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SOUHRN

Price je zaméfena na dormanci semen, kterd ve velké mife ovliviluje proces kliceni.
Kli¢eni semen je pro rostliny velmi kritickym bodem, ktery je nutné napldnovat na obdobi
nejptiznivéjSich podminek pro rist rostliny. Dulezit¢ adaptivni znaky u rostlin, jako je prave
dormance semen, jsou obvykle kvantitativné podminéné, tedy ovlivnény vétsim poctem gent a také
faktory prostfedi. V poslednich letech se pii zkoumani takovych znakti ukazal jako ptfinosny ptistup
asociac¢niho mapovani, ktery hleda souvislosti mezi genetickym markrem (resp. genem, sekvenci
DNA) a danym znakem.

Teoretickda Cast prace se zabyva obecnou charakterizaci dormance semen, popisem
jednotlivych typti dormance, strukturou a vyvojem semen a osemeni. Dalsi ¢ast je vénovana
riznym faktorim ovliviiujicim dormanci a kli¢eni, dale pak je popsana dormance semen z hlediska
adaptace a na zavér teoretické ¢asti je popsano asocia¢ni mapovani.

Prakticka ¢ast obsahuje fenotypovou charakterizaci vybranych vzorkd hrachu (Pisum sp.)
a tolice (Medicago truncatula), ktera zahrnuje pfedevsim testovani dormance/kliceni semen, dale
také mikroskopickou analyzu osemeni, méfeni tloustky osemeni ¢i métfeni obsahu pigmentt
(proanthokyanidinit). Dalsi ¢ast je vénovana sekvencnim analyzdm vybranych kandidatnich geni.
U hrachu se jednd o tii kandidatni geny: PsCam035877 kodujiciho bZIP transkripéni faktor,
PsCam048411 kodujiciho protein fosfatazu (protein phospatase 2C-like protein) a PsCam026975
kédujiciho O-glykosyl hydroldzu (O-glycosyl hydrolase family 17 protein), které byly vybrany
pomoci GWAS analyzy. Navic také je soucasti kandidatni gen PsCam036641, ktery koduje
polyfenol oxidasu (PPO) a byl vybran na zadklad¢ diferencialni exprese. U vSech téchto gent
nasleduje asocia¢ni analyza fenotypového projevu (dormance semen) a ziskanych genetickych dat.
V piipadé tolice (Medicago truncatula) se prace vénuje asocia¢ni analyze u dvou homolognich

gend MTR 62465430 a MTR _6g465420, které spolecné koduji CBF/DREBI transkripéni faktor.



SUMMARY

The work is focused on the dormancy of seeds, which largely influences the process
of germination. Seed germination is a very critical point for plants, and it is important to plan this
proces to the most favorable conditions for the plant growth. Important adaptive features in plants
such as seed dormancy are usually quantitative traits, that are influenced by multiple genes as well
as environmental factors. In recent years, there is great interest to use the association mapping
approach to dissect such traits, because it seeks for the link between some genetic marker (gene
or DNA sequence) and the trait of interest.

The theoretical part deals with general characterization of seed dormancy, description
of dormancy types, structure and development of seeds and seed coat. The next part is devoted
to various factors influencing dormancy and germination, then the dormancy of seeds is described
in terms of adaptation and the association mapping is described at the end of the theoretical part.

The practical part contains phenotypic characterization of selected samples of Pisum sp.
and Medicago truncatula, which includes mainly testing seed dormancy/germination, microscopic
analysis of the seed coat, measurement of seed coat thickness or pigment content
(proanthocyanidins). The next part is devoted to sequential analyzes of selected candidate genes.
There are three candidate genes for Pisum sp.: PsCam035877 encoding a bZIP transcription factor,
PsCam048411 encoding a protein phospatase 2C-like protein and PsCam026975 encoding
an O-lycosyl hydrolase (O-glycosyl hydrolase family 17 protein), these genes have been selected
by GWAS analysis. In addition, there is also candidate gene selected by differential expression
PsCam036641, which encodes polyphenol oxidase (PPO). All these genes are followed
by association analysis of phenotypic expression (seed dormancy) and genetic data. In the case
of Medicago truncatula, the work deals with the association analysis of the two homologous genes
MTR_69g465430 and MTR_6g465420, which encode CBF / DREB1 transcription factor.
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1 UVOD

Rostliny se v pribéhu miliont let evoluce dokazaly ptizpisobit mnohym rozdilnym
ptirodnim podminkdm pulsobicim na planet¢ Zemi. RozSifovani druhti do jinych mist a zmény
Klimatu nuti rostliny pfivyknout si na rozdilné pfirodni podminky, které tak vytvaieji selek¢ni
tlak na geny podminujici vyhodné reprodukéni znaky u rostlin. Dulezitou adaptacni reakci je
predevs§im spravné nacasovani kveteni, tedy pfechod z vegetativni do reproduktivni faze, do doby,
kdy jsou pro rostlinu optimalni podminky. Dal§im dilezitym adaptacnim mechanismem je
naplanovani kliceni semen, a tedy nacasovani pifechodu z embryonického do vegetativniho stavu
na obdobi nejptiznivéjsich podminek pro rist rostliny. Tento bod je velmi kriticky, a aby bylo
zabranéno kliceni v nespravny cas, vyvinula se u semen schopnost dormance.

Dormance je klidovy stav semene, kdy ackoli jsou okolni podminky pfiznivé, semeno
nevykli¢i. Pro uvolnéni tohoto klidového stavu je nutné, aby semeno proslo po urcitou dobu
specifickymi podminkami, které umozni, aby semeno vyklicilo. U druht kli¢icich na jafe je
napiiklad potiebné, aby semena pros§la dlouhym obdobim nizkych teplot a dostatecné vlhkosti,
které se objevuji béhem zimnich mésici.

Dormance je tedy dileZitym adaptaénim krokem, ktery umoznil vznik novych druhd rostlin
a jejich dalsi rozsifeni. Diive se ke studiu adaptacnich procesi vyuzivaly pouze studie
fenotypového projevu. Dnes je vSak jiz diky rozvoji molekularné-genetickych metod mozné
zkoumat dulezité adaptacni mechanismy, jako je dormance semen, na Grovni genomu. Pies velkou
dulezitost tohoto adapta¢niho znaku se vSak zda, ze s vyjimkou modelovych rostlin jako je
predev§im huseni¢ek (Arabidopsis thaliana), se jedna o jeden znejméné prostudovanych jeva
urostlin. Pravé diky studiu mutantnich linii huseni¢ku byla zjisténa piedevsim dulezita tloha
nékterych fytohormonu, jako je kyselina abscisova ¢i gibereliny, byla objevena souvislost mezi
pigmentaci semen a jejich dormanci a také byly identifikovany nékteré geny pomoci studia jejich
exprese. Naopak velmi malo je toho zjisténo napt. o regulaci vstupu vody do semen skrze osemeni.
Nejmoderné&jsi pristup, ktery je zaméfen pfedevS§im na genetickou podstatu dormance, zahrnuje
genomické a proteomické metody, kdy je ziskavano velké mnozstvi kandidatnich sekvenci, které je

potieba dale analyzovat.



2 CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

o literarni reSerSe na téma dormance semen v kontextu adaptace k podminkam prostredi

Prakticka ¢ast

e sekven¢ni analyzy kandidatnich genu identifikovanych pomoci GWAS analyzy na souboru
vybranych geograficky a bioklimaticky strukturovanych vzorki Pisum a Medicago
truncatula

e fenotypova charakterizace (mikroskopické analyza osemeni, testovani dormance/kli¢ivosti)

e asociacni analyza fenotypového projevu (dormance semen) a genetickych dat



3 LITERARNi PREHLED

3.1 Dormance semen

Dormance (z lat. dormans) je obecnym oznafenim pro jev, kdy v organismu dojde
k zastaveni nebo doCasnému omezeni fyziologickych déja. U rostlin se jedna o klidovy stav,
tykajici se Zivotaschopného semene, pupene nebo jinych rostlinnych &asti, ktery se projevuje
absenci rustu ¢i v pripad¢ semen absenci klieni, ackoli podminky okolniho prostedi jsou pro tyto
dgje priznivé. Dormance semen je dulezitou adaptacni reakci rostlin. Jedna se o kvantitativni znak,
na kterém se podili fada gent a je ovliviiovan mnohymi faktory prostiedi (Bradford et al., 2007).

Je zfejmé, Ze dormance semen je velmi vyhodnou vlastnosti rostlin a dilezitym adaptacnim
znakem, ktery dovoluje, aby semeno vyklicilo v nejvice vhodnou dobu pro nasledny riist a vyvoj
rostlin a umozni rostling, aby po fazi kveteni a dozrani semen zavrSila svij zivotni cyklus
(Bradford et al., 2007).

V prubéhu evoluce byly u rostlin vytvoreny mechanismy, které jsou schopné rozeznat
spravny moment pro vykliceni semen. Hlavnimi podminkami u vétSiny druhti jsou predevsim
teplota a vlhkost prostiedi. Rostliny vSak mohou byt adaptovany také na velmi specifické
podminky, jako je tomu napiiklad u akacii (Acacia sp.) v Australii, které jsou piizptsobeny
pravidelné se zde vyskytujicim pozarim a k prolomeni dormance je nutna vyssi teplota
a/nebo detekce kouie, resp. zplodin z pozaru (Sabiiti et Wein, 1987).

O tom, zda semeno vykli¢i, rozhoduje cely komplex interakci, které probihaji prevazné
mezi rostoucim embryem, ukrytym uvnitf semene, a prekazkami v podobé pletiv, které jej
obklopuji a chrani v dobé& neptiznivych podminek. Pravé z tohoto diivodu se pii dormanci semen
objevuje fada prechodnych stavli, zptisobenych tim, jak se rozdilnou mirou podili na dormanci
semen predev§im embryo a kryci vrstvy (osemeni). Vyznamné se mtize podilet taktéz endosperm,
ktery rovnéz obklopuje vyvijejici se embryo. U nékterych druhti semen, napiiklad vétSiny
bobovitych, v§ak endosperm v pribéhu vyvoje zanika (Koornneef et al., 2002).

Kvantitativni geneticky pfistup a studium mutanti umoziuje rozlisit jednotlivé interakce
a zaroven identifikovat difive neznamé latky, které se na dormanci a kli¢eni semen podili. Tyto
latky, mezi néz patii rizné metabolity, ale také proteiny obvykle s enzymatickou aktivitou, mohou
byt importovany z matetské rostliny pfi zrani semen nebo mohou byt produkovany samotnym
embryem, piikladem mohou byt nékteré rostlinné hormony jako je kyselina abscisova (ABA)

(Koornneef et al., 2002).



3.2 Typy dormance semen

Rozlisuji se dva zakladni typy dormance semen, a to primarni dormance neboli vrozena,
kdy jsou semena nekli¢iva ihned po dokonceni vyvoje na matefské rostlin€ a jejich uvolnéni
do okoli, jedna se tedy o souéast vyvojového programu Semen. V tuto chvili semena jesté nejsou
zcela zrald. K ukonceni takového typu dormance je tfeba vystavit semena po urCitou dobu
zvlastnim podminkam, které jsou potieba pro ptekonani dormance. Na rozdil od toho sekundarni
dormance vznika u, jiz kli¢icich, zralych semen lezicich v pidé jako reakce na urcité, vétSinou
nepiiznivé, podminky prostedi, které zabrani kliceni a v tomto stavu jsou semena udrzovana
az do té doby, dokud na né nepfestanou nepfiznivé vnéjsi podminky plsobit (Amen, 1968).

Také je tfeba rozliSovat, jiz dfive zminéné dva hlavni mechanismy zptisobujici dormanci,
tedy dormanci vyvolanou embryem (endogenni) nebo osemenim (exogenni dormance)
(Bradford et al., 2007).

Dale klasifika¢ni systém zahrnuje pét tfid dormance, a to dormanci fyziologickou
(physiological dormancy - PD), morfologickou (morphological dormancy - MD), morfo-
fyziologickou (morphophysiological dormancy - MPD), fyzickou (physical dormancy - PY)
a kombinovanou dormanci (PY + PD), ktera se nachazi u semen s fyzickou dormanci

(nepropustnych pro vodu) v kombinaci s fyziologickou dormanci (Baskin et Baskin, 2004).

3.2.1 Endogenni dormance

Pokud bychom chtéli pfifadit jednotlivé tfidy dormance k mechanismim, které jej
zpusobuji, pak mezi endogenni bude pattit fyziologickd dormance (PD), pfedstavena obvykle
néjakym metabolickym blokem, morfologicka dormance (MD), ktera je zptisobena nevyvinutym
embryem, které zatim neni schopné rustu a kombinace obou tzv. morfo-fyziologicka dormance
(MPD) (Baskin et Baskin, 2004; Finch-Savage et Leubner-Metzger, 2006).

Fyziologicky typ dormance (PD) je nejvice fylogeneticky rozsifenym typem dormance
semen, ktery lze najit unahosemennych, bazalnich krytosemennych az dvoude€loznych rostlin
(Baskin et Baskin, 2004). Tento typ dormance zahrnuje metabolismus kyseliny abscisové (ABA)
a giberelini (GA). T kdyz jsou molekularni mechanismy zatim ne zcela znamé, zda se, Ze jsou
spolecné pro vSechny rostliny. Dikazem muZze byt skutecnost, Ze geny, regulujici dormanci
prostfednictvim interakce s ABA, napif. DOG1 (Delay Of Germination 1) a MFT (Mother
of Flowering Time), maji homology napfi¢ vSemi studovanymi krytosemennymi rostlinami
(Ashikawa et al., 2010; Graeber et al., 2010).

Fytohormon ABA zptsobuje dormanci semen, zatimco gibereliny jsou davany do spojitosti
se zacatkem kliceni. V semenech jsou obvykle ptitomny oba tyto regulatory (GA i ABA) a to, zda
semeno zistane dormantni nebo zacne klicit, zavisi na vzdjemném koncentraénim poméru téchto

fytohormont (vice v kapitole Fytohormony a jejich funkce) (Baskin et Baskin, 2004).



Morfologicka dormance (MD) se nachazi u semen, které po opusténi matetské rostliny
nejsou jesté zcela zrala. Obsahuji embrya, ktera jsou nevyvinuta, nediferenciovana a potiebuji
uréity Cas na rust a ndsledné kliceni. Toto obdobi, pokud jsou podminky ptfiznivé, trva obvykle
pouze n¢kolik dnii.

Morfo-fyziologicka dormance (MPD) je kombinace ptedchozich dvou typt dormance
a Ize ji najit u semen, ktera maji nedostatecné vyvinuta embrya a zaroven také dormanci zpasobuji
jejich fyziologické podminky. Pro ukonceni tohoto typu dormance je nutna skarifikace semen
(naruSeni osemeni) nebo aplikace GA a také je potieba delsi doba pro vyvin (Baskin et Baskin,
2004).

3.2.2 Exogenni dormance

Mezi exogenni patii fyzicka dormance zahrnujici inhibici ptijmu vody a plynu ¢i filtraci
svétla, které prochazi k embryu. Lze sem zatadit mechanickou dormanci, kdy v ristu embrya brani
n¢jakd mechanicka piekazka v podobé krycich vrstev, které jej obklopuji. A mizeme hovorit také
0 chemické dormanci, kdy jsou embryu z osemeni dodavany inhibitory rustu.

Fyzicka dormance (PY) je davana do spojitosti s vyvojem vrstev palisadovych bunék
osemeni, které jsou nepropustné pro vodu, tzv. tvrdosemennost (Baskin et al., 2000). U fyzického
typu dormance (PY) je u semene potiebné, aby rostouci embryo piekonalo néjakou mechanickou
prekazku nebo aby tato mechanicka piekazka, zplsobena osemenim, byla n&jakym zptisobem
oslabena ¢i odstranéna. Typy a zpusoby odstranéni dormance se v tomto pfipadé déli na dva
mechanismy, a to v zavislosti na tom, zda jsou kryci vrstvy bunék Zivé nebo mrtvé. Zivé obalové
struktury obvykle samotné produkuji enzymy, které pletivo narusi, jedna se pfedev$im o vnitini
Casti osemeni Ci pfipadné endosperm. Mrtvé bunécné struktury musi pfed klicenim na urCitych
mistech prasknout ¢i byt roztrZzeny, ¢emuz mohou napomoci enzymy produkované endospermem
nebo rostoucim kofinkem embrya. Mezi tyto mrtvé bunécné struktury patii vnéjsi ¢asti osemeni
¢i perikarp (Finch-Savage et Leubner-Metzger, 2006).

Nepropustnost miize byt narusena také mechanickou cinnosti (napf. ru¢nim naruSenim
semennych obald, v pfirozenych podminkach naruseni pohybem v ptidé) nebo chemickou cestou
(napf. pusobenim koncentrovanych kyselin: HNOs, H.SO4 nebo v pfirodé to mize byt napt.
pruchodem travicim traktem zivocicht). Tento jev se oznacuje jako tzv. skarifikace. V piirodnich
podminkéch je toto naruseni pravdépodobné zplsobeno prostfednictvim zmén teploty a vlhkosti
okolni pudy nebo pusobenim hub a mikroorganismi. Tento typ fyzické dormance,
tzv. tvrdosemennost, je typickd predevS§im u vétSiny bobovitych rostlin (Smykal et al., 2014),
u mnohych druht kulturnich bobovitych rostlin byla odstranéna v procesu domestikace a zistava

tak pfitomna pouze u jejich planych piedkt (Hradilova et al., 2017, 2019; Smykal et al., 2018).



3.3 Struktura a vyvoj semene

U krytosemennych i nahosemennych rostlin se semeno vytvaii z vajicka (ovule), které
obsahuje ptredev8§im zarodeény vak - nucellus (megasporangium) a obalové vrstvy,
tzv. integumenty, z kterych se pozd&ji, po oplozeni, vyviji osemeni (Finch-Savage et Leubner-
Metzger, 2006; Linkies et al., 2010). U krytosemennych rostlin hovotime o tzv. dvojitém oplozeni
(Nawaschin, 1898). Jedna se o komplexni mechanismus, ktery zahrnuje dvé spermatické buiiky
obsazené v pylové lacce kliciciho pylového zrna, vaje¢nou buinku a jadro zarodecného vaku.
Z oplozené vajecné buriky se pak stava embryo a z oplozeného jadra zarodeéného vaku se vyviji
endosperm — zivné pletivo, které chrani a vyZivuje embryo a zprostfedkovava komunikaci mezi
matetfskou rostlinou a vyvijejicim se embryem (Berger et al., 2006). Zasobni latkou ulozenou
v endospermu je u vétSiny rostlin §krob, popi. olej. U bobovitych rostlin je endosperm spotiebovan
pii vyvinu (zrani) semene, u zralého semene zasobni funkci ptebiraji vyvijejici se délohy embrya
a jako zasobni latky jsou vyuzivany proteiny, lipidy ¢i také Skrob (Baskin et al., 2014).

Osemeni (testa) se zacind vyvijet ihned po oplozeni a vzniku embrya, avsak jeho vyvoj
probiha nezavisle na vyvoji embrya ¢i endospermu (Chaudhury et al., 2001). Osemeni je
matetského piivodu a je slozeno znékolika vrstev specializovanych matefskych buné¢k, které
vytvari dilezity pfechod mezi embryem a vnéjSim prostiedim, a to béhem samotného procesu
embryogeneze, dale v obdobi dormance a také béhem kli¢eni semene (Skinner et al., 2004). Proces
diferenciace osemeni z obalovych vrstev vajicka zahrnuje aktivaci a koordinaci rozli¢nych
rozsahlych bunétnych zmén, které jsou zavrSeny buné¢nou smrti bunék nalezejicich k osemeni.
A ackoli jsou tyto specializované bunky ve fazi zralého semene vétSinou mrtvé, zajist'uji ochranu
embrya, zlepSuji dormanci, klieni a také pomahaji v rozSifovani semene (Gasser et al., 1998;
Skinner et al., 2004).

Pro $ifeni semen totiz neni rozhodujici pouze jejich velikost, ale také rtizné morfologické
adaptace semen a plodd, které umozni roz§itit semena rozli¢nymi pfirodnimi cestami. MiZou to byt
tak prachovita semena, ktera jsou roz§ifovana vétrem nebo plovouci semena, ktera jsou roznaSena
pomoci vody. Specialni piipad jsou vSak specifické struktury osemeni, které umozni rozsifovani
semen s pomoci zvifat. Semena tak mohou byt pfizptisobena pro rozptyleni za pomoci ptakd,

netopyru, hlodaven, vody, vétru, balistiky nebo jednoduché gravitace (Howe et Smallwood, 1982).

3.4 Vyvoj osemeni

Dobie prostudovany je vyvoj osemeni u modelové rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana). U této rostliny je vaji¢ko obaleno celkem péti vrstvami, avSak u jinych druhi rostlin se
pocet vajeCnych obali rizné 1isi. Vnéjsi vajeCny obal je dvouvrstvy, a to vcelé plose
od mikropylarniho otvoru az po chalazni konec. Vnitini obal je trojvrstvy, avSak prostfedni vrstva

se neobjevuje po celé délce semene, ale pouze ¢astecné (Schneitz et al., 1995).



Téchto pét vrstev je dobfe patrnych u nezralého vajicka, avSak po oplozeni se z vajeénych
obalovych vrstev stavaji obaly semene a neni je jiz mozné anatomicky rozlisit (Debeaujon et al.,
2000). Po oplozeni se osemeni zacina diferencovat primarné z bun€k vnitinich i vnéjSich obalt
vajicka, a to po dobu nékolika tydni (napt. u huseni¢ku dva az tfi tydny), kdy dochazi k déleni
bunck a také jejich expanzi. Nasledné se pak nékteré bunky diferencuji do specializovanych
bunéénych typti zahrnujicich endothelium, palisadové buiiky ¢i epidermis nebo tyto bunky
postupné degeneruji, jako je tomu napfiklad u dvou vnitinich vrstev (Beeckman et al., 2000).

Nejvnitingjsi vrstva zrajiciho semena (endothelium) produkuje proanthokynidiny (PA)
a jejich polymery, flavonoidni slouc¢eniny znamé také jako kondenzované taniny. Tyto slouéeniny
jsou nejdiive bezbarvé a kumuluji se ve vakuolach bunék. Pozdgji pii dozravani semene a jeho
vysychani se oxidaci méni na hnédé pigmenty, jsou ukladany spole¢né s dal§imi slouceninami
(pfedevsim oligosacharidy) do sekundarni bunééné stény, a nasledné pak urcuji vyslednou barvu
zralého semene (Debeaujon et al., 2003; Dixon et al., 2005).

Buiiky vnéjSich vrstev naopak hromadi amyloplasty obsahujici §kroby. Subepidermalni
vrstva vytvari tvrdou nepropustnou sténu na vnitfni strané bunék — palisddové bunky. Vngjsi
epidermdlni bunky Casto vytvaii velké mnozstvi slizu (pektinového charakteru) a ten pak plni
apoplasticky prostor v blizkosti radialnich a vnéjSich tangencidlnich bunéénych stén, ¢imz se
vytvoii kapsa ve tvaru koblihy mezi membranou a sténou bunék. Pozdéji se pod slizovou kapsou
syntetizuje tlusta bunécnd sténa bohata na celulézu podél vnéjsi tangencidlni a radialni strany
bunky, ta na zavér vyvoje semene Uplné vytésni cytoplasmu a vytvoii sloupek z celulozy
(columella) (Beeckman et al., 2000; Haughn et Chaudhury, 2005; Haughn et Western, 2012).

Na konci vyvoje semene builkky vSech vrstev osemeni vétSinou odumiraji. Struktura
epidermis zlstavd zachovana diky slizu a sloupku z celulozy a zbylé vrstvy jsou spojeny
dohromady. Pti dozravani pak jesté dochazi k iniku PA z endothelovych bun€k a tim je zajisténa
impregnace vnitinich buné¢nych vrstev (Haughn et Chaudhury, 2005).

U bobovitych rostlin je vyvoj osemeni dosti odli$ny. Vaji¢ko obsahuje pouze dva vaje¢né
obaly, z ¢ehoz vnitini obal béhem vyvoje osemeni mizi. Vné&jsi obal vytvaii specializovanou vrstvu
bune¢k, prodlouzenych sklereid, které k sob¢ tésné ptiléhaji. Tyto buniky jsou ¢asto ozna¢ovany jako
makrosklereidy ¢i palisadové bunky. Na povrchu téchto bunék se vytvari kutikula, ktera je
povazovana za hlavni vnéjsi bariéru nepropustnou pro vodu (Smykal et al., 2014). Tato kutilarni
vrstva se v8ak zda byt zasadni pro propustnost vody pouze V piipadé nedormantnich semen.
Pro dormantni semena se ukazala jako dilezita tzv. ,,svétla zona“ (light line - LL), nachazejici se
mezi celuléznimi Cepickami makrosklereid a subkutikularni voskovou vrstvou, ktera nejspise
predstavuje jakysi pfedél dvou prostfedi a prolomeni dormance u dormantnich semen hrachu tak
nejspiSe zavisi na slozeni subkutikularni voskové vrstvy a jejim pfipadném mechanickém

poskozeni (Janska et al., 2018).



Co se tyCe subepidermalni vrstvy bunék, ta se u luskovin pfeménuje na osteosklereidy
s velkymi mezibunéEnymi prostory. Vnitini ¢ast osemeni pak tvofi parenchymatické bunky, které
jsou napojené na vnitini prostor semene. Na povrchu jsou dulezitymi ¢astmi osemeni chalazni
oblast, kde je semeno napojeno na cévni svazky s matefskou rostlinou a jizvicka, tzv. hilum, ktera

zastava po odpojeni poutka (Smykal et al., 2014).

Obrazek ¢. 1: Pri¢ny fez osemenim hrachu (Pisum sp.), zvétSeni 200x (foto: autor).

3.4.1 Role osemeni v dormanci

Hlavni tlohou osemeni je pfedev§im ochrana semene pred vnéjsimi vlivy prostiedi, hraje
vSak také dualezitou roli v fizeni kliceni. Osemeni se zasadnim zptsobem podili na mife dormance,
a to prostiednictvim regulace propustnosti pro vodu nebo plyny, napf. pro kyslik nebo oxid
uhligity. Casto také kli¢eni brani vytvafenim mechanické prekazky, kterou nemtize kli¢ici kotinek
prekonat (Debeaujon et al. 2000). Dalsim nastrojem pro kontrolu kli¢eni osemenim mutize byt
zadrzovani inhibitort rdstu embrya uvnitf semene nebo samotné osemeni muze obsahovat
inhibitory ristu embrya (Kelly et al., 1992). Dilezitym faktorem, ktery hraje roli pii klieni Semen
neékterym druhd je také filtrace svétla, ktera miZze byt zplsobena praveé pigmenty a latkami
obsazenymi v osemeni (Bradford et al., 2007).

7da se, Ze mnoho z téchto mechanismti zpusobujicich dormanci ma souvislost s barvou
semen, ktera je dana mnozstvim fenolickych sloucenin pfitomnych v osemeni, piedevsim

flavonoidd. U bobovitych bylo zjisténo, Zze semena bezbarva bobtnaji rychleji, nez semena
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navic béhem bobtnani vice popraskaji, coz mize ovliviiovat jejich Zivotnost (Debeaujon et al.,
2000). Tato skute¢nost, kdy flavonoidy, zejména polymerované proantokyanidiny, zvysuji
nepropustnost osemeni a tim ovliviiuji dormanci semen je dobfe popsana pravé u rostlin z celedi
bobovitych (Wyatt et al., 1977; Legesse et Powell, 1996), jejichz semena se vyznacuji velkou
tvrdosti a také fyzickym typem dormance (Paulsen et al., 2013).

Naptiklad u semen, resp. osemeni hrachu (Pisum sp.), u kterého byl zjistén zvySeny obsah
fenolickych sloucenin a daleko vétsi enzymaticka aktivita katechol oxidazy u planych hracht
(P. elatius), nez tomu bylo u kulturni formy hracht (P. sativum), u kterych je propustnost osemeni
vétsi. Zda se tedy, Ze nepropustnost osemeni vyrazné koreluje s mnozstvim fenolickych latek
Vv osemeni a se stupném jejich oxidace (Marbach et Mayer, 1975; Werker et al., 1979). Zptsob,
jakym flavonoidy ovliviiuji dormanci semen, muze byt ten, Ze méni sloZeni osemeni a nasledné

jeho mechanickou odolnost (Debeaujon et al., 2000).

Obrazek €. 2: Pigmentace a povrch semen hrachu (Pisum sp.), zvétSeni 20x (Smykal P.).
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3.5 Faktory ovliviiujici dormanci a kliceni

z

Jak jiz bylo zminéno, dormance je kvantitativnim znakem, ktery je ve velké mife

ovlivitovan vnéj§imi faktory prostfedi. Mezi vnéjsi faktory zivotniho prostiedi ovlivitujici dormanci

a rovnéz kliceni patii pfedev$im dostupnost vody, ménici se teplota a svétlo, ale také naptiklad

doba, po kterou je zralé semeno uchovano v pudé ¢i dostupnost dusi¢nanti (Koornneef et al., 2002).

Nelze opomenout ani biotické faktory prostiedi, které taktéz ovliviiuji dormanci semen. Jedna se

predevsim o rozklad osemeni mikrobialnim pisobenim nebo aktivitou ptidnich hub. Také miZzou

byt semena vyznamné narusena pii pozieni a pruchodu zazivacim traktem nékterych zivocicht

(Fenner et Thompson, 2005).

Dilezitymi faktory regulujicimi dobu kli¢eni jsou vSak ptfedevS§im vnitfni mechanismy

a hormonalni signalizace uvniti semene, které odpovidaji za pfekonani dormance a nastartovani

kli¢eni a které jsou geneticky podminéné (Bradford et al., 2007).

Obrazek

¢. 3: Faktory ovliviiujici dormanci semen (pievzato z Bradford et al., 2007).
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Popis k obrazku €. 3: Faktory ovlivitujici dormanci semen, ABA — kyselina abscisova;

GAs — gibereliny; In — inhibitory rustu; Pfr — phytochromy, receptory cerveného svétla (ptevzato
z Bradford et al., 2007).
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3.5.1 Fytohormony a jejich funkce

Dulezité fytohormony, které se pfimo podili na pfechodu semen z dormantniho stavu
do faze kliceni, jsou kyselina abscisova (ABA) a gibereliny (GA). Pfedev§im studie provadéné
na mutantnich rostlinach huseni¢ku odhalily kli¢ovou roli ABA v dormanci semen a nezbytnou
ulohu GA pii kli¢eni (Debeaujon and Koornneef, 2000).

Studium ABA-deficientnich a ABA-responzivnich mutantnich rostlin  huseni¢ku
(A. thaliana) a ryze (Oryza sativa) podalo jasny dukaz o tom, ze se ABA vsemeni podili
na pripravé semene na klidovou fazi (uchovani zasob, tolerance k vysychani), brani pired¢asnému
kli¢eni a indukuje samotnou dormanci semen (Finkelstein et al., 2002). Hladina ABA v semeni
v brzkych fazich dozravani je nejdiive velmi nizka, avSak béhem vyvoje obsah ABA v semeni
stoupa a je nejvyssi v priibéhu tvorby zdsobnich latek. V téchto fazich vyvoje ziejmé zabraiuje
pfedcasnému kliceni semene na matetské rostliné. Poté opét mnozstvi ABA klesa pti dozravani
a umoznuje tak po ukonceni vyvoje semeni kli¢it (Berry et Bewley, 1992). Pro nastoleni nasledné
dormance semene po jeho dozrani, je nutné, aby samotné embryo zacalo syntetizovat endogenni
fytohormon ABA. V pfipadé exogenné dodavané ABA je vysledek pouze Caste¢ny ¢i doCasny
(Corbineau et al., 1991). Dilezitost fytohormonu ABA v dormanci semen je tedy nesporna a je
znamo, ze nejen pro nastoleni ale také pro zachovani dormance je nutna pfitomnost a zachovani
vysoké hladiny ABA v semeni (Bradford et al., 2007).

Naopak gibereliny se nejspise pifimo na regulaci dormance nepodileji, jsou vSak potiebné
pro zahajeni a spravny prabéh kliceni. Uloha obou fytohormondi je propojena a pracuji jako
antagonisté, protoze nizky stupenn dormance (a mensi hladina ABA) je doprovazen men$im
pozadavkem na obsah GA pro zahajeni klieni. A zase naopak pokud je v semeni v prib¢hu vyvoje
produkovano vétsi mnozstvi ABA, ke kliceni je pak zapotiebi také vétsiho mnozstvi GA. (Léon-
Kloosterziel et al., 1996).

GA se objevuje v semeni jiz pii jeho vyvoji a zrani a zda se, Ze celou dobu slouzi jako
antagonista ABA. Vétsina GA je vSak b&hem vyvoje deaktivovana napi. hydroxylaci a akumulace
jeho aktivni formy v pozdni fazi vyvoje by nejspiSe vedla k pted¢asnému kli¢eni. Aktivni GA se
tak zacina uvolfiovat az po nabobtnani semene (White et al., 2000). Znama je také souvislost GA
se svételnou signalizaci, kdy je biosyntéza GA aktivovana Cervenym svétlem skrze zvySenou
expresi genll pro GA biosyntézu (Toyomasu et al. 1994; Ogawa et al., 2003). Svétlo vsak reguluje
hladiny obou fytohormonii v semeni a podobna regulace se déje také napiiklad prostfednictvim
teploty prostiedi (Seo et al., 2008).

V signalizaci pro dormanci a kliceni jsou zapojeny také dalsi fytohormony, i kdyz jejich
role neni dosud vétSinou zcela jasna. Jednim znich je etylen, ktery ziejmé puisobi proti
fytohormonu ABA a je tedy zapojen v uvoliiovani dormance a nastartovani kli¢eni (Siriwitayawan

et al., 2003). Brassinosteroidy zase nejspiSe ptisobi synergisticky s GA (Bradford et al., 2007).
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3.5.2 Metabolismus lipidi

Je dulezité si uvédomit, Ze ukonceni dormance mohou ovliviiovat také nékteré déje uvnitt
semene, které zdanlivé s dormanci nemusi pfimo souviset. VSechna semena, krytosemennych
a také nahosemennych rostlin, v priibéhu svého vyvoje a zrani ukladaji zasoby bohaté na Ziviny,
které nasledn€ spotiebovavaji béhem kliceni. Téchto déji se mize ucastnit fada enzymi
nezbytnych pii kliceni, které mohou taktéz hrat roli v dormanci semen (Bradford et al., 2007).

Mnoho semen uklada zasobni latky v podobé mastnych kyselin jako triacylglyceroly
(TAG), které jsou nasledné spotfebovavany pii B-oxidaci v peroxizomech a poskytuji tak acetyl-
CoA potiebny pro respiraci, glyoxalatovy cyklus a glukoneogenezi. Bylo zjisténo, ze B-oxidace je
klic¢ovym dé&jem pii ukonceni dormance a navozeni kliceni. Jeji naruSeni muize vést k trvalé
dormanci semen, coz je piipad mutantnich rostlin pro COMATOSE pienase¢ (tzv. cts mutantu),
které maji mutovan gen pro tento pienasSe¢ mastnych kyselin a acetyl-CoA do peroxizomt, jenZ je
nezbytny pro proces 3-oxidace (Footitt et al., 2002).

Také naruseni genti zapojenych v glyoxalatovém cyklu a procesu glukoneogeneze mize
vést k naruseni mobilizace rezerv lipidii béhem kliceni olejnatych semen, kam se fadi napf. semena
Inu (Linum usitatissimum) ¢i soji (Glycine max) a plodin rodu Brassica jako je brukev fepka olejka
(Brassica napus). Podle vysledka studii na husenicku (Arabidopsis thaliana) predchazi mobilizaci
lipidovych zasob koordinovana regulace genové exprese a enzymovych aktivit acyl-CoA oxidasy
a 3-ketoacyl-CoA thiolasy v kroku p-oxidace, isocitrat lyasy a malat syntasy v prabéhu
glyoxalatového cyklu a fosfoenolpyruvat karboxykinasy pii glukoneogenezi (Rylott et al., 2001).

Spravna ¢innost téchto enzymt je tak esencialni pro kliceni.

3.6 Dormance z hlediska adaptace

Dormance se jako adaptivni znak zfejmé vyvinula jednou spole¢nou evolucni cestou a pozdégji
se rozriiznila do vét§siho mnozstvi riznych typu, a to naslednym piizptisobenim se k podminkam
daného prostiedi. Neni pravdépodobné, Ze vznikla vicero evolu¢nimi cestami, vzhledem k velké
podobnosti jednotlivych typi dormance (Finch-Savage et Leubner-Metzger, 2006).

O evoluci dormance se toho vsak stale pfili§ mnoho nevi, predevsim je nejasné, ktery z typt
dormance byl ten vychozi, z kterého se odvijely dalsi tfidy. A pfestoze byly navrzeny razné
mechanismy, stale neni zcela ziejmé, jakym zplsobem se jednotlivé typy vzajemné odvozuji.
Fylogeneticky nejrozsifenéj$im typem je fyziologicka dormance (PD), mohlo by se tedy jevit,
Ze bude také evoluéné nejstarsi (Baskin et Baskin, 2004). Pravdépodobné se ale jedna pouze
0 jakysi evoluéné dulezity uzel, ze kterého byly opakované odvozovany ostatni tfidy dormance.
Taktéz ztrata dormance se nejpravdépodobnéji odviji od fyziologické dormance (Willis et al.,

2014).
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Podle studie, ktera u semen méfila pomér velikosti embrya k celému semeni (tedy pomér E:S;
velikost embrya ku velikosti semene) a poté jej porovnavala u 179 charakteristickych skupin
rostlin, se zda, ze by ptivodnim typem mohla byt morfologicka dormance (MD). Pfedpoklada se
totiz, ze aby semeno mohlo vykli¢it, musi vyvinuté embryo zaplnit cely prostor semene (tedy
pomér E:S = 1). Pokud jej nezaplni, embryo jesté neni zcela vyvinuté, nemize tedy prorazit
osemeni a zacit klicit. V ramci této studie byl u vSech krytosemennych rostlin zji§tén zvySujici se
pomér E:S mezi bazalnimi taxony a fylogeneticky odvozenymi skupinami, coz podporuje
domnénku, Ze nevyvinuté embryo je primitivnim znakem u semennych rostlin. Dalo by se tedy fici,
ze morfologickd dormance (MD) zplisobend nevyvinutym embryem je pidvodnim znakem
a vSechny ostatni typy dormance a také stav, kdy u semene schopnost dormance chybi, od néj byly
odvozeny (Forbis et al., 2002).

Nicméné je tieba vzit v potaz, Ze u n€kterych taxonomickych skupin se vyskytuji velka semena
s fyziologickou dormanci (PD), kdy sice embryo zapliuje cely vnitini prostor Semene, avsak
metabolicky blok brani kliceni. Vzhledem k tomu se zda, Zze nejpravdépodobnéjsim vychozim
typem dormance u semennych rostlin je morfologicko-fyziologicky podminéna dormance (MPD)
(Baskin et Baskin, 2004). A podle nejnovéjsi fylogenetické studie zkoumajici vztahy mezi
jednotlivymi tfidami dormance na velkém souboru vzorkd zahrnujicich vice nez 14 000 druht, se
ukazalo, ze skutecné nejpravdépodobnéjSim vychozim ancestralnim typem dormance je morfo-
fyziologickd dormance (MPD), kdy fyziologicka regulace vnéjsimi podminkami prostfedi je mozna
stejné stara jako samotna semena rostlin (Willis et al., 2014).

Dormance z hlediska adaptace byva spojovana predevsim s geografickym rozmisténim rostlin
aménicimi se (sezébnnimi) podminkami pfirodniho prostiedi. Indukce dormance i prolomeni
dormance jsou totiz jako adaptivni znaky pod silnym selekénim tlakem, ktery zavisi
na geografickém umisténi rostlin a obdobi, kdy dojde k rozptyleni semen (Donohue et al., 2005).

OvSem dormance semen muze souviset také s jinym Spole¢nym adaptaénim znakem rostlin,
atou je velikost semen. Velka semena totiZ obvykle obsahuji dostatek zasobnich latek a jsou
schopné dat vznik vétsim, silngjsim kli¢nim rostlinam, které si povedou lépe i za nepftiznivych
podminek a nepotiebuji tedy indukovat dormanci, aby se témto podminkam vyhnuly. Naopak je
lepsi kofenovy systém a obranné latky proti Skidctim, vét$i biomasu nadzemnich ¢asti, popt. vice
kvéti a semen (Kitajima et Fenner, 2000; Brunner et al., 2015). Bylo zji§téno, ze semena, ktera
postradaji dormanci, jsou obvykle velka nebo se vyvinula v oblastech, kde se vyskytuji dlouha
obdobi klimatickych podminek vhodnych k rdstu, jako je tomu ¢asto v tropickych oblastech. Tento
stav, kdy semena postradaji dormanci, se zdd byt odvozeny z kteréhokoliv jiného typu dormance.
Jedna se vSak zfejmé o evoluéné efemérni stav, ktery muze rychle vymizet (Willis et al., 2014).
Je ¢asty u domestikovanych rostlin, kde je uméle udrzovan, u plan¢ rostoucich druhti ale muze

snadno dojit k navraceni dormance (Ellstrand et al., 2010).
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Oproti tomu stav dormance je evolu¢né stabilni u rostlin, které jsou typické pro mirny pas, kdy
ptezivaji v klimatu s ¢asto se ménicimi podminkami a jejich semena jsou obvykle malé velikosti.
Zda se tedy, ze dormance a velikost semen funguji jako alternativni adaptivni strategie u rostlin,
avSak v pfipad€ opravdu kratkych vegetac¢nich obdobi byvd mechanismus dormance zvyhodnén
bez ohledu na velikost danych semen (Rubio de Casas et al., 2017).

Velikost semen je ale kriticka z hlediska predace. Cim vé&tsi jsou semena, tim mensi pocet je
rostlina schopné produkovat a s vétsi velikosti stoupa riziko predace (Goméz et Husband, 2004).
Zatimco velka semena se snadno stanou potravou zvitat, mala a sucha semena je t€zké v ptidée najit.
A rozhodujici neni pouze velikost semen, ale také jejich tvrdost. Existuje pfedpoklad, ze fyzicka
dormance tvrdych semen, se mozna vyvinula jako adaptace pied predatory. V pokusu s poustnimi
kecky byla pouzita semena dvou druht rostlin z ¢eledi bobovitych s dimorfnimi semeny (tvrdé
amékké), a to trnovnik akat (Robinia pseudoacacia) a vikev seta (Vicia sativa). Zatimco latky
uvolnéné z nabobtnalych semen kitecky ptilakaly, semena tvrda nebo sucha mékka pohibena v padé

zUstala pied zvitaty skryta (Paulsen et al., 2013).

3.7 Asociacni mapovani

Vétsina dalezitych znak u rostlin, které urcuji schopnost preziti jednotlivych druhti a také
jejich zemédélsky vyznam, je kvantitativné podminéno. Podili se na nich fada genli a jsou
ovlivitovany faktory prostiedi (Yu et Buckler, 2006). V poslednich letech se pti zkoumani téchto
znakl ukazuje jako pfinosny piistup asociacniho mapovani. Asocia¢ni mapovani umoziuje
identifikovat kvantitativni znakové lokusy (QTL) zkoumanim souvislosti mezi genetickym
markrem (resp. genem, sekvenci DNA) a danym znakem. Na rozdil od S$iroce pouzivaného
mapovani vazby ma asociacni mapovani nesporné vyhody, které se tykaji vétSiho mapovaciho
rozliSeni diky mnohem vét§imu poctu rekombinaci, dale detekce vétsiho poctu alel a Gspory Casu
pii mapovani a aplikaci ve Slechtitelském programu (Flint-Garcia et al., 2003).

U rostlin je mapovani vazby obvykle provadéno na experimentalnich populacich, které
vznikly kifizenim dvou homozygotnich genotypd. Je tak mozné sledovat pouze rekombinace
vzniklé od zaloZeni mapovaci populace, a i vzdalené markery ziistavaji silné asociovany s danym
znakem. Asocia¢ni mapovani oproti tomu umoziuje sledovat vztah mezi funkénim polymorfismem
a prilehlymi molekularnimi markery na souboru genotypll sneznamym puvodem
(Stitch et Melchinger, 2010). Oba tyto pfistupy mapovani vazby a asociaéni mapovani vychazi
ze stejného principu, jsou zalozeny na vazebné nerovnovaze mezi molekularnim markrem

a funk¢nimi lokusy.
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3.7.1 Vazebna nerovnovaha (linkage disequilibrium, LD)

Vazebna nerovnovaha je termin pouZzivany pfredev§im v populacni genetice, ktery znaci
stupefi nendhodnych asociaci mezi alelami umisténymi v odlisnych lokusech. Obvykle je
ve vypocCtech znaCena pismenem D a kvantifikovana jako rozdil mezi pozorovanou frekvenci
haplotypu a oekavanou frekvenci pii rovnomérném rozdéleni alel (Lewontin, 1964). Matematicky
vyjadieno jako D = Pag — PaPg, kdy Pag znaci pozorovanou frekvenci alel A a B ve dvou lokusech,
zatimco Pa a Pg jsou vysledkem frekvenci ocekavanych pro alelu A a alelu B (Zhu et al., 2008).
Nejbéznéjsi metodami pro vypocet LD jsou pak absolutni hodnota D’ (Lewontin, 1964) a korela¢ni

koeficient r?> (Hill et Robertson, 1968). Absolutni hodnota D’ je vypocitdna jako podil D

amaximalni mozné hodnoty D, ktera je dana frekvenci alel ve dvou lokusech.
Tedy D'= | D | / Dmax. Pokud je D=1, je mezi dvéma lokusy uplna vazebna nerovnovaha.

Castgji je vsak LD popsana pomoci korelaéniho koeficientu 12 mezi dvéma lokusy, ktery
Iépe odrazi rekombinacéni a také muta¢ni historii mezi lokusy. Oba tyto vypocty vSak pocitaji pouze
s bialelickymi lokusy, pokud by se jednalo o multialelické lokusy je tfeba pouzit rozsifujici vypocty

(Soto-Cerda et Cloutier, 2012).

Obrazek ¢. 4: Principy vazebné nerovnovahy a asocia¢niho mapovani (prevzato ze Soto-

Cerda et Cloutier, 2012).

a Lokus 1 Lokus 2 b Lokus 1 Lokus 2
Jedinec 1 A G Jedinec 1 A G
Jedinec 2 A G Jedinec 2 A G
Jedinec 3 A G Jedinec 3 A G
Jedinec 4 T C Jedinec 4 T C (4
Jedinec 5 T C Jedinec 5 T C (-
Jedinec 6 T C Jedinec 6 T C (4

Nenahodna asociace mezi Lokusem 1
alokusem2,LDr?=1

Vyznamna asociace (kovariance) mezi Lokusem 1
a Lokusem 2 a fenotypovym projevem zbarveni semen

Popis k obrazku €. 4: a) Vazebna nerovnovaha b) Asociaéni mapovani (pfevzato ze Soto-Cerda

et Cloutier, 2012).
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3.7.2 Metody asociacniho mapovani

Podle rozsahu a zaméfeni jednotlivych védeckych studii je asocia¢ni mapovani rozdéleno
do dvou sirSich kategorii. Existuji tak studie asociaéniho mapovani kandidatnich genovych
sekvenci, které jsou zaméfeny na hledani vztahi mezi polymorfismem v danych kandidatnich
oblastech a jejich roli na fenotypovém projevu specifického znaku. A potom jsou zde studie
asociacniho mapovani celych genomti (Genome wide association mapping, GWAS), oznacované
jako tzv. ,skenovani genomi®, kdy je genetickd variabilita zkouména v rdmci celého genomu
ajsou hleddny asociace mezi polymorfismy a rozlicnymi komplexnimi  znaky
(Risch et Merikangas, 1996).

V piipadé asociaénich mapovacich studii kandidatnich gent je nutné znat lokaci a funkci
genll zapojenych do jednotlivych biochemickych nebo regulacnich drah podilejicich se na projevu
daného znaku. Proto se v dne$ni dob&, spolu smoznostmi snadného a pomérné levného
identifikovani stovek jedno-nukleotidovych polymorfism pomoci sekvenaénich a genotypovacich
technologii, stava stale pouzivangj$im asociaéni mapovani v ramci celych genomut (Zhu et al.,

2008).

3.7.3 Priklady asocia¢nich mapovacich studii u rostlin

Prvni asociaéni mapovaci studie u rostlin byly provedeny na ryzi (Oryza sativa) a kukufici
(Zea mays), kdy byla zjistovana asociace tehdy dostupnych markert v ramci celého genomu
s kvantitativnimi znaky u téchto rostlin (Bar-Hen et al., 1995; Virk et al., 1996). U kukufice
napiiklad asociaéni mapovaci studie objevila asociaci kandidatniho genu Y1 se zbarvenim
endospermu semen u inbrednich linii (Palaisa et al., 2003). Asocia¢ni mapovaci studie byly a jsou
provadény také na modelovém organismu husenic¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana), kdy se pomoci
téchto studii zkoumaji kvantitativni znaky zahrnujici naptiklad cas kveteni nebo rezistenci
k patogeniim (Aranzana et al., 2005). Prvni asociaéni mapovaci studie na kandidatnich sekvencich
u této rostliny odhalila spojitost DNA polymorfismu v lokusu D8 s c¢asem kveteni
(Thornsberry et al., 2001).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro fenotypovou analyzu a sekven¢ni analyzu vybranych kandidatnich gent
identifikovanych pomoci GWAS analyzy bylo vybrano celkem 48 vzorki hrachu (Pisum sp.), a to
na zaklad¢ jejich geografického a bioklimatického rozmisténi a taktéz podle jejich fylogenetické
ptibuznosti (Smykal et al., 2017; Trnény et al., 2018). Vzorky byly ziskany z nasledujicich
genovych bank: John Innes Centre (JIC, UK); The Centre for Genetic Resources (CGN,
The Netherlands); Nordic Gene Bank (Sweden); Cyprus Genebank, Leibniz Institute of Plant
Genetics and Crop Plant Research (IPK, Germany); United States Department of Agriculture
(USDA, USA); International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA,
Lebanon); Australian Grains Genebank (AGB, Australia); Vavilov Institute (VIR, Russia);
CzechNPC, CZ; Israel Plant Gene Bank (IGB, Israel) a P. Smykal, UPOL. Seznam vzorkl viz
Tabulka ¢. 1.

Pro fenotypovou analyzu a asocia¢ni mapovani u Medicago truncatula bylo vybrano
celkem 146 vzorkii. Cast vzorki byla ziskana z Narodniho institutu pro zemédélsky vyzkum INRA
v Montpellier ve Francii a ¢ast pochazela z USDA (United States Department of Agriculture)
v USA. Seznam vzorkt viz Tabulka ¢. 2.

Rostliny, ze kterych byl =ziskavan geneticky material a semena, byly péstovany
v pétilitrovych kvétinacich v substratovém mixu raselina-pisek v poméru 90:10 (Florcom Profi, BB
Com Ltd. CZ). Péstovani probihalo ve sklenicich v obodobi leden az kvéten v roce 2016 a 2017.
Pravideln¢ se stiidaly denni/no¢ni teploty v rozmezi 35—20 °C/15—12 °C. Rostliny byly péstovany
pii fotoperiodé minimalni délky dne 10 h az 14 h v arealu Univerzity Palackého v Olomouci,
s pouzitim dodate¢ného osvétleni pomoci sodikovych vybojek (Hortilux Schreder, Holland,
s vybojkou Sylvania Grolux 600 W). Po dozrani luskl, byly lusky se zralymi semeny sklizeny.
Predpoklada se, ze vzorky zjedné rostliny jsou geneticky uniformni, vzhledem ke skutecnosti,
Ze U hrachu dochazi do zna¢né miry k samoopyleni (Smykal et al., 2018) a rostliny dané linie
pochazely jiz po nékolik generaci z jednoho semene (Single seed descent). Po sklizeni byla semena
Z jednotlivych luskl vyloupana a usuSena pii pokojové teloté (22-24 °C). Usu$ena semena byla
skladovana v temnu v papirovych saccich rozdélenych a oznacenych dle genotypu. Test bobtnani

a kli¢eni semen byl proveden 1-2 mésice po sklizeni semen.
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Tabulka €. 1: Seznam vzorki Pisum sp.

Oznaceni vzorku Pavod Taxon Zdroj
JI11974 Etiopie Pisum abyssinicum JIC
1518915 Izrael Pisum elatius IGB

JI262 Turecko Pisum elatius JIC
P1343975 Turecko Pisum elatius USDA
P1560039 Izrael Pisum elatius USDA
PIS7475 Makedonie Pisum elatius IPK

JI241 Izrael Pisum elatius JIC

Hungary - Balaton Madarsko Pisum elatius P. Smykal, UPOL
P1S2850 Italie Pisum elatius IPK
1518908 Izrael Pisum elatius IGB
1G64350 Alzirsko Pisum elatius ICARDA
1G52517 Turecko Pisum elatius ICARDA

1G119794 Spanélsko Pisum elatius ICARDA
1G52520 Turecko Pisum elatius ICARDA
JI2546 Gruzie Pisum elatius JIC
JW1794 Izrael Pisum elatius JIC
1G108291 Tunisko Pisum elatius ICARDA

JI261 Turecko Pisum elatius JIC
P1344001 Turecko Pisum elatius USDA
P1344537 Italie Pisum elatius USDA
1G141436 Arménie Pisum elatius ICARDA

Elmali (PS028) Turecko Pisum elatius P. Smykal, UPOL
1G140562 Arménie Pisum elatius ICARDA
P1343994 Turecko Pisum elatius USDA

JI1030 Irdn Pisum elatius JIC

Jied Izrael Pisum elatius JIC
1G52595 Alzirsko Pisum sativum ICARDA

IPK468 Pakistan Pisum sativum IPK
CGN3277 Pakistan Pisum sativum CGN

JI86 Afghdanistan Pisum sativum JIC
ATC1044 Indie Pisum sativum AGB
P1347422 Indie Pisum sativum USDA
ATC6973 Cina Pisum sativum AGB
ATC7121 Cina Pisum sativum AGB
ATC7086 Cina Pisum sativum AGB
ATC7021 Cina Pisum sativum AGB

JI11086 Turecko Pisum sativum JIC
P1181958 Syrie Pisum sativum USDA
P1181799 Libanon Pisum sativum USDA

JI1071 Turecko Pisum sativum JIC
VIR2311 Gruzie Pisum sativum VIR
VIR1246 Tadzikistan Pisum sativum VIR
VIR1541 Rusko Pisum sativum VIR

JI1525 Recko Pisum sativum JIC

J11837 Spanélsko Pisum sativum JIC
ARI00260 Kypr Pisum sativum Cyprus Genebank
P1357292 Makedonie Pisum sativum USDA

JI92 Afghanistan Pisum sativum JIC
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Tabulka €. 2: Seznam vzorka Medicago truncatula.

Oznaceni vzorku Pavod Taxon Oznaceni vzorku Pavod Taxon
HMO001 Syrie Medicago truncatula HMO096 Francie Medicago truncatula
HM002 Kypr Medicago truncatula HMO097 Francie Medicago truncatula
HMO003 Spanélsko Medicago truncatula HMO098 Portugalsko Medicago truncatula
HM004 AlZirsko Medicago truncatula HMO099 Kypr Medicago truncatula
HM006 Francie Medicago truncatula HM103 Tunisko Medicago truncatula
HMO009 Recko Medicago truncatula HM104 Alzirsko Medicago truncatula
HMO010 Itélie Medicago truncatula HM105 Alzirsko Medicago truncatula
HMO011 Alzirsko Medicago truncatula HM106 Tunisko Medicago truncatula
HMO012 Maroko Medicago truncatula HM107 Alzirsko Medicago truncatula
HMO013 Francie Medicago truncatula HM108 Tunisko Medicago truncatula
HMO016 Francie Medicago truncatula HM109 Francie Medicago truncatula
HMO017 Maroko Medicago truncatula HM110 Lybie Medicago truncatula
HMO018 Maroko Medicago truncatula HM111 Itélie Medicago truncatula
HMO019 Maroko Medicago truncatula HM112 Kypr Medicago truncatula
HM021 Maroko Medicago truncatula HM115 Kypr Medicago truncatula
HM022 Tunisko Medicago truncatula HM116 Alzirsko Medicago truncatula
HM023 Tunisko Medicago truncatula HM118 Spanélsko Medicago truncatula
HM024 Tunisko Medicago truncatula HM120 Spanélsko Medicago truncatula
HM025 Tunisko Medicago truncatula HM123 Spanélsko Medicago truncatula
HM026 Francie Medicago truncatula HM129 Francie Medicago truncatula
HMO031 Spanélsko Medicago truncatula HM134 Recko Medicago truncatula
HM032 Francie Medicago truncatula HM135 Izrael Medicago truncatula
HMO033 Francie Medicago truncatula HM135 Izrael Medicago truncatula
HMO034 Francie Medicago truncatula HM141 Tunisko Medicago truncatula
HM036 Recko Medicago truncatula HM142 Lybie Medicago truncatula
HMO037 Recko Medicago truncatula HM145 Turecko Medicago truncatula
HM038 Portugalsko Medicago truncatula HM146 Lybie Medicago truncatula
HMO039 Izrael Medicago truncatula HM147 Lybie Medicago truncatula
HM040 Itélie Medicago truncatula HM150 Syrie Medicago truncatula
HM041 Lybie Medicago truncatula HM155 Maroko Medicago truncatula
HM042 Turecko Medicago truncatula HM173 Spanélsko Medicago truncatula
HM043 Tunisko Medicago truncatula HM174 Spanélsko Medicago truncatula
HM044 Jordansko Medicago truncatula HM175 Spanélsko Medicago truncatula
HMO046 Maroko Medicago truncatula HM176 Spanélsko Medicago truncatula
HMO047 Alzirsko Medicago truncatula HM177 Spanélsko Medicago truncatula
HM048 Alzirsko Medicago truncatula HM179 Spanélsko Medicago truncatula
HM049 Alzirsko Medicago truncatula HM181 Spanélsko Medicago truncatula
HMO050 Alzirsko Medicago truncatula HM185 Francie Medicago truncatula
HMO053 Alzirsko Medicago truncatula HM189 Portugalsko Medicago truncatula
HMO055 Alzirsko Medicago truncatula HM191 Portugalsko Medicago truncatula
HMO056 Spanélsko Medicago truncatula HM192 Tunisko Medicago truncatula
HMO058 Spanélsko Medicago truncatula HM194 Tunisko Medicago truncatula
HMO060 Francie Medicago truncatula HM197 Itélie Medicago truncatula
HM061 Recko Medicago truncatula HM199 Kypr Medicago truncatula
HM062 Recko Medicago truncatula HM212 Tunisko Medicago truncatula
HM063 Portugalsko Medicago truncatula HM251 Kypr Medicago truncatula
HM064 Portugalsko Medicago truncatula HM260 Maroko Medicago truncatula
HMO065 Portugalsko Medicago truncatula HM264 Itélie Medicago truncatula
HMO066 Izrael Medicago truncatula HM266 AlzZirsko Medicago truncatula
HMO067 Alzirsko Medicago truncatula HM267 Alzirsko Medicago truncatula
HM068 Portugalsko Medicago truncatula HM268 Alzirsko Medicago truncatula
HMO069 Tunisko Medicago truncatula HM271 Maroko Medicago truncatula
HMO070 Maroko Medicago truncatula HM273 Tunisko Medicago truncatula
HMO071 Maroko Medicago truncatula HM276 Alzirsko Medicago truncatula
HMO073 Tunisko Medicago truncatula HM277 Alzirsko Medicago truncatula
HMO074 AlZirsko Medicago truncatula HM279 Maroko Medicago truncatula
HMO076 Tunisko Medicago truncatula HM289 Recko Medicago truncatula
HMO079 AlZirsko Medicago truncatula HM291 Maroko Medicago truncatula
HMO080 AlZirsko Medicago truncatula HM292 Francie Medicago truncatula
HM081 AlZirsko Medicago truncatula HM294 Alzirsko Medicago truncatula
HM082 AlZirsko Medicago truncatula HM297 Alzirsko Medicago truncatula
HM083 AlZirsko Medicago truncatula HM298 Alzirsko Medicago truncatula
HMO084 Alzirsko Medicago truncatula HM299 Maroko Medicago truncatula
HMO085 Alzirsko Medicago truncatula HM301 Itélie Medicago truncatula
HMO086 Alzirsko Medicago truncatula HM303 Maroko Medicago truncatula
HMO087 Alzirsko Medicago truncatula HM304 Maroko Medicago truncatula
HMO089 Spanélsko Medicago truncatula HM305 Maroko Medicago truncatula
HM090 Spanélsko Medicago truncatula HM306 Portugalsko Medicago truncatula
HM091 Spanélsko Medicago truncatula HM308 Maroko Medicago truncatula
HM092 Spanélsko Medicago truncatula HM309 Maroko Medicago truncatula
HM093 Spanélsko Medicago truncatula HM310 Tunisko Medicago truncatula
HM094 Francie Medicago truncatula HM314 Recko Medicago truncatula
HMO095 Francie Medicago truncatula HM315 Francie Medicago truncatula
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4.2 PouZité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

Agardza (SERVA, Némecko, kat.c. 9012-36-6); Alkalicka fosfataza (1 U/ul, Thermo
Scientific, kat.¢. EN0362); Exonukleaza Exo 1 (4 U/uL, Thermo Scientific, kat.c. EN0581);
Destilovand voda; Fast AP/Fast Alkaline Phosphatase pufr (10x, Thermo Scientific, USA,
kat.¢. EF0654); RNaza A (Sigma-Aldrich, USA, kat.¢. R6148), Marker molekulové hmotnosti -
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (0,5 ug/pl, Thermo Scientific, USA, kat.¢. 10488058);
Barvivo SimplySafe™ (1 ml, EURX, kat.¢. E4600-01); Taq DNA polymeraza (5U/ul, MyTaq,
Bioline, UK, kat.¢. BIO-21105); Taq pufr (5x, MyTaq, Bioline, UK, kat.¢. BIO-37112); TBE pufr
(1x; Tris, kyselina borita a EDTA; Sigma-Aldrich, CR, kat.&. T4415); Procyanidin A2 (Sigma-
Aldrich, CZ, kat.¢. 41743-41-3); Aceton (VWR Chemicals, CZ, kat.¢. 67-64-1); Ethanol (VWR
Chemicals, CZ, kat.¢. 64-17-5); Ledova kyselina octovad (Lach-Ner, CZ, kat.c. 10047-A80);
Butanol (Lach-Ner, CZ, kat.¢. 20010-ATO0); Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, CZ, kat.¢.
10033-ATX); DMACA (Sigma-Aldrich, CZ, kat.¢. 6203-18-5); Kryo-gel (Cryomatrix Shandon,
Thermo Scientific, UK, kat.¢. 6769006); Sacharoza (Sigma-Aldrich, CZ, kat.¢. 57-50-1); Barvivo
Sudan Red 7B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, kat.¢. 6368-72-5); Barvivo Tuluidine Blue
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, kat.¢. 89640); Glycerol (Sigma-Aldrich, CZ, kat.¢. 56-81-5);
Zelatina (Lach-Ner, CZ, kat.é. 40174-AP0); Dodecylsulfat sodny SDS (Lach-Ner, CZ,
kat.¢. 40089-AP0); Fungicid obsahujici 10 g metaxylylu a 25 g fludioxonilu (Syngenta, Maxim XL
035 FS, kat.¢. A9638A).

4.2.2 Pouzité soupravy

e Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invisorb, Stratec, Némecko, kat.¢. 1037100200)
o PCR Amplification Kit with Takara Taqg (Takara Bio Europe, kat.¢. R011)
e BigDye Terminator kit (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. 4337455)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava
o Extrakéni ¢inidlo: Smichat 750 ml acetonu s 245 ml deionizované vody a 5 ml ledové
kyseliny octové, dikladné promichat.
e Ethanolicky roztok kyseliny chlorovodikové (ERK): Smichat 125 ml koncentrované

kyseliny chlorovodikové se 125 ml deionizované vody a 750 ml ethanolu ve sklenéné lahvi

(napt. Simax, 1 1), dikladné promichat.
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o 0,1% roztok 4-dimethylaminocinnamaldehydu, DMACA (RDMAC): Navazit ptesné
0,1 g DMAC do 100 ml odmérné bariky, pfidat 10 ml ERK, krouzenim promichat a doplnit
ERK po rysku.

e Butanol-kyselina chlorovodikova (BHC): Smicha se 950 ml n-butanolu s50 ml

koncentrované HCl (35% vodny roztok).

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zaiizeni

Homogenizator (FastPrep-24; MP Biomedicals); Nanodrop (NanoDrop 2000
Spectrophotometer, Thermo Scientific); Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf); Stolni
centrifuga (MCF 2360, BDL); Elektroforéza (Widi Mini Sub; Bio-Rad); Zdroj stejnosmérného
napéti (PowerPac Basic; Bio-Rad); UV transiluminator (FireReader Platinum HD7; Uvitec
Cambridge); Thermocycler (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research); Vaha (572; Kern);
Mrazici box (Sanyo-Ultra Low -86 °C); Tfmenovy mikrometr, rozsah méfeni 0 — 25 mm, piesnost
0,01 mm (31502101, Hommel Hercules Werkzeughandel), Lazen inkubaéni/dezaktiva¢ni (typ
1003, GFL), Lyofilizator (Heto PowerDry PL3000, Thermo Fisher Scientific); Vakuova vyvéva;
Kryotom (Thermo Shandon SME, Astmoor, UK); Mikroskop (Olympus BX 51, Olympus Corp.,
Tokyo, Japan), Digitalni kamera (Apogee U4000, Apogee Imaging Systems, Inc., Roseville, CA,
USA); Laboratorni inkubator (Laboratory Incubator ST4, BioTech, CZ).

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Izolace genomové DNA

Izolace genomové DNA byla provedena pomoci Invisorb Spin Plant Mini Kitu (Invisorb).
Tento komeréné vyrabény kit je vhodny pro izolaci bunééné DNA z rostlinného materialu. Funguje
na principu adsorpce DNA na silikat. Pouzity rostlinny material byl vSak nejprve homogenizovan
vV homogenizatoru FAST Prep (MP Biomedicals). Nasledny postup izolace se fidil navodem
od vyrobce.
Postup:
1. Homogenizovany material (drcené listy) vlozit do 1,5 ml mikrozkumavky typu Eppendorf.
2. Pro lyzi materialu ptidat 400 pl Lysis Buffer P + 20 pl Proteinase K.
3. Homogenizovat (FAST Prep, 2 min) a inkubovat 30 min pii 65 °C, ob¢as promichat.
4. Centrifugovat pii 14 000 rpm po dobu 15 min. Poté odebrat supernatant do nové 1,5 ml
mikrozkumavky typu Eppendorf.
5. Nasledn¢ pridat 10 ul RNAase A roztoku a ponechat pii pokojové teploté 10 az 15 min.
6. Ptidat 200 pl Binding Buffer P a kratce vortexovat.
7. Pote napipetovat nebo pielit do popsané Spin Filter kolonky a nechat stat 1 az 2 min.

8. Centrifugovat pii 12 000 rpm po dobu 1 min.
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9. Odstranit, co protece, vratit zp&t kolonku a napipetovat 550 ul Wash Buffer 1.

10. Centrifugovat pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

11. Odstranit, co protece, vratit zpét kolonku a napipetovat 550 ul Wash Buffer I1.

12. Centrifugovat pti 12 000 rpm po dobu 1 min.

13. Odstranit, co protece, vratit zpét kolonku a napipetovat 550 ul Wash Buffer I1.

14. Centrifugovat pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

15. Odstranit, co proteCe, vratit zpét kolonku a poté centrifugovat ,,nasucho“ pti 12 000 rpm
po dobu 2 min.

16. Pro eluci DNA pienést kolonku do Cisté mikrozkumavky a napipetovat 2krat po sobé 150 ul
predehtatého (65 °C) Elution Buffer D a inkubovat po dobu 3 min.

17. Nakonec centrifugovat pti 12 000 rpm po dobu 1 min. Izolovanou DNA uschovat pro pozd¢jsi
praci pii 4 °C nebo -20 °C.

4.4.1 Spektrofotometrické méreni DNA

Mgfeni Cistoty a koncentrace izolované DNA bylo provadéno spektrofotometricky
na piistroji NanoDrop (Thermo Scientific). Ptistroj proméfoval absorbanci v rozmezi 230 az 300
nm, piicemz pfi vinové délce 260 a 280 nm byly méfeny hodnoty vyjadiujici ¢istotu a koncentraci
DNA.

4.4.2 GWAS analyza pro vybér kandidatnich gent

V ramci diplomové prace byly zkoumany kandidatni geny identifikované pomoci GWAS
analyzy na souboru vybranych geograficky a bioklimaticky strukturovanych vzorkd Pisum
a Medicago truncatula. Genomicka DNA hrachu byla podrobena DArTseq™ analyze na Diversity
Arrays Technology Ltd. Canberra v Australii. Vysledkem sekvenovani 300—700 bp fragmenta
genomové DNA bylo nalezeni celkem 75 862 polymorfnich SNPs ve sledovaném souboru.

Pouzitim softwaru GAPIT byla provedena analyza dat ziskanych z DArTseq analyzy
(Diversity Arrays Technology Ltd. Canberra v Australii), kdy byly porovnavané plané (dormantni)
s primitivnimi kulturnimi (nedormantnimi) skupinami hracht, celkem 228 vzorki. Bylo
porovnavano vsech 75 862 DArTseq fragmentli a bylo ziskano 0,9; 2,19; 1,24 a 0,02 miliont

73R 1)

vysledkdi pro hodnotu -, 0, 1 a eventuadln¢ 2. Hodnota znamend, ze chybi data (22 %
z celkového objemu dat), “0” a “1” znaci alternativni sekvence (SNP polymorfismus) pro dany
fragment a hodnota ‘“2” znamena, Ze byly detekovany zarovenn hodnoty “0” a “1”, coz by
odpovidalo heterozygotnimu jedinci, ale 1ze spiSe predpokladat, ze tento vysledek znaci chybu
nebo paralogni sekvenci. VSech 75 862 DArTseq fragmentd bylo filtrovano podle podminky,

ze maximum chybéjicich dat pro vSechny vzorky, tzn. hodnoty “-” nebo “2”, je 20 %.
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Bylo tak ziskano 11 343 polymorfnich SNP vysoké kvality, které byly pfifazeny
k homolognim oblastem na genom fylogeneticky blizké tolice (Medicago truncatula), ve vysledku
celkem 2421 DArTseq sekvenci. Nasledné byla spocitana pravdépodobnost ziskanych hodnot
a predpokladanych hodnot, s hranici vyznamnosti 5x108. Timto zplisobem na zékladé P hodnot
byly ureny vyznamné oblasti (geny) asociované s dormanci, celkem 141 sekvenci, které se

nachdzely nad hranici vyznamnosti.

Obrazek €. 5: Vyznamné oblasti asociované s dormanci semen.
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4.4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) byly amplifikovany vzdy urcité useky
kandidatnich geni PsCam035877, PsCam048411, PsCam026975 a PsCam036641 (PPO), které
byly nasledné odeslany na sekvenaci. Primery pouzité na amplifikaci byly navrzeny pomoci

FAST PCR programu. Seznam pouzitych primert je uveden v nasledujici Tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3: Seznam pouzitych primeri.

Kandidatni Pouzity . Pouzity )
) Sekvence forward primeru § Sekvence reverse primeru
gen forward primer| reverse primer
PsCam035877- PsCam035877-
PsCam035877| aanzoz 5" TGGGTTGCGCGGCGTCGAAGCT-3" s 3:;729 5'-GCTTGGGAGAAGAAGCTCTACGA-3
PsCam048411G PsCam048411G
PsCam048411| ° ar:w 5'-GCTTTGTTGGAGAAGGTGACTCTT-3" s ag‘l o5 5'-TAGGTGAGTCATCAGTGCACATGA-3'
PsCam026975- | . Pscamozears-| . )
PsCam026975 1o |F-AGGGCTTGGTGTGAACTGEGGAACACAAG 3| " = = |5 CTTCTTCAGCGTCTTCTTCTATGCCCTC-3
PsCam036641 ; ; ; ,
(PPO) PPO-F847 5'-GTTGATGGTGATGCAAGTGACCTA-3 PPO-R1858 | 5-AAGATCGAATCACCATAAACGCA-3
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Samotnd PCR probihala enzymaticky pomoci termostabilni DNA Taq polymerazy
nebo v ptipadé dlouhych amplifikovanych useki pomoci TaKaRa Taq DNA polymerazy.
Reakce probihala v pfistroji zvaném thermocycler. Pfiprava PCR reakéni smési byla
ptizplisobena pouzitému typu DNA polymerazy. Pro piipravu reakéni smési s DNA Taq
polymerazou (BIOLINE/ TaKaRa) byly pouzity nasledujici slozky (mnozstvi jednotlivych

slozek uvedeno pro jednu PCR reakci):

Tabulka €. 4: Piiprava reakéni smési s DNA Taq polymerazou (BIOLINE).

Reakéni slozky Objem pro jednu reakci [pl]

MyTaq pufr 5x (BIOLINE) 3

Voda pro PCR 9,23
Smés primert
0,7
Forward + Reverse (5 pmol/ul)

Taq polymeraza (5U/ul; BIOLINE) 0,07
Celkovy objem 13

Vzorek - DNA templat (20-50 ng/pl) 2

Tabulka ¢. 5: Priprava reakéni smési s DNA Taq polymerazou (TaKaRa).

Reak¢ni slozky Objem pro jednu reakci [pl]

10X PCR Buffer (TaKaRa) 5

Smés nukleotidtt ANTP (10 nmol/pl) 2
Voda pro PCR 145

Smés primert
1
Forward + Reverse (5 pmol/pl)

Taq polymeraza (5U/ul; TaKaRa) 05
Celkovy objem 23

Vzorek - DNA templat (20-50 ng/ul) 2

Jednotlivé slozky PCR reakénich smési byly podle po¢tu vzorkti smichany v dostatecném
mnozstvi, dikladné zvortexovany a stoCeny na minicentrifuze. Nasledné byla PCR reakéni smés
rozpipetovana na desku pomoci davkovaci mikropipety, vzdy tak aby v kazdé mikrozkumavce bylo
mnozstvi reakénich slozek pro jednu reakci. Poté byly napipetovany jednotlivé vzorky.
Po napipetovani byla deska sto¢ena na minicentrifiize a vlozena do thermocycleru. Samotny prib¢h
PCR reakce byl slozen z péti kroki - preinkubace, denaturace, annealingu, elongace a finalni
extenze, délka a nastavena teplota Vv jednotlivych krocich se lisila podle typu pouzité DNA

polymerazy.
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Tabulka &. 6: Casovy a teplotni priitbéh PCR reakce s DNA Taq polymerazou (BIOLINE).

Krok Teplota (°C) Cas (min) | Podet cykli
Preinkubace 95 5 1
Denaturace 95 0,5

Annealing 55 1 35
Elongace 72 3
Finalni extenze 72 5 1

Tabulka &. 7: Casovy a teplotni priibéh PCR reakce s DNA Taq polymerazou (TaKaRa).

Krok Teplota (°C) Cas (min) | Po&et cykli
Preinkubace 95 5 1
Denaturace 98 05

Annealing 56 4 35
Elongace 68 3
FindIni extenze 72 5 1

4.4.4 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza byla pouzita pro ovéfovani vzniklyjch PCR  produktt
(amplifikovanych useki kandidatnich geni). Byla provadéna horizontalni gelova elektroforéza
na 1,5% agar6zovém gelu (SERVA). Pro pfipravu 80 ml 1,5% agarézového gelu bylo navazeno
1,3 g agarozy a piidan TBE pufr 80 ml. Smés byla zahfivana v mikrovinné troubé do tplného
rozpusténi agardzy, obvykle 2 az 3 minuty. Nasledn¢ se nechala smés ochladit asi na teplotu 50 °C,
bylo pfidano 1,5 pl barviva SimplySafe (EURX). Po naliti do pfipravené elektroforetické vany
(Bio-Rad) se gel nechal ztuhnout (cca 15 az 20 minut). Po ztuhnuti byly vyjmuty hiebinky a gel byl
vlozen do elektroforézy s 0,5x TBE pufrem. Nasledné byly do prvni jamky na gelu napipetovany
2 ul markeru molekulové hmotnosti (GeneRulerTM 100 bp Plus, Thermo Scientific). Do ostatnich
jamek byly postupné pipetovany ptipravené PCR produkti s nanasecim pufrem (5 ul PCR produkt
+ 2 ul nanaseci pufr). Elektroforeticka aparatura byla ptipojena ke zdroji napéti (cca 100 az 120 V)
a nasledna elektroforéza probihala cca 30 min. Po ukonceni elektroforézy byl gel zdokumentovan

na UV transluminatoru (FireReader; Uvitec Cambridge) pomoci programu UVITEC.

4.4.5 Sekvenovani

Pied odeslanim amplifikovanych usekti kandidatnich genti na sekvenovani byla
provedena tzv. purifikace PCR produkti. Jedna se o pie€isténi nukleovych kyselin
odveskerych nezadoucich latek. Je nutné odstranit nejriznéjsi kontaminanty, jako jsou rizné
soli, nebo nezadouci enzymy. PiedevS§im je potfeba eliminovat piebyte¢né primery, aby
nasledné sekvenovani probéhlo s pouze jednim vybranym primerem. Ptecisténi PCR produkta
muze byt provadéno pomoci komeréne dostupnych kit nebo také vytiznutim a vycisténi PCR

produktt z gelu.
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V nasem pfiipad¢é bylo pouzito enzymatické odstranéni piebyteCnych primerti pomoci
enzymatické reakce. Pii pripraveé purifikacni smési byla pouzita Exonukleaza I (Thermo
Scientific) a Alkalicka fosfatiza (Thermo Scientific). Purifikacni smés byla namichéna
z nasledujicich slozek podle Tabulky ¢. 8 (mnozstvi jednotlivych slozek uvedeno pro jednu
reakci):

Tabulka €. 8: Reak¢ni smés pro purifikaci DNA.

Reakéni slozky Objem [pl]

Pufr (10x) 110

Voda 380
Exonukleaza Exo 1 a4

(4 U/ul; Thermo Scientific)

Alkalicka fosfataza Fast AP 165
(1 U/ul; Thermo Scientific) ’
Rozpipetovano po 5
Produkt PCR 5

Reakéni smés byla rozpipetovana po 5 pl na desku a bylo ptidano vzdy 5 pl PCR produktii
(vzorki). Po sto¢eni desky na minicentrifiize nasledovalo vloZeni do thermocycleru, kde probihala
purifikacni reakce 15 min pti 37 °C a poté¢ 1 min pii 85 °C. Takto ptecisténé PCR produkty se
odesilaly na sekvenovani.

Deska uréend k odeslani na sekvenaci byla pfipravena vzdy tak, ze bylo do jamek
napipetovano 5 ul PCR produkti s 5 ul sekvenaéniho primeru (5 pmol/ul). Vzorky byly poté
odesilany na sekvenacni analyzu pomoci BigDye Terminator kit (Thermo Fisher Scientific)

do Laboratofe sekvenace DNA, PiF UK Praha nebo Macrogen, Amsterodam, Nizozemi.

4.4.6 Spektrofotometricka analyza rozpustnych proanthokyanidini
v osemeni

Pii analyze rozpustnych proanthokyanidind v osemeni hrachu bylo potfeba nejprve
piipravit osemeni oloupanim vzorkid semen a poté jej vysusit lyofilizaci. Z vysusenych vzorkl bylo
navazeno a odebrano vzdy 5 mg do Cisté mikrozkumavky a vzorky byly poté rozemlety na prasek
pomoci homogenizatoru. Samotna extrakce probihala pfidavkem 2 ml extrakéniho ¢inidla (aceton +
deionizovana voda + ledova kyselina octova). Nasledovalo promichani na tiepacce (30 s, Vortex)
a vzorky byly poté vlozeny do ultrazvukové vany, kde probihala sonifikace 1 hodinu pfi laboratorni
teploté. Zaroven byl zpracovavan taktéz slepy vzorek (extrakeni €inidlo). Po ukonceni sonifikace se
vzorky nechaly centrifugovat.

Pro spektrofotometrické meéteni bylo nutné pfipravit si roztok standardu a kalibra¢nich
bodi. Do 10 ml odmérné bainky bylo navazeno 1 mg standardu procyanidinu A2 a doplnéno

ethanolem po rysku. Nasledné byl roztok dikladné promichan. Timto zplisobem byl pfipraven
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roztok o koncentraci 100 mg/l. Tento roztok se dale fedil do 10 ml odmérnych banék vzdy 10x,
¢imz byly piipraveny kalibraéni body o koncentraci 10, 1 a 0,1 mg/I.

Samotnému méfeni predchazela piiprava barevného derivatu. Do 2 ml mikrozkumavek
bylo napipetovano 0,5 ml kazdého extraktu vzorku, do dal$i zkumavky slepy vzorek a do dalsich
0,5 ml kazdého kalibra¢niho roztoku. Nasledné se do kazdé zkumavky ptidalo 1,5 ml roztoku
RDMAC, zkumavky byly uzavieny a promichany. Vzniklé zbarveni se méfilo spektrofotometricky
po 10 a 25 minutach pii vinové délce 640 nm. Do Excelu byla poté vypsana absorbance kazdého
kalibraéniho roztoku a naméfenych vzorki. Od vSech hodnot absorbanci se odecetla absorbance
slepého vzorku (vypocitani korigované absorbance). Z koncentrace a korigované absorbance
kalibracnich bodti se nasledné¢ zkonstruovala kalibra¢ni pifimka a vypocitala regresni rovnice
(kalibra¢ni zavislost v jednotkach mg/l). Zregresni rovnice byla vypocitana koncentrace
proanthokyanidind v mg/l. Poté bylo potieba trojclenkou ptepocitat koncentraci na hmotnost
proanthokyanidind v celém extraktu. Tato hmotnost se nasledné vyd¢lila navazenym mnozstvim
vzorku v gramech a byl ziskan vysledek mnoZstvi rozpustnych proanthokyanidini v mg na g

osemeni.

4.4.7 Spektrofotometricka analyza nerozpustnych proanthokyanidint
v osemeni

Pfi analyze nerozpustnych proanthokyanidinii v osemeni se pouzil nerozpustny zbytek
po extrakci vzorkd pro analyzu rozpustnych proanthokyanidint. Tyto nerozpustné ¢asti vzorka se
ptimo v plastové zkumavce nechaly lyofilizovat pies noc. K lyofilizovanym vzorkiim bylo poté
pfidano 5 ml ¢inidlo Butanol-kyselina chlorovodikova (BHC). Vznikla smés se poté nechala
sonifikovat 1 hodinu v ultrazvukové lazni.

Nasledné se zkumavky se smési nechaly centrifugovat (2500 g /10 min) a poté doslo

k proméfeni absorbance supernatantu pii 550 nm (odebrany vzdy cca 3 ml). Zméiené roztoky se po
prométeni absorbance vratily zpét do plastovych zkumavek. Soucasné byly prométeny absorbance
slepého vzorku (BHC ¢inidlo) a kalibracnich roztokll procyanidinu A2, které byly pfipraveny
obdobnym zptisobem jako tomu bylo u analyzy rozpustnych proanthokyanidint.
Pii ptipravé kalibraénich bodi bylo do 10 ml odmérné banky navazeno 1 mg standardu
procyanidinu A2 a doplnén BHC ¢inidlem po rysku. Nasledné byl roztok dikladné promichan.
Timto zpisobem byl pfipraven roztok o koncentraci 100 mg/l. Tento roztok se dale fedil do 10 ml
odmérnych banék vzdy 10x, ¢imz byly pfipraveny kalibraéni body o koncentraci 10, 1 a 0,1 mg/I.
Takto pfipravené kalibracni roztoky se dale zpracovavaly spolu s analyzovanymi vzorky.

Supernatant se vzorkll byl poté pfeveden do cca 10 ml vialek z tlustého skla, které byly
dobfe uzavieny uzavérem s tésnicim septem. Uzaviené vialky se supernantantem (v¢. vialek se
slepym vzorkem a kalibra¢nimi standardy) byly poté vlozeny do vodni lazné vyhiaté na 100°C.

Takto byly vzorky vateny piesné 1 hodinu. Poté se nechaly zchladit na laboratorni teplotu a znovu
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byla proméfena absorbance vSech vzorkd, véetné slepého vzorku a kalibra¢nich roztokd.
Néaslednym odectenim absorbanci namétenych za studena od absorbanci naméfenych po zahtivani
byly ziskany korigované hodnoty absorbanci. Do Excelu byly vypsany korigované absorbance
kazdého kalibra¢niho roztoku a vzorki. Z koncentrace a korigované absorbance kalibra¢nich boda
byla zkonstruovana kalibraéni pfimka a vypoditana regresni rovnice (kalibra¢ni zavislost
Vv jednotkach mg/l). Z regresni rovnice byla nasledné vypocitana koncentrace nerozpustnych
kondenzovanych proanthokyanidinit v mg/l. Troj¢lenkou bylo mozné prepocitat koncentraci
na hmotnost proanthokyanidinii v celkovém objemu. Tato hmotnost byla vydélena navazenym
mnozstvim vzorku v gramech a tim byl =ziskan vysledek mnozstvi nerozpustnych

proanthokyanidind v mg na g osemeni.

4.4.8 Méreni tloustky osemeni pomoci mikrometru

Ziskané osemeni oloupané ze semen hrachu bylo proméfovano pomoci timenového
mikrometru (Hommel Hercules Werkzeughandel, HM 0-25). Byly provedeny vzdy tfi méfeni
tloustky osemeni u jednoho vzorku a nasledné byl vypoéitan prumér. V dal§im roce bylo celé
méteni zopakovano a vysledek z t€chto dvou méfeni byl zprimérovan. Nasledné byla provedena

statisticka analyza zavislosti tloustky osemeni na dormanci semen.

4.4.9 Mikroskopicka analyza rezli osemenim

Mikroskopicka analyza osemeni byla provadéna na pti¢nych fezech osemeni pfipravenych
pomoci kryomikrotomu (Shandon SME, Astmoor, UK), ktery se pouziva k pfipravé velmi tenkych
fezii tkani a pletiv v zamraZzeném stavu. Piiprava i mikroskopicka analyza fezii byla provadéna
Vv laboratofi RNDr. AleSe Soukupa PhD. na Katedie experimentalni biologie rostlin, Univerzity
Karlovy v Praze. Rostlinné vzorky urené k fezani byly fixovany (v roztoku 4 % formaldehydu
s fosfatovym pufrem). Samotna piiprava vzorkd pro fezani na kryomikrotomu pak zahrnovala
vyfezani malé ¢asti vzorku (pozadovanou oblast), nasyceni roztokem 2% sacharozy (2 ml, 5 min),
infiltraci vakuem a ptidani asi 0,5 ml kryogelu (Cryomatrix Shandon, Astmoor, UK). VVzorky se
nechaly nasytit kryogelem pies noc. Nasledovalo namontovani nasycenych vzorku do kryogelu
na kovovou desticku a zmrazeni az na -20°C. Zmrazeného blocky byly pfipevnény
do kryomikrotomu a nasledné byly provadény piicné fezy 20 um, které byly chytany na sklicka
potazend zelatinou (Lach-Ner). Takto pfipravené fezy se dale barvily, a to barvivy Sudan Red
(koncentrace 0,01 %, Sigma—Aldrich) a Toluidine Blue (koncentrace 0, 05 %, Sigma—Aldrich).
Barvivo Sudan Red se nechalo pusobit 1 hodinu, poté byly vzorky omyty 1% roztokem SDS
a nasledn€¢ vodou. Obarvené vzorky byly uzavieny krycim sklickem do 65% glycerolu. Pii pouziti
Toluidine Blue bylo barveni provadéno 2,5 minuty, nasledné byly vzorky omyty vodou a uzavieny
krycim sklickem do vody. Obarvené piicné fezy osemenim byly analyzovany za pomoci svételné

mikroskopie. Obvykle se pouzivalo celkové zvétseni 200x nebo 400x, ziidka také 600x.
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4.4.10 Testovani dormance/Kli¢ivosti

Pro testovani dormance semen bylo sledovano jejich bobtnani a kliceni béhem rtznych
teplotnich rezimti. Na 90 mm Petriho misky s navlhé¢enym filtra¢nim papirem (Whatman, Grade 1)
bylo vyskladano vzdy 25 semen od jednoho genotypu hrachu (Pisum sativum subsp. elatius a P. s.
subsp. sativum), popf. 50 semen u tolice (Medicago truncatula), byl ptidan fungicid (1 ml na 11
vody, Maxim XL 035 FS) pro zamezeni rustu plisni a Petriho misky se semeny byly vlozZeny
do laboratorniho inkubatoru kontrolujiciho teplotu. Semena byla sledovana denné v oscilujicim
teplotni rezimu 25/15 °C a 35/15 °C (14/10 h) po dobu 28 dni pro hrach (Pisum sp.), Vv pfipadé
Medicago se jednalo o tii teplotni rezimy 35/15 °C, 25/15 °C a konstantnich 7 °C a semena byla
sledovana po dobu az 88 dni vzhledem k pomalému kliceni semen vojtésky (Medicago truncatula),
které také dosahuje mensich procentickych hodnot, neZ je tomu u hrachu (Bolingue et al., 2010).
Byl zapisovan pocet nabobtnalych (viditelné zvétSeni) a klicicich (s kofinkem prorazejicim
osemeni) semen. V praci bylo pouzito procentické hodnoty bobtnani/kli¢eni v koncovém bod¢ 28
resp. 88 dni.

Celkovy pocet nabobtnalych a vykli¢enych semen hrachu (Pisum sp.) za cely ¢as testovani
byl procenticky vyjadfen pro oba teplotni rezimy, tato hodnota v teplotnim rezimu 25/15 °C byla
poté dale pouzivana jako mira kli¢ivosti jednotlivych vzorkd, tzv. celkové kli¢eni. Vzorky byly
také rozdéleny do kategorii D znacici dormanci semen, v ptipad¢, ze celkové kliceni bylo nizsi nez
50 %, a N pro semena bez dormance, u kterych mira celkového kli¢eni piesahovala 80 %. Kromé
téchto kategorii byla u semen vykazujicich dormanci zavedena také kategorie R, ktera znaci
responzivitu ke zvyseni teploty a byla do ni zafezena semena, ktera v teplotnim rezimu 35/15 °C
vykazovala zvyseni kli¢ivosti o 10 % a vice.

V piipadé vojtésky (Medicago truncatula) bylo celkové kliceni pro vSechny tii teplotni
rezimy taktéz procenticky vyjadfeno a vzorky byly dle kliceni klastrovany do péti, resp. Sesti
skupin dle dormance: skupina | - dormantni (bez odezvy); skupina II a III - stfedné responzivni
na meénici se teploty; skupina IV a V — velmi responzivni a skupina VI — vysoce responzivni.

S timto rozdélenim do skupin se dale pracovalo pfi asociaénim mapovani.
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4.5 PouZity software

Software GAPIT (Genome Association and Prediction Integrated Tool 3.0, Zhiwu Zhang
Laboratory)

Software GAPIT slouzi pro GWAS analyzu a genomickou predikci, vcetné
komprimovaného smiSeného linearniho modelu (CMLM). Tento software byl pouzit k porovnani
dat ziskanych z DARTseq analyzy, kdy byly porovnavany plané (dormantni) s primitivni kulturni
(nedormantni) skupinami hrachtd s cilem objevit oblasti asociované s dormanci. Software GAPIT

byl pouzit ve spolupraci s Ing. Oldfichem Trnénym. (http://www.zzlab.net/GAPIT/)

FastPCR
Program FastPCR (http://primerdigital.com/fastpcr.html) byl pouzit pro navrhovani PCR

primera pouzitych na amplifikaci kandidatnich geni.

Program Genious (verze 7.1.9)
Pro editaci, vizualizaci DNA sekvenci a roztiidéni sekvenci do kategorii podle dormance
byl pouzit program Genious (verze 7.1.9, Biomatters). Pfedev§im byla pouzita funkce

,~multiple alignment a translace sekvenci do proteinu.

Program MEGA 7
Program MEGA 7 (http://www.megasoftware.net) byl pouzit pro analyzu pfirozené selekce

kodon po kodonu metodou nejvétsi pravdépodobnosti ,,Maximum Likelihood Tree* (Kumar et al.,
2016).

Program PAST 3.21

Program PAST 3.21 (https://www.softpedia.com) byl pouzit pro klastrovou analyzu

vzorku, ktera byla provedena ve spolupraci s RNDr. Martinem Duchoslavem, Ph. D.
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5 VYSLEDKY

5.1 Fenotypova charakterizace u hrachu (Pisum sp.)

Vzhledem ke skuteCnosti, ze stav dormance semen je oznacovan jako absence kliceni, je
pfi zjistovani dormance semen nezbytné méfit jejich kli¢eni. Pti testovani dormance semen hrachu
(Pisum sativum subsp. elatius a P. s. subsp. sativum) bylo denné sledovano bobtnani a kli¢eni
semen v oscilujicim teplotni rezimu 25/15 °C a 35/15 °C (14/10 h) po dobu 3 az 4 tydnd, a byla
ziskana data pro celkem 97 vzorki. Ze ziskanych dat byla vybrana data pouze pro 48 vzorku
hrachu (Pisum sp.) pouzitych v této diplomové praci, se kterymi se dale pracovalo. Vzorky byly
rozdeleny do kategorii dormance dle odezvy v 25 °C. Ukazalo se, ze celkem 21 vzorkl vykazuje
dormanci semen (celkové kliceni bylo nizsi nez 50 %) a 27 vzorki je bez dormance (celkové
kliceni bylo vyssi nez 80 %) semen, tedy cely soubor vzorkl je rozdélen na dvé velké casti 21
dormantni vzorkd hrachu ku 27 nedormantnim vzorkim hrachu (Tabulky ¢. 9, 10). Hrachy
vykazujici dormanci byly dale rozdéleny do dvou kategorii dle odezvy k zvySeni teploty (35-
25 °C). Semena kategorie R (responsive) vykazuji odezvu na zvyseni teploty, do této kategorie byla

fezena semena, ktera v teplotnim rezimu 35/15 °C vykazovala zvySeni kli¢ivosti o 10 % a vice.

Tabulka ¢. 9: Fenotypova analyza Pisum sp., vzorky vykazujici dormanci semen (celkem 21).

Celkové kliceni Kategorie dle kliceni Celkové kliceni Kategorie dle odezvy

AT ve 25°C/ 28d [%] v 25°C ve 35°C/ 28d [%] |k zvy3eni teploty (35°C-25°C)

1S18915

11262
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1518908
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J164
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P1344537
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P1343975 48,00
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Tabulka ¢. 10: Fenotypova analyza Pisum sp., vzorky bez dormance semen (celkem 27).

L. Celkové kliceni Kategorie dle kliceni Celkové kliceni Kategorie dle odezvy
Oznaceni vzorku I
ve 25°C/ 28d [%] v 25°C ve 35°C/ 28d [%] |k zvy3eni teploty (35°C-25°C)
1 IPK468 N N
2 CGN3277 N N
3 JI86 N N
4 JI1030 N N
5 ATC1044 N N
6 PI347422 N N
7 ATC6973 N N
8 ATC7121 N N
9 ATC7086 N N
10 ATC7021 N N
11 J11086 N N
12 P1181958 N N
13 PI181799 N N
14 JI1071 N N
15 VIR2311 N N
16 VIR1246 N N
17 VIR1541 N N
18 JI1525 N N
19 JI1837 N N
20 JI1974 N N
21 AR00260 N N
22 PI357292 N N
23 JI192 N N
24 1G52520 N N
25 JI2546 N N
26 1G52595 N N
27 JI241 N N

Na zéklad¢ celkového kliceni v 25 °C po 28 dnech testovani byla semena rozdélena
do skupin dle dormance. Jedna se o klastrovou analyzu pomoci Eukleidovych vzdalenosti, ktera
byla provedena ve spolupraci s RNDr. Martinem Duchoslavem, Ph. D. v programu PAST 3.21.
Pro prehlednost nebyl pouzit cely soubor vzorki, ale bylo pouzito pouze 16 vzorki z Kategorie

dormance N a 16 vzorku z kategorie dormance D (Obrazek €. 6).
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Obrazek ¢. 6: Klastrova analyza vzorki hrachu dle celkového klic¢eni.

Distance
S & B
(=) Ln (=) Ln (=] Ln (=) Ln
L L L L L L L L

1652518
CGM3ZTT
ATCRET3
ATCT121
ATCTOEE
1652520
1156

9z N
J11084
1652555
J12546
IPK4E2
ATC1044
P[347422

16140562
PI343975 D
| |

J11075

PIS60059 N
PI344537
PIS7475
16108281
1664350
1518915
262
PI343994
PI344011 D
PIS2850
PI344001
16141436
J11794

Jlad
J1261

T

Popis k obrazku ¢ 6: Pismeno D znali vzorky sdormanci semen, pismeno N vzorky

bez dormance semen.
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5.1.1 Méreni tloustky osemeni a mnozstvi pigmenti v osemeni hrachu

Megfteni tloustky osemeni ze semen hrachu bylo proméfovano pomoci tfmenového
mikrometru (Hommel Hercules Werkzeughandel, HM 0—25, rozsah 0—25 mm, pifesnost méfeni
0,01 mm). Bylo provedeno na vzorcich semen sklizenych v letech 2017-18 a ze ziskanych dat byl
vypoéitan pramér. Pomoci statistické analyzy zavislosti tloustky osemeni na dormanci semen bylo
zjisténo, ze existuje asociace mezi tloustkou osemeni a dormanci semen. U semen s dormanci
vykazovala ziskana data vys$$i hodnoty, jejich osemeni tedy mélo vétsi tloustku, nez tomu bylo
u semen bez dormance (Hradilova et al., 2019). Namétené tloustky osemeni pro vzorky pouzité

Vv této diplomové praci jsou patrné v nasledujici tabulce (Tabulka ¢. 11).

Tabulka €. 11: Tloust’ka osemeni u hrachu (Pisum sp).

. . |celkové kliceni . .. . |Kategorie dle odezvy
Oznaceni o Kategorie dle kliceni e s v ,
vzorku ve 25°C/ 28d v 25°C k zvySeni teploty | Tloustka osemeni [um]
[%] (35°C-25°C)
1G119794 0,00 D R 129,75
1G141436 0,00 D R 152,50
1S18915 0,00 D D 98,33
P1343994 0,00 D R 108,75
JI262 0,00 D D 128,33
P1S2850 0,00 D D 170,83
1G52517 4,00 D R 33,33
JW1794 4,00 D D 137,50
1G64350 8,00 D D 136,67
Jied 8,00 D R 143,33
PI1344001 8,00 D D 123,33
1G108291 12,00 D R 125,00
P1344537 16,00 D R 133,33
PIS7475 16,00 D D 153,75
Elmali 44,00 D R 182,50
P1343975 48,00 D R 146,00
1G140562 52,00 D R 170,00
JI2546 100,00 N N 45,00
1G52520 100,00 N N 53,33
1G52595 100,00 N N 76,50

34



Z dat ziskanych méfenim rozpustnych a nerozpustnych proanthokyanidind (PA) v osemeni

bylo zjisténo, ze existuje souvislost s mnozstvim pigmentti v semenech a jejich dormanci. U semen

vykazujicich dormanci byl obecné zjistén vyskyt vétsiho mnozstvi proanthokyanidinti (PA). Také

bylo zjisténo, ze pomér nerozpustnych PA k celkové mozstvi PA vykazuje souvislost s kategoriemi

dormance, viz Obrazek ¢. 7 (Hradilova et al., 2019). V nasledujici tabulce jsou poté uvedeny

hodnoty PA pro vzorky pouzité v této diplomové praci (Tabulka €. 12).

Obrazek ¢. 7: Zavislost poméru rozpustnych/nerozpustnych PA na celkovém mnoZstvi PA

vV ramci kategorii dormance dle odezvy k teploté 35/25 °C (prevzato z Hradilova et al., 2019).
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Tabulka ¢. 12: Obsah rozpustnych a nerozpustnych proanthokyanidini (PA) u Pisum sp.

.__|Celkové kliceni| Kategorie | Kategorie dle . ., Pomér Pomér
Oznaceni . .. |Rozpustné PA|Nerozpustné|Celkem PA ; ;
ve 25°C/ 28d | dle kli¢eni|odezvy k zvyseni rozpustné nerozpustné
vzorku [mg]* PA [mg]* [mg]*
[%] v 25°C |teploty (35-25°C) PA/celkem PA|PA/celkem PA
1518915 0,00 D D 2,942890443 | 0,04340425 | 2,9862947 | 0,9854655 0,0145345
11262 0,00 D D 1,726111259 | 0,03686897 | 1,7629802 | 0,9790871 0,0209129
P1S2850 0,00 D D 1,1716429 | 0,04281377 | 1,2144567 | 0,9647466 0,0352534
P1343994 0,00 D R 4,486492281 | 0,04570638 | 4,5321987| 0,9899152 0,0100848
1G52517 4,00 D R 0,066299098 | 1,20566002 | 1,2719591 | 0,947876393 | 0,052123607
JW1794 4,00 D D 0,053271253 | 1,72148269 | 1,7747539 | 0,969983866 | 0,030016134
1G64350 8,00 D D 1,25837704 | 0,05011989 | 1,3084969 | 0,9616966 0,0383034
JI64 8,00 D R 1,87174227 | 0,08335969 | 1,955102 | 0,957362996 | 0,042637004
P1344001 8,00 D D 0,058720461 | 1,33975424 | 1,3984747 | 0,958011067 | 0,041988933
1G108291 12,00 D R 1,143526236 | 0,05086177 | 1,194388 | 0,957416045 | 0,042583955
PI1344537 16,00 D R 4,60919289 | 0,09041374 | 4,6996066| 0,9807614 0,0192386
P1S7475 16,00 D D 0,035313952 | 1,94272751 | 1,9780415 | 0,982147011 | 0,017852989
Elmali 44,00 D R 1,136363636 | 0,01657636 | 1,15294 | 0,985622527 | 0,014377473
PI1343975 48,00 D R 0,052088638 | 1,43645337 | 1,488542 | 0,965006941 | 0,034993059
1G140562 52,00 D R 1,714876033 | 0,03802917 | 1,7529052 | 0,9783051 0,0216949
1G52520 100,00 N N 2,658806126 | 0,06468919 | 2,7234953| 0,9762477 0,0237523
J12546 100,00 N N 1,959841629 | 0,08400658 | 2,0438482 | 0,9588978 0,0411022
1G52595 100,00 N N 0,048351003 | 1,40431489 | 1,4526659 | 0,966715676 | 0,033284324

* Mnoizstvi pigmentu je vyjadieno v mg na g osemeni.

5.1.2 Mikroskopicka analyza osemeni u hrachu

U tii vzorkd hrachu, patficim k této diplomové praci (1G64350, JI2546, P1344537), byla
provedena mikroskopicka analyza osemeni na pfi¢nych fezech osemenim pfipravenych pomoci
kryomikrotomu (Shandon SME, Astmoor, UK). Pfiprava i mikroskopicka analyza fezli byla
provadéna v laboratofi RNDr. Alese Soukupa PhD. na katedfe experimentalni biologie rostlin,
Univerzity Karlovy v Praze. Byl vybran zastupce z kazdé kategorie dormance D (1G64350),
R (P1344537) a N (JI2546) a jednotlivé fezy byly mezi sebou porovnany. Na pti¢nych fezech je
patrné, ze se vzorky od sebe lisi tloustkou osemeni a také povrchem osemeni. Zatimco povrch
osemeni nedormantniho semene je spiSe hladky a elasticky (viz obrazek ¢. 8 - 1A, 1B), u semene
vykazujiciho dormanci je osemeni vyrazné tlustS$i a vice Clenité (viz obrazek ¢. 8 - 3A, 3B).
U semene zafazeného do kategorie R je patrnd vyrazna tloustka osemeni a povrch podobajici se

spiSe semeni s dormanci (viz obrazek ¢. 8 - 2A, 2B).
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Obrazek ¢. 8: Mikroskopicka analyza Fezii osemenim, zastupci z kategorie D, R a N.

1A (kategorieD) 2A (kategorieR) 3A (kategorie N)

1B (kategorie D) 2B (kategorieR) 3B (kategorie N)

.

Popis k obrazku ¢&. 7: 1A — oznaceni vzorku: 1G64350, kategorie: D, barveni: TB (Toluidine
Blue), zvétseni: 400x; 1B — oznaceni vzorku: 1G64350, kategorie: D, barveni: S (Sudan), zvétSeni:
200x; 2A — oznaleni vzorku: P1344537, kategorie: R, barveni: TB (Toluidine Blue), zvétSeni:
400x; 2B — oznaeni vzorku: PI344537, kategorie: R, barveni: S (Sudan), zvétSeni: 200X;
3A — oznaCeni vzorku: JI2546, kategorie: N, barveni: TB (Toluidine Blue), zvétSeni: 400Xx;

3B — oznaceni vzorku: JI12546, kategorie: N, barveni: S (Sudan), zvétseni: 200X

5.1.3 Priibéh kli¢eni u vybranych vzorka hrachu

Dle hodnot kliceni zaznamenanych v jednotlivych dnech byl vytvofen graf zobrazujici
prabéh kli¢eni u vybranych dormantnich vzorkd hrachu (14 vzorkd) a zvlast byl tento graf
vytvofen také pro pribch kliceni u nedormantnich hrachti (10 vzork®). Z grafi je patrné, jak
rozdilny prabéh kliceni mohou vzorky vykazovat (Obrazek ¢. 9, 10). U dormantnich hracha se
hodnoty celkového kliceni pohybovaly nejcastéji kolem 10 nebo 20 % a téchto hodnot bylo
dosazeno obvykle v prvnich dnech testovani kli¢eni a poté se v nasledujicich dnech jiz pfili§ stav
neménil. Zatimco u nedormantnich hrachd hodnoty celkového kliceni dosahovaly 80 az 100 %

a téchto hodnot bylo dosazeno s rozdilnou rychlosti béhem testovacich dni.
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Obrazek ¢. 9: Pribéh kli¢eni u dormantnich hrachu (celkem 14 vzorku).
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Obrazek €. 10: Priabéh kli¢eni u nedormantnich hrachii (celkem 10 vzorku).
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5.2 Sekvencni analyza a asocia¢ni mapovani kandidatnich genii
u hrachu

V ramci této diplomové prace byly provedeny sekvencni analyzy vybranych useki tii
kandidatnich genti PsCam035877, PsCam048411, PsCam026975, které¢ byly vybrany pomoci
GWAS analyzy. Zkouman¢ kandidatni geny byly vybrany ze souboru 141 kandidatnich sekvenci,
které byly ziskany pomoci GAPIT analyzy ze 75 862 SNP identifikovanych na zakladé GWAS
analyzy na souboru vybranych geograficky a bioklimaticky strukturovanych vzorka Pisum sp.
Vice viz kapitola Material a metodika.

Ziskané kandidatni sekvence u Pisum sp. byly analyzovany pomoci BLASTN ve veiejné
dostupné databazi The Pea RNA-Seq gene atlas, obsahujici cDNA z riznych organi a vyvojovych
stadii hrachu a doslo tak k ur¢eni kandidatnich gent, ke kterym tyto sekvence nalezi. Pomoci této
databaze byly pfifazeny také hodnoty exprese téchto genu v semenech hrachu. Nasledné byly
vyhledany pomoci NCBI BLAST homologni sekvence u piibuznych druht Medicago nebo Cicer.
Na zakladé zjisténych dat byly v ramci této diplomové vybrany K podrobnéjsimu studiu jiz diive

zminéné kandidatni geny - PsCam035877, PsCam048411, PsCam026975.

Tabulka €. 13: Kandidatni geny vybrané pomoci GWAS analyzy.

Exprese v
semeni
[RPKM]*

Exprese v
semenech
[RPKM]*

Oznaceni
kandidatniho
genu

Medicago homologni
sekvence

Pozice SNP v sekvenci ClonelD | Kandidatni sekvence P hodnota

TGCAGCAGCGAAGG
GATATGTTGCGGCA
GTGGGGAAATCGAA
ATCAGACGATGTGG
CATCATCTTCGAC

XM_013593956.1
Medicago truncatula
BZIP transcription
factor bZIP80 mRNA

PsCam035877 [ 3642241 |F|0-60:A>G-60:A>G| 3642241 16,6 14,86 2,38332E-08

TGCAGGAGGGCGTG

PsCam048411/
PsCam048384

5939572|F|0-12:T>G-12:T>G

5939572

TGATCTACTGGGAT

GGACCAAGAGTGCT

TGGTGTACTTGCCA
TGTCTAGAGCAAT

XM_013605270.1
Medicago truncatula
protein phosphatase
2C-like protein mRNA

73,66

20,01

6,68532E-07

PsCam026975

3564729|F|0-30:C>T-30:C>T

3564729

TGCAGGAGTATTTA
GGCCTGATATCAAC
GGCCTCATGACTCA
GATGGTACAATTTC
TCAATAAGAATGC

XM_003624562.2
Medicago truncatula
O-glycosyl hydrolase

family 17 protein

mRNA

10,56

28,93

1,18325E-06

* RPKM [Reads Per Kilobase Million] - Pocet ¢teni (RNA-seq) na kilobazi na milién mapovanych readu.

Na zaklad¢ diferencialni exprese u genotypt JI92 a JI64 byl pozdéji do studie dovybran

a zahrnut také kandidatni gen PsCam036641 kodujici polyfenol oxidasu (PPO) (Hradilova et al.,

2017). Sestaveni sekvenci genu bylo provedeno ve spolupraci s Ing. Oldfichem Trnénym.
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5.2.1 Sekvenc¢ni analyza genu PsCam035877 kdédujiciho Bzip

transkrip¢ni faktor

Byla provedena PCR amplifikace vybraného tseku genu PsCam035877 z genomové DNA
studovaného souboru vzorkl planého i kulturniho hrachu. Pro amplifikaci useku o celkové ziskané
délce 1 655 bp byly pouzity forward primer PsCam035877-F202 a reverse primer PsCam035877-
R1729. Forward primer naseda v pozici 1 az 23 od start kodonu (ATG). Reverse primer naseda
v oblasti 1527 az 1550 od ATG. Soucasti amplifikovaného tseku je intron o délce 192 bp, ktery byl
identifikovan v prubéhu prace diky porovnani amplifikované genomové a exprimované cDNA.

Po osekvenovani bylo zjisténo, ze vramci amplifikovaného tuseku se podafilo ziskat
pivodni kandidatni sekvenci 5° TGCAGCAGCGAAGGGATATGTTGCGGCAGTGGGGAAATC
GAAATCAGACGATGTGGCATCATCTTCGAC 3, ktera na pozici 60 nese ptivodni polymorfni
SNP ziskany z DArTseq analyzy. Jedna se o zaménu dusikaté baze adeninu (A) za guanin (G). Jak
velky tsek kandidatniho genu PsCam035877 byl ziskan, Ize vidét na nasledujicim obrazku ¢. 11,
kde jsou vyznaceny také pozice primeri a puvodni kandidatni sekvence na referenéni sekvenci
PsCam035877.

Obrazek ¢. 11: Pozice primeri a kandidatni sekvence genu PsCam035877 od ATG
(zelena — F primer; ¢ervena — R primer; preruSovana ¢ervena — kandidatni sekvence).

ATGGGTTGCGCGGCGTCGAAGCTAGAAAACGAAGACACTGTACGGCGGTGTAAAGACCGTCG
CCGTCTCATGAAAGAAGCCGTTTACGCGCGTCACCATCTCGCAGCTGCACACTCTGACTACTG
TCGTTCACTTCGCCTCACCGGCTCTGCTCTCTCTACATTCGCCGCCGGTGAGCCTCTCTCTGTC
TCCGACAACACCCCCGCCGTATTCATCAACCATAAAACAACCACCCCCATCCCCACCACCGCCA
CGAAAACGTTCCAACATCCACCAAAACCACAACCACCGTCGTCACACATTCCATCTCCTTCACC
GTCTTCCTTCCACCGTCCACCGCCGGGGCAACCGTTTCAACCTTCACCTTCTCCCACCATAACC
TCCTCAAAACTCCCTCATATCCTCTCTTCATCCACTCCCTCCACAAATCAACACCACAACGCTC
3CCGCCGTAAACCACCGCCGCCGAAACTCCCTCACATTCTCTCCGATTCAAGCCCTTCTTCTAC
CCCTCGAAGCAACTTCTCCAACAATTTCGCTCCCGGTTTCTTCCCTACAGCACACTCTACATAC
TCTTCCACCCCTTCTCAAACTTCCTCCGTTTGGAATTGGGAAAATTTCTATCCTCCTCCTCCAC
CGCCACCGGGCTCCGATTACTTCGACAGAGAGCATGAACATGAACATGACCAAGAAGATACTA
CTTCTCAATTCTCTTTCATTTCACGAAATAGTGAAATTCCTTATTCCCGACAACAACAGCAAC
AACAACAACAAAAACAACAACCTCAACAACCACAAATACAAACATATCAACCACAACAGCAA
CAACAGCAACATCGATATCCTAATCCAACAGCACATGAAGTGGAAGGCTTTGATTCTGAGAG
ATCAGAGTACGATTATTTCAACAGAAAGCTCGCAACTGTTCAGAAGAATCCTAGTCATCATCA
TTTGGATGAACAACACACTGAGACGGAACGAGAGGAGGTTGAGTGTAGTGAATGGGGAGATC
ACTACAGCACAACGACGTCTTCCGAGGAGGAGGATGAAGAGGATGAAGAGGAAGATGATGGG
CTTCATGCGCATGTTCACTCAAGFTCTCACATTCGCACTACATCCAATTTCCGFTC(TCCTC

wTGCAGCAGCGAAGGGATATGTTGCGGCAGTGGGGAAATCGAAATCAGACGATG GGCATCAT'

ATTGTGGATTCGATAAAGGAGAATTTTGAAAAAGCTGCTGTTGCTGGAGATCAAGTTTCTGA
GATGCTTGAGATTAGTAAAGCTCAGCTTGATCGAAGTTTCAGGCAATTAAGGAAAACTGTGT
ATCACTCAAATAGTCTATTGAGCAGCCTGAGCTCAACTTGGACATCAAAACCACCCTTGGCGG
TGAAGTACCGGCTCGAGCCAGGTTCGTTGGATGAACCGGGCGGTCTGAAGAGTCTTTGCTCCT
CTTTGGAACGGCTTTTGECIIGGRAGAAGAAGCTCTACGAI GAAGTCAAGTCTAGAGAAGGT

GTGAAGATTGAGCATGAAAAGAAACTGTCAGCTCTTCAGAGTCAGGAATACAAAGGAGACGA
TGAAGCAAAGATATTCAAAACCAAGACTTCCATAAATAAGTTGCAGTCACTAATCGTTGTTA

CATCACAAGCTGTGTCTACCACCTCGACCGCTATTGTTGGCCTTAGAGACTCCGATCTTGTTC

CTCAGCTTGTTGAACTCTGTCATGGAATGATGTACATGTGGAGATCAATGCATCAGTACCATG
AAGTCCAAAGCAACATAGTTCAGCAAGTCCGCGGCCTGGTGAATAGATCGGGAGGAGGCGAT

TCAACTTCTGAACTGCACAGGCAGGCAACTCGTGACCTTGAATCTGCTGTCTCGGCTTGGCAC
TCGAGTTTTTGTCGCCTTATAAAATTTCAACGAGACTTTATTCTCTCCTTGCATGGTTGGTTT
AAGCTTAGTCTTATTCCGGTCGATAATGATAACGTCAACAGGATGGAACACTCCGACGCGTAC
ATGTTTTTTGATGACTGGAAGCTTGCACTTGACCGTGTCCCTGATACCGTTGCGTCTGAAGCC
ATCAAAAGCTTTATCAATGTTGTCCATGTGATATCTTCCAAGCAAGCCGAAGAACTCAAGAT

AAAGAAGCGAACCGAGAACGCGTCCAAGGAACTCGAGAAAAAGGCTTCGTCTGTACGGAATA

TAGAAAGAAAGTTTTACAGCTCGTATTCTTTGGTAGGGATTAGCCTTCCCGACTCCGCGCCTG
ATAACGGACAAGGCTTAGACGCGCGCGATCCACTCGCCGAGAAAAAACTAGAACTAGCTACCT
GCCAAAGACGCGTCGAAGATGAAATGATGAAGCATTCGAAAGCCGTAGAGGTAACAAGAGCA
ATGACACTCAACAACCTACAGACAGGCTTGCCCGGAGTCTTTCAAGCATTGACCAGTTTTTCG
TCGTTGTTCACCGAGGCTCTCGACTCGGTGTGTACTCGCTCGTACGCCATCAAATAG
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Pred samotnou Upravou byly ziskané sekvence nahrany do programu Genious, ve kterém
doslo kjejich editaci, slozeni sekvenacnich cteni a byl proveden tzv. ,multiple alignment®.
Sefazené sekvence byly dale upravovany, porovnavany s referencni sekvenci a také byl proveden
jejich pteklad do aminokyselinové sekvence. Byl zkouman polymorfismus na nukleotidové urovni
a také na proteinové urovni. Analyzou polymorfismu porovnanim s referen¢ni sekvenci bylo
nalezeno celkem 20 polymorfismi rizného typu, s ¢etnosti vice nez 10 % (Tabulka ¢. 14). Z tohoto
¢isla bylo vybrano 13 polymorfismli s nejvétsi Cetnosti, soucasti byl i ptivodni SNP zachyceny
v DArTseq analyze, ktery se nachazi na pozici 1 197 bp od ATG. Vybrané polymorfismy byly
ptevedeny do souboru Excel a ke vzorkim byly piitazeny kategorie dormance z fenotypové
charakterizace. Nasledné byly vzorky porovnany podle dormance a byla sledovana asociace mezi

jednotlivymi alelami a kategoriemi dormance.

Tabulka ¢. 14: Analyza polymorfismu u genu PsCamO035877 porovnanim S referenc¢ni

sekvenci s ¢etnosti vice nez 10 %.

.. . . Synonymni/
UED Typ R Délka (bp) Zaména Typ polymorfismu Cetnost vjskytu nesynonymni
polymorfismu| nukleotidd od ATG (bp) v souboru 48 vzorku -
zaména
1 CA 344 2 GG ->CA Substitution 22.9% nesynonymni
2 T 372 1 C->T SNP (transition) 20.8% synonymni
3 C 399 1 T->C SNP (transition) 35.4% synonymni
4 C 408 1 T->C SNP (transition) 35.4% synonymni
5 A 414 1 C->A SNP (transversion) 35.4% synonymni
6 C 439 1 A->C SNP (transversion) 39.6% synonymni
7 C 624 1 T->C SNP (transition) 14.6% nesynonymni
8 A 749 1 G->A SNP (transition) 14.6% synonymni
9 ACA 758 0 (ACA)3->(ACA)4 Insertion (tandem repeat) 14.6% —
10 ACAACA 758 0 (ACA)3->(ACA)5 Insertion (tandem repeat) 10.4% —
11 G 761 1 A->G SNP (transition) 12.5% synonymni
12 A 822 1 G->A SNP (transition) 20.8% synonymni
13 CA 830 0 +CA Insertion 18.8% —
14 A 830 0 +A Insertion 10.4% —
15 ACAACA 830 0 (CAA)2->(CAA)4 Insertion (tandem repeat) 18.8% —
16 C 837 1 T->C SNP (transition) 35.4% synonymni
17 A 1026 1 G->A SNP (transition) 35.4% synonymni
18 C 1044 1 G->C SNP (transversion) 39.6% nesynonymni
19 G 1197 1 A->G SNP (transition) 43.8% synonymni
20 T 1236 1 G->T SNP (transversion) 12.5% synonymni

Upravené sekvence s odstranénou intronovou oblasti byly dale analyzovany pomoci
softwaru MEGA 7, kdy byla zjistovana pfirozena selekce na trovni kodéni pomoci metody
nejveétsi pravdépodobnosti ,,Maximum Likelihood“. Celkové bylo Vv celém souboru sekvenci
v kédujicich oblastech nalezeno 31 synonymnich a 14 nesynonymnich zdmén. Na trovni proteinu
bylo taktéz detekovano n€kolik zmén. V daném sekvenovaném useku bylo objeveno 10 zdmeén
aminokyselinového sloZeni, které nemaji vliv na délku proteinu. AvSak diky dvéma variabilnim
oblastem, obsahujicich inzerci tandemové repetice CAA se jednotlivé proteinové sekvence lisi
poc¢tem glutamint. Celkova délka proteinu daného osekvenovaného tseku se tak lisi od poctu 477
aminokyselin, coz je puvodni délka odpovidajici referenéni sekvenci, riznym mnozstvim

aminokyselin. Nejkratsi protein ma délku 476 a nejdelsi 484 aminokyselin.
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5.2.2 Asociatni mapovani u genu PsCam035877 koédujiciho bZIP

transkrip¢ni faktor

Po sefazeni hlavnich SNP jednotlivych sekvenci podle kategorie dormance byla
zjisténa vyrazna asociace nékterych SNP se stavem dormance. Vytvofily se vyrazné
haplotypové bloky, podle kterych byly SNP rozdéleny do jednotlivych alel. Celkem bylo
rozliSeno 6 riznych alel, které byly pojmenovany pismeny A az F. Zastoupeni jednotlivych
alel je patrné z nasledujiciho grafu na Obrazku ¢. 12. Alela A vykazovala zietelnou asociaci
s nedormantnimi vzorky. Ostatni alely odpovidaly vzorkim vykazujicim dormanci. Vzorky
alely B, C, D, E a F byly pfedev§im druhu Pisum elatius. VSechny analyzované vzorky druhu
Pisum sativum byly fazeny k alele A. Do skupiny vzorku s alelou A vsak navic bylo zafazeno

také pét vzorki Pisum elatius a jeden vzorek Pisum abyssinicum.

Zastoupeni jednotlivych alel u genu
PsCam035877
Obrazek é. 12: Zastoupeni
jednotlivych alel u genu |,
27
PsCam035877. 25 +—
20 —
15 41—
10
10 - = =
> 2 1 1
0 +— T T T T ]
Alela A AlelaB AlelaC AlelaD AlelaE AlelaF

Dale byly k jednolivym vzorklim dosazeny hodnoty vyjadiujici status dormance. Jedna se
0 miru dormance vyjadienou Vv procentech, ktera byla naméfena po 28 dnech sledovani semen
pfi teplotnim rezimu 25 °C. Pomoci programu Excel byl vytvofen graf, ve kterém jsou jednotlivé

alely porovnany podle tohoto kritéria (Obrazek €. 13).

Porovnani alel dle celkového kliceni

Obrazek ¢. 13: Porovnani alel
genu PsCam035877 dle

celkového Kkliéeni.
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o
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Naméfené parametry fenotypové charakterizace byly porovnany podle alelického

zastoupeni jednotlivych vzorkid. Bylo zjiSténo, Ze alela A se vyskytuje pfevazné u nedormantnich

vzorkil s vyjimkou jediného vzorku 1G141436, ktery se fadi mezi genotypy s dormanci. Vyjimkou

je také vzorek 1G52595, ktery jako jediny vzorek bez dormance semen, nese jinou alelu nez A.
Tabulka ¢&. 15:
u kandidatniho genu PsCam035877.

Porovnani

namérenych parametri dle

alelického

zastoupeni

Alela e Taxon dle odezvy vteploté |odezvy k zvy3eni teploty (35- |Celkové kliceni
25°C 25°C) ve 25°C/28d
1G141436 Pisum elatius D 0,00
J1241 Pisum elatius N N 100,00
ATC7121 Pisum sativum N N 100,00
VIR1246 Pisum sativum N N 100,00
ATC6973 Pisum sativum N N 100,00
VIR2311 Pisum sativum N N 100,00
J12546 Pisum elatius N N 100,00
P1347422 Pisum sativum N N 100,00
J11071 Pisum sativum N N 100,00
P1357292 Pisum sativum N N 100,00
1G52520 Pisum elatius N N 100,00
ATC1044 Pisum sativum N N 100,00
P1181799 Pisum sativum N N 100,00
AlelaA (JI1030 Pisum elatius N N 100,00
P1181958 Pisum sativum N N 100,00
JI1974 Pisum abyssinicum N N 100,00
J186 Pisum sativum N N 100,00
J11086 Pisum sativum N N 100,00
JI11837 Pisum sativum N N 100,00
CGN3277 Pisum sativum N N 100,00
ATC7021 Pisum sativum N N 100,00
JI11525 Pisum sativum N N 100,00
IPK468 Pisum sativum N N 100,00
ATC7086 Pisum sativum N N 100,00
VIR1541 Pisum sativum N N 100,00
ARI00260 Pisum sativum N N 100,00
J192 Pisum sativum N N 100,00
1G52595 Pisum sativum N N 100,00
P1343994 Pisum elatius D 0,00
1G140562 Pisum elatius D 52,00
Elmali Pisum elatius D 44,00
. PIS7475 Pisum elatius D D 16,00
P1344537 Pisum elatius D 16,00
JI1262 Pisum elatius D D 0,00
1S18915 Pisum elatius D D 0,00
J164 Pisum elatius D 8,00
P1560039 Pisum elatius D 8,00
1G119794 Pisum elatius D 0,00
1G64350 Pisum elatius D D 8,00
JI261 Pisum elatius D D 8,00
AlelaC [IS18908 Pisum elatius D D 8,00
1G52517 Pisum elatius D 4,00
Hungary_Balaton Pisum elatius D 0,00
P1S2850 Pisum elatius D D 0,00
A JW1794 P?sum elatius D D 4,00
P1344001 Pisum elatius D D 8,00
AlelaE |IG108291 Pisum elatius D 12,00
AlelaF |P1343975 Pisum elatius D 48,00
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5.2.3 Sekvencni analyza genu PsCam048411 kddujiciho protein podobny
fosfataze

Vybrany usek kandidatniho genu PsCam048411, ktery koduje protein podobny fosfataze
(protein phospatase 2C-like protein), byl amplifikovan pomoci dvojice primera forward
PsCam048411G-F19 a reverse PsCam048411G-R1054. Forward primer naseda v pozici 20 az
44 bp od ATG. Reverse primer naseda 1032 az 1056 bp od start kodonu (ATG). Celkova délka
amplifikovaného useku byla 913 bp, tato oblast obsahovala také intron o velikosti 96 bp, ktery
nebyl soucasti referencni CDNA sekvence.

Pii sekvenovani doslo k precteni amplifikovaného tuseku z obou stran. V piipadé
kandidatniho genu PsCam048411 se podafilo ziskat sekvenci amplifikovaného Gseku u 46 vzorkd.
Soucasti  této  sekvence  byla  Castetné  také  pivodni  kandidatni  sekvence
5'TGCAGGAGGGCGTGTGATCTACTGGGATGGACCAAGAGTGCTTGGTGTACTTGCCAT
GTCTAGAGCAAT 3, ktera nese polymorfni SNP detekovany pii DArTseq analyze. Tento SNP
je na pozici 12 bp a jedna o zaménu thyminu (T) za guanin (G). Rozsah ziskanych sekvenci lze

porovnat na nasledujicim Obrazku ¢. 14.
Obrazek €. 14: Pozice primeru a kandidatni sekvence genu PsCam048411 od ATG

(zelena — F primer; ¢ervena — R primer; preruSovana ¢ervena — kandidatni sekvence).

ATGGCTGGAATGTGCTGTGSCTTTGTTGGAGAAGGTGACTCTTCGGCGAATTCACGTCCTTCTAGA
GCCGGAATTTGGACATGCTACCTTTCAAATACATCGCTGACATGACTGTTGCACCATCCGGAACTT(
ACGGAAACGCCGTCAAGCGGATCTCAGCGGTAAGAAAGATTTTGAAAGCTGTGAGGGCTCAAACGG
TGACCGTGGAAACGAGAAGAGTAAGAAGAACAAGAACGAATCCTCCAAGGTTTCTGAAAATAAAC(
TTCAACAGAAGGTAATTTGGAAGATGGAGAGTTCCCGAAGTTTGGAGTTACTTCGGTTTGTGGTAC
AAGAAGAGACATGGAAGATTCTGTTTCCGTTCAAACTTCTTTCTACGAAGAACTGTTTCACTTTTT
GGTGTTTTCGACGGTCACGGCTGCTCTCATGTGCGTAAATATGAGTACTTTTGTAGTTAATCACTT(
TGGTGGATCTGTCAATCTTTTGCGGTGTTAATTTGTTTTGTTGTTGTTACTTCAGGTTGCGACTAT!
TGTAAGGAGAGACTCCATGAGATTCTGAAGGAACAGATCAATGAATCGCAAGAGAATTTCGAGTG(
AACAGCACTATGCAACAAGGCTTTGCTCGCATGGATGACGAAGTGCAGAGATGGAATAGCAGCAGC
AAACTGTTACTTGTAGGTGCGAGCTTCAAACTCCTCACTGCGACGCAGTTGGATCTACTGCCGTGGT
TGCTGTTGTCACTCCTGACAAAATCATTGTCTCTAACTGCGGCGATTCTCGCGCTGTTCTCTGCCGT
ACGGCGTCGCCATCCCACTCTCCTTCGATCACAAGGTCATTTTCAAATTTATTTATTTTTTGAAATT
TTTATCTCATTTCTCGAGAAATTAACAAGTTTCTAACTGCTTTTGGATCGGTTTTTACAGCCGGAT!

_______________________________

TTAAATTAAGTGCATTTTAGCATAGATGGTTT
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Ziskané sekvence byly editovany v programu Genious. DoSlo ke slozeni oboustranych
sekvenacnich c¢teni a byl proveden tzv. ,multiple alignment®. Sefazené¢ sekvence byly dale
upravovany a také porovnavany s referencni sekvenci. Soucésti ziskanych sekvenci byla také velmi
variabilni oblast o wvelikosti zhruba 40 bp, kterd obsahovala jednonukleotidové repetice.
Porovnanim ziskanych sekvenci s referencni sekvenci byla provedena analyza celkové variability
sekvenci, ktera odhalila celkem 33 zamén, mezi néz patii také pivodni polymorfni SNP nalezeny
pti DArTseq analyze. Jedna se zaménu na pozici 871 bp, kdy je guanin (G) zménén na cytosin (C)
nebo thymin (T). Podrobny piehled vSech zamén je v Tabulce ¢. 16.

Celkem 18 nejcetnéjsich polymorfismi bylo pievedeno do souboru Excel a ke vzorkiim
byly pritazeny kategorie dormance z fenotypové charakterizace. Vzorky byly porovnany podle
kategorii dormance. Vysledné v8ak nebyla zjisténa zadna vyznamna asociace mezi jednotlivymi
alelami a kategoriemi dormance. Sekvence byly taktéZ translatovany do aminokyselinové
sekvence, avSak ani na této Urovni nebyla zjisténa vyznamna variabilita, ktera by souvisela
s dormanci semen.

Tabulka ¢. 16: Analyza polymorfismi u genu PsCam(048411 porovnanim s referenc¢ni

sekvenci s ¢etnosti vice nez 10 %0.

Eislo Ty roriiin ’ N . Cetnost vyskytu Synonymni/l
polymorfismu| nukleotidi | od ATG (bp) Délka (bp) Zaména Typ polymorfismu vsoubor:: 46 nesy’no?ymnl
vzorkd zaména
1 A 191 1 G->A SNP (transition) 54.3% nesynonymni
2 T 243 1 C->T SNP (transition) 13.0% synonymni
3 G 441 1 T->G SNP (transversion) 23.9% synonymni
4 T 461 1 C->T SNP (transition) 13.0% synonymni
5 - 696 1 (A)3->(A)2 | Deletion (tandem repeat) 45.7% -
6 - 756 1 (A)4->(A)3 | Deletion (tandem repeat) 43.5% -
7 - 769 1 -A Deletion 45.7% -
8 T 797 1 C->T SNP (transition) 45.7% synonymni
9 T 827 1 C->T SNP (transition) 13.0% synonymni
10 T 848 1 A->T SNP (transversion) 17.4% nesynonymni
11 - 848 1 (A)3->(A)2 | Deletion (tandem repeat) 17.4% -
12 A 849 1 T->A SNP (transversion) 21.7% nesynonymni
13 - 849 1 (T)3->(T)2 | Deletion (tandem repeat) 10.9% -
14 AA 850 2 TT->AA Substitution 21.7% nesynonymni
15 T 852 1 A->T SNP (transversion) 23.9% nesynonymni
16 ATTTAT 853 0 +ATTTAT Insertion 13.0% -
17 AA 853 2 TT->AA Substitution 21.7% ->23.9% | nesynonymni
18 A 855 1 T->A SNP (transversion) 17.4% nesynonymni
19 - 861 1 (T)6->(T)5 | Deletion (tandem repeat) 15.2% -
20 - 862 1 (T)6->(T)5 | Deletion (tandem repeat) 21.7% -
21 T 863 1 G->T SNP (transversion) 10.9% nesynonymni
22 A 867 1 T->A SNP (transversion) 10.9% nesynonymni
23 A 883 1 C->A SNP (transversion) 21.7% nesynonymni
24 C 884 1 G->C SNP (transversion) 10.9% nesynonymni
25 - 889 1 (A)3->(A)2 | Deletion (tandem repeat) 17.4% -
26 C 940 1 A->C SNP (transversion) 31.1% nesynonymni
27 A 946 1 G->A SNP (transition) 15.6% nesynonymni
28 A 962 1 G->A SNP (transition) 15.9% nesynonymni
29 C 976 1 G->C SNP (transversion) 11.4% nesynonymni
30 T 976 1 G->T SNP (transversion) 29.5% nesynonymni
31 - 993 1 -G Deletion 31.8% -
32 GA 998 2 AG->GA Substitution 27.3% nesynonymni
33 - 1,008 1 -G Deletion 29.5% -
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5.2.4 Sekvencni analyza genu PsCam026975 pro 0O-glykosyl hydrolazu

U genu PsCam026975, kodujiciho O-glykosyl hydrolazu (O-glycosyl hydrolase family
17 protein) doslo k amplifikaci Zadouciho tuseku genu pomoci primert forward primer
PsCam026975-F310 a reverse primer PsCam026975-R2970. Forward primer naseda v pozici 62 az
91 od start kodonu (ATG). Reverse primer naseda v oblasti 1366 az 1394 od ATG. Celkova délka
ziskanych sekvenci ¢inila 1 250 bp.

Uspé&snost amplifikace PCR produktii byla hodnocena pomoci agarézové gelové elektroforézy. Pfi
sekvenovani doslo k precteni amplifikovaného tseku z obou stran. Podarilo se ziskat celkem 46
sekvenci vybraného useku kandidatniho genu PsCam026975.

V rdmci amplifikovaného tseku se podarilo ziskat také ptvodni kandidatni sekvenci
5'TGCAGGAGTATTTAGGCCTGATATCAACGGCCTCATGACTCAGATGGTACAATT
TCTCAATAAGAATGC 3’, kterd nese polymorfni SNP detekovany pti DArTseq analyze. Tento
SNP je na pozici 30 bp a jedna o zaménu cytosinu (C) za thymin (T). Rozsah ziskanych sekvenci

lze porovnat na nasledujicim Obrazku ¢. 15.
Obrazek ¢. 15: Pozice primeri a kandidatni sekvence genu PsCam026975 od ATG

(zelena — F primer; ¢ervena — R primer; preruSovana ¢ervena — kandidatni sekvence).

ATGGAAAAAGCTTCGATTTTGAGAATGGTGTTAATGTTAGGGTTGTTGGGTTTGTATGCGGAAGGGCTTG
GTGTGAACTGGGGAACACAAGCAACTCACAAGTTGCCTCCAGAAACGGTTGTTCAGATGTTGAAGGATAAT
GGGATTCAAAAAGTTAAGCTTTTTGACGCAGATGATACTACAATGAGTGCTTTGGCTGGGAGTGGAATTG
AAGTGATGGTTGCAATCCCTAATAATCAGCTTGCTGATATGAATGATTATAAACGTGCTCAGCAATGGGTT
AGGAAGAATGTCACTCGTTATAACTTCGATGGTGGCGTTAAGATCAAATATGTAGCAGTTGGGAATGAGC
CATTTTTGAAATCCTACAACAATTCGTTCTTGAACATCACACTACCTGCACTGCAGAACATTCAAAATGCC
ATAAATGAAGCCGGTCTTGGAGACGCTGTTAAGGCTACTGTGCCTTTAAATGCCGACGTGTATGAGTCTCC

GGTGGACAATCCTCTTCCATCRGCAGGAGTAT T TAGGCCTGATATCARCGGECTCATGACTCAGATGGTAG
%ATTTCICAAIAAQAATGC%GCACCATTTACTGTCAACATTTACCCCTTCTTAAGTCTTTATGGAAACGAC
GATTTCCCTTTCAACTACGCCTTCTTTGACGGGGTAGACAAACCGATAAACGATAACGGAATCCAATATAC
CAACGTCTTCGACGCAAATTTCGATACATTGGTTTCTGCTCTCAAATCAGTCGGTTTTGGCGACACCCCAA
TTTTGGTAGGAGAAGTAGGATGGCCTACAGAAGGCGACAAGAGTGCCACCACCGGAAATGCAATAAGATT
CTACAACGGCCTCCTTTCAAGGCTCGCTGCGAACAAAGGAACCCCTCGTCGTCCTGGATTCATTGAAGTTT
ATCTCTTCGGATTCATCGACGAAGACGCAAAGAGCATCGCTCCTGGTAACTTCGAGAGACACTGGGGAATC
TTCCGATACGACGGACAGCCAAAGTTTACAATGGTTACAATGGATCTCTCAGGTCAAGGTCAAAACAAGCT
TCTAATCGGTGCACAAAACGTGAAGTATCTTGATCAATCATGGTGCGTGTTTAATCCTGACGCTAAAGATC
TCAGCAAACTTAACGACAATATCAATTACGCTTGCACCTATGGAGATTGCACTGCACTCGGATATGGATCT
TCTTGCAACAACCTTGATGCCAATGGAAATGCTTCTTATGCATTCAACATGTACTACCAGGTACAGAATCA
GGATCATCAAGCTTGCAATTTTCAAGGATTAGCTAAGATTACTACAGAGAATATTTCATCACCTACTTGCA
ATTTCCTCATTCAGATTGTTTﬁTTCTTCAGCGTCTTCTTCTATGCCCTCMTTTGCAGTTTTGTTGTTCATTG
CTGCTTTGTCTATGATTCTCTTGGCTTAGTATTTTTATTATACATACATTAGAGAGATGGTTTCTTCATTT
CATGGAGAAGTTTAGCTTATTTATGGTTTCAACATTTATTTGACCGGGTGATATTTTAGTTTATTGACTTG
TTTAATAAACAAAATTTCTTAGTTTGAGAGTTGTTTATTTTCATAGTAAAATTAGGCCTTGTTAGCTATG
TATGTATGTATGA
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Vsech 46 ziskanych sekvenci preétenych z obou stran bylo nahrano do programu Genious,
kde byly editovany. Doslo ke slozeni sekvenacnich ¢asti a byl proveden tzv. ,,multiple alignment*.
Setazené sekvence byly dale upravovany a také porovnavany s referencni sekvenci. Porovnanim
ziskanych sekvenci s referenc¢ni sekvenci byla provedena analyza celkové variability sekvenci.
Bylo objeveno celkem 11 zamén v sekvencich, mezi néz patii také polymorfni SNP detekovany
pii DAIrTseq analyze. Tato zdména se nachéazi na pozici 546 bp od ATG, kdy je cytosin (C) zmeénén
na thymin (T). Podrobny piehled v§ech zamén je v Tabulce ¢. 17.

Celkem 10 nejcetnéjsich polymorfismi bylo pievedeno do souboru Excel a ke vzorkiim
byly pfidany kategorie dormance z fenotypové charakterizace. Vzorky byly porovnany podle
kategorii dormance, avSak nebyla zjiSténa Zadna vyznamna asociace mezi jednotlivymi alelami
a kategoriemi dormance. Sekvence byly taktéz translatovany do proteinu, avSak ani

na aminokyselinové irovni nebyla nalezena zadna vyznamna variabilita.

Tabulka €. 17: Analyza polymorfismi u genu PsCam026975 porovnanim s referen¢ni

sekvenci s ¢etnosti vice nez 10 %0o.

Cislo Typ Pozice |Délka Zaména | Typ polymorfismu Cetnost vyskytu :;f;:::;‘:::l,
polymorfismu| nukleotidti | od ATG (bp)| (bp) v souboru 46 vzorku .
zaména

1 A 273 1 G->A SNP (transition) 37.0% synonymni
2 G 393 1 A->G SNP (transition) 37.0% synonymni
3 C 546 1 C->T SNP (transition) 85.0% synonymni
4 T 686 1 A->T | SNP (transversion) 19.6% nesynonymni
5 A 757 1 G->A SNP (transition) 19.6% nesynonymni
6 C 897 1 T->C SNP (transition) 54.3% synonymni
7 C 903 1 T->C SNP (transition) 52.2% synonymni
8 T 939 1 C->T SNP (transition) 43.5% synonymni
9 C 1125 1 T->C SNP (transition) 13.0% synonymni
10 T 1185 1 T->C SNP (transition) 63.0% synonymni
11 T 1302 1 A->T | SNP (transversion) 60.9% synonymni
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5.2.5 Sekvencni analyza genu PsCam036641 kddujici polyfenol oxidasu
(PPO)

Kandidatni gen PsCam036641, ktery koduje polyfenol oxidasu (PPO), byl vybran
na zaklad¢ diferencialni exprese u genotypt JI92 a JI64 (Hradilova et al., 2017). Byl zkouman
ve spolupraci s Ing. Oldfichem Trnénym. Byla provedena amplifikace zadouciho useku genu
pomoci primert forward primer PPO-F847 a reverse primer PPO-R1858. Forward primer
naseda v oblasti 807 bp az 831 bp od start kodonu (ATG). Reverse primer naseda v pozici
1855 az 1 878 od ATG. Celkova délka ziskanych sekvenci ¢inila 889 bp. Pti sekvenovani doslo
Kk ptecteni amplifikovaného useku pouze z jedné strany, na coz byl pouzit forward primer PPO-
F847. Takto se podarilo ziskat celkem 80 sekvenci vybraného useku kandidatniho genu PsCam
036641, ktery koduje polyfenol oxidasu (PPO). Jednalo se v§ak pouze o jednu ¢ast genu. Sekvence
druhé ¢asti genu byly ziskany od Ing. Oldficha Trnéného. VSechny ziskané sekvence, byly nahrany
do programu Genious, kde byly editovany. Doslo ke sloZeni obou ¢asti genu a byl proveden
tzv. ,,multiple alignment™. Setfazené sekvence byly dale upravovany a také porovnavany
s referen¢ni sekvenci. Celkem bylo takto ziskano 37 sekvenci genu PPO pro tuto diplomovou préci,
jejich naslednym porovnanim s referenéni sekvenci byla provedena analyza celkové variability
sekvenci v programu Genious.

Bylo zjisténo celkem 27 riznych zameén s Cetnosti vétsi nez 10 %. Soucasti téchto zameén
byl objeven také dulezity indel na pozici 234 od start kodonu ATG vedouci nasledné
k predéasnému stop kodonu, ktery vykazuje vyznamnou asociaci s dormanci semen a druhem
hrachu. Vsechny ziskané polymorfismy objevené pomoci programu Genious jsou uvedeny

v nasledujici Tabulce €. 18.
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Tabulka ¢. 18: Analyza polymorfismia genu PsCam036641, koédujiciho polyfenol

oxidasu (PPQO), porovnanim s referenéni sekvenci s ¢etnosti vice nez 10 %.

el Tvp Pozice Délka (bp) Typ polymorfismu (Lo [l nseysr::lr;tx::rfi
polymorfismu| nukleotidii | od ATG (bp) variant v souboru 37 vzork{ 24ména

1 /- 234 1 Indel 57.9%/42.1% T/- =
2 T/C 372 1 SNP 84.2%/15.8% T/C synonymni
3 T/C 627 1 SNP 84.2%/13.2% T/C synonymni
4 G/C 628 1 SNP 84.2%/13.2% G/C synonymni
5 c/T 630 1 SNP 84.2%/13.2% c/T nesynonymni
6 T/C 633 1 SNP 68.4%/28.9% T/C synonymni
7 T/C 637 1 SNP 84.2%/13.2% T/C synonymni
8 A/G 651 1 SNP 84.2%/13.2% A/G synonymni
9 A/T 654 1 SNP 55.3%/42.1% A/T synonymni
10 c/T 682 1 SNP 52.6%/44.7% c/T synonymni
11 G/A 703 1 SNP 81.6%/15.8% G/A synonymni
12 c/T 705 1 SNP 52.6%/44.7% c/T nesynonymni
13 G/A 729 1 SNP 84.2%/13.2% G/A synonymni
14 Cc/T 738 1 SNP 81.6%/15.8% Cc/T synonymni
15 c/T 741 1 SNP 84.2%/13.2% Cc/T synonymni
16 G/A 793 1 SNP 84.2%/13.2% G/A synonymni
17 C/G 840 1 SNP 84.2%/13.2% C/G nesynonymni
18 G/T 1290 1 SNP 78.9%/21.1% G/T synonymni
19 G/A 1323 1 SNP 68.4%/31.6% G/A synonymni
20 T/A 1344 1 SNP 52.6%/47.4% T/A synonymni
21 G/T 1530 1 SNP 81.1%/18.9% G/T nesynonymni
22 G/A 1581 1 SNP 73.0%/27.0% G/A synonymni
23 T/C 1683 1 SNP 78.4%/21.6% T/C synonymni
24 T/G 1692 1 SNP 75.7%/21.6% T/G synonymni
25 T/C 1699 1 SNP 86.1%/13.9% T/C nesynonymni
26 A/G 1762 1 SNP 72.2%/27.8% A/G synonymni
27 A/T 1836 1 SNP 75.0%/20.8% A/T synonymni

Celkem 16 nejéetngjSich polymorfismt bylo pfevedeno do souboru Excel a ke vzorkiim
byly pridany kategorie dormance z fenotypové charakterizace a také druhy hrachu. Byla hledana
asociace mezi jednotlivymi SNP a dormanci. Sekvence byly taktéz v programu Genious
pietranslatovany do proteinti a byla tak zkoumana asociace s dormanci trovnéZ na urovni

aminokyselinové.

5.2.6 Asociatni mapovani u genu PsCam036641 kodujiciho polyfenol

oxidasu (PPO)

Vzorky byly porovnany podle hodnoty celkového kliceni v 25 °C. Byla nalezena velmi
vyrazna asociace mezi alelami a dormanci a taktéZ se ukazala asociace mezi alelami a druhem
hrachu. Jako vyznamny se ukazal byt predevsim indel na pozici 234 od start kodonu ATG, ktery
vyrazn¢ asociuje s kulturnimi hrachy bez dormance semen druhu Pisum sativum. Vzorky byly
rozdéleny do tfi skupin dle druhu hrachu. Asociace jednotlivych alel s dormanci, a pfedevSim

vyznamnost indelu na pozici 234 od start kodonu ATG je vidét na nésledujici Tabulce ¢. 19.
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Tabulka ¢ 19: Asociace alel sdormanci a druhem hrachu u kandidatniho genu
PsCam036641 kodujiciho polyfenol oxidasu (PPO).

Oznaéeni bruh Celkové Pozice od ATG
vEE ru klizeni [%)] |indel 234 627 628 630 633 637 651 654 682 703 705 729 738 741 793 840

P1344537 P. elatius 16,00 G T T A T G G

J1261 P. elatius 0,00 G T T A T G A G
11262 P. elatius 0,00 G T T G T G A G
JW1794 P. elatius 4,00 G T T G T G T A G
P1343975 P. elatius 48,00 G T T G T G A G
P1S2850 P. elatius 0,00 T G T A T T G T G A G
1518915 P. elatius 0,00 T G T A T T G T A G
1518908 P. elatius 0,00 T G T A T T G T A G
1G119794 P. elatius 0,00 T G T A T T G T A G
1G64350 P. elatius 8,00 T G T A T T G T A G
1G52517 P. elatius 0,00 T G T A T T G T A G

Ji64 P. elatius 8,00 T G T A T G G G
1G108291 P. elatius 12,00 T G T T A A G G G
PIS7475 P. elatius 16,00 T G T T A A G G G
P1343994 P. elatius 0,00 T G T T A A G G G
J12546 P. elatius indel T G T T A A G G G

JI241 P. elatius indel T G T T A A G G G
1G52520 P. sativum T G T T A A G G G
1G52595 P. sativum T G T T A A T G G G
ATC7086 P. sativum indel T G T T A A G G G
P1181958 P. sativum indel T G T T A A G G G
111086 P. sativum indel T G T T A A G G G
ATC1044 P. sativum indel T G T T A A G G G
CGN3277 P. sativum indel T G T T A A G G G
ARI00260 P. sativum indel T G T T A A G G G
P1181799 P. sativum indel T G T T A A G G G
VIR1541 P. sativum indel T G T T A A G G G
VIR1246 P. sativum indel T G T T A A G G G
JI11030 P. sativum indel T G T T A A G G G
IPK468 P. sativum indel T G T T A A G G G
J11071 P. sativum indel T G T T A A G G G
J11837 P. sativum indel T G T T A A G G G

JI92 P. sativum T G T T A A G G G
JI1525 P. sativum T G T A T T A T G G
JI11974 P. abyssinicum T G T A T T A T G G
P1357292 P. abyssinicum T G T A T T A T G G
J11974 P. abyssinicum T G T A T T A T G G

Nasledné byla zjistovana asociace S dormanci na aminokyselinové tirovni, kdy byly vzorky
sefazeny dle kategorie dormance v 25 °C a také podle pfitomnosti indelu na pozici 234 od ATG,
ktery jak bylo zjiSténo vede k posunuti Cteciho ramce a tvorbé stop kodonu. Tento stop kodon se
vyskytuje pouze u vzorkd druhu Pisum sativum, které postradaji dormanci semen (viz Tabulka ¢.
20). Bylo zjisténo, ze genotypy JI92 a J164, na zaklad¢ jejichz diferencialni exprese byl gen vybran

jsou sekvencné shodné. Jejich vzdjemné porovnani je patrné na Tabulce €. 21.
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Tabulka ¢. 20: Asociace aminokyselinovych sekvenci s dormanci a druhem hrachu

u kandidatniho genu PsCam036641 kodujiciho polyfenol oxidasu (PPO).

Oznaceni bruh Kategorie dle

vzorku ru Kligeni v 25 °C
ARI00260 P.sativum N
ATC1044 P.sativum N
ATC7086 P.sativum N
CGN3277 P.sativum N
IPK468 P.sativum N
J1241 P.sativum N
J11030 P.sativum N
J11071 P.sativum N
J11086 P.sativum N
J12546 P.sativum N
P1181799 P.sativum N
P1181958 P.sativum N
VIR1246 P.sativum N
VIR1541 P.sativum N
JI11525 P.sativum N
JI1974* P.abyssinicum N
JI1974* P.abyssinicum N
P1357292 P.sativum N
1G52520 P.sativum N
J192 P.sativum N
P1344537 P.elatius D
J1261 P.elatius D
P1343975 P.elatius D
J1262 P.elatius D
JW1794 P.elatius D
P1S2850 P.elatius D
1G108291 P.elatius D
J164 P.elatius D
P1343994 P.elatius D
PIS7475 P.elatius D
1S18915 P.elatius D
1G52517 P.elatius D
1G119794 P.elatius D
1S18908 P.elatius D
1G64350 P.elatius D

36

178

Pozice v proteinu
206 260
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544

* Stejné oznaceni dvou vzorkd J11974, existuje zde geneticka heterogenita polozky. Nejedna se o uniformni genotyp.

Tabulka ¢. 21: Aminokyselinova sekvené¢ni shoda genotypt JI92 a JI64 u kandidatniho genu

PsCam036641 kédujiciho polyfenol oxidasu (PPO).

Oznaceni Kategorie dle
Druh L, o
vzorku kliceni v 25 °C
J192 P.sativum N
J164 P.elatius D

36

178

Pozice v proteinu
206 260

D
D

463

544
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5.3 Fenotypova charakterizace u tolice (Medicago truncatula)

U tolice (Medicago truncatula) byla provedena fenotypova analyza a nasledna sekven¢ni
analyza u celkem 146 vzorkt. Pokud se tyka testovani dormance/kli¢ivosti semen, celkové kliceni
pro vSechny tii teplotni reZimy bylo procenticky vyjadieno (viz Tabulka ¢. 22) a vzorky byly
dle kliceni klastrovany do péti, resp. Sesti skupin dle dormance: skupina I - dormantni (bez
odezvy); skupina Il a Il - stfedné responzivni na ménici se teploty; skupina IV a V — velmi
responzivni a skupina VI — vysoce responzivni. S timto rozdélenim do skupin se dale pracovalo
pfi asociatnim mapovani. Klastrova analyza, vytvofena pomoci Eukleidovych vzdalenosti, byla

provedena ve spolupraci s RNDr. Martinem Duchoslavem, Ph. D., katedra botaniky, Pif UP
v programu PAST 3.21 (Obrazek ¢. 16).

Tabulka ¢. 22: Priklad (20 z 146 vzorku) vyhodnoceni celkového Kli¢eni u tolice

(Medicago truncatula), vyjadieno v procentech pro jednotlivé teplotni reZimy.

Oznaceni |Celkové kliceni dle| Celkové kliceni dle |Celkové kliceni dle
vzorku odezvyv7°C[%] | odezvyv 25°C[%] | odezvyv 35 °C[%]
HMO001 4,00 18,00 14,00
HM002 26,67 24,00 49,33
HMO003 16,00 28,00 36,00
HMO004 31,67 28,33 47,67
HMO006 12,00 28,00 38,00
HMO009 14,00 20,50 24,00
HMO010 45,33 48,00 70,67
HMO011 37,15 32,00 32,00
HMO012 16,00 6,00 16,00
HMO013 100,00 2,00 34,00
HMO016 42,00 38,00 42,00
HMO017 32,00 34,00 32,00
HMO018 16,00 30,00 90,00
HMO019 32,00 24,00 58,00
HMV021 8,00 8,00 60,00
HMO022 16,00 32,00 52,00
HMV023 0,00 12,00 88,00
HMO024 12,00 34,00 71,58
HMO025 26,00 46,00 68,00
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Obrazek ¢. 16: Klastrova analyza vzorkd tolice (Medicago truncatula) dle celkového

kli¢eni a grafy kumulativnich procent v jednotlivych teplotnich reZimech.
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5.4 Asociacni mapovani u tolice (Medicago truncatula)

Genomicka data pro asociaéni mapovani byla ziskana z projektu M. truncatula HapMap
Project (MHP; http://www.medicagohapmap.org). V tomto projektu se nachazi 262 polozek tolice
(M. truncatula) z ptirozené se vyskytujiciho prostiedi tohoto druhu. Vsechny polozky byly
osekvenovany pomoci sekvenacni technologie Illumina a pfifazeny k referenénimu genomu M.
truncatula (Mt 3.5 release) (Young et al., 2011) pro identifikaci jedonukleotidovych zamén (SNP)
V ramci vzorku.

Pro dalsi analyzu byla ziskana SNP data filtrovana a vysledkem byly pouze bialelické SNP
se sekvencnim pokrytim alespon 100 polozek, u kterych byla nejméné Cetna alela pfitomna alespon
u 10 % zkoumanych vzorkli (tzn. vyskyt nejméné cetné alely je alespon 0,10). Taktéz byla
analyzovana populacni geneticka struktura daného souboru vzorkid. Pro tento ucel byla vyuzita
spoluprace s ICRISAT, Hyderabad, Indie - bioinformaticky tym Dr. A. Rathore.

Pro asocia¢ni mapovani byl pouzit software GAPIT v2 SUPER a MLM s admix¢nim
modelem Q matrice. Byla mapovana souvislost s dormanci semen. Timto pfistupem bylo
identifikovano 100 signifikantnich loci (-log P) asociovanych s dormanci semen. GWAS analyza
tak odhalila n€kolik genomickych regionu, které maji souvislost s dormanci semen a byly navrZzeny
k podrobnému zkoumani. K zobrazeni kandidatnich SNP byl pouzit graf tzv. Manhattan plots,
ktery byl generovan za pouziti SNP sP hodnotami mensimi nez 0,01. Bylo zjisténo,

Ze identifikované SNP se nachazeji napfi¢ vSemi chromozémy tolice (Medicago truncatula).

Obrazek ¢. 17: Zobrazeni

kandidatnich SNP  asociovanych

s dormanci semen na genomu tolice

—logio(p)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

(Medicago truncatula),
tzv. Manhattan plots.

Obrazek ¢. 18: Zavislost

pozorovanych P hodnot na ofekavanych P °
hodnotach. fgﬁ

Observed —logqo(p)
4
|

Expected —logso(p)
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Pro jednotlivé kandidatni SNP byla zjiStovana ptisluSnost k danym Medicago gentim
a exprese V jednotlivych ¢astech rostlin, a to za pouziti vefejné dostupného atlasu genového exprese
u Medicago truncatula (http://bar.utoronto.ca/efpmedicago/cgi-bin/efpWeb.cgi).

V ramci této diplomové prace byla nasledné provedena asociacni analyza pro geny kodujici
CBF/DREBL transkripéni faktor. Tyto geny byly prezentovany velmi vyznamnym pikem
(s P hodnotami pohybujicimi se od 1.72E® do 1.04E%), ktery se nachdzel u chromozomu $est
spéti kandidatnimi SNPs, identifikovanymi v ramci genu MTR_6g465430 a prilehlého
homologniho genu MTR 6g465420, které spolecné koduji CBF/DREBI transkripéni faktor.

Sekvence genti kodujicich CBF/DREBI1 transkripéni faktor byly ziskany z vefejné
dostupné databaze, upraveny a celkem 136 polozek bylo porovnavano s fenotypovymi daty
v programu Excel. Z fenotypovych dat byla pouzita skupina dormance dle Kklastrovani
a procentické vyjadieni celkového kli¢eni dle odezvy v 25 °C a v 35 °C. Ani u jednoho z téchto

genu v§ak nebyla prokazana sekvenéni variabilita asociovana s dormanci semen.

55



6 DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo provést sekvencni analyzu kandidatnich geni, které byly
identifikovany pomoci GWAS analyzy na souboru vybranych geograficky a bioklimaticky
strukturovanych vzorkd Pisum sp. a Medicago truncatula. Nasledné pak provést asocia¢ni analyzu
ziskanych genetickych dat s fenotypovym projevem, konkrétné¢ dormanci semen. Dormance semen
semen Dbyla testovana a vyhodnocena jako procentické vyjadieni celkového kliceni semen
v ur¢enych teplotnich rezimech a dle tohoto kritéria byly vzorky fazeny do kategorii dormance.
V ramci této diplomové prace nebyl bran ptili§ zfetel na pribéh kli¢eni, pracovalo se predev§im
s vyslednym procentickym vyjadienim kliceni, podle kterého byly vzorky fazeny do jednotlivych
kategorii. Na zakladé GWAS analyzy byly v pifipadé¢ hrachu (Pisum sp.) k podrobnému
genetickému studiu vybrany tyto kandidatni geny: PsCam035877, PsCam048411, PsCam026975.

Kandidatni gen PsCam048411 byl identifikovan jako gen pro enzym proteinova fosfatiza
2C rodiny (PP2C), jehoz homologni sekvence byla nalezena také u Medicago truncatula. Jedna se
o serin/threoninovou fosfatazu, ktera je pritomna jak u rostlin, tak i Zivo¢icht, jelikoZz proteinova
fosforylace je dulezitym mechanismem, kterym organismy reguluji bunécné procesy (Rodriguez
et al., 1998b). Biochemické a molekularné-genetické studie u Arabidopsis ukazaly, ze tento enzym
PP2C hraje kli¢ovou roli v pfenosu signalti. Pfedevsim byla dokazana souvislost s ABA signalizaci,
ktera je velmi dulezita pti dormanci semen (Bertauche et al., 1996; Gaits et al., 1997; Rodriguez
et al., 1998a). Kandidatni gen PsCam026975 byl na zakladé homologie identifikovan jako glykosid
hydrolaza, z rodiny 17. Byla nalezena homologni sekvence u Medicago truncatula, ktera
predstavuje protein O-glykosyl hydrolazu (O-glycosyl hydrolase family 17 protein). Jedna se
0 enzym, ktery hydrolyzuje glykosidovou vazbu mezi sacharidy nebo mezi sacharidy a jinymi
skupinami nesacharidové povahy (Davies et Henrissat, 1995). Rostlinné glykosid hydrolazy jsou
enzymy podilejici Se na metabolismu rtiznych sacharida pfitomnych v rostlinnych tkanich. Existuje
celkem 29 proteinovych rodin s rozdilnou funkei v organismu (Minic, 2008). Ani u jednoho
ztéchto dvou gen vSak asociatni analyza, spojujici sekvencni data s fenotypovymi daty
(kategoriemi dormance), neprokazala souvislost S mirou dormance testovanych semen hrachu, a to
na nukleotidové ani na aminokyselinové trovni.

Asociace mezi ziskanymi genetickymi daty a fenotypovymi projevem (dormanci semen)
byla zjisténa u kandidatniho genu PsCam035877 kodujiciho bZIP transkripéni faktor. Homologni
sekvence tohoto genu byly nalezeny u tolice (Medicago truncatula), cizrny (Cicer arietinum)
i husenicku (Arabidopsis thaliana). Jedna se o bZIP transkripéni faktor, ktery se vaze na nukleové
kyseliny. U Medicago byl tento gen na zakladé sekvenéni homologie identifikovan jako nitra¢ni

regulacni gen 2 (nitrate regulatory gene 2 protein). Jeho piesna funkce je vSak zatim neznama.
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Na zakladé diferencialni exprese dvou genotypu hrachu JI92 a JI64 (Hradilova et al., 2017)
byl do studie zahrnut také kandidatni gen PsCam036641 kodujici polyfenol oxidasu (PPO). Tento
gen byl zkouman ve spolupraci s Ing. Oldfichem Trnénym (Zemédélsky vyzkum s.r.o., Troubsko)
a byla u n&j objevena vyznamna asociace s dormanci semen.

Polyfenol oxidasa se zda byt velmi dillezitym enzymem v semenech rostlin. Byla dok4dzdna
jeji funkce jako souéast biochemického obranného mechanismu, ktery chrani zasoby ulozené
v semenech od bylozravcid a organismt zpusobujicich tleni rostlinnych ¢asti (Fuerst et al., 2014).
Polyfenol oxidasa vyuziva molekularni kyslik a katalyzuje proces hydroxylace a dehydrogenace
fenolickych sloucenin za vzniku reaktivnich o-chinonti. Tyto o-chinony alkyluji nukleofilni
skupiny, které nasledné polymerizuji, vysledkem ¢ehoz vznika tmavé zbarveny polymerni pigment
— melanin (Haruta et al., 2001). Zpasoby, jakymi mtize enzym PPO pfispivat k obrané semen jsou
Ctyfi. Samotné produkty o-chinony jsou toxické a vykazuji antimikrobidlni aktivitu. Dale muze
PPO snizovat biologickou dostupnost nékterych proteind a zivin, podilet se na tvorbé fyzické
bariéry semen podobné sténé tvofené z ligninu, a také se podili na tvorbé reaktivniho kysliku
(Constabel et Barbehenn, 2008). Nicméné, teoreticky také PPO lokalné snizuje mnozstvi kysliku
skrze redukci kysliku za vzniku vody pfi tvorbé o-chinonii a zda se, ze se tedy chova jako
antioxidant (Yoruk et Marshall, 2007). N¢které studie navic dokladaji, Ze enzym PPO, ktery je
u rostlin nejcastéji ulozen v chloroplastech, se ucastni odpovédi na abiotické podminky piirodniho
prostiedi. Muze tak byt zapojen pii odezvé rostlin na stres zpusobeny abiotickymi podminkami
jako je naptiklad teplotni stres (Mayer et Harel, 1979; Vaughn et Duke, 1984; Rivero et al., 2001).

Objeveni asociace S dormanci semen je U genu PPO velmi nadéjné, byl objeven dilezity
indel na pozici 234 od start kodonu ATG, ktery vykazuje vyznamnou asociaci s dormanci semen
a druhem hrachu. Indel na pozici 234 se zda byt vyznamnym na aminokyselinové arovni, vede
totiz k posunuti ¢teciho ramce a tvorbé stop kodonu, a tedy k zastaveni tvorby proteinu. Tento stop
kodon se vyskytuje pouze u vzorki druhu Pisum sativum, které postradaji dormanci semen. Bylo
zjisténo, ze genotypy J192 a JI64, na zakladé jejichz diferencialni exprese byl gen vybran
(Hradilova et al., 2017) jsou vsSak, co se aminokyselinového slozeni tyce, sekvenéné shodné
a genotyp JI92, ktery prestoze je fazen mezi nedormantni hrachy, tento indel viibec neobsahuje.
Exprese genu PPO se vSak u téchto genotypu lisi, zda se tedy, ze Vv pfipadé tohoto genu hraji
na genetické urovni roli také promotorové oblasti genu, ¢i jiné regulaéni oblasti. Bez indelové
oblasti byly také vzorky hrachu druhu Pisum abyssinicum, piestoze tyto vzorky (JI1974
a P1357292) rovnéz nevykazuji stav dormance semen a jedna se o nezavisle domestikovany druh.
Zda se ale, ze odliSnost druhu P. abyssinicum je dana rozdilnym ptvodem tohoto kulturniho
hrachu, kdy doslo k odvozeni z jiného genetického poolu, nez tomu je u druhu Pisum sativum
(Trnény et al., 2017).
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U hrachu byly zjistény zajimavé poznatky také na fenotypové trovni. Jako vyznamny se
jevi fakt, ze u semen hrachu, které¢ vykazuji predevsim fyzicky typ dormance, existuje souvislost
mezi dormanci a tloustkou osemeni. Zda se, zZe hrachy bez dormance semen maji daleko tenci
osemeni, coz bylo zjiSténo, jak na zikladé méfeni pomoci mikrometru, tak také potvrzeno
na mikroskopickych fezech osemenim. Existuji ovSem vyjimky a lze najit semena s tenkym
osemenim, které ptesto vykazuji stav doramce, v naSem piipad¢ se jedna napt. o vzorek 1G52517.
vykazovali odli$né vlastnosti nez jejich rodice a taktéz byla u nich mozna piitomnost dormance,
ptestoze osemeni bylo tenké (Hradilova et al., 2017). V ptipadé pigmentace semen se rovnéz jevi,
ze existuje souvislost dormance semen hrachu s mnozstvim pigmentd v osemeni
(proanthokynidinit). V ramci naseho souboru vzorkd, vsak asociace nebyla tak vyrazna, jako tomu
bylo v pfipadé prace s daleko vét§im souborem 97 genotypti (Hradilova et al., 2019).

V této diplomové praci bylo pro vyjadieni fenotypové vlastnosti dormance semen vyuZzito
procentické vyjadieni celkového kliceni. Tento pfistup ovSem neshrnuje celou dynamiku procesu
kli¢eni, ktera miize byt velmi rtiznoroda, jak je patrné v kapitole Pribéh kli¢eni. V budoucnu tedy
bude zapotiebi pouzit jiného matematického zpracovani naméfenych parametrii a vyuzit napf.
spline koeficientu, které zohledniuji cely proces kli¢eni, jako to bylo pouZito v praci s rozSifenym
souborem 97 genotypu hrachu pfi mapovani dormance semen (Hradilova et al., 2019).

Dalsim zkoumanym druhem v této diplomové praci byla tolice vojtéska (Medicago
truncatula), u které je velkou vyhodou osekvenovany genom. Genotypova data byla ziskana
z projektu M. truncatula HapMap Project (MHP; http://www.medicagohapmap.org). V prubéhu
asociacni mapovaci studie byly vybrany a vramci této prace zkoumany dva homologni geny
MTR 6g465430 a MTR 62465420, které spolecné¢ koduji CBF/DREBI transkripéni faktor.
Transkripcni faktory s oznacenim DREB (z angl. dehydration resposive element binding) hraji
u rostlin ddlezitou roli v regulaci exprese mnoha genid aktivovanych béhem stresovych udalosti
(Lata et Prasad, 2011). Hlavnim stresovym fytohormonem u rostlin je kyselina abscisova (ABA),
podle nékolika studii vSak bylo dokazano, ze DREB trankrip¢ni faktory mohou fungovat v ramci
této signalni drahy, ale také naprosto nezavisle na ABA signalizaci (Yamaguchi-Schinozaki
et Schinozaki, 1994; Liu et al., 1998; Kizis et Pagés, 2002; Dubouzet et al., 2003). DREB
transkripéni faktory funguji piedev§im v odpovédi rostlin na stresové faktory jako jsou vysoka
salinita, nizka teplota a sucho (‘Yamaguchi-Schinozaki et Schinozaki, 1994; Dubouze et al., 2003;
Behnam et al., 2006; Bihani et al., 2011). Vzhledem k témto skute¢nostem zde byl piedpoklad,
ze DREB trankripcni faktory by mohly byt zapojeny také pii dormanci semen. Dle vysledki
vramci této diplomové prace vSak nebyla prokazdna sekvencni variabilita gend kodujicich
CBF/DREBI transkripéni faktor, ktera by byla asociovand s dormanci semen. Je vSak
pravdépodobné, ze zde muze byt rozdilnost v expresi téchto gent danad genetickou varibilitou

V promotorové oblasti.
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Pii asociaénim mapovani u obou zkoumanych druha jak Pisum sp., tak také Medicago
truncatula bylo objeveno vice kandidatnich oblasti a gend, které bude v budoucnu zapotiebi
otestovat. V rdmci této diplomové prace byly vybrany pouze nékteré z mnoha kandidatnich oblasti,
zjisténych béhem GWAS analyzy. Vybér byl proveden na zakladé zjisténé exprese danych oblasti
v semenech z vetejné dostupnych atlasii genové exprese. Kandidatni gen u hrachu PsCam036641
kédujici polyfenol oxidasu (PPO) byl pak vybran na zakladé diferencidlni exprese dvou genotypi
hrachu JI92 a JI64. Asociaéni analyzy byly provadény na =zakladé nukleotidovych
a aminokyselinovych sekvenci v porovnani s fenotypovymi daty (dormanci semen). Rozdilna
exprese danych gend vSak mulize byt ovlivnéna promotorovymi oblastmi, nachazejicimi se mimo
sekvence danych kandidatnich genti. Vhodné kandidatni geny u hrachu pro dalsi studium
a podrobng¢jsi analyzy jsou predevsim gen PsCam035877 kodujici bZIP transkripéni faktor a gen
PsCam036641 kédujici polyfenol oxidasu (PPO), u kterych byla zjisténa asociace s dormanci

semen.
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7 ZAVER

V ramci diplomové prace byla provedena fenotypova analyza a nasledné asociaéni
mapovani dormance semen u dvou rostlinnych druhti, a to u hrachu (Pisum sp.) a tolice
(Medicago truncatula). U hrachu byly provedeny sekvenéni analyzy vybranych tuseku tii
kandidatnich geni PsCam035877, PsCam048411, PsCam026975, které byly vybrany
pomoci GWAS analyzy. Dale byl vybran také kandidatni gen PsCam036641, ktery kdduje
polyfenol oxidasu (PPO), a to na zdklad¢ diferencidlni exprese u genotypt JI92 a J164
(Hradilova et al., 2017). U kandidatnich genti PsCam048411 (protein phospatase 2C-like
protein) a PsCam026975 (O-glycosyl hydrolase family 17 protein) nebyla objevena zadna
asociace mezi genetickou variabilitou a dormanci semen. Asociace mezi ziskanymi
genetickymi daty a fenotypovymi daty pro dormanci semen byla zjisténa u kandidatniho
genu PsCam035877 kodujiciho bZIP transkripéni faktor. Nejvice vyznamna asociace
s dormanci semen u hrachu vSak byla objevena u kandidatniho genu PsCam036641, ktery
koduje polyfenol oxidasu (PPO). Zde byla zjiSténa existence dileZitého indelu na pozici
234 od start kodonu ATG, ktery na aminokyselinové trovni, vede kK posunuti ¢teciho ramce
a tvorbé stop kodonu, a tedy k zastaveni tvorby proteinu. Tento stop kodon se vyskytuje
pouze u vzorki druhu Pisum sativum, které postradaji dormanci semen. U tolice
(Medicago truncatula) byly v prubéhu asocia¢ni mapovaci studie vybrany a v ramci této
prace zkoumany dva homologni geny MTR 62465430 a MTR 6g465420, které spolecné
koéduji CBF/DREBI transkripéni faktor. Dle vysledki vSak nebyla prokazana sekvencni
variabilita geni kodujicich CBF/DREBI transkripéni faktor, kterd by byla asociovana

s dormanci semen.
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