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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:
Vypracovani literarni reSersSe na téma vyznamnosti riznych fenotypt trichomt v ptipraveé
novych kultivart.
Prakticka ¢ast:
Ov¢érteni fenotypu a genotypu vybranych kultivart soji:
e Kultivace rostlin
e Kklasifikace trichom@ pomoci mikroskopie
e izolace a ndsledna sekvenace genomové DNA (gDNA)
Ovéfeni kandidatnich gent podminujicich dany fenotyp.
e identifikace pfirozenych genetickych variant — jednonukleotidovych

polymorfismi (SNP)



1 UVOD

Soja patii do Celedi bobovité (Fabaceae) a rodu Glycine, ktery se déli na dva podrody —
divoka soja Glycine soja Sieb. and Zucc., ze které byla kultivovana soja lustinata Glycine
max (L.) Merr. (Lee et al., 2010; Hymowitz, 2008).

Agronomické znaky je mozné délit na kvalitativni nebo kvantitativni, pficemz napf.
morfologické znaky mohou spadat do obou kategorii. Dulezitymi agronomickymi znaky
jsou obsah a slozeni proteint a olejii, mnozstvi luskli na jednu rostlinu, hmotnost semen,
doba dozravéni, vyska rostliny, primérna délka a Sitka listu, poc¢et nodl na hlavnim
stonku a vétveni rostliny (Chen et al., 2007). Trichomy a jejich vlastnosti jako je délka
a hustota maji velky vliv na vice agronomickych znakut s6ji soucasné, jelikoz se uplatiuji
pfi ochrané rostliny pfed patogeny, Skudci, pfehfatim a ztratami vody.

Diky svému vysokému obsahu proteinti (40-42%) a oleji (18-22%) se soja fadi mezi
nejvyznamnéjsi lusténiny, vyuzivd se v potravindiském pramyslu (napf. Séjovy
proteinovy izolat, sojovy lecitin, vyroba sojové omacky, masa, mléka nebo tofu), jako
krmivo pro zvifata a pii vyrobé bionafty (Pagano a Miransari, 2016). Sojové oleje
vyrabéné z ropy (Erhan et al., 1992).

Jelikoz s6ja nemiiZze byt diky své citlivosti na svétlo a podminky péstovana po celém
svete, ale zaroven je o ni velky zdjem, je snaha o pfipravu novych kultivart, které by
se 1épe ptizpisobovaly podminkdm podnebi, mély vétsi vynos, vyssi obsah mastnych
kyselin a proteint v semenech a byly odolnéjsi viici skidctim. Nové kultivary mohou byt
pfipravovany klasickym Slechténim, pficemZ je tfeba znat konkrétni geny zplsobujici
fenotyp daného agronomického znaku. V poslednich letech se pro hledani gent
zpisobujicich dany fenotyp zacala vyuzivat metoda asociace fenotypu na genotyp
(Genome-Wide Association Study, GWAS) — statistickd metoda, ktera se vyuziva
k identifikaci kandidatnich gent. Klasickymi metodami kiizeni a pfipravy isogennich
linii s néslednou detekei lokusti asociovanych se studovanym fenotypem pomoci
genetickych markerti Ize ziskat pouze hrubou ptedstavu o pozici genli zodpovédnych
za fenotypovy projev (v fadech miliont part bazi). Pomoci metod GWAS je mozné
velikost asociovanych oblasti limitovat az na konkrétni jednonukleotidové zmény
Vv asociovanych genech. Jakmile jsou zndmy kandidatni geny, je mnohem jednodussi

provést sekvenovani DNA a zjistit konkrétni mutaci. Poté se navrhne marker, DNA



proba, kterou se pak pfti kiizeni rozlisi, které rostliny nesou sledovanou vlastnost ve svém
genomu a které ne.

Pomoci metody GWAS byla u s6ji na chromosomu 9 identifikovana oblast, ktera
obsahuje celou fadu potencialnich gent, které by mohly byt zodpovédné za variety
s fenotypem bez trichoml (Bandillo et al., 2017). Doposud identifikovana alela
zodpovédna za variety s fenotypem bez trichomi se nazyva P1l/pl. Na zakladé¢
GWAS-to-Genes analyzy (Skrabisova et al., 2020) byl navrzen kandidatni gen variet
s fenotypem bez trichomt, jehoz genetickd variace byla v této praci identifikovana

u vybranych variet bez trichomu genotypizaci pomoci Sangerova sekvenovani.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Séja lustinata

Soja lustinata (Glycine max) je puvodem z jihovychodni Asie, Evropa se o jeji existenci
dozvédeéla v 17. stoleti diky némeckému botanikovi Engelbertovi Kaempferovi, ktery
pobyval po urcitou dobu v Japonsku, a od 18. stoleti se $ifi v Evropé jeji péstovani. Je to
jednoleta rostlina kratkého dne.

Genom s6ji je diploidni (2n=40) a je nejspiSe odvozen od davného diploidniho piedka
s6ji (n=11), u kterého doslo k aneuploidii (n=10), polyploidizaci (2n=20) a nasledné
k navratu do diploidniho stavu (Lackey, 1980).

Na s6ji je mozné pozorovat délozni listky, primarni listky a sekundérni slozené listy,
které jsou ve vétSiné piipadi trojéetné. Kofen sdji je tvofen hlavnim kofenem
a postrannimi kofeny a nachazi se na ném hlizky s bakteriemi fixujicimi vzdusny dusik.
(Morse et al., 1949) (Obr. 1, Obr. 2). Barva kvéta muze byt od bilé po rizné odstiny
fialové (Obr. 3).

vrcholovy pupen

hypokoty] e d&lon{ listky

postrann{

kofeny hlavn{ kofen

hlizky

Obr. 1 Schéma s6ji (Pievzato z Muredzi et al., 2013)
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Piivodni fenotyp rostliny je pokryt trichomy na vét§in€ organti (vyjma kvéti), existuje
vSak 1 malé mnozstvi kultivart, které jsou zcela bez trichomu (Obr. 2).
Variety bez trichomt se s oblibou péstuji v asijskych zemich a tyto rostliny ¢asto

doristaji do mens$i vysky, maji méné semen nez bézné kultivary s trichomy a jejich

roz§iteni je limitované nachylnosti k nizsi odolnosti proti savym skiidciim a pozerovému

hmyzu (Morse et al., 1949).

o VA 7
N

Obr. 2 Detail rostlinnych ¢asti (organti) sgji. A: stonek variant s fenotypem s trichomy, B: stonek
variant s fenotypem bez trichomu, C: detail slozeného listu, D: detail kofene s hlizkami (Pfevzato
z databaze GRIN/U.S. National Germplasm System)
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Obr. 3 Kvéty sdji s riznymi barevnymi fenotypy (Pievzato z databaze GRIN/U.S. National
Germplasm System)

Doba kveteni pivodnich poddruhli se v pribéhu jejich domestikace ptizpusobovala
jejich adaptaci na zemépisné Sitky. Diky odliSnosti doby kveteni se 1i$i i doba dozravani,
podle které se dnes poddruhy sdji déli do 13 skupin. (Bandillo et al., 2017,
Hartwig, 1973). Doba dozravani miize byt riizna v obdobi od 75 dnti (velmi brzké) po 200
dnt (pozdni) (Morse at al., 1949).

2.2 Trichomy

2.2.1 Morfologie trichomi
Na morfologii trichomt se podili celd fada znakt, napt. sklon trichomti vii¢i epidermis,
barva, délka, zakfiveni a jejich hustota.

U soji byly doposud identifikovany dvé alely zodpovédné za morfologii sklonu
trichomut vici epidermis — Pal/pal a Pal/pa2 (chromosomy 12 a 13), jejichz interakci
vznika 5 fenotypt: vzptimené (erect; E), témét vzpiimené (near-erect; nE), Caste¢né
prilehlé (semi-apressed; SA), téméf piilehlé (near-appressed; nA) a prilehlé
(appressed; A) trichomy (Bernard, 1975a). Nicmén¢ fenotypy téméf vzpiimeny a téméf
prilehly se prilis neli$i od fenotypu ¢asteéné prilehlého, proto jsou ve vétsiné piipadd
popisovany jen 3 typy fenotypi — vzpfimeny, pfilehly a ¢astecné prilehly
(Bandillo et al., 2017; Gilbert, 2017).

Dalsi dva méné¢ cCasté fenotypy jsou pubertalni typ, ktery je charakterizovéan trichomy
tvofenymi jednou prodlouzenou buiikou o velikosti 0,1 mm, a kudrnaty typ trichomd,
které se zpocatku podobaji normalnim trichomim, pozdé¢ji vSak zacinaji byt ploché

a stacet se a postupné odpadavat (Singh et al., 1971). (Obr. 4)
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Obr. 4 Fenotypy trichomd. A: kratké trichomy na varietach bez trichomi, B: pubertalni fenotyp,
C: kudrnaty fenotyp (Pfevzato z Singh et al., 1971); D: srovnani kratkych trichomi a normalné
dlouhych trichomt (Pievzato z Campbell et al., 2019)

Trichomy mtizeme nalézt na listech, stonku i ha povrchu luskti. Na listech se trichomy
utvaii v prvni fazi morfogeneze listu. Jsou tvofeny 1-3 dlouhymi apikalnimi buikami
a 1-3 bunkami bazalnimi, které zajistuji vzptimenost trichomu. U ptilehlych trichomt
dochazi k poruse pfi vyvoji bazédlnich bunék nebo se tyto builkky nevyvinou vibec,
v disledku toho pak trichom p#iléha k listu. (Levin, 1973)

U variet bez trichomt je mozné pozorovat kratké a Siroké trichomy (,,pahyly)
sestavajici se zjedné az sedmi stejné velkych bun¢k (Obr. 4) (Singh et al., 1971;
Bernard a Singh, 1969). Doposud byla identifikovana jedna alela odpovidajici za variety
s fenotypem bez trichomt — P1/p1 nachazejici se na chromosomu 9, pti¢emz dominantni
alela P1 podminuje variety s fenotypem bez trichomi a recesivni alela pl odpovida

za fenotyp normalni (Bandillo et at., 2017; Bernard a Singh, 1969; Hunt et al., 2011).
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2.2.2 Vliv hustoty trichomi na napadeni Skiidci

Singh et al. (1971) pozorovali hustotu trichomi u 5 téméf iSogennich linii
(nearly-isogenic lines/NILs) s pivodem Harosoy a Clark a jejich vliv na napadeni
housenkou Empoasca fabae (Obr. 5). Pfi vyzkumu pouzivali variety s hustym
(31 trichom/mm?  uHarosoy  a29,7 trichom@/mm? u  Clark), normalnim
(8,1 trichomii/mm? u Harosoy a 6,1 trichomt/mm? u Clark) a fidkym (2,6 trichomi/mm?
u Harosoy a 1,7 trichomi/mm? u Clark) porostem vzpfimenych trichomi, dale variety

bez trichomii (varieta USB-251) a variety s pfilehlym typem trichomti (7,9 trichomii/mm?

u Harosoy a 5,8 trichomti/mm? u Clark).

|

Obr. 5 Skiidce Empoasca fabae. (Pevzato z Calderwood et al., 2015)
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Nejmensi pocet Skudcti byl pozorovan u variet snejveétsi hustotou trichomd,
nasledovan ve vzestupném potradi varietami s normalni a malou hustotou. Nejvétsi pocet
skudct byl pozorovan variet s ptilehlymi trichomy a u variet bez trichomt. Tato
skutenost je nejspiSe zpiisobena tim, Ze ptitomnost vétstho mnozstvi trichomi
nedovoluje Skidctim proniknout az k povrchu listu a zpasobit tak poskozeni. Rozsah
napadeni Sktdci se déale odrazi i v samotném vynosu rostliny, ve vysce rostliny, dobé
dozravani plodti a hmotnosti semen. (Singh et al., 1971; Kilen a Lambert, 1993)

V Japonsku bylo naopak pozorovano, Ze variety bez trichomi a variety s pifilehlym
typem trichomi jsou vysoce rezistentni vici housence Laspeyresia glycinivorella Mats.
(Obr. 6) Tento sktdce klade relativné malo vajicek na listy rostlin bez trichomd nebo
s prilehlymi trichomy, coz vede k mensimu poskozeni rostliny. (Singh et al., 1971)
U jedné z variet bez trichomu (spolu s dalsimi dvéma varietami s trichomy pochazejicimi
z Japonska) byla také zjiSténa vétSi rezistence vuc¢i hnilobé zplisobené houbou

Macrophomina phaseolina (Pawlowski et al., 2015).

Obr. 6 Skadce Laspeyresia glycinivorella Mats. (Pievzato z Avgust)
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2.2.3 Vliv trichomii na odraz svétla listovou plochou

Zhorsujici se globalni oteplovani vede k neustalému hledani a vytvafeni novych
prumyslovych odvétvi ve snaze zmirnit zmény klimatu. Vliv na globélni oteplovani ma
predevsim uvoliovani sklenikovych plynt, SOz a siry do ovzdusi (Crutzen, 2006),
v disledku toho je velkd snaha pravé o snizeni jejich produkce. Byly navrzeny rizné
strategie pro zvyseni planetarniho albeda, tedy odrazivosti slune¢niho zéfeni planetou,
napiiklad vyuziti orbitalnich slunecnich clon (Angel, 2003), vstiikovani reflektivniho
acrosolu do stratosféry (Crutzen, 2006; Wigley, 2006). Mnohem mensi pozornost je vSak
vénovana vlivu zemédélskych plodin na klima, ktery mlize byt stejné dilezity jako vliv
sklenikovych plynil a mize vést k efektivnimu sniZeni teploty ovzdusi. Oproti pfirodni
vegetaci a pudé¢ maji zeméd€lské rostliny mnohem = vétsi  albedo
(Monteith a Unsworth, 2013). Na albedo rostliny maji vliv naptiklad lesk listu,
piitomnost trichomii a jejich morfologie (Ridgwell et al., 2009)

Se zvySujicim se albedem rostliny je vice energie kratkovinného zafeni odrazeno, ¢cimz
je dostupné méné energie pro jeji pohlceni planetou. Doughty et al. (2011) vyuzili
software Community Atmosphere Model (CAM 3.0) spolu s Community Land Model
(CLM 3.0) pro simulaci vlivu riznych zemédélskych plodin na klima. Srovnéni variet
bez trichomil a variet s6ji s trichomy vedlo ke zjiSténi, Ze variety s trichomy u¢innéji
odrazi zafeni a zarovent méné propousti zareni nez variety bez trichomu. Ve viditelné ¢asti
svétla (400-700 nm) nebyly pozorovany velké rozdily v odrazivosti, signifikantni narust
odrazivosti byl ovSem pozorovan v oblastni blizkého infracervené¢ho zéfeni
(700-1 400 nm) a mensi nartst v oblasti nad 1 400 nm.

U variet soji s trichomy bylo dulezité rozliSovat jejich barvu, postaveni vici listu
a hustotu trichoma na listovou plochu, jelikoz vSechny znaky ovliviiuji odrazivost.
Variety s kudrnatym typem trichomt, zlutohnédymi trichomy a linie s malou hustotou
trichomli na plochu odrdZely zéfeni vice nez variety se vzpfimenymi ¢i pfilehlymi
trichomy, Sedymi trichomy a vétsi hustotou trichomt. Pokud by vSechny variety soji
v zemédélskych oblastech ve vysSich nadmotiskych vySkach byly nahrazeny varietami
bez trichomt, mohlo by dojit ke snizeni maximalni denni teploty o ptiblizné€ 0,41 °C, coz
vSak neni dostate¢né sniZeni teploty ke kompenzaci ptredpokladaného zvySovani teplot
vlivem globalniho oteplovani. (Doughty et al., 2011) Zaroven je vsak nutné diskutovat,

ze fenotyp bez trichomli mulzZe pfispét k celkovému efektivngjSimu sniZeni teploty
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v kombinaci s dalsimi k tomuto pfispivajicimi fenotypy jako vyse zminéna svétlejsi barva

listu.

2.2.4 Ostatni morfologické znaky trichomi

Za pigmentaci trichomti odpovida lokus T/t nachazejici se na 6. chromosomu
(Song et al., 2012), ovliviiujici kromé pigmentace trichomid také pigmentaci semen
apupku. Dominantni T alela odpovidd za syntézu pigmentd (anthocyanin,
proanthocyanin), pii jejichz akumulaci maji trichomy zlutohnédou az hnédou barvu,
naopak rostliny srecesivni t alelou maji Sedé trichomy. (Zabala a Vodkin, 2003).
Dominantni alela T déle odpovida za ¢ernou a hnédou barvu semen a pupku, recesivni
alela za zlutohnédou a za nedokonalou ¢ernou (nenachazi se na celém povrchu semene
nebo pupku). Druhym lokusem, ktery odpovida za barvu trichom, je lokus Td/td, ktery

nejspise kontroluje svétlejsi a tmavsi zlutohnédou barvu. (Bernard, 1975b).

2.2.5 Vznik trichomu a jejich regulace

Vznik trichomti je velmi dobie popsan u modelové rostliny husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana). Bunky trichomt vznikaji z bun¢k epidermis, které prochazi ttemi
stupni vyvoje: determinace, specifikace a morfogeneze (Hiilskamp et al., 1994).
K iniciaci pfemény bunky epidermis na buiiku trichomu je zapotiebi proteinu GL2
(GLABRAZ2) (Rerie et al.,1994), jehoz transkripci spousti MBW (MY B-bHLH-WDA40)
komplex.

MBW komplex je tvofen: GLABRAL (GL1) patiici do rodiny R2R3 MYB proteint
(Oppenheimer et al., 1991), GLABRAS3 (GL3), ktery patii mezi bHLH proteiny (zasadité
helix-otocka-helix  proteiny), jeho =zesilova¢é EGL3 (Payne et al., 2000)
a TRANSPARENT TESTA GLABRA1 (TTG1), ktery patii mezi WD-opakujici se
proteiny, tedy proteiny sestavajici se z 44-60 aminokyselinovych zbytkli a majici

na C-konci dimer tryptofan-aspartat (Galway et al., 1994; Smith et al., 1999) (Obr. 7).
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Obr. 7 Regulace diferenciace trichomt. MBW komplex je tvofen: GLABRAL (GL1), GLABRA3
(GL3), jeho zesilova¢ EGL3 a TRANSPARENT TESTA GLABRA1 (TTG1), Po navazani
jednoho nékterého z negativnich regulatora (CPC, TRY, ETC1, ETC2, ETC3, TCL1 — popsany
dale v textu) na GL3 nebo TTG1, neni umoznéno navazani GL1 a transkripce GL2 (negativni
regulace — Sipka s rovnou koncovkou) a pfeména buiky epidermis v buiiku trichomu. Pokud je
naopak umoznéno navazani GL1 a vznik komplexu, dojde Kk transkripci GL2, coZ zpusobi
pfeménu buniky epidermis na builku trichomu (pozitivni regulace — Sipka). (pfevzato
z Kalve et al., 2014)
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Negativni regulatory (inhibitory) ovliviiuji kromé vzniku trichomi také hustotu.
Pii jejich nadmérné expresi dochazi ke snizeni poctu trichomil na listovou plochu, naopak
pfi jejich inaktivaci se hustota zvysuje. (Wang et al., 2007).

Mezi negativni regulatory se fadi TRIPTYCHON (TRY) a CAPRICE (CPC), oba
patfici do rodiny R3 MYB proteint, a jejich zesilovace — ETC1, ETC2, ETC3. Dalsim
negativnim regulatorem vzniku trichomt jsou TRICHOMELESS1 a 2 (TCL1, TCL2),
které také patii do rodiny R3 MYB transkrip¢nich faktort (Wang et al., 2007). Inhibice
témito faktory je zplisobena jejich navazanim na GL3, poptipad¢é na EGL3 a TTG1, tim
je znemoznéno navazani GL1 a vznik MBW komplexu, ktery nemtize aktivovat gen GL2
a spustit transkripci proteinu. (Hiilskamp et al., 1994).

Mnoho inhibitord je aktivovano samotnym aktivaénim komplexem (MBW
komplexem) (Morohashi et al., 2007), avsak ETC1, TCL1 a TCL2 jsou aktivovany
dal§imi transkripénimi faktory jako jsou naptiklad TCP (Vadde et al., 2019) a SPL
(SQUAMOSA promoter binding protein-like/transkripéni faktory, které se vazou
na promotor genu SQUAMOSA) (Yu et al., 2010).

Do dnes$ni doby nebylo publikovano mnoho o transkripénich faktorech ovliviujicich
vznik trichomt u s6ji. Studie zabyvajici se timto tématem tak vétSinou vyuzivaji znalosti
0 A. thaliana, ktery slouzi jakozto modelova rostlina a jejiz transkripéni faktory
ovlivityjici rast a vyvoj trichom jsou velmi dobie prostudovany a popsany, a uvadi také
moznost kontroly vzniku a vyvoje trichomt u jinych rostlin stejnym nebo podobnym
mechanismem jako u A. thaliana.

Napt. Xun et al. (2018) pouzili sekvenci aminokyselin TRICHOMELESS1 (popsan
niZe) a Vv databazi proteinti sgji nasli celkem Sest gentt (GMTCL1-GmTCL6) kodujicich
proteiny R3 MYB rodiny. Pfi zkoumani jejich nadexprese u transgennich rostlin soji
nebyl zaznamenan zadny vliv na vznik trichomi, u transgennich rostlin A. thaliana
s GMTCL1-GmTCL6 doslo k vyrazné inhibici vzniku trichomt. Je mozné, ze GmTCL
odpovidaji za vznik a vyvoj trichomi i u s6ji, ale mohou byt maskovany epistatickym

efektem jinych gentl, proto nebylo mozné pozorovat jejich projev ve fenotypu.

2.25.1 TCL1a TCL2 a jejich regulace

TCL1 a TCL2 patii mezi dulezité inhibitory vzniku trichomi pfedevsim na stonku
kvétenstvi a byly také nalezeny v listové razici. Pfi jejich nadexpresi dochazi

az K aplnému potla¢eni vzniku trichomu. (Wang et al., 2007)
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Vadde et al. (2019) predpokladali, ze diky pfitomnosti TCL1 a TCL2 v listech by
mohly byt tyto transkripéni faktory regulovany rodinou transkripénich faktorti TCP, které
se nachazi v listech béhem jejich morfogeneze. V mladych listech TCP reguluji velikost
a tvar listu (Palatnik et al., 2003), prodluzovani bunék hypokotylu (Challa et al., 2016)
a vétveni trichomu. (Vadde et al., 2018)

Jeden z TCP transkripénich faktorti, TCP4, dokaze piimo aktivovat transkripci TCL1
a TCL2 tak, Ze se navaze v jejich upstream regulaéni oblasti a stimuluje jejich expresi
(Obr. 8). (Vadde et al., 2019)

Obr. 8 Schéma regulace TCL1, 2 pomoci TCP4. TCP4 se vaze na upstream regulacni oblast TCL
a aktivuje jejich transkripci. TCL se nasledné vaze na GL1, ¢imZ znemozni navazédni GL1

.....

z Vadde et al., 2019)
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2.2.6 Orthologni gen CPR5
CPR5, znamy také pod nazvem HYS1, je gen rostliny Arabidopsis thaliana kodujici

membranovy protein, ktery hraje roli pifi odpovédi rostliny na patogeny, proliferaci
bunky, ristu a smrti buniky (Perazza et al., 2011; Kirik et al., 2001).

Campbell et al. (2019) vyuzili neutronového zafeni pro vneseni nové mutace
do genomu za Gc¢elem ziskani fenotypu s kratkymi trichomy a mohli tak dale najit gen
zodpovédny za tento fenotyp. Genom mutantnich rostlin byl nasledné mapovan pomoci
¢ipu SoySNP6k (Song et al., 2013) obsahujicim 755 genti z genomu s6ji ziskanych
z referencéni rostliny Williams 82 a2.v1, diky ¢emuz byly nalezeny delece zptisobené
0zafenim v genomu pozorovanych rostlin. Kandidatnim genem, jehoz ztrata funkce by
mohla zptuisobovat kratké trichomy, byl pfedpovézen gen nachazejici se na chromozomu
6 — Glyma.06g145800, ortholog genu CPR5 A. thaliana. (Campbell et al., 2019)

Pro ovéfeni, zda dany gen skute¢né ovliviiuje riist trichomti, byla provedena metoda
CRISPR/Cas9. Jedna se o metodu genového inZenyrstvi, diky které je mozné modifikovat
konkrétni geny u téméi jakéhokoliv organismu. (Cong et al., 2013).

Campbell et al. (2019) za pomoci CRISPR/Cas9 ovétili, ze gen Glyma.06g145800

(nazvany GMCPRS5) se podili na spravném rustu a vyvoji trichomil u soji.

2.3 Protein podilejici se na prenosu lipidia 1 (LTP1)

Pfedmétem této bakalatské prace je gen Glyma.09G278000 (Obr. 9), ktery byl na zakladé
podobnosti s geny A. thaliana anotovan jako gen kodujici nespecificky protein podilejici
se na prenosu lipida 1 (LTP1) rodiny LTP (databaze SoyBase) a jeho 3D struktura byla
predikovana pomoci webové aplikace Phyre2 (Obr. 10). Podle databaze SoyBase by také
tento gen mohl byt inhibitorem proteas nebo proteinem, ktery se vyskytuje ve vyvijejicim
se seminku a slouzi jako zdsoba uhliku, dusiku a siry (Krishnan a Coe, 2001).

Mutace genu Glyma.09G278000 by mohla zptsobovat variety s fenotypem
bez trichomd, jelikoz Dbyla asociovana pomoci metody GWAS-to-Genes
(Skrabigova et al., 2020). Tato mutace byla identifikovana u variety bez trichomi
USB-251 (Pl 548178), jediné variety bez trichomt s celosekvenovanym genomem.
V porovnani s referencni sekvenci genomu kultivaru so6ji Williams 82 a2.vl
se na chromosomu 9 na nukleotidu 49336581 nachazi mutace GCC>ACC, ktera

zpusobuje zaménu aminokyseliny alaninu na threonin (A25T).
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ACCACATTCCAAAACACAAACACATACATTGTAGTATCACTTTTGTCTCGGAATTTGTTCTTTTGAGT TATGGCAAGCTTAAAGGT TGCATGTGTGGTTT
TGATGTGCATGGCTGTGATGAGTGCACCAATGATGGTGCAAGCCGTGTCATGCAATGATGT TTCTGTGAACCTAGCACCGTGCCTATCTTACCTGATGCA
GGGTGGAGATGTTCCAGAATCGTGCTGTAGCGGAGTGAGGAACATTCTGGGTTCTGCCAGCACCACCTTTGACAAACAAACCGTGTGCAAATGTCTTCAG
CAAGCTGCTAATAACTATGGCATCAACGACGAATACGCTCAGGCACTCCCCGCCCGCTGCAATGTCAGCGTCCCT TACAAGATCAGCCGATCCACCAACT
GCGACTCGTACGTTATTTTTTTCTTATAAAACAT TAAAATTACTGACGAAATAATTTATATGTAATT T TAAAAAACATATCACTAAAATTCAGTGACACC
AGAATTAGTGAAAGAAAAACAATTTTTTTCTCACCAAATCAACATTCTTGAATTTTTCACTTCATAATGCATGTAGTAACCAGCAAAGCTATATTGGTAC
CTATAACTACCTTTTACCAARAGTGTTACGTATGAATGATTTTAACTTTTAATTGAGATGTCTTTGGATTACAATTACATCTAACTTAATCCACGTTAAA
ATCAATTTACCATTCTCATGAGTTTTCGGTTTGTCAGATTGAAATTTGTAATATTACATTTTAATGTATTTTCAGTGCCTATCCAAACACAATCTAAGCA
ATCGGGTATAAGTACACAAAGAGAAGAGGC TAAAATAACCATATATAATCTTCGTATAATTCAAATTATTTATATTTTTCGCTCTTGTGATAGAATTATT
ATCTGTATATAAACGTTTATTAGCTGTGT TAAGAGAGAAAAACAATAGTGACAGATCGAAAATGGTGATTATATGT TGAACTTCGCGTGCTTGTTTTTTG
TAATGTTGCAGCATCAAGTTCTAAAGGAGCGGGTAGCT TTGCCAATTTCTTCCGCGGGATAATGAGGCAACGTATGCTGTAACACTTGTTATCGTTATCA
TTAAAATAAAAGAAAGCGAGTGTGACTCGGGTTCCACTCATGTGAGCCTGTTATTGTATTAGTTTCTGTTTCAGATACTCTCTAGTCTTTIGTTGTTTCGG
TGTGATTAAATGTATCTTAGTTGATTGTTGCTCGCAACAATTAATCACGTATTTGATATAATAATTCCAAGCTACTTTGATTGT TGCATACCTTGTTCTC
AAATCGTGTTATTTTATTTTCCAATATATT TAGCTTATAAGAAAAAAAAAATCAATTCTACTTTCATTTT

C
ATGGCAAGCTTAAAGGTTGCATGTGTGGTTTTGATGTGCATGGCTGTGATGAGTGCACCAATGATGGTGCAAG
CCGTGTCATGCAATGATGTTTCTGTGAACCTAGCACCGTGCCTATCTTACCTGATGCAGGGTGGAGATGTTCCA
GAATCGTGCTGTAGCGGAGTGAGGAACATTCTGGGTTCTGCCAGCACCACCTTTGACAAACAAACCGTGTGCA
AATGTCTTCAGCAAGCTGCTAATAACTATGGCATCAACGACGAATACGCTCAGGCACTCCCCGCCCGCTGCAAT
GTCAGCGTCCCTTACAAGATCAGCCGATCCACCAACTGCGACTCCATCAAGTTCTAA

Obr. 9 A: Schéma genu Glyma.09G278000. Cervené je zobrazena nepiekladana 5° oblast
(5’ UTR), oranzové 3’ neptekladana oblast (3° UTR), 2 modré ramecky oznacuji exony (protein
kodujici oblast genu) a oblast mezi nimi je intron. (Pfevzato z SoyKB: Soybean Knowledge
Base)B: Sekvence genu, prvni ¢ast (zelené zvyraznéni) je nepiekladana 5” oblast (5> UTR), modie
(tmaveé 1. exon, svétle 2. exon) je zvyraznéna kodujici oblast genu, bile je zobrazen intron, fialové
je zvyraznéna 3’ neptekladana oblast (3° UTR). C: Kodujici oblast genu (Coding Sequece, CDS),
¢ervené je zobrazeno misto, kde mutaci guaninu za adenin dochazi k zaméné alaninu za threonin.
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Obr. 10 Schéma piredpovézené 3D struktury proteinu podilejiciho se na pienosu lipida 1 (LTP1)
kodovaného genem Glyma.09G278000. Predikce pomoci webové aplikace Phyre2 (Protein
Homology/analogy Recognition Engine V 2.0, Kelley LA et al., 2015)

LTP jsou proteiny vyssich rostlin, u jednotlivych rostlin vykazuji podobné vlastnosti.
Jsou to rozpustné, bazické molekuly velké ptiblizn¢ 9 kDa. Maji vysoky izoelektricky
bod a jsou schopny vazat mastné kyseliny a pienaset fosfolipidy pfes membrany in vitro.
(Kader, 1975; Arondel a Kader, 1990)

Puvodné bylo predpokladano, ze se LTP nachazi v cytoplazmé (Arondel
a Kader, 1990), ovsem Thoma et al. (1993) lokalizovali LTP v bun&né sténé a kutikule
vSech typt bunék. U A. thaliana byl LTP nalezen ve vSech buiikach epidermis: v kvétech,
listech, stonku a fapiku; v bunkach epidermis kofene je také piitomen, ale v nizsi
koncentraci. V pozdgjsich studiich byl tento protein lokalizovan jak v bunééné sténé, tak
Vv cytoplazmé. Intracelularné se protein nachazi pobliZe endoplazmatického retikula, dale
ve vakuolach a vezikulach, coz naznacuje mozZnost, Ze tyto proteiny jsou transportovany
vné buiiky pravé pomoci vezikul. (Potocka et al., 2012)

Bernhard et al. (1991) dale objevili signalni sekvenci LTP o velikosti
26 aminokyselinovych zbytk, ktera se ve finalnim proteinu nevyskytuje, coz je vlastnost
piislusici pravé membranovym proteinim a sekre¢nim proteinim.

Diky jejich zapojeni do signalnich drah se LTP uplatiiuji i v obrané a odpovédi rostliny
na ruzné patogeny (Maldonado et al., 2002; Sarowar et al., 2009), pii adaptaci rostliny
na stresové podminky, napf. pii nedostatku vody (Cameron et al., 2006), pii vysokych

koncentracich kyseliny abscisové, salicylové a soli (Kim et al., 2006).
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Jeden z nespecifickych LTP, AtLtpl-41, je kliCovy pro rlst nadort zpisobovanych
Agrobacterium tumefaciens u A. thaliana, jelikoz usnadnuje pienos mastnych kyselin
S dlouhym fetézcem pies membranu a podili se tak na formovani suberinu, latky podobné
vosku, ktery chrani nadory a =zabranuje ztratam vody. (Deeken et al., 2016;
Efetova et al., 2007).

LTP1 také hraje dulezitou roli pfi ethylenové signalizaci — dokaze interagovat s jednim
zZ pozitivnich regulatortt (RTE1) receptoru pro ethylen, jednoho z fytohormond, ktery je
u rostlin zapojen do riiznych procesti béhem jejich ristu a vyvoje. Samotny ethylen nebo
jeho prekurzor, ACC (1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina), u etiolizovanych
kli¢icich rostlin zptsobuje inhibici rdstu hypokotylu, prodluzovani kotfene, zvétSeny
apikalni hacek a silngjsi hypokotyl a koten. Rostliny s inaktivovanym genem kodujicim
LTP1 vykazuji mnohem vétsi senzitivitu viici ACC neZ rostliny normalné funkénim
LTP1. (Wang et al., 2016)

I presto, ze Glyma.09G278000 byl diky podobnosti oznac¢en za LTP1, je také mozné
polemizovat nad jeho podobnosti s LTP6 A. thaliana, ktery je specificky exprimovan
Vv trichomech mladych listd (Chae et al., 2010).

2.4 Whatman® FTA® karty
Whatman® FTA® Karty slouzi k rychlému a efektivnimu zachyceni nukleovych kyselin

a jejich naslednému skladovéani. Karty mohou byt skladovany pii pokojové teploté
po dobu nékolika let, aniz by doslo k poSkozeni zachycené DNA. FTA karty jsou
impregnovany chemikaliemi (spolenost vyrabéjici FTA karty, GE Healthcare,
nezvetejiiuje pouzité chemikalie), které zpusobuji lyzi bunék a denaturaci protein.
Nukleovée kyseliny jsou tak zachyceny a imobilizovany na karté, jsou chranény pred UV
zafenim, nukleasami, oxidaci, poSkozenim mikroorganismy.
(de Vargas Wolfgramm et al., 2008)

Po zachyceni vzorku DNA (napf. krev, sliny, pletivo rostlin) jsou karty ponechany
pii pokojové teploté, aby doSlo k zaschnuti vzorku a nasledné mohou byt uchovany,
pfepraveny nebo zpracovany. Pii vyuziti vzorkil pro PCR je z karet vyfiznut maly disk
se vzorkem a je promyt v mikrozkumavce dvéma pufry — FTA ¢isticim ¢inidlem, které
muze byt nahrazeno TENT pufrem (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, 12 mM NacCl, 2,5%
Triton X-100, pH 8) a TE pufrem (10 mM Tris-Cl, 0,1 mM EDTA, pH 8). Po uschnuti
jsou k disku pridany roztoky pro PCR a provedena samotna PCR. (Thompson a Hrabak,
2018)
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2.5 Endpoint PCR

Polymerasova fetézova reakce (PCR) je metoda, ktera se vyuziva k amplifikaci
(vytvoreni mnoha kopii) fragmentu DNA. Pro provedeni PCR je potieba templat DNA
(fragment DNA pro amplifikaci), termostabilni DNA polymerasa, Ctyfi
deoxyribonukleotidy (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 2 primery (kratké sekvence 0 velikosti
ptiblizné 20 nukleotidd, které jsou komplementarni k nukleotidovym fetézcum v i proti
sméru templatové DNA a funguji jako pocatek syntézy DNA) a pufr pro zachovani
stabilniho pH béhem reakce. (Boyer, 2012)

Pii endpoint PCR dochazi pouze k amplifikaci genu a nasledné¢ je nutné provést

elektroforézu pro analyzu produktu. (Schmittgen et al., 2000)

2.5.1 Jednotlivé kroky PCR

PCR probihda v mnoha cyklech, kdy kazdy z cykld sestava ze tii fazi — denaturace,

annealing a elongace.

.....

.....

zvySuje se tak jeji zivotnost. (Simon et al., 1990)

Prvnim krokem je denaturace, probiha obvykle za teplot cca 95 °C po dobu
15 s az jedné minuty. Vysoka teplota zplsobi rozpad vodikovych vazeb mezi vlakny
DNA a vlakna se oddéli.

V druhém kroku je teplota snizena na piiblizné¢ 37-55 °C, coZ umoziuje nasednuti
primeri na 3° konce vlaken DNA dle komplementarity bazi. Simon et al. (1990) uvadi
mozné pouziti az 72 °C pfi annealing fazi. VEétsi teploty zajisti vEétsi specifitu primera
a snizi moznost navazani na Spatny region DNA. Do reak¢ni smési se pfidava nadbytek
primert, aby byla podpofena hybridizace a nedoslo k opétovnému spojeni jednotlivych
vldken DNA.

Ttetim krokem je elongace, kdy dochazi k syntéze novych, komplementarnich vlaken
DNA. Reakce je katalyzovana enzymem DNA polymerasa, ktery zajistuje pfidavani
jednotlivych nukleotidii k primeriim na zédkladé komplementarity s plivodnim vlaknem.
Teplota pfi této fazi je zvySena na 72 °C a obvykle probihd po dobu 30 s.

Dané tii kroky jsou opakovany v nékolika cyklech (obvykly pocet cykla je 20-30)

anazavér je provedena finalni elongace, ktera trva pfiblizné¢ 5 minut a umoziluje
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dokonceni syntézy nekompletnich amplikonti. (Lorenz, 2012; Boyer, 2012; Mullis et al.,
1986)

2.6 Agarasova elektroforéza

Elektroforéza je analyticka metoda, kterda umoziiuje zkoumat pohyb nabitych molekul
Vv elektrickém poli a jejich separaci. Pro separaci proteinti a nukleovych kyselin se nejvice
vyuzivaji gely tvofené makromolekularnimi latkami, napi. agarosou. (Boyer, 2012)

Gel je ptipraven rozpusténim agarosy v zahtatém elektroforetickém pufru. Nejcastéji
se piipravuji gely s obsahem agarosy 0,5-2 %. Po jeho ztuhnuti jsou do jamek,
piipravenych hiebinkem, napipetovany vzorky a gel je vlozen do elektroforetické cely
aptidan pufr. Pro vizualizaci nukleovych kyselin se pouziva barvivo
(napt. ethidiumbromid, GelRed a GelGreen), do kterého muze byt gel ponofen
po probéhnuti elektroforézy nebo muze byt barvivo ptidano do samotného gelu. Migrace
nukleovych kyselin v agarasovém gelu zavisi na procentualnim obsahu agarosy v gelu,
na ptridanych barvivech, na velikosti a konformaci fragmentu DNA a na pouzitém napéti.

(Boyer, 2012; Aaij a Borst, 1972)

2.7 Sangerova metoda sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA slouzi ke zjisténi poradi nukleotidii ve vlakné DNA. Pro ucely této
bakalaiské prace byla vyuzita Sangerova metoda sekvenovani DNA, ktera K terminaci
fetézce vyuziva dideoxyribonukleotidi (ddNTP).

V reakéni smési jsou kromé ddNTP pritomny také jednotlivé deoxyribonukleotidy
(dNTP), DNA polymerasa a primery. Po navazani primerti na templat DNA polymerasa
syntetizuje nové vlakno piridavanim dalSich ANTP dokud nedojde k ptfidani ddNTP.
Jelikoz dANTP neobsahuji ani jednu hydroxy skupinu, neni moZné navazani dalSiho
nukleotidu, proto dojde k ukonéeni fetézce. Vysledkem reakce jsou ruzné dlouhé
oligonukleotidové ftetézce, liSici se velikostné jednim nukleotidem, které jsou poté
analyzovany pomoci PAGE (elektroforéza na polyakrylamidovém gelu) nebo kapildrni
gelové elektroforézy. Fragmenty jsou znadeny chemiluminiscenéné nebo 32P.

(Boyer, 2012; Sanger et al., 1977; Dovichi, 1997)

2.8 Metoda asociace fenotypu na genotyp (GWAS)

GWAS je statisticka analyza vyuzivajici se k detekci asociace mezi genetickou

variabilitou a fenotypy zkoumaného znaku v populaci. Nejcastéji se pouziva za ticelem
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identifikace jednonukleotidovych polymorfismi (SNPs), které vznikaji mutaci jednoho
nukleotidu a mizou byt zodpoveédné za variabilitu ve funkénosti proteinti podminujici
urcity fenotyp.

V této bakalaiské praci bylo pracovano s daty z celogenomového sekvenovani (WGS,
whole-genome sequencing), coz znamena, ze pokud se v genomu nachazi SNP, je mozno
jej diky sekvenovani nalézt.

Pomoci této metody jiz byly asociovany SNP s n¢kolika lidskymi chorobami, napf.
diabetes Il. typu, Parkinsonova choroba, revmatoidni artritida, schizofrenie, ale vyuziva
se 1 u rostlin pro hledani gent zptsobujicich rizné fenotypové varianty. (Farrell, 2017;
Visscher et al., 2017) U s6ji bylo touto metodou identifikovano mnoho fenotypu
agronomicky dulezitych znakt (napiiklad Bandillo et al., 2017; Yanget al., 2020;
Zeng et al., 2017).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Pouzité chemikalie
e Ethylendiamintetraoctova kyselina (Fluka, Ceska republika)
e Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)
e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2 Pouzité pristroje a vybaveni
e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
e Analytické vahy (Sartorius, Némecko)
e Digitalni pH metr (InoLab, Némecko)
e Elektroforeticka cela (Bio-Rad USA)
e Elektromagnetickd michacka (Biosan, Loty$sko)
e Gel Doc EZ systém (BioRad, Némecko)
e Chlazena centrifuga 5424 R (Eppendorf, Némecko)
e Mikrodestickovy spektrofotometricky reader Synergy H1 (Biotek, USA)
e Mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko)
e Predvazky (KERN, Némecko)
e Stereomikroskop STMPRO (BEL Engineering, Italie)
e Vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko)

3.1.3 Pouzité roztoky
e Tris-acetat-EDTA (TAE) pufr (0,04 M Tris-kyselina octova, 0,001 M EDTA,
pH 8,3).
e TENT pufr (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, 12 mM NacCl, 2,5% Triton X-100,
pH 8)
e TE pufr (10 mM Tris-Cl, 0,1 mM EDTA, pH 8)

3.1.4 Reagencie pro molekularni biologii

e 5mM dNTP (Thermo Scientific, USA)
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e Barvivo GelRed® (Biotinum, USA)

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

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

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

¢ NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Némecko)

e Primery Gm09G278000fw a Gm09G278000fw (Sigma-Aldrich, USA)

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

e Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Systém (Promega, USA)

3.1.5 Pouzity biologicky material
Pii experimentech bylo pouzivano 147 variet soji lustinaté (Glycine max (L.) Merr.)
z kolekce USDA Soybean Germplasm Collection (GRIN, Urbana, IL), pficemz 56 variet
bylo v databazi uvedeno jako variety bez trichomt a 91 variet s trichomy. Seminka vSech
variet byla vysazena do kvétinacu se standardnim vysevnym substratem a kultivovana
ve fytotronu pfi intenzité osvétleni 16 hodin pii 24 °C/25 °C a 8 hodin ve tmé pii 18 °C.
Rostliny byly zalévany 3x do tydne po dobu dvou tydntl, nasledn¢ byly odebrany
vzorky DNA pomoci Whatman® FTA® Karet a rostliny byly pfeneseny do laboratofe,
kde byly dale kultivovany za standardnich laboratornich podminek a dale pouzity

pro dalsi experimenty.
3.2 Experimentalni metody

3.2.1 Pozorovani trichomiu

U variet bez trichomt (24 dni po vysevu) byla nejprve odstranéna kutikula listu pomoci
lepici pasky, poté byl list pozorovan pod mikroskopem Olympus BX50 s digitalni
kamerou DP-70 za ucelem zjisténi, zda se pod kutikulou nachazi malé trichomy. Byly
pouzity objektivy 10x a 20x, vysledné zvétSeni 100x a 200x. Za pomoci softwaru DP
Controller v. 2.3.1 (Olympus Optical, Japonsko) byly potizeny fotografie.

Dale byl také ovéfen fenotyp u variet strichomy a pozorovana hustota trichomt.
Informace byly zaznamendny do tabulky a srovnany s fenotypy uvedenymi v databazi
U.S. National Plant Germplasm System. Nasledné byl fenotyp ovéfen za vyuziti
stereomikroskopu STMPRO s digitalni kamerou, zvétSeni 25x. Za pomoci software

Wavelmage (BEL Engineering, Italie) byly pofizeny fotografie a posléze urcena
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primérna délka trichomt jednotlivych kultivar pomoci méfitka. Na zakladé zjisténého
fenotypu variet s trichomy bude v dalsi praci provedena GWAS analyza za Gcelem

identifikace kandidatnich gent.

3.2.2 Sbér vzorki DNA
Ke sbéru DNA byly pouzity FTA karty. Od vSech kultivara séji byl odebran list a byl

vloZen na filtra¢ni papir v FTA karté tak, aby spodni strana listu smétovala nahoru. Karta
byla uzaviena a bylo na ni z horni strany pfitlaCeno, aby biologicky material piesel
do filtra¢niho papiru. Zbytek listu byl odstranén za pomoci pinzety, ktera byla mezi
jednotlivymi odbéry ocisténa, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkl. Ziskané vzorky byly
poté ponechany uschnout a byly skladovany v papirovych saccich po celou dobu

experimentu pfi teploté ptiblizne 22 °C.

3.2.3 Priprava vzorki pro endpoint PCR

Z FTA Karet byl skalpelem vyfiznut disk o praméru pfiblizné¢ 1 mm. Disk byl vloZzen
do mikrozkumavky a za pomoci automatické pipety byl promyt 3x 100 ul TENT pufru
a 2x 100 ul TE pufru, pficemz po kazdém promyti byl pouzity roztok vylit do odpadu.

Disk byl nasledné ponechan v digestoti schnout po dobu 30 minut az jedné hodiny.

3.2.4 Endpoint PCR

K suchému disku v mikrozkumavce byly piidany roztoky pro endpoint PCR pro

amplifikaci genu Glyma.09G278000 (oc¢ekavana délka produktu PCR dana pouzitymi

primery — 1072 bp) podle tabulky 2, pouzité primery jsou uvedeny v tabulce 1.

Na obrazku 11 je zobrazeno schéma genu s vyznacenymi misty, kde nasedaji primery.
Ptipravend reak¢ni smés v mikrozkumavkach byla vlozena do pfistroje, na kterém

byly nastaveny parametry uvedené v tabulce 3 a byla spuSténa reakce. Pocet cyklit PCR
byl 30.
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Tab. 1 Primery pouzité pii PCR, jejich sekvence, teplota tani (Tm), délka primeru (NTP) a obsah

guaninu a cytosinu (GC)

Primer Sekvence (5°— 37)

Tm (°C) Délka (NTP)  Obsah GC (%)

Gm09G278000fw  CCACATTCCAAAA

CACAAACACATA
Gm09G278000rev  ACGTTGCCTCATT

ATCCCGC

58,95

60,81

25 36,00

20 55,00

Tab. 2 Objemy jednotlivych roztokl pouzitych v reakéni smési pro endpoint PCR

Roztok Objem (ul) Vysledna koncentrace
iProof High-Fidelity pufr 10 1x

Mix dNTP 2 200 uM (kazdy ANTP)
Fw primer 1 0,5 uM

Rev primer 1 0,5 uM

Sterilni diH20O 35,75

iProof High-Fidelity DNA polymerasa 0,25 0,02 U/ul

Celkovy objem 50
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46136991

5'UTR

B
ACCACATTCCAAAACACAAACACATACATTGTAGTATCACTTTTGTCTCGGAATTTGTTCTTTTGAGTTAT
GGCAAGCTTAAAGGTTGCATGTGTGGTTTTGATGTGCATGGCTGTGATGAGTGCACCAATGATGGTGCAAG
CCGTGTCATGCAATGATGTTTCTGTGAACCTAGCACCGTGCCTATCTTACCTGATGCAGGGTGGAGATGTT
CCAGAATCGTGCTGTAGCGGAGTGAGGAACATTCTGGGTTCTGCCAGCACCACCTTTGACAAACARACCGT
GTGCAAATGTCTTCAGCAAGCTGCTAATAACTATGGCATCAACGACGAATACGCTCAGGCACTCCCCGCCC
GCTGCAATGTCAGCGTCCCTTACAAGATCAGCCGATCCACCAACTGCGACTCGTACGTTATTTTTTTCTTA
TAAAACATTAAAATTACTGACGAAATAATTTATATGTAATTTTAAAAAACATATCACTAAAATTCAGTGAC
ACCAGAATTAGTGAAAGAAAAACAATTTTTTTCTCACCAAATCAACATTCTTGAATTTTTCACTTCATAAT
GCATGTAGTAACCAGCAAAGCTATATTGGTACCTATAACTACCTTTTACCAAAAGTGTTACGTATGAATGA
TTTTAACTTTTAATTGAGATGTCTTTGGATTACAATTACATCTAACTTAATCCACGTTAAAATCAATTTAC
CATTCTCATGAGTTTTCGGTTTGTCAGATTGAAATTTGTAATATTACATTTTAATGTATTTTCAGTGCCTA
TCCAAACACAATCTAAGCAATCGGGTATAAGTACACAAAGAGAAGAGGCTAAAATAACCATATATAATCTT
CGTATAATTCARATTATTTATATTTTTCGCTCTTGTGATAGAATTATTATCTGTATATAAACGTTTATTAG
CTGTGTTAAGAGAGAAARAACAATAGTGACAGATCGAAAATGGTGATTATATGTTGAACTTCGCGTGCTTGT
TTTTTGTAATGTTGCAGCATCAAGTTCTARAGGAGCGGGTAGCTTTGCCAATTTCTTCCGCGGGATAATGA
GGCAACGTATGCTGTAACACTTGTTATCGTTATCATTAAAATAAAAGAAAGCGAGTGTGACTCGGGTTCCA
CTCATGTGAGCCTGTTATTGTATTAGTTTCTGTTTCAGATACTCTCTAGTCTTTGTTGTTTCGGTGTGATT
AAATGTATCTTAGTTGATTGTTGCTCGCAACAATTAATCACGTATTTGATATAATAATTCCAAGCTACTTT
GATTGTTGCATACCTTGTTCTCARATCGTGTTATTTTATTTTCCAATATATTTAGCTTATAAGAAARARAR
AATCAATTCTACTTTCATTTT

Obr. 11 Schéma genu Glyma.09G278000. A: Cervené je zobrazena nepiekladana 5° oblast
(5 UTR), oranzové 3’ nepiekladana oblast (3° UTR), 2 modré ramecky oznacuji exony (protein
kodujici oblast genu) a oblast mezi nimi je intron. (Pfevzato z SoyKB: Soybean Knowledge
Base)B: Sekvence genu, prvni ¢ast (zelené zvyraznéni) je nepiekladana 5” oblast (5° UTR), modie
(tmaveé 1. exon, svétle 2. exon) je zvyraznéna kodujici oblast genu, bile je zobrazen intron, fialové
je zvyraznéna 3’ nepiekladand oblast (3° UTR), zluté jsou zvyraznéna mista, kde nasedaji
primery, tuéng¢ ¢ervené je zobrazeno misto mutace.

Tab. 3 Pouzité teploty a Casy pii jednotlivych fazich Endpoint PCR

Faze Teplota (°C) Cas (s) Podet cyklt
Iniciacni denaturace 98 30 1
Denaturace 98 10

Annealing 67 20 30
Elongace 72 30

Finalni elongace 72 300 1

3.2.5 Elektroforéza v agarasovém gelu

Byla provedena elektroforéza v 0,8% agarasovém gelu pro ovéteni amplifikace genu

Glyma.09G278000 (velikost 1072 bp).
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Gel byl ptipraven rozpusténim 0,8 g agarosy ve 100 ml Tris-acetat-EDTA (TAE) pufru
(0,04 M Tris-kyselina octova, 0,001 M EDTA, pH=8,3), pro vytvofeni jamek byl pouzit
hiebinek. Po ztuhnuti byl gel pfenesen do vodivostni cely, ta byla nasledné naplnéna TAE
pufrem a do jamek na gelu byly naneseny vzorky amplifikované DNA smichané
snandSecim pufrem (6Xx DNA Gel Loading Dye) v poméru 5:1 (5 plvzorku
a1 pl nanaseciho pufru). Jako hmotnostni standard byl pouzit GeneRuler 1kb DNA
ladder. Vodivostni cela byla pfipojena ke zdroji napéti a byla zahajena elektroforéza,
ktera probihala po dobu 40 minut pii 80 V.

Po ukonceni elektroforézy byl gel prenesen do barviva GelRed® a ponechan
na tfepacce po dobu 15 minut. Gel byl poté vizualizovan pomoci pfistroje Gel Doc™ EZ

Imager (BioRad) za pouziti programu Image Lab Software.

3.2.6 Precisténi produktu PCR

Pro precisténi amplifikované DNA byly pouzity 2 sety. Prvni set (Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System) byl pouzit na piecisténi 25 vzorkd a po jeho spotiebé byl
pouzivan set Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up. Veskeré roztoky,

kolonky a mikrozkumavky byly soucasti setu. Centrifuga byla nastavena na teplotu -4 °C.

3.2.6.1 Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

K produktu PCR bylo pfidano stejné mnozstvi roztoku Membrane Binding Solution
(MBS). Do mikrozkumavky byla vlozena kolonka se silikditovym nosi¢em a byl do ni
napipetovan PCR produkt s pfidanym roztokem. Smés byla inkubovéna pfi laboratorni
teplot¢ po dobu 1 minuty. Nasledné¢ byla kolonka v mikrozkumavce vlozena
do centrifugy a centrifugovana pti 16 000 g 1 minutu. Filtrat byl z mikrozkumavky odlit
do odpadu. Do kolonky s DNA navézanou na silikatovy nosi¢ bylo poté piidano 700 pl
promyvaciho roztoku Membrane Wash Solution (MWS) a opét byla centrifugovana pti
16 000 g 1 minutu. Filtrat byl vylit, bylo pfiddno 500 pl promyvaciho roztoku
a centrifugovano pii 16 000 g po dobu 5 minut. Filtrat byl opét vylit a byla provedena
posledni centrifugace, aby byly odstranény zbytky promyvaciho roztoku. Kolonka byla
poté prenesena do mikrozkumavky (1,5 ml) a bylo do ni napipetovano 50 pl vody
neobsahujici nukleasu. Po inkubaci trvajici 1 minutu byla provedena centrifugace pfi
16 000 g po dobu 2 minut. Kolonka byla vyhozena a piecistény PCR produkt byl uchovan

v mikrozkumavce.
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3.2.6.2 Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up

Ke kazdému vzorku byl pfidan roztok NT1 ve dvojndsobném mnozstvi. Vzorky
sroztokem byly nasledné¢ prepipetovany do kolonky, kterd byla vlozena
do mikrozkumavky. Byla provedena centrifugace (11 000 g, 30 s), filtrat byl vylit
a do kolonky bylo pfidano 700 ul roztoku NT3 a znovu centrifugovano jako
v pfedchozim kroku. Po wvyliti druhého filtratu byla provedena znovu centrifugace
po dobu 1 minuty, aby doslo k odstranéni zbytktt NT3 roztoku. V dal$im kroku byla
kolonka vloZena do ¢isté mikrozkumavky a bylo do ni napipetovano 15 ul NE pufru.
Po inkubaci po dobu 1 minuty pii laboratorni teploté byla provedena centrifugace
1 minutu (11 000 g), kolonka byla vyhozena a piecistény PCR produkt byl uchovan

v mikrozkumavce.

3.2.7 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA
Pro sekvenaci genu Glyma.09G278000 Sangerovou metodou bylo téeba nejprve urdit
koncentraci DNA ve vzorku. Pro zméfeni koncentrace bylo pouzito mikrodesti¢kového
readeru Synergy H1 a softwaru Gen5 3.06 (Biotek, USA), ve kterém byl zvolen program
kvantifikace nukleovych kyselin pro dvouvlaknovou DNA.

Do jamek na desti¢ce bylo napipetovdno po 1 pl vzorku a byla méfena absorbance

vzorkl proti blanku (destilovana voda).

3.2.8 Sekvenovani Sangerovou metodou

Po zjisténi koncentrace byly vzorky pfipraveny na sekvencovani, které bylo provedeno
firmou SEQme (SEQme s.r.0., Dobii3, Ceska Republika). Bylo odebrano 5 ul vzorku
aptidano 5 pl 5 uM roztoku forward primeru, ptficemz mnoZzstvi PCR produktu v 5 pl
vzorku muselo byt pfiblizné 200 ng. Pokud se mnoZstvi liSilo, byl upraven pomér

vzorek:primer. Takto pfipravené vzorky byly odeslany na sekvenovani.

3.2.9 Analyza vysledkii pomoci programu BioEdit

Sekvence vsech vzorki byly vlozeny do programu BioEdit v. 7.2.5 (Hall et al., 1999)
a porovnany pomoci algoritmu ClustalW (Thompson et al., 1994), ktery sefadil vSechny
sekvence dle podobnosti a diky pouziti referenéni sekvence (kultivar Williams 82 a2.v1)
bylo mozné detekovat mutaci Chr09: 49336581 GCC>ACC (A25T) identifikovanou
u variet s fenotypem bez trichom USB-251 (P1 548178).

Predikovana 3D struktura byla dodana vedouci prace.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Ovéreni fenotypu variet s trichomy
U vybranych variet s trichomy byl ovéfen fenotyp (Obr. 12; Ptiloha 2) a porovnan s tdaji
uvedenymi v databazi GRIN (Obr. 13). U 5 kultivart nebyl v databazi uveden fenotyp,
U vSech péti se vSak povedlo fenotyp experimentalné zjistit. Nebylo mozné ovéfit fenotyp
u 6 kultivart z diivodu, Ze se nepodatilo tyto rostliny vypéstovat ani po opakovaném
nasazeni. Fenotypy vSech kultivarii jsou uvedeny v Ptiloze 1.

V kolekci USDA Soybean Germplasm Collection se nachazi variety, ktery maji
sekvenovany jiz cely genom, tudiz s vyuzitim téchto dat a experimentalné zjisténych
fenotypti bude v ndvaznosti na tuto bakalarskou praci provedena GWAS a budou tak

spravné asociovany regiony v genomu ke spravnym fenotypiim.

I mm °

I mm

Obr. 12 Fenotypy trichoml. A: vzptimeny fenotyp, B: Castecné prilehly fenotyp, C: ptilehly
fenotyp, D: kratké trichomy. ZvétSeni 25x. Fotografie vSech variet jsou uvedeny v Ptiloze 2.
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Obr. 13 Grafické porovnani fenotypti uvedenych v databazi (GRIN) a experimentalné zjisténych
fenotypu (EXP). A: vzptimené trichomy, B: pfilehlé trichomy, C: ¢asteéné piilehlé trichomy, D:
nebyl zjistén fenotyp.

V kategorii variet se vzpiimenymi trichomy bylo Spatné charakterizovano 22,2%
variet, pro kategorii variet s pfilehlymi trichomy byl procentualni podil Spatné
charakterizovanych variet také 22,2%. Pro kategorii s ¢astecné pfilehlymi trichomy bylo
Spatné charakterizovano 44,4%, coz je skoro polovina pozorovanych variet. Tato
skutecnost miiZe byt dana tim, ze ¢astecné prilehly fenotyp je Casto zaméiovan za fenotyp
vzptimeny nebo prilehly. Chyby v charakterizaci fenotypu pak mély nejspis za nasledek
chyby v asociaci, které byly doposud provedeny a u kterych byly pouzity informace pravé
z databaze GRIN (Bandillo et al., 2017).

Alely, které jsou momentalné asociované se sklonem trichomi se nachazi
nachromosomu 12 (alela Pal/pal) a na chromosomu 13 (alela Pa2/pa2)
(Bandillo et al., 2017; Gilbert, 2017).

4.2 Délka trichomi

Primérna délka trichomt u kultivard s pfilehlymi trichomy byla 0,53+0,14 mm,
u ¢astecné piilehlého fenotypu 0,52+0,14 mm a u vzptimeného fenotypu 0,65+0,22 mm.
Nejdelsi trichomy byly pozorovany u kultivaru Pl 548520 se vzpiimenym typem
trichomt, jejichz délka byla v priméru 1,6 mm. Naopak nejkratsi trichomy byly

pozorovany u kKultivaru Pl 342434 s ¢astecné prilehlym typem trichomd. Obecné byly
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krat$i trichomy pozorovany u pfilehlého a castecné pfiilehlého fenotypu. Pro lepsi
zobrazeni zastoupeni délek trichomii byl vytvoten krabicovy graf (Obr. 14) Kromé délky
trichomi byla dale pozorovana jejich hustota (husty, normalni a fidky porost trichomi),

tato pozorovani spolu s délkami trichomt pro kazdou varietu jsou uvedeny v Ptiloze 1.

1800
1600 °
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400
°
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délka trichomu (um)
[ ]
[ ]
[ ]

fenotypy

WA Bsa BE

Obr. 14 Krabicovy graf zobrazujici délku trichomt u variet s trichomy pro pfilehlé trichomy (A),
castecné prilehlé trichomy (SA) a vzpiimené trichomy (E). Kiizek v grafu zna¢i primérnou
hodnotu, ¢ara stfedni hodnotu, samostatné body jsou odlehlé hodnoty.
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4.3 Pozorovani kratkych trichomii u variet s fenotypem bez trichomii
Pod mikroskopem byly u 35 variet ptivodné oznacenych jako bez trichoma pozorovany
velmi kratké trichomy (velikost pfiblizn€ 0,1 mm — vzorek ¢. 36, PI 547502), které byly
tvofeny 1-2 buitkami a pouhym okem byly sotva viditelné (Obr. 15).

Campbell et al. (2019) nalezli na chromosomu 6 gen GmCPRS5, ktery se podili
na spravném rastu a vyvoji trichoml u sdji a pfi jeho mutaci mély rostliny fenotyp
s kratkymi trichomy. Tato mutace byla vSak do genomu vnesena ozarenim a nevyskytuje
se u pfirozenych variet.

Singh et al. (1971) pozorovali u variety s fenotypem bez trichomii USB-251
(P1548178), ktery byl pfipraven uméle mutagenezi, ,,pahyly®, které byly tvoteny 1-7
stejn¢ velkymi bunkami, po Case ale tyto trichomy odpadly. Zaroven také pozorovali
pubertalni typ trichomi, které odpadaji pozdé¢ji a jsou delsi nez ,,pahyly*” u variet
bez trichomul.

V této bakalarské praci vSak byly pozorovany veSkeré mozné pfirozené variety
puvodné oznacené jako variety bez trichomu. Kratké trichomy, které byly pozorovany
u 35 variet pitvodné oznacenych jako bez trichomi, se podobaly spiSe prave pubertalnimu
typu trichomu, které pozorovali Singh et al., (1971). Jelikoz byl tento fenotyp pozorovan
na vice varietach, neni mozné, ze by doslo k omylu. U variety USB-251 (Pl 548178)
nebyly v této bakalaiské praci experimentalné pozorované zadné trichomy, je tedy
mozné, ze v dob¢ pozorovani jiz doslo k jejich odpadnuti, coz mohl byt 1 ptipad zbylych
variet, u kterych zadné trichomy pozorovany nebyly. Na druhou stranu, tato pozorovani
byla provadéna u mladych rostlin, u kterych by se trichomy v této dobé¢ stale jeste
vyskytovat mély, otdzkou tedy je, jak brzy tyto trichomy odpadaji, pokud viibec vyrostou.

Rostliny nebyly kultivovany az do doby jejich kveteni, je proto mozné, ze pozdé&ji
mohlo dojit k odpadnuti trichomti i u variet, u kterych byly kratké trichomy pozorovany.

62,5% procent z variet, které byly oznaceny za variety bez trichomtl, tak ve skute¢nosti
trichomy mély atoto nespravné zarazeni mohlo mit za nasledek chyby v asociaci
pomoci GWAS (Bandillo et al., 2017; Yang et al., 2020; Zenget al., 2017). Krom¢
USB-251 nebyla doposud sekvenovana zadna z variet bez trichomd, jejich sekvenovani
je vSak v ptipravé a v budoucnu bude provedena asociace pomoci GWAS s nove

charakterizovanymi fenotypy.

39



Obr. 15 Detail kratkych trichom@ pod mikroskopem. A: pozorovani dvou bunék, pouzité zvétSeni
200x. (Varieta ¢. 40, PI 547738) B: Pozorovani jedné bunky, pouzité zvétseni 100x a 200x.
(Varieta ¢. 22, Pl 437733)
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4.4 Ovéreni amplifikace ¢asti genu Glyma.09G278000

Pro ovéfeni identifikované mutace u variety bez trichomi USB-251 (Pl 548178) a také
U ostatnich variet s fenotypem bez trichomil bylo tieba nejprve amplifikovat oblast genu
obsahujici mutaci. Byla provedena PCR a vzorky byly analyzovany pomoci elektroforézy
na agarasovém gelu. Podle vysledki elektroforézy odpovidaly amplifikované fragmenty
jednotlivych variet bez trichoma ocekavané velikosti PCR produktu dané pouzitymi
primery (cca 1000 bp) (Obr. 16).

Amplifikované fragmenty jednotlivych variet bez trichomli méli podle vysledku
elektroforézy stejnou velikost, stejné jako pozitivni kontrola s normalni délkou trichomt
(varieta ¢. 79, FC 33243), z ¢ehoz vyplyva, Ze u variet bez trichomt nedoslo v této oblasti
genu k vétsim insercim nebo delecim. Variety, se kterymi bylo pracovano, pochazeli
zriznych geografickych mist (viz Ptiloha 1: Tab. 2), existovala tedy moznost,
ze pii jejich zdomacnovani se mohlo vytvofit a zafixovat vice riznych mutaci
zpisobujicich dany fenotyp.

DNS I : % 10 1112 13 15 16 17 18 19 20

ladder

26 27 28 29 30 31 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 |a5| 48

€ goe TBS

Obr. 16 Vysledek elektroforézy na agarasovém gelu pro 39 vzorkl variet bez trichomd.
U standardu (DNA ladder) jsou vyznaceny velikosti jednotlivych fragmenti DNA, &isly jsou
oznaéeny jednotlivé vzorky (pfislusna PI &isla vzorkd jsou uvedena v Piiloze 1). V Eerveném
ramecku (vzorek ¢. 45) je vyznaden vysledek pro varietu bez trichomi USB-251 (Pl 548178).
Vzorky, u kterych nebyly pozorovany kratké trichomy: 1, 2, 3,4,5,7,8,9, 10, 13, 16, 18, 34, 41,
48. U ostatnich vzorkl byly experimentalné pozorovany kratké trichomy. NK znaci negativni
kontrolu (namisto gDNA byla pouzita voda) a PK pozitivni kontrolu (varieta ¢. 79 s normalni
délkou trichomt, FC 33243)
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4.5 Koncentrace vzorki

Vzorky byly nasledné piecistény od PCR reagencii pomoci kiti Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up Systém a Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up a byla
zméfena koncentrace pomoci mikrodestickového readeru. Koncentraci bylo nutno znat
pro piipravu roztokt k sekvenovani.

Mezni koncentrace pro PCR produkt o velikosti>1000 bp byla 200 ng v celkovém
objemu 10 pl, primérna koncentrace naméfend pomoci mikrodesti¢kového readeru byla
55,77 ng/ul. Po natedéni vzorkli odpovidajicim mnozstvi forward primeru byly vzorky

sekvenovany u firmy SEQme.

4.6 Sekvenace genu Glyma.09G278000

Pro potvrzeni mutace GCC>ACC (A25T) genu Glyma.09G278000 na chromosomu 9
bylo tfeba provést sekvenovani, které zajistila firma SEQme z poskytnutych PCR
produktii. U 48 z 56 vzorkt s6ji (Obr. 17, Obr. 18) byla potvrzena piepokladana mutace
GCC>ACC na 25. kodonu genu Glyma.09G278000, ktera byla jiz v ptedchozich studiich
nalezena u variety sdji bez trichomti USB-251 (P1 548178). U ostatnich kultivari nebyly
vysledky sekvenace piesné, a proto se nedalo s jistotou fici, Ze u téchto rostlin doslo
k mutaci. Tyto variety vSak byly sekvenovany opakované nad ramec této prace a byla
u nich potvrzena pritomnost stejné mutace.

Bandillo et al. (2017) nalezli pomoci metody GWAS mozZznou mutaci (SNP)
na chromosomu 9, ktera korespondovala s umisténim alely P1/p1, kterou Bernard a Singh
(1969) oznacili za alelu zpuasobujici variety s fenotypem bez trichomu. Pfi porovnani
vysledkl sekvenovani nebyla nalezena Zadna jina mutace (SNP), kterd by se vyskytovala
u vice variet. D4 se tak s jistotou fici, Ze tato mutace GCC>ACC (A25T) je odpovédna
za variety s fenotypem bez trichomt, otazkou ov§em zustava, jakym zptisobem dochazi
K inhibici ristu trichomt.

Po mutaci se v peptidickém fetézci se namisto alaninu nachazi threonin, ktery ma
ve svém fetézci oproti alaninu hydroxy skupinu, na které muze dojit naptiklad
k O-glykosylaci sacharidlem nebo mohou vznikat nové vodikové mustky, coz by
ve vysledku mohlo zpiisobit odlisné skladani proteinu, jeho inaktivaci ¢i zménu funkce

a lokalizace a muze tak ovlivnit mechanismus vzniku trichomu.
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Obr. 17 Chromatogram sekvenovani pro vzorky 1-26 (chybi vzorky 13, 23), Cervena Sipka
ukazuje na misto mutace
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Obr. 18 Chromatogram sekvenovani pro vzorky 26-56 (chybi vzorky 27, 42, 44, 48,

52, 55), Cervena Sipka ukazuje na misto mutace.
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5 ZAVER
Byla vypracovana literarni reSerSe na téma vyznamnosti rtiznych fenotypt trichomu
Vv ptipravé novych kultivart séji.

Variety s6ji s trichomy a variety bez trichomt byly uspé$né kultivovany a nasledné
byla provedena klasifikace fenotypi trichomd (S trichomy a bez trichomu, kratké,
standardni délky — pfilehlé, vzptimené, Castecné ptilehlé) a pozorovana jejich hustota
pro dalsi studie, které budou provedeny v budoucnu. V ramci této prace byl pti ovéfovani
variet bez trichoma odhalen novy fenotyp — tzv. kratké trichomy. Ty miiZou poukazovat
na rozdilnou regulaci tvorby trichomt a budou soucasti dalsiho zkoumani.

Odebrané vzorky jednotlivych variet byly nasledné pouzity pro izolaci gDNA
pro amplifikaci v PCR genu Glyma.09G278000 za ti¢elem potvrzeni mutace GCC>ACC
(A25T). Tato mutace byla experimentalné potvrzena u vsech variet sgji, se kterymi bylo
pracovano — u variet bez trichoma i variet, u kterych byly pozorovany velmi kratké
trichomy. At uz je fenotyp variet s kratkymi trichomy souéasti fenotypu bez trichomu
¢i nikoli, tato mutace je nadfazena obéma fenotyptum. Da se tedy s jistotou fici, Ze protein
koédovany timto genem se podili na vzniku trichomt. Znalost mutace zpisobujici variety

bez trichomt mize byt ptinosna pfi $lechténi novych kultivara.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A

ACC
AtLtp-41
bHLH
CAM
Cas9
CLM
CPC
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CRISPR
ddNTP
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DNA
dNTP
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gDNA
GL1
GL2
GL3
GmCPRS
GmTCL
GRIN
GWAS

LTP
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MBW

Apressed (ptilehly fenotyp)
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
Nespecificky LTP u Arabidopsis thaliana
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Community Atmosphere Model

Endonukleasa imunitniho systému prokaryot 9
Community Land Model

CAPRICE

Protein konstitutivni exprese patogeneze ptibuznych genti 5
Nahromadéné pravidelné rozmisténé kratké palindromatické repetice
dideoxyribonukleosidtrifosfat

deionizovand voda

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleosidtrifostat

Erect (vzpfimeny fenotyp)

Zesilova¢ GL3

Zesilovace TRY a CPC

Genomova DNA

GLABRA1

GLABRA2

GLABRA3

Ortholog genu CPR5 u s6ji

Gen TCL u soj1

Germplasm Repository Information Network

Genome-wide association study (Metoda asociace fenotypu na
genotyp)

Lipidy transferujici protein
Membrane Binding Solution

MY B-bHLH-WD40 (MYB proteiny-zasadité helix otocka helix-
tryptofan aspartat opakujici se proteiny) komplex
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MBW

MWS

MY B proteiny
nA

nE

NIL

NTP

PCR

RTE1

SA

SNP

SO

SPL

TAE

TCL1, TCL2
TCP

TE
TENT
TRY
TTG1
WGS

MY B-bHLH-WD40 aktiva¢ni komplex

Membrane Wash Solution

Rodina transkripcnich faktort

Near-apressed (téméf prilehly fenotyp)

Near-erect (t¢émet vzpiimeny fenotyp)

Nearly isogenic line (téméf isogenni linie)

Nukleosidtrifosfat

Polymerase chain reaction (polymerasova fetézova reakce)
Pozitivni regulator receptoru pro ethylen

Semi-apressed (Caste¢né prilehly)

Single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)
Oxid sificity

Transkripéni faktory, které se vazou na promotor genu SQUAMOSA
Tris-acetat-EDTA pufr

TRICHOMELESS1 a 2

Rodina transkrip¢nich faktordt TEOSINTE BRANCHEDI1,
CYCLOIDEA a PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN
FACTORla?2

Tris-EDTA pufr
Tris-EDTA-NaCl-Triton X-100 pufr
TRIPTYCHON

TRANSPARENT TESTA GLABRAL1

Whole-genome sequencing (celogenomového sekvenovani)
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8 PRILOHY

Ptiloha 1: Tabulky variet s trichomy a variet bez trichomut

Ptiloha 2: Fotografie variet
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