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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

Teoreticka ¢ast je vénovana reSerSi na téma morfologie trichomt jako dulezity
agronomicky znak soji lustinaté. Predev$im je zaméfena na hustotu trichomi
a postaveni trichoma vuéi listu. Dale objasiiuje pfinos trichomu pro rostlinu a popisuje

pfirozenou genetickou variabilitu v souvislosi s trichomy soji.
Prakticka cast:

Prakticka ¢ast bakalaiské prace se tyka urCeni kandidatnich gentt zodpovédnych

za vzpiimeny/castecné prilehly/ptilehly fenotyp postaveni trichomt vici listu.



1 UVOD

Soja lustinata (Glycine max) je celosvétové rozsifenou plodinou pochazejici z Asie,
jez se fadi mezi lusténiny, které jsou bohaté na proteiny. Je hodnotnou potravinou také
diky velkému mnozstvi oleje. Rizné kultivary séji jsou slechtény a jsou neustale
vylepSovany jejich vlastnosti, jako naptiklad odolnost vici biotickym ¢i abiotickym
vlivim a dalsi agronomicky dilezité znaky.

Trichomy jsou epidermalni vyrostky pokryvajici témeét cely povrch rostliny,
u kterych je sledovano nékolik znaku, jako jejich hustota, postaveni viaci listu,
pigmentace, zakrouceni atd. Jsou pro rostlinu pfinosné zejména jako obrana proti
Skiidciim a nadbyteénému vyparu vody. Vyuzitim trichomd, jako pfirozené obrany
rostlin proti parazitlim, by mohlo byt dosazeno mensi spotieby pesticidlii pouzivanych
v zem&dé€lstvi. Kultivary soji s hust§im porostem trichomii vykazuji vyssi rezistivitu
proti $kodlivému hmyzu, nez rostliny s fid$im porostem trichomt nebo lysé kultivary.
Rostliny s hust§im porostem trichomu také ucinngji zadrzuji vodu, kdy nedochazi
k nadmérné evaporaci, coz je ptinosné pro péstovani plodin v suchych oblastech, aniz
by byl sniZzen vynos (Gorashy et al., 1971). Trichomy také ovliviiuji albedo neboli
odrazivost slunecnich paprski od povrchu listi. Mlze se jednat o jeden z dilcich
faktori pii feSeni klimatické krize (Doughty et al., 2011).

Z hlediska hustoty trichomu je rozliSovano Sest fenotypt, a to fenotyp husty,
¢astecné husty, normalni, ¢astecné fidky, fidky a lysy. Byly identifikovany tfi alely,
Pd1 na chromosomu 1, Ps na chromosomu 12 a P1 na chromosomu 9, zodpovédné
za hustotu trichomt (Liu et al., 2020). Pro postaveni trichomu vuéi listu jsou
rozliSovany tfi zakladni fenotypy — vzptimeny, ¢aste¢né prilehly a ptilehly. Alely Pal
a Pa2 podminujici tento fenotyp jsou pfitomny na chromozomech 12 a 13 (Gilbert,
2017).

Pro pfifazeni konkrétniho znaku k ¢asti genomu je vyuZzivdna metoda asociace
genotypu na fenotyp (GWAS, genome-wide association study), pomoci které je mozné
identifikovat mutaci v konkrétnim genu zodpovédnou za urcity fenotypovy projev.
Jelikoz je prace svelkymi genomickymi daty naroc¢na, slouzi k manipulaci
bioinformatické néstroje, kterych je vSak nedostatek. Nastroje, diky kterym lze
predikce kandidatnich gent zasadné zpfesnit, jsou vyvijeny Vramci spoluprice

skupiny genomiky lusténin katedry biochemie s kolegy z University of Missouri.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Soja lustinata (Glycine max)

So¢ja lustinata je dvoudélozna samosprasna jednoleta rostlina z ¢eledi bobovitych. Je
hospodaisky vyznamnou plodinou a své vyuziti nachazi v celé fad¢ potravinaiskych,
krmivaiskych a primyslovych oblasti. Jedine¢nost s6ji spo¢iva ve schopnosti rozdélit
tok uhliku smérem k proteinu a oleji, a proto se jedna o jednu z nejhodnotnéjsich
olejnin a také lusténin vzhledem k vysokému obsahu proteind (Mathieu et al., 2008).
S¢ja pochazi z jihovychodni Asie a prvni zminka o této plodiné byla zaznamenéna
jiz pred 2500 lety, kdy se jednalo o druh Glycine gracilis. Na konci 17. stoleti se zacala
pestovat 1 v Evropé. V poslednich letech je s6ja nejhojnéji péstovana v Severni
i Jizni Americe (USA, Brazilie, Argentina) a v Asii (Cina, Indie) (Pagano a Miransari,
2016; Terzi¢ et al., 2018). Poptavka po séji se vSak neustale zvySuje, a proto je jiz
posledni tii desetileti snaha o péstovani po celém svété (Obr. 1). Roku 2016 zabirala
v Evropské unii s6ja asi 11 % plochy, na které byla péstovana kukuftice. | tento maly
podil naznacoval velky potencial pro expanzi soji v Evropé (Obr. 1). Vzhledem
K neustale rostouci svétové populaci, je oéekavan v budoucnosti problém se zasobami
potravy pro lidstvo, jelikoz je v roce 2050 predikovano piekroceni hranice 9,6 miliard
obyvatel na Zemi (Varshney et al., 2013). Resenim tohoto problému by mohla byt
praveé zvysena produkce sdji, kterd v susiné obsahuje asi 40 % bilkovin a 21 % oleje

(Chaudhary et al., 2015).
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Plocha pro péstovani sdji v Evropé
(2016)
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Obr. 1 Plocha pro produkei soji v Evropé€ (A) a hlavni producenti
s0ji na svéte (B) pro rok 2016. (Prevzato a upraveno
z donausoja.org)

Rakouska organizace Donau Soja (www.donausoja.org) podporuje postupné
zmény piifeSeni socidlnich, environmentilnich a ekonomickych nedostatkt
v produkci a spottebe soji. Jejich cilem je zvySit G¢innost, férovost a udrzitelnost
produkce ne-GMO (bez genetické modifikace, non-GMO) v Evropském
potravinarstvi a krmivafstvi. Déle je cilem organizace podporovat regionalni péstovani
s0ji, avSak za definovanych podminek kvality.

Donau Soja uvadi, ze nahrazenim zivo¢iSnych produktt séjovymi produkty, by

m¢éla klesnout produkce sklenikovych plynt az o 41 %. Byl proveden vyzkum pro
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krmivo losost, kdy byli norsti lososi krmeni certifikovanym Europe Soya SPC (Soy
Protein Concentrate) krmivem. Nasledné probéhlo srovnani s daty z Brazilie, kde je
pouzivano vychozi SPC krmivo pro lososy. Krmenim smési SPC certifikovanou
Europe Soya bylo dosazeno o 41 % méné CO, emisi nez pii krmeni brazilskym
vychozim SPC (Research institute of Organic Agriculture (FiBL) in Austria and
Footprint-consult; www.feednavigator.com; www.donausoya.org).

Soja luStinata péstovana a konzumovana jako zelenina ma nazev edamame. Tato
specialni varieta soji je oblibena jiz nékolik stovek let v jihovychodni Asii (Johnson et
al., 2000). V dnesni dob¢ ziskava popularitu i na ostatnich kontinentech. Jedna se
0 neuplné zralou podobu luskt séji, kde jsou konzumovana semena, ktera nedoséhla
koneéného stadia zralosti — stadium R7.1 (Pereira Lima et al., 2017). Stejné jako soja
Vv klasické podobé¢ je i tato forma bohata na bilkoviny a vysoce vyzivna (Konovsky
et al., 1994; Born, 2006). Edamame je prodavano v luscich, které musi spliiovat urcité
pozadavky, jako je jasné zelena barva luskd, minimum dvou semen na lusk a celkova
neporusenost luskd (Johnson et al., 2000).

Aroma edamame hraje vyznamnou roli pfi preferenci spotiebitele a miize tak
podminovat vyssi cenu potraviny. Pfedpoklada se, ze pfijemna viné je zpisobena
ptritomnosti 2AP (2-acetyl-1-pyrrolinu) diky neaktivini formé enzymu AMADH
(aminoaldehyd dehydrogenasa, EC 1.2.1.19). Byly identifikovany dva geny
GmAMADH1 a GmAMADH?2, které jsou homologni s genem kdodujicim AMADH
Vv ryzi. Exprese genu GMAMADH1 byla stejna u aromatické i nearomatické variety,
ale u genu GMAMADH?2 byla nalezena mutace (delece TT), ktera posouva ¢teci ramec
a zpusobuje pfed¢asny stop kodon. Nedostatek produktu GmMAMADH2, tedy AMADH
podporuje biosyntézu 2AP, coz zpiisobuje poZzadované aroma. Ptirozené se vyskytujici
varieta s tuto mutaci se nazyva Kouri (Arikit et al., 2011). Tato varieta ma lusky
pokryté svétle zlutohnédymi casteéné prilehlymi trichomy (kitazawaseed.com).
Z hlediska hustoty trichomut se u Kouri jedna o ¢aste¢né husty az normalni fenotyp
(Obr. 2).

Spotiebitely by byly zfejmé 1épe vnimany variety edamame bez trichomd, a proto

je dilezité znat veskeré faktory ovliviiujici vyvoj trichomi u s6ji.
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Obr. 2 Varieta Kouri se svétle zlutohnédymi, ¢aste¢né prilehlymi trichomy.
Porost trichomt je normalni az husty. (foto: M. SkrabiSova)

2.1.1 Ostatni morfologické znaky
Morfologické znaky so6ji se de€li na kvalitativni (napf. morfologické znaky
nebo rezistence vici patogeniim) a kvantitativni (obsah proteinti, zastoupeni mastnych
kyselin, obsah alergennich latek, doba kveteni, pocet luskli na rostlinu, hmotnost
semen na rostlinu, hmotnost sta semen atd.).

Nékteré morfologické znaky mohou byt dédény spole¢né, jako naptiklad uzké listy
a 4 semena v lusku (Jeong et al., 2011) nebo pigmentace trichomti a vys$$i odolnost
vici chladu (Kurosaki et al., 2004). Skupina Igbal et al. (2010) objevila korelaci mezi
Casovou naro¢nosti dospivani rostliny, poétem luskti na rostlinu, poétem vétvi

na rostlinu a vynosem semen.
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2.2 Trichomy

Trichomy jsou epidermalni vyrostky, které se vyskytuji na mnoha rostlinnych
organech, jsou morfologicky velmi rozmanité a mohou plnit riznou funkci. Trichomy
délime na jednobunécné a mnohobunééné, zlaznaté a nezlaznaté a také jednoduché
a vétvené (Obr. 3). Zlaznaté i nezlaznaté trichomy jsou pro rostliny pf¥inosnou obranou
proti bylozravetim nebo $ktidctim. Zlaznaté trichomy v§ak mohou byt u¢inngjsi diky
obsahu sekundarnich metabolitl, které se pii poSkozeni rostliny vylucuji (Bickford,

2016, Khan et al., 2013).

Obr. 3 Typy trichomi: jednoduché mnohobuné&tné (a, c), jednoduché
jednobunééné (b), Zlaznaté (d), jednoduché rozvétvené, tzv. hvézdicovité (e).
(ptevzato z Shvachko et al., 2020)
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Nezlaznaté trichomy jsou zakonCeny zizenim do Spicky, kdezto apikdlni cast
Zlaznatého trichomu se zuzuje a je zakoncena hlavickou. Hlavicka mize byt pokryta
kutikulou, ktera se pfi doteku porusi a sekret Zlaznatého trichomu se vylije. V dal§im
piipadé mize byt bunécna sténa pod hlavickou inkrustovana kyselinou kiemicitou.
Pti doteku se vlivem kiehkosti hlavicka zlomi a obsah trichomu se vylije.

Trichomy se mohou liSit svou délkou, coz bylo pozorovano u rostlin z ¢eledi
cystovitych. Tyto kefe jsou pokryty zejména dlouhymi jednoduchymi trichomy, které
se vyskytuji na listech osamocen¢. Byla zaznamenana délka jednoduchych trichoma
az 1200 pm. Dale vSak byly pozorovany i rozvétvené trichomy, které byly jak
osamocené, tak i v hustych shlucich, ale jejich délka byla maximalné 400 pm. (Giilz
et al., 1996). Vétveni trichomt bylo zkoumano u A. thaliana, kde jsou trichomy dale
déleny v dusledku bunééného déleni bunek krajni epidermalni vrstvy. Trichomy, které
jsou dale diferenciovany prochazi ¢tyfmi endoreduplika¢nimi cykly, coz obvykle vede
k vyskytu tiech nebo ¢tyt vétvi trichomu (Wang et al., 2019).

Ptitomnost trichom na rostlinach obecné piisobi jako ochrana pied okolnimi vlivy
a mize chranit rostlinu také ptfed nebezpe¢nymi chemikaliemi nebo tézkymi kovy.
Naptiklad trichomy Pteris vittata jsou schopny absorbovat arsen a piedejit tak
kontaminaci rostliny (Li et al., 2005a).

Trichomy s6ji lustinaté jsou modifikovanou epidermalni tkani a pokryvaji téméf
cely povrch rostliny. Existuji kultivary jak s trichomy, tak i bez trichomt. Mohou byt
jednobunééné nebo mnohobunécné a podminuji odolnost a toleranci Kk biotickym
a abiotickym hrozbam. Lys¢ rostliny (glabrous), tedy ty vykazujici absenci trichomd,
nemaji zcela chybégjici vyvoj trichomt, ale v urité fazi vyvoje je rist zastaven
a trichomy opadnou. Trichomy pomahaji snizovat vypar vody tim, ze ovliviiuji mezni
vrstvu na povrchu listu, a také maji vliv na odrazivost slune¢nich paprski od povrchu.
Hustota trichomti ovliviiuje miru poskozeni listti larvami. Cim hustsi porost trichomil
se na listu vyskytuje, tim je pro parazity t€z8i se dostat k povrchu listu (Amaliah et al.,
2019).

2.2.1 Vyvoj trichomu

Zpusob vyvoje trichomut byl nejlépe popsan u modelové rostliny A. thaliana, kde se
jedna o jednobunécéné trichomy. Trichomy jsou specializované epidermalni buiiky,

jejichz rozmisténi na rostling je regulovano.
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Listy produkované na zac¢atku vyvoje rizice postradaji trichomy na abaxialni, tedy
spodni strané¢ listu, kdezto listy produkované pozdé&ji jsou pokryty trichomy z obou
stran. Listeny maji na horni (adaxialni) stran¢ trichomt malo nebo jsou lysé. Distribuci
trichomu reguluje nékolik faktort, kdy u abaxialnich trichomi je produkce regulovana
spiSe vékem nez velikosti rostliny, coz bylo dokdzano pozorovanim mutaci
ovliviujicich rychlost nebo pocatek iniciace listd. Produkce abaxialnich trichomu je
koordinovana stejné, jako reprodukcni vyvoj prytu. Absence adaxialnich trichomt je
spojena s procesem vyvoje kvétenstvi, jelikoz listeny postradaji trichomy na horni
stran¢ (Telfer et al., 1997).

Prvnim krokem ke vzniku trichomu z epidermalni buiiky je zastaveni buné¢ného
déleni za soucasného pokracovani syntézy DNA, kdy dochazi ke zvétseni jadra bunky.
Nésledné se buiika radidlné zvétsi asi na dvojnasobek velikosti bun¢k okolnich
a vytvori stopku. Rist buniky pokracuje a jadro migruje k vrcholu trichomu. Expanze
bunky je zastavena tehdy, kdy je dosazena pozadovana délka a prumér zakladny
trichomu. Epidermdlni buniky v okoli trichomu jsou oznacovany jako soketové bunky
a maji obdélnikovity tvar (Healy et al., 2009).

Pro iniciaci tvorby trichomu je nutna interakce mezi proteiny TTG1 (transparent
testa glabra 1), GL3 (glabra 3) nebo EGL3 (enhancer of glabra 3) a GL1 (glabra 1).
Tyto tii proteiny vytvati komplex, ktery aktivuje geny zapojené do iniciace trichomu.
(Obr. 4). Nejvétsi efekt na formaci trichomu maji geny kodujici proteiny GL1a TTG1,
jelikoz bylo dokazano, Ze mutace v téchto genech zabranuji iniciaci vétSiny trichomd.
TTG1, ktery obsahuje WD doménu (kratky strukturalni motiv asi 40 aminokyselin
s terminalnim dipeptidem Trp-Asp), ovliviiuje mimo formaci trichomu také tvorbu
antokyantl, kofenového vlaSeni a slizového obalu semene. GL1 patii do rodiny MYB
protein (rodina transkripcnich faktorti) a ma vliv pouze na vyvoj trichomt, coz bylo
dokazano faktem, ze alela gl1-1 u mutantnich rostlin obsahuje deleci, ktera kompletné
odstranuje oblast kodujici gen GL1 a zpisobuje fenotypovy projev ztraty trichomu.
In situ hybridizaci pro lokalizaci GL1 mRNA bylo dokazano, ze GL1 je exprimovan
pouze u bunék ur¢enych k iniciaci trichom.

Esencidlnim genem pro vyvoj trichomu je také gen GL3, ktery vSak neovliviiuje
pocet trichomi. Komplex gentt GL1, TTG1 a GL3 aktivuje expresi proteinu GL2, coz
indukuje tvorbu trichomil. Negativni regulaci tvorby trichomt v okolnich bunkéach
zajistuje TRY (triptychon) protein (Larkin et al., 1994, Pattanaik et al., 2014,
Shvachko et al., 2020).
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Obr. 4 Model regulace iniciace trichoml na epidermis listu A. thaliana. Komplex
GLABRAL1 (GL1)-GLABRA3 (GL3)/ENHANCER GLABRA3 (EGL3)-TRANS-
PARENT TESTA GLABRAL (TTG1) aktivuje expresi GLABRA2 (GL2) a TRIP-
TYCHONU (TRY). GL2 indukuje diferenciaci trichomi. TRY protein putuje do
sousedici bunky a soutézi s GL1 o vazebné misto komplexu. TRY-GL3/EGL3-
TTG1 komplex nepodporuje ani expresi GL2, ani iniciaci trichomu. (pfevzato
z Shvachko et al., 2020)

GL1

Iy

Mechanismus formace zlaznatych trichomd neni prozkouman tak dobtfe jako u
jednoduchych trichomt. Jako modelovy objekt pro studium genové regulace je pouzito
rajée (Solanum lycopersicum).

Formaci zlaznatych trichomt ovliviiuje skupina transkripénich faktort, které
mohou byt pozitivnimi nebo negativnimi reguldtory iniciace zlaznatych trichomu
rajcete. Dulezitym reguldtorem tohoto procesu je transkripéni faktor HD-ZIP IV
WOOLLY (Wo, protein s motivem homeodomény a leucinovym zipem), ktery
posiluje iniciaci Zlaznatého trichomu. Dominantni bodové mutace v C-koncové ¢asti
Wo jsou zodpovédné za mutantni fenotyp se zvysSenou hustotou trichomt. Pfima
interakce CoH2 SIH proteint (transkripéni faktory s motivem zinkového prstu) s HD-
ZIP IV Wo transkripénim faktorem vytvari komplex, ktery zahajuje vyvoj trichomu.
Proces je regulovan rostlinnymi hormony, naptiklad jasmonaty. Negativnim
regulatorem celého procesu vyvoje zldznatého trichomu je nadmérnd exprese
represoru JA SIJAZ> (gen koédujici protein s jasmonat-ZIM doménou) (Obr. 5)
(Shvachko et al., 2020).
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Obr. 5 Formace zlaznatych trichomt Solanum lycopersicum: transkripéni faktor HD-ZIP
IV WOOLY interaguje s cyklinem CycB; typu B a s proteinem C;H. (zinkovy prst)
a dochazi k formaci zlaznatych trichomu. (pfevzato a upraveno z Shvachko et al., 2020)

2.2.2 Trichomy jako obrana proti Skiidciim

Skiidci parazitujici na séji vyznamné poskozuji urodu a zptisobuji tak finanéni skody
péstitelim. JelikoZ je soja stale Castéjsi zemédelskou komoditou, je dilezité omezit
poskozeni rostlin zivocichy. Aby bylo zamezeno pouzivani pesticidi, které vice ¢i
mén¢ Skodi zivotnimu prostiedi, je snaha vyslechtit kultivary s6ji odolné proti
Skidctim.

Trichomy pusobi jako fyzick4 bariéra zabranujici poskozeni rostliny hmyzem.
Experimenty bylo dokazano, Ze rostliny s vysSi hustotou trichomi byly méné
napadeny sktidci nez rostliny bez trichomt nebo s nizsi hustotou trichom.

Nejvyznamnéjs§im Skidcem v soucasné dobé je Potato leathopper (Empoasca
fabae). Jedna se o hmyz ze Severni Ameriky, ktery kromé sdji lustinaté parazituje také
na bramborech, jablkach atd. Nejlépe se mu dafi v sus$$im a teplém podnebi. Dal§imi
zivoCichy parazitujicimi na so6ji lustinaté jsou Mexican bean beetle (Epilachna
varivestis), Velvet bean catepillar (Anticarsia gemmatalis) a Soybean looper
(Chrysodeixis includens) (Chang a Hartman, 2017).

Chang a Hartman (2017) provedli analyzu pomoci metody GWAS, aby ov¢fili, zda
ma lokus zodpovédny za hustotu trichoml souvislost s lokusem, ktery koduje
rezistenci proti Potato leathopper a nachazi se na chromozomu 12. Bylo zjisténo,
ze regiony jsou piili§ daleko od sebe, neptekryvaji se, a proto spolu nesouvisi. Podle
Komatsu et al. (2007) neni souvislost mezi geny zajist'ujici antibiézni rezistenci proti

Sktidctim a geny zajistujici hustotu trichomu.
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Hustota trichomt ale neni jednim z nejvyznamnéjSich znak pro rezistenci

ke skidctim. Dilezitéjsim morfologickym znakem v tomto ohledu je orientace

trichomil nebo chemikalie ve Zlaznatych trichomech.

2.2.3 Vliv trichomi na vypar vody

Hustota trichomti ma vliv na transpiraci, smacivost listu, zadrzovani kapek a absorpci
vody listem. Aby mohla sdja rist i v nékterych extrémnich podminkach, jsou Slechtény
kultivary odolné proti suchu. Trichomy omezuji vypafovani vody a snizuji tak
transpiraci. Pomahaji rostlin¢ zadrzet vodu, aby nedochéazelo k nadmérné evaporaci.

Na druhou stranu trichomy mohou putsobit jako bariéra, kterou tézko pronikaji
fotony z povrchu listu a mize byt takto inhibovana fotosyntéza. Pearman (1966) uvedl,
ze trichomy mohou snizovat mnozstvi svétla, které vstupuje do listu, a proto snizovat
absorpci.

Gorashy et al. (1971) provedli experiment, kde hodnotili efekt hustoty trichomt
listu na transpiraci, fotosyntézu a s tim spojeny vynos semen. Byly pouzity tii téméft
isogenni linie s@ji lustinaté, a to kultivary bez trichomi, s normdlnim porostem
trichomi a s hustym porostem trichomt. Bylo zjisténo, Ze vynos semen a u¢innost
fotosyntézy nebyla signifikantné ovlivnéna hustotou trichomil. Vyparovani vody je
regulovano priduchy a mezni vrstvou. Trichomy zvySuji rezistenci mezni vrstvy a tim
padem redukuji difuzi vodni pary. Aby bylo sniZeni transpirace efektivni, je potieba

vyssi hustoty trichomu.

2.2.4 Vliv hustoty a morfologie trichomii na albedo plodin

Globalni oteplovani je celosvétovym problémem, a proto je neustala snaha
0 zpomaleni nebo celkové vytfeSeni tohoto problému. K celkovému ochlazeni Zemé¢
by mohlo dojit pii zvySeni albeda hospodaisky vyznamnych plodin (Doughty et al.,
2011).

Albedo vyjadiuje miru odrazivosti elektromagnetického zareni od télesa nebo
od povrchu daného télesa. Jiz diive byla snaha tento problém vyiesit pomoci sluneéni
clony nebo vsttikovani aerosolu do atmosféry, ktery by odrazel elektromagnetické
Castice, ale tyto teze byly oznaeny za velmi riskantni.

Doughty et al. (2011) pomoci simulace klimatickych podminek pozorovali vliv
urcitych morfologickych vlastnosti trichomt na odrazivost viditelného, blizkého

infracerveného (NIR) a infraerveného svétla (IR). Kudrnaté trichomy odrazely svétlo
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ve viditelné oblasti efektivnéji nez trichomy vzpiimené ¢i prilehlé. Co se vSak tyce IR
a NIR, nebyly pozorovany vyrazné rozdily ve vysledcich. Trichomy se zlutohnédym
zbarvenim odrazely znaéné vice radiace v oblasti NIR a IR nez Sedé zbarvené
trichomy. Lysé listy propoustély i odrazely svétlo, kdezto listy s trichomy svétlo
absorbovaly. Co se tyce hustoty trichomt bylo zji§téno, ze isolinie s fidkym porostem
trichom neodrdzely signifikantn¢ vice svétla nez fenotyp s hustym porostem
trichomd.

Tento zpiisob snizeni albeda neni ptilis efektivni z globalniho hlediska, ale ¢im vice

dil¢ich lokalné plisobicich faktort se bude podilet na feseni tohoto problému, tim Iépe.

2.2.5 Hustota trichomu

Je rozliSovano Sest hlavnich fenotypovych kategorii, co se ty¢e hustoty trichomd.
Jednéd se o husty, ¢aste¢né husty, normalni, fidky, ¢asteéné tidky porost trichomu
a rostliny bez trichomd, tedy lysé (Obr. 6). Byly identifikovany tii alely Pd1, Ps a P1
urcujici hustotu trichomt (Komatsu et al., 2007). Alela Pd1 je zodpovédna za husty
porost trichomtl a alela Ps za tidky porost trichomi. Alela P1 podmituje lysy fenotyp

(Liu et al., 2020).
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Obr. 6 Fenotypy hustoty trichomt: husty (A), ¢aste¢né husty (B), normalni (C), ¢aste¢né fidky
(D), tidky (E) a lysy (F) fenotyp. (Pfezato a upraveno z databaze GRIN/U.S. National
Germplasm System)

Bandillo et al. (2017) pomoci metody GWAS identifikovali SNP (single nucleotide
polymorphism) signaly, které korespondovaly s pozici lokusu Ps-Ps%-ps
na chromozomu 12 a lokusu Pd1-pdl na chromozomu 1 zodpovédnych za hustotu
trichomt. Byl také pozorovan signal na chromozomech 7 a 14, a proto byla nésledné
analyza z(Zena na tii fenotypy s fidkym, ¢aste¢né fidkym a normélnim porostem
trichomi. Znova byl identifikovan signal na chromozomu 14, kdezto signal
na chromozomu 7 zmizel. Dale byla asociac¢ni analyza omezena pouze na lokus P1-
pl. Statisticky nejvyznamnéjsi asociace byla zjisténa na chromozomu 9, kde byl jako
kandidatni gen identifikovan Glyma09g38410 (Glyma.099248600). Tento gen byl
oznacen za mozny kandidatni gen pro lokus P1-p1, ale tato teze byla vyvracena. V této
studii nebylo identifikovano, ¢im byl zplsoben silny signal na chromozomu 14. Liu
etal. (2020) nasledné v sérii experimentli (komplementace v transgennich liniich,

nadexprese, mapovani, protein-proteinové interakce) potvrdili jako korespondujici gen
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pro P1 Glyma.09g278000 coz je gen, ktery koduje rostlinny lipid pienasejici protein
s AAI (Trypsin-alfa amylasa inhibitorovou) doménou a podminuje lysy fenotyp.

Tti jiz zminéné alely (Pd1, Ps a P1) jsou zodpovédné za fenotyp séji s hustym
porostem trichomu, fidkym porostem trichomu a bez trichomu. Bylo zjisténo, ze Pd1l
koduje homolog GL2 z A. thaliana a byl navrzen kandidatni gen Glyma.01g240100
podminujici husty porost trichomii. Funkce P1 a Ps nebyla definovana, ale byl navrzen
kandidatni gen pro Ps, kterym je Glyma.129187200. Gen ma funkci negativniho
regulatoru hustoty trichomi, podminuje fidky porost trichomi a koduje protein
s WD40 (doména 40 aminokyselin s terminalnim dipeptidem Trp-Asp) a RING
(podobnost se zinkovym prstem, motiv CyssHisCyss) doménou. Prostfednictvim
analyz bylo ovéteno, ze Pdl, Ps a P1 tvoii komplexni sit’ dédi¢nych odpovédi, ktera
reguluje formaci trichomt. Diky t€émto znalostem byl sestaven model interakce téchto
tii gent (Liu et al., 2020).

Pd1 se spoji s promotory P1 a Ps a je zahajena transkripce. Pd1 se vaze s vlastnim
promotorem a kontroluje svou expresi, takto je vytvofena autoregula¢ni smycka. Ps
interaguje s Pd1, aby byla oslabena transkripéni aktivita Pd1. Gibereliny a cytokininy
mohou také indukovat transkripci Pd1l. Pdl a Ps ovliviwji transkripci GmCPR5
a GMNAPL, coz jsou dva hlavni faktory hrajici roli ve spravném vyvoji trichomt. (Obr.
7) (Campbell et al. 2016, 2019; Tang et al., 2020).
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Obr. 7 Model ilustryjici, jak zpétnovazebna smycka Pdl-Ps-P1
reguluje tvorbu trichomti u so6ji. Pdl transkripce miZze byt
indukovana gibereliny a cytokininy. Pdl reguluje expresi P1, Ps
a Pd1 navazanim na jejich promotory. Transkripéni aktivita Pd1 je
ovliviiovana interakci s Ps. Pd1 a Ps ovliviji transkripci GmCPR5
a GmNAPL1. (pfevzato z Liu et al., 2020)

Pro zjednoduSeni analyzy rostlin s rozdilnou hustotou trichomli je snaha
zautomatizovat pocitani trichoml. Vyvinutim automatizované nebo Castecné
automatizované metody pocitani trichomua by byl zejména uSetfen Cas a také by se
sniZzil pocet chyb zpisobenych manudlnim pocitanim. Bylo zjisténo, Ze plné
automatizované metody také nejsou Uplné presné, jelikoz nelze rozlisit prekryv
trichomt a spravn¢ vykreslit povrch listu, prekazkou je také rizné zbarveni trichomd.
Nejlepsim feSenim je tedy Castecné automatizovand metoda, kdy je nutno manudlné

vykreslit povrch listu nebo linii pfekryvajici trichomy (Mirnezami et al., 2020).
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2.2.6 Ostatni morfologické znaky trichomi u séji

Jednou z dalSich morfologickych vlastnosti trichomu je jejich zakrouceni. Za tuto
vlastnost je zodpovédna pouze alela Pc-pc. Znak zakrouceni trichomt je dédén
recesivné. Trichomy tohoto typu maji ze zaCatku trubkovity tvar, ale nésledné se
zkrouti jeste pred Uplnym vyvinem rostlinného orgénu, na kterém se vyskytuji. Kvuli
zkrouceni nemohou byt tyto trichomy vzpiimené a jsou ptilehlé k epidermis. Jesté pred
dosazenim zralosti rostliny vétSina zkroucenych trichomu odpadne. Miize se
vyskytovat také fenotyp s ¢asteéné zkroucenymi trichomy (Bernard a Singh, 1969).

Z hlediska barvy trichoma se rozlisuji ¢tyfi barevné fenotypy — Zlutohnédy, svétle
Zlutohnédy, témér Sedy a Sedy. Za zbarveni trichomu jsou zodpovédné alely T a Td,
které koduji mimo jiné produkci flavonoidi. Dominantni T a recesivni t alela
zpisobuje zZlutohnédé a Sedé zbarveni. V pfitomnosti dominantni T alely a dominantni
a recesivni Td alely se vyskytuje Zlutohnédé a svétle zlutohnédé zbarveni trichomut
(Yan et al., 2020).

U nékterych variet soji se mohou vyskytovat nepravidelné trichomy, tedy trichomy
s abnomalnim tvarem, které slouzi jako ochrana pfed poskozenim epidermis Skidci
(Robbins et al., 1979). V piipadé velmi kratkych, ale okem pozorovatelnych trichoma
se jedna o trichomy puberulentni (Bernard a Signh, 1969).

Podle délky jsou rozliSovany dva zdkladni fenotypy s dlouhymi a kratkymi
trichomy. U rostlin divokého typu se nachazely dlouhé¢ trichomy, kdeZto u mutantniho
typu byly pozorovany kratké trichomy. Jadro bunky dlouhého trichomu bylo vyrazné
vétsi, nez buné&éné jadro kratkého trichomu (Campbell et al., 2019).

Jsou také rozliSovany trichomy s ostrym a tupym zakoncenim. Za tanto znak je

zodpovédna Pd alela (Healy et al., 2005).
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2.2.7 Postaveni trichomil vuci listu

Z hlediska postaveni trichomt vii¢i epidermis jsou rozliSovany tfi zakladni fenotypy
se vzptimenymi, ¢aste¢né prilehlymi a pfilehlymi trichomy. (Obr. 8) Za tyto
fenotypové projevy jsou zodpovédné alely Pal-pal na chromozomu 12 a Pa2-pa2

pfifazovan ke chromozomu 11 (Lee, 1999). Tato domnénka vSak byla vyvracena

(Bandillo et al., 2017; Gilbert, 2017).

Obr. 8 Fenotypy postaveni trichomu vi¢i listu: pfilehly (A) a vzptimeny
(B) fenotyp. (Pfevzato z Lee et al., 1999)
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Obr. 9 Schéma kombinace alel pro fenotyp postaveni trichoma vaci listu.
Vzpiimené (Pal-Pa2 nebo Pal-pa2), ¢asteéné prilehlé (pal-Pa2) a ptilehlé
(pal-pa2) trichomy. Alela Pal se nachazi na chromosomu 12, alela Pa2 se
nachazi na chromosomu 13.

Bandillo et al. (2017) pouzili pro analyzu nejprve vSechny tii fenotypy postaveni
trichomt vuci listu Vv jedné asociaci pomoci GWAS, kde byl potvrzen signal
na chromozomu 12 a 13 (Obr. 10). Nasledné byl analyzovan pouze fenotyp s ¢astecné
ptilehlymi a pfilehlymi trichomy (Obr. 10), aby byl zmirnén vliv epistaze (efektu, kdy
je aktivita jednoho genu maskovana efekty jiného genu). Signal Pal-pal se 0 moc
nezmensil, ale signal Pa2-pa2 byl zvétSen az Ctyindsobné. Vysledky mapovani byly
pozoruhodné, protoze signal Pa2-pa2 urc¢il na chromosomu 13 oblast mensi nez 50 kb
(31.878.146-31.921.097), kdezto signal Pal-pal na chromosomu 12 vymezil oblast
750 kb (36.991.996-37.757.311). Byly také navrzeny kandidatni geny pro pfislusné
alely na chromozomu 12 i 13 (Tab. 1).
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Obr. 10 Manhattan plot pro alely zpusobujici fenotypovy projev

postaveni trichomt vaci listu, (a) vSechny fenotypové kategorie —
vzpiimené, Casteéné prilehlé a prilehlé trichomy, (b) jen Easte¢né
ptilehly a prilehly fenotyp. (pfevzato a upraveno z Bandillo et al., 2017)

Tab. 1 Potencionalni kandidatni geny pro alely zodpovédné za fenotyp postaveni
trichomt vu¢i listu na chromozomu 12 a 13 podle Bandillo et al. (2017). Jsou uvedeny
nazvy gent v nomenklature Wm82.al.v1.1 i Wm82.a2.v1.

chr 12 chr 13

Wm82.al.vl.1

Wm82.a2.v1l

Wm82.al.vl.1

Wm82.a2.vl

Glymal2g34300
Glymal2g34140
Glymal2g34310
Glymal2g34100
Glymal2g34280
Glymal2g34175
Glymal2g34330
Glymal2g34210
Glymal2g34090
Glymal2g34320
Glymal2g34190
Glymal2g34221
Glymal2g34241
Glymal2g34110

Glyma.12g214900
Glyma.12g213400
Glyma.12g215000
Glyma.12g213200
Glyma.12g214700
Glyma.12g213700
Glyma.12g215200
Glyma.12g214100
Glyma.12g213100
Glyma.12g215100
Glyma.12g214200
Glyma.12g214400
Glyma.12g213300

Glymal3g27490
Glymal3g27455
Glymal3g27600
Glymal3g27430
Glymal3g27500
Glymal3g27590
Glymal3g27440
Glymal3g27390
Glymal3g27660
Glymal3g27570
Glymal3g27480

Glyma.13g204800
Glyma.13g204400,
Glyma.13g205900,
Glyma.13g204900,
Glyma.13g205800,
Glyma.13g204300,
Glyma.13g203900,
Glyma.13g206600,
Glyma.13g205600
Glyma.13g204700
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Analyzou lokusti v oblastech pal a pa2 byla analyzovana homologie mezi
isogennimi liniemi s6ji segregujicimi pro ¢astecné ptilehly a ptilehly fenotyp trichomut
(Obr. 11, Obr. 12, Glibert, 2017). V praci Gilbert (2017) byl jako kandidatni gen pro
pal oznacen Glyma.12g213900 (37.310.637-37.312.496), jelikoz jeho homolog
v A. thaliana At3901140.1 je zodpovédny za postaveni trichomil vici epidermis.
Potencionalnim paralogem, tedy genovou kopii, kterd byla vytvotena duplikaci,
na chromozomu 13 je Glyma.13g287700, ktery se vSak nachazi pod intervalem, ktery
byl mapovanim piitazen pa2 (Tab. 2) (Gilbert, 2017).

pal interval na schromosomu 12

PI547634

Pl547742

Pl547482

Pl547481

pal — témeérf isogenni linie

P1547480

P1547733

P1547457

Chromosom 12 — pozice markerU

Obr. 11 Vizualizace intervalu pro pal — ¢aste¢né pilehly fenotyp. Finalni interval byl vybran
na chromozomu 12 v pozici 37.092.076-37.662.189. Cervena linie vyznacuje piibliznou
pozici genu Glyma.129213900. (pievzato a upraveno z Gilbert, 2017)

28



pa2 interval na schromosomu 13

PI547529

P1547528

P1547744

Pl547742

pa2 — témér isogenni linie

Pl547482

P1547481

PI547480

Chromosom 13 — pozice marker(

Obr. 12 Vizualizace intervalu pro pa2 — prilehly fenotyp. Finalni interval byl vybran
na chromozomu 13 v pozici 31.833.050-34.231.643. (pievzato a upraveno z Gilbert, 2017)

Tab. 2 Pocate¢ni a koncové pozice regiont uréenych pro alelu Pa2 na chromosomu 13 podle
Bandillo et al. (2017) a Gilbert (2017). Pocate¢ni a koncova pozice potencialniho kandidatniho
genu Glyma.13g287700 pro alelu Pa2, ktery byl urcen studii Gilbert (2017).

chromosom 13, alela Pa2  pocatecni pozice koncova pozice
Bandillo et al. (2017) 31.878.146 31.921.097
Gilbert (2017) 31.833.050 34.231.643
Glyma.13g287700 38.819.754 38.820.478
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Pfi srovnani vysledku ze studie Bandillo et al. (2017) je nutné si povSimnout,
ze statisticky vyznamny lokus pro alelu pa2 na chromozomu 13 byl identifikovan
na zaCatku intervalu, ktery urCil Gilbert (2017) a neni v blizkosti paralogu
Glyma.13g287700 (Tab. 2). Geny, které jsou spojeny se stejnymi drahami, jsou
lokalizovany a obklopeny pal i pa2 intervaly a pofadi genti je obecné zachovano. Jestli
jsou tedy kandidatni geny pro pal a pa2 opravdu paralogy, mél by byt v blizkosti obou
gend piitomen zminény lokus. Misto toho jsou pfitomny vysoce vyznamné lokusy
V duplikovanych chromozomalnich oblastech, coz naznaCuje, Ze se nejedna

0 paralogy, ale o geny stejné drahy ovliviiujici postaveni trichomt vici listu.

2.2.8. Markery pro konkrétni fenotypy trichomu jako soucast
genotypizace diilezitych agronomickych znaki soji

Jelikoz je s¢ja v soucasné dobé velice zddanou komoditou, je dileZité pfipravovat
nové kultivary. Spojeni barvy listt, barvy trichomi a hustoty trichomt je vyznamnym
znakem pro snizeni albeda osévanych zemédélskych ploch. Vzhledem
ke komplikovanému genetickému pozadi sklonu trichomt vuci listu bude uzite¢né

vyvinout markery, kterymi by se daly identifikovat alely pal/Pal a pa2/Pa2.

2.3 Morfologie trichomi jako diilezity agronomicky znak u plodin

Trichomy a jejich morfologie je zkouméana kromé s6ji 1 u dalSich plodin, kde jsou
pfitomny. Pfi procesu evoluce byly rostliny nuceny se pfizplisobit danému stavu
prostiedi vlivem dynamickych zmén environmentilnich podminek. Diverzita
trichomt v rostlinné tisi je obrovska a zahrnuje trichomy na listech a fapicich, trny
ruzi, trichomy Dosery nebo bavinéna vlakna. Trichomy se li§i tvarem, velikosti,
strukturou, umisténim na rostliné a schopnosti sekrece. Sdili zdkladni funkci, a to
chranit rostlinu pfed riznymi biotickymi a abiotickymi vlivy (Shvachko et al., 2020).

Napftiklad u vinné révy se vyskytuji jednoduché 1 zlaznaté trichomy piitomné
na stonku, vétvich, abaxidlni 1 adaxialni strané listii a také na fapiku. Agronomicky
I ekonomicky vyznam hroznového vina spociva jak ve zpracovani na vino a rozinky,
tak v konzumaci Cerstvého ovoce (Ma et al., 2016). Jsou Slechtény kultivary vinné
révy rezistentni proti houbovym onemocnénim, kde hraje dulezitou roli hustota
trichomt. V pfipadé houbovych inferci trichomy sice neovliviiuji pfichyceni spory
na povrch rostliny, ale zabranuji priniku spor k povrchu listu a slouzi tak jako bariéra

(Kortekamp a Zyprian, 1999).
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U ovoce kiwi (rod Actinidia) byly popsany dva druhy trichomi, a to trichomy velké,
které jsou mnohobunécné a zuzuji se smérem ke Spicce a trichomy malé, které jsou
jednobunééné a zkroucené (White, 1986). Rod Actinidia pojima spoustu druht, které
se lisi vzhledem epidermis a také piitomnosti nebo nepiitomnosti trichomt. Stejné jako
kutikula nebo tlusta pokozka, slouzi trichomy jako ochrana proti Skiidciim a proti
vyparu vody. Naptiklad druhy A. chinesis a A. deliciosa maji specifickou tlustou
strukturu epidermis s pritomnosti trichomi (Hallett a Sutherland, 2005). P#i dospivani
plodu trichomy kolabuji, praska kutikula a vytvaii se tak masita tkan tvotici vétsinu
vné&jsiho oplodi (Celano et al., 2009). Plody A. arguta ozna¢ované jako minikiwi jsou
zelené a lysé, tedy nemaji trichomy a jsou velké 5—7 cm. Trichomy jsou na plodu
pfitomny pouze v embryonalnim stadiu a nasledné opadaji (Shvachko et al., 2020).

Dalsi vyznamnou plodinou, u které se vyskytuji trichomy je pSenice. N. I. Vavilov
roku 1923 zjistil, ze trichomy se vyskytuji na listech vSech typt pSenice, ale na stonku
se vyskytuji jen u nékterych. Identifikoval chlupaty, sametovy a fasinkovy typ
trichoml u pSenice. Pozdé¢ji bylo molekularné genetickymi metodami zjiSténo, Ze
za ptitomnost a rust trichomt jsou odpovédné dva geny. Gen HI1 se vyskytuje
na chromozomu 4 a je zodpovédny za iniciaci trichomu a jejich rtst, kdezto HI2 byl
identifikovan na chromozomu 7 a ovliviiuje délku trichom.

Cilena selekce casto plisobi proti rozvoji trichomt, kdy napiiklad u vybéru
ovocnych stromil jsou upfednostiiovany ty s lysymi plody. U divokych druhti byla také
detekovana vnitrodruhové variabilita, co se ty€e ptfitomnosti/nepiitomnosti trichomi
(Shvachko et al., 2020). Selektivni manipulaci vyvoje trichomt ve specifickych
organech by mohlo byt dosaZeno piipravy plodin s idealni kombinaci pfitomnosti ¢i
nepiitomnosti trichomil na vegetativnich organech a plodech. Mohla by byt vyuzita
funkce regulacnich geni v transgennich rostlindch. Manipulace téchto gend, jako je
ekotopicka exprese nebo nadmérnd exprese, vede Casto ke dramatickym zménam
ve vlastnostech rostlin. Rizena exprese transkripénich faktori nabizi selektivni ¥izeni

metabolismu a vyvoje rostlin (Martin, 1996).

2.4 Prirozena geneticka variabilita

Pfirozenou genetickou variabilitu mizeme obecné vysvétlit jako rozdily v sekvenci
DNA mezi genomy jedincl jednoho druhu organismu. Tyto rozdily mtzou byt
prezentovany né€kolika zakladnimi formami. Velmi ¢asté jsou jednonukleotidové

polymorfismy (SNP), kdy dochazi ke kratké deleci ¢i inserci nebo substituci, tedy
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zameén¢ jednoho nukleotidu za druhy, ktery nese jinou bazi. Dale se jedna o variabilni
pocet tandemovych repetic (VNTR), mezi které se fadi inserce/delece (INDEL). Také
zde patii kratké tandemové repetice (STR), variabilita po¢tu kopii (CNV) atd.
(Freeman et al., 2006; Zhang et al., 2009; Say, 2017). Dfive byly za pievazujici formu
genomovych variaci povazovany SNP, ale skupina lafrate et al. (2004) zvetejnila
studii, kde prezentovala rozsdhlou pfitomnost variabilniho poc¢tu kopii segmentu DNA
(Copy number variation, CNV) v lidském genomu. Soucasné byla tato fakta potvrzena
studii Sebat et al. (2004).

2.4.1 Variabilita poctu kopii segmentu DNA
Variabilita po¢tu kopii (CNV) je definovana, jako segment DNA o velikosti 1.000 bp,
az 5.000.000 bp, ktery podminuje genetickou zménu. CNV zahrnuje duplikace (kopie
sekvence) a delece (ztrata ¢asti genetického materidlu) a méni strukturu genomu
(Obr. 13). Tyto zmény v lidském genomt mohou podminovat néktera dédi¢na
onemocnéni, jako naptiklad mentalni retardaci, schizofrenii nebo autismus. I kdyZz jsou
tyto strukturni varianty individudln€é vzécné, mohou byt kolektivné bézné
a predstavovat vétsi podil dédiéného rizika, nez se diive predpokladalo (Eichler et al.,
2008).

Tato forma genetické variability se vyskytuje 1 u dalSich organisml z ZivociSné
a rostlinné fise. Rozsahle je zkouman dopad na fenotyp u domestikovanych zvitat, coz
je dilezité pro chovatele a veterinarni 1ékate (Clop et al., 2012). U skotu obsahuji CNV
geny, které souvisi s imunitni odpovédi a interakci s prosttedim. Mnoho z téchto genti
vykazuje promeénlivost CNV mezi plemeny, coz miiZe objasnit rozdily v imunologické
odpovédi na rizné klinické stavy mezi populacemi skotu (Upadhyay et al., 2017).
U kufat byly identifikovany geny zahrnujici CNV, které ovlivituji ukladéni tuku
v bfisni dutiné, coz méni celkovy obsah tuku (Zhang et al., 2014). Piikladem
z rostlinné fise je pSenice, u které CNV ovliviwyji dobu kveteni a vysku rostliny
(Zmienko et al., 2014).

I u soji se vyskytuje cela fada CNV v dulezitych agronomickych znacich. CNV
V hydrofobnim proteinu s6ji zpiisobuje asthma u osob postizenych alergii na prach,
kdyz je do ovzdusi dispergovan posklizitovy prach tvofeny mikrocasticemi pletiv
(Gijzen et al., 2006).

V morfologii trichomt jde naptiklad segment o velikosti 25,6 kb zpusobujici

fenotyp s fidkym porostem trichomi, ktery je podminén alelou Ps. Tento segment
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zahrnuje gen Glyma.12g187200 kodujici protein s WD doménou a RING doménou
(proteinova doména podobna zinkovému prstu obsahujici motiv CyssHisCysa), ktery

je zaroven kandidatnim genem pro tidky porost trichoma (Liu et al., 2020).

A B C D
Referencni sekvence (I
I_—T_—J
Delece S SN S |
E
Inserce +f B GEeseeeke— TS
L_T_J
Dunlikace eIg) N S —— R——
! A J
T T
premisteni  C>0 M
Inverze (O W B S —

Obr. 13 Nékteré typy CNV. Delece segmentu C, inserce segmentu E, duplikace segmentu C,
premisténi segmentu C a D, inverze segmentu A. (Pfevzato z Dolatabadian et al., 2017)
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2.5 GWAS

Metoda asociace genotypu na fenotyp (GWAS, Genome-wide association study) je
experimentalni postup pouzivany pro identifikaci ¢asti genomu asociovaného mezi
genetickymi variantami a fenotypovymi projevy ve vzorcich populace (Visscher et al.,
2017). Metoda muze byt aplikovana na jakykoli organismus s dostupnym genomem
a fenotypem, kdy objasiiuje geneticky podminéné vlastnosti. Naptiklad u lidského
genomu byly pomoci této metody asociovany genomové regiony s urcitymi
onemocnénimi, jako schizofrenie, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba nebo
rakovina prsu (Kraft a Haiman, 2010; Jia et al., 2010; Ramanan a Saykin, 2013).

GWAS identifikuje v ur¢itém genomovém regionu zmény neboli mutace, kterymi
mohou byt jednonukleotidové polymorfismy (SNP), inserce/delece (INDEL),
variabilni pocet kopii (CNV), atd. Principem je provedeni resekvenace, kdy dochazi
ke srovnani genomového tseku s referenénim genomem a odhaleni téchto zmén, které
jsou nasledné pfifazeny specifickému fenotypovému projevu.

DNA ¢ipy (DNA microarray) uc¢inily GWAS dostupnéjsi, levnéjsi a rychlejsi, ale
poskytuji pouze piibliznou oblast, kterd miize byt asociovana s fenotypem. Cipy jsou
schopny detekovat pouze SNP, které tvofi jen nepatrné procento z celkového mnozstvi
genomickych variant. DNA ¢ip je mala desticka s kratkymi useky DNA (sondami),
které detekuji konkrétni SNP. Po promyti vzorku fragmentované DNA pfes Cip
hybridizuje s témito sondami pravé sekvence, ktera je se sondou komplementarni
ve smyslu pfitomnosti daného SNP. Nasledn¢ dochazi k detekci skenovacim
softwarem (Norrgard, 2008). Americka firma Illumina se zabyva vyrobou a prodejem
téchto Cipli pro GWAS analyzy pro celou fadu organismt. Technologie Illumina ¢ipi
pouziva mikrokulicky z oxidu kiemicitého v jamkach. Ty jsou pokryty nékolika
vrstvami oligonukleotidovych sond, které jsou specifické pro konkrétni lokus
v genomu (https://www.illumina.com/).

Skupina Song et al. (2015) navrhla specificky SoySNP50K ¢ip pro soju, ktery je
dalezitym nastrojem pro charakterizaci vazebné nerovnovahy a genetické rozmanitosti
soji. Diky tomuto ¢ipu je mozné zkonstruovat vazebné mapy ve vysokém rozliSeni,
coZ je piinosem pro sestaveni sekvence celého genomu so6ji. Cip byl vyroben diky
spolecnosti Illumina, kterd nabizi produkt Infinium HTS iSelect Cipy vyrabéné

na miru.
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3 EXPERIMENTALNI CAST A

3.1 Nastroj pro vyhledavani korespondence mezi genomovymi

modely

Genomové sekvence a modely genti jsou neustale vylepSovany diky rychlému pokroku
Vv technologiich a levn&j$imu sekvenovani, coz piinasi obrovsky objem dat.
Diusledkem a podstatnou nevyhodou je skutecnost, ze se nové genové modely mnohdy
lisi od piedeslych anotaci. Piedpokladem pro budouci vyvoj je zachovani ptesnosti
anotace, a proto je u organismu piijimana nova nomenklatura, pomoci které jsou
pojmenovany nov¢ anotované geny (Cheng et al., 2017).

U s¢ji nova nomenklatura ptidava teCku za zkratku organismu a za pismenem g je
Sest Cislic oproti predeslym péti (pf.. Glyma.129213900). Webova doména
soybase.org poskytuje néstroj, ktery jednozna¢né porovnava genové modely uvedené
Vv pfedchozi anotaci Glyma Wm82.al.v1l.1 snovou nomenklaturou Wm82.a2.v1
(https://soybase.org/correspondence). Pro tento ucel byl nastroj pouzit v bakalaiské

praci a nazvy gentl byly pfevedeny do nové nomenklatury.

3.2 NCBI Genome Remapping Service (nastroj pro mapovani mezi

jednotlivymi verzemi poskladani genomu)

NCBI (National Center of Biotechnology Information, www.ncbi.nim.nih.gov) je
webovda  doména  poskytujici  nastroj Genome = Remapping  Service
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/tools/remap). Tento nastroj umoziuje
uzivatelim promitat data obsahujici informace o konkrétni pozici v genomu urcitého
organismu z jednoho formatu do druhého, kdy je vyuzito promitani dat mezi dvéma
sekvencemi. Pro limitovany pocet organismll je mozné vyuZit 1 pfemapovani mezi
dvéma druhy. Doména NCBI podporuje tfi varianty pfemapovani: assembly-
assembly, Clinical Remap a Alt loci remap. Tento nastroj byl vyuzit pro prevedeni
pocateCnich a koncovych pozic sekvenci genomu séji z formatu Wm82.al.v1l.1
do formatu Wm82.a2.v1, kdy byla vyuzita assembly-assembly varianta nastroje. Je
nutné zadavat data ve formatu: ¢islo chromozomu : pocatek sekvence..konec sekvence

(pt.: chrl2:37,469,548.. 37,472,029).
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3.3 AccuTool

Bioinformaticky  nastroj AccuTool (http://soykb.org/AccuTool/index.php,
https://github.com/nad7wf/AccuTool) dostupny jako webova aplikace, je sluzba, ktera
slouzi k vypoctu piimé korespondence mezi konkrétni pozici genomické varianty
a fenotypem. Umoznuje zpracovani dat ziskanych pomoci GWAS zejména
pro uzivatele, ktefi nemaji odborné znalosti v oblasti bioinformatiky ¢i programovani.
Nastroj je urcen k prozkoumani Sirokého spektra asociaci mezi jednotlivymi pozicemi
V genomu a celym genomovym regionem na ur¢itém chromozomu, ktery je definovan
uzivatelem. Ke kalkulaci pfesnosti asociace jsou pouzita vefejné piistupna data 775
geneticky odli$nych variant soji, véetné referencniho genomu variety Williams 82.
Ptima korespondence, neboli mira asociace, je vycislena jako tzv. pifesnost - accuracy.
Tato presnost udava procentualni zastoupeni vSech linii, které obsahuji specifickou
asociaci (https://github.com/nad7wf/AccuTool, Skrabisova et al., 2021a).

Nejprve jsem specifikovala chromosom, v mém piipadé 12 nebo 13 a vybrala jsem,
zda je referencni fenotyp MUT (mutantni) nebo WT (divokého typu). Déle jsem
nahrala soubor s fenotypovymi daty a urcila modifikaci, jestli mé& nastroj zhodnotit
vSechny varianty mutaci nebo pouze varianty ménici aminokyseliny. Po stisknuti

tlacitka Calculate Accuracy (spocitej pfesnost) nastroj zobrazil vysledky.

3.4 NCBI Primer-BLAST

vvvvvv

reakce. Hlavnim poZadavkem je, aby primery korespondovaly pouze se specifickou
¢asti DNA, ktera mé byt amplifikovana a nebyly shodné s jinymi sekvencemi, coz by
vedlo k nezadouci amplifikaci (Ye et al., 2012).

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) poskytuje svym uzivatelim online nastroj
pro tvorbu primertt specifickych kurcit¢é sekvenci DNA. Vyuziva Primer3
(primer3.ut.ee) k navrhu primerd pro PCR a nasledné¢ BLAST a globalni srovnavaci
algoritmus k detekci takovych primert, které nezptisobuji nespecifické amplifikace

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)

3.5 SNPViz (verze 2.0)

SNPViz (http://soykb.org/newSNPViz/) je bioinformaticky nastroj dostupny jako

webova aplikace, ktera slouzi k zobrazeni haplotypi. V porovnani s podobnymi

36



nastroji je obohacen o vyjimecné funkcionality dopliujici GWAS analyzu, pomoci
které je sice mozné najit genetické variace asociované se znaky, ale neni mozné zjistit
funkci téchto variaci a jejich vyskyt v sir§im kontextu okolnich genomickych variant.
Oproti jinym nastrojim byl SNPViz v2.0 vytvofen pro vizualizaci a analyzu haplotypt
obsahujicich kromé obvyklych SNP i tézko uchopitelné INDELy. Nastroj tak
zprostiedkovava analyzu SNP a INDEL vetfejné dostupnych resekvencovanych
soubori publikovanych dat S6ji se zastoupenim variet jak G. Soja tak G. max v téchto
data setech. GWAS, USB-15x, USB-40x, Zhou302, MSMC, NAM41l. SNPViz
ve verzi 2.0 byl vyvijen vramci spolupriace skupiny genomiky lusténin katedry
biochemie s kolegy z University of Missouri, USA: Zeng et al., 2020, 2021, (Zeng
et al., 2020; Zeng et al., 2021).

Pro ucely této bakalaiské prace jsem specifikovala chromosom a uréila pocate¢ni
a koncovou pozici regionu, ve kterém dojde k zobrazeni haplotypti. Nésledné jsem
vybrala moznost, kdy néstroj zobrazi pouze SNP a INDELYy, nahrala soubor, kde byly
barevné odliSeny fenotypy a vybrala moznost zobrazeni PI (identifikatoru variet podle
GRIN). Analyzu jsem provedla s pouzitim datasetu USB-15Xx. Po nastaveni vSech

parametrl jsem stiskla jsem tlacitko Clustering a nastroj zobrazil vysledky.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE A

4.1 Urceni regionu vyskytu kandidatnich geni

Pro ureni regiont, kde by se mély potencilaln¢ vyskytovat kandidatni geny
pro postaveni trichomua vii¢i listu na chromozomu 12 a 13 byla pouzita data ze tii
zdrojii. Prinikem dat byl nasledné¢ uren nejmensi region mozného vyskytu
kandidatnich genti.

Na chromosomu 12 byl podle studie Bandillo et al. (2017) identifikovan region
0 velikosti 765.315 bp (36.991.996-37.757.311). Gilbertovi (2017) se podatilo ur¢it
0 néco mensi region o velikosti 570.113 bp (37.092.076-37.662.189), kdy praveé v této
oblasti byla analyzovana data sedmi isogennich linii (isolinii) sdji segregujicich
pro dany fenotyp: L76-1291 (P1547634), L67-271 (P1547733), L64-326 (P1547457),
L69-6095 (P1547742), L67-509 (P1547482), L67-497 (PI1547481) a L67-495
(P1547480). Prinikem téchto dat byl ur¢en region o velikosti 40.456 bp (37.271.684-
37.312.140), ve kterém byly nasledn¢ vyhledavany mozné kandidatni geny (Obr 14).

chr 12
36991996 37092076 37662189 37757311
L76-1291 |
36991996 37092076 37312140 37662189 37757311
167-271 1
36991996 37092076 37662189 37757311
164-326 -
37655070
Bandillo
36991996 37092076 37167684 37312140 37662189 37757311
L69-6095 . B Giber
-Dietz
36991996 37092076 37271684 37662189 37757311
L67-509 I
36991996 37092076 37271684 37662189 37757311
L67-497 - |
36991996 37092076 37271684 37312140 37662189 37757311
L67-495

Velikost: 765315 bp

Obr. 14 Graf priniku regiontt v lokusu Pal u téméf isogennich linii s6ji segregujich
pro castecné prilehly fenotyp postaveni trichomt viici listu. V téchto prinicich se predpoklada
vyskyt kandidatnich genu, jejichZ pfirozena genomicka varianta podminuje dany fenotyp.
Svétle modra barva znazorfiuje region ur¢eny Bandillo et al. (2017), kde bylo pouzito
mapovani pomoci GWAS. Modra barva zndzorfiuje region, ktery urcil Gilbert (2017)
mapovanim pomoci genetickych markerti. Tmavé modrou barvou je vyznacen region, ktery
ziskal N. Dietz (spoluprace s University of Missouri) mapovanim sedmi isolinii pomoci
genetickych marketi — u jedné isolinie nebyl v této oblasti zaznamenan zadny signal
poukazujici na mutaci. Vzdalenosti v grafu jsou proporcionalni. Grafy byly vytvofen pomoci
tabulkového procesoru Excel a nastroje PowerPoint.
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Na chromosomu 13 identifikoval Gilbert (2017) velmi rozsahly region o velikosti
2.398.596 bp (31.833.050-34.231.643), kdezto Bandillo et al. (2017) identifikoval
vyrazn¢ mensi oblast o velikosti 42.951 bp (31.878.146-31.921.097).

V této oblasti byly nésledné vyhledavany signaly ze souboru dat ziskanych
analyzou sedmi isogennich linii: L70-4566 (Pl 547529), L70-4558 (Pl 547528), L70-
4112 (P1547744), L69-6095 (P1 547742), L67-509 (Pl 547482), L67-497 (P1547481)
a L67-495 (P1 547480). Vsechny tyto isolinie jsou druhu Glycine max s normalnim
nebo Castecné fidkym porostem trichomil. Zbarveni lusku je hnédé, obal semene je
zluty a pigmentace pupku je zluta nebo ¢erna. U dvou isolinii nebyl v této oblasti
identifikovan zadny signal, ktery by zaznamenal mutaci, ale u zbylych péti byl
nasledn¢ identifikovan region o velikosti 14.006 bp (31.888.480-31.902.486) (Obr 15).
Jak jiz bylo zminéno, tento signal nebyl pozorovan u vsech isolinii, a proto byl

pro dal$i analyzu vybran region, ktery ur¢il Bandillo et al. (2017).

chr13

L70-4566

31833050 34231643
L70-4558 Gilbert
L70-4112 Velikost: 2398596 bp

Bandillo
L67-509 31833050 31878146 31921097 32100000 .
I o

L67-495 31888480 31902486 Velikost: 266950 bp

31833050 34231643
L69-6095 Velikost: 2398596 bp.
L67-497 31833050 31878146 31921097 32100000

Velikost: 266950 bp

Obr. 15 Graf pruniku regionti v lokusu Pa2 u téméf isogennich linii so6ji segregujich
pro ptilehly fenotyp postaveni trichomi vici listu. V téchto prinicich se predpoklada vyskyt
kandidatnich gentl, jejichz pfirozena genomicka varianta podminiuje dany fenotyp. Svétle
modra barva znazoriuje region podle Gilbert (2017), kde bylo pouzito mapovani pomoci
genetickych markerti. Modrou barvou je vyznacen region, ktery uréil Bandillo et al. (2017)
metodou GWAS. Tmavé modrou barvou je vyznacen region, ktery ziskal N. Dietz
(spoluprace s University of Missouri) mapovanim sedmi isolinii pomoci genetickych marketi
— u dvou isolinii nebyl v této oblasti zaznamenan zadny signal poukazijici na mutaci.
Vzdalenosti v grafu jsou proporcionalni. Celkova oblast regionu v grafu byla velmi rozsahla,
a proto schéma obsahuje také piiblizeny graf. Grafy byly vytvofeny pomoci tabulkového
procesoru Excel a nastroje PowerPoint.
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4.2 Urceni kandidatnich genii

Pomoci bioinformatického nastroje AccuTool byly vyhledavany konkrétni kandidatni
geny na chromosomu 12 zodpovédné za fenotypovy projev postaveni trichomi vici
listu. Pro analyzu byl zvolen region o velikosti 40.456 bp (37.271.684-37.312.140)
a byly pouzity Ctyfi razné datasety: E a Sal vs. A2 (vzpfimeny a Castecné prilehly
fenotyp — divoky typ, ptilehly fenotyp — mutantni), E1 vs. A a Sa2 (vzpfimeny fenotyp
— divoky typ, ptilehly a ¢astecné ptilehly fenotyp — mutantni), E1 vs. Sa2 (vzpiimeny
fenotyp — divoky typ, ¢astecné prilehly fenotyp — mutantni) a E1 vs. A2 (vzpiimeny
fenotyp — divoky typ, ptilehly fenotyp — mutantni). Vzptimeny fenotyp je divokého
typu a je podminén dominantni alelou Pal, kdezto ¢astec¢né ptilehly a ptilehly fenotyp
je mutantni a je podminén recesivni alelou pal. Vyznamné vysledky jsou uvedeny

v tabulce (Tab. 3).
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Tab. 3 Vyznamné vysledky z AccuTool pro chromosom 12, v§echny varianty. Jednotlivé datasety jsou sefazeny podle klesajici primérné presnosti. Dataset:
1(EaSalvs. A2),2 (E1vs. AaSa2),3(Elvs.Sa2),4 (E1vs. A2).

primérna kombinovana presnost piesnost pro
piesnost pesimistickd  pro divoky mutantni typ
dataset gen pozice reference  alternativa (%) ptesnost (%)  typ (%) (%) efekt
37.303.793 A C 94,0 14,3 96,8 91,3 Clintergenic_region
37.285.619 G C 93,9 14,8 92,1 95,7 Clintergenic_region
. 37.301.250 T G 92,4 49,3 95,9 88,9 Glintergenic_region
1 . 37.303.889 C T 91,6 14,2 96,8 86,4 Tlintergenic_region
Glyma.129g213800 37.289.984 A T 91,4 48,0 95,5 87,3 T|upstream_gene_variant
Glyma.129g213900 37.311.042 C T 90,9 57,7 95,3 86,5 T[3_prime_UTR_variant
Glyma.129g213700 37.272.932 A AT 90,8 55,1 96,1 85,5 AT|5 prime_UTR_variant
37.285.619 G C 95,6 15,5 97,9 93,3 Clintergenic_region
) 37.285.619 G A 95,6 15,5 97.9 93,3 Alintergenic_region
2 ) 37.303.793 A C 92,1 14,3 98,9 85,2 Clintergenic_region
Glyma.12g213800 37.287.015 T A 86,9 13,7 97,8 76 Aldownstream_gene_variant
Glyma.12g213900 37.310.618 A T 78,5 53,7 98,3 58,8 T|downstream_gene_variant
37.285.619 G C 91,8 12,6 97,9 85,7 Clintergenic_region
3 ) 37.285.619 G A 91,8 12,6 97.9 85,7 Alintergenic_region
Glyma.129g213800 37.287.015 T A 82,2 11,7 97,8 66,7 Aldownstream_gene_variant
Glyma.129g213900 37.311.263 G A 64,3 12,9 100 28,6 Al3 prime UTR variant
37.285.619 G C 96,8 14,7 97,9 95,7 Clintergenic_region
37.301.250 T G 93,5 445 98,0 88,9 Glintergenic_region
4 . 37.303.889 C T 92,7 13,5 98,9 86,4 Tlintergenic_region
Glyma.129213800 37.289.984 A T 92,6 43,2 97,9 87,3 T|upstream_gene_variant
Glyma.12g213900 37.311.042 C T 92,4 52,0 98,3 86,5 T|3_prime_UTR_variant
Glyma.129g213700 37.272.932 A AT 91,8 49,4 98,2 85,5 ATI|5 prime UTR variant
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Na zakladé hodnot uvedenych v tabulce (Tab. 3) byl uréen kandidatni gen
Glyma.12g213900, ktery byl navrzen jiz ve studii Gilbert (2017). Pravidvost hypotézy
byla potvrzena vysledky uvedenymi v této bakalatfské praci. Zaroven se jevi jako
kandidatni gen i Glyma.12g213800. V obou ptipadech se jedna o gen kodujici DNA-
vazebny protein s MYB doménou, ktery obsahuje HTH (helix-otocka-helix) motiv a je
vyznamny pii regulaci transkripce v rostlinach (Jin a Martin, 1999). Zaroven jsou geny
Glyma.12g213800 a Glyma.129g213900 lokalizovany na chromosomu 12 pomérné
blizko sebe, coz muze evokovat CNV (Obr. 16). Pro ovéfeni této moznosti byly
porovnany proteinové sekvence obou gent (Obr. 17). Na zakladé vysledkd porovnani
proteinovych sekvenci se da odhadovat, ze se nejedna o CNV. Gen Glyma.129g213900
byl ziejmé vytvoien duplikaci genu Glyma.129g213800 s naslednou nezavislou
evoluci. Studie Bandillo et al. (2017) tyto dva kandidatni geny viibec nezmiruje,
jelikoz ve verzi nomenklatury Wm82.al.v1.1, se kterou Bandillo pracoval, viibec
nejsou. Zajimava je anotace modelu genu podle nastroji NCBI, kde je v 3’ oblasti
genu Glyma.12g213900 misto n¢j anotovan jiny gen pro nespecifickou microRNA
(Obr. 17). Ty maji, jak je znamo regulac¢ni vliv. Mutace v odpovidajici oblasti
piipadného moZného vyskytu funkéni varianty tohoto genu maji srovnatelné vysokou
piesnost jako mutace v kandidatnich genech.

S vysokou hodnotou praimérné piesnosti byl stanoven také gen Glyma.12g213700.
Spojitost tohoto genu s fenotypovym projevem postaveni trichomt vuéi listu vSak
postrada biologicky smysl, jelikoz se jedna o gen kodujici protein s oxidoreduktasovou
aktivitou.
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Obr. 16 Lokalizace kandidatnich gentt Glyma.129213800 a Glyma.129213900 v genomu s6ji
(ohraniceno) a nespecificka microRNA (ohraniceno). (pievzato ze soybase.org)

Glyma.12g213800 METGVQFLPKQETSFEDLTIIELHVGNKWSIIASHLWKQ-TSNGIMNYWN

Glyma.12g213900 MEKI--------- NSKLVVYVEKHGHGNWCSVPEKAGLQRCRRSCRLRIWI

Glyma.12g213800 TNVKKRFIRMDIHSITHKSKANTFEAYGGHQSKDVIRINHMMGECSI
Glyma.129g213900 SDLKPETT-------------------------------------—-

v e 0k
Obr. 17 Porovnani proteinové sekvence geni Glyma.129213800 a Glyma.12g213900 pomoci
T-Coffee ClustalW. (ebi.ac.uk)
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Vybrany region podle Bandillo et al., (2017) na chromosomu 13 o velikosti 42.951
bp (31.878.146-31.921.097) byl analyzovan pomoci bioinformatického nastroje
AccuTool. Stanoveni na chromosomu 13, kde se nachazi alela Pa2 je zna¢né ztizeno
alelou Pa2, tak i recesivni alelou pa2. Proto je mozné ziskat vyznamné vysledky pouze
porovnanim ¢aste¢n¢ prilehlého fenotypu, ktery je podminén dominantni alelou Pa2
a prilehlého fenotypu, ktery podminuje recesivni alela pa2. Proto byl pouzit dataset
A1l vs. Sa2 (ptilehly fenotyp — divoky typ, ¢astecné piilehly fenotyp — mutantni) a byly
ziskany vysledky uvedené v tabulkach (Tab. 4, Tab. 5). Aby byly zohlednény veskeré
hodnoty a byl vybran vhodny kandidatni gen, byly vysledky filtrovany podle
jednotlivych parametr vzdy od nejvyssi hodnoty.

Analyzou vysledku, které byly ziskany pomoci AccuTool (Tab. 4, Tab. 5) je mozné
obecné fict, Ze analyza pfesnosti asociace sice pomohla vysvétlit situaci v oblasti
lokusu Pa2, ale rozhodné jednozna¢né neurcila kandidatni gen, jako v piipadé alely
Pal, kde se hodnoty pfesnosti u kandidatnich variant pohybovaly i nad 90 %.
Vzhledem Kk tomu, Ze momentalné neexistuje bioinformaticky nastroj, ktery by
umoznil analyzu piipadného vyskytu vicecCetnych alel, coz by analyzu zpiesnilo, byl
pro alelu Pa2 na zakladé ziskanych vysledkii vybran jako potencialni kandidatni gen
Glyma.13g204900. Jedna se o gen kodujici DNA vazebny protein obsahujici
homeobox doménu neboli homeodoménu, kde vazba DNA probihd pomoci struktury
helix-otocka-helix. Tento gen se jevi také jako potencialni paralog genu
Glyma.12g213900, jelikoz oba geny koduji proteiny se stejnou funkci.
Glyma.13g204900 urcil jako mozny kandidatni gen také Bandillo el al. (2017), ale
ve vy¢tu potencialnich kandidatnich genti uvadi tato studie i geny Glyma.13g204700
a Glyma.13g204800, které se také objevily ve vysledcich ziskanych pomoci nastroje
Accutool. Glyma.139g204700 koduje glykosyl-transferasu a Glyma.13g204800 koduje
protein ucastnici se proton-transportniho fetézce ATPasy, a proto neni pfedpokladana
spojitost téchto dvou genll s fenotypovym projevem postaveni trichomt viici listu.
Nastroj prifadil signifikantné vyznamnou ptesnost i genu Glyma.13g205000, avsak
s nizkou hodnotou kombinované pesimistické piesnosti, jelikoz u tohoto genu chybi

fenotypova data. Zaroven neni znama funkce tohoto genu.
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Tab. 4 Vyznamné vysledky z Accutool pro chromosom 13, pouze varianty ménici aminokyseliny. Filtrovani: 1. fazeni podle primérné piesnosti, 2. fazeni podle
kombinované pesimistické ptesnosti, 3. pfesnost pro divoky typ = 100% a sefazeno podle prumérné ptesnosti, 4. pfesnost pro mutantni typ = 100% a sefazeno
podle prumérné piesnosti.

primérna kombinovana pesimistickd ptesnost pro divoky presnost pro mutantni
filtrovani gen pozice reference alternativa piesnost (%) piesnost (%) typ (%) typ (%)

Glyma.13g204700 31.881.151 G T 61,2 10,3 64,4 57,9
Glyma.13g204900 31.889.296 G A 58,0 11,0 91,0 25,0
Glyma.13g204800 31.887.664 C A 52,2 10,2 97,4 6,9
Glyma.13g204900 31.889.296 G A 58,0 11,0 91,0 25,0
Glyma.13g204700 31.881.239 C T 57,1 11,0 94,9 19,3
Glyma.13g204800 31.887.664 C A 52,2 10,2 97,4 6,9
Glyma.13g205000 31.905.389 C G 50,9 10,2 100 1,7
Glyma.13g204900 31.889.375 T C 51,0 7,0 100 2,0
Glyma.13g204800 31.887.052 C G 51,0 6,8 100 2,0
Glyma.13g205000 31.905.535 GC G 51,0 6,8 100 2,0
Glyma.13g204700 31.881.280 C A 50,9 10,3 100 1,7
Glyma.13g204700 31.881.470 C T 53,2 8,0 6,4 100
Glyma.13g204900 31.889.197 T C 50,6 7,6 13 100
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Tab. 5 Vyznamné vysledky z Accutool pro chromosom 13, vSechny varianty. Filtrovani: 1. fazeni podle pramérné piesnosti, 2. fazeni podle kombinované
pesimistické piesnosti, 3. pfesnost pro divoky typ = 100% a setazeno podle primérné ptesnosti, 4. presnost pro mutantni typ = 100% a sefazeno podle primérné

presnosti.

pramérna kombinovana pesimistickd ptesnost pro presnost pro
filtrovani gen pozice reference alternativa ptesnost (%) piesnost (%) divoky typ (%)  mutantni typ (%)

ATATATATAT

1 Glyma.13g205000 31.903.821 ATATATATAT A 100 0,3 100 100
ATATATATT

31.913.480 T C 62,1 11,6 89,7 34,5

31.916.013 TCTTAGTATC T 62,5 11,5 81,0 43,9

2 31.912.570 A G 62,3 11,5 89,6 351

: 31913370 T A 62,0 11,4 89,5 34,5

Glyma.13g204900 31.894.381 C A 63,5 11,2 75,3 51,8
ATATATATAT

Glyma.13g205000 31.903.821 ATATATATAT A 100 0,3 100 100
ATATATATT

31.900.997 T A 68,8 3,7 100 37,5

3 31.902.201 C T 68,8 3,4 100 37,5

: 31.909.313 G A 66,7 3,1 100 33,3

Glyma.13g204900 31.900.357 T A 60,7 3,5 100 21,4

Glyma.13g204800 31.887.709 CTTG C 57,1 3,2 100 14,2
ATATATATAT

Glyma.13g205000 31.903.821 ATATATATAT A 100 0,3 100 100
4 ATATATATT

: 31.917.757 TCTTC T 60,0 0,5 20,0 100

Glyma.13g204900 31.900.493 T C 60,0 0,3 20,0 100
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Vysledky uvedené v tabulce (Tab. 5) poukazuji na komplikaci v Pa2 lokusu,
ktera se projevuje velice nizkou (az nulovou) kombinovanou pesimistickou piesnosti.
Ta je dana vysokym procentem chybé&jiciho genotypu. To mulze byt nasledkem
nedostateéné kvality tzv. skvenaénich readi variet v Soy775 data setu nebo také
nepiesnym poskladanim sekvence referenéni variety Williams 82. Pro ovéfeni
kontextu asociovanych mutaci v této oblasti byla provedena analyza haplotypu pomoci
SNPViz 2.0. Nasledn¢ byla v této oblasti hledana konkrétni mutace, ktera by byla
zodpovédna za fenotypovy projev postaveni trichomu vuéi listu. Analyza haplotypu
byla provedena v rozsahu 31.880.000-31.910.000, kdy byla v pozici 31.898.627, ktera
se nachazi v oblasti genu Glyma.139g204900, nalezena mutace, konkrétné inserce,
kterd by mohla byt zodpovédna za znak postaveni trichomi vici listu. Specificka
podoba této inserce vSak zndma neni, ale je navrzeno nékolik variant, jak by mohla
inserce vypadat (Obr. 18). V referen¢nim genomu se vyskytuje varianta CA, kdezto
V mutantnim genomu Se mize vyskytovat CAA, CAAA, CAAAAAA, C nebo
CAAAA. Sekvenovani inserci tohoto charakteru je vSak momentalné technicky
naro¢né. Vysledkem analyzy pomoci SNPViz 2.0 je ptedpoklad, ze by tato mutace
moha byt potencidlné specifickd mezi vzptimenymi a pfilehlymi trichomy aspoil
u Casti variet. Da se tedy usuzovat, ze tyto variety nemusi mit jednotné genetické
pozadi. Tuto mutaci by bylo nutné ovéfit u jednotlivych vybranych variet naptiklad

pomoci Sangerova sekvenovani.

MUT REF

|

Obr. 18 Vizualizace alely Pa2 na chromosomu 13 pomoci SNPViz 2.0, kdy na genu
Glyma.13g204900 v pozici 31.898.627 dochazi k nespecifické inserci — ohrani¢eno Gervéné.
REF =referen¢ni genom, MUT = mutantni genom. Fenotypy: ¢ervena — vzpiimené trichomy,
modra — ¢astecné prilehlé trichomy, zelena — ptilehlé trichomy.
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4.3 Navrh primeru

Pomoci webového nastroje Primer-BLAST byly navrzeny primery, které by byly
nasledné vyuzity pii PCR reakci pro amplifikaci genu Glyma.129g213800. Gen se
nachazi na chromosomu 12 v pozici 37.288.662-37.289.350. Do nastroje byla vlozena
mRNA genu, ktera je dostupnd na soybase.org. a po upravé nékterych dalSich
parametri bylo nastrojem navrzeno deset potencialnich primert (Obr. 19, Tab. 6).
Nasledné by byl vybran nejvhodnéjsi primer, ktery by svymi parametry soushlasil

s pozadavky pro danou PCR reakei.

O Soveny - Fnd: [ ] vaa Qm I
a0 |8 s |y s 168 200|220 [248  [280 (200 |38 [320  [348 |30 (350 460 420 |44 (460|450 a0 [ze 6
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Priner Friner 2 EE—
Priver 8 Prier S —————————— e
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Priver ipRERRp——————— =
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Priner § R —]
P
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o I U )
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Query_L: 1..689 (669 nt) “I]: 4% Tracks shown: 2/6

Obr. 19 Grafické znazornéni primerti navzienych pomoci nastroje NCBI Primer-BLAST pro
amplifikaci genu Glyma.12¢g213800.
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Tab. 6 Konkrétni primery navziené pomoci nastroje NCBI Primer-BLAST pro amplifikaci
genu Glyma.12g213800, jejich sekvence, teplota tani (Tm), délka primeru (NTP), obsah
guaninu a cytosinu (GC) a délka amplifikované ¢asti.

rimerovy . , , Tm clk h 51k

i erovy primery sekvence (5'— 37) °C) (?\JGTF% c?cbsg%) am(;ﬁikgnu

,  PHmy GGCGTTCAATTCCTGCCAAA 5068 20 50 175
zpétny CCACCTCAGTCGATCTGCAA 5975 20 55

,  piimy GGAAGCAAACGAGCAATGGG 6011 20 55 1
zpétny CGTCCTTCGACTGATGACCA 5947 20 55

,  piimy TGGAAGCAAACGAGCAATGG 5040 20 50 143
zpétny  ACGTCCTTCGACTGATGACC 5947 20 55

,  piimy TGCAGATCGACTGAGGTGGA 6061 20 55 254
zpétny TGCTCGTTTGCTTCCACAAG 59,34 20 50

. piimy CTTGTGGAAGCAAACGAGCA 5934 20 50 ”
zpétny TCCTTCGACTGATGACCACC 59,10 20 55

;  piimy ACTTGTGGAAGCAAACGAGC 5934 20 50 ”
zpétny CCTTCGACTGATGACCACCAT 5979 21 52

, pimy TGCCAAAGCAGGTAAACCAC 5896 20 50 503
zpétny CATTGCTCGTTTGCTTCCACA 60,00 21 48

g  piimy CGTTCAATTCCTGCCAAAGCA 6000 21 48 -
zpétny CACCTCAGTCGATCTGCAACT 60,07 21 52

o  piimy AGTTGCAGATCGACTGAGGTG 6007 21 52 258
pétny  TTGCTCGTTTGCTTCCACAAG 59,93 21 48

o Pimy GCAAACGAGCAATGGGATCA 59,19 20 50 -
zpétny  GTCCTTCGACTGATGACCACC 60,40 21 57
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5 EXPERIMENTALNI CAST B

5.1 Biologicky material

Variety sodlisSnym fenotypem postavenim trichomt vuéi listu, viz. pfiloha 1

(Kanovska, 2020). Celkem se jedna o 91 variet, kdy 25 ma vzpiimeny fenotyp (E),

8 ma témet vzpiimeny fenotyp (nE), 34 ma castecné prilehly fenotyp (SA), 2 maji

témet prilehly fenotyp (nA), 16 ma prilehly fenotyp (A) a 6 nema fenotyp definovan.

5.2 Chemikalie

Ethylendiamintetraoctova kyselina (Fluka, Ceska republika)
Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, Némecko)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Némecko)

5.3 Pristroje a vybaveni

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Digitalni pH metr (InoLab, Némecko)
Elektroforeticka cela (Bio-Rad, USA)
Elektromagnetickd michacka (Biosan, LotySsko)
Gel Doc EZ systém (BioRad, Némecko)
Predvazky (KERN, Némecko)

T100 Thermal Cycler (BioRad)

5.4 Roztoky

TAE (Tris-acetat-EDTA) pufr (0,04 M Tris-kyselina octova; 0,001 M EDTA;
pH 8,3)

TENT pufr (10 mM Tris-Cl; ImM EDTA; 12 mM NaCl; 2,5% Triton X-100;
pH 8)

TE pufr (10 mM Tris-Cl; 0,1 mM EDTA; pH 8)
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5.5 Reagencie pro molekularni biologii

e 5mM dNTP (Thermo Scientific, USA)

e Barvivo GelRed® (Biotinum, USA)

e Hmotnostni standard GeneRuler 1kb DNA ladder (Thermo Scientific, USA)
e iProof™ High-Fidelity DNA polymeraza (BioRad, Némecko)

e iProof™ High-Fidelity pufr (BioRad, Némecko)

e Nanaseci pufr — 6x DNA Gel Loading Dye (Thermo Scientific, USA)

e Primery 09 _kin_new fwa 09 kin_new TTTrev

e Whatman® FTA® Cards (Sigma-Aldrich, USA)

5.6 Metody

5.6.1 Whatman® FTA® karty

Velmi efektivnim zplsobem zachyceni rostlinnych nebo Zivocisnych organickych
materialll jsou Whatman® FTA® (Flinders Technology Associates) karty. Vzorky
jsou klasicky skladovany pii velice nizkych teplotach, ale toto feSeni mtze byt velmi
nakladné. Po zachyceni tkan€ nebo pletiva na Whatman® FTA® kartach mohou byt
vzorky po fadném zaschnuti dlouhodobé¢ skladovéany a pfemistovany pii pokojovych
teplotach (Santos, 2018).

FTA karty jsou tvofeny specidlnim typem filtracniho papiru, ktery obsahuje latky
zabranujici lyzi bun€k a denaturaci proteini. Nukleové kyseliny jsou uvolnény,
nasledné zafixovany a stabilizovany na karté. Pro nasledovné pouZiti vzorku je
vyfiznut kousek karty, se kterym se déle pracuje.

Kritickym faktorem je doba a teplota, pfi které zasychd biologicky material
na karté. Nejvetsi koncentrace latek byly ziskany, kdyZ byly karty suSeny 2 hodiny
pti laboratorni teploté¢ nebo 5 az 10 minut pii 60 °C. SuSeni pii vyssi teploté je
efektivnéjsi, jelikoz je to ¢asové mén¢ naro¢né (Vargas Wolfgramm et al., 2009).

Pro dalsi pouziti je nutné nukleové kyseliny aktivovat a z kousku karty eluovat.

Tento proces se provadi promyvanim pufry v mikrozkumavce.

5.6.2 Polymerazova retézova reakce
Polymerazova tetézova reakce neboli polymerase chain reaction (PCR) je metoda
rychlé amplifikace, tedy zmnozeni useku DNA. Pomoci této metody se enzymaticky

syntetizuje specifickd sekvence DNA. Metoda vyuziva dva primery hybridizujici
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opacné konce ¢asti nukleové kyseliny a vymezujici usek, ktery ma byt zmnozen.
Probihéd repetitivni série cykli zahrnujici denaturaci templatu, navdzani primeru
a elongaci fetézce. Vysledkem PCR reakce je exponencidlni akumulace specifického
useku DNA, jelikoz kazdy novy fetézec jednoho cyklu se stava templatem pro dalsi
cyklus (Erlich, 1989). Za objev této metody byl v roce 1993 ocenén Kary Mullis
Nobelovou cenou za chemii.

Aby reakce probéhla, je nutné mit ve smési vSechny potiebné komponenty.
Samoziejmou soucasti je templat DNA, ktery je amplifikovan. Déle jsou ve smési
pfitomny dva primery, coz jsou oligonukleotidy komplementdrni ke konctim
amplifikovaného useku, na které nasedaji. Jako stavebni kameny slouzi volné
deoxyribonukleotidy (dNTP) — dATP, dGTP, dCTP a dTTP. Samotnou reakci
zprostiedkovava termostabilni enzym DNA polymerasa izolovana z bakterie Thermus
aquaticus, ktery je aktivni i pfi teplotach pies 90 °C. Ke smési je piidavan také pufr
pro udrzeni stabilniho pH.

V prvnim kroku je smés zahiivana na teplotu okolo 95 °C, kdy dojde k poruseni
vodikovych mistkli mezi jednotlivymi vlakny DNA. Zahtivani pfi této teploté probiha
v ramci desitek sekund. Nésledné je teplota snizena, aby mohly na rozvolnénd vlakna
nasednout komplementarni primery a navaze se také DNA polymeraza. Teplota je opét
zvySenana 72 — 80 °C, kdy se DNA polymeraza nachézi v teplotnim optimu a dochazi
k samotné syntéze DNA od 5” konce ke 3" konci. Vétsinou se provadi asi 30 cykld
tohoto procesu, ktery se nazyva elongace. Celd reakce bézi v termocykléru, coz je

pfistroj schopny ménit teplotu béhem nékolika sekund.

5.6.3 Elektroforéza na agarosovém gelu
Agarosova gelovd elektroforéza je jednoducha a vysoce efektivni metoda
pro separovani, identifikaci a piecisténi DNA fragmentd o velikosti 0,5 — 25 kb.
Samotnému procesu rozdéleni fragmentti DNA v elektrickém poli pfedchézi ptiprava
gelu a ptipadné barveni vzorkil. Barvivo mize byt pfidano také do gelu nebo pufru.
Rutinné pouzivanymi barvivy jsou napiiklad ethidium bromid nebo GelRed. Musi byt
spravné zvoleno napéti a Cas, kdy proces probiha, aby bylo dosazeno optimalni
separace (Voytas, 2000).

Agarosa je izolovana z ur€itych rodli moiskych tfas a skladd se z opakovanych
podjednotek agarobiosy (L- a D-galaktozy). (Lee et al., 2012) Gel je pripraven

Z agarosy rozpusténé za tepla v pufru o koncentraci, ktera je vhodna pro separaci urcité
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velikosti fragmenti DNA. Smés je nalita do formy s hiebinkem pro vytvoreni jamek
a gel je ponechan, aby vychladnul na laboratorni teplotu a zatuhnul. Gel je prenesen
do elektroforetické¢ cely, kterda je naplnéna vhodnym elektrolytickym pufrem
a do jamek jsou naneseny vzorky. Po zakryti cely vikem a pfipojeni ke zdroji je
nastaveno vhodné napéti a probiha déleni fragmentd. Konecna vizualizace gelu je

provadéna pomoci UV lampy (Sambrook a Russell, 2006).

5.6.4 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani nebo také metoda sekvenovani ukoncenim fetézce byla
vyvinuta a publikovana roku 1977 Frederickem Sangerem a jeho tymem. Od té doby
byla a je tato metoda hojné vyuZivdna a je povazovéna za tzv. zlaty standard
sekvenovani. Nabizi spoustu vyhod, ale také omezeni, kterd vSak miizou v této dobé
doplnit jiné techniky (Fakruddin a Chowdhury, 2012).

Klasickd metoda vyuziva dideoxyribonukleotidové analogy trifosfati (ddNTP),
které se chovaji jako inhibitory DNA polymerasy a specificky ukoncuji fetézec.
Principem je zakomponovani dideoxyribonukleotidu v rostoucim oligonukleotidovém
fetézci do mista, kde by byl pfifazen ptislusny deoxyribonukleotid. Jelikoz dANTP
neobsahuji Zadnou hydroxy skupinu, je znemoznéno navazani dalSiho nukleotidu
a vznikaji tak oligonukleotidy liSici se délkou o jeden nukleotid. Reak¢éni smés musi
obsahovat primer, templat, DNA polymerasu, dideoxyribonukleotidy (ddATP,
ddGTP, ddCTP a ddTT) a deoxyribonukleotidy (dATP, dGTP, dCTP a dGTP).
Jednotlivé ddNTP mohou byt oznadeny radioaktivnim izotopem fosforu *?P, kdy je
vzdy oznaCen jeden nukleotid ve smési a reakce musi probihat zvIast. Druhym
zptisobem je fluorescenéni znaceni. Tento princip byl vyvinut pozdéji a ma tu vyhodu,
ze je kazdému ddNTP je pfitazeno specifické fluorescencni barvivo. Nasledné probiha
rozdéleni fragmentl elektroforézou na polyakrylamidovém gelu a konecna
vizualizace. Metoda je v prub¢hu let stale vylepSovana noveé vyvinutymi védeckymi

postupy (Sanger et al., 1977; Stranneheim a Lundeberg , 2012).

5.7 Provedené experimenty

5.7.1 Izolace genomové DNA
Rostlinny material byl za sterilnich podminek izolovan z FTA karet pomoci skalpelu,

kdy byly vyfezavany ctverecky (asi 1 mm x 1 mm), které byly vlozeny

53


https://scholar.google.com/citations?user=t_qyvtEAAAAJ&hl=cs&oi=sra
https://scholar.google.com/citations?user=kY9jwbIAAAAJ&hl=cs&oi=sra
https://scholar.google.com/citations?user=dhJ1jB8AAAAJ&hl=cs&oi=sra
https://scholar.google.com/citations?user=kDUHVMIAAAAJ&hl=cs&oi=sra

do mikrozkumavek. Nasledn¢ byla aktivovana a eluovana rostlinna DNA pomoci dvou
pufra, které byly aplikovany automatickymi pipetami. Vzorky byly promyty 3x 100
ul TENT pufru, 2x 100 ul TE pufru a suseny v digestofi asi jednu hodinu.

5.7.2 PCR

V lamindrnim boxu, ktery byl ptfedem sterilizovan UV svétlem (15 minut) byly
ptipraveny roztoky pro PCR reakci (Tab. 7).

Tab. 7 Objemy jednotlivych roztokt pouzitych v reakéni smési pro PCR reakci

¢inidlo V (ul) vysledna koncentrace
5x iProof pufr 10 1x

dNTPs 2 200 uM (kazdy dNTP)
fw primer 1 0,5 uM

rev primer 1 0,5 uM

iProof DNA pol 0,25

ddH20 35,75 0,02 U/ul

) 50

Do mikrozkumavek byly k suchym ¢tvereckim piidany roztoky potiebné pro PCR
reakci. Mikrozkumavky byly vloZeny do pftistroje T100 Thermal Cycler, kde byly
nastaveny potiebné parametry (Tab. 8) a byla zahdjena reakce. Probéhlo 30 cykli
a reakce trvala 1 hod 22 min.

Tab. 8 Parametry pro PCR reakci

faze teplota (°C) ¢as (s) pocet cykll
pocateCni denaturace 98 30 1
denaturace 98 10

nasednuti primerti 49,9 20 30
elongace 72 30

finalni denaturace 72 300 1
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5.7.3 Agarosova elektroforéza

Agarosovy gel (0,8%) byl pfipraven rozpusténim 0,8 g agaru ve 100 ml TAE pufru
zatepla. Déle byl gel pfelit do nalévaci vany a obarven barvivem GelRed.
Po zatuhnuti byl gel sjamkami vytvofenymi pomoci hiebinku, pfenesen
do elektoroforetické cely, ktera byla naplnéna TAE pufrem. Do prvni jamky byl
nanesen standard GeneRuler 1 kb DNA ladder (6 ul). Nasledné bylo vzdy 5 ul vzorku
smichano s 1 ul nanaSeciho pufru a takto pfipravené vzorky byly napipetovany
do jamek. Cela byla pfipojena ke zdroji napéti (90 V) a separace probihala 1 hodinu.
Po ukonceni elektroforézy byl gel vlozen do pfistroje Gel Doc EZ (BioRad), kde

probéhla vizualizace.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE B

V planu experimenti byla izolace genomové DNA, PCR, piecisténi PCR produktu,
spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA, Sangerovo sekvenovani a findlni
analyza, ktera by potvrdila nebo vyvratila navrzeny kandidatni gen s ur¢itou mutaci.
Tyto experimenty byly provedeny cvi¢né S varietami bez trichomt pro objasnéni
a osvojeni metod, protoze dorueni variet, se kterymi jsem mela pracovat v této praci
bylo z davodi pandemické situace opozdéno o pul roku.
Analogicky mély byt pomoci zminénych metod ovéteny kandidatni geny

pro postaveni trichomti vici listu.
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7 ZAVER

V této praci byla vypracovana literarni reserse, ktera se zabyva morfologickymi znaky
trichomt s¢ji lustinaté se zaméfenim na hustotu trichomd, postaveni trichomu vici
listu a pfinosem trichomtl pro rostlinu.

V experimentalni ¢asti byly navrzeny kandidatni geny pro znak postaveni trichomi
vuci listu, kde jsou rozliSovany tii fenotypy: vzpiimeny, ¢asteéné piilehly a piilehly.
Nejprve byl uréen region vyskytu kandidatnich gent, ktery byl stanoven analyzou jiz
publikovanych dat ze tii nezavislych zdroji ziskanych mapovanim pomoci
genetickych markert nebo GWAS. Pro chromosom 12, kde je lokalizovana alela Pal
byl uréen region o velikosti 40.456 bp (37.271.684-37.312.140). Alela Pa2 se nachazi
na chromosomu 13, kde byl uren region o velikosti 42.951 bp (31.878.146-
31.921.097).

Nésledné byly pomoci webovych nastrojii vyhledavany konkrétni kandidéatni geny,
pfipadné i mutace v genech zodpovédné za postaveni trichomid vici listu. Pro
chromosom 12 byly vybrany kandidatni geny Gylma.12g213800 (mutace v pozici
37.289.948 bp, zdména adeninu za thymin: A—T, primérna pifesnost = 91,4 %)
a Glyma.129213900 (mutace v pozici 37.311.042, zaména cytosinu za thymin: C—T,
priméma presnost = 90,9 %). Oba tyto geny koduji DNA vazebny protein,
ktery obsahuje MYB doménu. Za znak postaveni trichomi vuéi listu je ziejme
zodpovédna také microRNA nachédzejici se na chromosomu 12. Vysledky
pro chromosom 13 naznacuji, Ze je tato oblast komplikovana kvalitou sekvenac¢nich
dat, a proto nebyl jednozna¢né potvrzen zadny kandidatni gen na zékladé hodnot
piesnosti. Jako nejvice pravdépodobny kandidatni gen byl ur¢en Glyma.13g204900,
ktery koduje DNA vazebny protein obsahujici homeodoménu a je zaroven moznym
paralogem genu Glyma.12g213900. Pravé v tomto genu byla také identifikovana
inserce, kterda muze zpusobovat rozdilné postaveni trichomt vuci listu, ale mira
nejistoty tohoto tvrzeni je vysoka.

Byly také navrzeny primery pro PCR reakci k amplifikaci genu Glyma.129213800.

Osvojila jsem si popsané experimentalni laboratorni metody, ale z pandemickych

divodut jsem je nemohla pouzit pro vlastni vzorky.
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9 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2AP 2-acetyl-1-pyrrolin

A Appresed (prilehly fenotyp)

AAI doména Trypsin-alfa amylasa inhibitorova doména
AMADH Aminoaldehyd dehydrogenasa (EC 1.2.1.19)
BLAST Basic Local Alignemnt Search Tool

CoH> Protein s motivem zinkového prstu

CNV Copy number variation (variabilita poctu kopit)
CO2 Oxid uhlicity

ddNTP dideoxyribonukleosidtrifosfat

dNTP deoxyribonukleosidtrifostat

E Erect (vzpiimeny fenotyp)

EGL3 Zesilova¢ GL 3

FTA Flinders Technology Associates

GL1 GLABRA 1

GL2 GLABRA 2

GL3 GLABRA 3

GmCPR5 Ortholog genu CPRS5 u s6ji

GmNAP1 Homolog NCK-asociovaného proteinu 1 u séji
GMO Geneticky modifikovany organismus

GRIN Germplasm repository information network
GWAS Genome-wide association study

HD-ZIP Rodina transkripénich  faktori, motiv homeodomény

S leucinovym zipem

HTH helix-otocka-helix

HTS High-throughput screening

IR Infracervené svétlo

INDEL Inserce a delece

MRNA Mediatorova ribonukleotidova kyselina

MYB Rodina transkrip¢nich faktora

NCBI National Center for Biotechnology Information
nA Near-apressed (tém¢et prilehly fenotyp)

nE Near-erect (témét vzpiimeny fenotyp)
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NIR
PCR
RING doména

SA/Sa
SIJAZ,
SNP
SPC
STR
TAE
TE
TENT
TRY
TTG1
uv
VNTR

WD/WD40 doména

Blizké infracervené svétlo

Polymerase chain reaction (polymerasova fetézova reakce)
Really interesting new gene domain, proteinova doména
podobna zinkovému prstu obsahujici motiv CyszHisCysa
Semi-appresed (Castec¢né prilehly fenotyp)

Gen kodujici protein s jasmonat-ZIM doménou
Jednonukleotidovy polymorfismus

Soy protein concentrate (sojovy proteinovy koncentrat)

Kratké tandemové repetice

Tris-acetat-EDTA pufr

Tris-EDTA pufr

Tris-EDTA-NaCl-Triton X-100 pufr

TRIPTYCHON

TRANSPARENT TESTA GLABRA 1

Ultrafialové svétlo

Variable number tandem repeat (variabilni pocet tandemovych
repetic)

Kratky strukturdlni motiv asi 40 aminokyselin s terminalnim

dipeptidem Trp-Asp
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Priloha 1: Tabulka variet s odliSnym fenotypem postavenim trichomii

vuéi listu

Tab. 5 Variety s odlisnym fenotypem postaveni trichomt vici listu (Glycine max). V tabulce
je uveden identifikator variet v databazi GRIN (PI), identifikator v datasetu (USB cislo
pro kazdy vzorek), fenotyp podle Kaiovské (2020) a fenotyp uvedeny v databazi GRIN.
Zkratky: E (erect, vzpiimeny fenotyp), nE (near-erect, téméf vzptimeny fenotyp), SA (semi-
appressed, cCastecné prilehly fenotyp), nA (near-appressed, téméi prilehly fenotyp),
A (appressed, prilehly fenotyp).

Pl USB fenotyp (Kanovska, 2020) fenotyp (GRIN)
P1180501  USB-005 E E
P133243 E E
PI360957  USB-009 E E
PI361093  USB-011 E E
P1504288  USB-227 E A
PI507088  USB-232 E SA
PI518668  USB-018 E E
P1547634 E

P1547733 E

P1547742 E E
P1547744 E

P1548193  USB-022 E E
P1548325  USB-024 E E
P1548360  USB-025 E E
P1548364  USB-026 E E
P1548520  USB-032 E E
P1548561  USB-033 E E
P1548619  USB-271 E E
P1548656  USB-001 E E
PI567407 USB-306 E E
PI567788  USB-411 E E
P1592523  USB-045 E E
P1592954  USB-046 E SA
P1603442  USB-050 E E
P186904 USB-084 E SA
PI379618  USB-143 nkE SA
P1407742  USB-151 nkE SA
P1547481 nkE

P1547528 nkE

P1548978  USB-276 nkE SA
P1549026  USB-036 nkE SA
PI567426  USB-040 nkE E
P1603397  USB-372 nE SA




Tab. 1 Variety s odlisnym fenotypem postaveni trichomt vici listu (Glycine max). V tabulce
je uveden identifikator variet v databazi GRIN (PI), identifikator v datasetu (USB cislo
pro kazdy vzorek), fenotyp podle Kaiovské (2020) a fenotyp uvedeny v databazi GRIN.
Zkratky: E (erect, vzpiimeny fenotyp), nE (near-erect, téméf vzpiimeny fenotyp), SA (semi-
appressed, Castecné prilehly fenotyp), nA (near-appressed, téméi pftilehly fenotyp),
A (appressed, prilehly fenotyp). (pokracovani)

fenotyp

Pl USB fenotyp (Kanovska, 2020) (GRIN)
P1123440 USB-101 SA SA
P1324924 USB-127 SA SA
P1342434 USB-128 SA A
P1361087 USB-010 SA E
P1404187 USB-148 SA A
P1416838 USB-153 SA SA
P1417479 USB-158 SA A
P1417500 USB-159 SA SA
P1437662 USB-182 SA SA
P1438335 USB-013 SA E
P1495020 USB-223 SA A
P1497967 USB-226 SA SA
PI507467 USB-235 SA A
PI507471 USB-236 SA SA
P1548256 USB-254 SA SA
P1548490 USB-031 SA A
PI549017 USB-277 SA A
PI549041A USB-037 SA E
P1561387 USB-285 SA SA
PI567558 USB-041 SA E
PI567576 USB-320 SA SA
PI567675 USB-322 SA SA
PI578495 USB-044 SA E
P1592940 USB-346 SA SA
P1592952 USB-347 SA SA
P1594880 USB-357 SA SA
P1597464 USB-361 SA SA
P1602993 USB-367 SA SA
P1603675 USB-386 SA SA
P1603722 USB-388 SA A
P1612730 USB-392 SA SA
P162203  USB-066 SA SA
PI90763  USB-054 SA E
P195860  USB-098 SA SA
P1549018 USB-035 nA A

P1598358 USB-364 nA SA




Tab. 1 Variety s odlisnym fenotypem postaveni trichomu vici listu (Glycine max). V tabulce
je uveden identifikator variet Vv databazi GRIN (PI), identifikator v datasetu (USB cislo
pro kazdy vzorek), fenotyp podle Kaiovské (2020) a fenotyp uvedeny v databazi GRIN.
Zkratky: E (erect, vzpiimeny fenotyp), nE (near-erect, témét vzpiimeny fenotyp), SA (semi-
appressed, Castecné prilehly fenotyp), nA (near-appressed, téméi pftilehly fenotyp),
A (appressed, prilehly fenotyp). (pokracovani)

fenotyp

Pl USB fenotyp (Kanovska, 2020) (GRIN)
PI165675 USB-108 A A
P1166105 USB-004 A E
P1417215 USB-154 A A
P1430595 USB-167 A A
PI507180 USB-017 A A
P1518727 USB-241 A A
P1548447 USB-028 A A
P1548473 USB-262 A A
PI567231 USB-295 A A
P1567428 USB-312 A A
PI567525 USB-317 A A
PI567746 USB-326 A A
PI578504 USB-336 A SA
P1594307 USB-047 A A
P1603290 USB-369 A A
P181785  USB-003 A SA
P1468908 USB-014 E
P1548452 USB-029 SA
P1549028 USB-279 SA
PI578309 USB-043 SA
P1587804 USB-342 SA

P1597476  USB-048 SA




