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Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva kandidatnimi geny pro opad poutka u semen hrachu
(Pisum sativum L.). Konkrétn¢ se jedna o geny HAE a STK. Gen HAE koduje receptor-like
protein kindzu HAESA. Gen STK vytvaii komplex s korepresorem interagujicim s MADS-
doménami transkripénich faktort SEUSS (SEU) a spole¢né tak potlacuji lignifikaci v abscisni
ZOnge.

V teoretické Casti se tato prace zabyva problematikou abscise a jeji definici. Dalsi ¢ast
se vénuje poutku a jeho anatomické struktuie, roli pfi vyvinu semen a naslednému procesu
opadu semene od poutka. Detailné je popsana abscisni zéna vznikajici mezi semenem
a poutkem a také molekularni procesy, které vedou K jejimu vzniku. V neposledni tad¢ je
popsan i vliv latek jako jsou reaktivni formy kysliku ¢i oxid dusnaty a jejich vliv na opadavani
rostlinnych organti.

Prakticka cast obsahuje porovnani morfologie a anatomie semen vcetné poutek
mutantnich genotypd a cv. Cameor. Byla provedena detekce molekul ROS a NO v misté
abscisni zony jak u mutantnich genotypu, tak cv. Cameor pomoci fluorescenéni mikroskopie.
Dalsi ¢ast se vénuje analyze kandidatnich geni HAE a STK a hledani moznych pficin vedoucich
k neopadavému fenotypu jako je naptiklad jednonukleotidova zameéna ¢i chybny sestiih.

V neposledni fad¢ je zde uvedena analyza genové exprese vybranych kandidatnich genti
HAE, STK. K nim byly nové ptidany geny ALC, HEC3 a SPT, nebot’ jsou soucasti kaskady, ve
které je zapojen i gen STK a ma na tyto geny vliv. Zjistoval se rozdil exprese kandidatnich gent
mezi mutantnimi genotypy a cv. Cameor. Déle se také zjistovala jejich exprese napftic¢

vyvojovymi stadii.



Summary

This diploma thesis deals with analysis of the candidate genes involved in pea (Pisum
sativum L.) seed abscision. Specifically it concerns the genes HAE and STK. The HAE gene
encodes the receptor-like protein kinase HAESA. The STK gene forms a complex with
a corepressor interacting with the MADS domains of SEUSS transcription factors (SEU) and
together they repress lignification in the abscisic zone.

The theoretical part of this thesis deals with the issue of abscission and its definition.
The next part is devoted to the funicle, its anatomic structure, its role in seed development and
the subsequent process of separating the seed from the funicle. Follows detail description of the
abscission zone which is formed between the seed and the funicle, molecular processes leading
to the formation of the abscission zone and the abscision itself. Finally, the influence of
substances such as reactive oxygen species and nitric oxide and their effect on the abscission
of the plant tissue is described.

The experimental part includes a comparison of seed and funicle morphology and
anatomy between mutant genotypes development funiculus (def) and cv. Cameor. Then
detection of ROS and NO molecules at the abscission zone was performer in both mutant
genotype and cv. Cameor by fluorescence microscopy. The next part is devoted to the analysis
of the candidate genes HAE and STK and the search for possible causes leading to non-
detachment phenotype such as single nucleotide substitution or missplicing.

Finally, gene expression analysis of selected candidate genes HAE, STK is presented.
ALC, HEC3 and SPT genes have been newly added as they are part of a cascade in which the
STK gene is involved and affects these genes. The difference in expression of candidate genes
between mutant genotypes and cv. Cameor is analyzed. Genes expression across developmental

stages was also investigated.
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1 Uvod

Abscise neboli opad je piisné kontrolovany proces, pii kterém dochazi k oddéleni
rostlinnych organt od mateiské rostliny, které uz nejsou dale potfebné. Jedna se zejména
0 reproduktivni ¢asti rostliny, které po opyleni opadaji. Rostliny tak také mohou reagovat na
zmény prostiedi jako je napiiklad zména teplot, nedostatek vody, svétla ¢i nutricnich latek.
K opadavani mize dochazet i po napadeni skiidci. Mimo jiné abscise slouzi také k opadu ploda,
¢imz je zarucena jejich disperze do okoli. Abscise ma tedy zeméd¢€lsky vyznam na produkci,
vynos a sklizen.

Piedpokladem k pritb¢hu abscise je ptitomnost abscisni zony. Ta je tvoiena vrstvou malych
bunék s bohatou cytoplazmou, které jsou navzajem propojeny plasmodezmaty. Tyto buiiky se
1i$i od okolnich bunék. V misté, kde odpadl rostlinny organ tak vznikd zacelend jizva,
zabranujici vstupu riznym Skiidcim. V nékterych piipadech mize dojit i ke vzniku sekundarni
abscisni zony, ktera se zformuje v misté, kde se bézné nenachazi. K tomuto jevu dochazi
vétsSinou po zranéni daného pletiva.

K abscisi semen od matetské rostliny dochazi po jejich dozrani. Semena jsou k mateiské
rostliné pfipojena pomoci poutka. Vyvijejici se semeno potiebuje pro svlij rlst spoustu zivin
v podobé organickych latek, aminokyselin ¢i drasliku, které poskytuje mateiska rostliny. Ziviny
jsou transportovany do semene pomoci cévniho svazku vedoucim poutkem. Samotné poutko je
misto, kde se odehravd mnoho diilezitych metabolickych procesti. B€hem vyvoje semene se
mezi poutkem a osemenim vytvaii abscisni zona, ve které po dozrani semen probéhne abscise.
Na osemeni v misté, kde bylo pfipojeno poutko vznikne jizva neboli pupek. I pfes to, Ze se

jedna o velice rozsifeny fenomén, nejsou molekularni mechanismy abscise zcela znamy.



2 Cil prace
1)  Teoreticka ¢ast — literarni reSerSe na téma abscise plodd, list, semen rostlin.
2)  Prakticka c¢ast — Anatomicka charakterizace poutka, srovnani wt a def mutantni linie

hrachu. PCR amplifikace a sekven¢ni analyza kandidatnich gend. Transkriptomicka

a biochemicka analyza.



3 Literarni piehled

3.1 Bunécna separace

Rostlinna pletiva jsou tvoiena z bunék, které ptiléhaji t€sné k sobé a jsou propojena
stiedni lamelou pektinové povahy (Roberts et al., 2000). Adheze mezi bunkami je zakladni
znak mnohobunéénych organismi, ktery umoznuje jejich rist a vyvoj. Mezibunééna adheze se
vSak mezi rostlinnymi a zivo¢iSnymi buinikami li$i. Je to déno jiz pfi d€leni matefské bunky na
dcefiné, kdy u rostlinnych bun€k dochazi ke vzniku sttedni lamely v misté d€leni, kterd kromé
kaldzy obsahuje i celulozu, hemicelulozu a pektiny. Zatimco nové vznikajici zivocisné bunky
se rozd¢li postupnym zaskrcenim od okraje ke stiedu (Jarvis et al., 2003).

Bé&hem urcité ¢asti vyvoje vSak dochazi v nékterych ¢astech rostliny k separaci bunék
od téch sousednich. Tento jev se tyka pfedevsim procesti opadu a pukavosti. V téchto mistech
jsou bunky naprogramované tak, aby reagovaly na enviromentalni ¢i hormonalni signaly
spoustéjici separaci (Roberts et al., 2000). Tyto procesy se dé&ji ve specializovanych abscisnich
zOnach nachazejici se v mistech, kde dochazi k opadu rostlinnych organt. Proces separace
muze byt rozdélen na Ctyfi Casti, a to formovani abscisni zony, pfizplisobeni bun¢€k, aby mohly
reagovat na signalni molekuly, samotnéa buné¢na separace, a nakonec vytvoreni ochranné vrstvy
(Shi et al., 2019). Jakmile je zformovana abscisni zona, zpusti se diky etylenu kaskada
genetické exprese charakteristicka pro opadavani. Produktem téchto gent jsou napiiklad
enzymy polygalakturonaza nebo B (1,4)-D-glukandza, které se podili na degradaci cévnich
svazku. (Jarvis et al., 2003). Obecna reakce na stimuly vyvolavajici abscisi je multifaktorialni.
Zahrnuje pokles biosyntézy a transportu hormont inhibujicich abscisi jako je auxin a cytokinin,
soucasné se zvySenim etylenu a kyseliny abscisové, tedy hormont urychlujicich abscisi. Jak
koncentrace téchto hormont, tak citlivost receptoriit bunék abscisni zony jsou dileZitymi
determinanty spravného pribéhu abscise (Taylor et Whitelaw, 2001).

Opadavé casti rostliny jako je kvét, plod ¢i listy produkuji etylen, ktery pak ptisobi
piimo Vv misté abscisni zony (Botton et Ruperti, 2019). Etylen reguluje enzymy zapojené do
abscise jako jsou napiiklad celuldzy a pektinazy, které hydrolyzuji buné€nou sténu, coz vede
k jejimu oslabeni (Brown, 1997). U husenicku (Arabidopsis thaliana) se experimentalné
dokazalo, Ze mutanti ein2 and etrl-1, ktefi jsou za normalnich podminek zapojeni v ptfenosu
signalu etylenu, maji opozdénou abscisi (Jin et al., 2015).

Genetickd kaskada zpuSténd etylenem se miZe i zpomalit auxinem. Antagonisticky
vztah etylenu a auxinu je evidentni v obecné interakci mezi témito dvéma hormony. Stav

auxinu v abscisni zoné fidi citlivost na etylen, tudiz jakykoliv faktor ovliviiujici transport
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auxinu do abscisni zony ovlivni také citlivost bun€k na etylen. Na druhou stranu etylen je
ucinnym inhibitorem auxinu a mize zvysit citlivost bunék abscisni zony k sobé samému. Navic
auxin sam dokaze stimulovat produkci etylenu a tim urychlovat abscisi. Tedy regulace
transportu auxinu z organu ur¢eného k opadu hraje roli pti kontrole schopnosti bunék abscisni
zOny podstoupit abscisi (Taylor et Whitelaw, 2001, Botton et Ruperti, 2019). Nedavna studie
ukdzala, ze mutaci transkripcnich faktort ARF1 a ARF2 se oddaluje opad okvétnich listktl
u husenicku (Arabidopsis thaliana) (Jin et al, 2015).

3.1.1 Abscise

Pojem abscise pochéazi zlatinského ab (pryC€) a sciendere (odiiznout). Jednd se
0 komplikovany a vysoce regulovany proces, ke kterému dochazi béhem vyvoje rostliny
a zajist'uje kontrolovany opad jiz nepotiebnych rostlinnych organti od matetské rostliny
(Olsson et Butenko, 2018).

Abscise reproduktivnich ¢asti rostliny nastava po opyleni. U jednopohlavnich, samcich
kvéti dochazi k jejich opadu po uvolnéni pylu. V zavislosti na druhu rostliny dochazi bud’
k opadu celého kvétu anebo jednotlivych ¢asti kvétu jako jsou okvétni listky, pestiky a ty€inky.
Hypotéza vysvétlujici tento jev uvadi, ze opad kvéth pomaha snizit navstévnost opylovaci,
kterych zde jiz neni potieba (Doorn et Stead, 1997). Ukéazalo se, Ze opadavani okvétnich listkl
probiha rychleji nez opadavani kvéth i listi. Napiiklad okvétni listky pelargonie opadaly po
jedné az dvou hodinach po vystaveni etylenu (Eversen et al, 1993). Naopak u listt doslo ke
Zménam spojené s abscisi po osmnacti az dvaceti ¢ty hodinach po vystaveni etylenu (Taylor
et Whitelaw, 2001).

Opadavanti listd a jeho naCasovani je dlleZity znak pro sezonni aklimatizaci listnatych
stromd. V mirném podnebném pasu probihd abscise na podzim jakozto adaptace na zimu.
Vnéj$im podmétem ke zpusténi signalni kaskady vedouci k abscisi je zkraceni fotoperiody.
Dulezitou roli pfi nacasovani opadu hraji rostlinné hormony auxin a etylen (Jin et al, 2015).

Abscise je adaptivni strategie matetské rostliny, kterd tak reaguje na zmény prostiedi.
Muze se jednat o zménu teplot, nedostatek vody, nutri¢nich latek ¢i svétla nebo napadeni
Skidci. Avsak reakce na tyto zmény se mohou mezi rostlinami lisit, napiiklad pifi vysSich
teplotach dochazi u papriky (Capsicum annuum L.) k opadu kvéta (Gonzalez-Dugo et al., 2007)
zatimco u zimolezu (Lonicera maacki) dochazi k opadu plodu zase pii nizSich teplotach
(Bartuszevige et al., 2006). Rostliny obecné vyuzivaji abscisi plodt a kvéth k zajisténi jejich

Sifeni po okoli. Disperze plodii ma vsak za nasledek moznou ztratu trody a byla proto v procesu
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domestikace Casto redukovana (Ayeh et al., 2009, Smykal et al., 2018). Podle paleobiologt se
znak opadavosti semen objevil v obdobi devonu v prvohorach, tedy ptiblizné pied 400 miliony
let (Zelenov, 2013).

Existuji dva druhy abscise: primarni a sekundarni. Sekundarni se od primarni lisi tim,
ze vznika na mistech, kde by za normalnich podminek k opadu nedochazelo. Je to tedy abscise
vyvolana zranénim ur€ité ¢asti rostliny (Hvoslef-Eide et al., 2016).

Abscise spociva ve vyvinuti abscisni zony — vrstvy bunék, které pii procesu opadu
degeneruji a tim vznikne v tomto misté vrstva bunék s tlustou, lignifikovanou buné¢nou sténou,
které jsou odlisné od okolnich bun¢k (Balanza et al., 2016; Hvoslef-Eide et al., 2016). Pocet
vrstev bunék v abscisni zon¢ se mezi druhy lisi. Naptiklad rajce jedlé (Solanum lycopersicum)
ma pouze dvé vrstvy, kdezto bez ¢erny (Sambucus nigra) ma az padesat vrstev bun¢k (Hvoslef-
Eide et al., 2016).

Existuji vSak mutanti, u kterych abscise neprobiha. Tito mutanti byly popsani U riiznych
druhti jako napiiklad u huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) (Butenko et al., 2003), rajcete
(Solanum lycopersicum) (Tigchelaar et al., 1978), cocky (Tripathi et al., 2019) a také hrachu
(Pisum Sativum L.) (Ayeh et al., 2009). Kdyz semeno hrachu dozraje, oddé€li se od poutka
matetské rostliny. Sklizend semena hrachu tudiz v normdlnich ptipadech nemaji poutko. Avsak
u mutantni linie byla objevena semena hrachu, ktera na sobé nesla poutko, tedy zde neprobéhla
abscise (viz obrazek 1). Jednou z prvnich zminek o téchto mutantech pochazi jiz z roku 1966,
kdy Rozental identifikoval spontanni mutaci, ktera byla pozdé€ji nazvana jako development
funiculus (def). K#izenim planého typu (Def) a mutantni linie (def) se zjistilo, Ze znak
ptitomného poutka je fizen monogenné recesivnim genem oznaCovanym def. Pozdé&ji se
zjistilo, ze def lokus se nachazi na vazebné skupiné VII, tedy na chromozomu 7 (Wolko
et Swiecicki, 1991; Ayeh et al. 2011).

Ptitomnost poutka na sklizenych semenech vede k pomalému piijmu vody, nebot
pritomné poutko se stava fyzickou bariérou pro vstup vody do semene. Tato skute¢nost pak

miize ovlivnit samotny pribéh kli¢eni semen (Lamichaney et al., 2021).


https://www.cabidigitallibrary.org/authored-by/%C5%9Awi%C4%99cicki/W+K

AZ

Semeno

Semeno s neoddélenym
poutkem

Obrazek 1: a) Mechanizmus oddéleni semene od matetské rostliny b) Pfitomnost poutka
U mutantniho hrachu. Legenda: AZ: abscisni zona, FN: funikulus (pfevzato a upraveno

z Lamichaney et al., 2021).

Vrwe

3.1.2 Enviromentalni pric¢iny abscise

Sezonni zmény v prostiedi jako jsou krat$i dny a niZsi teploty signalizuji zacatek typické
senescence a opadavani listd. Stres, at’ uz je to napadeni patogenem, poskozeni pletiv bylozravci
¢i nedostatek vody v okoli mize vyvolat pfedéasny opad rostlinnych organi (Taylor
et Whitelaw, 2001). Je znamo, ze abscise je proces citlivy na teplotu a vyzaduje mirné
fyziologické teploty, aby prob¢hla v pofadku. Extrémni teploty, jako je velky mrdz, mohou
poskodit abscisni zonu natolik, ze zde nebude moct prob&éhnout abscise (Addicott, 1968).

Abscise je Casto spojovana se senescenci. Oboji je iniciovano enviromentalnimi
a stresovymi faktory. Senescence je piirozeny proces starnuti rostliny, kdy dochazi k degradaci
bunééného obsahu, véetné chlorofylu. Ovsem je mnoho piipadi, kdy dochazi pouze k abscisi
bez doprovazené ztraty chlorofylu, naptiklad pii napadeni skidci.

K senescenci a abscisi listu dochdzi, jakmile poklesne rychlost fotosyntézy pod urcitou
prahovou urovenl. Po zastaveni fotosyntézy nastdva série udalosti zahrnujici rozpad
chloroplastii a s tim spojena ztrata chlorofylu, degradaci proteinti a o odstranéni aminokyselin.
Endogenni hladiny auxinu, cytokininu a giberelinu klesaji pfed a se zahajenim senescence

(Taylor et Whitelaw, 2001).



Béhem senescence listu byly pozorovany epigenetické regulace zahrnujici remodelace
a modifikace chromatinu. Diulezitou roli zde hraji transkripéni faktory, jejichz
aktivace/inaktivace reaguje na enviromentalni signaly (Li et al, 2018).

Dalsi stresové podminky jako je sucho ¢i nedostatek vody mohou podporovat abscisi
v dasledku poklesu rhstu a vitality rostliny. Nedostatek vody vyvolava abscisi hlavné
U opadavych druhti, které se opadem listi snazi regulovat transpiraci (vydej vody povrchem
rostliny). Vydej vody lze regulovat uzavienim listovych praduch, coz ma za nasledek pokles
fotosyntézy, hromadéni CO», vycerpani Oz aV neposledni fad¢ senescenci (Chaves, 1991;
Taylor et Whitelaw, 2001).

Jak je vySe uvedeno abscisi muze zplisobit napadeni sktidei, ¢i riznd poranéni
rostlinnych pletiv zplsobené bylozravci. Pfed samotnou abscisi se vSak rostlina snazi
poskozené pletivo zahojit a zabranit tak vstupu patogent. Zaceleni rany probiha rtiznymi
mechanismy jako je ukladani kaldzy, ligninu a glykoproteinti bohatych na hydroxyprolin do
bunéénych stén. Dale rostlina syntetizuje antimikrobialni slouc¢eniny naptiklad fytoalexiny.
Rostlina také produkuje inhibitory proteaz souvisejici s patogenezi jako jsou chitinazy a endo-
p-1,3-glukanazy. Je-li i pfes to obrana neucinna, schyluje se rostlina k opadu infikovaného
organu, aby zabranila dalS$imu Sifeni patogenu. Signalizace o poranéni rostliny je
pravdépodobné zprosttedkovano fragmenty oligosacharidl, které vznikaji v disledku

mechanického poskozeni bunééné stény (Taylor et Whitelaw, 2001).

3.2 Semena a plody

Semena a plody jsou vysledkem uspésného rozmnozovani rostlin. Semeno se vyviji
z oplozené¢ho vajicka. Uvnitt obsahuje embryo, které je chranéno osemenim, vznikajici
Z jednoho nebo dvou vaje¢nych obalii. Semeno obsahuje tedy embryo v rizném stupni vyvoje,
rizného tvaru a ruzné velikosti, které obsahuje zaklad kotinku a na opaéné strané zaklad
vzrustného vrcholu

Na semeni lze také pozorovat rizné utvary. Napadny byva pupek (hilum), coz je stopa
po poutku (funikulus), tedy misto, kde bylo semeno pfipevnéno K placenté mateiské rostliny.
Chlupovité utvary, blanité¢ lemy, ¢i rtiznd kiidla jsou na rozdil od plodi u semen vzacné
(Lhotska et Kropa¢, 1984; Hayat, 2022). Ochranu semen dale zajistuje plod (fructus), ktery
vznika pfeménou pestiku, hlavné jeho nejdolngjsi ¢asti — semeniku. Kromé ochranné funkce se
plod miiZe podilet na rozsifovani semen (Lhotska et Kropac, 1984). Oplodi (pericarp) spolecné

s osemenim (testa) poskytuje semenu ochranu.



3.2.1 Piivod neopadavého mutanta hrachu

Jiz v roce 1952 popsal A. Eglitis u druhé generace hybrida hrachu vlastnost neopadavani
semen od poutka. Docilil toho kiizenim dvou genotypu hrachu P. sativum subsp. sativum var.
vitellinum a var. coronatum. Pozdgji v roce 1966 Rozental identifikoval spontanni mutaci, ktera
byla pozdéji nazvana jako development funiculus (def). Semena téchto hybrida byla pevné
pfipojena k lusku, a nevypadla ani po otevieni lusku. Zaznamenany byly i anatomické
odliSnosti poutka vzniklych mutantti. Mikroskopické pozorovani ukazalo, Zze poutko ztratilo
svij typicky nalevkovity tvar a prostor mezi poutkem a osemenim byl vyplnéno meristémovym
pletivem. Zkouska pevnosti ptfipojeni semen ukdzala, ze semena lze od lusku odd¢lit az pti
zatizeni od 140 do 200 g, coZ je tisicinasobek hmotnosti jednoho semene. Tato mutace neméla
mit vliv na vlastni produkci semen. Bylo v§ak pozorovano ze mutantni def linie hrachu tvofi
mén¢ luskl, které obsahuji 1 snizeny pocet semen. Naopak tyto semena maji vétsi hmotnost nez
semena puvodnich genotypt. Je to pravdépodobné dano tim, ze absenci abscisni zony se
zvysuje délka zasobovani semen zivinami (Zelenov, 2013).

V.V. Khangildin stanovil monogenni recesivni dédi¢nost znaku neopadavani semen od
poutka a oznacil ji jako def (development funiculus) (Khangildin, 1969). Lokus byl lokalizovan
v distalni ¢asti chromozomu 7 (Wolko et Swiecicky, 1991). Pozdgji N. A. Sobolev potvrdil
genetickou charakteristiku znaku opadavani semen, ale navrhl pro néj oznaceni tx (tenax)
(Sobolev, 1975). V literatute se vSak pouziva spise oznaceni def. Byly zjistény i pfipady, kdy

doslo u hrachu k reverzni mutaci def — Def (Zelenov, 2013).

3.2.2 Poutko (funiculus)

Semeno béhem vyvoje spotifebuje hodné zivin V podobé organickych latek,
aminokyselin ¢&i drasliku, které podporuji jeho rist. Ziviny semenu dodavéa mateiské rostlina
pomoci cévniho svazku vedoucim poutkem a dale do osemeni, kde nadale dochazi k distribuci
zivin do riznych ¢asti semene (Tan et al., 2016). Poutko je tedy mistem, kde se odehravaji
metabolické procesy, vedouci ke spravnému vyvoji semene (Lamichaney et al., 2021). Mimo
to ovliviluje 1 prostorovou orientaci samotného semene a embrya béhem jeho vyvoje (Khan et
al. 2015).

Poutko je na zacatku vyvoje bezbarvé, zelenou barvu ziskd pozdé€ji az vyvojem
chloroplastii. Nicméné¢ kvili nedostatku svétla a CO2 nedokazou chloroplasty v poutku

dostate¢né plnit svoji funkci. Ukdzalo se, Ze poutko také obsahuje i Skrobové zrna. Z nedavnych



studii se zjistilo, ze jsou zde exprimované geny zapojené do biosyntézy mastnych kyselin (Khan
etal., 2015).

Paraleln¢ s vyvojem semene z vajicka az do jeho globularni faze vyvoje dochazi také
k formovani cévniho svazku, piedevsim floému, ktery se zvétsuje diky zvySovani po¢tu cévnich
bunék. To pak usnadiiuje piepravu metabolitli do semene a dava tak zaklad poutku (Tan et al.,
2016). Zatim jsou znamy jen dva geny zapojené do vyvoje poutka, a to jsou SEEDSTICK (STK)
a POROCYTELESS/NOZZLE (SPL/NZZ). STK reguluje bunétné déleni a proliferaci poutka
a podili se na tvorbé abscisni zony u vyvinutého poutka. SPL/NZZ muze kontrolovat bunéény
rist poutka, ale zda se, Ze jde o vedlejsi Gcinek pii zakladani integumentu — vnéjsiho obalu
vajicka (Balasubramanian et Schneitz, 2000; Pinyopich et al., 2003).

Z anatomickych studii u bobovitych rostlin se ukazalo, ze vsechny maji téi zakladni
upofadani pletiv v poutku: vnéjsi kryci pletivo epidermis, stfedni primarni ktira neboli kortex
a vnitini cévni svazek. Toto uspotfaddani a organizace pletiv se mlZe liSit napfic¢ rostlinnymi
systémy. Stejn¢ jako osemeni, tak i epidermis poutka slouzi jako obrana vici patogenim.
Zaroven ma funkci i jako mechanicka opora (Chan et Belmonte, 2013).

U vétsiny bobovitych rostlin, obal semene neboli osemeni vznika z integumentu a je
tvofen palisadovymi bunkami (Smykal et al., 2014). Nicmén¢ v blizkosti pupku se objevuje
palisadova vrstva pivodem z poutka. Pravé v tomto misté také probiha opad semene od
poutka. Avsak existuji piipady, kdy se u mutanti netvoii jasné ohrani¢eni mezi osemenim

a poutkem (viz obrazek 2). Tento jev je divodem neprob¢&hlé abscise (Lee et al., 2016).

Obrazek 2: Vyvin rozhrani mezi osemenim a poutkem v misté hila A) u opadavého hrachu B)
def mutanta. Legenda: SC: osemeni, AZ: abscisni zona, FN: poutko (pievzato z Ayeh et al.,
2009).



3.3 Molekularni pric¢iny abscise

U vétsiny druht spociva disperze semen na dvou faktorech. Jedna se o puknuti plodu
a nasledné oddéleni semen. Molekularni mechanizmy ovlivitujici pukani a abscisi byly dobfie
popsany u rostlinného modelového organismu huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Po
opyleni dochéazi ke zrani a protahovani $esule a zarovei i diferenciaci bundk a vzniku $vu. Sev
je tvofeny zvrstvy lignifikovanych a pfilehlych nelignifikovanych bunck, které jsou
zodpovédné za mechanické otevieni SeSule béhem vysychani plodu. Tento proces pak nechava
zrala semena odkryta, coz umoziuje opad od matefské rostliny a jejich nasledné Sifeni pomoci
vektort, jako je dést’ nebo vitr (Spence et al., 1996).

Za pukavost Sesule je odpovédno n€kolik gend. Dva z nich patii do skupiny MADS-box
transkripcnich faktorti. Jedna se 0 SHATTEPROOF 1 (SHP1) a SHATTEPROOF 2 (SHP2),
jejichz mutace vede k nepukavym plodim. SHP proteiny reguluji expresi tfi helix-loop-helix
(bHLH) geni: INDEHISCENT (IND), ALCATRAZ (ALC), SPATULA (SPT) (viz obrazek 3).
Ukazalo se, ze IND je nezbytny pro specifikaci jak lignifikované, tak separacni vrstvy ve Svech,
zatimco ALC a SPT se podileji pouze na vytvoifeni separacni vrstvy (Groszmann et al., 2011).
SHP1 a SHP2 jsou tuzce spojeny s genem SEEDSTICK (STK). U husenicku (Arabidopsis
thaliana) se funkce STK kromé& abscise studovala i ve spojitosti S vyvojem osementi,
a biosyntézy flavonoida. Seedstick mutant se vyznac¢oval malymi semeny s absenci opadu od
matei'ské rostliny (Balanza et al., 2016; Paolo et al., 2021). STK puisobi také pii vyvoji vajicka
vytvofenim heterodimeru s proteinem MADS-domény SEPALLATA 3 (SEP3). Ukazalo se, ze
STK wvytvati i komplex s korepresorem interagujicim s MADS-doménami transkripénich
faktort SEUSS (SEU) a spole¢né tak potlacuji lignifikaci v abscisni zoné (Balanza et al., 2016).

Nedavno byl popsan gen HECATE 3 (HEC3), ktery pravdépodobné také hraje roli pii
abscisi semen, nebot’ semena hec3 mutanta se neoddéluji od poutka, a tudiz jsou stale soucasti
matetské rostliny. Exprese genu HEC3 ale i SPT ¢i ALC je potlacena ptimo genem STK (viz
obrazek 3) (Balanza et al., 2016). Jak HEC3, tak IND interaguji s geny ALC a SPT a mimo jiné
sdili nékolik cilovych gent jako jsou polygalakturonazy ADPG1 a ADPG2, které se ucastni

vlastniho procesu separace bun¢k (Ogawa et al., 2009).
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Obrazek 3: Porovnani molekularnich drah podilejicich se na pukavosti lusku ve $vu SeSule

a Vv abscisni zoné semene husenicku (pievzato a upraveno z Balanza et al., 2016).

Za regulaci abscise kvétnich organi u huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) je zodpovédny
ligand — receptorovy systém. Tento signalni komplex se sklada ze sekretovaného IDA peptidu,
ktery je kddovany genem INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION (IDA) a receptor-
like kinazami (RLK) HAESA (HAE) a HAESA-LIKE2 (HSL2). Je-li zvySena exprese téchto

gent, dochazi pak k opadu rostlinnych organti podstatné dfive a zvétSuje se také abscisni zona.

vvvvv

(Ste et al., 2015; Shi et al., 2019).

Nedavno se zjistilo, ze opad listi husenicku (Arabidopsis thaliana) vlivem sucha
probiha obdobnymi molekularnimi mechanizmy, jako pfi opadu kvétnich organt po opyleni,
nebot’ tyto molekuldrni procesy probihajici v abscisni zon€ jsou vysoce konzervované.

Jak je jiz vySe zminéno u abscise kvétnich organti ale i vadnoucich listd je potieba
receptor-like protein kinazy HAESA a HAESA-like 2 (HAE/HSL2), které jsou aktivovany
peptidem INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION (IDA). HAE/HSL2 nasledné
aktivuje mitogen-aktivovanou protein kinazovou kaskadu (MAPK) (viz obrazek 4), ktera zase
aktivuje transkripéni MADS faktor AGAMOUS-LIKE 15, jenz umoziuje expresi genu HAE
(Patharkar et Walker, 2016). Piedpoklada se, Zze produkty vzniklé expresi HAE, jsou
pfepraveny do plazmatické membrany za pomoci ADP-ribosylacniho faktoru GTPasa-
aktivovanym proteinem NEVERSHED (NEV). Nedavno se ukazalo, Ze abscisni receptor
kodovany genem HAE vyuziva SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE kinazu
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(SERK) jako koreceptor slouzici k rozpoznani IDA peptidu. Zjistilo se také, Ze biologicky
aktivni IDA peptid vznika $tépenim delsiho IDA proteinu pusobenim subtilisin-like serin
proteazy. Je zajimavé, ze Casti této signalizacni kaskady vyuzivaji i patogenni bakterie pro
degradaci pektinu v listovych pletivech, coz umozni snazsi vstup do rostliny (Patharkar et al.,
2017).

Arabidopsis
Ligandy IDA
Rece ptory HAE/HSL2
l SERKs
Signalni l
transdukce ?
MAPKKK YDA
MKK MKK4/5
MPK MPK3/6
Substraty ?
Odpovéd’ Abscise

Obrazek 4: Signalni kaskada zapocata ligandem IDA vazajicim se na receptor HAE/HSL2.
Vlevo je zobrazeny teoreticky princip signalni drahy. Vpravo je kaskada spusténd konkrétné
ligandem IDA u husenicku (Arabidopsis thaliana) (pfevzato a upraveno ze Sun et Zhang,
2022).

U pohanky (Fagopyrum tataricum) se kiizenim neopadavych a opadavych genotypt
zjistilo, Ze vSechny neopadavé linie nesou recesivni alely ve dvou nezavisle segregujicich
lokusech, které ovliviiuji vyvoj a funkci abscisni vrstvy. Recesivni homozygot kterékoliv
Z téchto lokust potlacuje expresi dominantni alely toho druhého. Tento jev se nazyva recesivni
epistaze. Ukazuje se, Ze tyto recesivni mutace brani vzniku abscisni vrstvy a zaroven potlacuje
expresi dominantni alely lokusu SHATTERING. Tudiz u pohanky byly zjistény nejméné tfi

nebo Ctyfi geny ovliviiyjici vyvoj abscisni vrstvy (Fesenko, 2006).
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3.3.1 Reaktivni formy Kysliku a abscise

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou produkovany ve vyssich koncentracich jako
odpovéd’ na rizné enviromentalni stresy jako je UV zafeni, chlad, zvySena koncentrace soli
¢inapadeni patogeny. V névaznosti pak dochdzi k samotné abscisi rostlinnych organi.
V nedavné studii se ukazalo, ze reaktivni formy kysliku jsou souc¢ésti signalni kaskady vedouci
k abscisi listu. Produkce peroxidu vodiku je potieba k indukci exprese celulazy (EC 3.2.1.4)
a enzymu degradujicich bunéénou sténu. VIiv na pusobeni ROS ma pravdépodobné i kyselina
indolyl-3-octova (IAA) jejiz pFitomnost snizuje aktivitu celulazy tedy zamezuje abscisi.
Poklesem mnozstvi IAA kvili enviromentalnimu stresu, dojde k vétsi produkci ROS vedouci

k abscisi (viz obrazek 5) (Sakamoto et al., 2008).

Oxidacni stres

Bez stresu

Obrazek 5: Pusobeni reaktivnich forem kysliku pii stresem vyvolané abscisi u listu.
A) Molekularni drahy za normalnich podminek. B) Molekularni drahy pfi oxida¢nim Stresu

(ptevzato a upraveno ze Sakamoto et al., 2008).

Reaktivni formy kysliku zahrnuji skupinu molekul odvozenych od molekulérniho kysliku,
které vnikly oxida¢né-redukéni reakei nebo elektronovou excitaci. Chemicka reaktivita ROS
molekul se mezi sebou znaéné lisi. Nejznaméjsi z této skupiny je peroxid vodiku podilejici se
na redoxni regulaci biochemickych aktivit. Stejné jako vapnik je peroxid vodiku jednou
z univerzalnich signalnich molekul (Sies et Jones, 2020). H202 spolu s dalsimi druhymi posly
jako je oxid dusnaty, ¢i sirovodik okamzité reaguji na receptorem zachyceny signal. Druzi
poslové postupné aktivuji kaskddu prostfednictvim specifickych oxidaci vedoucich
k metabolické odpovédi bunky. Takto mohou byt spusStény isamotné transkripéni faktory

(Di Marzo et al., 2018). Intracelularni koncentrace H20> je ptisné kontrolovana a pohybuje se
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okolo 1-100 nmol.I"t. Koncentrace vétsi jak 100 nmol.I" vede k nespecifické oxidaci proteini
a jinych biomolekul, coz muze vést az K bunééné smrti. Produkce H>O je stimulovana
rastovymi faktory nebo riznymi biotickymi a abiotickymi stresory (Sies a Jones, 2020).

Dalsi dilezitd molekula tadici se mezi reaktivni formy kysliku je superoxid O5.
Superoxid je zodpovédny za oxidacni stres u organismi a vznikd jako vedlejsi produkt
dychaciho ftetézce v mitochondriich. O; je redukovand forma molekuldrniho kysliku O2
skladajici se ze dvou atomi kysliku se sedmnacti elektrony a ma negativni elektricky naboj.
Diky jeho naboji méa nizkou membranovou propustnost a k transportu vyuzivd pouze iontové
kandly.

Jeho mnozstvi v organismu je regulovano dvéma enzymy superoxidemreduktazou
(EC 1.15.1.2) a superoxidembismutazou (EC 1.15.1.1). Superoxid je nestala molekula, ze které

oxidac¢ni reakci vznika molekularni kyslik Oz a redukéni reakci zase H2O2 (Andrés et al., 2023).

3.3.2 Oxid dusnaty a abscise

Oxid dusnaty (NO) je v soucasné dobé povazovan za dilezitou signalni molekulu, ktera
hraje roli nejen pfi rostlinném rustu ale i pti stresovych adaptacich a kontrole senescence. Studie
ukazuji, ze volné molekuly NO slouzi ke zprostiedkovani mnoha biochemickych procest
souvisejici s velkou Skélou fyziologickych procest zajistujici spravné fungovani rostlinného
syst¢tmu. NO cili na mitochondridlni i chloroplastové proteiny mimo jiné i na proteiny
obsahujici zelezo nebo na slou¢eniny s aminy jako jsou napiiklad nukleové kyseliny. Produkci
NO zajistuje enzym NO syntaza (EC 1.14.13.39), ktery je regulovan docasnou zmeénou
mnozstvi Ca?* (Simontacchi et al., 2015). Tento enzym byl prozatim identifikovan pouze
v zivociSnych bunikach. U rostlin se vyskytuje NOS-like enzym, ktery pravdépodobné zastava
obdobnou funkci (Jeandroz et al., 2016).

Béhem signalizace v navaznosti na endogenni podnéty NO ¢asto interaguje s rostlinnymi
hormony jako jsou auxiny, gibereliny, cytokininy, kyselinou abscisovou, kyselinou salicylovou
¢i etylenem za vzniku slozitych komplexii. Pravé etylen se ucastni odpovédi na stres a urychluje
starnuti 1 opad rostlinnych organd. Vzhledem k interakci etylenu s NO je mozné Zze NO se
ucastni regulace opadavani. Studie ukazaly, Ze exogennim podanim NO se oddalilo opadavani
jak vegetativnich, tak generativnich organti. NO inhibuje produkci etylenu sniZenim aktivity

kli¢ovych enzymi podilejici se na syntéze etylenu (Freschi, 2013).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Pro analyzu kandidatnich genti zapojenych do procesu opadavosti poutka byl pouzit
kulturni genotyp hrachu (Pisum sativum L., cv. Cameor) a mutantni genotyp kulturniho hrachu
(Pisum sativum L., def) Neosypajuscisja 1 (05L0100528). Francouzska odriida Cameor byla
ziskana z pracovisté INRA, Dijon, Francie. VSechny v praci pouziti mutantni genotypy hrachu
def byly ziskany z ¢eské genové banky z Prahy (https://www.vurv.cz/vyzkum/odbor-genetiky-
a-slechteni-rostlin/genova-banka/). Rostliny byly péstovany v 5 | kvétinacich se substratovym
mixem raselina-pisek (90:10) (Florcom Profi, BB Com Ltd., Letohrad, Ceska republika)
s hnojenim (Kristalon Plod a Kvét, Agro Ltd., Rikov, Ceska republika), ve skleniku (leden—
kvéten 2022) o denni teploté¢ 35-20 °C a nocni teploté 18—12 °C. Péstovani bylo doplnéno
svétlem (Sylvania Grolux 600 W, Hortilux Schreder, Nizozemsko).

Pro isolaci genomové DNA byly vypéstovany mladé cca 2—3tydenni rostliny dostupnych
def genotypt. Ve vysledcich byly pouzity posledni tfi ¢islice pro ozna¢eni pouzitych genotypd.

(seznam — viz tabulka 1).

Tabulka 1: Seznam dostupnych def genotypt.

ECN Polozka-nazev Oznaceni
05L0100441 Orpela 441
05L0100520 Devulgatum 95/75 520

Deamkroglaukospermum
05L0100521 521
156/73
05L0100522 522
05L0100528 Neosypajuscijsa 1 528
05L0100529 Deglaukospermum 161 529
05L0100599 Sonata 599
05L0100811 Determinatnyj 811
05L0100839 Sprut 2 839
05L0100842 Orlovcanin 842
05L0100843 Orlovcanin 2 843
05L0100844 Vijatic 844
05L0100883 US-90-3000 883
05L0100884 Batrak 884
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ECN Polozka-nazev Oznaceni
05L0100885 LU-203-94 885
05L0100887 LU-213-94 887
05L0100904 L-228-96 904
05L0100908 Sustrik 908
05L0100918 AGT 96-1762 918
05L0100919 Aksajskij 10 919
05L0100951 US-93-1380 951
05L0100969 Areon C50 969

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

o

10 x TBE pufr (Na 1 litr 5,40 g TRIS baze; 2,75 g kyseliny borité; 2 ml 0,5 mol-1*
EDTA o pH 8,0; Sigma Aldrich, CR)

Agaroza (Bioline, kat. ¢. BIO-41025)

Barvivo (Bluelight DNA, EZ-Vision, kat. ¢. 1B1680-0.5ML)

Cryo-gel 12/case (Leica, kat. ¢. 39475237)

DAF-FM DA (4-amino-5-methylamino-2’,7 -difluorofluorescein diacetat)
DNaza I, bez RNaz (Top-Bio, kat. ¢. D061)

DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, kat. & 69106)

Ethanol (VWR Chemicals, kat. ¢. 67-17-5)

Exonukleaza I (Thermo Scientific, kat. ¢. EN0581)

Fast Alkalicka Fosfatdza pufr (Thermo Scientific, kat. ¢. EF0651)

Fenol (Sigma, kat. ¢. 108-95-2)

Glycerol (Tamda, kat. ¢. 13102004)

H2DCFDA (2°,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetat)

Chloroform (Lachner, kat. ¢. 67-66-3)

Isoamylalkohol (Roth, kat. ¢. 123-51-3)

Kyselina chlorovodikova (Penta, kat. ¢. 017-002-01-X)

Kyselina octova (Tamda, kat. ¢. 01022010)

Marker molekulové hmotnosti GeneRuler 100 bp DNA Ladder (0,5 pg-ul?, Thermo
Scientific, kat. ¢. SM0241)

Plant RNA Reagent (Thermo Scientific, kat. ¢. 12322-012)

SentiFAST ™ cDNA synthesis kit (Bioline, kat. ¢. BIO-65054)
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o SensiMix ™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline, kat. &. QT650-05)

o Taq DNA polymeraza (5U/ul, MyTagq, kat. ¢. BIO-21105)

o Taq pufr (5x, MyTaq Red, Bioline, kat. ¢. 37112)

o Termosensitivni Alkalicka Fosfataza (Thermo Scientific, kat. ¢. EF0651)

4.3 PouZité primery

Seznam pouzitych primert pii PCR amplifikaci, sekvenaci a RT-gPCR vcetné jejich

zékladni charakteristik jsou uvedeny v Tabulkach 2, 3 a 4.

Tabulka 2: Pouzité primery na PCR amplifikaci.

: Foward/Reverse Délka
Primer _ Sekvence (5'-3") )
primer amplikonu
F ACTAGTACCATGCGTAGCAAACC
1908 bp
Gen HAE R CTCCCCATATCTTCTTCACAGCAA
(Psat7g116520.1) F ATGCAAAATGGTAGTCTCGGTGAT
1285 bp
R GTCACAATTTTGAAGCCACCTACC
F TCAGCTTGCAACTATGAGTTTTCC
Seedstick (STK) R ACCTGAGCATTAGTCTCAGAAGC ~ 2249PP
(Psat7g066560)
F CGTACAACTGTTCTTACTGCCAC
= 3940 bp
TGTGTGATTGATCTTACCGCGAT
Tabulka 3: Piehled pouzitych primert pii sekvenaci.
: Foward/Reverse
Primer _ Sekvence (5'-3")
primer
F ACTAGTACCATGCGTAGCAAACC
Gen HAE F TTGTTGGTGTCATTCCTGAAACTC
(Psat7g116520.1) =
CTCACTTCCAGATAGTTTGGTCA
F

ATGCAAAATGGTAGTCTCGGTGAT
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Foward/Reverse

Primer : Sekvence (5'-3")
primer
F TCAGCTTGCAACTATGAGTTTTCC
Seedstick (STK) F CGTACAACTGTTCTTACTGCCAC
(Psat7g066560) =
GCTTCTGAGACTAATGCTCAGGT
F

CATGGAGGCACAAACTTCGAGT

Tabulka 4: Pouzité primery pro gRT-PCR.

: Foward/Reverse Délka
Primer : Sekvence (5'-3") :
primer amplikonu
Gen HAE F GGTGATGTTGAGAAGGGTAGG
(Psat7g116520.1) R 171 bp
AAGCAAATCACCGAGACTACC
F
Seedstick (STK) CCAGATGTCTCTTCAATTTGTGTAAG
R 143 bp
(Psat7g066560) AACTCTTTCCCTTCTCAACCG
F
HEC3 homolog TGACATCGTCTGGCCTTTTG .
(Psat7g046520) R GTGAATGTGAATGTGGATGCG
F TCCTCTCAAACCCACTTCAAC
SPT homolog 110 bp
(Psat2g166760) R TTCATCCGTGTCGTTACCAC
F
ALC homolog AACTCTTCCACAACCATCCC 3500
(Psat0s2139g0120) R CAGCTCTGCTTCTCTTTGATG
Referenéni gen F AGGTGTTTGGTGCTGAGTAC
Psat5g212520 R 163 bp
TTCCCCTTGAGTTGCTTCC
Referen¢ni gen F TGGGATTCTCTTCACTTGCG
Psat6g025120 R 136 bp
GAAATCAACGGCCCATCTTC

4.4 PouZité pristroje a zarizeni

o Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf)
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o Elektroforéza (EasyCast B1, Thermo Scientific)

o Flowbox (PV - 100, TelSTAR)

o Fluorescen¢ni mikroskop (Imager.Z, Zeiss)

o Homogenizator (FastPrep-24, MP Biomedicals)

o Inkubator (Melag, P-LAB a.s.)

o Lednice (No frost, Liebherr)

o Mikroskop Olympus BX60 (kamera Olympus DP72)

o Nanodrop (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific)
o Real —time systém (CFX Connect, Bio-Rad)

o Stolni centrifuga (Mini Star, VWR)

o Svételny mikroskop BX60 (Olympus)

o Stereomikroskop SZX16 (Olympus)

o Thermocycler (Mastercycler Pro S, Eppendorf)

o Tiepacka (MS 3 basic, IKA)

o Inkubdtor (ThermaCell CHB202, BIOER)

o Ultramikrotom CM 1950 (Leica)

o UV transiluminator (FireReader Platinum HD7, Uvitec Cambridge)
o Vaha 572 (Kern)

o Vibratom (Leica)

o Vyrobnik ledu (Ice flaker, Brema IceMacers)

o Zdroj stejnosmérného napéti (Minis-300, MS Major Science)

4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

o MS Excel (verze 2016)

o Program CFX Maestro (verze 4.1.2433.1219., Bio-rad)

o Program Geneious (verze 7.1.9, Biomatters)

o Program FastPCR (PrimerDigital Ltd., Finsko)

o Program FireReader V4 (Uvitec)

o Program PHOTO Camera 3.0

o Program Primer3 (verze 0.4.0.)

o Software QuickPHOTO CAMERA (verze 3.2, Promicra)
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4.6 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.6.1

Ziaznam morfologie semene a poutka Cameoru a mutantniho def genotypu

Fotografie semen a poutek kulturniho Cameor a mutantniho genotypu def byly potizeny

pomoci stereomikroskopu SZX16 (Olympus).

4.6.2

Podélné Fezani poutka a pupku hrachu na ultramikrotomu

1. Vypreparovat pomoci skalpelu poutko s pupkem a malou ¢asti osemeni a vlozit to do

4.6.4

4.6.5

predem piipraveného kryogelu na hlinikovém disku.

Po ztuhnuti gelu vlozit preparat do ultramikrotomu a pii¢n¢€ krajet 20 pm fezy.

. Rezy pokladat na podlozni sklicko.

Barveni fezu poutka a pupku hrachu toluidinovou modfi

. Rezy na podloznim skli¢ku zakapnout toluidinovou modii a nechat minutu piisobit, poté

opatrné smyt destilovanou vodou.

. Takto nabarvené fezy ptekryt krycim sklickem.

Podélné Fezani poutka a pupku na vibratomu

. Rozpustit v mikrovinné troubé 4% agarosu v 0,1 M K-fosfatovém pufru o pH 7 a pielit

do misticky.
Nechat vychladnout na 40 °C, vlozit dovnitt poutka a nechat ztuhnout na ledu.

. Vyfiznout gel s preparadtem do tvaru pyramidy, vloZit do vibratomu a fezat na tenké

platky 0 30 pm.

Barveni iezu poutka a pupku pomoci H.DCF DA a DAF-FM DA

. Pro detekci ROS piipravit 10 pmol-I?  roztok H,DCF DA (2,7'-

dichlorodihydrofluorescein diacetat) fedénim zasobniho 10 mmol-I* roztoku.
Pro detekci NO ptipravit 10 umol-I" roztok DAF-FM DA (4-amino-5-methylamino-

2’7’ -difluorofluorescein diacetat) fedénim zasobniho 5 mmol-I* roztoku.

3. Vsechny roztoky s fluorescencnimi sondami uchovavat ve tme.

Pfipravené fezy rostlinnym materidlem inkubovat 5 minut s fluorescen¢nimi sondami
pro detekci ROS, respektive NO. Poté fezy minimélné 3x proplachnout 10 mmol-I* K-

fosfatovym pufrem pH 7 a pozorovat pod fluorescenénim mikroskopem.
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4.6.6

Izolace genomové DNA

Pro izolaci DNA byly pouzity listy genotypu neopadavého mutantniho (def) hrachu (viz

tabulka 1) a kulturniho cv. Cameor.

10.

4.6.7

. Do mikrozkumavek vlozit 100 mg listu spolu s 400 ul pufru AP1 a 4 pul RNazy A.

. Homogenizovat kulickou 2x po dobu 1 minut pfi maximalni rychlosti pomoci

homogenizéru FastPrep-24 a poté inkubovat 15 minut pii 65 °C. Po dobu inkubace

dvakrat opatrn¢ promichat.

. Pridat pufr P3, zvortexovat a inkubovat 5 minut na ledu.

Poté centrifugovat 5 minut pii 13 000 rpm.

. Napipetovat lyzat do QIAshredder spin kolony s 2 ml mikrozkumavkou a centrifugovat

2 minut 13 000 rpm.

. Pfepipetovat 300 pl proteklého vzorku do nové mikrozkumavky a ptidat 750 pl pufru

AW 1. Promichat pipetovanim a zvortexovanim.

. Premistit 650 pl vzorku do DNeasy Mini spin kolony s2 ml mikrozkumavkou

a centrifugovat 1 minutu pti 8 000 rpm. Zopakovat tento krok se zbyvajicim vzorkem.

. Umistit kolonu do nové 2 ml mikrozkumavky, piidat 500 pl pufru AW?2 a centrifugovat

1 minutu pii 8 000 rpm.

. Odstranit proteklou tekutinu a znova ptidat 500 pl pufru AW2 a centrifugovat 2 minuty

pti 13 000 rpm.
Pfemistit kolonu do 1,5 ml mikrozkumavky a ptidat 100 pl eluéniho AE pufru.
Inkubovat 5 minut pii pokojové teploté a poté centrifugovat 1 minutu pii 8 000 rpm.

Tento krok nésledné znovu zopakovat.

Izolace RNA

Pro izolaci RNA byly pouzity poutka a osemeni mutantniho neopadavého def (viz

tabulka 1) a kulturniho Cameor.

1.

Dat do mikrozkumavky 0,5 ml PureLink® Plant RNA Reagent a cca 0,1 grami

zmrazen¢ho homogenizovaného rostlinného materialu.

. Kratce zvortexovat a nechat inkubovat 5 minut pii pokojové teploté. Mikrozkumavky

horizontalné polozit, aby byl povrch smési co nejvetsi.

. Centrifugovat 2 minuty pii 12000 rpm, néasledné pienést supernatant do Cisté

mikrozkumavky.

. Ptidat 0,1 ml 5 M NaCl a promichat.
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8.
9.
10.
11.
12.
13.

4.6.8

K promichané smési ptidat 0,3 ml chloroformu, také dikladné promichat.

. Centrifugovat pii 12000 rpm po dobu 10 minut pti 4 °C, poté ptepipetovat vodni fazi

do ¢isté mikrozkumavky.

Ptidat isopropyl alkohol o stejném mnozstvi jako je vodni faze a nechat stat 10 minut
pii pokojové teploté.

Centrifugovat pti 12000 rpm po dobu 10 minut pti 4°C.

Opatrné slit supernatant a ke vzniklému peletu poté ptidat 1 ml 75% ethanolu.
Centrifugovat 1 minutu pti 12000 rpm pii pokojové teplote.

Supernatant opatrn¢ vylit a zbylou tekutinu odstranit pipetou.

Pridat k peletu 40 ul RNA-free vodu a rozpustit RNA.

Uchovavat pii— 70 °C.

Odstranéni genomické DNA

Pted prepisem RNA do cDNA je zapotiebi odstranit vSechny zbytky DNA, které by

mohly vytvotit béhem nésledné PCR amplifikaci nespecifické produkty.

1.
2.

10.

Nechat rozmrazit vzorky, po celou dobu pracovat na ledu.

Ke 40 ul vzorku piidat 4 pl 10x reakéniho pufru, 4 pl Top-Bio DNazy, 1 pl
ribonukleazového inhibitoru a nechat inkubovat pfi 37 °C po dobu 20 minut.

. Doplnit kazdy vzorek vodou do 200 pl.

Ptidat 200 pl fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1) a zvortexovat.

. Nechat rozdé€lit na dvé faze a poté znovu promichat zvortexovanim a okamzité
centrifugovat pti 13000 rpm po dobu 10 minut pti 4 °C.

Piepipetovat vzniklou horni fazi do nové mikrozkumavky a ptidat 300 pl
chloroform:isoamylalkohol (24:1), promichat vortexovanim a centrifugovat 5 minut pfi
13000 rpm.

. Prepipetovat vzniklou horni fazi do ¢isté mikrozkumavky a ptidat 20 pl 1 M kyseliny
octové a 550 ul 96% ethanolu, nechat inkubovat ptes noc pii — 80 °C.

Centrifugovat 30 minut pii 13000 rpm pii 4 °C.

. Vylit supernatant a ptidat 500 pl 70% ethanol, centrifugovat pii 13000 rpm po dobu
5 minut pii 4 °C.

Slit opatrné supernatant a piidat 96% ethanol, centrifugovat pii 13 000 rpm po dobu

5 minut pfi 4 °C.
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11. Opatrné vylit supernatant a centrifugovat 1 minutu, odstranit veskerou tekutinu a poté

pridat 30 ul vody.

4.6.9 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace

Ptfed samotnym piepisem RNA do cDNA je potfeba proméfit koncentraci a Cistotu

vyizolované RNA pomoci NanoDropu.

1. Stanovit koncentraci a Cistotu vyizolované RNA pomoci spektrofotometru NanoDrop.

2. Nejprve nanést 2 ul vody (blank), utfit ¢idlo buni¢inou a poté nanést 2 ul vzorku.

3. Mezi kazdym vzorkem otfit snimac.

4. Absorbanci pfeméfit na NanoDropu pii 260 nm, 280 nm a 230 nm.

4.6.10 Prepis RNA do cDNA

Ptepis RNA do cDNA byl proveden za pomoci dvoukrokové reverzni transkripce.

1. Natedit vzorky tak, aby kazdy znich mé&l koncentraci 1 pg-pl?, poté pridat 4 pl

5% TransAmp pufru, 1 pl reverzni transkriptdzy, doplnit RNA-free vodou do 20 pl

a pipetovanim promichat.

2. Vlozit mikrozkumavky do pfednastaveného PCR cycleru:

25 °C: 10 minut
42 °C: 15 minut
48 °C: 15 minut
85 °C: 5 minut

4 °C: chlazeni

4.6.11 Polymerazova ietézova reakce (PCR) pro analyzu kandidatniho genu HAE
(Psat7g116520.1) a STK (Psat7g066560)

Pro dalsi analyzy kandidatnich genti v mutantnich genotypech (tabulka 1) a kulturniho

Cameor je nejdiive potieba provést jejich amplifikaci pomoci PCR reakce. Pro tuto reakci byly

pouzity navrzené primery v programu FastPCR.

1. Navrzené primery (viz tabulka 2) suspendovat v daném objemu vody na koncentraci

100 pmol-pl™? a nasledné natedit 10x.

2. Pfipravit do 1,5ml mikrozkumavky reak¢éni smés (pro jeden vzorek napipetovat: 4 pl

pufru, 13 pl destilované vody, 1 ul mixu foward a reverse primeru (viz tabulka 2), 0,1 ul

polymerazy).
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3. Reak¢ni smés rozpipetovat do stripti a piidat 2 pul vzorku cDNA, poptipadé genomové
DNA.

4. Desku vlozit do termocykléru a nastavit program (viz tabulka 5).

Tabulka 5: Teplotni program pro PCR amplifikaci.

Priibéh Teplota [°C) Potet cykli Cas [min]
Pocatecni denaturace 95 1 5
Denaturace 95 0,5
Nasednuti primert 55 35 0,5
Polymerace 72 2
Finalni elongace 72 1 8
Udrzovani 15 - -

4.6.12 Horizontalni agar6zova elektroforéza

Pro ovéteni spravného prubéhu PCR amplifikace byla provedena horizontalni agarézova

elektroforéza.

1. Pro ptipravu 1 % agarézového gelu navazit 0,8 g agaru a piidat jej do 80 ml TBE pufru.

2. Smés za obcCasného zamichani zahtivat do Uplného rozpusténi agaru a poté nechat
zchladnout.

3. Do zchladlé smési ptidat 5x koncentrovanou nanéaseci barvicku a promichat.

4. Nalit smés do pfedem pfipravené elektroforetické vany, vlozit hiebinky a nechat
ztuhnout.

5. Po ztuhnuti gelu vyjmout hiebinek, vani¢ku vlozit do elektroforetické komurky, kterou
nasledné naplnit TBE pufrem, tak aby gel byl pfevrstven cca 5 mm pufru.

6. Napipetovat do jamek 5 pl vzorku PCR produktu. Do prvni jamky ptijde 2 pl standardu
molekulové vahy.

7. Zapojit zdroj stejnomérného elektrického proudu. Zdroj nastavit na 100 V.

8. Po rozdéleni vzorki vypnout zdroj a gel vlozit do UV transluminétoru.

4.6.13 Priecisténi a priprava vzorki na sekvenaci

Vzorky urcené k sekvenaci byly potieba nejdiive piedistit od diive pouzitych PCR

primerd, nebot’ by zkreslovaly vysledky sekvenace.
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1. Ptipravit do 1,5ml mikrozkumavky reakéni smés o vysledném objemu 5 pl (pro jeden
vzorek napipetovat: 1 pl fast AP pufru, 3,45 ul destilované vody, 0,4 ul exonukleazy I,
0,15 ul AP termosenzitivni alkalické fosfatazy).

2. Smés propipetovat a inkubovat 15 minut pti 37 °C.

3. Zastavit reakci zvySenim teploty na 85 °C na 15 minut.
4.6.14 Sekvenovani DNA

Vzorky k osekvenovani byly poslany do Laboratoie sekvenace DNA, PiF UK Praha.

Pro sekvenaci byly pouzity primery uvedené v tabulce 3.

4.6.15 Kvantitativni reverzné transkrip¢ni polymerazova i'etézova reakce (QRT-PCR)

V dalsim kroku byla provedena qRT-PCR, kterou se zjistuje mnozstvi transkriptu
Vv redlném case. K tomu je zapotiebi i referencni gen, pfi¢emz pro tento ucel byly pouzity dva
referencni geny Psat5g212520 a Psat6g025120. Méfeni bylo vztazeno ke kulturnimu genotypu
Cameor, u vyvojovych stadiich vztazeno ke kulturnimu genotypu Cameor 8 DAP. Reakce
probéhla v technickych a biologickych triplikatech.
gRT-PCR reakci se stanovovala exprese geni HAE (Psat7gl116520.1), STK
(Psat7g066560), ALC (Psat0s2139g0120), HEC3 (Psat7g046520) a SPT (Psat2g166760).

1. Navrzené primery suspendovat v daném objemu vody na koncentraci 100 pmol-ul?
zasobniho roztoku a nasledné natedit 10x na vyslednou koncentraci 10 pmol-ul?

2. Pfipravit do 1,5ml mikrozkumavky reak¢éni smés (pro jeden vzorek napipetovat: 10 pl
SYBR, 1,2 ul foward primeru a 1,2 ul reverse primeru (viz tabulka 4), 3,6 ul destilované
vody).

3. Reakéni smés rozpipetovat do 96 jamkové PCR desky a ptfidat 4 pl 10x nafedéného
vzorku cDNA.

4. Desku vlozit do termocykléru a nastavit program (viz tabulka 6).

5. Zpracovani hodnot ziskané z termocykléru pomoci pocitatového programu Microsoft

Excel, pficemz je vyuzita metoda AACt, kterd prezentuje zmény na Grovni genové

( studovany gen) ACt studovany gen (kontrola—vzorek)

exprese, podle vzorce: Pomér = Hodnota

(Ereferenéni gen) ACtreferen¢ni gen (kontrola—vzorek)

Ct vyjadifuje prahovy cyklus (pocet cykld), ve kterém se podafilo dosahnout fixni
hodnotu produktu (Pfaffl et al., 2001). E vyjadfuje GCinnost primert, ktera byla

)

1
vypocitana dle vzorce E = 1050pd — 1, v programu Microsoft Excel byla rovnéz

vytvoiena kalibracni fada ke zjiSténi i€¢innosti primert.
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Tabulka 6: Teplotni program pro qRT-PCR.

Priibéh Teplota [°C] Pocet cykli Cas [s]
Pocatecni denaturace 95 1 600
Denaturace 95 15
Nasednuti primeru 60* 39 15
Polymerace 72 20

*Teplota nasednuti primeru byla pro geny ALC, HEC3 a SPT 61 °C.
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5 Vysledky

5.1 Morfologie semene a poutka Cameoru a mutantniho def genotypu

Pro morfologickou analyzu semen a poutek byl pouzit cv. Cameor a mutantni genotyp
def (viz tabulka 1). Snimky suchych dozralych semen o stafi 30 DAP (Days after pollination)
byly potizeny pomoci stereomikroskopu SZX16 (Olympus). Semeno cv. Cameor (obrazek 6)
ma vytvofeny pupek v misté kontaktu s poutkem. U semene mutantniho genotypu S neupadlym
poutkem se pupek nevytvofil (obrazek 7).

Obrazek 6: Semeno hrachu cv. Cameor s viditelnym pupkem po opadu poutka.
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Obrazek 7: Semeno hrachu mutantniho def s neupadlym zaschlym poutkem A) pohled z boku

B) pohled ze shora.

5.2 Anatomicka analyza poutka

Pro anatomickou analyzu poutka byl pouZit opadavy genotyp kulturniho hrachu Cameor
aneopadavy genotyp hrachu def. Studované vzorky obou pouzitych genotypt byly stafi
16 DAP (days after pollination). Byly pfipraveny 20 um silné fezy pomoci kryomikrotomu
a nasledn¢ barveny toluidinovou modii pro zviditelnéni bunék.

Na obrazku 8 1ze vidét na prifezu poutkem a ¢asti semene hrachu cv. Cameor vzniklou
abscisni zonu tvorenou palisaidovymi buinikami, ve které pozdéji dochazi k oddéleni semene od
poutka. Na semeni se poté v tomto misté vytvoii jizva neboli pupek. Na obrazku 9 je prufez
poutkem a ¢asti semene neopadavého genotypu def, kde se jasné rozhrani mezi poutkem

a semenem nevytvofilo a misto je vyplnéno nediferenciovanymi parenchymatickymi buiikami.
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Obrazek 8: Priifez poutkem a ¢asti semene opadavého kulturniho hrachu cv. Cameor 16 DAP.

Legenda: AZ — abscisni zona; CS — cévni svazek; O — osemeni; P — poutko

Obrazek 9: Prufez poutkem a Casti semene neopadavého hrachu def 16 DAP. Legenda: AZ —

abscisni zona; CS — cévni svazek; O — osemeni; P — poutko
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5.3 Histochemicka lokalizace molekul ROS a NO

Pro detekci reaktivnich sloucenin kysliku a oxidu dusnatého v oblasti poutka byl rovnéz
pouzit opadavy genotyp kulturniho hrachu Cameor a neopadavy genotyp hrachu def. Cameor
byl ve stadiu 23 DAP a def byl ve stadiu 21 DAP. Rezy o tloustce 30 um byly pfipraveny
pomoci vibratomu. Pro detekci ROS byl pouzit H.DCF DA (2°,7 -dichlorodihydrofluorescein
diacetat) a pro NO byl pouzit DAF-FM DA (4-amino-5-methylamino-2",7 -difluorofluorescein
diacetat). Rezy byly pozorovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

Na obrazku 10 lze vidét prufez poutkem a napojené ¢asti semene cv. Cameor u kterého
nebyl detekovany zadny signal znacici pfitomnost molekul ROS, zatimco detekce NO
u cv. Cameor (viz obrazek 12) ukazala, Ze nejvice fluorescencniho zeleného signalu, znadici
ptitomnost molekul NO, je v misté abscisni zony a také cévniho svazku. Cerveny signal pak
znaci autofluorescenci chlorofylu. Naopak u fezii mutantniho genotypu def nebyl detekovan

skoro Zadny zeleny signél, tedy zde neni pfitomnost molekul ROS a NO (viz obrazky 11 a 13).

Obrazek 10: Detekce ROS na fezu poutka a ¢asti semene opadavého hrachu cv. Cameor ve
stadiu 23 DAP s vyuzitim fluorescen¢ni sondy H.DCF DA. Legenda: AZ — abscisni zona; CS

— cévni svazek; P — poutko
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Obrazek 11: Detekce ROS na fezu poutka a ¢asti semene neopadavého hrachu def ve stadiu
21 DAP s vyuzitim fluorescenéni sondy H,DCF DA. Legenda: AZ — abscisni zona; CS — cévni

svazek; O — osemeni; P — poutko

cs\ /AZ

P

200 pm

Obrazek 12: Detekce NO na fezu poutka a casti semene opadavého kulturniho hrachu
cv. Cameor ve stadiu 23 DAP s vyuzitim fluorescenéni sondy DAF-FM DA. Legenda: AZ —

abscisni zona; CS — cévni svazek; P — poutko
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Obrazek 13: Detekce NO na fezu poutka a Casti semene neopadavého hrachu def ve stadiu
21 DAP s vyuzitim fluorescen¢ni sondy DAF-FM DA. Legenda: AZ — abscisni zona; CS —

cévni svazek; O — osemeni; P — poutko.

5.4 Sekvenace kandidatniho genu HAE (Psat79116520.1) kulturniho cv. Cameoru
a mutantnich genotypu def

Na zaklad¢ homologie a lokalizace na chromosomu 7 bylo vybrano nékolik kandidatnich
gentl. Jednim z nich byl gen HAE (Psat7g116520.1), ktery se nachazi v pozici 191 193 307 bp
v genomu cv. Cameor a obsahuje dva exony a intron o délce 230 bp (viz obrazek 14) a jeho
translace vede ke vzniku receptor-like protein kinazi HLSI.

Pro hledani polymorfizmu mezi kulturnim opadavym cv. Cameor a neopadavymi
mutantnimi genotypy def (viz tabulka 1) byly navrzeny primery (viz tabulka 2), tak aby
amplifikovaly dil¢i ¢asti genu. Amplikony o velikostech 1908 bp a 1285 bp byly nejdtive
precistény a poté poslany na sekvenaci do Laboratofe sekvenace DNA, Biocev, PfF UK Praha.
Pouzité primery pro sekvenaci jsou uvedené v tabulce 3. Ziskané sekvence byly diky jejich
vzajemnym piekryvim poskladany a nasledné porovnavany s ostatnimi genotypy pomoci
programu Geneious. Vysledné poskladané sekvence mély velikost 3374 bp (viz obrazek 14).
Ze ziskanych dat byl zjistén polymorfizmus v sekvencich mutantnich genotypu def. Konkrétné

bylo v riznych mistech sekvenci nalezeno 26 jednonukleotidovych zamén z toho jedna byla
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v intronu a zbytek v exonech (viz tabulka 7). Piedpoklada se, Ze se jedna o jednu puvodni
mutaci, ktera se nasledn¢ nakftizila do dalSich genotypi. Vychozi hypotézou je, ze pokud by se
jednalo o kauzalni gen, zjistény polymorfismus by byl u vSech stejny. Avsak nebyl nalezen
genotypu def. VSechny polymorfizmy jsou synonymni, tedy zaména baze nevede ke kodovani

jiné aminokyseliny.

2620 bp 230 bp 385 bp
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Obrazek 14: Sekvence genu HAE (Psat79g116520.1) gDNA kulturniho cv. Cameoru
amutantnich genotypti def (viz tabulka 1). Cerné ¢&ary v sekvencich zobrazuji
jednonukleotidové zamény. Nad sekvencemi je grafické znazornéni genu. Obdélniky znaci

exony a tenka ¢éra intron.
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Tabulka 7: Analyza polymorfizmu genu HAE ve 21 def genotypech.

¢ Pozice od

islo T START , Synonymni/Nesynonymni

polymorfizmu nukl)e/egi/idﬁ kodonu Cetnost vyskytu E zz’umén;’ '

(bp)

1 CIG 77 14,3 % C/85,7% G Synonymni
2 CIG 264 33,3 % C/66,7 % G Synonymni
3 G/C 441 19% G/81 % C Synonymni
4 CIG 846 19% C/8B1% G Synonymni
5 CIT 930 19%C/8L% T Synonymni
6 G/A 942 19% G/81% A Synonymni
7 G/A 984 19 % G/81 % A Synonymni
8 T/G 1008 19% T/81 % G Synonymni
9 AlG 1026 19% AB1% G Synonymni
10 AlG 1035 19% A8L1% G Synonymni
11 G/A 1059 19% G/81% A Synonymni
12 CIT 1243 19%C/BL% T Synonymni
13 AlG 1377 21L% AlT9% G Synonymni
14 AlG 1389 21L% AlT9% G Synonymni
15 G/A 1395 21% G/719% A Synonymni
16 CIT 1614 19%C/BL% T Synonymni
17 G/C 1731 19% G/81% C Synonymni
18 AT 1751 19%ABL%T Synonymni
19 G/C 2168 14,3% G/85,7 % C Synonymni
20 AlG 2235 14,3 % A/85,7 % G Synonymni
21 CIT 2770 19%C/BL% T Synonymni
22 AlG 2861 19% A8L1% G Synonymni
23 G/A 2999 19% G/81% A Synonymni
24 CIT 3008 19%C/BL% T Synonymni
25 CIG 3029 19% C/81% G Synonymni
26 T/C 3075 19% T/81% C Synonymni

55 Sekvenace cDNA kandidatniho geni HAE (Psat7g116520.1) Kkulturniho
Cameoru a mutantnich genotypu def

Pro analyzu potenciondlniho chybného sestfihu intronti byl taktéz pouzit kulturni

opadavy genotyp cv. Cameor aneopadavy mutantni genotyp def.

Byla izolovana RNA,

pfepsana do cDNA a pouZita pro PCR amplifikaci. Tato cDNA byla porovndna s genomovou

DNA pomoci agarozové elektroforézy, kterd naznacovala velikostni odchylku mezi cDNA cv.

Cameor a mutantniho genotypu def (viz obrazek 15). Pro potvrzeni tohoto jevu byla potieba

provést sekvenace téchto cDNA.
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Vzorky byly poslany na sekvenaci do Laboratofe sekvenace DNA, Biocev, PiF UK
Praha a nasledné porovnany mezi sebou v programu Geneious. Z vysledného sekvenovani se
ukazalo ze velikost sestfihlého intronu, nachazejiciho se v oblasti 2615-2845 bp ¢ini 230 bp.

V jednom z mutantnich genotypu def byl intron nevystiihnut (viz obrazek 16).

"
-

500 bp

el @D W WS s

il [l

Obrazek 15: Elektroforeticka separace CDNA a gDNA genu HAE. Legenda: L — ladder 100
bp DNA GeneRuler, 1 — cDNA cv. Cameor, 2 — cDNA mutantniho genotypu def, 3 — gDNA
cv. Cameor, 4 — gDNA mutantniho genotypu def.
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Obrazek 16: Sekvence genu HAE (Psat7g116520.1) gDNA kulturniho cv. Cameoru
a mutantnich genotypu def (viz tabulka 1) a cDNA Cameoru a mutantnich genotypi def. Cerné
c¢ary v sekvencich zobrazuji jednonukleotidové zamény. Tenka cara mezi sekvencemi

znéazornuje vystiihnuté introny.
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5.6 Sekvenace kandidatniho genu STK (Psat7g066560) kulturniho cv. Cameoru

a mutantnich genotypu def

Podobn¢ jak s genem HAE se postupovalo i u dalsiho kandidatniho genu STK
(Psat7g066560), nachazejiciho se rovnéz na chromosomu 7 v pozici 107 071 077 bp v genomu
cv. Cameor, ktery obsahuje sedm exont a Sest intront 0 velikostech 2048 bp, 72 bp, 78 bp, 81
bp, 366 bp a 112 bp (viz obrazek 18), jejichZ rizné typy sestiihu mohou regulovat ptisobeni
tohoto genu.

Pro amplifikaci genu byly pouZity primery uvedené v tabulce 2. Kontrola tispé$nosti PCR
amplifikace byla provedena pomoci agarézové elektroforézy (viz obrazek 17). Ziskané
amplikony z kulturniho Cameor a mutantnich genotypu def (viz tabulka 1) o velikosti 3940 bp
byly nejdiive piecistény a poté poslany na sekvenaci do Laboratofe sekvenace DNA, Biocev,
PiF UK Praha. Pouzité primery pro sekvenaci jsou uvedeny v tabulce 3. Ziskané sekvence byly
poskladany a nasledné mezi sebou porovnavany pomoci programu Geneious. Ze ziskanych dat
byl zjistén polymorfizmus v sekvencich mutantnich genotypt def. Konkrétné bylo nalezeno 33
jednonukleotidovych zamén, 23 z nich se nachazelo v intronech a 10 v exonech (viz obrazek
18). Podobné¢ jako u genu HAE se zde ocekaval polymorfizmus napii¢ sekvencemi genotypu
def v jednom mist¢, ktery by byl moznou ptic¢innou mutace. Po porovnani sekvenci se vSak nic
takového nenaslo. VSechny polymorfizmy (viz tabulka 8) byly synonymni a nijak neovlivnily

poradi aminokyselin.

LD e AR SR ORISR G I /. SO () 1] S 1) SIS AR 1.5 BA6¢ 17718

———-ﬂ——o———————-——-ﬁ—

500 bpp

Obrazek 17: Elektroforeticka separace gDNA genu STK. Legenda: L — ladder 100 bp DNA
GeneRuler, 1 — 17 gDNA mutantniho genotypu def, 18 — gDNA cv. Cameor.
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227 bp 82bp 62bp  98bp 46 bp 173 bp 256 bp

2048 bp 72bp  78bp 81bp 366 bp 112 bp
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Obrazek 18: Sekvence genu STK (Psat7g066560) gDNA kulturniho cv. Cameoru a mutantnich
genotypti def (viz tabulka 1). Cerné &ary znadi polymorfizmy. Nad sekvencemi je grafické

znazornéni genu. Obdélniky znaci exony a tenké ¢ary introny.
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Tabulka 8: Analyza polymorfizmu genu STK v 18 def genotypech.

5 Pozice od
Cislo T START . Synonymni/Nesynonymni
polymorfizmu nukligz/idﬁ kodonu Cetnost vyskytu T zéménZ ’
(bp)
1 T/IA 31 38,8% T/61,2 % A Synonymni
2 CIT 139 222%CIT78%T Synonymni
3 AT 159 222% AIT78% T Synonymni
4 AT 229 388%A6BL2%T Synonymni
5 CIT 314 222%CIl7T78%T Synonymni
6 CIT 368 388%C/61,2% T Synonymni
7 AlG 384 5,55 % A/94,45% G Synonymni
8 CIT 586 222%CI/7T78%T Synonymni
9 CIG 686 555% C/94,45% G Synonymni
10 GIT 718 222%G/7T7,8% T Synonymni
11 T/C 743 5,55 % T/94,45 % C Synonymni
12 A/C 843 33,3 % A/66,7% C Synonymni
13 T/C 854 50 % T/50 % C Synonymni
14 T/A 938 388% T/61,2% A Synonymni
15 C/G 949 22,77% C/ 77,23% G Synonymni
16 CIT 956 38,8%C/612% T Synonymni
17 CIT 959 222%CI/7T78% T Synonymni
18 A/C 973 33,3 % A/66,7 % C Synonymni
19 CIT 1001 222%CIT7T8%T Synonymni
20 G/A 1110 38,8 % G/61,2 % A Synonymni
21 T/C 1227 33,3 % T/66,7 % C Synonymni
22 A/C 1263 5,55 % A/94,45 % C Synonymni
23 G/A 1353 38,8 % G/61,2 % A Synonymni
24 G/A 1365 22,2% G/77,8% A Synonymni
25 CIT 1395 33,3% C/66,7% T Synonymni
26 G/A 1479 38,8 % G/61,2 % A Synonymni
27 T/C 1499 5,55 % T/94,45 % C Synonymni
28 T/C 1536 38,8% T/61,2% C Synonymni
29 TIA 1543 38,8 % T/61,2% A Synonymni
30 AlG 1582 33,3 % A/66,7 % G Synonymni
31 AlG 1651 222% AlT7T8% G Synonymni
32 G/A 1668 44,4 % G/55,6 % A Synonymni
33 G/A 1774 38,8% G/61,2% A Synonymni
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5.7 Sekvenace cDNA kandidatniho genii STK (Psat7g066560) kulturniho Cameoru
a mutantnich genotypu def

Prozkoumana byla i moznost chybného sestfihu intronti genu STK (Psat7g066560).
Rovnéz byl ke studiu pouzit kulturni opadavy genotyp Cameor a neopadavy mutantni genotyp
def (viz tabulka 1). Vzorky byly poslany na sekvenaci do Laboratoife sekvenace DNA, Biocev,
PiF UK Praha anasledné porovnany mezi sebou v programu Geneious. Z vysledného
sekvenovani se ukazalo ze velikosti péti introna ¢inila 72 bp, 78 bp, 81 bp, 366 bp a 112 bp (viz
obrazek 19).

! 100 il 3 40 00 00 ] 800 a0 R b B L (R . O vy 1816
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Obrazek 19: Ukazka sekvence genu STK (Psat7g066560) gDNA kulturniho cv. Cameoru
a mutantnich genotypt def (viz tabulka 1) a cDNA Cameoru a mutantniho genotypu def. Cerné
cary v sekvencich zobrazuji jednonukleotidové zamény. Tenké Cary mezi sekvencemi

znazoriuji vysttihnuté introny.

5.8 Analyza exprese vybranych genili pomoci kvantitativni reverzné-transkrip¢ni
polymerazova ietézova reakce (QRT-PCR)

Pro analyzu genové exprese vybranych kandidatnich gentt HAE (Psat7g116520) a STK
(Psat7g066560) byl pouzit kulturni genotyp Cameor a mutantni genotypy hrachu
s neopadavym poutkem oznacené jako 528, 843, 842 (viz tabulka 1). Pro analyzu exprese
kandidatnich gentit HAE, STK a s STK souvisejicich gentit ALC (Psat0s2139g0120), HEC3
(Psat7g046520) a SPT (Psat2g166760) byla pouzita poutka kulturniho genotypu Cameor
a mutantniho, neopadavého genotypu def ve vyvojovych stadiich 8, 13, 19 a 24 DAP.

Expresni analyza ukazala, Ze exprese genu HAE se v kulturnim genotypu a ve vybranych
mutantnich genotypech s neopadavym poutkem nelisila (viz obrazek 20), zatimco gen STK m¢l
vys$i expresi v kulturnim genotypu oproti genotyplim mutantnim, Z nichz byla vyssi exprese

tohoto genu zaznamenana pouze u genotypu 842 (viz obrazek 21). Exprese vybranych
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kandidatnich genti byla métena také ve vyvojovych stadiich 8, 13, 19 a 24 DAP (obrazky 22 az
26).

Vysledné grafy ukazuji, ze gen HAE je siln¢ exprimovan v kulturnim genotypu predevsim
v mladsich stadiich. Nejvétsi hodnota exprese byla zaznamenana ve vyvojovém stadiu 13 DAP,
poté exprese genu HAE klesa. Podobny fenomén byl pozorovan i u mutantniho, neopadavého
genotypu, avsak exprese genu HAE je polovi¢ni oproti kulturnimu genotypu (viz obrazek 22).
U STK byly nejvyssi hodnoty exprese naméteny ve vyvojovém stadiu 19 DAP. Oproti tomu
exprese v mutantnich genotypech byla minimalni napfi¢ studovanymi vyvojovymi stadii (viz
obrazek 23). Exprese genu jak ALC, tak HEC3 a SPT byla vyssi v cv. Cameor oproti

mutantnimu genotypu. Geny ALC a SPT se nejvice exprimovaly v pozdéjSich vyvojovych

stadiich (19 ¢i 24 DAP), zatimco gen HEC3 byl exprimovan vice v téch diivéjsich (8 DAP) (viz
obrazky 24 az 26).
Exprese HAE
2.00
o 1.50
g
5
g 1.00
<
* 0.50
0.00
Cameor def 529 843 842

Obrazek 20: Relativni exprese genu HAE (Psat7g116520.1) v poutku kulturniho genotypu
(Cameor) a ¢tyf mutantnich genotypt s neopadavym poutkem (viz tabulka 1) o staii 20 az 25
DAP. Jako referen¢ni geny byly pouzity Psat5g212520 a Psat6g025120. Vztazeno ke
kulturnimu genotypu Cameor. Odchylka v relativni expresi technickych a biologickych

triplikath + stfedni chyba priméru (SE).
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Exprese STK
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Obrazek 21: Relativni exprese genu STK (Psat7g066560) v poutku kulturniho genotypu
(Cameor) a ¢tyt mutantnich genotypt s neopadavym poutkem (viz tabulka 1) o stati 20 az 25
DAP. Jako referenéni geny byly pouzity Psat5g212520 a Psat6g025120. Vztazeno ke
kulturnimu genotypu Cameor. Odchylka v relativni expresi technickych a biologickych

triplikét + stiedni chyba priméru (SE).

Exprese HAE ve vyvojovych stadiich
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Obrazek 22: Relativni exprese genu HAE (Psat7g116520.1) v poutku kulturniho genotypu
(Cameor) a mutantniho genotypu def (528 — viz tabulka 1) ve étyfech vyvojovych stadiich 8,
13, 19 a 24 DAP. Jako referen¢ni geny byly pouzity Psat5g212520 a Psat6g025120. Vztazeno
ke kulturnimu genotypu Cameor 8 DAP. Odchylka v relativni expresi technickych
a biologickych triplikata + stiedni chyba priméru (SE).
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Exprese STK ve vyvojovych stadiich
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Obrazek 23: Relativni exprese genu STK (Psat7g066560) v poutku kulturniho genotypu
(Cameor) a mutantniho genotypu def (528 — viz tabulka 1) ve ¢tyfech vyvojovych stadiich 8,
13, 19 a 24 DAP. Jako referencni geny byly pouzity Psat5g212520 a Psat6g025120. VztaZeno
ke kulturnimu genotypu Cameor 8 DAP. Odchylka v relativni expresi technickych
a biologickych triplikatd + stiedni chyba priméru (SE).

Exprese ALC ve vyvojovych stadiich
2.50
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13 19 24
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Obrazek 24: Relativni exprese genu ALC (Psat0s2139g0120) v poutku kulturniho genotypu
(Cameor) a mutantniho genotypu def (528 — viz tabulka 1) ve ¢tyfech vyvojovych stadiich 8,
13, 19 a 24 DAP. Jako referen¢ni geny byly pouzity Psat5g212520 a Psat6g025120. Vztazeno
ke kulturnimu genotypu Cameor 8 DAP. Odchylka v relativni expresi technickych
a biologickych triplikatd + stiedni chyba priméru (SE).
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Exprese HEC3 ve vyvojovych stadiich
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Obrazek 25: Relativni exprese genu HEC3 (Psat7g046520) v poutku kulturniho genotypu
(Cameor) a mutantniho genotypu def (528 — viz tabulka 1) ve ¢tyfech vyvojovych stadiich 8,
13, 19 a 24 DAP. Jako referen¢ni geny byly pouzity Psat5g212520 a Psat6g025120. Vztazeno
ke kulturnimu genotypu Cameor 8 DAP. Odchylka v relativni expresi technickych
a biologickych triplikath + stfedni chyba priméru (SE).

Exprese SPT ve vyvojovych stadiich
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Obrazek 26: Relativni exprese genu SPT (Psat2g166760) v poutku kulturniho genotypu
(Cameor) a mutantniho genotypu def (528 — viz tabulka 1) ve ¢tyfech vyvojovych stadiich 8,
13, 19 a 24 DAP. Jako referen¢ni geny byly pouzity Psat5g212520 a Psat69025120. Vztazeno
ke kulturnimu genotypu Cameor 8 DAP. Odchylka v relativni expresi technickych
a biologickych triplikatd + stiedni chyba priméru (SE).
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6 Diskuze

Pro rostliny je dilezité Sifit sva semena a predavat dale svou genetickou informaci. To
zaroveti také umoziiuje kolonizovat nové oblasti. Sifeni semen dava moznost rostlinam také
ziskat vetsi pristup ke zdrojim zivin, coz muze byt klicové v konkurenci s jinymi rostlinami.
Za §ifeni semen jsou odpoveédny dva procesy: pukani a opadavani plodu. Puknutim plodu dojde
k odhaleni zralych semen a naslednou abscisi dojde k jejich oddéleni od mateiské rostliny
(Lewis et al., 2006).

Semeno je pfipojeno k matetské rostliné poutkem, které tak mezi nimi zprostfedkovava
jedinou komunikaci. Béhem vyvoje semene se vytvari v misté kontaktu poutka s osemenim
takzvana abscisni zona, ve které se po dozrani semeno oddé¢luje od rostliny (Lamichaney et al.,
2021).

V této praci jsem provedla srovndvaci analyzu semen kulturniho hrachu cv. Cameor
a mutantnich genotypd (viz tabulka 1) sneopadavymi semeny. Tyto genotypy pochazeji
Z piivodni mutantni linie nalezené ve Slechtitelské a pokusné stanici Priekuli (Lotyssko)
a poprvé popsané byly v roce 1952 Slechtitelem hrachu A. Eglitisem (Zelenov, 2013). Tyto
puvodni mutantni linie byly néasledné nakiizeny do dalSich genotypt a vyuzity i pro ziskéani
komercnich odrad.

Po porovnani morfologie semen byla jednoznaéné vidét pfitomnost poutka u semene
mutantniho genotypu def, zatimco semeno kulturniho hrachu Cameor poutko postradalo, nebot’
semeno z poutka odpadlo (viz obrazek 6 a 7). V tomto misté bylo vytvotfené hilum, které je
zachyceno na snimku. Podobné tomu tak je i husenicku (Arabidopsis thaliana), kde semena
mutantnich genotypl zlstavaji pfichycené k SeSuli, kvlli neprobéhlé abscisi. Semena musi
z SeSule kvuli jejich neopadavosti byt odstranéna mechanicky (Balanza et al., 2016). Stejny
fenomén u mutantnich neopadavych genotypi hrachu zaznamenal Lamichaney et al. (2021),
kde se navic zjistil i rozdil imbibice semen mutantnich a kulturnich genotypu. Ukazalo se, ze
pfitomnost poutka sniZuje rychlost pfijmu vody semenem.

Jak je vidét na fezu poutka a ¢astecn€ i osemeni kulturniho hrachu, vznika jasné rozhrani
mezi poutkem a osemenim tvofené vrstvou palisddovych buné¢k, které jsou odlisné od téch
okolnich (Smykal et al., 2014) (viz obrazek 8). Jsou vSak ale znamé mutantni genotypy, u
kterych nedochazi k opadu semen. Z anatomické analyzy poutka lze vidét, Ze u mutantniho
genotypu hrachu def nedochazi viibec ke tvorbé abscisni zony mezi poutkem a osemenim. Tato

Cast je pouze vyplnéna nediferenciovanymi parenchymatickymi buiikami, ve kterych je
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lokalizovany cévni svazek (viz obrazek 9). Nevyvinuta abscisni zona je tedy divod, pro¢ se
dozralé semeno neoddéluje od matei'ské rostliny.

Dale jsem se zabyvala lokalizaci produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a oxidu
dusnatého (NO) v oblasti poutka a pupku osemeni studovanych genotypt hrachu. Hlavnim
zastupcem reaktivnich forem kysliku je peroxid vodiku, ktery je stejné€ jako oxid dusnaty jednou
Z univerzalnich signdlnich molekul. Jejich produkce je okamzité zahajena, jakmile je zachycen
signal receptorem. Nasleduje pak kaskéda specifickych oxidaci vedoucich k metabolické
odpovédi buiky. Vyssi koncentrace téchto molekul jsou pro buiku toxické, a proto jsou
odstranovany antioxida¢nim systémem pro udrzeni homeostazy. Akumulace téchto signalnich
molekul v8ak mize vést K poskozeni ostatnich biomolekul a nasledné bunééné smrti (Sies
et Jones, 2020). ROS a NO jsou mimo jiné zapojeni v procesu abscise, napiiklad p#i indukci
enzymu degradujicich bunéénou sténu (viz obrazek 5). V tomto misté lze pravé zaznamenat
jejich zvySenou produkci.

U fezu poutka kulturniho hrachu cv. Cameor byl detekovan zeleny signal pouze
u molekul NO v abscisni zoné, kde dochazi k programovanému odumirani bun¢k a naslednému
vzniku jizvy (viz obrazek 12 a 13). Pfitomnost této molekuly znaci spravné probihajici procesy
abscise. Molekuly ROS nebyly vibec detekované u zadného z genotypti (viz obrazek 10 a 11),
coz koreluje s pozorovanimi, kdy se zjistilo, ze se ROS tvofi pouze v rannych stadiich vyvoje
osementi, pfi¢emz pouzity dostupny preparat byl staii 23 DAP. (El-Maarouf-Bouteau et Baill,
2008). V dalsich pracich by bylo vhodné provést detekci molekul ROS a rovnéz NO napfic
vyvojovymi stadii.

Signal molekuly NO byl detekovan v misté abscisni zony (viz obrazek 12). Dale lze
autofluorescenci chlorofylu. U mutantniho genotypu v misté rozhrani poutka a semene nelze
kromé& autofluorescence chlorofylu detekovat Zadny signal ukazujici vyskyt ROS a NO, coz
naznacuje, ze se zde nevytvaii abscisni zona, ktera zajiSt'uje oddéleni semene od mateiské
rostliny (Hvoslef-Eide et al., 2016).

Jelikoz byl lokus opadavosti lokalizovan na chromozomu 7 (Wolko et Swiecicki, 1991)
vybrala jsem na zakladé homologie dva kandidatni geny HAE (Psat7g116520.1) a STK
(Psat7g066560) nachazejici se vtomto misté, konkrétn¢ gen HAE se nachazi v oblasti
191,193,592 bp, gen STK v oblasti 107,071,078 a vzdalenost mezi tyto geny ¢ini piiblizné
84 Mb (viz obrazek 27).
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Obrazek 27: Ukazka pozic kandidatnich genti STK a HAE na chromozomu 7.

Nedavno se zjistilo, ze do spravného prubehu abscise je zapojena u husenicku (Arabidopsis
thaliana) receptor-like protein kinaza HAESA (HAE), ktera je spousSténa peptidem
INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION (IDA) (Ste et al., 2015). Pomoci BLAST
analyzy genu HAE se ukazalo, ze homolog tohoto genu u kulturniho hrachu Cameor v1.0 je
lokalizovan na chromozomu 7. Uz dfive bylo zjisténo kfizenim planého typu (Def) a mutantni
neopadavé linie (def), Ze znak pFitomnosti poutka je fizen monogenné recesivnim genem a ze
lokus oznaceny def se nachazi na vazebné skupiné VII, tedy na chromozomu 7 (Wolko
et Swiecicki, 1991). Diky této skutecnosti byl jako kandidatni gen zodpovédny za abscisi
vybran gen HAE (Psat79g116520.1) a posléze byl ptidan jesté gen STK (Psat7g066560). Poprvé
byl tento gen popsan u huseni¢ku (Arabidopsis thaliana), kde se podili na vyvoji abscisni zony
a je klicovy pro syntézu ligninu v tomto misté (Balanza et al., 2016). Tento gen se rovnéz
nachazi na chromozomu 7 (Balanza et al., 2016).

V prvni tadé¢ byla osekvenovana genomova DNA kandidatniho genu HAE
(Psat79116520.1) kulturniho hrachu cv. Cameor a vSech ziskanych mutantnich genotypu (viz
tabulka 1). Z vysledného porovnani sekvenci bylo zjisténo celkem 26 jednonukleotidovych
zamén napfic¢ sekvencemi z toho jedna v intronu a zbytek se nachazel v exonech. Ocekaval se
polymorfismus ve stejné pozici u vSech def linii. Pfedpoklada se, Ze se jedna o jednu pivodni
mutaci, ktera se nasledné naktizila do dalich genotypt a pokud by se tedy jednalo o kauzalni
gen, zjistény polymorfismus by byl u vSech stejny. Ve vysledku vSak nebyla nalezena zadna
kauzalni jednonukleotidovd zameéna, ktera by mohla byt pfi¢inou mutace vedouci
k neopadavosti.

Elektroforetické separace cDNA a gDNA genu HAE (Psat7g116520.1) odhalila velikostni
odchylku mezi cDNA cv. Cameor a vybraného mutantniho genotypu def. Proto jsem také

sledovala moznost piipadného chybného sestiihu mRNA genu HAE (Psat79g116520.1)
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obsahujici intron o délce 230 bp, tak jak byl napiiklad popsan u genu A kodujiciho bHIH
transkripéni faktor, ktery je zodpovédny za antokyanovou pigmentaci kvéti, kterou pouzival
pred vice jak 150 lety Mendel pfi jeho studii dédi¢nosti. Bilé kvéty jsou totiz zapfiinéné
tranzici G na A v misté sestiihu, coz vede k chybnému sestfihu intronu, posunuti ¢teciho ramce
a vzniku predcasného stop kodonu. Vznikne tak nefunkcéni bHIH transkripéni faktor, coz ma za
nasledek bilé zbarveni kvéta (Hellens et al., 2010). Ze sekvencni analyzy gDNA genu HAE
kulturniho hrachu Cameor a mutantnich genotypt def a jejich vysledné ¢cDNA se zjistilo, Ze
nedochazi k chybnému sestiihu, i kdyz u jednoho z mutantnich genotypa def byl nalezen
nesestiihly intron (viz obrazek 16). Pozdé&ji se vSak ukazalo, Zze $lo 0 kontaminaci vzorku
genomovou DNA.

Osekvenovana byla i genomova DNA kandidatniho genu STK (Psat7g066560) kulturniho
hrachu Cameor avSech ziskanych mutantnich genotyptd (viz tabulka 1). Podobné jako
u kandidatniho genu HAE se hledal v sekvencich polymorfismus, ktery by mohl byt moznou
pfi¢inou vedouci k neopadavosti semen od poutek. Celkové bylo nalezeno 33
jednonukleotidovych zamén, ale zadné z nich nebyly spolecné v§em genotypim def. VSechny
polymorfizmy byly synonymni a nijak neovlivnily potadi aminokyselin. Gen STK je sloZen ze
sedmi exonti a Sesti intrond 0 velikostech 2048 bp, 72 bp, 78 bp, 81 bp a 366 bp, pticemz jejich
rizné typy sestfihu jejichz rizné typy sestiithu mohou regulovat ptisobeni tohoto genu. Po
porovnani sekvenci genomové DNA a cDNA se zjistilo, ze rovnéz nedochézi k chybnému
sestiihu.

Dale byla zkoumana exprese vybranych kandidatnich gentt HAE (Psat7g116520.1) a STK
(Psat7g066560). Vysledna zjisténa exprese genu HAE a STK se mezi kulturnim genotypem
a vybranymi mutantnimi genotypy zasadné nelisila. Je pravdépodobné, ze se exprese téchto
kandidétnich genti mize liSit 1 vV rizném stafi rostliny, proto byla méfena jejich exprese ve
vyvojovych stadiich 8, 13, 19 a 24 DAP.

Z vyslednych grafu vyplyva, ze vysoka exprese genu HAE probiha u kulturniho genotypu
v mladSich stadiich. Nejvétsi hodnota byla ve 13 DAP poté jeho exprese klesa. Podobny
fenomén se vyskytuje i u mutantniho, neopadavého genotypu, avSak exprese genu HAE je
polovi¢ni oproti kulturnimu genotypu. Podobné tak bylo zjisténo i u husenicku (Arabidopsis
thaliana) kde vysledky ukazaly nizsi expresi genu HAE u mutanti oproti wild type (Niederhuth
etal., 2013).

Exprese genu STK byla vysoka ve vSech vyvojovych stadiich u kulturniho genotypu.
Nejvy$si hodnoty byly naméfeny ve vyvojovém stadiu 19 DAP. Oproti tomu exprese

U mutantnich genotypli je zcela minimalni napfi¢ vyvojovymi stadii. V nedavné studii se
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zjistilo, ze u husenicku (Arabidopsis thaliana) gen STK potlacuje expresi geni HEC3
(Psat79046520), SPT (Psat2g166760) a ALC (Psat0s2139g0120) (Balanza et al., 2016). Proto
byla zjistovana i jejich exprese v ndvaznosti na nizkou expresi STK ve vyvojovych stadiich.
Na vyslednych grafech qRT-PCR lze vidét, ze exprese ani jednoho z téchto tii genti nedosahuje
V mutantnim, neopadavém genotypu vysokych hodnot, zatimco v kulturnich genotypech je
jejich exprese 0 vice nez polovinu vétsi. Predpokladalo se, Ze vzhledem k nizké expresi STK,
ktery funguje jako supresor exprese u genii ALC, HEC3 a SPT budou hodnoty téchto genti vyssi,
coz se neprokazalo. Naopak u kulturnich genotypti je exprese téchto tfi genti vysoka i pies to,
ze zaroven probiha exprese STK. Je to pravdépodobné dano tim, Zze STK vytvaii nejprve
komplex s korepresorem interagujicim s MADS-doménami transkripénich faktord SEUSS
(SEU) (viz obrazek 3) a spole¢né tak potlacuji lignifikaci v abscisni zon¢ (Balanza et al., 2016).
TudiZz hodnoty exprese genu STK mohou byt vysoké, ale neni-li pfitomen korepresor, tak
nemusi na geny ALC, HEC3 a SPT pusobit.

I pies to, ze vysledky neukdzaly mozné pficiny vzniku neopadavych mutanti, tak stale
nebyly provéteny vSechny moznosti. Vzhledem K rozdilim v expresi je mozné, ze jsou
regulovany na Grovni promotorové sekvence, a tedy Vv nasledujicich studiich by se mohlo
zaméfit pravé na promotor, nebot’ mutace v téchto mistech by mohli rovnéz ovlivnit vysledny
projev, jak je tomu napiiklad u genu kodujiciho enzym polyfenol oxidazu (PPO) u bobu
obecného (Vicia faba) (Jayakodi et al., 2023). Zatimco u hrachu je za produkci enzymu
zodpové&dny pouze jeden gen, tak bob obecny méa v genomu 10 kopii tohoto genu vedle sebe.
V piipadé hrachu je nefunkénost vysledného proteinu zptisobena bodovou mutaci (Balarynova
et al., 2022), zatimco u bobu dochazi k inzerci MITE retrotranspozonu v oblasti promotoru,
ktera vede k vypnuti daného PPO genu (Jayakodi et al., 2023). Je tedy mozné, ze k néCemu
podobnému mohlo dojit i v ptipadé kandidatnich genit HAE nebo STK.

V ramci prace nebylo mozné ovéfit spravnosti lokalizace def lokusu na chromosomu 7, coz
vyzaduje vytvofeni mapovaci populace kiizenim wild typ hrachu (tfeba cv. Cameor) s def
mutantnich genotypem. Ayeh et al. (2011) také zkoumali dédi¢nost intaktniho poutka pomoci
F2 a F3 populaci vzniklych zkfizenim planého typu (Def) a mutantniho (def), kdy $tépeni
probehlo podle mendelovské genetiky 3:1. Vysledky ukézaly, Ze znak neopadavosti je fizen
monogenné recesivnim genem oznacovanym def. Pozd¢ji zjistili, ze def lokus se nachazi na
vazebné skupiné VII, tedy na chromozomu 7. V této praci byl preferovan chromozom 7,
vzhledem k popsanému def lokusu. Je v8ak mozné, Ze tohle neni pfesné, a proto je potieba

v budoucnu lokalizaci provéfit.
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[ Zavér

Tato diplomova prace se vénovala analyze kandidatnich genii zapojenych do procesu
opadu semene. V prvé fadé probéhlo potvrzeni rozdilu morfologické struktury semene véetné
poutka kulturniho genotypu a mutantniho genotypu. U opadavého genotypu cv. Cameor se
oddélilo semeno od poutka a v tomto misté doSlo poté k vytvofeni pupku. U mutantniho
genotypu k takovému jevu nedoSlo a poutko zistalo piipojené az do zralosti semene.
Anatomicka analyza toto potvrdila, a na fezu poutkem a ¢asti semene neopadavého mutantni
genotypu ukazala absenci abscisni zéony v misté¢ opadu semene od poutka. Nasledn¢ detekce
molekul ROS a NO v misté abscisni zony ukazala, ze nejvice signalu, znacici ptitomnost
molekul ROS a NO bylo v misté vzniklé abcisni zony u cv. Cameor, zatimco u mutantniho
genotypu nebyl detekovan skoro zddny signal vzhledem k neptitomnosti abscisni zony.

Sekvenaéni analyza kandidatnich geni HAE a STK odhalila v genomové DNA velké
mnozstvi polymorfizmu, avSak se nenasla zadné kauzalni jednonukleotidova zdmeéna ve stejné
pozici u vSech def linii. Tyto polymorfismy mimo jiné nemé¢li vliv na kdédované aminokyseliny.
Ani sekvenace cDNA obou kandidétnich gent neodhalila chybny sestfih MRNA, ktery by mohl
mit za nasledek vyslednou mutaci.

V neposledni fad¢ byla zkoumana exprese vybranych kandidatnich geni HAE a STK.
Ukézalo se, ze nejvice je gen HAE exprimovany v mladSich stadiich a Ze jeho exprese
vV mutantnim genotypu def je polovi¢ni oproti cv. Cameor. Exprese druhé¢ho kandidatniho genu
STK je zase nejvyssi ve star§$im vyvojovém stadiu 19 DAP u cv. Cameor. Exprese tohoto genu
V mutantnim genotypu je zcela minimalni. ZjiStovala se i exprese genll interagujicich s genem
STK a to HEC3, SPT a ALC. Ukéazalo se, Ze exprese ani jednoho z téchto tii geni nedosahuje
V mutantnim genotypu vysokych hodnot a u kulturniho genotypu je jejich exprese o vice nez

polovinu vétsi, neZ je v mutantnim genotypu.
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9 Prilohy

1.
2
3
4.
5
6

Schéma referen¢niho genu Psat7g116520.1 o velikosti 3378 bp genotypu Cameor.

. Schéma referenéni cCDNA genu Psat7g116520.1 o velikosti 740 bp genotypu Cameor.
. Schéma proteinu kodovaného genem Psat79116520.1.

Schéma referen¢niho genu Psat7g066560 o velikosti 3725 bp.

. Schéma referenéni cCDNA genu Psat7g116520 o velikosti 740 bp.
. Schéma proteinu kédovaného genem Psat79116520.

56



=Psat7g116520 protein kindza, chrTLGT:191193307.. 191197607 (+ strand) v genomu Cameor v1.0
actagtaccatgeptageaaaccacactcaaatactetotetetetpapataaataaattgagaacacteigaaacattccasagotggacacaaccattcacattitcacaa ATGGAAG
AR AT AAACCATT T TAATGTT T TG CATTCT T T AT CAAT GTTATCTCTACCAA CAAACGTATCATGTTTAAACCAAGATGGGTTGTACCTGT
ACCAATTCAAACT CACCTTAGACGAT CCCGACTCATCTCTCTCTTCATGGAACCCAACT CACACCACACCCTOCAACTGETACG G TGTCCGLTGL
GACTCCACAAACACCACCGTAACAGAACTCOACCTCTCCGACACCAACATCCAAGGCCCATTCACGGLGTCGATTCTCTGCCGTCTCCCCAACT
TCTCCTCTATCAACCTETTC AR CAACTCCATT AACCAAACCTTCCCTCTCCAAATCTCOCTCTOTARAAACCTCCTCCACCTCGACCTCTCOCAGA A
TCTCCTCACC GG TCC T LG GAATCT T T CCACCC T TAATCTC LG TACC T OO ACCTCACCGGAAACAACTTCTCCOG TAACATACCALT
CTCCTTCGG AACATTTCAAAAAC TCCAAGTCCTCTCACTTGTTTCCAATCT TCTAGAAGGTACCATACCTCCATCTCTTGGARAACATCACTACTTT
GAAAATGCTTAACCTTTCTTACAACCCGTTTT T COCGEGTCEGATOCCETCGGAGCT TAGAAACCTAACGAACCTOGAGGTTCTITGETTAALG
CAATECAACCTTET TGO TETCATTCCT e AAACTCTTGLE GAAG L TTAAG AAGCTTAAGGACTTGEACCTTGL AT TGAATGATCT TTACGGTTCTA
TOCCGAGTTCACTCACT GAGTTAACGAGTTTGAGACAGATTGAGTTGTATAATAACTCGTTATCC GG TEAGTTGLCGAGGGEAATELGEAAG
CTTACGTOGTTGAGGCTTCTTGACGLGTCCATGAATCATT TGAC GGG GAGGATTCCGGAGGAGCTTTGTTCGTTGCCGTTAGAGAG TCTTAAT
CTETATGAGAATCGTTTToAGGG TEAGTTACC GG GAGTATAGCTGACTCGCCGAATCTTTATGAGTTGAGGTTETTTGGEAACCGACTTALC
GEGAAGTTELCAGAGAATCTC GG GAAACGTTCTCCTCTGAGG TG TTGACGTTTCGAGCAACCAGTTTTGGGEAAGTATT COGACGAGTTT
GTETEATCTT LT GAGTT GEAGGAGCTTTTGATGATATACAATTTGTTCACCGOTRAGATTCCGLCGAGTTTAGGGACGTGTCAGAGCTTGTC
GUGTETACGTTTAGGTTATAATAGGTTTTCCGGCGAGGTTC GGG GG GATCTGGGGTCTTCCTCATGTEGTATCTTCTCGAACTTGCTCATAAL
TCGETTT TG GTTCCATT TCGAAGACCATT G CaGAG CAGGGAACCTT TG TTGTTGATI T TG TCGAAAAACAACTTCTCOGETACTGTTCCCG
ATGAGGTTe GG TeET TG AAAAT T GG TCCAGTTTTCT G CCGCTGATAACATGT TCAGTGGCTCACTTCCAGATAGTTTG GTCAATCTTEGGEL
AGCTTGGGATTCTTGATTTTCACAACAACAGGLTCTCTGLGGEAACTACCARAGGGGATTCATTCTTOLAAAAAGCTCAATGATTTGAATTTGG
A AT OLAATTOET GEAAAGAT T T AT GAGAT TaGTAGCTTATCGGT TCTTAATTTTCT TRATCTTTCGLGTAATCAGTTTGCAGGAAA
AT TCATGEGTTGCAG AATCTAAAGCTCAATCAGCTGAACT TTTCGTT TAATCGTCTT TG G TOAACTTCCTCCTCAATTA GCTAAGGAAA
TeTACAAGTCTAGTTTCT T Qe G AAACCC TG TT TG T AT G AGAT TTGAAAGG T TTGTGTGATGETAGGAATCAAGTCAAGAATTTGGGTTATG
TITGGETTGCTTCRAGCAATTTITCTTC T G CGTTI GG TaTTCCTAGTTOGTGTTGTCTAG TICTATTITAGG TACAAGAATTTCAAGGAAGCA
AAA GGG CATTGATAAATCAAAATGGACTTTAATGTCGTTCCATAAGCTGGGTTTTGEG GAAGACGAGATTTTGAATTGTCTTGATGAAGAT
AATGTCATTGGAAGT AL TCATCAGG AAAGGTTTACAAGGTTGTACTTAACAGC GGG GAAGCTOTTGLTOTGAAGAAGATATGGGGAGGGEG
ClAGAAAGGAAGTGGAGAG TG TGATGTTGAGAAGGETAGGGTTCAAGACAATGCTTTTGATGCAGAGG TTGAAACATTGGLGAARATCCG
ACAC A G AACATTGTCAAGTTAT GG TG T TG TG TACCACTAGGGATTGCCAGCTTTTGGT TTAT GAGTATATGCAAAATGGTAGTCTCGGETGAT
TTGCTTCATAGCAGTAAAGGAGGG TTET TG GAATG GCCAACAAGATACAAGATAGCTGTGRATGCTGCGGATEGACTCTCTTATCTCCATCAT
GACTGTGTTC G AATCGTTCATAGAGAT G TTAAA T CTAA CAATATCTT G TTGGAT GG TRACTTTGETGCAAGGGTGECCGATTTITGGATTAG
CTAAGGTTETCGAAACCACAG G GAAAGGAATTAAATCCATGTCCATCATAGCTGETTCATG TGO CTATATTGCACCAGG tagragaaatt ettt
atcttatttcatttcattcitictaattatgttctatgtaatttctgatacacattttecgetaatacttigtittpetetgatttgacttgtagtatagtaaatgecatttagtitcatatgettcacat
tettpoctattaaaagtttoctaatptttagtatttgtetttctttegatacaaattgacatgatecatttcatttecag AR TATGCGTACACGCTTAGAGTGAACGAGAAGAG
CoACATTTATAGTTTTGETGT TG TAATACT TGAATTGGTTACCGEAAGACGGLCGATGGATCCTGAATTCGGTGAGAAAGATTTGGTAAAATG
GaTTTGCACTACATTGGAT CAGAAA GG TGTGGATCATGTAATTGAC T GAGGCTGGATTCATGTTTCAAAGAT GAAATT TGCAAGGTTTTCAA
CATTGGCCTAATGTGLACTAGTCCTCTTCCAATCAACCGGCCTTCAATGAGAAGAGTAGTGAAGATATTGCAAGAGGTAGGAATAG AGAACT
ARATGAAAC TGO AAG AR AGATGEAARATTAACCCCTTATTACTAT GATGATGLCTCAGATCATGGAAGTGTTGTTTGAAcaatcat gtecttgca
agegttggattatttpattctgaatpgpaptitgaageatttactatatagtactatataageeaactteectocatgtttteratgeatgatectetttgatttacaaagtggactagagaaa
agggetaatttigttattanattagagectigaggagtgpatatittacectataaagtagtectaatcaaggcaaaateetgecacaaatataagttggtettagrtagttgtatttttacta
actettptattcaggaaatatatttecatactaaaaagaaaarcaattictgteaatttctgttaggtaaatttgttaaaagatttitacctgectcttgagtgegttt petagptgpeticaaaa

tigtgar
Obrazek 15: Schéma referencniho genu Psat79g116520.1 o velikosti 3378 bp genotypu
Cameor. Zluté jsou oznateny navrzené primery. Velkym pismem jsou zndzornény exony

a malym pismem introny.



>Psat7g116520 protein kindza, chr7L.G7:191193307..191197607 (+ strand) Cameor v1.0 cDNA

ATGCAAAATGGTAGTCTCGGTGATTTGCTTCATAGCAGTAAAGGAGGGTTGTTGGAATGGCCAACAAGATACAAGATAGCTGTG

GATGCTGCGGATGGACTCTCTTATCTCCATCATGACTGTGTTCCCGCAATCGTTCATAGAGATGTTAAATCTAACAATATCTTGTTG
GATGGTGACTTTGGTGCAAGGGTGGCCGATTTTGGATTAGCTAAGGTTGTCGAAACCACAGGGAAAGGAATTAAATCCATGTCC

ATCATAGCTGGTTCATGTGGCTATATTGCACCAGGAATATGCGTACACGCTTAGAGTGAACGAGAAGAGCGACATTTATAGTTTT

GGTGTTGTAATACTTGAATTGGTTACCGGAAGACGGCCGGTGGATCCTGAATTCGGTGAGAAAGATTTGGTAAAATGGGTTTGC

ACTACATTGGATCAGAAAGGTGTGGATCATGTAATTGACTCGAGGCTGGATTCATGTTTCAAAGATGAAATTTGCAAGGTTTTCA

ACATTGGCCTAATGTGCACTAGTCCTCTTCCAATCAACCGGCCTTCAATGAGAAGAGTAGTGAAGATGTTGCAAGAGGTAGGAAT
AGAGAACCAAATGAAACCTGCCAAGAAAGATGGAAAATTAACCCCTTATTACTATGATGATGCCTCAGATCATGGAAGTGTTGTT
TGA

Obrazek 16: Schéma referenc¢ni CDNA genu Psat7g116520.1 o velikosti 740 bp genotypu

Cameor ziskaného z Know Pulse databaze.
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Obrazek 17: Schéma proteinu kodovaného genem Psat7g116520.1.



»PsatTg066560 MADS doména, chriLGT7:107071077..107073651 (- strand) v genomu Cameor v1.0
TCAGCTTGCAACTATGAGTTTTCCARATGAATCCATGCCTGattetcct cagagaaagat tggaagygyaaagattgagatcaaga
ggattgaaaacacaacaaategecaagttacettoctgeaaacgtagaaatggettgettaagaaggeatatgagttatetgtgett
tgtgatgecagaagttgetottatagtettttegactegtggecgtetoctatgaatatgraaataacaggtaattagttgagaaatt
ttcaaccttttggeogttettttttgttgttgttgtttttetatttgtttgeagtttttgatgagtcaagaaatgtetttgttgett
ctttttgggaacatttgagtteatatataaaagtteatgttagtagatettttgaaggagttagttaacttettetaaagagagta
atcatttttgtgttaatttttcctetttgtgtgtectgttttetgeaacecatgttteacttgtgtttgtttettetattttggecte
ttttttttacaaaacttctatgaacttttecaagtectttctetetatctaccotttttotttatgtctataaacaattgttottagy
tttggtgaccatatagatagatctggttgttacttottagtageaagtageaacaaggtaagaatttttggaggatttgaaacaag
gattgtgagatcattcattcaacccctaattteocteocttottocattttgttecttaaacttttocatttotetttttectetttocet
ttetattattceccttaagaaaagectaaageaagtggaaaaagetatttgteaatgagtataaacttgtaaaaaaaaatggeaag
ggttacttagggtttgtgtaaagectaaaattatagttectecatagatttttgcaagaaagttcteottttttaatteatcacaata
aaatctgattaggaataccaacacccatataaagattttcaattetgaatttgaacaaaggtttttttcecccaaatetettteate
catgtgeaggatecttatecttggatasageaatagecctaasaattagggttttgttggetteteogaatttttagatgggtaagaac
taatcaagaggataattgatgaagaaaagaaataaacttteotgaaataatatteaaaagggtattgazatetgatactagettetyg
gttagggettaaatgagtecacttatetagtetetatggtttetattttgtettggttgaaagaatectaattagteatgteacaagt
gaatttteottaaagttgatcttotatagetgtttaattaatcaatetetttagggtaaacaaaactaaaaattecattettttacat
agcttttaactaatcattotoctttagggtaaaaaaactaaaagtteattettttacatagttagaaaacaacaaaagatgaagtaa
tgaagagggtagttactagttateataatttaacagttgttgtgttggggatgeaagatttgaatttgecacaagatectttecacaca
atagatcaaatetgtgaaagttatagactgaggaagaaaaaggaaagggttttetttotaageteaatgaatgatgtaaatggagy
cagagacaacgtacgacaatttgtgacageecaatgaaattgttatgatecatttttgteottettoecatgatacacecaagegtacaac
tgttettactgecacatctattgeagtgtecaattcaacggotgtgatttaactecagactgaaaaaaactagtacttttataatatt
ttaataagetttggattgaatcaaggtggttaataaagtgtagttaagagtattateccactgtgttttagatggttgttteatagy
gtagagaaaataatataaaaaaggtctaaaaatggttgaaccaatcatatttaggaacctgtgeccagegtggeaggaacaaccaat
cagtagetegaggaaattaaggtatecagagattgaacatactgaaaatggaaasagatttttttectttetttttatecacattaca
tatccaatcaacttgattaaacatcecatateaactttgaggteaaggtttgagtetgaggaatgagatettttgatgtgtagttttt
caagattgtgectttaaggttcagetggatgatttgaccacagattatatgattaaattecagattaatttattacttaactttttgt
ttettgttttttaatatgatttgtaaatgatagtgtatatgatgattttecagTGTGAAAGCTTCTATTGAGAGGTATAAGARAGCA
TGTTCTGATACTTCTGGTGCTAAATCAGCTTCTGAGACTAATGCTCAGgtatteatctageaaaaaatggaaattttatatgtaat
ataatgattaatgaaacatgattgtataatetecagTATTATCAGCAAGAAGCCGCGAAACTGCCGAGTGCARATCAGTAATTTGCAG
AATCATRACAGgeogagtegaattagteteotogtagttttacattattttaaatgtttgaaattgoegatgaaaatattttaagagt
geagGCAAATGATGEETGARGCTTTGAGCAATATGAACGGETAAGGAACTCAGARACCTCGAGAGTARATTAGARARAGGAATTAGC
CGAATTCGCTCCAAGAAGgtacttataattaatcacatgattettaaaaatetataatecttttgataaatactaatctectttgt
ttgtgotacatcaghATGAAATGCTATTTGCAGAAATTGAGTACATGCAGARAAAGGgtaaatattttecttctatteatettataa
teaaatttecaacttaattttectttgtetatgtecagegttagttggttagtacteattggaatggaageatgtettaccaaaaga
aagttgtttgataaattaattagettegaattegaagatatatattatttgataagaaacaagatttgtataagataactaaaatyg
tacatacatatatatacaggagatagagttgeataatageaatecaggeotettagageaaaggtttgtggttatttetetotetgte
ctatacgaaaagtttttgagtegtegtttegattaataattetaaccttttattttttatttttggatgagtatctagATCTCAGA
ARATGATCAGAGGAACAACCATAATGTTAATGTGTTGCATGGAGGCACAARCTTCGAGT

Obrazek 18: Schéma referenéniho genu Psat7g066560 o velikosti 3725 bp genotypu Cameor.
Zluté jsou oznaGeny navrzené primery. Velkym pismem jsou znazornény exony a malym

pismem introny.

>Psat7g066560 MADS doména, chr7LG7:107071077..107075651 (- strand) v genomu Cameor v1.0
CDNA

TCAGCTTGCAACTATGAGTTTTCCAAATGAATCCATGCCTGFGTGAAAGCTTCTATTGAGAGGTATAA
GAAAGCATGTTCTGATACTTCTGGTGCTAARATCAGCTTCTGAGACTAATGCTCAGTATTATCAGCAAG
AAGCCGCGAAACTGCGAGTGCAAATCAGTAATTTGCAGAATCATAACAGFCAAATGATGGGTGAAGCT
TTGAGCAATATGAACGGTAAGGAACTCAGAAACCTCGAGAGTAAATTAGAAAAAGGAATTAGCCGAAT
TCGCTCCAAGAAGEATGAAATGCTATTTGCAGAAATTGAGTACATGCAGAAAAGGhTCTCAGAAAATG
ATCAGAGGAACAACCATAATGTTAATGTGTTGCATGGAGGCACAAACTTCGAGT

Obrazek 19: Schéma referenéni CDNA genu Psat7g116520 o velikosti 740 bp. Zluté jsou
ozna¢eny mista navrzenych primeri. Cervené jsou oznadeny START a STOP kodony. Cervené

cary mezi sekvencemi znaci mista, kde byl vystfihnut intron.
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Obrazek 20: Schéma proteinu kodovaného genem Psat7g116520.



