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Souhrn

Diplomova prace se zabyva transkriptomickou a genetickou analyzou geni
hrajicich roli pfi vyvoji osemeni hrachu (Pisum sativum).

V teoretické Casti je charakterizovan rod Pisum a popsano osemeni hrachu. Dale je
popsana dormance semen, kterd je jednim ze dvou klicovych domestika¢nich znakt
bobovitych rostlin. U kulturnich forem byla dormance odstranéna, umoznujici tak rychlé
kli¢eni po vyseti a zaroven také bobtnani semen v souvislosti s vafivosti a naslednou
stravitelnosti. V pfipadé semen bobovitych rostlin se jedna o fyzikaln¢ podminénou
dormanci zprostiedkovanou nepropustnosti osemeni pro vodu.

Experimentalni ¢ast se zabyva molekularni analyzou genti identifikovanych pomoci
diferencialni transkriptomické analyzy dormantnich a nedormantnich genotypti mapovaci
populace hrachu (Pisum sativum L.). Cilem bylo sledovani exprese vybranych
kandidatnich genti pomoci kvantitativni RT-PCR a provedeni jejich genetického mapovani
v kombinaci s analyzou fenotypového projevu na trovni bobtnani a kliCeni semen
kontrastnich linii hrachu.

Tato studie prokazala, Ze v blizkosti A lokusu se nachazi lokus/gen zodpovidajici za
dormanci semene. Naopak analyza genu GLABRA2 neprokdzala jeho souvislost
s dormanci semene.

MACE analyzou byly objeveny diferencidlné exprimované kandidatni geny: gen
pro 4-coumarate CoA ligase (MACE-131) a UDP-glucosyl transferase (MACE-139).

Zjisténé poznatky pfisp€ly k identifikaci a analyze genl hrajicich roli pifi vyvoji

osemeni hrachu (Pisum sativum L.).



Summary

The thesis deals with transcriptomic and genetic analysis of genes involved in the
development of the seed coat of pea (Pisum sativum).

In the theoretical part Pisum genus is characterized and testa of pea described. It is
also described dormancy, which is one of two key characters’ pea plant domestication.
Dormancy was removed in cultural genotype, allowing quick germination after planting
and swelling of seeds in connection with cooking and subsequent digestibility. In the case
of legume seeds dormancy is mediated by physically conditioned dormancy,
impermeability of testa for water.

Experimental part deals with molecular analysis of genes identified by differential
transcriptomic analysis of dormant and nondormant genotypes of pea mapping population
(Pisum sativum L.). The aim was to monitor the expression of selected candidate genes by
quantitative R-T PCR and genetic mapping in conjunction with the analysis of phenotype,
swelling and germination of pea contrasting line.

This study showed that in vicinity of Mendel’s A locus there is locus/gene
responsible for seed dormancy. Analysis of GLABRAZ2 gene did not support its connection
with seed dormancy.

By transcriptomics MACE analysis new differentially expressed candidate genes
were found: for 4-coumarate CoA ligase (MACE-131) and UDP-glucosyl transferase
(MACE-139).

The findings have contributed to the identification and analysis of genes involved

in the development of the seed coat of pea (Pisum sativum L.).
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1 Uvod

Hrach  sety (Pisum sativum L.) je hospodafsky vyznamnd rostlina
z Celedi bobovitych (Fabaceae), a zaroven diky praci J.G. Mendela také ikonicky
geneticky model.

Dormance semen je spole¢né s rozpadavosti plodu jednim ze dvou kli¢ovych
domestikacnich znakii véetné bobovitych rostlin. Dormance je diilezitou slozkou rostlinné
zdatnosti, kterd reguluje kliceni semen do ndstupu pfiznivych ristovych podminek.
V pifirozeném prostiedi je ukonceni dormance regulovano pfedevSim teplotou a
dostupnosti vody, ale také prostfednictvim fyziologického stavu matefské rostliny.
Dormance je komplexni vlastnost, ktera je urena genetickymi faktory s vyraznym vlivem
prostiedi. RozliSuje se pét typi dormance semen: 1) dormance fyziologicka (hormonalni
regulace), 2) dormance morfologicka (mala diferencovana, av§ak pln¢ nevyvinuta embrya),
3) dormance morfo-fyziologicka (kombinace fyziologické a morfologické dormance), 4)
dormance fyzikalni (nepropustnost osemeni pro vodu bez skarifikace), 5) dormance
kombinovana (kombinace fyziologické a fyzické dormance). Role rostlinnych hormont,
pfedevsim kyseliny abscisové (ABA) a gibberelini (GA) pfi regulaci vegeta¢niho klidu a
kliceni je jiz dlouho uzndna. V poslednim desetileti bylo identifikovano né&kolik dalSich
faktord, které ovliviiuji dormanci véetné specifickych genti. V pripadé semen bobovitych
rostlin se jednd o fyzikdlné podminénou dormanci zprostfedkovanou nepropustnosti
osemeni pro vodu. U kulturnich forem byla dormance odstranéna, umoZznujici tak rychlé
kliceni po vyseti a zaroven také bobtnani semen v souvislosti s vafivosti a naslednou
stravitelnosti.

Zamérem této prace je identifikovat a analyzovat geny, které se podileji na

dormanci semen hrachu (Pisum sativum L.).



2  Cil prace

Cilem této diplomové prace s nazvem ,,Transkriptomickd a genomickd analyza
vybranych gent aktivnich pfi vyvoji osemeni hrachu (Pisum sativum L.)“ je napsat
literarni reSersi na toto téma se zaméfenim na domestikaci a dormanci semen, molekularni
analyza gent identifikovanych pomoci diferencidlni transkriptomické analyzy dormantnich
a nedormantnich genotypli mapovaci populace hrachu, sledovani exprese vybranych
kandidatnich geni pomoci kvantitativni RT-PCR, genetické mapovani v kombinaci
s analyzou fenotypového projevu na urovni bobtnéni a kli¢eni semen kontrastnich linii

hrachu, vyuziti syntenie s genomem modelového druhu (Medicago truncatula).



3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Hrach sety (Pisum sativum L.)

Hrach je jednou z nejstarSich a nejrozsifenéjSich kulturnich plodin spolu
s obilovinami a ostatnimi luskovinami jako je soja, cizrna a fazole. Patii do celedi
bobovitych (Fabaceae) a péstuje se v celém mirném pasmu pievazné jako jarni plodina.

Diky vysokému obsahu bilkovin (az 25%), jsou semena bobovitych rostlin
nepostradatelnou slozkou lidské obzivy. Hrach se tadi k nejstar$im kulturnim plodinédm,
archeologické nalezy dokazuji, ze hrach byl péstovan jiz v dobé kamenné a bronzové
(Zohary et Hopf, 2012). V 6. stoleti n. 1. pattil mezi nejbéznéji konzumovanou stravu, byl
rozsifen téméf po celé Evropé. Péstujeme ho predevsim pro semena, kterd maji vysoky
obsah bilkovin (21 — 24 %), ktery je asi 2 x vy$$i nez u obilovin. Skladba aminokyselin je
rovnéz ptiznivéjsi nez u obilovin, nebot’ ma vice nepostradatelnych aminokyselin, vyssi
obsah vitamint i mineralnich latek. V krmivatském pramyslu je u nas Vv soucasné dobé
diky ptfevaze dovazené s6ji nedocenén. Pro lidskou vyzivu se spotfebuje méné nez 10 %
produkce (Ministerstvo zemé&délstvi CR, 2004).

Ekologicky a ekonomicky je vyznamna fixace vzdusného dusiku symbiotickymi
bakteriemi rodu Rhizobium a jeho exkrece do pudy. Vyhodna je dale jeho resorpce zivin,
na zlepSeni fyzikalniho stavu pidy. V neposledni fadé potom hrach samotny ptedstavuje
od dob prace Gregora Mendela vyznamnou experimentalni rostlinu na poli genetiky

(Bastianelli et al., 1998; Ellis et al., 2011; Smykal, 2011, 2015; Smykal et al., 2012).

3.1.1 Botanicky popis

Hrach sety je jednoleta, samosprasnd a popinava bylina. Kofenova soustava se
skladd ze silného hlavniho kofene a slabych kofenli bocnich, na nichz ziji v symbidze
hlizkové nitrogenni bakterie rodu Rhizobium. Stonek je nékdy fasciovany, tj. podélné
srostly, lodyha je dutd, malo se vétvici, vétSinou vyssiho vzrustu od 45 do 200 cm. Listy
jsou tvofeny tiemi pary vejCitych nebo ovalnych, celokrajnych nebo zubatych listki a
vrcholovy je pfeménén v Uponek. Listy jsou sudozpetené s uponky a velkymi, listovitymi,
srd¢itymi palisty az 10 cm dlouhé. Uponky slouzi k uchyceni k opofe. Kvéty jsou

oboupohlavné. Koruna je sloZena z charakteristicky utvafenych korunnich platka. Pavéza -
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jeden horni korunni platek je obvejcity, kiidla - dva postranni volné parové listky, ¢lunek -
dva spodni srostlé¢ listky. Kvét je obvykle bily. Kvéty wvyristaji v hroznovitych
kvétenstvich v pazdi listh. Opyleni nastava pied otevienim kvétu a odrudy hrachu se déli
dle rannosti. Doba kvétenstvi je od dubna do zafi. Lusky jsou 8 — 13 cm dlouhé, podlouhlé,
nafouklé, na vrcholu $picaté, maji vnitini membranu a obsahuji 4 —13 semen, kterd jsou ve

zralosti zluta nebo zelena (Dolejsi, 1987; Tronickova, 1985).

3.1.2 Taxonomické zarazeni

Dle fylogenetické klasifikace se rod Pisum (hrach) fadi do ¢eledi Leguminosae
(syn. Fabaceae), podceledi Fabeae (diive Vicieae) (Endo et al., 2008; Kass et Wink, 1996;
lidstva, jmenovité asi 160 druhti Lathyrus (hrachor) véetné péstovano L. sativus, 5 druha
rodu Lens (Cocka), 140 druhd Vicia (vikev), 2-3 druhy Pisum (hrach) a monotypicky rod
Vavilovia. Na zakladé molekularni studie byl v ramci podceledi Fabeae rod Pisum (hrach)
geneticky zafazen mezi rody Vicia (vikev) a Lathyrus (hrachor), s pfihlédnutim k tzké
spojitosti s monotypickym rodem Vavilovia (viz Obrazek 1) (Smykal et al., 2011; Schafer
et al. 2012, Mikic” et al., 2013).

V rodu Pisum jsou rozliSeny tii druhy hrachu - P. sativum , zahrnujici kulturni P.
sativum subsp. sativum, ktery pochazi z planého P. sativum subsp. elatius, plany P. fulvum
a kulturni P. abyssinicum, domestikovany pravdépodobné nezavisle na P. sativum (Maxted
et Ambrose, 2001, Smykal et al. 2011, 2012, 2015). K odliSeni jednotlivych druhii doslo
pravdépodobné na zakladé nckolika chromozomovych prestaveb, které v ptipadé snahy
0 vzajemnou hybridizaci rostlin zapficinuji ¢astou genomovou inkompatibilitu. Ta je navic
podpofena existenci jaderné - cytoplazmatického konfliktu mezi geny kodovanymi
na chloroplastu a chromozomu (Bogdanova, 2009; Jing et al., 2010; Smykal et al., 2011).



Obrazek 1: Fylogeneticky strom podceledi Fabeae na zakladé cpDNA a ITS sekvenci
(ptevzato z Mikic’ et al., 2013)

Pisum sativum subsp. efalius

Vavilovia (Ammenia)
4&% (Turkey)
Vavilovia (Turkey)
Vicia cracca
78l vicie nioponice

Lens culinaris odomensis

51_|_—Wciahirmte
Vicia tetrasperma

Trifolium repens

3.1.3 Pivod a vyskyt rodu Pisum

Hrach (Pisum sativum L.) patii mezi nejstar$i domestikované plodiny.
Pred zacatkem kultivace byl hrach spolu s vikvi (Vicia), hrachorem (Lathyrus) a cizrnou
(Cicer) pravdépodobné soucasti kazdodenniho jidelnicku lovcl a sbéraci na konci doby
ledové na Blizkém vychodé¢ a v Evropé. Dokladaji to nalezy téchto luskovin ve Spanélské
Santa Marii datované do doby pied 9 - 12 tisici lety. Archeologicky rozpoznatelné
pozustatky luskovin se cCastéji objevuji v ndlezech z 10. - 9. tisicileti pfed naSim
letopoctem, coz je dokonce diive, jak kulturni obiloviny (Zohary et Hopf, 2012).

Proces postupné domestikace planych forem rostlin na kulturni probé¢hl
v geografickych mistech, centrech ptiivodu kulturnich rostlin, kterd definoval rusky botanik
N. I. Vavilov (1926). Tato centra puvodu zahrnuji Cinu, severovychodni Asii, Indii,
Turecko, Irdk, Sttedozemi, Etiopii, sttedni Ameriku a jizni Ameriku (viz Obrazek 2). Jako

oblast piivodu a prvotni domestikace hrachu se pokladd Stfredozemi a pfedevsim Blizky



vychod. Vzhledem k ranému péstovani hrachu je vSak obtizné urcit pfesnou polohu mista
puvodni genetické diverzity a domestikace, predev§im proto, ze velkd ¢ast Stredomoii a
Blizkého vychodu byla vyznamné zménéna lidskou ¢innosti a ménicimi se klimatickymi
podminkami. Kromé& toho, spolehlivé a prikazné udaje casto chybi nebo jsou netplné.
Luskoviny péstované na zrno byly zdkladni plodiny "zemédélské revoluce Starého svéta",
které usnadnily vytvareni trvalych lidskych sidel (Smykal et al., 2012).

Oblast vyskytu planych zastupcii P. sativum se nachazi v franu, Turecku, Syrii,
Izraeli, severni Africe (Maroku, Alzirsku a Tunisku) a v jizni Evropé€ (Francii, Italii,
Balkanu a Recku). Plany hrach sety P. sativum subsp. elatius se voln& v piirodé vyskytuje
v jizni Evropé, zapadni Asii véetné Malé Asie a jeho aredl saha az do severni Afriky.
Piibuzny druh P. fulvum se vyskytuje jen na Blizkém vychodg, a to v Jordansku, Syrii,
Libanonu a lIzraeli. P. abyssinicum v soucasnosti roste pouze jako péstovany nebo zplanély
druh v Jemenu a Etiopii a byl pravdépodobné domestikovan nezavisle na P. sativum
(Maxted et Ambrose, 2001). V prubéhu staleti vybéru a k¥izeni se vyvinuly tisice odrad
(genotypt) hrachu, udrzované v mnoha genovych bankach po celém svété (Smykal et al.
2012).

Obrazek 2: Centra piivodu Kkulturnich rostlin (N. 1. Vavilov, 1926) (pievzato
z http://oregonstate.edu/instruct/css/330/two/)

Mediterranean
Turkey
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3.1.4 Domestikace

Vznik zemédé€lstvi byl jednim z kli¢ovych bodt v lidské historii a jeho hlavni ¢asti
byl vyvoj novych forem rostlin, domestikovanych plodin (Meyer et al., 2012; Fuller et al.,
2014). Prvotni zeméd¢€lci vyuzivali jen maly pocet vybranych jedincti, nasledkem cehoz
maji nyn¢jsi péstované rostliny malou genetickou diverzitu. Tento proces je pojmenovan a
ptirovnavan k tzv. efektu hrdla lahve (angl. bottleneck effect). Obecné se uvadi, Ze kulturni
plodiny primérné maji 60% genetickou diverzitu ve srovnani se svymi planymi dnes
rostoucimi piedchidci, pfibuznymi druhy. Domestikace divokych rostlin na kulturni
plodiny muize byt brana jako zrychlena evoluce, vysledek jak lidského, tak pfirodniho
vybéru (Abbo et al., 2012, 2014).

Proces domestikace vyvolal zmény ptedstavujici adaptaci ke kultivaci a sklizni
doprovazené zménami genetickymi (Brown, 2010; Lenser et Theissen, 2013; Olsen et
Wendel, 2013; Shi et Lai, 2015). Mezi vSemi domestikaénimi znaky, dva zaujimaji
centralni pozici, nebot’ byly jiz od poc¢atku urcujici pro Gspésnost péstovani. Témito znaky
jsou ztrata dormance semen béhem kultivace a druhym je ztrata volného Sifeni semen
(Fuller et Allaby, 2009). Spole¢ny soubor domestika¢nich znakl byl zjistén i
U nepiibuznych plodin geograficky vzdalenych oblasti a byl nazvan "domestika¢nim
syndromem" (Hammer, 1984; Harlan, 1992). Tato genetickd modifikace vedla v mnoha
Vv ptipadech k vysoké ¢i uplné zavislosti na ¢loveku, predev§im ztraté piirozené schopnosti
reprodukce.

Z pohledu genetického existuje nckolik faktori ovliviiujicich proces domestikace
jako je fenotypova variabilita daného znaku, pocet a rozsah plsobicich gent, dédivost, sila
selekce, Cetnost mutaci, mira cizospraseni, velikost populace a mira rekombinace,

nebo naopak mira vazby mezi selektovanymi geny (Abbo et al., 2014).

3.1.5 Genom hrachu

Z pohledu genomiky ptedstavuje podstatnou piekazku rozsahly genom hrachu.
Velikost jaderného genomu hrachu je odhadovan na 4,45 Gbp, tvorici haploidni (1C)
genom, coz odpovida priblizné 9,09 pg DNA nachazejicim se ve stadiu 2C (Smykal et al.,
2012). Jak ukézaly diive provedené experimenty sledujici kinetiku reasociace DNA ¢i
nedavné vyzkumy vyuzivajici technologii next-generation sequencing (NGS), vice jak jeho

tfi Ctvrtiny jsou tvofeny rliznorodymi, pfevazné stiedné az vysoce repetitivnimi,



sekvencemi. Dominantni Ulohu pfitom hraji retrotranspozony (Macas et al., 2007).
Postupné byly pro experimentovani nalezeny vhodnéjsi biologické, rostlinné modely.
Jednim z nich je tolice druhu Medicago truncatula (piibuzna vojtésky), jejiz genom je 10x
men$i nez hrachu (5x10% bp). Tento druh byl vybrian jako modelova luskovina
pro sekvenovani jeji kompletni genetické informace (Cook et al. 1997, 1999).

malo vime o struktufe jeho genomu, a to jak o karyotypu, tak i o genetické informaci
jednotlivych chromozomi. Pti¢inou je piedevs§im jiz zminéna slozitost genomu.

Diky existenci podrobnych genetickych a cytogenetickych map bude mozné
postupné porovnat jednotlivé useky genomu a jednotlivé geny evolucné blizkych druhd,
napf. hrachu, bobu ¢i Cocky. Studium genomu hrachu bylo zjednoduSeno pomoci
identifikace syntenii mezi genomy hrachu (Pisum sativum L.), tolice (Medicago
truncatula) a séji (Glycine max) (Cook et al. 1997, 1999).

3.1.6 Karyotyp hrachu

Standardni karyotyp hrachu tvofi sedm parti chromozomi (2n = 14), odlisitelnymi
na zaklad¢ morfologickych znak a in situ hybridizace. Chromozomy 1 a 2 jsou
submetacentrické. Ostatnich pét chromozomii je akrocentrickych, pficemz na dlouhych
raménkach chromozoml 4 a 7 se nachézeji oblasti sekundarni konstrikce, odpovidajici
repetitivnim sekvencim gend 45S rRNA. Chromozomy hrachu jsou ¢islovany netradi¢né,
Cisla chromozomil nekoreluji s ¢isly vazebnych skupin, které se na nich nachazeji. Z tohoto
davodu se vyuziva specifického systému znaceni, kdy arabska ¢isla odpovidaji konkrétnim
chromozomlim a fimsk4 ¢isla oznacuji vazebné skupiny: 1 =V, 2=13=V,4=1V, 5=
111, 6 =11, 7 = VII (Neumann et al., 2002; Fuchs et al., 1998). Nejvétsi chromozom hrachu
je oznacen ¢islem 5, ackoliv se pro tento ucel konvenéné vyuziva Cisla 1 (Ellis et Poyser,
2002; Smykal et al., 2012). Jediny zptsob, jak spolehlivé rozlisit chromozomy, je pomoci
fluorescent in situ hybridization (FISH) (viz Obrazek 3).



Obrazek 3: Schématické znazornéni standardniho karyotyp hrachu (pfevzato
ze Smykal et al., 2012)
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Legenda: Horni ¢ast obrazku ptedstavuje schéma karyotypu hrachu s lokusy pro PisTR-B (Cervend), 5S
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rDNA (zelend), 45S rDNA (zlutd). Spodni ¢ast obrazku ukazuje stejné lokusy detekované pomoci metody

FISH na izolovanych metafaznich chromozémech. Méfitko = 5 pm.

3.2 Semeno hrachu

Pti vyvoji semene probiha piestavba pletiv vajicka na pletiva semene. Po oplozeni
se z oplozené vajetné builky (zygoty) vyviji zarodek (embryo), z centrdlni buiky
zarodeéného vaku triploidni endosperm, z nucellu perisperm, z vaje¢nych oball
(integumentil) osemeni (testa). Na pificném fezu osemenim lze rozlisit slizové,
sklerenchymatické a pigmentové vrstvy. Povrch osemeni mize byt hladky, leskly,
ryhovany, Stétinaty nebo opatieny hacky ¢i vyrustky, pfispivajici k zoochorii (rozsifovani
semen pomoci zvitat) (Marinos, 1970; Hardman, 1976).

Na povrchu osemeni zralého semene mizeme rozlisit malou jizvicku cikatrikulu,
ktera vznika v misté mikropylarniho otvoru vajicka. V tomto misté je osemeni nejtenci, a
proto k nému smétuje Spicka radikuly embrya. Pfi kli€eni semen jako prvni vyrista kofen a
v tomto mist¢ miZe osemeni nejsnadngji roztrhnout. Dédle na osemeni byva vyrazna,
ovalnd ploska oznacovana jako pupek (hilum). Je to misto, kde se oddélilo poutko

(funikulus) od semene. U obracenych a piiénych vaji¢ek je né€kdy patrny semenny Sev

nebo poutec (raphe), coz je hrana v misté srustu poutka s obalem vajicka. Na bazi poutce je



spermotylium, coz je maly hrbolek v misté chalazy vajicka (Marinos 1970; Hardman,
1976) (viz Obrazek 4).

Embryo semene dvoudéloznych rostlin se vzdy sklada z plumuly, dvou dé¢loh,
hypokotylu a radikuly. Embryo lezi v semeni bud’ rovné, nebo je svinuto C¢i
charakteristicky zakfiveno. Endosperm bobovitych semen je Vv pribéhu embryogeneze
zcela spotiebovan a ziviny potiebné pro kliceni semene a vyvoj mladé rostliny jsou pak
uloZeny ve velkych délohach, vyplitujici vétSinu semene. Nahromadéné latky v pletivech
zabezpecuji pocatecni kliceni rostliny a mnohdy jsou vyuzivany také pro vyzivu ¢lovéka

(Marinos 1970; Hardman, 1976).

Obriazek 4: Semeno hrachu (Pisum sativum L.) (A) a jeho Fez (B) (vlastni)

kotinek (radicula)

cikatrikula

pupek (hilum)

vstup cévnich sv.
mozolek (omphalodium)

semenny Sev (raphe)
spermotylium

1 mm

osemeni (testa)

delohy (cotyledons)

kofinek (radicula)
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3.2.1 Nutri¢ni hodnoty semen hrachu

Semena hrachu seté¢ho obsahuji velké mnozstvi sacharidii (9 — 13 %), bilkovin
(5—7 %) a vlakniny 5 %. Dale obsahuje lipidy (do 1 %) a vitaminy: vitamin C, vitaminy
skupiny B (Bs, Bs ), vitamin E, niacin a karoten, a vyznamnéji jsou zastoupeny nasledujici
minerdlni latky: draslik, vapnik, hot¢ik, zelezo, fosfor, zinek aj. Hrach sety obsahuje
pyridinovy alkaloid trigonellin, isoflavonové fytoalexiny (pisatin aj.), neproteinovou
aminokyselinu kanavanin, razné aminy, isokvercitrin, pinitol, z kumarinti zejména dafnetin
(Steinbach, 1997; Tronickova, 1985). Semena bobovitych rostlin obsahuji obtizné
stravitelné sacharidy: stachiosy a rafinosy. Tyto polysacharidy se dostavaji do stiev
nestravené, vazou na sebe vodu. K jejich odbouravani dochazi az pomoci stievnich bakterii
za vzniku oxidu uhli¢itého a jinych plynt, které zptsobuji nebezpeéné nadymani (Dahl,
2012).

Lusténiny také obsahuji zdravi Skodlivé latky lektiny, tj. proteint, které dokazi
s vysokou mirou specifity rozpoznavat a vazat cukry, at’ uz volné nebo vazané. Lektiny
patfi mezi antinutricni latky, které inhibuji ptisobeni amylazy a dalSich enzymil traveni.
Mohou zapfi€init zpomaleni ristu organismu, tim, ze ovliviluji metabolismus cervenych
krvinek, snizuji hladinu inzulinu v krvi, mohou zplsobovat nedostatecné vyuzivani
vitamind, glukézy, tukli a aminokyselin, mize dochazet také k travicim porucham a
K hubnuti. Lektiny jsou rozpustné ve vodg, proto je vhodné lusténiny pied varem namacet.
Tyto latky pfestavaji byt nebezpecné u namocenych lusténin jiz po 10-ti minutach varu,
narozdil od nenamacenych lusténin, kde se tyto latky zni¢i az po 90-ti minutich varu
(Dahl, 2012).

Vladknina z osemeni a bunéénych stén délohy ptispiva ke gastrointestindlni funkci a
sniZuje stravitelnost Skrobu. Meziprodukt amyl6za pfispiva k sniZeni glykemického indexu
a snizeni stravitelnosti skrobu. Vitaminova a minerdlni slozka hrachu muize hrat dalezitou
roli v prevenci nemoci souvisejicich s nedostatkem specialné selenu nebo kyseliny listové.
Hrasek obsahuje rtzné latky, které ptisobi jako antinutricni faktory. Patfi mezi né
polyfenoly, zejména u =zelenych hrachli, které maji vSak také antioxida¢ni a
antikarcinogenni u€inky, saponiny, které snizuji cholesterol v krvi a maji antikarcinogenni
ucinek, a oligosacharidy galaktozy, které maji ptiznivé prebiotické ti€inky v tlustém stifeve

(Dahl, 2012).
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3.2.2 Osemeni

Semeno krytosemennych rostlin se vyviji z oplodnéného vajicka a v zavislosti
na fazi vyvoje se obvykle sklada z embrya vzniklého oplodnénim vajecné buiiky pylovou
la¢kou, z endospermu a z ochranného osemeni (testa) odvozeného z vnitiniho, vnéjSiho
nebo obou integumenti (Bradford et Nonogaki, 2009). Osemeni obklopuje embryo a
endosperm, plni ochrannou funkci proti fyzickému poskozeni a poskozeni ultrafialovym
sklada ze Ctyt vrstev, smérem od povrchu jsou to voskova kutikula, epidermis, hypodermis
a vnitini parenchym (viz Obrazek 5). Vngjsi bunécné stény jsou zpravidla pokryty
voskovou kutikulou, jsou nepravidelné ztlustélé a nazyvaji se koncové cepicky. Jejich
tvary urcuji strukturu povrchu osemeni (Gilines, 2013). Struktura této vrstvy je obecné
spojena s nepropustnosti pro vodu u tvrdych semen (White, 1908; Hamly, 1932, 1935;
Bevilacqua et al., 1989.). Kutikula tvofi souvislou vrstvu pokryvajici celé semeno s
vyjimkou pupku (hilu) a je povazovana za prvni ptekazku bobtnani (imbibice) semen.

Epidermis  tvofi  jednu  vrstvu  palisadovych  radidlné  protahlych
sklerenchymatickych bun¢k nazyvanych Malphigiho bufiky s nerovnomérné ztlustélymi
bunéénymi sténami (White, 1908; Spurny, 1963; Ma et al., 2004). Sklercidni vrstva je
oblast makrosklereidnich bunécnych stén odd€lujicich koncové Cepicky od bazalni ¢asti.
Hrani¢ni ¢ara je oznacovana jako ,,svételna ¢ara“ nebo linea lucida. Jeji nazev je odvozen
od mistnich rozdild v indexu lomu, pravdépodobné jako disledek ruzné depozice
polysacharidd a impregnaci (Hamly, 1935; Harris, 1983; Bhalla et Slattery, 1984;
Bevilacqua et al., 1987). Lumen makrosklereidti byva nepravidelny (viz Obrazek 5).

Subepidermalni vrstva bun¢k se ¢leni na osteosklereidy (buniky ve tvaru kosti), také
nazyvané jako sloupcovité nebo pilifovité bunky, které maji ztloustlou sekundéarni
bunécnou sténu, a lagenosklereidy (buiiky ve tvaru ban€k). Tato vrstva obsahuje vzduchem
plnéné mezibunétné prostory vyplyvajici z formovani bunck behem diferenciace osemeni
a masivni depozice bunéénych stén ve stfedni ¢asti (Harris, 1983; Miller et al., 2010).
V mist¢ a okoli pupku vrstva osteosklereidi splyva se silnosténnym hvézdicovitym
parenchymem (viz Obrazek 5).

Nejvnitin€jsi ¢ast osemeni se sklddd z parenchymatickych bunék, které jsou
protahlé v tangencialnim sméru a vytvati vzduchem naplnéné mezibunééné prostory. Casto
maji 5 - 12 vrstev s vnitini vrstvou v pfimém kontaktu s endospermem (Hamly, 1932;

1935). Nekteti autofi nazyvaji parenchymatickou oblast "Zivnou vrstvou" vzhledem ke své
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funkci v pribéhu vyvoje embrya (van Dongen et al., 2003). Cévni systémy osemeni jsou
zabudovany do parenchymu a jejich struktury se mezi lusténinami lisi. Nékteré druhy maji
rozsahlé vaskularni systémy, které tvoti sité¢ skrz celé osemeni (napt. fazole, Offler et
Patrick, 1984; soja, Thorne, 1981). Zatimco jiné druhy maji relativné jednoduché cévni
systémy pouze s jedinym cévnim svazkem a dvéma boc¢nimi vétvemi (napft. hrach, Spurny,
1963; Hardman, 1976; bob, Offler et al., 1989). Béhem zrani osemeni parenchymatické

buiiky ztraceji protoplast a rozpadaji se na fragmenty.

Obrazek 5: Struktura osemeni bobovitych (Fabaceae) (pievzato ze Smykal et al., 2014)
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Legenda: A - pti¢ny fez osemenim planého hrachu Pisum sativum subsp. elatius, D - schématicky; B -

zobecnéné schéma semene bobovitych (Fabaceae); C - pti¢ny fez osemenim Pisum sativum v oblasti hilu.

3.2.3 Dormance semene

Dormance semene je hlavni fyziologickou adaptaci na heterogenitu zivotniho
prostiedi, ktera ovliviiuje pfirozenou popula¢ni dynamiku (Bewley et al., 2013). Dormance
poskytuje strategii rozdéleni kli¢eni v Case, aby se snizilo riziko Gmrti rostlin a piipadné
vymirani druhti v nepiiznivém obdobi. Dormance byla definovana jako: "vlastnost semene,

stupen urcujici jaké podminky by mély byt splnény, aby semeno vyklicilo" (Vleeshouwers et
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al., 1995). Tato strategie je regulovana riznymi faktory, jako je heterogenita semen
na arovni jednotlivych rostlin (Matilla et al., 2005) zavisla na véku a vyzivé mateiské
rostliny béhem zrani semen, poloze semen na matetské rostling, velikosti a tvaru semen,
dobé sklizné semen a dobé jejich skladovani (Probert, 2000). Pies vSechny tyto variace,
dormance ma jasny geneticky zaklad (Graeber et al., 2012).

Klasicky koncept dormance semen formuloval Harper (1957) rozlisujici tii typy.
Primarni vrozenou dormanci maji rostliny, jejichz semena jsou nekli¢iva ihned
po dozrani na matefské rostlin€. K ukonceni tohoto typu dormance je tieba vystavit semena
po urcitou dobu zvlastnim podminkam, které dany druh k piekonani dormance potiebuje.
Semena mnohych druhli pottebuji k vykli¢eni zvlastni podnét, bez néhoz nevyklici,
ani kdyz dormance jiz skonéila. Byva to ¢asto vystaveni svétlu nebo pravidelnému stiidani
teploty, k jakému dochazi v povrchovych vrstvach pidy béhem dne a noci.

Sekundarni dormance vznikd u kli¢ivych semen lezicich v pad¢ jako reakce
na ur¢ité, vétsSinou nepiiznivé, podminky. Ve stavu vnucené dormance je Semeno
udrzovdno pusobenim vnégjSich podminek, kdyZz tyto podminky pominou, dojde brzy i
k ukonceni dormance.

Indukovana dormance je stav fyziologicky podobny primarni dormanci.
Sekundédrné dormantni semena nevykli¢i ihned po nastupu piiznivych podminek,
ale k ukon¢eni dormance potiebuji projit obdobim podminek vhodnych pro ukonéeni
dormance.

Dormantni tfidy byly definovany Nikolaevem (1969, 1977) a nedavno
prezkoumany Finch-Savagem a Leubner-Metzgerem (2006).

Fyziologicka dormance, nejrozsifenéjsi forma, pravdépodobné zahrnuje
metabolismus abscisové kyseliny (ABA) a giberelinu (GA). Tyto riistové hormony zavisi
na vnéjSich podminkach, jako je svétlo, teplo a vlhkost. Pfedpoklada se, ze ABA indukuje
dormanci, kdezto GA jsou zodpovédné za pocatek kliceni. Pokud je semeno slabé
dormantni, a obsahuje tedy nizkou davku ABA, vyZaduje ke kliceni 1 nizkou davku GA.
Naopak pokud bylo v semeni pribéhu jeho vyvoje produkovéno vétsi mnozstvi ABA,
ke kli¢eni je zapotfebi rovnéz vétsi mnozstvi GA (Baskin et Baskin, 2004). ABA mimo
jiné zabranuje predCasnému kliCeni semene béhem jeho vyvoje; stejné ufinky ma 1
osmoticky tlak okolniho prostfedi nebo jejich kombinace (Berry et Bewley, 1992).
Hormonalni regulaci dormance také ovliviiuje ethylen. U mnoha rostlinnych druhd bylo
prokazano, ze ukoncuje dormanci a stimuluje kli¢eni (Kepczynski et al., 1997). Ethylen

interaguje s ABA a patrné snizuje citlivost semene k ni (Baskina et Baskin, 2004).
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Morfologicka dormance se vztahuje na semena, kterd maji nevyvinuté embryo a
vyzaduji Cas na rGst a kliCeni. Za piiznivych podminek trva toto obdobi nékolik dni,
nejvyse dva tydny. Poté semena kli¢i do mésice (Baskin et Baskin, 2004)

Morfo-fyziologickd dormance se nachazi u semen, které maji malo vyvinuta
embrya a navic maji fyziologické podminky pro jejich dormanci. Tato semena vyzaduji
pro ukonceni dormance skarifikaci, nebo aplikaci GA a podstatné del$i dobu pro vyvin
(Baskin et Baskin, 2004).

Fyzicka dormance zahrnuje vyvoj vrstev palisadovych bunék osemeni
nepropustného pro vodu, tzv. tvrdosemennost (Baskin et al., 2000). Tato nepropustnost je
porusena az mechanickou nebo chemickou skarifikaci (Finch-Savage et al., 2006).
Tzv. tvrdosemennost je typicky jev u vétSiny luskovin. Tento atribut poskytuje lepsi
moznosti pro preziti v pfirodé. Pfitomnost tvrdych semen nejen Ze brani rychlému a
jednotnému kliceni, jak je pozadovano pro péstovani, ale také prodluzuje dobu vyklic¢eni
(Quinlivan, 1971; Maas, 2005). Tento typ dormance je nalezen nejméné u 17 rostlinnych
rodin, véetné agronomicky vyznamnych rodin jako je Fabaceae, Malvaceae, Cannaceae,
Geraniaceae, a Convolvulaceae (Baskin et al., 2000) a je ptitomen u planych ptedki
kultivovanych luskovin (Dueberrn de Sousa et Marcos-Filho, 2001; Zohary et Hopf, 2012;
Abbo et al., 2014).

Kombina¢ni dormance se nachazi u pro vodu nepropustnych semen v kombinaci

s fyziologickou dormanci (Baskin et Baskin, 2004).

3.2.4 Kliéeni semen

Kliceni semen zacina za pfiznivych podminek, pfi dostatku vody pro bobtnani

semene, vzduchu pro dychani kli¢ici rostliny, svétla a tepla (Finch-Savage et Leubner-
Metzger, 2006; Smykal et al., 2014). Béhem bobtnani se zvySuje obsah vody, voda je

pohlcovéana tkdnémi semene a soucasné dochazi k predavani zasobnich latek meristému.
Béhem kliceni semen dochazi k rtistu zarodku a jeho pfeméné v autotrofni rostlinu. Vyziva
zarodku je zajiStovana z déloh nebo jinych zasobnich pletiv semene. Nejdiive zafina riist
kotfinek. Pokud prorazi osemenim, semeno je naklicené. U Fabaceae dochazi, jak
kK hypogeickému kli¢eni, kdy delohy ziistavaji uzavieny v semeni pod zemi, predavaji latky
meristému a postupné zasychaji (hrach), tak k epigeickému kliceni, kdy z horni c¢asti
kofinku roste hypokotyl, ktery se narovnava a vyzvedava semeno nad puadu (fazol).
Osemenim prorsta prvni nadd€lozni ¢lanek - epikotyl, z ng&jz vyrista pryt, mluvime
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0 kli¢ici rostlin€. Je pozorovavana zesilena Cinnost hydrolytickych a oxida¢nich procesii.
Po nabobtnani semene se zvysuje intenzita dychéani, dochazi k velké spotiebé energie a
snizuje se obsah suSiny v semenu. Dochazi k rozpadu polymernich sloucenin bilkovin,
polysacharidt a tukti, kterou jsou pozdéji vyuzity k biosyntéze pfi tvorbé bunck klickt a
pozdéji kotfinkd. Ke zménam dochdzi také v syntéze nukleovych kyselin, hlavn¢ RNA
(Bewley, 2006).

Interakce mechanismli dormance se souc¢asnymi podminkami prostiedi urcuji, jaky
podil semen v semenné bance bude kli¢it v daném case. Meteorologické a ptdni fyzikalni
vlastnosti vytvaii mikroklima vnimané semenem.

Po vod¢ je nejdulezitéjsSim faktorem pro kliceni teplota. U teploty rozliSujeme
teplotni minimum, optimum a maximum. Na teploté kliceni zavisi délka trvani kliceni
(Bewley, 2006). Minimalni teploty pro kli¢eni umozfuji zahajit biochemické a
fyziologické pochody kliceni. Semena hrachu nebo bobu mohou kli¢it pii nizkych
teplotach tésné nad 0 °C.

Svétlo hraje roli v pocatku kliceni kvali fytochromovému mechanismus.
Pro nékteré druhy je to podminkou pro kliceni a v n¢kterych ptipadech kli¢eni urychluje.

Jednou z nezbytnych podminek pro kli¢eni je kyslik, bez néhoz by semena
nevyklic¢ila. Kyslik nebo naopak oxid uhli¢ity indikuji pfitomnost pfipadnych kompetitori
Vv okoli. Pfi zvySeném hromadéni oxidu uhli¢itého v prostiedi dochazi k brzdéni kliceni.
Pokud je jeho obsah nad 35 %, semena hynou. To je jeden z divodi, pro¢ nemé byt
semeno béhem kli¢eni trvale namoceno ve vodé (Bewley, 2006).

Vliv na kli¢eni semen mohou mit 1 rizné¢ chemické latky. Pasobeni chemickych
latek v niz§ich koncentracich semena podrazdi a ve vyssich koncentracich je vzdy poskodi.
Proto musi byt zachovéana opatrnost pfi desinfekci semen. Neptiznivy G€inek mé zvySeny

obsah soli ve vod¢ (Bewley, 2006).

3.2.5 Genomické a transkriptomické analyzy vyvoje semen bobovitych (Fabaceae)

Transkriptomicka analyza je béZné technika ve funkéni genomice a molekularni
biologii. Pokrok v bioanalytickych metodach a postupné se snizujici cena vedly ke vzniku
rozsahlych transkriptomickych datasetl, které zahrnuji jak rlizné tkan€ a orgény, tak i1
vyvojova stadia (Junker et al., 2012).

Efektivni metodou pro celogenomovou transkriptomickou analyzu je RNA

sekvenovani (RNA-Seq) (Sudheesh et al., 2015) zalozené na next-generation sequencing
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(NGS). Ukazalo se, ze je vhodné&jsi nez diive pouzivané metody zaloZené na hybridizaci
(napf. microarrays), nebot’ zohlediiuje biologicky dulezité¢ izoformy a identifikuje
geneticky odli$né varianty, jako tfeba alternativni alely (Zhao et al., 2014). RNA-Seq bylo
pouzito pro studium zmén v genové expresi béhem vyvoje semene u Arabidopsis (Le et al.,
2010), ryze (Xue et al., 2012), s6ji (Severin et al., 2010, Jones et Vodkin, 2013), Medicago
truncatula (Gallardo et al., 2006), cizrny (Pradhan et al., 2014) a hrachu (Alves-Carvalho,
2015).

ze je celkem 15 786 gent odlisn¢é exprimovano (Benedito et al., 2008). Vice nez 45 %
téchto gend bylo zafazeno do metabolickych drah sacharidd, aminokyselin, lipidi a
sekundérnich metabolitl, véetné fytohormont typu kyseliny abscisové (ABA) a giberelové
(GA), coz naznaluje, ze vyvoj semene je fizen metabolismem. Je identifikovano nékolik
transkripénich faktort, které jsou vyznamné zapojeny do procesu vyvoje semene, jako je
B3, MYB, bHLH a AP2 (Sreenivasulu et Wobus, 2013). VSechny tyto vysledky ukazuji
slozitost regulace vyvoje semene. Alves-Carvalho (2015) zvefejnil RNA-Seq data hrachu
Vv databazi Unigene obsahujici 20 cDNA knihoven, které zahrnuji rlizné tkané odebirané
pfi riznych vyvojovych stadiich a péstovany v kontrastnich vyzivovych podminkach.

Podobné analyzy byly provedeny i na séji. Redekar et al. (2015) provedli
komplexni srovnani genové exprese u normalnich a low phytic acid (Ipa) mutantnich
semen s0ji (Glycine max) za pouziti RNA-Seq. Mutantni rostliny obsahuji niz§i hladinu
kyseliny fytové, mj. pfispivaji k redukci zneciSténi fosfaty. Mutace jsou piimo nebo
nepiimo spojeny s biosyntetickou drdhou kyseliny fytové a s jejim ukladanim v semenech.
Po osekvenovani tficeti knihoven bylo identifikovano 4235 rozdiln€ exprimovanych genil,
které zahrnovaly i 512 transkripénich faktori. Ukazalo se, ze Ipa mutace hraji roli
V navozovani a potlacovani obrannych reakci rostliny béhem casnych a pozdnich fazi
vyvoje semen.

Pang et al. (2008) provedli analyzu exprese transkripénich faktorti transparent
testa2 (TT2) MYB. Analyza na mikroCipu ukdzala, ze TT2 indukuje expresi genil
pro biosyntetickou drahu flavonoidii a proanthokyanidinti, transkripénich faktort a také
mnozstvi genil nezndmé funkce. Pomoci druhého mikrocipu byly identifikovany geny
preferen¢né exprimované v osemeni Medicago truncatula. Srovnanim takto ziskanych dat
urcili do té¢ doby nezndmé klicové geny nékterych kroki v biosyntetické draze PA a jejich

akumulaci. Jeden z téchto gentl byl gen pro glukosyltransferdazu (UGT72L1).

17



Transkriptomické analyzy byly provedeny také na semenech hrachu. Chen et al.
(2013) se zabyvali starnutim semen hrachu, konkrétnéji vztahem mezi zivotaschopnosti
semen, genovou expresi béhem umeélého starnuti semen hrachu. Provedli rozsahlou
transkriptomickou analyzu pomoci mikroCipii (microarrays), doplnénou o qRT-PCR
analyzu vybranych genll a viceuroviiovou analyzu antioxidantu glutathionu. Vyzkum
ukdzal, Ze u starnuti téchto semen byly na molekularni Grovni klicové zmény v transkripci,
které ovlivitovaly rozvoj programované bunécné smrti a sniZzeni antioxidacnich schopnosti,

Chai et al. (2016) provedli screening velkého poc¢tu Tntl retrotransposonovych linii
Medicago truncatula. Mikroskopickym pozorovanim bylo zji$téno, ze mutantni fenotyp
byl zplsoben dysfunkéni palisddovou kutikulou osemeni. Chemickd analyza ukéazala
rozdily v lipidovém obsahu mezi osemenim planého a mutantniho typu. Genetickd a
molekularni analyza odhalila, ze gen KNOX4 ztfidy II KNOTTED-like homeoboxt
(KNOXII) je zodpovédny za ztratu fyzické dormance u mutantnich semen. V jeho
dasledku je zménéna exprese P540 cytochromoxiddzy a také slozeni hydroxylovanych
mastnych kyselin, tak jak to odpovida recentnim datim srovnavajici plany a kulturni hrach
(Hradilova et al., 2017).

Liu et al (2015) provedli komparativni transkriptomickou analyzu polniho a
zahradniho hrachu. Pomoci RNA-Seq ziskali 18,7 G dat a objevili 459 a 801 gent odlisné
exprimovanych v riiznych fazich vyvoje semene hrachu. Dale zjistili, Ze obsah rozpustnych
cukri a Skrobu v pozdéjSim stddiu vyvoje semene negativné koreluje s expresi genu

podilejicich se na jejich metabolismu.

3.3 Flavonoidy

3.3.1 Vztah mezi dormanci semen a proanthokyanidiny

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity Siroce zastoupené u vysSich rostlin a patii
mezi n¢ flavonoly, anthokyany a proanthokyanidiny (PA). Flavonoidy jsou syntetizovany
fenylpropanovou drahou (Liu et al., 2014), biosyntézou malonyl-Coa a fenylalaninu.
Derivaty flavonoidd urcuji pigmentaci vegetativnich organu a semen (Lepiniec et al.,
2006) a chrani rostlinu pfed poskozenim (Debeaujon et al., 2000; Chen et al., 2013).
Flavonoly chrani rostliny pied UV zafenim (Li et al., 1993) a dobarvuji kvéty a listy
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(Bloor, 1997). Anthokyaniny jsou pigmenty, které jsou z ¢asti zodpovédné za Cervenou,
fialovou a modrou barvu kvétt, listd, plodi a semen (Liu et al., 2014) a chrani rostliny a
semena pred UV zatenim (Chapple et al., 1994).

Katechin a epikatechin jsou flavan-3-ol monomery (Pang et al., 2008) jejich oligo-
a polymery tvoti proanthokyanidiny (PA) nebo také kondenzované taniny, které jsou
vyznamné zastoupeny v osemeni (Pang et al., 2008; Dixon et al., 2005).
Proanthokyanidiny jsou rozpustné a bezbarvé, hromadi se v kvétech, listech a osemeni a
jsou zeméd¢lsky a ekologicky dulezité pro snizeni nadymani u piezvykavcu. PA jsou také
znamé jako chemicky zéklad vysoce polymernich a nerozpustnych tfislovin, polymernich
flavonoidd, které rostliny produkuji jako sekundarni metabolity ve vnitinim integumentu
nebo endotelu (Winkel-Shirley, 2001). Oxidazy (Marbach et Mayer, 1974) se podileji na
oxidaci rozpustnych PA za vzniku nerozpustnych PA, které chrani semeno proti biotickym
a abiotickym stresum (Pourcel et al., 2005) a udé€luji sementm hnédou barvu (Liu et al.,
2014). U zvitrat pusobi proti nadymani, protoze se vazi na proteiny, zpomaluji jejich
kvaSeni a snizuji tak tvorbu metanu.

Nejlépe studované proanthokyanidiny u Medicago truncatula jsou sloZeny
pievazné z epikatechinu nebo katechinu (Duenas et al., 2003). Epikatechin vykazoval
vyznamné pozitivni vztah pfi vzniku tvrdosemennosti a s tim souvisejici dormance a
klicivosti semen. Epikatechin ma vlastnosti autooxidace s kyslikem. Epikatechin
pravdépodobné brani vstupu kysliku a chrani tak embryo proti oxidaci, proto jsou semena
schopna udrZet si vitalitu. Pfi pomalé a trvalé oxidaci kysliku na povrchu semene,
se snizovala jeho tvrdosemennost a dochazelo tak ke kliceni (Zhou et al., 2010).

Fyzikalni typ dormance semen, tzv. tvrdosemennost je adaptivni vlastnost rostlin,
které ptrezivaji v nepfiznivych podminkach. Naopak je to negativni vlastnost z hlediska
potravinatského vyuziti, kdy sniZeni ptijmu vody vede k prodlouZeni doby vateni (Zhou et
al.,, 2010). Lze ji narusit mechanicky, napf. vymrznutim a roztanim, stfidanim teplot,

¢i chemicky, napt. v zaludku pisobenim Zaludecnich kyselin.

3.3.2 Geneticka regulace biosyntézy a akumulace flavonoidi

Zjistilo se, Zze anthokyanidinové a proanthokyanidinové biosyntetické procesy

ovlivituji dormanci semen Arabidopsis, indikujici tlohu pigmentd v tomto procesu

sniZovat i pigmentace a tvrdost semen, coz je také typické v priabéhu procesu domestikace
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(Plitmann et al. 1989). Jak se osemeni u Arabidopsis vyviji, hromadi se flavonoidy a
slizové latky (angl. mucilage).

Biosyntetickd draha proanthokyanidini zac¢ind na vnéj§i strané membrany
endoplasmatického retikula, pokracuje v cytosolu a konéi polymerizaci ve vakuole, kam se
dostavaji monomery flavon-3-oly pomoci MATE transportért lokalizovanych v tonoplastu
(Zhao et Dixon, 2009). Nekteré polymery dale vstupuji do bunécné stény. Pomoci mutantd
Arabidopsis s pruhlednym osemenim (tt) byla objevena biosyntéza proanthokyanidint a
jeji regulace (Lepiniec et al., 2006) a geny, které ovlivituji metabolismus flavonoida
(Bradford et Nonogaki, 2009).

Draha zacind postupnou pieménou fenylalaninu az na naringenin, ktery je
hydroxylovan. Poloha hydroxylové skupiny B-prstence naringeninu pak zapii¢inuje
diverzitu vyslednych proanthokyanidint. Jeji umisténi na naringeninu urcuji tyto enzymy:
cytochromy P450, flavonoid-3’-hydroxylaza (F3’H) a flavonoid-3’5’-hydroxylaza
(F3°5’H). Dale probihaji reakce katalyzované flavanon-3-hydroxylazou (F3H) a
dihydroflavonal-4-reduktazou (DFR), které davaji vznik flavan-3,4-dioliim, neboli
leukoanthokyanidinim. Leukoanthokyanidin je latka, z které vznika 3-OH-anthokyanidin
pomoci anthokyanidin syntazy (ANS) (Liu et al, 2014) a katechin pomoci
leukoanthokyanidin reduktazy (LAR) (Tanner et al., 2003). Ze 3-OH-anthokyanidinu
vznika epikatechin pomoci anthokyan-reduktazy (ANR) (Xie et al., 2003; Baudry et al.,
2004) nebo anthokyanidin glykosylaci pomoci anthocyanidin/flavonol glukosyltransferazy
(UFGT) (Pang et al., 2008). Epikatechin muze byt glykosylovan uridindifosfat
glukosyltransferazou (UGT72L1) na epikatechin-3'-O-glukosid (Pang et al., 2008), Takto
glykosylovany epikatechin (Pang et al., 2008) je pfenesen pies tonoplast MATEI
transportérem do vakuoly (Zhao et Dixon, 2009). Neglykosylovany epikatechin se taktéz
muze prenaset do vakuoly pomoci AHAI10 transportéru (Zhao et Dixon 2009).
Anthokynidin je pfenesen do vakuoly MATE2 transportérem (Lepiniec et al., 2006, Pang
et al., 2013). U epikatechinu a epikatechin-3'-O-glukosidu nasleduje enzymaticka nebo
neenzymaticka polymerizace, jejiz mechanizmus neni znam, ale predpoklada se,
ze probiha ve vakuole. Enzymaticky probihd polymerizace pravdépodobné pomoci lakazy
(laccase-like 14), enzymu kodovaného TT10 genem u Arabidopsis (Pourcel et al., 2005)
na rozpustné proanthokyanidiny. Popfipadé vznikaji epikatechin dimerni slouéeniny.
Epikatechin-3'-O-glukosidu oxiduje na nerozpustny proanthokyanidin pravdépodobné

pisobenim apoplastické polyfenoloxidazy (Pang et al., 2013) (viz Obrazek 6).
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Obrazek 6: Biosynteticka draha proanthokyanidina (pfevzato z Liu et al., 2014)

Dihydroflavonols

Proanthocyanidin Polymer

Leucoanthocyanidin

Extension subunits

OH
ANR 2,3-trans-flavan-3-ols R, Flavan-3-ols

R1=R2=H, (+) -afzelechin
OH . (BAN) R1=0H,R2:H, (+) -catechin OH Terminal subunits
3-OH-Anthocyanins R1=R2=0H, (+) -gallocatechin
R1=R2=H, pelargonidin / OH
R1=0H, R2=H, cyanidin

R1=R2=0H, delphinidin

oMmT +
UFGT}
RT ‘

Anthocyanins

R1=R2=H, ( -)- epiafzelechin
R1=0H, R2=H, ( -)-epicatechin

OH
2,3-cis-flavan-3-ols
R1=R2=0H, ( -)-epigallocatechin

Legenda: DFR - dihydroflavonol 4-reduktiza, ANS - anthokyanidin syntaza, ANR - anthokyanidin
reduktaza, LAR - leukoanthokyanidin reduktiza, OMT - O-metyltransferaza, UFGT - UDP-gluké6za

anthokyanidin/flavonol 3-O-glukosyltransferaza, RT - rhamnosyltransferaza

BANYLUS (BAN) gen koduje anthokyanidin reduktazu (ANR), ktera fidi vétveni
anthokyanidint, spole¢ny prekurzor anthokyani a proanthokyanidinu (Xie et al., 2003).
RNA lokaliza¢ni experimenty ukazaly, ze BAN je pfechodné exprimovan v semenech
konkrétn¢ v endotelu od fertilizace aZz po pre-globularni fazi (Devic et al., 1999). U ban
mutantll bez funkéniho genu BAN, akumulace anthokyaninti v osemeni jiz neni omezena
na pozdéjsi fazi vyvoje semene, ale vyskytuje se i v endotelu béhem casné faze
morfogeneze (Albert et al., 1997). Na regulaci transkripce anthokyanidin reduktazy (ANR)
v osemeni Arabidopsis thaliana se podili komplex tfi transkripénich faktord MYB (TT2),
bHLH (TT8) a WD40 (TTG1) (Baudry et al., 2004; Liu et al., 2014) (viz Obrazek 7). TT2,
TT8 a TTG1 mohou piimo aktivovat BAN gen, ale TTG1 pisobi predevSim
prostfednictvim partnera bHLH (tj. TT8 nebo ptibuzné proteiny).

TRANSPARENT TESTA 2 transkripéni faktor (TT2) patfi do rodiny MYB
proteinti (Pang et al., 2008) a indukuje expresi UGT72L1 a ANR gent (Zhao a Dixon,
2009). Nejvyssi aktivita byla pozorovana v osemeni (Pang et al., 2008). Inzertni mutanti
TT2 u A. thaliana ztraci schopnost akumulace PA v osemeni (Nesi et al., 2001). TT2

nemuze byt nahrazen jinym souvisejicim MYB proteinem k aktivaci BAN u A. thaliana.
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TRANSPARENT TESTA 8 transkrip¢ni faktor (TTS) patii do rodiny bHLH (basic
helix-loop-helix) (Baudry et al., 2006). TT8 je hlavni regulator exprese flavonoidovych
geni a genu pro slizovy obal semen u A. thaliana. V semenech pozitivné reguluje
BANYLUS, ANR, akumulaci PA a tvorbu slizu. Ve vegetativnich ¢astech rostlin reguluje
akumulaci anthokyant (Baudry et al., 2006). Inzerci v genu pro MYB (tt2 mutant)
transkrip¢ni faktor nedochazi ke snizeni mRNA TT8 v semenech. Wdr (ttgl) mutant zcela
vytazuje expresi TT8 v semenech a snizuje transkript ve vegetativnich Castech rostliny
(Baudry et al., 2006). Inzerce v genu pro TT8 odhalila, ze v nékterych typech bunék
dochazi k autoregulaci (Baudry et al., 2006). Dale bylo prokazano, ze ve vné&jSim
integumentu osemeni, TT8 a EGL3 redundantné reguluji biosyntézu slizového obalu
(Zhang et al., 2003) a EGL3 je také zapojen do regulace TTS8 v téchto bunkach (Baudry et
al., 2006).

TRANSPARENT TESTA GLABRA 1 (TTGI1) patifi mezi WD40 a kontroluje
bHLH a MYB geny (Baudry et al., 2006)

Obrazek 7: Komplex transkripénich faktora TT2 (MYB), TT8 (bHLH) a TTG1
(WDA40) (ptevzato z Baudry et al., 2004)
Developmental Developmental

Neasti control control
ceo%i‘r 3’,9 (endothelium)
(stability?)

Gene expression

B

Control of TT8
expression

Legenda: TT2, TT8 a TTG1 tvoii transkripéni komplex schopny aktivovat expresi BAN. TT2 je zodpovédny
za specifické rozpoznani promotoru a kontroluje expresi TT8. TTGI1 reguluje aktivitu proteini

prostiednictvim negativni kontroly TTS.
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3.4 Vybrané geny aktivni pri vyvoji osemeni

3.4.1 Mendeluv A lokus hrachu (bHLH transkrip¢ni faktor)

bHLH (basic helix-loop-helix) proteiny jsou super-rodinou transkrip¢nich faktoru,
které se vazi jako dimery na DNA a reguluji transkripci. Jiz Mendelem elegantné vyuzity A
lokus je homolog bHLH transkripéniho faktoru. MYB a basic helix-loop-helix (bHLH)
transkripcni faktory a WD40 proteiny tvoii komplexy regulujici anthokyanidin syntazu
(ANS) a anthokyanidin reduktizu (ANR), které dale reguluji anthokyanidinovou a
proanthokyanidinovou (PA) biosyntézu. Ptedchozi vyzkumy ukazali, Ze bily kvét
(recesivni alela a) je zpisoben narusenim tohoto regulacniho genu.

U hrachu, stejné jako u mnoha dalSich rostlin, jsou ¢ervené, fialové nebo modré
pigmentace zpusobeny akumulaci anthokyanovych sloucenin, sloucenin odvozenych
od fenylalaninu. Mutace v (a) genu rusi akumulaci anthokyaninu v celé rostliné. A lokus je
potencidlné regulacni gen regulujici expresi rtiznych strukturdlnich gent. Gen, ktery
koduje Dbasic helix-loop-helix (bHLH) transkripéni faktor, byl identifikovan jako
kandidatni gen (Hellens et al. 2010). U petunie jsou mutace genu ANTHOCYANIN 1
bHLH (AN1) zodpovédné za bily kvét a podobné geny byly spojeny s akumulaci
anthokyaninu u hlediku, kukufice a husenicku (Hellens et al., 2010).

Absence pigmentace je zpusobena jednobodovou mutaci bHLH genu a naslednym
chybnym sestiihem mMRNA vedouci k ptedéasnému stop kodonu. U rostlin je GT misto
sestithu pfitomno téméf ve vSech intronech a naruseni sekvence Casto vede k chybnému
sestithu. Sekvence cDNA z linie Cameor s bilymi kvéty ma v disledku toho navic osm
nukleotidii pfidanych k intronu 6. Dochazi k tranzici G na A rozruSujici GT misto sestiihu
intronu 6 a spliceosom identifikuje dalsi dostupny motiv GT. Pfedpoklada se, Ze téchto 8
nukleotidd navic, ma za nasledek predéasny stop kodon v kdédovaném polypeptidu (Hellens
etal., 2010) (viz Obrazek 8 A).

Ptitomnost pfedcasného stop kodonu miZe snizit nahromadéni mRNA
prostifednictvim nonsense-zprosttedkovaného rozpadu. Studie ukézala, Ze mnozstvi bHLH
RNA v bilych kvétech byla obecné nizs$i nez v barevnych kvétech. Nékteré genotypy
s bilymi kvéty mély vice mRNA nez linky s barevnymi kvéty, coZ naznacuje, Ze jesté jiné

faktory v pozadi mohou hrat roli (viz Obrazek 8 C, D). Zvétsena délka fragmentu cDNA
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u linky s bilymi kvéty byla v souladu s navrZzenou hypotézou mis-sestiihu (Hellens et al.,
2010).

Obrazek 8: Molekularni charakterizace mutace hrachu s bilymi kvéty (pievzato
z Hellens et al., 2010)

A ‘A’ Protein

‘A’ mRNA

‘A’ DNA

‘a’ DNA
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‘a’ Protein
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Legenda: A - Schéma ukazuje hlavni rysy genu bHLH a jeho expresnich produktii (neni v métitku). Kultivar
Cameor s bilymi kvéty ma genotyp a. U DNA jsou zobrazeny exony 6 a 7 jako Seda policka, ktera ohranicuji
intron 6. U mRNA svétle Sedé policko pfedstavuje 8 nukleotidii (nt) vlozenych do mRNA, coz ma za
dasledek chybny sestiih intronu 6. Cervena hvézdicka ukazuje polohu stop kodonu zptsobujici predéasnou
terminaci u kultivarG sbilymi kvéty. B - Kvantitativni RT-PCR bHLH 2z RNA okvétnich listku
pigmentovanych a bilych linek. C - Kvéty z dvanacti linek JI 2822 a Cameor. D - RT-PCR produkty oblasti
mezi exon6-exon7. Standard molekulové hmotnosti je znazornén vlevo. VSech osm barevné kvetoucich linek

maji produkt dlouhy 79 bp a vSechny bile kvetouci linky maji produkt o 8 nukleotidtl vétsi, tzn. 87 bp.

Byly objeveny homologické geny A lokusu v Medicago truncatula, cizrn¢ a

¢occe. Homologni transkripéni faktor bHLH MtTT8 u Medicago truncatula byl
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charakterizovan jako ustfedni soucast MYB-bHLH-WD40 komplext. Mttt8 mutantni
semena maji transparentni osemeni se snizenym mnozstvim PA a anthokyana (Li et al.,
2016).

TAN gen Cocky koduje transkripéni faktor bHLH homologni k A genu hrachu.
Nemutantni rostlina mé nacervenalé stonky, fialové kvéty a tlusté, pigmentované osemeni.
Recesivni gen (tan) ma za nasledek pokles produkce taninu a s tim souvisejici zménu
fenotypu charakterizovanou zelenymi stonky, bilymi kvéty a tenkym, prihlednym nebo
prusvitnym osemenim. Tento soubor znakl je podobny u Mendelova A lokusu hrachu
(Mirali et al., 2016).

Byl zjistén homolog i u cizrny a to v oblasti B lokusu (Penmetsa et al., 2016).
RozliSujeme dva druhy cizrny: typ desi, ktery ma fialové kvéty a pigmentovana semena, a
typ kabuli, ktery ma bilé kvéty a nepigmentovana semena. Cizrna mize mit i
pigmentovany kvét v disledku slabé alely b5 na B lokusu (Penmetsa et al., 2016) (viz
Obrazek 9).

Obriazek 9: Morfologie kvéti a osemeni dvou hlavnich typi kultivované cizrny

(ptevzato z Penmetsa et al., 2016)

7 Ps_Agene
F 100 _3':Medtr_1 086480
Ca_bHLH.candidate
100 Gm1 _bHLH
- 93 Gm2_bHLH
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Legenda: A, D - typ desi, B, E - typ kabuli. C - pigmentovany kvét v disledku slabé alely b5 na B lokusu. F -
fylogram basic helix-loop-helix (bHLH) kandidatniho genu (modife) a homologové Medicago trancatula
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(Medtr), Pisum sativum (Ps_A; Mendeliv gen), so6ja (GM1, GM2), lotus (Lj), ricin (Rc), topol (Pt), vinna
réva (Vv) a funkéné charakterizované ortology pettinie (Ph_ANT1) a Arabidopsis (At_TT8).

3.4.2 Gen GLABRA 2

GLABRA 2 (GL2) koduje transkripéni faktor, ktery na zakladé své proteinové
sekvence patii do tiidy IV a homeodomain-leucin zipper (HD-ZIP) genové rodiny (Rerie et
al., 1994; Nakamura et al., 2006). Bylo prokazano, ze GL2 fidi vlastnosti né€kolika
epidermélnich bunéénych typi, véetné morfogeneze trichomt jako je vétveni, prodlouzeni
a zrani (Koornneef et al., 1982; Rerie et al., 1994; Szymanski et al., 1998), atrichoblastl
(Masucci et al., 1996) a osemeni (Koornneef et al., 1982; Western et al., 2001). GL2
zpusobuje abnormalni strukturu osemeni a absenci biosyntézy slizu (Rerie et al., 1994;
Masucci et al., 1996), coz je sekret produkovany vnéjsim osemenim Arabidopsis thaliana,
slozen pievazné z polysacharidi, tvofici gelovitou matrici z dvou klicovych pektint
homogalacturonanu (Hg) a rhamnogalacturonanu I (RGI) (Western et al., 2000). GL2
pasobi jako pozitivni kontrola MUCILAGE MODIFIED 4 (MUM4) / RHM2 genu
(Western et al., 2004). MUM4 / RHM2 koéduje syntazu rhamnosy, ktera je nezbytna pro
produkci rhamnosy (Usadel et al., 2004; Western et al., 2004; Oka et al., 2006). Rhamnosa
je kliCovym substratem pro biosyntézu slizu.

Ve vSech bunéénych typech se exprese GL2 pozitivné reguluje transkripénim
komplexem, ktery se sklada z R2R3 MYB, basic helix-loop-helix (bHLH) a WDA40
transkripénich faktort. Komplex fidici biosyntézu slizu v osemeni se sklada z MYB5 /
TRANSPARENT TESTA 2 (TT2), TRANSPARENT TESTA 8 (TT8) / ENHANCER OF
GLABRA 3 (EGL3) a TRANSPARENT TESTA GLABRA 1 (TTG1). Podobny komplex
GLABRA 1 (GL1) / GLABRA 3 (GL3) / EGL3 / TTGI f#idi tvorbu trichomu a dalsi
podobny komplex WEREWOLF (WER) / GL3 / EGL3 / TTG1 iniciuje vznik kofenovych
vlaska (viz Obrazek 10) (Walker et al., 1999; Zhang et al., 2003; Western et al., 2004;
Bernhardt et al., 2005; Zhao et al., 2009; Li et al., 2009). Akumulace GL2 v burce
zpusobuje zablokovani tvorby kotfenovych vlaskl a trichomt, na druhou stranu u osemeni
zpusobuje produkci slizu.

U trichoblastii a atrichoblastii negativni kontrolu GL2 zajistuje nékolik malych
single-repeat R3 MYB transkrip¢nich faktori: TRIPTYCHON (TRY), CAPRICE (CPC),
ENHANCER OF TRY AND CPCl (ETC1), ETC2, ETC3, CAPRICE-LIKE MYB3
(CPL3), TRICHOMELESS1 (TCL1) nebo TCL2/CPL4. Tyto R3 MYB transkripéni
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faktory jsou podobné jako GL2 pozitivné regulovany komplexem R2R3 MYB / bHLH /
WD40 a transportuji se do sousedni bunky, kde soutézi s MYB 0 vazbu s bHLH a vznika
neaktivni komplex CPC / GL3 / EGL3 / TTGl, ktery zabranuje expresi GL2 (Bernhardt et
al., 2005) (viz Obrazek 10).

Obrazek 10: Pfredpokladany model regulace GL2 (pfevzato z Bernhardt et al., 2005)

Root. .Hair

Legenda: Nepferusované ¢ary predstavuji genovou regulaci transkripce, pferusované ¢ary predstavuji pohyb
bilkovin a teckované ¢ary predstavuji malou nebo zadnou regulaci transkripce. Bilkoviny v bilé barvé znaci

jejich nizkou koncentraci.
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4 Material a metodika

4.1 Genomicka analyza

Rostlinny material:

Dva rodicovské genotypy byly vybrany pro genomickou analyzu: JI1794 (plany
typ, P. elatius) a WL5238 (kulturni typ, P. sativum). Ke genomické analyze kontrastnich
linii (dormantni vs. nedormantni) bylo pouzito 138 rekombinantnich inbrednich linii
(RILs) Fg generace, ziskanych ktizenim JI 1794 a WL5238 (zdroj J. Weller, University of
Tasmania, Australie).

Semena dvou rodi¢ovskych a 138 rekombinantnich inbrednich linii (RILs) byla
sklizena z rostlin péstovanych ve sklenicich (zafi 2016 — leden 2017). Po testu dormance
semen (25 semen / test) byla semena z kazdé rekombinantni inbredni linie po jednom
umisténa do kvé€tinaca naplnénych vysevnim substratem (Profi vysevni substrat, Florcom,
Ceska republika). Experimentalni rostliny byly péstovany v arealu katedry botaniky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci ve sklenikovych podminkach
V obdobi leden — tinor 2017. Poté byly ze vSech rostlin odebrany vzorky listd, z nichz byla
izolovana genomova DNA, nezbytnd k provedeni naslednych molekularnich analyz. Po
dobu vypracovani diplomové prace byly vzorky DNA uchovéavany pfi teplotach 4 °C nebo
-20 °C.

Laboratorni vybaveni:

Petriho misky (primér 9 cm), filtra¢ni papir (Whatman, stupeni 1), brusny papir, pinzeta,
digitalni fotoaparat (DP73, Olympus), t‘rmenovy mikrometr (0 — 25 mm, piesnost 0,01 mm,
biofyzika - prof. Iljik), Invisorb Spin Plant Mini Kit (STRATEC Molecular GmbH,
Némecko), vortex (MS2 Minishaker, IKA), termoblok (Termo Block MB - 102, BIOER.),
centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf; MPS 1000 Mini PCR Plate Spinner, Labnet),
minicentrifuga (Spectrafuge Mini, Labnet), automaticka pipeta (Eppendorf Research plus,
Biohit), $picky, homogenizator (FastPrep-24, MP Biomedicals), NanoDrop (NanoDrop
2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific), kadinka, buniitd vata, 500ml
Erlenmayerova barika, ptredvazky (572, Kern), elektroforeticka vana a forma na gel (Owl
A6, Thermo Scientific; Wide Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad), elektroforeticky zdroj napéti
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(PowerPac™ Basic, Bio-Rad), hiebeny, 1zicka, silikonova chiiapka, UV transiluminator
(FireReader, Uvitec Cambridge), digitalni fotoaparat s oranzovym filtrem (EDAS 290,
Kodak), sterilni flowbox (PV — 102, TelSTAR), 2ml zkumavky (Eppendorf), zkumavkové
stripy (Trefflab, Switzerl), 96 jamkova deska na PCR (4titude), PCR termocykler (PTC-
200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research)

Chemikalie a roztoky:

destilovana voda, agar6za (SERVA, Némecko), standard (marker) molekulové
hmotnosti (GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder, kat. ¢. SM0241, Thermo Scientific,
Biogen, USA), 10x TBE (na 1 litr 5,40 g TRIS baze; 2,75 g kyseliny borité; 2 ml 0,5mol/l
EDTA o pH 8,0; Sigma Aldrich, CR), bromfenolova modi v 30% glycerinu (Promega),
fluorescenéni barvivo pro DNA Simply Safe™ (EurX), MyTaq™ RED polymerdza
(Bioline), 5x koncentrovany pufr MyTaq™ Reaction Buffer s obsahem 15mmol/l MgCl2,
Smmol/l dNTPs a nanaSeciho barviva (Bioline, UK), primery (viz Tabulka 1) (Generi-
Biotech, CZ), Exonuclease | (20 U/ul, Thermo Scientific, USA), Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (1 U/ul, Thermo Scientific, USA), Fast Alkaline Phosphatase pufr (10x,
Thermo Scientific, USA), restrikéni enzym (viz Tabulka 4) (Thermo Scientific, Biogen,
CZ, enzymy testované pro polymorfismus rodicl), odpovidajici pufry pro restrikéni

enzymy 10x (viz Tabulka 4) (Thermo Scientific, Biogen)

4.1.1 Testovani dormance semen

Postup

1. Do Petriho misek byly vlozeny filtrani papiry a vZdy po 20 semenech rodi¢l a
RILs.

2. Kazda deska byla popsana.

3. Semena byla zalita 3 ml vody a byla inkubovana pii 25 °C.

4. Ve 24 hod intervalech po dobu jednoho tydne byl zaznamenan pomér klicicich a
dormantnich semen.

5. U semen, ktera neklicila ani po sedmi dnech, byla provedena skarifikace brusnym
papirem, aby se mechanicky narusilo osemeni pro jeho lepsi propustnost pro vodu

a nasledné kliceni.
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4.1.2 Hodnoceni fenotypu osemeni

1.

2.

Byly potizeny fotografie semen pomoci digitalniho fotoaparatu (viz Obrazek 12)
pro subjektivni hodnoceni barevnosti semen, tj. pigmentace.

Bylo provedeno méteni tloustky osemeni pomoci mikrometru.

4.1.3 1zolace genomové DNA

Genomova DNA zrodicl a RILs byla vyizolovana vzdy z dvou mladych listi,

tj. pfiblizn¢ 100 mg rostlinného materialu za pouziti komeréné dostupného kitu Invisorb

Spin Plant Mini Kit vyuzivajiciho adsorpci na silikat. Vzorky byly po izolaci dlouhodobé

uchovavany pii -20 °C.

Postup dle navodu vyrobce (Invisorb Spin Plant Mini Kit, STRATEC Molecular GmbH,

Némecko)

1.

N oo g b~ DN

10.
11.

12.
13.

14.
15.

Veskeré zkumavky byly oznaceny popisem.

K listu bylo ptidédno 400 pl Lysis Buffer P a 20 ul Proteinase K (100 pg/ml).
Vzorky byly 60 sekund homogenizovany.

Vzorky byly inkubovany 30 min pii 65 °C.

Homogenit byl pielit na kolonku PREFILTR.

Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pfi 12 000 rpm.

Do zkumavek bylo pfidano 10 pl RNAase A (10 pg/ml) a byly ponechény
pii pokojové teploté 10 - 15 min.

Do zkumavek bylo ptidano 200 pl Binding Buffer P a byly zvortexovany.

Vzorky byly pfelity na kolonku SPIN FILTR a nechany 1 - 2 min stat.

Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pii 12 000 rpm.

Byl odstranén filtrat, vratily se zpét kolonky a na kolonky bylo napipetovano 550 pl
Wash Buffer I.

Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pii 12 000 rpm.

Byl odstranén filtrat, vratily se zpét kolonky a bylo napipetovano 550 pl Wash
Buffer 1.

Byly zopakovany kroky 12 a 13.

Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pii 12 000 rpm.
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16. Bylo odstranén filtrat, vratily se zpét kolonky a zkumavky byly centrifugovany 2
min pii 12 000 rpm.

17. Do zkumavek bylo napipetovano 50 ul Elution Buffer D ptedehiatého na 65 °C a
vzorky se inkubovaly 3 min.

18. Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pti 12 000 rpm.

19. Byly zopakovany kroky 17 a 18.

4.1.4 Spektrofotometricka analyza DNA (NanoDrop)

Byla zjisténa koncentrace a Cistota vyizolované genomové DNA a koncentrace
PCR amplifikace na NanoDropu 2000. Vysledky byly ziskany z poméru absorbanci DNA
pti vlnovych délkach 260 a 280 nm.

Postup
1. Byly napipetovany 2 pl destilované vody na NanoDrop pro odecet blanku.
2. Nasledné byly napipetovany 2 pl vzorku DNA a byly zméfeny hodnoty absorbanci
pti vlnovych délkach 260 nm a 280 nm, hodnota 260/280 nm a koncentrace v ng/pl.

3. Po kazdém méfeni se snimac pfistroje ocistil bunicitou vatou.

4.1.5 Horizontalni agarézova elektroforéza DNA, PCR produktii a produkti

restrikéniho Stépeni

Ke kontrole integrity ziskané genomové DNA, k ovéfeni spravnosti pribéhu
nasledné provedenych polymerdzovych fetézovych reakci (PCR) a k vizualizaci vysledka
restrikéniho Stépeni byla vyuZita separace vzorkli horizontalni elektroforézou v 1,7%
agarozovém gelu. Gely s vysledky elektroforézy byly hodnoceny pomoci UV
transiluminatoru pii vlnové délce 302 nm a zdokumentovany pomoci digitalniho
fotoaparatu s oranzovym filtrem. Snimky byly zpracovany pocitacové v grafickém

programu IrfanView.
Postup

1. Dle velikosti elektroforetické vany (80 ml nebo 250 ml) bylo do 500ml

Erlenmayerovy baiiky navazeno 1,4 nebo 4,2 g agardzy na 1,7% roztok agardzy.
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2. Do banky bylo nalito 80 nebo 250 ml pufru 0,5x TBE a vSe bylo dano vafit
do mikrovinné trouby.

3. Lahev byla vyjmuta z mikrovinné trouby, promichana krouzivym pohybem a dana
zpet, dokud se agardza Giplné nerozpustila.

4. Po vychladnuti asi na 50 - 60 °C byly ptfidany 2 nebo 4 ul zasobniho roztoku
barviva EurX a agar6za byla nalita do elektroforetické formy na gel.

5. Do eclektroforetické formy na gel byly umistény hiebeny a gel se nechal 30 min
ztuhnout.

6. Po ztuhnuti byly hiebeny vyjmuty a gel byl vlozen do elektroforetické vany
s pufrem TBE.

7. Do jamek byly napipetovany vzorky po 6 pl a marker po 3 pl.

8. Elektroforéza byla spusSténa na 45 - 60 min pii napéti 100 nebo 250 V.

9. Poté byl gel zdokumentovan pomoci UV transiluminatoru (vinova délka 302 nm) a
digitalniho fotoaparatu s oranzovym filtrem.

10. Vysledny snimek byl zpracovan v PC v grafickém programu IrfanView.

4.1.6 PCR amplifikace vybranych genii

S ohledem na dostupné morfologické mapy genomu hrachu byly pro molekularné-
genetickou analyzu RILs uceln€ vybrany konkrétni genové specifické DNA markery na
vazebnych skupinach Il a Il (viz Tabulka 1). Marker PsCam024624 se nachazi na LGIII a
je homologni genu pro GLABRAZ2 a marker PsCam001551 (35,6 cM) pro A lokus se
nachazi na LGIl. Dale byly vybrany dalsi ¢étyfi markery PsCam000900 (32,4cM),
PsCam050604 (32,4 cM), PsCam048988 (38,4 cM) a PsCam006687 (40,5 cM) k bliz§imu
zmapovani lokusu zodpovidajiciho za tloustku osemeni a dormanci semen zjiSténého na
mapovaci populaci P. elatius JI1794 x P. sativum WL5238. Vysledky PCR amplifikace
byly ovéfeny pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu a zviditelnény na UV
transiluminatoru. Amplifikovany PCR produkt byl uskladnén pro kratkodobou pottebu pii
teploté 4 °C, dlouhodobé pfi teploté -20 °C.
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Tabulka 1: Pouzité primery (Generi Biotech)

primer (mfalrker), delka
accession
number (Tayeh F/IR sekvence (3°-5") produktu Citace
et al., 2015) Lor]
PSCam024624 F GTGCAATCCCTTCACCTACGT 1426 lastai
R ACCTCGGATTTGAGTTTGGCAT
PsCam001551 F TCCAATCGAAGAACCTCTCG 658 Hellens et
(bHLH) R GACAATCCAAATTTACACTCGACA al., 2010
F GCGGTGATTTCGAACCGAGC
PSCam000900 |~~~ TS ATACAATCOOCACAATGE | on | ™™
F | ATCAGCAACTGAAGTAGCATGGGT
PSCam006687 |51~ GEAAATGGCCCAAAGCTTGTAGAACA | —or | V&
F CAACTGGTATCCTTGATGGAGC
PeCamOd8988 R I CTGGAAGGTTTCCTCGTTGATAG VL] Ve
F | ACTGGTGAAGCTGTGAATAGGTTC
PSCam0S0604 | 5 A GCATGAGAGGATGCCCGGCTAGBA | w | V™™
Postup

1. Préce byla provadéna ve sterilnim flowboxu.

2. Vzorky DNA byly natedény 1:7 s vodou, aby mély pfibliznou koncentraci 20 - 80
ng/pl.

3. Chemikalie pro PCR byly po rozmrznuti umistény do chladiciho stojanku.

4. Do 2ml mikrozkumavky bylo pfipraveno potiebné mnoZstvi reakéni smési
bez DNA vzorku dle po¢tu vzorki (pro jeden vzorek: 3 ul 5x pufru, 9,23 ul
destilované vody, 0,7 pl primer mix (5 mM F/R), 0,07 pl Taq pol (5 units/ul))

5. Do oznacenych 0,2ml zkumavkovych stripti nebo jamek 96 jamkové desky byla
rozpipetovana reakéni smés po 13 pl.

6. K 13 pl reakéni smési byly napipetovany vzdy 2 ul vzorku DNA.

7. 96 jamkova deska nebo zkumavkové stripy byly vloZzeny do PCR termocykleru a

byl spustén program CAPS 55 (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2: PCR teplotni program CAPS_55

krok pocet cyklu teplota cas
pocatecni denaturace 1x 95 °C 5 min
dna
denaturace dna 95°C 30s
nasednuti primert 55 °C 20s
35X
syntéza dna 72°C 150's
syntéza dna 1x 72°C 10 min

4.1.7 Precisténi PCR produktu (pro sekvenovani)

Pted sekvenovanim byly odstranény zbylé primery a neinkorporované nukleotidy

(ANTP) podle AP/EXO protokolu pomoci exonukleazy I, kterd rozstépi jednotfetézcové

primery, a alkalické fosfatdzy, kterd defosforyluje zbytkové dNTPs. Pied odeslanim

vzorku pro sekvenaci se ovéfila piitomnost inzertu PCR amplifikaci a horizontalni gelovou

elektroforézou.

Postup dle navodu vyrobce

1.

Do 2ml mikrozkumavky bylo pfipraveno potfebné mnozstvi reakéni smési bez PCR
produktu dle poctu vzorklu (pro jeden vzorek: 1 pl 10x Fast AP pufru, 3,45 ul
destilované vody, 0,15 pl AP fosfatazy, 0,4 pl Exo I)

Do ozna€enych 0,2ml zkumavkovych stripti nebo jamek 96 jamkové desky byla
rozpipetovana reakéni smés po 5 pl.

K'5 ul reakéni smési bylo napipetovano vzdy 5 pul PCR produktu.

96 jamkova deska nebo zkumavkové stripy byly vloZzeny do PCR termocykleru a
byl spustén program Exo-AP (viz Tabulka 3).

Tabulka 3: PCR teplotni program EXo-AP pro precisténi PCR produktu

%

krok teplota Cas
inkubace 37°C 15 min
tepelna inaktivace 85 °C 15 min
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4.1.8 Sekvenovani, nalezeni polymorfnich restrik¢nich mist, Geneious software

Sekvenace byla provedena formou servisu v Laboratofi analyzy DNA na PiF UK
v Praze (https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna),
kam byla dodana ptecisténda PCR reakce (pfiblizné¢ 100 - 200 ng DNA) spolecné
s odpovidajicim sekvenaénim primerem (5 pmol) v celkovém objemu 8 ul (4 pul PCR
produktu, 1 pl F primeru a 3 pl destilované vody). Sekvenace byla provedena metodou
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, UK) dle protokolu
na sekvenatoru 3130xl Genetic Analyzer (2010) firmy Applied Biosystems. Ziskany
elektroforetogram byl analyzovan pomoci programu GENEIOUS verze R7 (Biomatters
Ltd.). Sekvence byly porovnany se sekvencemi ziskanymi pomoci BLAST (Altschul et al.,
1997) analyzy, ktera byla provedena na strankach NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ pro
ovéfeni identity sekvence genu a piedevsim pak mezi rodicovskymi genotypy pro nalezeni

potiebného polymorfismu pro mapovani.

4.1.9 Restrikce PCR produktu (CAPS-PCR, Cleavage Amplified Polymorphic

Sequence)
Ziskané PCR produkty byly za Gc¢elem zjisténi vyskytu polymorfismu enzymaticky
Stépeny s pouzitim vhodného enzymu dle vysledkii ze sekvenovani. Tabulka 4 uvadi

restrikéni enzymy vyuZité v této praci. Produkty restrikéniho Stépeni byly elektroforeticky

separovany, gely s vysledky separace fadn€¢ zdokumentovany.

Tabulka 4: Restrikéni enzymy s pouZivanymi pufry a teplotami Stépeni

marker restrikéni enzym pufr teplota Stépeni
PsCam024624 Msel (Trul) R pufr 65 °C
PsCam001551 (bHLH) Tagql Taq pufr 65 °C
PsCam006887 Rsal Tango pufr 37 °C
PsCam048898 Hinfl R pufr 37 °C

Postup

1. Chemikalie pro restrikci byly po rozmrznuti umistény do chladiciho stojanku.
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2. Do 2ml mikrozkumavky bylo pfipraveno potiebné¢ mnozstvi reakéni smési bez PCR
produktu dle poc¢tu vzorka (pro jeden vzorek: 1,5 pl 10x pufru, 8,42 pl destilované
vody, 0,08 ul restrikéniho enzymu)

3. Do oznacenych zkumavkovych stripi nebo jamek desky byla rozpipetovana reakéni
smés po 10 pl.

4. Do 10 pl reakéni smési bylo napipetovano vzdy 5 pl PCR produktu.

5. 96 jamkova deska nebo zkumavkové stripy byly vlozeny na 4 hod do PCR
termocykleru nebo inkubdtoru s potiebnou teplotou Stépeni dle enzymu (viz
Tabulka 4).

4.2 Transkriptomicka analyza

Rostlinny material:

Byly vybrany ¢tyfi rodi¢ovské genotypy pro transkriptomickou analyzu: P. sativum
subsp. elatius J164 (plany typ, Turecko) a P. sativum subsp. sativum JI92 (kulturni typ,
Afganistan) z John Innes Pisum Collection (Norwich, UK); P. sativum subsp. elatius
VIR320 (plany typ, Israel) (Bogdanova et al., 2012) z Vavilov Research Institute of Plant
Industry (St. Petersburg, Rusko) a P. sativum cv. Cameor (kulturni typ, Francie) z INRA
(Dijon, Francie). Dva genotypy byly s pigmentovanym osemenim (JI64, JI92) a dva
S nepigmentovanym osemenim (Cameor, VIR320).

Rostliny byly péstovany v 3l kontejnerech v zahradnickém substratu (Profi
zahradnicky substrat, Florcom, Ceska republika) ve sklenicich katedry botaniky

Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v obdobi tinor — kvéten 2016.

Laboratorni vybaveni:

BioTeke Plant Total RNA Extraction Kit (Cina), laboratorni véhy (572-35),
homogenizator (FastPrep-24, MP Biomedicals), homogeniza¢ni keramické kulicky
(Ceramic Sphere Y4“, zirconium oxide, Life science, MP Bio), tiepacka (Mixing Block
MB102), tfepacka laboratorni (IKA MS2), centrifuga (Eppendorf 5415), spektrofotometr
(NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo scientific) termocycler (Base unit Ix DNA),
mikrocentrifuga (MCF 2360), termocycler (CFX96TM Real-Time Detection Systém, Bio-

Rad), tfeci miska
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Chemikalie a roztoky:

reakéni pufr (10X Baseline-ZERO™ DNase Reaction Buffer, Epicentre), DNéaza
(Baseline-ZERO™ DNase, Epicentre), STOP pufr (10X Baseline-ZERO™ DNase Stop
Solution, Epicentre), AMV Reverse Transcriptase 5x Reaction Buffer (M515A, Promega),
Enzyme Storage Buffer (Promega), RNasin Plus RNase Inhibitor (Promega), Oligo(dT)15
Primer (Promega), SensiFAST SYBR No-ROX (Bioline), dNTP (10 nM, KAPA
BIOSYSTEMS), primery (5uM, Generi Biotech, CR)(viz Tabulka 4), voda o3etiena DEPC
(diethyl pyrokarbonat)

4.2.1 1zolace RNA

Vzorky rodi¢ovského genotypu byly odebrany ve dvou vyvojovych stadiich
osemeni (15 a 30 DAA), protoze neni znamo, v jaké fazi jsou kandidatni geny podminujici
dormanci exprimovany. Pro Massive analysis of cDNA Ends (MACE) byl kazdy vzorek
rodi¢ovského genotypu slozen z n€kolika smichanych vyvojovych stadii (10, 15, 20, 30
DAA). Pro kazdé stadium bylo odebrano piiblizn¢ 100 mg osemeni, které bylo oddéleno
od embrya pod stereomikroskopem, ihned zmrazeno v tekutém dusiku a skladovano
pii teploté -20 °C az do pouziti. Vytézek, mnozstvi a Cistota vyizolované RNA byla
stanovena za pouziti spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) a bylo

provedeno fedéni v DEPC-H,O na 100 ng / pl.

Postup dle navodu vyrobce (BioTeke Plant Total RNA Extraction Kit, Cina)
1. Zmrazena osemeni byla rozdrcena tlouCkem na jemny prasek v tfeci misce
s tekutym dusikem.
2. Asi 100 mg rostlinného materidlu bylo umisténo do 1,5ml zkumavky spolu s 1 ml
Lysis Buffer PL ptedehiatym na 65 °C.
3. Ke vzorku byla pfidana keramickéd kulicka a obsah byl homogenizovan pomoci
homogenizatoru (1 min, sila 6).
Vzorky byly zahtivany v inkubatoru 5 min pti 65 °C.
Zkumavky byly centrifugovany 10 min pii 12 000 rpm.
Supernatant byl pfenesen na filtra¢ni kolonku.

Centrifugovalo se 1 min pii 12 000 rpm.

© N o 0 &

Filtrat byl prenesen do 1,5ml zkumavky a pfidan stejny objem 70% ethanolu (700
ul).
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9. 700 pul smési bylo naneseno na kolonku Spin-column AC a centrifugovalo se 1 min
pti 10 000 rpm.

10. Filtrat byl odstranén, na kolonku bylo naneseno zbyvajicich 700 pl smési a opét se
centrifugovalo 1 min pti 10 000 rpm.

11. Byl odstranén filtrat, na kolonku bylo naneseno 500 ul Buffer RE, centrifugovalo
se 1 min pfi 12 000 rpm a opét byl odstranén filtrat.

12. Piidalo se 700 ul Buffer RW, centrifugovalo se 1 min pii 12 000 rpm a odstranil se
filtrat.

13. Pridalo se 500 pl Buffer RW, centrifugovalo se 1 min pti 12 000 rpm a odstranil se
filtrat.

14. Centrifugovalo se 2 min pii 12 000 rpm a odstranil se filtrat.

15. Kolonka byla pienenesena do nové zkumavky, pfidalo se 50 ul RNAse-free vody a
vzorky se nechaly stat 2 min.

16. Centrifugovalo se 1 min pii 12 000 rpm.

17. Ptidalo se 20 pl RNAse-free vody a centrifugovalo se 1 min pfi 12 000 rpm.

4.2.2 Odstranéni zbytkové DNA

Pfed samotnou transkripci RNA do cDNA je zapotiebi degradovat veSkerou
zbytkovou DNA, kterd by mohla zplisobovat nespecifickou reakci v dalSich krocich. DNA
je sice odstranéna uz béhem samotné izolace, miize se vSak stat, Ze malé mnoZstvi

ve vzorku zlstane. Vzorky se tedy musi vystavit ptisobeni DNazy.

Postup
1. Do PCR mikrozkumavek bylo napipetovano 65 pl vzorku RNA, 7,6 ul reakéniho
pufru a 3,8 ul DNazy.
2. Inkubovalo se 20 min pii 37 °C.
3. Bylo pfidano 7,6 pl STOP pufru a inkubovalo se 10 min pii 65 °C.

4.2.3 Reverzni transkripce (RT-PCR)

Vzorky bylo potfeba vhodné nafedit, aby do reakce vstupovalo stejné mnozstvi
RNA. Redéni probéhlo na zakladé vysledkii méfeni koncentrace spektrofotometrem

NanoDrop. Na zavér byly vzorky zfedény vodou oSettenou DEPC v poméru 1:1.
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Postup
Inkubace vzorki s Oligo (dT) primerem
1. Do PCR mikrozkumavek bylo napipetovano 9 ul vody, 5 ul zfedéného vzorku
RNA a 1 pl primeru (viz Tabulka 5).
2. Vzorky byly umistény do termocycleru na 5 min pti 70 °C.
3. Po vytazeni byly vzorky umistény na led.
Reverzni transkripce
4. Do mikrozkumavky byla pfipravena reakéni smés slozenou z: 12,5 ul vody
osetfené DEPC, 8 ul pufru, 2,5 ul ANTP, 1 pl inhibitoru ribonukledz a 1 pl AMV
reverzni transkriptdzy
5. Bylo pfidano 25 pl reakéni smési ke kazdému vzorku z piedchazejiciho kroku.

6. Vzorky byly vlozeny do termocycleru na 60 min pii 42 °C.
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Tabulka 5: Pouzité primery (Generi Biotech)

délka
primer (marker) | F/R sekvence (3°-5") accession number citace
produktu [bp]
F TTCTCACTGAAGCTCCGCTTAACC Ferraro et
Aktin 144 PSU81047
R CAATACCAGTTGTACGGCCACTAGC al., 2014
F TCAGAATACCTGTGTTCCCGAGCTTG Ferraro et
PSANR 90 KF516483
R CCTTGCGGCAATCCTCGAATTTAGT al., 2014
F CGTCTTTGTGGGAATCGCAA .
MtMyb5 homolog 94 PsCTrilE003845 vlastni

R GCATCATGAATCTGTCCCGT
F CAATGGAGTCTGTGGACTCTGTT

PsCam024624 209 - vlastni
R CTTTCTACCTAGGGGAGAAACAC
F CCTTCTTCAGAAGGAGAGTTTGCA

MACE-130 178 - vlastni
R TCCACTTATAACATCAAACCGGCA
F CCAACAAGATCAGGCTCATGTG

MACE-131 77 - vlastni
R GAAAGACCAGTTTCAGCGTCAA
F TATCTTCCATTTGGTGGAGGTCCA

MACE-132 93 - vlastni
R CCGTCGAACAAGCATTGCAAGAGCT
F TGTGTTTGCAGAGCTATTTGAACC

MACE-133 161 - vlastni
R TTCATCGCATAATTATTGGTCCAACAC
F CATCAAGTTGTAATCAGAGCCATTCC

MACE-134 102 - vlastni
R GACATGGTTGTTCAAGAACCGT
F GGCATCCTGCTAAACCTAGTGAA

MACE-135 95 - vlastni
R AAACGCACAACCGTGCTCCTT
F AAAGCCGTTGCATAAGGCACC

MACE-136 136 - vlastni
R CCAAGTGAGATGACGGTTCAC
F GTGGAATAAGACCCCTAAGAGTG

MACE-137 140 - vlastni
R CTGCCGAGGGCATTGTCACC
F CAAAGGAGGATATTAAACCAATC

MACE-138 225 - vlastni
R TTCCTAACTCCACTGCAAGTG
F TAGTACCCGCTTACTCATGGGCT

MACE-139 114 - vlastni
R ATTGTAGCGCGAGACAAGAC
F GGTCCGTATTGTTGGCTTCCA

MACE-140 104 - vlastni
R ACAGTTGATTCCACATAGCTTGG
F TCTTGCCAGCAGAATGTCAC

MACE-141 329 - vlastni
R GTCAAAGAATAGAACTTGTATACATATC
F CGAAATGCCGAGAAACTTGG

MACE-142 862 - vlastni
R GACAGCAGAAGCAACTGTTAGC
F GGAGCAAAAGATGTCACTCACC

MACE-143 = 270 - vlastni

ACTTTCCCTTGAATCTCACCCT
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4.2.4 Kvantitativni real-time PCR amplifikace (QRT-PCR)

Po provedeni qRT-PCR amplifikace byl jeji spravny pribéh a specifita ovérena
gelovou elektroforézou a pozorovanim prubéhu kiivky teploty tani.

Kvantifikace hladiny transkriptu byla stanovena pomoci Software CXF Manager
(Bio-Rad). Aktin byl pouzit jako referencni gen pro normalizaci relativni kvantifikaci
(Ferraro et al., 2014), jako kontrola slouzila hodnota ACt mladsiho vyvojového stadia
kultivaru Cameor. Relativni kvantifikace exprese byla provedena za pouziti komparativni
Ct (2% metody (Livak et Schmittgen, 2001). Hodnota Ct je charakterizovéana jako
prahovy cyklus, tedy Ccislo oznacujici pocet cykld, ptfi kterém dosdhne mnozstvi
amplifikovaného produktu fixni hodnoty (Livak et Schmittgen, 2001). Vypocet byl
proveden tak, ze od hodnoty Ct studovaného genu byla odectena hodnota Ct referen¢niho

genu, ¢imz byla ziskana ACt. Hodnota AACt byla definovana jako rozdil ACt studovaného

2—AACt

genu a kontroly. Nasledné byla tato hodnota dosazena do vzorce , vysledky z obou

opakovani byly zprimérovany a byla vypocitana smérodatna odchylka.

Postup

1. Do 1,5ml mikrozkumavky byly napipetovany jednotlivé slozky reakéni smési dle
poctu vzorkl (pro jeden vzorek: 7,5 ul pufru, 4,3 pl destilované vody, 1,2 ul
primeru).

2. Reakéni smés byla napipetovana do PCR mikrozkumavek a byly pfidany 2 pl
vzorku cDNA.

3. Mikrozkumavky byly vlozeny do termocycleru na program (RT-PCR (viz Tabulka
6).
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Tabulka 6: Teplotni program qRT-PCR

faze teplota (°C) | pocetcykld | ¢as (s)
denaturace 95 1 600
95 10
syntéza
55 45 30
72 20
udrzovani 72 1 300
melting analyza 60 °C - 97 °C po 0,1 °C/s

4.2.5 Bioinformaticka analyza

Sekvence byly porovnany se sekvencemi ziskanymi pomoci BLAST (Altschul et
al., 1997) analyzy, ktera byla provedena na strankach NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pro ovéteni identity sekvence genu a predevSim pak mezi rodiCovskymi genotypy pro
nalezeni potfebného polymorfismu pro mapovani. Pro kontrolu inzerci, alignmentu
sekvenci a navrhovanych ¢i prevzatych primerd byla vyuZivana internetova stranka
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalinan.html.

Samotné primery byly navrhovany v programu Fast PCR (Primer Digital, Finsko).
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5  Vysledky

5.1 Testovani dormance semen a hodnoceni fenotypu osemeni

mezi planym a kulturnim hrachem

Plany hréch je dormantni diky snizené permeabilit¢ osemeni. Byly vybrany kontrastni
rodicovské linie planého (J11794) a kulturniho (WL5839) hrachu, které se 1isi v pigmentaci
osemeni a dormanci. Byly vytvofeny rekombinantni inbredni linie. Jako test miry
dormance semen byl pouzit test bobtnani a kliceni semen (viz Tabulka 7). 25 semen od
kazdého rodicovského genotypu JI1794 a WL5839 a 25 semen z kazdé RIL linie bylo
vystaveno podobu 7 dnii pisobeni vody zapokojové teploty a kazdy den byly
zaznamenany pocty nabobtnalych a vyklicenych semen. Z celkem 112 testovanych linii
populace J11794 x WL5839 bylo vyhodnoceno 48 linii jako kli¢icich (nedormantnich, t;.
s mirou kliceni 0 - 40 %), 47 dormantnich (60 % a vice nekli¢icich semen) a 17 se nedalo
urc€it (viz Obrazek 11).

Obrazek 11: Distribuce kli¢eni rekombinantnich inbrednich linii (RILS)

1,00 q
0,90 \

0,80
0,70
0,60
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0,40
0,30
0,20

o0 A |

dormantni RILs nedormantni RILs

Mira dormance

Déle se hodnotila barva semen (pigmentovano VS. nepigmentovano) (viz Obrazek 12),
ktera u 97 RILs korelovala s mirou dormance, u 5 RILs neslo barvu ur¢it au 12 RILs (1, 3,
28, 30, 66, 81, 103, 106, 109, 129, 132, 134) barva s mirou dormance nesouhlasila.
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Obrazek 12: Rozdil v pigmentaci semen rodic¢ovskych genotypt

WL5839 — kli¢ici, nepigmentovany JI11794 — dormantni, pigmentovany

5.2 Vybér genii aktivnich pri vyvoji osemeni

Na zakladé provedené celogenomové analyzy metodou DArTseq, ktera je zalozena
na next-generation sekvenovani (Diversity Arrays Technology, Ltd.) bylo ziskano celkem
vice nez 20 tisic informativnich SNP-i na mapovaci RIL populaci. Ve spolupraci
s Dr. Matthew Nelsonem (Millenium Seed Bank, UK) byla ziskana vysokohustotni
genetickd mapa, umoziujici lokalizaci sledovanych znaki, v naSem ptfipadé¢ dormance
(sledované jako kliceni) a tloustky osemeni (méfené mikrometricky). Nasledné tak byl
stanoven interval zodpovidajici za dormanci nachéazejici se na vazebné skupiné LGII
v blizkosti A lokusu nachazejici se v pozici 356 cM (bHLH - PsCam001551).
Pro mapovani A lokusu byla pouZzita konsensudlni mapa ziskand pomoci GenoPea 13,2K
SNP Arraye a 12 RIL populaci (Tayeh et al., 2015) s pozici 13 000 gent hrachu, coz vedlo
k vymezeni intervalu lokusu do oblasti 32 az 40 cM nachazejici se na vazebné skupiné
LGII. Pro pfesnéjsi zjisténi byly zvoleny nasledujici markery: PsCam000900 (32,4cM),
PsCam050604 (32,4 cM), PsCam048988 (38,4 cM) a PsCam006687 (40,5 cM).

Ve spolupréci s Dr. Jerome Verdierem (INRA, Angers, Francie) byl vytvoren
gene regulatory network pomoci Cytoscape softwaru za pouziti znamého Medicago
truncatula transkriptomického networku osemeni (Verdier et al., 2013). Byly oddélené
pouzity dvé sady dat: dormantni a nedormantni (viz Obrazek 13). U dormantniho networku
nebyl zjistén Zadny centralni regulacni gen, ale u nedormantniho networku byl klicovym

genem Medtr2g101720, ortologni gen GLABRAZ2 u Arabidopsis At1g79840 a u P. sativum
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PsCam024624 na vazebné skupiné III (Tayeh et al., 2015), kde byly mapovany nékteré

QTL zodpoveédné za dormanci semen za pouziti DArTseq mapovani.

Obrazek 13: Gene regulatory network

A) dormantni gene network B) nedormantni gene network
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Legenda: tecka — gen, spojnice - regulace

5.3 Genomicka analyza vybranych genii (A lokus, GLABRA?2)

Pomoci isola¢niho kitu byla vyizolovdana genomovda DNA ze 112 rostlin
rekombinantnich inbrednich linii (RIL) JI1794 x WL5839 a rodicovskych genotypt.
Kvalita, specifita a ¢aste¢né i mnozstvi DNA bylo zkontrolovano pomoci elektroforetické
analyzy na agarézovém gelu. Spektrofotometrickou analyzou na pfistroji NanoDrop 2000
byla zjiiténa koncentrace izolované DNA, ¢inici 40 - 80 ng/ul. Cistota DNA ziskan z
pomeéru absorbanci A260/280 se pohybovala v rozmezi 1,8 az 2,0, coz poukazuje na
nezneciSténou DNA.

Izolovand genomovd DNA rodic¢i JI1794 a WL5839 byla s vyuZitim metody PCR
amplifikovana s vybranymi Specifickymi primery (viz Tabulka 1). Primery byly navrZeny
na zakladé dostupné cDNA hrachu, cDNA homologniho genu a genomu Medicago
truncatula, tak aby se nachazely v oblasti exonu, ale pokryvaly také oblast intronu, kde je
predpoklad vyssiho polymorfismu. Primery byly zvoleny tak, aby korespondovaly s lokusy
vyskytujicimi se zejména na vazebnych skupinach IlIl (pro gen GLABRA2 -
PsCam024624) a 11 (lokalizace lokusu A pro bHLH - PsCam001551).

PCR produkty rodicovskych genotypi byly precistény podle AP/Exo protokolu a
byly odeslany k sekvenaci. U vSech ziskanych sekvenci byla provedena analyza shody s

databdzovymi sekvencemi pomoci BLAST vyhleddvani. Ziskané sekvence byly
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analyzovany pomoci softwaru Geneious, kde byly nalezeny polymorfismy v restrikénich
mistech (viz Obrazek 14).

Sekvence amplifikovana primerem PsCam024624 byla polymorfni v oblasti
St€pené pomoci restrikéniho enzymu Msel (Trul), sekvence amplifikovana primerem
PsCam001551 byla polymorfni v oblasti $tépené pomoci restrikéniho enzymu Tagl,
sekvence amplifikovana primerem PsCam006687 byla polymorfni v oblasti Stépené
pomoci restrikénich enzyma Rsal, Msel, Alul a Hindlll (vybrali jsme restrikéni enzym
Rsal), sekvence amplifikovana primerem PsCam048988 byla polymorfni v oblasti $tépené
pomoci restrikéniho enzymu Hinfl a v sekvenci amplifikované primerem PsCam050604 a
PsCam000900 nebyl nalezen zadny polymorfismus Vv restrik¢nim misté, pouze inzerce a
delece jen nckolik parh bazi, pficemz by rozdil na agar6zové elektroforéze nebyl viditelny

(viz Obrazek 14).

Obrazek 14: Ukazka sekvenci polymorfnich a nepolymorfnich v restrikénim misté

a) PsCam006687
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Legenda: ¢erveny ramecek — polymorfni restrikéni misto, modry ramecéek — inzerce / delece

Vyizolovand genomova DNA z rekombinantnich inbrednich linii byla
naamplifikovana pomoci PCR s vybranymi specifickymi primery, poté byly PCR produkty
restrikéné Stépeny s enzymy dle vysledki testu polymorfismu rodict, vysledky byly

46



analyzovany pomoci elektroforézy (viz Obrazek 15) a byly zapsany do tabulky (viz
Tabulka 7).

Obrazek 15: Ukazka restrikce amplifikovanych gent
a) PsCam024624 / Msel (Trul)
MABA AABABAAAABABBAIBBABIBAB

1000 bp

500 bp _d:“ . —t— -ttt el

b) PsCam001551 (bHLH) / Tagl
MABBAB B A ABBAABAABBAAABAAA

1000 bp

SOObp — g o T — ST — ——

c) PsCam006687 / Rsal
MABBAB AABBBABAABBAAAAA A

1000 bp - s s —— — . . — — » e e e 0 m—— —

s ] = o — — T G— — — S— C— —— S— S— C— Pr—

500 bp = e e e =

d) PsCam048988 / Hinfl
MABBABBAABUBAABAABB AAABAAA

1000 bp == i R e e B e i < R
500 bp o :

Legenda: M — standard molekulové hmotnosti (100 bp), A — JI1794, B — WL5839, ¢erveny ramecek —
rodi¢ovské genotypy
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Dle vysledki je ziejmé, ze markry v oblasti A lokusu a barva osemeni na vazebné
skupiné II silné koreluji s dormanci semene. Z toho plane, Ze se jedna o genetickou vazbu,
ve velmi malé rekombina¢ni vzdalenosti. Bylo nalezeno nékolik RIL linii, u kterych gen
pro bHLH nekoreloval s dormanci semene, ale koreloval s jinymi studovanymi primery v
blizkosti (viz Tabulka 7), coz naznacuje pfitomnost rekombina¢ni udalosti. Nékteré RIL
jsou v konfliktu, dormance viibec nesouhlasi s zadnym studovanym genem. Tyto RIL je
nutné znovu provéfit, jestli ptipadné nedoslo k chybé pii hodnoceni dormance semen nebo

zameéné vzorka.

Tabulka 7: Cast hodnoceni polymorfismu RIL linii

test Mendelav A PsCam24624
vzorky barva dormance lokus (bHLH) PeCamAg988  PsCamooeeT (GLABRA2)
osemeni QTL)LGII LG 356cM LGII 384cM LGII 40,5cM LE

JI1794 A 0,0 A A A A
WL5839 B 1,0 B B B B
1 B 0,2 - - - -
2 B 0,9 B B B A
3 B 0,3 A A A A
4 B 0,7 B B B A
5 B 1,0 B B B B
6 A 0,1 A A A B
7 A 0,0 A A A B
8 B 1,0 B B B A
9 B 1,0 B B B A
10 A 0,0 A A B A
12 A 0,0 A A A A
13 B 1,0 B B B B
14 A 1,0 A A A A
15 A 0,1 A A A B

Legenda: A — JI1794; B — WL5839; 0,0 — dormantni; 1,0 — kli¢ici; modré pole — RIL rekominantni v
studované oblasti; zluté pole — konfliktni RIL

5.4 Vybér diferenciilné exprimovanych genii (DEG)

Hodnotila se exprese u vzorki domestifikovaného P. sativum (cv. Cameor,
J192) a planého P. elatius (JI64, VIR320). Pro identifikaci kandidatnich genti byla pouzita
next-generation sequencing metoda Massive Amplification of cDNA Ends (MACE)

provedena formou sluzby v laboratofich GenXPro GmbH (Frankfurt, Némecko), jak je
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popsanu v ¢lanku Zawada et al. (2014). Metoda MACE (Kahl et al., 2012) na rozdil od
konvencni RNA-Seq, kterd generuje nékolik sekvenci ze stejného transkriptu, produkuje
pouze jedno cteni sekvence z polymorfniho 3'-konce kazdého polyadenylovaného
transkriptu, coz zna¢n¢ usnadnuje kvantifikaci transkripta.

Struéné, cDNA z 5 pg celkové RNA byla ndhodné fragmentovéana a biotinylované
3' konce byly zachyceny na streptavidinové matrici. Knihovna byla pfipravena pro high-
throughput sekvenovani za pouziti TrueQuant adaptéra. Knihovna se skladala z 50 - 700
bp dlouhych fragmenti. 5' konce téchto knihoven byly sekvenovany na sekvenatoru HiSeq
2000 (Hlumina) pro generovani MACE tags, jednotlivé tags reprezentuji jednotlivé
transkripty. Z kazdého vzorku bylo ziskano 8 az 15 miliont ¢teni.

Bioinformaticka analyza provedend GenXPro identifikovala 144 000 transkript
exprimovanych v osemeni. Nasledné bylo nalezeno celkem 10 132 az 11 808 transkripth
diferencialné exprimovanych mezi kulturnimi a planymi rodi¢i (Hradilova et al. 2017).
Z téchto transkriptti bylo 770 rozdilné exprimovanych mezi vSemi kulturnim a planymi
genotypy, z nichz 374 bylo up-regulovano a 396 down-regulovano u kulturnich genotypt
(viz Obrazek 16).

Obrazek 16: Venn diagram diferencialné exprimovanych geni v osemeni

mezi kulturnim a planym genotypem
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Navic byly analyzovany bulky osemeni v rtiznych vyvojovych stadiich 7
dormantnich a 7 nedormantnich rekombinantnich inbrednich linii. Po srovnani J164, JI92 a

bulkii bylo objeveno 83 up-regulovanych a 216 down-regulovanych genii (viz Obrazek
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17). Nejvice diferencidlné exprimovanych gend bylo nalezeno v biosyntetické draze

fenylpropanoidi a flavonoidu.

Obrazek 17: Venn diagram diferencialné exprimovanych gend v osemeni

mezi rodi¢ovskymi genotypy J192 a JI64 a bulky RILs
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Gene ontology (GO) analyza byla pouzita k identifikovani funkce a vztahu
diferencidlné exprimovanych genti (DEGs). Vysledky z této analyzy byly exportovany do
Blast2go pro finalni anotaci. DEGs byly analyzovany, jestli nejsou pfitomny v rliznych

drahach Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

5.5 qRT-PCR analyza vybranych kandidati

Byly vybrany kontrastni rodicovské linie planého (J164, VIR320) a kulturniho
(Cameor, JI192) hrachu, které se 1i8i v pigmentaci osemeni a mife dormance. Osemeni byla
separovana od embrya ze vzorka odebranych ze vSech ¢tyt testovanych genotypt hrachu
(J164, J192, Cameor, VIR 320). Izolace RNA osemeni byla provadéna pomoci izola¢niho
kitu BioTeke Plant Total RNA Extraction Kit. 1zolovat RNA z osemeni planych genotypt
hrachu bylo obtizné, pravdépodobné vzhledem Kk vysokému obsahu metaboliti
(oligosacharidii a proanthokyanidinil). Koncentrace a Cistota byla kontrolovana pomoci
spektrofotometru NanoDrop. Hodnoty koncentrace se pohybovaly v rozmezi od 50 do 900

ng/ul. Pomér absorbanci pfi vlnovych délkach 260 nm a 280 nm (A260/A280) se
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pohyboval okolo 2,0. Integrita, kvalita a ¢aste¢n¢ i mnozstvi RNA bylo zkontrolovano
pomoci elektroforetické analyzy na agar6zovém gelu.

Pro MACE analyzu byly vybrany diferencialné exprimované geny na zakladé rozdilu
V expresi a anotaci. Bylo vybrano 14 diferencidlné¢ exprimovanych genti analyzovanych
pomoci qRT-PCR (Hradilova et al., 2017). Dale byl testovan gen GLABRAZ2 (vybran na
zaklade¢ gene regulatory network analyzy) a geny MYB5 a ANR, faktory ovliviwyjici tvorbu
proanthokyanidinli v osemeni.

Metodou reverzni transkripce byla RNA ptevedena na cDNA. Vybrané geny byly
amplifikovany pomoci qRT-PCR za pouziti specifickych primert, kdy bylo méieno
mnozstvi templatové DNA. Spravny prubéh, specifita a uspéSnost reakce byla ovéfena
gelovou elektroforézou na agar6zovém gelu (viz Obrazek 18) a pomoci kiivky teploty tani
produkti (viz Obrazek 19). Reakce probéhla celkem ve tfech opakovanich, nékteré
hodnoty byly dle elektroforézy v agarézovém gelu a kiivky teploty tani z analyzy
vylouceny. U vSech métfeni byly zaznamenany horsi vysledky pro C-1 (star$i stadium

genotypu Cameor).

Obrazek 18: Ukazka analyzy specifity amplifikovanych geni v pribéhu qRT-PCR u
dvou stadii Ctyi' genotyptd hrachu

a) PsCam024624
M 92 92-16464-1C C-1 V V-1 92 92-164 64-1C C-1 V V-1 92 92-164 64-1C C-1 V V-1

1000 bp
500 bp = PEpg————————L A 2 AR

b) Aktin
M 92 92-16464-1C C-1 V V-1 92 92-164 64-1C C-1 V V-1 92 92-164 64-1C C-1 V V-1

1000 bp

500 b, —
P - . ——— . B . . ...

Legenda: M - standard molekulové hmotnosti (100 bp); 64 - JI164, 92 - JI92, C - Cameor, V - VIR320; starsi
stadium — 64, 92, C, V; mladsi stddium — 64-1, 92-1, V-1, C-1

51



Obrazek 19: Ukazka analyzy teploty tani (Tm)

Melt Peak
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Probéhla relativni kvantifikace exprese vybranych genti metodou 2724¢T podle
Livaka a Schmittgena (2001).

Na zaklad¢ této analyzy bylo zjisténo, Zze z testovanych geni byl nejvice
exprimovan gen pro PsCam024624, naopak nejméné byl exprimovan gen pro PSANR (viz
Graf 1, 2, 3).

Gen pro PsCam024624 byl up-regulovany a byl hojné exprimovan u genotypu
planého nepigmentovaného a dormantniho VIR320, nejvice pak u star$iho stadia. Stejné
tak u plané¢ho pigmentovaného kultivaru JI64 byla pozorovéna vyssi exprese u starSiho
stadia. Nejmensi exprese oproti ostatnim vzorkiim byla u kulturniho nepigmentovaného

hrachu Cameor (viz Graf 1).
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Graf 1: Relativni exprese genu pro PsCam024624 ve dvou vyvojovych stadiich u Ctyf

analyzovanych genotypt hrachu

PSCam024624

40
35
30 ]
25
20
15
10 I I
5

=

Relativni exprese

64 64-1 92 92-1 C C-1 Vv V-1

Legenda: 64 - JI64, 92 - JI92, C - Cameor, V - VIR320; star$i stadium — 64, 92, C, V; mladsi stadium — 64-1,
92-1,V-1,C-1

Exprese genu MtMYBS u vétSiny genotypll s vékem semene nariistala kromé J192,
kde je exprese u obou vyvojovych stadii téméf stejna. Nejvyssi hodnoty byly naméteny u
kulturniho nepigmentovaného genotypu Cameor a planého nepigmentovaného a
dormantniho VIR320. U genotypu J164 byla exprese tohoto genu na rozdil od ostatnich
velmi nizka. Stejné tak nizkou hodnotu vykazuje mladsi stadium genotypu Cameor (viz

Graf 2).

Graf 2: Relativni exprese genu pro PsSMYB5 ve dvou vyvojovych stadiich u ctyf

analyzovanych genotypt hrachu

MYB5
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64 641 92 921 C cp1 v V-1
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Legenda: 64 - JI64, 92 - J192, C - Cameor, V - VIR320; starsi stadium — 64, 92, C, V; mladsi staidium — 64-1,
92-1, V-1, C-1
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Gen ANR byl down-regulovany. U vétsiny gentotypu se exprese genu pro ANR
snizovala. U kulturniho pigmentovaného genotypu JI92 byla naméfena exprese nejmensi.
Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u mladsiho vyvojového stadia planého pigmentovaného
genotypu JI64 a druha nejvyssi exprese byla naméfena u mladsiho vyvojového stadia
kulturniho nepigmentovaného genotypu Cameor. Mira exprese ANR ve vSech genotypech

byla oproti ostatnim genim velmi nizka (viz Graf 3).

Graf 3: Relativni exprese genu pro PSANR ve dvou vyvojovych stadiich u &tyf

analyzovanych genotypt hrachu

ANR
1,8
1,6

1,4 ]:

1,2
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08
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0,4
0,2
0,0 - - T =

02 64 641 92 921 C c-1 v V-1

Relativni exprese

Legenda: 64 - JI64, 92 - JI92, C - Cameor, V - VIR320; star$i stadium — 64, 92, C, V; mladsi stadium — 64-1,
92-1,V-1,C-1

Byly vybrany DEGs na zakladé rozdili v expresi s ohledem na anotaci, které by
mohly byt povaZzovany za kandidatni geny pro osemenim zprostfedkovanou dormanci. Dle
MACE analyzy byly testovany nasledujici geny: 4-coumarate CoA ligase (MACE-131),
cytochrome P450 monooxygenase CYP97A10 (MACE-132), B-amyrin synthase (MACE-
135), UDP-glucose flavonoid 3-0-glucosyltransferase (MACE-139),
xyloglucan:xyloglucosyl transferase (MACE-141). Vybrané DEGs z MACE analyzy byly
ovéteny pomoci qRT-PCR (viz Obrazek 19). Geny MACE-130, MACE-136, MACE-137,
MACE-138 a MACE-142 nebyly méfeny, protoZze primery nebyly specifické. Geny
MACE-133, MACE-134, MACE-140 a MACE-143 nebyly vyhodnoceny, protoze dle
analyzy teplot tani mély kiivky nestandardni prabéh. Geny MACE-135, MACE-139 a
MACE-141 byly jiz vyhodnoceny a pouzity v nedavno publikovaném ¢lanku Hradilova et
al., 2017. Z téchto tii genu je velmi zajimavy gen MACE-139, ktery je hojné exprimovan u
kulturnich genotypt J192 a Cameor (viz Graf 4).
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Graf 4: gRT-PCR vysledky vybranych kandidatnich gend V porovnani s MACE

analyzou ve dvou vyvojovych stadiich u ¢tyi analyzovanych genotypt hrachu
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Legenda: 64 - JI64, 92 - J192, C - Cameor, V - VIR320; starsi stadium — 64, 92, C, V; mladsi stadium — 64-1,
92-1,V-1,C-1
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6 Diskuze

Domestikace rostlin je zajimavy fenomén ¢lovékem zrychlené evoluce. K objeveni
genetickych zmén spojenych s timto procesem se vyuziva kiizeni planych a kulturnich
genotypil (mapovani na zakladé RILs) nebo nové genome wide mapping (celogenomova
analyza pomoci sekvenovani typu DArTseq).

Vzhledem k velikosti (4,6 Gb) je genomu hrachu dosud neznamy a nedostupny.
Obecné¢ mame velky pocet markert (fadove desetitisice, DArTseq analyzy), ale maly pocet
mapovacich jedincti RIL populace (112). Bylo proto o¢ekavano, Zze nebude mozné piesnéji
ur¢it pozici danych lokust, a proto byla paralelné¢ pouzita transkriptomicka srovnavaci

analyza pro zji$téni diferencialné exprimovanych gent (fadové stovky).

6.1 Dormance vs. pigmentace osemeni

Prestoze byla dormance semen identifikovana jako monogenni vlastnost
u mungo fazole (Isemura et al., 2012), Sest QTL bylo detekovano u vigny, ryze a fazole
(Kongjaimun et al., 2012), dva az tfi lokusy byly popsany u hrachu (tloustku osemeni a
strukturu povrchu osemeni) (Weeden, 2007), pomoci testovani RIL populace bylo v
pripadé dormance semen zjisténo kontinuum fenotypt (viz Obrazek 11), coz naznacuje
spiSe kvantitativni zéklad tohoto znaku. Studie Weeden (2007) byla provedena s nizkym
poétem markerd a testovanych semen, zatimco pfipouziti genome-wide DArTseq
mapovani (s asi 10 000 SNPs na 140 RIL liniich) byly objeveny 4 az 6 QTL
(nepublikovano).
Hellens et al. (2010) zjistili, Ze gen kodujici bHLH transkripéni faktor je pfitomen
v oblasti A lokusu hrachu a jeho mutaci se vyviji hrach s bilymi kvéty. K podrobné&jsimu
mapovani oblasti A lokusu byla pouzita konsensualni mapa ziskana pomoci GenoPea
13,2K SNP Arraye a 12 RILs (Tayeh et al., 2015) (viz Obrazek 21). Dle nasi genomické
analyzy bylo zjisténo, ze lokus A a barva osemeni na vazebné skupiné II jsou ve vazbé
s dormanci semene. Je mozné, Ze barva osemeni se svezla (,hitchhiking®) s dormanci.
Lokus pro dormanci a tloustku osemeni identifikovany na LGII na zaklad¢ celogenomové
DArTseq analyzy se nachazi v homologni, resp. syntenické pozici u ¢ocky (TAN gen,
Mirali et al., 2016), cizrny (B lokus, Penmetsa et al., 2016), hrachu (A lokus, Hellens et al.,
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2010) a Medicago (MtTT8, Li et al., 2016) (viz Obrazek 20). Kazdy z téchto lokusa
podminuje barvu osemeni a kvétu a v ptipad¢ cizrny je popsan v blizkosti se nachazejici

lokus pro tloustku osemeni (Gil et Cubero, 1993; Millan et al., 2010) (viz Obrazek 20).

Obrazek 20: Syntenni lokus pro pigmentaci a dormanci semene
cizrna cocka Medicago hrach

— r— — ——

S B lokus @ @ | Trensparent 8 A lokus

Tt (testa testad (TT8) Tt (testa
thickness) thickness /
permeability)
LG4 chr. 1 chr. 1 LGII

Bylo nalezeno nékolik RIL linii rekombinantnich ve studované oblasti, u kterych
gen pro bHLH nekoreloval s dormanci semene (viz Obrazek 21). Podle téchto RILs je
marker PsCam048988 nejblize genu podminujiciho dormanci semene, u vSech téchto RILs
souhlasi s mirou dormance. Tyto RILs budou pouzity pro dalsi studium osemeni. Budou
analyzovany piedchozi mladsi generace (Fs - Fs) vybranych linii, kde lze ocekavat

moznost dalSich rekombinaci.

Obrazek 21: Schéma oblasti A lokusu na LGII (s vybranymi geny pro mapovani této

oblasti) rodi¢u a vybranych RILs rekombinantnich v dané oblasti

— p— — e p—

PsCam000900 (32,4 cM) —
PsCam050604 (32,4cM) [

A lokus (35,6 cM) == | 1 =
PsCam048988 (38,4 cM) = — — _— oblast souhlasna
S mirou dormance
PsCam006687 (40,5 cM) === — _— — —

I -—  J

JI1794 WL5839 RIL 10/68 RIL 21/85 RIL 30

dormantni kli¢ici dormantni kli¢ici kli¢ici
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Legenda: zeleny marker - A (JI1794 - dormantni), ¢erveny marker - B (WL5839 - kli¢ici), ¢erny marker —

bez polymorfismu

6.2 Diferencialni exprese - transkriptomicka analyza osemeni

V ptipad¢ nékolika znaki bylo prokdzano, ze domestikacni proces je regulovan na
urovni transkripce (Dobley et al., 1997; Konishi et al., 2006). Dosud bylo provedeno jen
velmi malo studii za acelem objeveni transkriptomickych zmén mezi planymi a kulturnimi
plodinami (napt. osemeni pSenice, Zou et al., 2015). Byla provedena komplexni
transkriptomicka, metabolomicka a anatomickd analyza porovnévajici semena a lusky
planého a kulturniho hrachu ve vztahu ke ztrat¢ dormance semen a pukavosti lusku
(Hradilova et al., 2017).

Vyvoj semene byl dikladné studovan u fady plodin, vcetné lusténin, zejména se
zaméfenim na vyvoj embrya (Bewley et al., 2013). Transkripéni zmény béhem vyvoje
semene a lusku byly studovany na kajanu (Pazhamala et al., 2016), soji (Aghamirzaie et
al., 2015; Redekar et al., 2015), podzemnici (Wan et al., 2016), Medicago (Gallardo et al.,
2006; Benedito et al., 2008; Verdier et al., 2013) a hrachu (Liu et al., 2015), ale zZadna
studie neprovedla srovnani planého a kulturniho genotypu.

V této diplomové préci byla provedena srovnévaci analyza exprese vybranych gentli
zapojenych do biosyntetické drahy proanthokyanidinli. Testovani probihalo na vzorcich ze
Ctyt genotypt hrachu, z nichz dva byly kulturni s nedormantnimi semeny (Cameor, J192) a
dva plané s dormantnimi (VIR320, JI64), od kazdé skupiny pak jeden s pigmentovanym
osemenim (J164, JI92) a druhy s nepigmentovanym (Cameor, VIR320).

Z rostliny kazdého genotypu byly odebirany dvé casové odlisna vyvojova stadia
lusku, resp. semen (15 a 30 DAA). Toto rozdéleni je vSak do jisté miry relativni, nebot’
kazdy sledovany genotyp ma odliSnou rychlost vyvoje, tj. plané formy rostou a vyvijeji se
rychleji (VIR320, J164) nez kulturni (Cameor, J192).

Osemeni hrachu obsahuje velké mnozstvi sacharida (Castell et al., 1996) a
fenolickych latek, byla v nich naméfena nejvetsi koncentrace v ramci bobovitych (Duefias
et al., 2003). Je znamo, Ze proanthokyanidiny se vazi na RNA a brani nasledné jeji extrakci
pletiv. To také pravdépodobné zplsobilo nizsi vytézek a kvalitu RNA u planého hrachu,

ktery ma silngj$i osemeni a také vice téchto inhibujicich latek.
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Za ucelem vylouceni geni vyhradné mezi kontrastnimi rodicovskymi genotypy
byly pouzity fenotypové klasifikované bulky (dormantni vs. nedormantni) ziskané z
rekombinantnich inbrednich linii. Pouzitim bulkii byly nalezeny homozygotni SNPs
spojené s danym bulkem (dormantni vs. nedormantni). Vzhledem k absenci genomu
hrachu byl pouzit syntenni genom Medicago truncatula. Spojeni BSA s high throughput
RNA sequencing bylo uspésné pouzito pro mapovani geni a pro identifikaci diferencidlné
exprimovanych genii (DEGs).

Geny pro 4-coumarate CoA ligase (MACE-131) a UDP-glucosyl transferase
(MACE-139) souhlasili ve vSech ¢tyfech genotypech s daty ziskanymi pomoci Massive
analysis of cDNA Ends (MACE). Tyto geny budou dale testovany. Relativni exprese genu
MACE-135 byla kompletn¢ v kontrastu s MACE vysledky, kde vyss$i hodnoty byly
naméfeny u planych dormantnich genotypli. Rozpor mezi qRT-PCR a MACE daty byl
nalezen u JI64 a JI92 v piipadé gent MACE-132 a MACE-141.

Piestoze zjisténé diferencialné exprimované geny mezi dormantnimi a
nedormantnimi semeny hrachu patii do riznych GO a KEGG drah, nejvétsi pocet
anotovanych gent bylo nalezeno u fenylpropanoidovych a flavonoidovych drah. Tyto geny
jsou zapojeny do riznych ¢innosti, jako je UV filtrace, fixace atmosférického dusik a
ochrana bunéénych stén (Zhao et al., 2013). Podle studii na Medicago (Verdier et al.,
2013) a soji (Ranathunge et al., 2010) je genova exprese v osemeni komplexni a
dynamicka. V soucasné dob&é nemuzeme anotovat 10 % zjisténych transkripti,

se zvefejnénim genomu hrachu lze o¢ekavat zlepSeni této situace.

6.3 Proanthokyanidiny

Zmény v obsahu proanthokyanidini u hrachu byly jiz zminény v ¢lanku
Troszynska et al. (2002), ale nebylo provedeno srovnani planého hrachu s kulturnim.
Proanthokyanidinova biosyntéza a jeji regulace byla studovana u Arabidopsis za pouZiti
transparent testa (tt) mutantd (Lepiniec et al., 2006) a byly charakterizovany geny, které
ovlivituji metabolismus flavonoidt (Bradford et Nonogaki, 2009). Mnohé z téchto gent,
ucastnicich se flavonoidové biosyntézy, ovliviiuji dormanci semen Arabidopsis,
naznacujici roli pigmentd v tomto procesu (Debeaujon et al., 2000). Podobné jsou
proanthokyanidiny syntetizovany v osemeni Medicago (Lepiniec et al., 2006; Zhao et al.,
2010).
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Homolog genu MYB5 (PsMYBS) byl vybran, protoze se jedna o jeden z faktort
ovliviiyjicich tvorbu proanthokyanidini v osemeni. Spolecné s MYBI14 aktivuji
v piitomnosti TT8 a WD40-1 promotor ANR a LAR a pomoci mutantni linie Medicago
truncatula bylo prokazano, ze ovliviiuji formovani osemeni (Liu et al., 2014). Exprese
genu PSMYBS u vétSiny genotyptd kromé JI92, kde je exprese témeét stejnd, s vékem
semene naristala. U pigmentované¢ho plané¢ho JI64 byly naméfené hodnoty velmi nizké.
Toto zjiSténi je potieba jesté proverit zopakovanim analyzy na novém materidlu. Exprese
genu MtMYBS u vétsiny genotypti s vékem semene nartstala kromé J192, kde je exprese u
obou vyvojovych stadii témét stejna. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u planého
nepigmentovaného a dormantniho VIR320 a u starSiho staddia kultuniho nepigmentovaného
genotypu Cameor, avSak u star§iho stadia genotypu Cameor se na zékladé kiivek teplot
tani a elektroforézy musely ze tii opakovéani dvé opakovani vyftadit, proto je zde velka
odchylka. Bohuzel vzhledem k obtizim sisolaci RNA nebylo dostatek materialu pro
opakovani této analyzy. U genotypu J164 byla exprese tohoto genu na rozdil od ostatnich
velmi nizkd, Stejné tak nizkou hodnotu vykazuje mladsi stddium genotypu Cameor. Ke
stejnym vysledkiim dospéla i Tereza Vojtkova ve své praci (2016).

Mira exprese ANR ve vSech genotypech byla oproti ostatnim geniim velmi nizka.
Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u mladsiho vyvojového stadia planého pigmentovaného
genotypu JI64 a druha nejvyssi exprese byla naméfena u mlad$iho vyvojového stadia
kulturniho nepigmentovaného genotypu Cameor. V této diplomové praci byl pokles
exprese genu PsANR pozorovan u vétSiny genotypd. U kulturniho pigmentovaného
genotypu JI92 byla naméfena exprese nejmensi u obou stadii, coZ je v rozporu s vysledky
Terezy Vojtkové (2016). V publikaci Ferraro et al. (2014) byl pozorovan pokles exprese
genu PSANR s rostoucim stafim semene hrachu kultivaru Courier, coz je kulturni hrach

podobny v této praci pouzitému genotypu J192, ktery ma pigmentované osement.

6.4 GLABRAZ2

Gen GLABRA2 (GL2) byl vybran na zaklad¢é vysledkt z gene regulatory network
analyzy, podle které je centralnim regulacnim genem Medtr2g101720 (gen GLABRAZ2,
homolog u Arabidopsis Atlg79840 a P. sativum PsCam024624). GL2 koduje transkripéni
faktor, ktery na zaklad¢ své proteinové sekvence patii do tfidy IV a homeodomain-leucin
zipper (HD-ZIP) genové rodiny (Rerie et al., 1994; Nakamura et al., 2006). Bylo

prokazano, ze GL2 ftidi vlastnosti nckolika epidermalnich bunécnych typl, vcetné
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morfogeneze trichomi jako je vétveni, prodlouzeni a zrani (Koornneef et al., 1982; Rerie
et al., 1994; Szymanski et al., 1998; Kirik et al., 2005), atrichoblastti (Masucci et al., 1996)
a osemeni (Koornneef et al.,, 1982; Western et al., 2001). Mutace GL2 zpisobuje
abnormalni strukturu osemeni a absenci biosyntézy slizu u Arabidopsis (Rerie et al., 1994;
Masucci et al., 1996). Tento gen je také zapojen do biosyntézy flavonoidi. GL2 se zda byt
zajimavy, protoze je také exprimovan v osemeni Arabidopsis genotypu Columbia, ale ne v
osemeni genotypu Wassilevskaja, dvou genotypt odliSnych v mife dormance semen.

Dle genomické analyzy tohoto genu bylo zjisténo, Ze nekoreluje s dormanci
semene.

Gen pro PsCam024624 byl hojné¢ exprimovan u genotypu planého
nepigmentovaného VIR320, nejvice u starSiho stadia. Stejné tak u planého kultivaru J164
byla pozorovana vys$$i exprese u starSiho stadia. Nejmen$i exprese oproti ostatnim
vzorkim byla u nepigmentovaného hrachu Cameor.

Exprese homologniho Medtr2g101720 Medicago truncatula je nejvyssi v rannych
fazich vyvoje semene (po 10 dnech) a se zranim semene se snizuje (viz Obrazek 22), coz je

V rozporu s nasimi vysledky zjisténymi u osemeni hrachu.

Obrazek 22: Exprese genu Medtr2g101720 v semeni Medicago (ptevzato
z http://bar.utoronto.ca/efpmedicago/cgi-bin/efpWeb.cgi)

O
®® ® OO

Legenda: ¢ervena — vysoka exprese, Zluta — nizka exprese, 10d — 36d — staii semene
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7 Z7.avér

Cilem této diplomové prace bylo provést genomickou a transkriptomickou analyzu
gend aktivnich béhem vyvoje osemeni planého (Pisum sativum subsp. elatius) a kulturniho
(Pisum sativum subsp. sativum) hrachu, konkrétné téchto genotypti: plany s
pigmentovanym osemenim JI64, kulturni s pigmentovanym osemenim JI92, plany s
nepigmentovanym osemenim VIR320 a kulturni kultivar s nepigmentovanym osemenim
Cameor. V této praci byla provedena srovnavaci studie mezi planym a kulturnim hrachem
a bylo provedeno mapovani vybrané oblasti pobliz Mendelova A lokusu. Byly
identifikovany geny vykazujici diferencialni expresi v piislusnych rodic¢ich a byla
kvantifikovana exprese vybranych gent biosyntetické drahy proantokyanidind (MtMYBS,
PSANR), geny z MACE analyzy a gen GLABRA2 (PsCam024624).

Dle nasi genomické analyzy bylo zjisténo, ze lokus A a barva osemeni na vazebné
skupin¢ II souvisi s dormanci semene. Gen podminujici dormanci semene je blizko
markeru PsCam048988. Je mozné, ze barva osemeni se ,,svezla“ s dormanci. Lokus pro
dormanci a tloustku osemeni identifikovany na LGII na zékladé celogenomové DArTseq
analyzy se nachazi v homologni, resp. syntenické pozici u ¢ocky (TAN gen, Mirali et al.,
2016), cizrny (B lokus, Penmetsa et al., 2016), hrachu (A lokus, Hellens et al., 2010) a
Medicago truncatula (MtTT8, Li et al, 2016). Bylo nalezeno né&kolik RILs
rekombinantnich ve studované oblasti, u kterych A lokus nekoreloval s dormanci semene.
Tyto RILs budou pouzity pro dalsi studium.

Pro MACE analyzu byly za G€elem vylouceni genli vyhradné mezi kontrastnimi
rodicovskymi genotypy pouzity fenotypoveé klasifikované bulky (dormantni vs.
nedormantni) ziskané z rekombinantnich inbrednich linii. Spojeni BSA s high throughput
RNA sequencing bylo Gsp&$né pouzito pro mapovani gent a pro identifikaci diferencialné
exprimovanych genti (DEGs). PrestoZe zjisténé diferencidlné exprimované geny mezi
dormantnimi a nedormantnimi semeny hrachu patfi do riznych GO a KEGG drah, nejvétsi
pocet anotovanych genu bylo nalezeno u fenylpropanoidovych a flavonoidovych drah.
Exprese genti pro 4-coumarate CoA ligase (MACE-131) a UDP-glucosyl transferase
(MACE-139) souhlasila ve vSech ¢tyfech genotypech s daty ziskanymi pomoci Massive
analysis of ¢cDNA Ends (MACE). Relativni exprese genu MACE-135 byla naopak
v kontrastu s MACE vysledky, kde vyssi hodnoty byly naméfeny u planych dormantnich
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genotyptl. Rozpor mezi qRT-PCR a MACE daty byl nalezen u JI64 a J192 v ptipadé gent
MACE-132 a MACE-141. Moznym vysvétlenim je proces bulkovani vyvojovych stadii
pouzity pii MACE analyze.

Nejvétsi exprese genu pro PSANR, ktery katalyzuje vznik cis-flavan-3-olu, byla,
jak u genotypu s pigmentovanym osemenim JI64, tak i u kultivaru Cameor s osemenim
nepigmentovanym. V této diplomové préci byl pokles exprese genu PSANR pozorovan u
vetsiny genotypti.

Exprese genu pro PSMYBS, ktery slouzi jako transkripcni faktor pro ANR, méla
podobnou expresi u vSech genotypl kromé pigmentovaného planého J164, kde byla
exprese prekvapiveé nizka. Exprese genu PSMYBS u vétSiny genotypt kromé JI92 s vékem
semene narustala. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u planého a dormantniho VIR320 a
piekvapive také u starSiho stadia kulturniho nepigmentovaného genotypu Cameor.

Dle gene regulatory network analyzy bylo zjisténo, ze gen GLABRA2 je moZznym
uzlovym regulatorem. Genomicka analyza genu GLABRAZ2 vSak ukdzala, ze nekoreluje
s dormanci semene. Dle transkriptomické analyzy byl gen hojné exprimovan u genotypu
planého nepigmentovaného VIR320, nejvice u starSiho stadia. Stejné tak u planého
kultivaru J164 byla pozorovana vyssi exprese u starsiho stadia, coz nesouhlasi s popsanou
expresi u Medicago truncatula. Je vSak mozné, ze hrachovy homolog, snimz byla
provedena qPCR neni nejblizsi k Medicago GLABRA2 genu, coz se opét ukaze az

S dostupnym genomem hrachu.
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8 Seznam zkratek

ABA kyselina abscisova

ANR anthokyanidin reduktaza

ANS anthokyanidin syntaza

AP/EXO alkaline phosphatase/exonuclease

BAN BANYULS

bHLH basic helix—loop-helix

BLAST basic local alignment search tool

bp pary bazi

C jedna tplna kopie jaderného genomu
cDNA complementary DNA

cM centimorgan, jednotka relativni vzdalenosti genil na chromozomu
CV. kultivar

DAA days after anthesis

DAIrTseq Diversity Arrays Technology

DEG diferencialné exprimovany gen

DEPC diethyl pyrokarbonat

DNA deoxyribonucleic acid

dNTP deoxyribonukleotid trifosfat

F forward

FISH fluorescencéni in situ hybridizace

GA giberelin

GITC guanidium thiokyanat-fenol-chloroform
GL2 GLABRA2

GO gene orthology

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
LAR leukoanthokyanidin reduktaza

LG vazebna skupina

MACE Massive Analysis of cDNA Ends

MATE multi-drug and toxic compound extrusion
MYB myeloblastosis
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NCBI
NGS

P.

PA

PCR
gRT-PCR
QTL

R

RIL
RNA
RNA-Seq
SNP
subsp. (= ssp.)
TBE

1T

TTG1

VS,

WDR

National Center for Biotechnology Information
next-generation sequencing

rod Pisum

proanthokyanidin

polymerazova fetézova reakce

kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném case
lokusy kvantitativnich znakt

reverse

rekombinantni inbredni linie

ribonucleic acid

RNA sekvenovéni

jednonukleotidovy polymorfismus

poddruh (subspecies)

Tris + kyselina borita + EDTA
TRANSPARENT TESTA

TRANSPARENT TESTA GLABRA 1

Versus

tryptophan aspartic acid repeat
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