal7l4
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

GTGAGTTTTCCTTATCATT
GTGAGTTTTCCTTATCATT
GTGAGTTTTCCTTATCATT
GTGAGTATCCCTTATCATT
GTGAGTATCCCTTATCATT
GTGAGTTTCTTTTATCAAC

GTGAGTTTCCCTTATCATT
2202 27272222222222°222°?

GTGAGTTTTCCTTGTCGTT
GTGAGTTTTCCTTGTCATT
GTGAGTTTTCCTTGTCATT

ACTATAGCTAGGAA--GTTC
ACTATAGCTAGGAA--GTTC
ACTATAGCTAGGAA--GTTC
———————— TTTGAA--TTTC
———————— TTAGAA--TTTC
ACAATAGTTTGGAAA-TTTC
ACTATAGTTAGGAA-TTTT-
ACTATAGCTAGGAA--GTTC
ACTATAGCTAGGAA--TTTC
ACTATAGCTAGGAA--TTTC
ACTATAGCTAGGAA--TTTC

TGCTCATTGACTCCCCGGAG
TGCTCATTGACTCCCCGGAG
TGCTCATTGACTCCCCGGAG

TAATCTAAAG-TACTCAAG-
TGCTCAATGACTCACCGGAG
TGCTCATTGACTCCCCGGAG
TGCTCATTGACTCACCGGAG
TGCTCATTGACTCACCGGAG
TGCTCATTGACTCACCGGAG

AATCAAAATCCAAGCATCGG
AATCAAAATCCAAGCATCGG
AATCAAAATCCAAGCATCGG

ATGTTCCTATTTGAATATTT
ATGTTCCTATTTGAATATTT
ATGTTCCTATTTGAATATTT

GTTTGATGTAGTTTTTAGGC
GTTTGATGTAGTTTTTAGGC
GTTTGATGTAG-TTTTAGGC

AATCAAAATATAGGCATTAG
AATCAAAATCCAAGCATCGG
?2222222229°2292°29227
AATCAAAATCCAAGCATCGG
AATCAAAATCCAAGCATCGG

AATCAAAATCCAAGCATCGG

ATGTTCCTGTTTGAATTTTT
ATGTTCCTATTTGAATATTT
22727222222 2222222°2°22°

ATGTTTCTATTTGAATATTT
ATGTTTATATTTGAATATTT
ATGTTTATATTTGAATATTT

CA--GATGCAGTTTT-AGGC
GTTTGATGTAGTTTTTGAGC
?GATTATGTAGTTTTTAGGC
ATTTGATGTAGATTTTAGGC
ATTTGATGTAGATTTTAGGC
ATTTGATGTAGATTTTAGGC

TGTTTAGTATT-—-—-—-——— —--GGCCTC-TACATACTGCA TGAA-CATGTGTTTTACTTT
TGTTTAGTATT- —--GGCCTC-TACATACTGCA TGAA-CATGAGTTTTACTTT
TGTTTAGTATT-- —--GGCCTC-TACATACTGCA TGAA-CATGTGTTTTACTTT
TGTTTAGTATTT----———— —-GGGCCCC--ACATAGTTCA TATA-----—--—-— TTT-—---
TGTTTAGTATTT----———— GGGGCCCC--ACATAGTTCA TATA-----—--—-— TTT-—---
AGTCTAAACTATCGTTCT-A -GGGTCCC-TATAGATTGTG TGCA-CATGTGTTTT-CTTA
TGTTTAGTAT-——-—--—— T-A -GGGCCCC-TACATGGTACA TACTGCATG-AAATGGTGTG
TGTTTAGTATT--—-—-——— AA --GGCCTC-TACATACTGCA TGAA-CATGTGTTTTACTTT
TGTTTAG-——————=—==== —— GGCCCC-TACATACTGCA TGAA-CATGT-TATTACGTT
TGTTTAG-————————==== —— GGCCCC-TACATACTGCA TGAA-CATGT-TATTACGTT
TGTTTAG-————————==== —— GGCCCCCTACATACTGCA TGAA-CATGT-TATTACGTT

AGTACTGTTGTTTTTACTAG
AGTACTGTTGTTTT-ACTAG
AGTACTGTTGTTTTTACTAG

CTTAGACTCTTCGATTT
CTTAGACTCTTCGATTT--—
CTTAGACTCTTCGATTT--—

————————————————————————————————————————————————— TTAAGTACATA

TTTGTGGTGCTGTGTT-GAT
TTTGTGGTGCTGTGTT-GAT
TTTGTGGTGCTGTGTT-GAT

CTTGTGATGCTGTCTTCGAT
TTTGTGGTGATGTCTT-TAT
TTTGTGGTGCTGTGTT-GAT
TT-GTGGTGATGTGTT-TAT
TT-GTGGTGATGTGTT-TAT
TT-GTGGTGATGTGTT-TAT

AGCACTGTTGTTTTTACTGG CTTAGACTCTTCTATTTTTA GTAGTTACCTTAAGTAC---

AGTACTGTTGTTTTTACTAG CTTAGACTCTTCGATTT

AGTACTGTTGTTTTTACTGG CTTAGACTCTTCGATTT

AGTACTGTTGTTTTTACTGG CTTAGACTCTTCGATTT

AGTACTGTTGTTTTTACTGG CTTAGACTCTTCGATTT
—————————————————————————————— TTTTTGAACAGATTTACC
—————————————————————————————— TTTTTGAACAGATTTACC

—--TTTTTGAACAAATTTACC

—————————————————————————————————————— ATAAAATGATCG

186

TTTTTGAGAACAAATTTACC
TTTTTAAACAGATTTACC
TTTTTGAACAAATTTACC
TTTTTGAACAAATTTACC
TTTTTGAACAAATTTACC

TCAAGTACTTGATACAATGA
TCAAGTACTTGATACAATGA
TCAAGTACTTGATACAATGA

A-——
TTAC--ACTTGATGCCATGA
TCAAGTACTTGATACAATGA
TTAAGTACTTGATACAATGA
TTAAGTACTTGATACAATGA
TTAAGTACTTGATACAATGA



Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal714
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Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal714
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal714
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal714
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal714
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal714
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal714
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

Cmis4795
ChenII336
Camal690
Cber5429
Cqui379
CrubFTL1
Camal714
Cmis4865
Cfic5278
Cmis5231
Calb234

GGAAATGTGACTCTTATTAA
GGAAATGTGACTCTTATTAA
GGAAATGTG--ACTTATTAA

TTTTTT-————— GACAAAAT
TTTTTT-————— GACAAAAT
TTTTTT-————- GACAAAAT

AGTCGAGTTTGACTCTTAGT
AGTCGAGTTTGACTCTTAGT
AGTCGAGTTTGACTCTTAGT

ACATTACATGTT----ACTA
ACATTACATGTT----ACCA
ACATTACATGTT----ACTA

TGTTAGTAATCGAATTTGAG
TGTTAGTAATCGAATTTGAG
TGTTAATAATCGAATTTGAG

————————————————————————————————————————————————————————————————————— GTCT--CACAC
ACTTTACATGTCTTCAACAC
ACATTACATGTT----ACTA

GGAAATGTGACTTCTTTTTA
GGAAATGTGACTCTTATTAA
GGAAATGTGACTCTTATTAA
GGAAATGTGACTCTTATTAA
GGAAATGTGACTCTTATTAA

TAGTACAGCCGTAGATGCCA
TAGTACAGCCGTAGATGCCA
TAGTACAGCCGTAGATGCCA
—————————— GTAGATGCCT
—————————— GTAGATGCCT
TAATATAGACTTAGATATCT
TAATATAGCTGTAGATCCCT
TAGTACAGCCGTAGATGCCA
TAGTACAGCCGTAGATGCCA
TAGTACAGCCGTAGATGCCA
TAGTACAGCCGTAGATGCCA

GAGGATGG-TGGAGGGGAAA
GAGGATGG-TGGAGGGGNAA
GAGGATGG-TGGAGGGGAAA
GAGGATGG-TGGAGGGCCA-
GAGGATGG-TGGAGGGCCA-
-ATGTTGGATGGAGGAAA--
GAGGATGG-TGGAGGGAAAA
GAGGATGG-TGGAGGGGAAA
GAGGATGG-TGGAGGGGAAA
GAGGATGG-TGGAGGGGAAA
AAGGATGG-TGGAGGGGAAA

CTTGGAGGTTTATTCCTTGT
CTTGGAGGTTTATTCCTTGT
CTTGGAAGTTTATTCCTTGT
————————— TTATTCCTTGT
————————— TTATTCCTTGT
CTTGGGGGTTTATTCCTTGT
CTTGAAGGGTTATTCCTTGT
ATTGAAAGTTTATTCCTTGT
ATTGAAAGTTTATTCCTTGT
ATTGAAAGTTTATTCCTTGT
ATTGAAAGTTTATTCCTTGT

TCCTTTGCTGCTTTATTTTT
TCCTTTGCTGCTTTATTTTT
TCCTTTGCTGCTTTATTTTT
TCCTTTGCTGCTTTTTTCTT
TCCTTTGCTGCTTTTTTCTT
TCCTTACG----TTATCCTT
TCCTTTGCTGCTTTATTCCT

CAAAATTCATCGATGTATTA
CAAAATTCATCGATGTATTA
CAAAATTCATCGATGTATTA
CAAAAATCATCCATGTATTA
CAAAAATCATCCATGTATTA
CAAA-TTCATCCATGTATTA
CAAAATACATCCATGTATTA
CAAAATTCATCGATGTATTA
CAAAATTCATCGATGTATTA
CAAAATTCATCGATGTATTA
CAAAATTCATCGATGTATTA

AARAA----CA---GTAAAA-
AARAA---ACA---GTAAAA-
AARAA----CA---GTAAAA-

-—---GGAGGG---GTAAA-G
-—---GGAGGG---GTAAA--
————— GAGAAGCTGGAAATG
AAAA----CA---GGARAAA

-GGAAAA-
AARACAAACA---GGAAAA-
AARACAAACA---GGAAAA-

AARACAAACA---GGAAAA-

AAG-AAAAGACCACACAAAT
AAG-AAAAGACCACACAAAT
AAG-AAAAGACCACACAAAT
AAG GACCACT T

GGTCAAGTTTGACTGTTAGT
AGTCGAGTTTGACTCTTAGT
AGTCGAGTTTGACTCTTAGT
AGTCGAGTTTGACACTTAGT
AGTCGAGTTTGACTCTTAGT

TGTGATATCTGGCATGGTGT
TGTGATATCTGGCATGGTGT
TGTGATATCTGGCATGGTGT
TGTGATATCTGGCGCTGTGT
TGTGATATCTGGCGCTGTGT
TGTGATATCTGGTGCGCACT
TGTGATATCCG---—---— TGT
TGTGATATCTGGCATGGTGT
TGTGATATCTGGCATGGTGT
TGTGATATCTGGCATGGTGT
TGTGATATCTGGCATGGTGT

GGTAGTTAATTTAGGTGGGT
GGTAGTTA-TTTAGGTGGGT
GGTAGTTAATTTAGGTGGGT
GGTAGTTAATTTAGGT
GGTAGTTAATTTAGGT
GGTAGTTAATTTAGGTGGAT
-GTAGTTTATTTAGGTGGGT
GGTAGTTAATTAAGGTGGGT
GGTAGTTAATTAAGGTGGGT
GGTAGTTAATTAAGGTGGGT
GGTAGTTAATTAAGGTGGGT

GAAAAAA-GAGTAATTTCTT
GAAAAAA-GAGTAATTTCTT
GAAAAAA-GAGTAATTTCTT
G -—-GGGTAATTTCTT

AAGAAAAGGACCACTAAAAT
ATG-AAAAAACCACACAAAT
AAGAAAAAGACCACACAAAT
AAGAAAAAGACCACACAAAT
AAGAAAAAGACCACACAAAT
AAGAAAAAGACCACACAAAT
AAGAAAAAGACCACACAAAT

AAA-TTTCCCATTCTCCTTT
AAA-TTTCCCATTCTCCTTT
AAA-TTTCCCATTCTCCTTT
AAA-TTTCCCAATCTCCTTT
AAA-TTTCCCAATCTCCTTT
AARATTTCC-ATTTTCCTTT
AAA-TTTCCCATTCTCCTTT
AAA-TTTCCCATTCTCCTTT
AAA-TTTCCCATTCTCCTTT
AAA-TTTCCCATTCTCCTTT
AAA-TTTCCCATTCTCCTTT

GAAAAA--GGGTAATTTCTT
GAAAAAAAGGGTAATTTCTT
GAAAAA--GGGTAATTTCCT
GAAAAAA-GGGTAATTTCTT
GAAAAAA-GGGTAATTTCTT
GAAAAAA-GGGTAATTTCTT
GAAAAAA-GGGTAATTTCTT

TCACC-TTTTGTGTACTTAA
TCACC-TTTTGTGTACTTAA
TCACC-TTTTGTGTACTTAA
TCACC-TTTTGTGTACTCAA
TCACC-TTTTGTGTACTCAA
ATCCC-TTATGTGTACTCAA
TCACC-TTTTGTGTACTCAA
CCACCCTTTTGTGTACTTAA
TCACC-TTTTGTGTACTTAA
TCACC-TTTTGTGTACTTAA
TCACC-TTTTGTGTACTTAA

ACATCACATGTT----ACTA
ACATTACATGTT----ACTA

GCTGATCATGTGGG
GCTGATCATGTGGG
GCTGATCATGTGGGG
GCTGATCATGTGA:
GCTGATCATGTGA:
GTGCACCTGTTCAATCGATT

-TTTAAGAACTGAATTTGAG
TTTTAGTATCCGAATTTGAG
TGTTAGTAATCGAATTTGAG
TGTTAGTATTTGAATTTGAG
TGTTAGTATTCGAATTTGAG
TGTTAGTATTCGAATTTGAG

-—-ATAAAAGGTGCGA
-—-ATAAAAGGTGCGA
-—-ATAAAAGGTGCGA

GT-GGGAGCTTATTA----C
GT-GGGAGCTTATTA----C
GT-GGGAGCTTATTA----C

GAGGGGAGCTAA
GT-GGGAGCTTA
GT-GGGAGCTTA
GT-GGGAGCTTA
GT-GGGAGCTTA

TCTTT--GTTGAGC-CAAAC
TCTTT--GTTGAGC-CAAAC
TCTTT--GTTGAGC-CAAAC

TCTT-——-——————————— c
TCTT-——-——————————— c
TATT--CGTTG-ARACAAAC
TATTTCCGTTGGACCGAAAC

ATGCTCACCACGAATAGCAT
ATGCTCACCACGAATAGCAT
ATGCTCACCACGAATAGCAT
ATGCTTACCACGAAAGA
ATGCTTACCACGAAAGA
ATGCTTA--—-—————————
ATGCTTACCACGAATAGCAT
ATGCTCACCACGAATATCAT
ATGCTCACCACGAATATCAT
ATGCTCACCACGAATATCAT
ATGCTCACCACGAATATCAT

—-—-ATAARAGGCGAGA

ATGGGAG-GAA-GTTGAGGC
ATGGGAG-GAA-GTTGAGGC
ATGGGAG-GAA-GTTGAGGC

TAA-GAAGGAAGGTTGGG-C
TAGGGAA-GAA-GTTGAGTC
ATGGGAG-GAA-GTTGAGGC
ATGGGAG-GAA-GTTGAGGC
ATGGGAG-GAA-GTTGAGGC
ATGGGAG-GAA-GTTGAGGC

—-ATCTGAAATTCATTAAGCA
—-ATCTGAAATTCATTAAGCA
—-ATCTGAAATTCATTAAGCA
—-CTCTGAAATTTATTAAGCA
—-CTCTGAAATTTATTAAGCA
—-ATCTGAAATTAATCAAGCA
ACTCTGAAATTTATGAAGAA

TTGCTTTTGTTTGCTCCTCC
TTGCTTTTGTTTGCTCCTCC
TTGCTTTTGTTTGCTCCTCC

TTGCTTTTGTTTGCTCCGCC
TTGCTTTTGTTTGCTCCGCC
TTGCTTTTGTTTGCTCCGCC
TTGCTTTTGTTTGCTCCGCC
TTGCTTTTGTTTGCTCCGCC

-—-GTGAAGATTGCAACCAGC
—-—-CTGAAGATTGCAA

——————————— AAGGTTCGT
——————————— AAGGTTCGT
——————————— AAGGTTCGT
CTCTCTTCTCTAA

——————————— AAGGTTTGT
——————————— AAGGTTCAT
——————————— AAGGTTCAT
——————————— AAGGTTCAT
——————————— AAGGTTCAT

ATATTGGTGAAAGGTAGATC
ATATTGGTGAAAGGTAGATC
ATATTGGTGAAAGGTAGATC

TTTCGACTGCCTTAGTAATC
TTTCGACTGCCTTAGTAATC
TTTCGACTGCCTTAGTAATC

TTTCGACTGCCTTAGTAGTC
TTTCGACTGCCTTAGTAATC
TTTCGACTGCCTTAGTAATC
TTTCGACTGCCTTAGTAATC
TTTCGACTGCCTTAGTAA-C

TGTGAAGAAAGAGTGAAGAT
TGTGAAGAAAGAGTGAAGAT
TGTGAAGAAAGAGTGAAGAT
——————— AAAGAGTGAAGAT

TTAAGGGAGTTGCTATTTGA
TTAAGGGAGTTGCTATTTGT
TTAAGGGAGTTGCTATTTGA

TTAAGGGAGTTGCTATTTGA
TTAAGGGAGTTGCTATAT--
TTAAGGGAGTTGCTATAT--
TTAAGGGAGTTGCTATAT--
TTAAGGGAGTTGCTATAT--

TGCAAAGCTACGTGTGACCT
TGCAAAGCTACGTGTGACCT
TGCAAAGCTACGTGTGACCT
TGCAAAGCTATTTGTGGCCT

T-CATGAGGTTCTTTTTAAG
T-CATGAGGTTCTTTTTAAG
TCCATGAGGTTCTTTTTAAG

T-CATTAGGTCCTTTTTAAG
—-—-CATGAGGTTCTTTTTAAG
—-—-CATGAGGTTCTTTTTAAG
—-—-CATGAGGTTCTTTTTAAG
—-—-CATGAGGTTCTTTTTAAG

AATAATTTGTACTCTGTCTC
AATAATTTGTACTCTGTCTC
AATAATTTGTACTCTGTCTT
AATAATTTGTACT--GTCTT

ATATTGGTGAAAGA----TC
ATATTGGTGAAAGATAGATC
ATATTGGTGAAAGATAGATC
ATATTGGTGAAAGATAGATC
ATATTGGTGAAAGATAGATC

--GAATAGC---ATT
TGKGAAGAAAGAGTGGAGAT
TGTGAAGAAAGAGTGAAGAT
TGTGAAGAAAGAGTGAAGAT
TGTGAAGAAAGAGTGAAGAT
TGTGAAGAAAGAGTGAAGAT

TGC---TTTTGTTTTCTCCG
TGCAAAGCCATGTGTGGCCT
TGCAAAGCTACGTGTGACCT
TGCAAAGCTACGTGTGACCT
TGCAAAGCTACGTGTGACCT
TGCAGAGCTACGTGTGACCT
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GCTTTTAGGCTTGTTTTCGG
AATAATT-GGACTCTGTCTG
AATAATTTGTACTCTGTCTT
AATAATTTGTACTCTGTCTT
AATAATTTGTACTCTGTCTT
AATAATTTGTACTCTGTCTT

CTTAGCTTGAATTGTAGTGT
CTTAGCTTGAATTGTAGTGT
CTTAGCTTGAATTGTAGTGT

CTTAGCTTGAGTTGTAGTGT
CTTAGCTTGAATTGTAGTGT
CTTAGCTTGAATTGTAGTGT
CTTAGCTTGAATTGTAGTGT
CTTAGCTTGAATTGTAGTGT

TTAATGAACTCAATTCTGGT
TTAATGAACTCAATTCTGGT
TTAATGAACTCAATTCTGGT
GTAAGGAACTCAA-CTTGGT
GTAAGGAACTCAA-CTTGGT
GTAAGGAACTCAA-CCTGGT
GTAATGAACTCAA-TTTGAT
GTAATGAACTCAA-TTTGAT
GTAATGAACTCAA-TTTGAT
GTAATGAACTCAA-TTTGAT



Cmis4795

TTGTGTAAGAAAGTTTTGTT

GGTACTATGATCATGTCAAA

GAGAATTCTGCTTTCCAAAG

TGACAAAAT-ATATGATTAG

AATATTTGAATCTAGAATAT

ChenII336 TTGTGTAAGAAAGTTTTGTT GGTACTATGATCATGTCAAA GAGAATTCTGCTTTCCAAAG TGACAAAAT-ATATGATTAG AATATTTGAATCTAGAATAT
Camal690 TTGTGTAAGAAAGTTTTGTT GGTACTATGATCATGTCAAA GAGAATTCTGCTTTCCAAAG TGACAAAAT-ATATGATTAG AATATTTGAATCTAGAATAT
Cber5429 TTGTGTATGAAATTCTTCTT GGTACTATGATCATGTCAAA GAAAATTCTGCTTTCCAAAG TGACAAAATT-TATGATTAG AACATTT---—-————=—————
Cqui379 TTGTGTATGAAATTCTTCTT GGTACTATGATCATTT---- —---- ATT-———————— AAAG TGACAAAATTTTATGATTAG AACATTT---——-—--—————=
CrubFTL]l  ——mmmmmmmm oo m o s m e e e
Camal71l4 TGGNGTAAGAAATTCTTCTT GGTACTATTATCANGTCAAA GAAAATTCTGCTTTCCAAAG TGACAAAAT-TTATGATTAG A--TTTTGAATCTAGAACAT
Cmis4865 TTTTGCAAGAAATTCTTGTT GGTACTATGATCATGTCAAA GAGAATTCTGCTTTTCAAAG TGACAAAAT-ATATGATTAG AATATTTGAATCTAGAATAT
Cfic5278 TTTTGCAAGAAATTCTTGTT GG-ACTATGATCATGTCAAA GAGAATTCTGCTTTTCAAAG TGACAAAAT-ATATGATTAG AATATTTGAATCTAGAATAT
Cmis5231 TTTTGCAAGAAATTCTTGTT GGTACTATGATCATGTCAAA GAGAATTCTGCTTTTCAAAG TGACAAAAT-ATATGATTAG AATATTTGAATCTAGAATAT
Calb234 TTTTGCAAGAAATTCTTGTT GGTACTATGATCATGTCAAA GAGAATTCTGCTTTAAAAAG TGACAAAAT-ATATGATTAG AATATTTGAATCTAGAATAT
Cmis4795 TTATT-AAAGGTCAGAAAAT AAGATTAAAGTTGATCTTGG TACT----ATGATCATGTCA ATCATCATCCCTCATTTCAT A---—---—— GCAATAAGTAC
ChenII336 TTATT-AAAGGTCAGAAAAT AAGATTAAAGTTGATCTTGG TACT----ATGATCATGTCA ATCATCATCCCTCATTTCAT —----GCAATAAGTAC
Camal690 TTATT-AAAGGTCAGAAAAT AAGATTAAAGTTGATCTTGG TACT----ATGATCATGTCA ATCATCATCCCTCATTTCAT —----GCAATAAGTAC
Cber5429 --ATT-AAAGGTCAGAAATT AATATTAAAGTTGATCTTGG TACATACTATGA--—————= ——————————- TCATTTTAT —-—-—-GCAGTAAGTAC
Cqui379 --ATT-AAAGGTCAGAARATT AATATTAAAGTTGATCTTGG TACATACTATGA- - - —-——--TCATTTTAT
CrubFTL1 - -
Camal71l4 TTATTTAA----———————— —-— GA-TAAAGTTGGTCTTCG TACTATC-ATGA- - —--—---CATAGCAATA-GT
Cmis4865 TTATT-AAAGGTCAGAAAAT AAGATTAAAGTTGATCTTTG TACTATAA--- - ATTTTCATATCATTT-GTAC
Cfic5278 TTATC-AAAGGTCAGAAAAT AAGATTAAAGTTGATCTTTG TACTATAA- - ATTTTCATATCATTT-GTAC
Cmis5231 TTATT-AAAGGTCAGAAAAT AAGATTAAAGTTGATCTTTG TACTATAA--———————=—=== ——————- ATTTTCATATCATTT-GTAC
Calb234 TTATT-AAAGGTCAGAAAAT AAGATTAAAGTTGATCTTTG TACTATAA-—-—————=——=== ——————= ATTTTCATATCATTT-GTAC
Cmis4795 AATTTTAAGAATAATATTTG TAGATGAGAGAATAGAGCA- --TTGATTCATAT--TGTAA AAAGTTACTTCAGAACAATT CAAATTTTTAGCCTTTACCA
ChenII336 AATTTTAAGAATAATATTTG TAGATGAGAGAATAGAGCA- --TTGATTCATAT--TGTAA AAAGTTACTTCAGGACAATT CGAATTTTTAGCCTTTACCA
Camal690 AATTTTAAGAATAATATTTG TAGATGAGAGAATAGAGCA- --TTGATTCATAT--TGTAA AAAGTTACTTCAGAACAATT CAAACTTTTAGCCTTTACCA
Cber5429 GGTTTTAAGAATAATATTTG TAGACAAGA-AATAGAACAT TATTGATTCATATATTGTAA AAAGTTGCTTCAGATTAATT CAAATTTATAGTCTTTACCA
Cqui379 GGTTTTAAGAATAATATTTT TAGACAAGA-AATAGAACAT TATTGATTCATATATTGTAA AAAGTTACTTCAGATTAGTT CAAATTTATAGTCTTTACCA
CrubFTLl ———mmm o m o oo o oo e e oo GTA G-TCTAAG------ TATACA
Camal714 GGTTTTAAGAATAATATTTG TAGACGAGA-AATTCAGCA- --TTGATTCATAT--TGTAA AA-GTTACTTTAGAACAATT CAAATTTTTAGTCTTTACCA
Cmis4865 GATTTTTAGAATAATATTTG TAGATGAGA-AATAGAGCA- --TTGATTCATAT--TGAAA AAAGTTACTTCAGAACAATT CAAATTTTTAGCCTTTACCA
Cfic5278 GATTTTTAGAATAATATTTG TAGATGAGA-AATAGAGCA- --TTGATTCATAT--TGAAA AAAGTTACTTCAGAACAATT CAAATTTTTAGCCATTACCA
Cmis5231 GATTTTTAGAATAATATTTG TAGATGAGA-AATAGAGCA- --TTGATTCATAT--TGAAA AAAGTTACTTCAGAACAATT CAAATTTTTAGCCTTTACCA
Calb234 GATTTTTAGAATAATATTTG TAGATGAGA-AATAGAGCA- --TTGATTCATAT--TGAAA AAAGTTACTTCAGAACAATT CAAATTTTTAGCCTTTACCA
Cmis4795 ATTCAGTGCTCTTGTTGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACATATAAGTAA AAATAATTTAGTTTAACAGA TTAGCATTCTTTACTTTGTT
ChenII336 ATTCAGTGCTCTTGATGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACATATAAGTAA AAATAATTTAGTTTAACAGA TTAGCATTCTTTACTTTGTT
Camal690 ATTCATTGCTCTTGTTGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACATATAAGTAA AAATAATTTAGTTTAACAGA TTAGCATTCTTTACTTTGTT
Cber5429 ATTTATTGCTCTTGTAGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACATGTAAGTAA ATATAATTTAGTTTAACAGA TTAGCGTTTTTTACTTTGTT
Cqui379 ATTTATTGCTCTTGTAGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACATGTAAGTAA AAATAATTGATGTTGGTC-- TTAAAGTTTTCTGCTTTGTT
CrubFTLlI A------ GTTCACTTCTCTT GTAA-CCATCTTTTCATCTT ATTTGTCTAATTATGTCTAC TAAACAT-GAAGTAGAGGAA ------ TTCCTAA----CAC
Camal714 ATTCTTTGCACTTGTAGCCA TATTTTCATTATAATTTCCT AATTATGTACATATATGTAC AAATAATTTAGCTTAACAG- ATAACATTCTTTACTTTGTA
Cmis4865 ACTCATTGCTCTTATTGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACATATAAGTAA ATATAATTTAGTTTAACAGA TTAGCATTCTTTACTTTGTT
Cfic5278 ATTCATTGCTCTTGTTGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACATATAAGTAA ATATAATTTAGTTTAACAGA TTAGCATTCTTTACTTTGTT
Cmis5231 ATTCATTGCTCTTATTGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACATATAAGTAA ATATAATTTAGTTTAACAGA TTAGCATTCTTTACTTTGTT
Calb234 ATTCATTGCTCTTATTGTCA TATTTTCATCTTATTTTCCT AATTATGTACAT--AAGTAA ATATAATTTAGTTTAACAGA TTAGCATTCTTTACTTTGTT
Cmis4795 TATATAAAAGGTAACATTGA TGTTGGTCTTAAAGTTTTCT CACGATT---TCTACTCTCT GAATATGACATTATTTTTTG TTTA
ChenII336 TATATAAAAGGTAACATTGA TGTTGGTCTTAAAGTTTTCT CACGATT---TCTACTCTCT GAATATGACATTATTTTTTG TTTA
Camal690 TATATAAAAGGTAACATTGA TGTTGGTCTTAAAGTTTTCT CACGGTT---TCTACTCTCT GAATATGACATTATTTTTTG TTTA
Cber5429 GATATAA-—--—————=— TTGA TGTTGGTCTTAAAGTTTTCA CAGAGTT-----————-———— ——— TATGACATTATCTTTTG TTTA
Cqui379 GATATAA-----———-— TTGA TGTTGGTCTTAAAGTTTTCA CAGAGTT-----—-———-———— ——— TATGACATTATCTTTTG TTTA
CrubFTLl TT-———— = ——mmm o mm - o e —— e TTTTTTTTCC CTTA
Camal714 GATATAAAGGGTAAAATTTA TGTTTGTCTTAAAGTTTTCA CACAGTTGTTTCTACTCTCT GAATATGATATTGTCTTTTG TTTA
Cmis4865 TATATAAAGGGTAACATTGA TGTTGTTCTTAAAGTTTTCA CACAGTT---TCTA------ --— ATATGACATTATCTTTTG TTTA
Cfic5278 TATATAAAGGGTAACATTGA TGTTGTTCTTAAAGTTTACA - —-—ATATGACATTATCTTTTG TTTA
Cmis5231 TATATAAAGGGTAACATTGA TGTTGTTCTTAAAGTTTTCA - —-—ATATGACATTATCTTTTG TTTA
Calb234 TATATAAAGGGTAACATTGA TGTTGTTCTTAAAGTTTTCA CACGGTT---TCTA------ —- ATATGACGTTATCTTTTG TTTA

Priloha 28

Aliesnment nukleotidovvch sekvenci tietiho intronu F7L genu podobnvch Calb241 ze

zastupcd rodu Chenopodium

Cfic5300 GTGGGTTTCAATTCCGAT CCAATCCTTAATCATCAACA AGATGCATAGCATAGTATTG

Cquil845 GTGAGTTTCAATTCCGAT CCAATCCTTAATCATCAACA AGATGCATAGCATAGTATTG

Calb241 GTGTGTTTAAATTCCGAT CCAATCCTTAATCATCAACA AGATGCATAGCATAGTATTG

Cber5407 GTGAGTTTCAATT----= ————~— CCTTAATCATCAACA AGATGCATAGCATAGTATTG

Cqui377 GTGAGTTTCAATT----- ————— CCTTAATCATCAACA AGATGCATAGCATAGTATTG

Cmis4784 GTGAGTTTTAATTTCGAT —----- CCTTAATCATCAACA ATTACTTCAAACGCAA--—— ————————————————————

ChenII331 GTGAGTTTTAATTTCGAT —----- CCTTAATCATCAACA ATTACTTCAAACGCAA--—— ————————————————————

Cpro4964 GTGAGTTTTAATTTCGAT ----- CCTTAATCATCAACA ATTACTTCAAACGCAA--—= ————————————————————

Cama356 GTGAGTTTTAATTTCGAT ----- CCTTAATCATCAACA ATTACTTCAAACGCAA--—— ————————————————————

Cfic5300 CATGCACATTTACTAATGTG GATTATTTCTTATACTACCT TTCATTACAAACATTATATA CATAT--GGTGCACCTAAGA GTACCATCGTATGTATGTGT
Cquil845 CATGCACATTTACTAATGTG AATTATTTCTTATACTATCT TTCATTACAAACATTATATA CATAT--GGTGCACCTAAGA GTACCATCGTATGTATGTGT
Calb241 CATGCACATTTACTAATGTG GATTATTTCTTATACTATCT TTCATTACAAACATTATATA CATAT--GGTGCACCTAAGA GTACCATCGTATGTATGTGT
Cber5407 CATGCACATTTAATAATGTG GATT---TCTTATGCCATCC TTCATT--AAGCATACATTA TATA----ATGCACCTAAGA GTATCATCGTATG
Cqui377 CATGCACATTTAATAATGTG GATT---TCTTATGCCATCC TTCATT--AAGCATACATTA TATA----ATGCACCTAAGA GTATCATCGTATG
Cmis4784 -——-—---—- ATTCAATAGTGTG GATT---TCTTATGCTATCT TGCATTGCAAGCATTATATA TATATATGGTGCACCTAAGA GTATCATCATATGTATGT--
ChenII331 ------- ATTCAATAGTGTG GATT---TCTTATGCTATCT TGCATTGCAAGCATTATATA TATAT--GGTGCACCTAAGA GTATCATCATATGTATGT--
Cpro4964 ------—- ATTCAATAGTGTG GATT---TCTTATGCTATCT TGCATTGCAAGCATTATATA TATAT--GGTGCACCTAAGA GTATCATCATATGTATGT--
Cama356  ————---- ATTCAATAGTGTG GATT---TCTTATGCTATCT TGCATTGCAAGCATTATATA TATAT--GGTGCACCTAAGA GTATCATCATATGTATGT--
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GCCATGACCCTGGTGCTAGT
GCCATGACCCTGGTGCTAGT
GCCATGACCCTGGTGCTAGT

GCGAGGACCCTGGTGTTGGT
GCGAGGACCCTGGTGTTGGT
GCGAGGACCCTGGTGTTGGT
GCGAGGACCCTGGTGTTGGT

ATCTTATTATACATACGCCA
ATCTTATTATACATACGCCA
ATCTTATTATACATACGCCA
CGATTATGTTGCATCCT
CGATTATGTTGCATCCT
AGCTTATCATACGTATGCCA
AGCTTATCATACGTATGCCA
AGCTTATCATACGTATGCCA
AGCTTATCATACGTATGCCA

TATAGGTTGAGA
TATAGGTTGAGA
TATAGGTTGAGA

TACAGTGTTAGAGCTAATAT
TACAGTGTTAGAGCTAATAT
TACAGTGTTAGAGCTAATAT
TACAGTGTTAGAGCTAATAT

-TTAGCTGTACTGTT
-TTAGCTGTACTGTT
—————— TTAGCTGTACTGTT

GGACATTTAGCTGTATTGTT
GGACATTTAGCTGTATTGTT
GGACATTTAGCTGTATTGTT
GGACATTTAGCTGTATTGTT

ACTACATATTTATTAAGTCA
ACTACATGTTTATTAAGTCA
ACTACATGTTTATTAAGTCA

TTCTTCTGATTGT--GTAA-
TTCTTCTGATTGT--ATAN-
TTCTTCTGATTGT--GTAA-
TTCTTCTGCTTGT--GTAA-
TTCTTCTGCTTGGTGGTAA-
TTCTTCTGCTTGT--GTAAA
TTCTTCTGCTNGT--GTAAA
TTCTTCTGCTTGT--GTAAA
TTCTTCTGCTTGG--GTAAA

AAA-GGTAGG-—---— AGTA
AAA-GGTAGG-—---— AGTA
AAA-GGTAGG-—---— AGTA

AA--GGAACGAG-CTGAGTA
AA--GGAACGAGGCTGAGTA

AAA-GGAACG-—---— AGTA
AAC-GGAATG-—----— AGTA
AAC-GGAATG-—---— AGTA
AACCGGAACGG——--— AGTA

-AA---ATGTTC-CTAGCTA
-AA---ATGTTC-CTAGCTA
—-AAATAATGTTC-CCAGCTA
T-—— ATGTTC-GTTCCTA
—————— ATGTTCCGTTCCTA
G-——--—- ATGGTC-CTAGCTA
G-—--—- ATGGTC-CTAGCTA
G-——--—- ATGGTC-CTAGCTA
G-——--—- ATGGTC-CTAGCTA

CGAATTGCGTACGATTAAT-
CGAATTGCGTACGATTAAT-
CGAATTGCGTACGATTAAT-
CGAATTGCATGCGGTTAATT
CGAATTGCATGCGGTTAATT
AGTATTGCGTACGGTAAGT -
AGTATTGCGTACGGTAAGT -
AGTATTGCGTACGGTAAGT -
AGTATTGCGTACGGTAAGT -

GCATGAAATAATCTACGACT
GCATGAAATAATCTACGACT
GCATGAAATAATCTACGACT

GCATGAAATAATTTGCGTGT
GCATGAAATAATTTGCGTGT
GCATGAAATAGTTTGCGTGT
GCATGAAATAATTTGCGTGT

CCGTATAGTATGCATTGATT
CCGTATAGTATGCATTGATT
CCGTATAGTATGCATTGATT
—--GTCTG-AAAGACA
—--GTCTG-AAAGACA
TC-----GTATGCATTGATC

GTGCATGCAGCTATTAAAGA
GTGCATGCAGCTATTAAAGA
GTGCATGCAGCTATTAAAGA
GTGCATGCAGCTATTAAAGA

TAAGCCGGCCCCTCTTATGG
TAAGCCGGCCCCTCTTATGG
TAAGCCGGCCCCTCTTATGG
TAAGCCGGCCCCTCTTATGG

—-TATATGTTT--AAGTCCAT
-TATATGTT---AAGTCCAT
—-TATATGTTTT--AGTCCAT
-TATATGTTTT--AGTCCAT
—-TATATGTTTT--AGTCCAT
—-TATATGTTTTT-AGTCCAT

-—-CAATAAGGGAGTTTG-TA
—-—-CAATAAGGGAGTTTGGTA
-—-CAATAAGGGAGTTTG-TA
—-—-CTATGAGGGAGTTTG-TA
—-—-CTATGAGGGAGTTTG-TA
AA---TGAGGGATTTTG-TA
AA---TGAGGGATTTTG-TA
AA---TGAGGGATTTTG-TA
A----TGAGG-ATTTTG-TA

—-—--TTATTGATCACTCG--
—-—--TTATTGATCACTCG--
—-—--TTATTGATCACTCG--
GCAATTATTGATCACTCGCG
GCATTTATGGATCACTCGCG
GCCATTATCGATCACTCGC-
GCCATTATCGATCACTCGC-
GCCATTATCGATCACTCGC-
GCCATTATCGATCACTCGC-

AGTACC-AAGCGACAAAAAG
AGTACC-AAGCGACAAAAAG
AGTACCCAAGCGACAAAAAG
AGTATT-AAGGGACGAAAAG
AGTATT-AAGGGACGAAAAG
- -—--GCTAAAGGATG
-—--GCTAAAGGATG
—-—--GCTAAAGGATG
-—--GCTAAAGGATG

TTTTT-GCACCCCA-TCTAG
TTTTT-GCACCCTA-TCTAG
TTTTT-GCACCCTA-TCTAG
C-GTTAGCACCATGGTCTGG
C-GTTAGCACCATGGTCTGG
TTGTT-GCACCCT-GTCTAG
TTGTT-GCACCCT-GTCTAG
TTGTT-GCACCCT-GTCTAG
TTGTT-GCACCCT-GTCTAG

TAATATGATCAAACTACTTA
TAATATCATCAAACTACTTA
TAATATGATCAAACTACTCA
TAAAGTC-TGAAACTAAC-A
TAAAGTC-TGAAACTAAC-A
TAATATGATCAAACTACCTA
TAATATGATCAAACTACCTA
TAATATGATCAAACTACCTA
TAATATGATCAAACTACCTA

AATAGAAG---GAGAATACA
AATAGAAG---GAGAATACA
AATAGAAG---GAGAATACA
GATTGAGGA--GAAA--———
GATTGAGGA--GAAA--———
GATTGAGGACTGAGAATTGA
GATTGAGGACTGAGAATTGA
GATTGAGGACTGAGAATTGA
GATTGAGGACTGAGAATTGA

GATTAAGGCTCTGATTGATT
GATTAAGGCTCTGATTGATT
GATTAAGGCTCTGATTGATT
GATTAAGGCTCTGATTGATT

AACCATATATGAAAGATTAT
AACCATATATGAAAGATTAT
AACCATATATGAAAGATTAT
AA

AA----TTATGAAAGATTAT
AA----TTATGAAAGATTAT

TACATTGTTA-TTTTT--GC
TACATGGTTA-TTTTTN-GC
TACATTGTTA-TTTTT--GC
TTTATAGTTCTTTTTT--GC
TTTATAGTTCCTTTTTT-GC
TGTATAGTTT-TTTTT-GGC
TGTATAGTTT-TTTT--GGC
TGTATAGTTT-TTTTT-GGC
TGTATAGTTT-TTTTT-GGC

-TCCCTTTTGTTTATTTTGT
-TCTCTTTTGTTTATTTTGT
-YYCCTTTTGTTTATTTTGT
-TCTCTTTTGTTTCTTTTGT
-TCTCTTT-GTTTCTTTAGT
-TCTCTTTTGTTTCTTTTGT
-TCTCTTCTGTTTCTTTTGT
-TCTCTTTTGTTTCTTTTGT
CTCTCTTTTGTTTCTTTTGT

—--TGCACTCCTCTAC-TCCT
—--TGCACTCCTCTACC-CCT
—--GCATCCCTCTACCTCCT
TGTGCACTCCTCTAG-TCCT
TGTGCACTCCTCTAG-TCCT
---GCACTCCTCT------—
---GCACTCCTCT------—
---GCACTCCTCT------—
---GCACTCCTCT------—

AGAGAATTAATTTG---———
AGAGAATTAATTTG-
AGAGAATTAATTTG---———
AGAGGATTAATTTGTATTTT
AGAGGATTAATTTGTATTTT
AAAGATTTTTTTT-—--———-
AAAGATTTTTTTT-—-———-
AAAGATTTTTTTT-—-———-
AAAGATTTTTTTT-—--———-

189

T-AAACCCACACATGTATGT
T-AAACCCACACATGTATGT
T-AAACCCACACATGTATGT

TG-AACCCATCCATGTATGT
TG-AACCCATCCATGTATGT
TG-AACCCATCCATGTATGT
TG-AACCCATCCATGTATGT

AGGCCAAGATGCTTATTATT
AGGCCAAGATGCTTATTATT
AGGCCAAGATGCTTATTATT
GGTGCATGAAAC--AATTTG
GGTGCATGAAAC--ATCTTG
AGGCCATGAATATGATGCTT
AGGCCATGAATATGATGCTT
AGGCCATGAATATGATGCTT
AGGCCATGAATATGATGCTT

————————— TTGAAGGCCA-
———--TTGAAGGCCA-
———-—-TTGAAGGCCA-

AGGCCATAGCTTGAGATGAT
AGGCCATAGCTTGAGATGAT
AGGCCATAGCTTGAGATGAT
AGGCCATAGCTTGAGATGAT

AATAAAAAATAGAAGGATAA
AATAAAAAATAGAAGGATAA
-ATAGAAGGATAA
AA-—————— ATAGAAGGATAA

AAGTGAGAAATATCATT
AAGTGAGAAATATCATT
AAGTGAGAAATATCATT
AAGTGAGAAATATCATT

TTTAGCTGTTT-A
TTTAGCTGTTT-A
GATTTAGTTGTACTTTTT-A
TATTTAGTTGTACTTTTTTA
GATTTAGTTGTACTTTTT-A
GATTTAGTTGTACTTTTT-A

CTTATTACAAGTTGTTGTGT
CTTATTACAAGTTGTTGTGT
CTTATTACAAGTTGTTGTGT
CGTATTACAAGTAGTTGTGT
CGTATTACAAGTAGTTGTGT
CATGTTACAAGTAGTTGTGT
CATGTTACCAGTAGTTGTGT
CATGTTACAAGTAGTTGTGT
CATGTTACAAGTAGTTGTGT

AC-AAGATCAAT-GATACAG
AC-AAGATCAAT-GATACAG
AC-AA-ATCAAT-GATACGG
AC-AAGATCAAT-GGTACAA
CC-AAGATCA-T-GGTACAA
AC-AAGATCAAT-GATTCAG
AC-AAGATCAAT-GATTCAG
AC-AAGATCAAT-GATTCAG
ACCAAGATCAATTGATTCGG

ACC-AATAATGAGTTGATCA
ACC-AATAATAAGTTGATCA
ACC--ATAATGAGTTGATCA
ACC-AATAATGAGTTGAACA
ACC-AATAATGAGTGGAACA
ACC-AATAATGAGTTGATCA
ACT-AATAATGAGTTGATCA
ACC-AATAATGAGTTGATCA
ACCCAATAATGAGTTGATCA

CTTGTCATATTATAGAGTAG
CTTGTCATATTATAGAGTAG
CTGGTCATATTATAGAGTAG
CTTGTCATATTA--GAGTAG
CTGGTCATATTA--GAGTAG
—-—-TGTCATATTATGAAGTAG
—-—-TGTCATATTATGAAGTAG
—-—-TGTCATATTATGAAGTAG
—-—-TGTCATATTATGAAGTAG

TTTTTTTTTTT-————————
TTTTTTTTTT

AGAGAGAGATGAATATAATT
AGAGAGAGATGAATATAATT

TGCA-TTCTAATTTTCTACT
TGCA-TTCTAATTTTCTACT
TGCA-TTCTAATTT-CTACT
TGCA-TTCTAATTT-CTACT
TGCA-TTCTAATTT-CTACT
TGCA-TTCTAATTT-CTACT

TTTTGCC-TTATTAGGATAT
TTTTGCCCTTATTAGGATAT
TTTTGCC-TTATTAGGATAT
TTTTGCC-TTATTAGGTTAT
TTTTGCC-TTATTAGGTTAT
TTTTGCC-TTATTAGGTTAT
TTTTGCC-TTATTAGGTTAT
TTTTGCC-TTATTAGGTTAT
TTTTGCC-TTAT-AGGTTAT

GTTGACTATTA--GAA--CA
GTTGACTATTA--GAAA-CA
G-TGACTATTA--GAA--CA
GTTGACTATTATAG---CCA
GTTGACTATTATAG---CCC

GTTGACTATTATAA----CA

TATGGGG----GTATTCAT-
TATGGGG----GTATTCAT-
TATGGGG----GTATCCAT-
TATGG-——-—— GTATTCATT
TA-GG-——-—— GTATTCATT
TATGGGTATCCGTATCCATT
TATGGGTATCCGTATCCATT
TATGGGTATCCGTATCCATT
TATGGGTATCCGTATCCATT

GGGTATATGATTATAAATCT
GGGTATATGATTATAAATCT
GGGTATATGATTATAAATCT
GGGTATATAATTATAAATCT
GGGTATATAATTATAAATCT
GGGTATATGATTATAA-GCT
GGGTATATGATTATAA-GCT
GGGTATATGATTATAA-GCT
GGGTATATGATTATAA-GCT

TAAGATCTAC
-TAAGATCTAC
-TAAGATCTAC

GGCATATTAATAAGAGATG-
GGCATATTAATAAGAGATG-
GGCATATTAATAAGAGATG-
GGCATATTAATAAGAGATG-



Cfic5300 ACCAAAAATTAAAACTTGTT
Cquil845 ACCAA------ AAACTTGTT
Calb241 ACCAA---——— AAACTTGTT
Cber5407 -----==--—-—- ACCGA---
Cqui377]  ——m—m—— ACCGA---
Cmis4784 -——————-————- ACCTTCAT
ChenII331 —ACCTTCAT
Cpro4964 ~ACCTTTAT
Cama356  ———-—---—-—-- ACCTTCAT
Cfic5300 -—-———=---——————— TTCA
Cquil845 AGGTGGTGATCTGACCTTCA
Calb241 AGGTGGTGATCTGACCTTCA
Cber5407 AGGTGGTGAT--GACCTTCA
Cqui377 AGGTGGTGAT--GACCCTCA
Cmisd784 ————-———-———————- TACT
ChenII331 -------——=—=———--- TACT
Cpro4964

Cama356

Cfic5300 GTAACCAACAAGTTGTGTGG
Cquil845 GTAACCAACAAGATGTGTGG
Calb241 GTAACCAACAAGATGTGTGG
Cber5407 GTAACCAACAAGATGTGTGG
Cqui377 GTAACCAACAAGACGTGTGG
Cmis4784 GTAACCAACAAGATGTGTGG
ChenII331 GTAACCAACAAGATGTGTGG
Cpro4964 GTAACCAACAAGATGTGTGG
Cama356 GTAACCAACAAGATGTGTGG
Cfic5300 CTCTATTATTTA---—---—-—
Cquil845 CTCAATTATTTA-
Calb241 CTCAATTATTTA--——-————
Cber5407 CTCAATTATTTAGTTTG-
Cqui377 CTCAATTATTTAGTTTG-
Cmis4784 CTCAATTATTTATTTTG---
ChenII331 CTCAATTATTTATTTTG---
Cpro4964 CTCAATTATTTATTTTG---
Cama356 CTCAATTATTTATTTTG--—

GTAGCGGTTTTACCGAGGAC
GTAGCAGTTTTACCGAGGAC
GTAGCAGTTTTACCGAGAAC

TGCTAGACAAGAGTGTGTAC
TGCTAGACGAAAGTGTGTAC
TGCTAGACAAAAGTGTGTAC
TGCTAGACAAAAGTTTAAA-
TGCTAGACAAAAGTTTAAA-
T-CGAGACGA-AGTATTACT
T-CGAGACGA-AGTATTACT
T-CGAGACGA-AGTATTACT
T-CGAGACGA-AGTATTACT

TGCACGTGGTCGGCTA-GCT
TGCATGTGGTCGGCTA-GCT
TGCACGTGGTCGGCTA-GCT
TGCACATGGTCGGCTAAGCT
TGCACATGGTCGGCTAAGCT
TGCACGTGGTTGGTTA-GCT
TGCATGTGGTTGGTTA-GCT
TGCATGTGGTTGGTTA-GCT
TGCATGTGGTTGGTTA-GCT

——TCAT-TGCATTGGATGAT
——TCAT-TGCATTGGATGAT
——TCAT-TGCATTGGATGAT
——TCAT-TGCATTGGATGAT
——TCAT-TGCATTGGATGAT
——TCAT-TGCATTGGATGAT

CTATTGAAATGAACCCTGTA
CTATTGAAATGAACCCTGTA
CTGTTGAAATGAACCCTGTA
CTACTGAAATGGGCCCTGTA
CTACTGAAATGGGCCCTGTA
CTAGACAAAAGTGCGCACTT
CTAGACAAAAGTGCGCACTT
CTAGACAAAAGTGCGCACTT
CTAGACAAAAGTACGCACTT

TTGTCTACACAAGTGATTGA
TTGTCTACACAAGTGATTGA
TTGTCTACACAAGTGATTGA

——————— CCACTAGGGT
—CCACTAGGGT

——————— CCACTAGG-T
AG---CTAGGCCGCTAGGGT
AG---CTAGGCCGCTAGGGT

AGGCACTAG----CTAGGGT
AGGCACTAG----CTAGGGT
AGGCACTAG----CTAGGGT

AGGCACTAG----CTAGGGT

—--ATACT--CACT-AAG--T
—--ATACT--CACT-AAG--T
—--ATACT--CACT-AAG--T
CAATACT--CACTCAAGGTT
CAATACT--CACTCAAGGTT
GAATACTCTCACTCAAGGTT
GAATACTCTCACTCAAGGTT
GAATACTCTCACTCAAGGTT
GAATACTCTCACTCAAGGTT
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CTCTGAATATGAGGARAA--—
CTCTGAATATGAGGARA--—
TTCTGAATATGAGGAAAAAA
TTTTGAATGTGAGGAAAGA-
TTTTGAATGTGAGGAAAGA-
GTCT--ACATGAGTGA
GTCT--ACATGAGTGA-
GTCT--ACATGAGTGA-
GTCT--ACATGAGTGA

TAAGTCTTGCTACTCATATA
TGAGTCTTGGTACTCATATA
TAAGTCTTGCTACTCATATA
—————————————————— TA

TCATCACATAATTCCACAAG
TCATCACGTAATTCCACAAG
TCATCACATAATTCCACAAG
TCATCACACAATTCCACAAG
TCATCACACAATTCCACAAG
TCATCACA---TTTCACAAG
TCATCACA---TTTCACAAG
TCATCACA---TTTCACAAG
TCATCACA---TTTCACAAG

TTATTTCTACCATTCTTTGT
TTATTTCTACCATTCTTTGT
TTATTTCTACCATTCTTTGT
TTTTATCTACTATTCTTTGT
TTTTATCTACTATTCTTTGT
TTATTTCCACCATTCTTTGT
TTATTTCCACCATTCTTTGT
TTATTTCCACCATTCTTTGT
TTATTTCCACCATTCTTTGT

TTTTTTTTTGGTATA--—-—
TTTTTTTTTGGTATACTAGT
—-—-TTTTTTGGTATACTAGT
-TTTTTTTTGGTAAACTAAT
-TTTTTTTTGGTAAACTAAT
—-—-TAAGTAA------

AATATA--——————————- T
AATATA--——————————- T
AATATA--————-—————- T
AATATATTTGTGTAATGCAT

AATATATTTGTGTAATGCAT

ATATCTTAGTAATGCAT
ATATCTTAGTAATGCAT
ATATCTTAGTAATGCAT
ATATCTTAGTAATGCAT

TGCA-TTCATCA--TAGACT
TGCA-TTCATCA--TAGACT
TGCA-TTCATCA--TAGACT
TGCA-TTTATCA--TAGACT
TGCA-TTTATCA--TAGACT
TGCAATT--ACATATAGGCT
TGCAATT--ACATATAGGCT
CGCAATT--ACATATAGGCT
TGCAATT--ACATATAGGCT

TTAG
TTAG
TTAG
TTAG
TTAG
TTAG
TTAG
TTAG
TTAG



