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Souhrn

Kratce po oplozeni, obaly vajicka zacinaji formovat osemeni, které poskytuje
vyvijejicimu se embryu jak mechanickou ochranu, tak zaroven slouzi jako pfechodné zasobni
pletivo zprostfedkujici tok Zivin z matetské rostliny. Osemeni se proto podili na ur¢eni kvality

semene, jako je velikost, sloZzeni semene, propustnost pro vodu a hormonalni regulaci.

Pro pochopeni genetickych mechanismu fidicich funkci a strukturu osemeni je dilezita
znalost genové exprese v jednotlivych stadiich vyvoje. Analyza genové exprese
(transkriptomika) je dulezitou metodou vedouci k pochopeni funkce gend. Bylo zjisténo

nékolik set diferencialné exprimovanych genti béhem vyvoje osemeni hrachu.

V préaci byla analyzovéna genova exprese 9 vybranych gend v osemeni béhem tii
vyvojovych stadii ¢tyt kontrastnich, dvou kulturnich (cv. Cameor a J192) nedormantnich a dvou
planych (J164 a L100) dormantnich genotypt hrachu (Pisum sativum L. subsp. sativum a subsp.
elatius). Vysledky potvrdily vychozi MACE analyzy a ukazaly dynamiku genové exprese

behem vyvoje osemeni.



Summary

Shortly after fertilization, the egg shells begin to form seed coat that provide mechanical
protection of the developing embryo. The seed coat is also an important temporary storage
tissue that mediates the flow of nutrients from the parent plant. The seed coat also contributes
to determining seed quality such as size, seed composition, water permeability and hormonal

regulation.

In order to understand the genetic mechanisms controlling the function and the structure
of seed coat, knowledge of gene expression in the various stages of development is important.
Analysis of gene expression (transcriptomics) is an important method for understanding the
function of genes. Several hundred differentially expressed genes have been detected during

the development of pea seed coat.

The gene expression of 9 selected genes during the three developmental stages of the
seed coat was analyzed on four contrasting pea genotypes, two cultivated (cv. Cameor and J192)
nedormant and two wild (J164 and L100) dormant ones (Pisum sativum L. subsp. sativum and
subsp. elatius). The results have confirmed MACE analyses and showed dynamic pattern of
developmentaly regulated gene expression.
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1 UVOD

Hrach sety (Pisum sativum L.) patii mezi dilezité kulturni plodiny. Je péstovan
V mirném pasu prevazné jako jarni plodina. Luskoviny patii do ¢eledi bobovitych (Fabaceae),
tieti nejvétsi Celedi kvetoucich krytosemennych rostlin, ktera zahrnuje vice nez 650 rodu
a 18 000 druht (Levis et al., 2005). V celosvétovém méfitku tvoii lusténiny piiblizné jednu
tietinu piimého piijmu bilkovin a zaroven slouzi jako dilezity zdroj potravy a krmiv pro zvifata,

a také jedlych a pramyslovych oleju (Phillips et al., 1980).

Hrach pochazi z Eurasie a je péstovan jiz nejméné 12 000-10 000 let (Smykal et al.,
2015, 2017). Nejstarsi archeologické nalezy hrachu pochazeji z neolitické Syrie, Turecka
a Jordanska. Na konci posledni doby ledové, na Stfednim vychodé¢ a v Evropé€, byl hrach
kazdodenni slozkou stravy lovci a sbéract (Zohary et al., 2000). Plané druhy hrachu zaujimaly
tizemi od franu a Turkmenistanu pies piedni Asii, severni Afriku a jizni Evropu (Makasheva
et al., 1979; Maxted et al., 2000; Maxted et al., 2010; Smykal et al., 2017). Vzhledem
k ¢asnému péstovani hrachu je vSak obtizné uréit presnou polohu centra diverzity, zejména
kviili ménicim se klimatickym podminkdm a zménam zptisobenych lidskou ¢innosti. Spolehlivé

zdroje navic Casto chybé&ji, nebo jsou neuplné (Smykal et al., 2011).

Hrach sety diky vysokému obsahu vlakniny, bilkovin, vitamint (folat, vitamin C),
mineralil (zelezo, hoi¢ik, fosfor a zinek) a luteinu patii mezi vyznamné zemédélské plodiny. Je
konzumovan nebo vyuzivan jako krmivo jak ve formée zralych suchych semen, tak i ve formé
zelenych luskd. Semena maji asi 2x vétsi obsah bilkovin neZ obiloviny, pfi¢emz tyto bilkoviny
jsou obsazeny primeérné ve 25 % suSiny semene. Vyznamnou vlastnosti je také schopnost
fixovat vzdusny dusik. Fixace vzdusného dusiku umoziuje zptistupnéni fosforu, a to vse diky
symbiotickym houbam a bakteriim. Tim zéroveni dochazi ke zlepSeni fyzikalniho stavu pudy

(Selgen a.s., 2012).

V soucasné dobé¢ je hrach péstovan témét ve vSech zemich mirn¢ho pasu a ve vyse
poloZenych ¢astech pasu tropického. Ve vrchovinach vychodni ¢asti stfedni Afriky, déle ve
vychodni a jizni Africe je hrach taktéz intenzivné péstovan (Messiaen et al, 2017).
V soucasnosti jsou hlavnimi péstiteli a vyvozci hrachu Kanada, Francie a Cina. Kanada se
zam&fuje na evropsky trh s krmivy a v poslednich letech na trh s potravinami v Indii.
Australsky vyvoz je soustfedén na trh s potravinami a krmivy. Nejvyznamnéj$imi vyvozCi
krmiva jsou Spanélsko, Bangladés, Belgie, Indie, Cina, Kolumbie, Spojené arabské emiraty

a Malajsie (Messiaen et al., 2017).



Hrach vyzaduje relativné chladné klima s primérnou teplotou mezi 7-24 °C, ackoliv
maximalni rychlost vyvoje a vegetativniho ristu je dosazena pti vyrazné vyssich teplotach.
Tuto plodinu lze péstovat jak ve vyssich nadmotskych vyskach (1000 m.n.m.) v blizkosti
rovniku, tak v niz§ich nadmoftskych vyskach, i v pobfeznich oblastech béhem chladné sezony.

Optimalni hodnota srazek je 800—-1000 mm/rok (Abbo et al., 2011; Messiaen et al., 2017).

Plany hrach je citlivy na denni délku a svétlo, pficemz del$i dny podporuji kveteni.
V pribehu domestikace byla tato fotoperiodickd zavislost odstranéna, coz nasledné umoznilo
rozsifeni hrachu do severné¢jSich oblasti, kde se hrach nyni péstuje jako jarni plodina (Weller
et al., 2012). Semena hrachu kli¢i pti okolni teploté¢ 4-24 °C, pti¢emz 13—18 °C je optimalni.
U hrachu zahradniho trva doba kvétu 2—3 tydny u kultivar pro mechanické sklizeni a az
1 mésic u zahradnich kultivarii. Doba od vysevu az po sklizen suchych semen polniho hrachu
trva v rozmezi 3—6 mésicii v zavislosti na odride a prostiedi. Ro¢ni vynosy se pohybuji od
méné nez 1 t/ha v Africe a Jizni Americe, az po 4 t/ha v Evrop¢. Primérny svétovy vynos se

pohybuje kolem 1,7 t/ha (FAOSTAT, 2016; Messiaen et al., 2017).

Velikost genomu hrachu je pfiblizn¢ 10x vétsi, nez genom piibuzné modelové rostliny
Medicago truncatula (Smykal et al., 2012). Tato velikost je zptsobena repetitivnimi
sekvencemi, které tvoii 75-97 % jaderné DNA (Macas et al., 2007). Vlastni kodujici oblasti
(geny) zaujimaji pouze nepatrnou ¢ast genomu, proto je vyhodnéjsi vyzkum transkriptomickou

analyzou ¢asti genomu, nez piimé testovani sekvence DNA (Sudheesh et al., 2015).

Transkriptomicka analyza vyvoje semen je dillezita pro pochopeni podilu genové
exprese a vzajemnych vztahii. Tato analyza vede ke zjiSténi aktivity vétSiny gent a také
k objasnéni regulace téchto gent, ktera se d€je na transkripéni i posttranskripéni trovni (Garg,

2013).

Vyvoj semen se vyznacuje postupnou diferenciaci organti a tkani. Cely proces je citlivy
k metabolickému Fizeni a odli§né profily metabolitd uruji stav diferenciace. Casny vyvoj
embrya je kontrolovan maternaln¢, zatimco pirechod do maturace je fizen autonomné. Signalni
sit’ zahrnujici cukry, kinazy, kyselinu abscisovou (ABA) a jednu z podrodiny serin/threonin
kinaz (SnRK1) upravuje zrani. Postupy dozravani jsou aktivovany zménou trovné kysliku,
energie nebo méniciho se vyzivového stavu, ktery vyvolava odpovédi na Grovni transkripce
a fosforylace proteinti. Timto zplisobem se metabolismus semene pfizpisobuje ménicim se

podminkdm. Transgenni luSténiny se zménénymi metabolickymi drahami a sloZzenim osiva



poskytuji vhodné modely pro studium metabolické kontroly a sou¢asné mohou vykazovat lepsi

kvalitu semen a vyssi vynosy (Weber et al., 2005).



2 CiL PRACE

Cilem této bakalaiské prace s ndzvem ,,Genova exprese béhem vyvoje osemeni hrachu
(Pisum sativum L.)* je napsat literarni reSersi na toto téma. Prakticka ¢ast si klade za cil izolovat
RNA z osemeni hrachu ¢tyf riznych genotypa (Cameor, L100, JI64, JI92) a tii vyvojovych
stadii, dale jeji analyzu pomoci metody kvantitativni real-time PCR. Genova exprese bude

nasledn¢ vyhodnocena pomoci statistické analyzy dat.



3 LITERARNI PREHLED

3.1. Hrach sety (Pisum sativum L.)
3.1.2. Pivod

Hrach sety je vyznamna kulturni plodina konzumovana po celém svété. Jako stiediska
pivodu rodu Pisum jsou povazovany Stredomoiska oblast, stiedni Asie a Etiopie (Smykal
et al., 2017). Podle nalezt byl rozsifen jiz v mladsi dobé kamenné a bronzové v Malé Asii
a v dobé kolovych staveb ve Svycarsku (Hopf et Zohary, 2000). Nejstarsi doklady o péstovani
luskovin jsou uvadény z Piedniho vychodu (Vavilov. N. 1., 1960). V Egypt¢ se ditkkazy o hrachu
datuji od cca 4 8004 400 pi.n.l. (Singla et al., 2006). Do Evropy byl hrach rozsiten z Asie,
a to jiz v obdobi neolitu. Lidé nejprve péstovali odridy drobnozrnné, pozdéji preferovali odrudy
se zrny velkymi. Tato lu§ténina byla roz§ifena zejména diky Rimantm a jejich vojenskym
vypravam (Sklddanka, Vrzalova, 2006). Pozdéji byl vSak hrach povazovéan za tak cennou
potravinu, Ze jej mohli konzumovat pouze lidé z nejvyssich spolecenskych vrstev. Dostupnou
potravinou se hrach stal teprve v 19. stoleti. Postupné byly vyslechtény odriidy hrachu se
zvySenym potencidlem vytéznosti, modifikovanou zralosti, odolnosti vu¢i pftilnavosti

a zvySenou nutri¢ni hodnotou.

Produkce hrachu v Evropé se zna¢né zvysila od poloviny sedmdesatych let a na konci
let osmdesatych se stabilizovala ptiblizné na 4 milionech tun (Bastianelli et al., 1998), nasledné
vSak vzhledem k dovozu s¢ji doSlo k vyraznému poklesu. V roce 2009 pak celosvétova
produkce hrachu ¢inila 16 milionli tun a dalSich 10,5 milion tun sklizeného suSeného hrachu
(FAOSTAT, 2011). Dnes patii prvni misto v produkci a exportu hrachu Kanad¢, odkud je tato
potravina vyvadzena do celého svéta ve form& semen, hrachové mouky, Skrobu, hrachové

bilkoviny nebo vldkniny (Pulse Canada, 2017).

3.1.3. Taxonomické zarazeni

Hrach sety je fazen do ¢eledi Fabacae (Leguminosae), podéeledi Fabae. Tato podceled’
zahrnuje druhy Lathyrus, Lens, Vicia, Vavilovia a Pisum, do niz fadime pravé hrach sety
(Mikic” etal., 2013). V rodu Pisum rozlisujeme 3 druhy hrachu: Pisum sativum (subsp. sativum,
coz je kulturni, a subsp. elatius, coz je plany piedchidce), Pisum fulvum (plany)

a Pisum abyssinicum (kulturni) (Maxted et Ambrose, 2001).



Obrazek 1: Fylogeneticky strom pod¢eledi Fabae (pievzato z Mikic” et al., 2013)

Jak jiz bylo zminéno vySe, v ramci kulturniho druhu Pisum sativum je tradi¢né dle
agronomického vyuziti a dle morfologickych znakt rozliSovano nékolik typt, forem. Vhodnéjsi
je v8ak klasifikace v kultivarovych skupinach. Skupina sativum je péstovana po celém svéte,
véetné tropické Afriky. Skupina abyssinicum se péstuje v severni a jihovychodni ¢asti Etiopie
a dale v Jemenu. Tato skupina ma lehce leskla semena s cernym hilem, kterd mohou zrat

mnohem dfive, nez semena skupiny sativum (Messiaen et al., 2017).

Pisum sativum ma velkou genetickou rozmanitost a diky §lechtitelskym programtim je
dnes rozliSovano mnoho odrud, jako napfiklad zimni a jarni odridy, listové a bezlisté, rané
nebo pozdni atd. Semena mohou byt svétle zelend, Zluta, hnéda, skvrnitd, hladka nebo vrascita,

a také mohou mit riznou velikost (Hickling, 2003; Gatel et al., 2007; Kosev et al., 2010).



3.1.4. Botanicky popis

Hrach sety je jednoletd bylina. Stonkem je popinava, duta a lysa lodyha, ktera dortista
délky 30-120 cm a je dé€lena uzlinami (nody) na ¢lanky (internody). Hlavni kofen je silny
a ktilovity a jeho délka dosahuje az 1 m. Bo¢ni koteny, vyvijejici se z primarniho kotene, jsou
slabé, av§ak maji vyborné sorp¢ni schopnosti. Tyto kofeny ziji v symbioze s bakteriemi rodu
Rhizobium, které jsou schopny fixace vzdusného dusiku. Bakterie se vyskytuji v kofenovych
hlizkach. Listy jsou tvofeny 1-3 pary listi, zaroven jsou sudozpeiené s uponky a palisty na bazi
fapikl. Nékteré odridy vSak mohou mit i lichozpetené listy a vyjimkou nejsou ani odridy
bezlistkové, tzv. afila typy, které jsou v sou¢asnosti nejrozsifengjsi (CZU, 2017). Palisty jsou
velké, objimavé a srdCité. Kvétenstvi je hrozen, kvéty jsou oboupohlavné. Kvét je péticetny
a sklada se ze srostlého zeleného kalichu, bilé koruny (pavézy), dvou kiidel, ¢lunku, deseti
ty¢inek a svrchniho semeniku. Tyc¢inky jsou dvoubratré. Mechanismus opyleni je kartacovy.
Pusobenim tlaku hmyzu dochézi k vysunuti ¢nélky a blizny z ¢lunku. Cnélka je porostla
chloupky, které slouzi k zachyceni pylu. Kvéty jsou cizosprasné a opylovacem je pievazné
vcela medonosné (Pelikan, Hybl, 2012). Kveteni je postupné od kvétna do fijna, dozravani
plodii proto nerovnomémé. Hrach ma hypogeické kli¢ent, a proto musi mit hlubsi vysev (CZU,
2017). Plodem je lusk se 3—10 semeny, skladajici se ze dvou chlopni. Semena se nachazi

u hibetni strany lusku, a to ve dvou fadéch.

3.1.5. Genom hrachu

Velikost jaderného genomu hrachu je odhadovéna na 4,45 Gbp tvoticich haploidni (1C)
genom, coz odpovida piiblizné 9,09 pg DNA nachazejicim se ve stadiu 2C (Smykal et al.,
2012). Tato velikost pfevySuje nekolikanasobné velikost genomu jiz sekvenovanych rostlin,
jako je husenicek ¢iryze, a je srovnatelnd s genomem ¢lovéka (Smykal, 2006). V priibéhu roku
2018 je ocekavano publikovani a zpfistupnéni genomu hrachu, a to diky dlouholetému usili
Interrnational Pea Genome Sequencing Consortium. Velkou ¢ast genomu, a to piiblizné 85 %,
zahrnuji repetitivni sekvence. Mezi tyto sekvence fadime transpozony. Jednd se o mobilni
elementy, které jsou schopny ménit svou pozici a kopirovat se v genomu. Dalsi slozkou genomu
jsou retrotranspozony, které jsou schopny ptepisu vlastni DNA do RNA a nasledné reverzni
transkripci zpét do DNA. Nésledné jsou stejné jako jiz zminované transpozony kopirovany
a presouvany v genomu. U hrachu bylo objeveno nejméné 30 rodin retroelementli typu
Tyl - copia spoctem 30-30 000 rodin na genom. Dalsi skupinou jsou retrotranspozony

Ty3 - gypsy, které predstavuji asi 50—-60 % genomu (Smykal, 2006).



Mezi fylogeneticky piibuzné druhy patii Medicago truncatula. Jedna se o dvoudéloznou
samosprasnou modelovou rostlinu, patiici do ¢eledi bobovitych (Gallardo et al., 2006). Velikost
genomu je 454-526 Mbp (Roe, 2011). Karyotyp je slozen z 8 chromozomd, pti¢emz 6 z nich
bylo piecteno v USA a zbyvajici 2 chromozomy byly pieéteny v Evropé (Krishnakumar et al.,
2014). Mikrosyntenie tohoto modelového organismu tak umoznuje jednodussi mapovani

fylogeneticky ptibuznych druht rostlin, jako je praveé hrach (Frugoli et Harris, 2001).

3.1.6. Karyotyp hrachu
Karyotyp hrachu je tvofen 7 pary chromozomu (2n = 14) (Smykal et al., 2012). Tyto

chromozomy lze ¢aste¢né odlisit dle morfologickych znaki a pfedevS§im pomoci in situ
hybridizace. Chromozomy 1 a 2 jsou submetacentrické (Ellis et Poyser, 2002). Ostatni
chromozomy jsou akrocentrické. Dlouha raménka chromozomi 4 a 7 nesou oblasti sekundarni
konstrikce, které odpovidaji repetitivnim sekvencim gent kodujicich 458 rRNA. Cislovani
téchto chromozomti je neobvyklé, nebot’ ¢isla chromozomu se 1isi od ¢isel vazebnych skupin,
nachdazejicich se na danych chromozomech. Proto byl sestaven specialni systém, v némz cisla
arabska ptislusi konkrétnim chromozomum a ¢isla fimska jsou pfifazena vazebnym skupinam:
1=VL2=1,3=V,4=1V,5=1Il,6 =11, 7 =VII (Neumann et al., 2002; Fuchs et al., 1998;
Smykal et al., 2012).

Obrazek 2: Schematické znazornéni karyotypu hrachu (pfevzato ze Smykal et al., 2012)
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Legenda: horni ¢ast obrazku - lokusy pro PisTR-B (Cervend), 5S rDNA (zelend) a 45S rDNA (zlutd), spodni ¢ast

obrazku - metafazni chromozomy s identickymi lokusy detekovanymi FISH, méfitko =5 pm



3.1.7. Domestikace

Pocatek domestikace rostlin mizeme datovat do mladsi doby kamenné. Archeologicky
a geneticky vyzkum uvadi, ze hrach byl domestikovan lidmi, ktefi tceln¢ davali prednost
hrachu s tensim osemenim a kratsi vegeta¢ni dobou. Tento proces byl pravdépodobné nejprve
neuvédomély, pozdéji vSak doslo cilenym piisobenim ¢loveka k vyslechténi kulturniho hrachu
z planych druhti. Zaroven bylo vyuZito pouze malé mnozstvi vybranych jedinci, coz se dnes
odrazi v malé genetické diverzité péstovanych rostlin (Harlan, 1992, Smith, 1998; Smykal,
2009).

V Celedi Fabacae se nachazi nejvyssi pocet domestikovanych plodin z celé fie rostlin
(Harlan, 1992). Hréach byl pro domestikaci vybran z diivodu velkého zdjmu genetickych studii.
Domestikované rostliny se 1i§i od svych planych pfedkti v n¢kolika morfofyziologickych
znacich (tzv. domestika¢ni syndrom), z nichz vétSina je spojena s Sifenim semen, klicenim,

velikosti, zbarvenim semen a jejich pozivatelnosti (Hammer, 1984).

Domestikace pfinesla zmény, jako adaptaci druhu ke kultivaci a sklizni, ale také zmény
genetické. Mezi dva zakladni domestikacni znaky, které jsou kli¢ové pro GspéSnost péstovani

patii ztrata dormance semen a ztrata volného Sifeni semen (Fuller et Allaby, 2009).

Domestikaci 1ze rozdélit do tii fazi (Harris, 1989). Prvni fazi je sbér volné rostoucich
jedlych plodu, druhou fazi je péstovani volné rostoucich rostlin (tzv. pre-domestikace) a tieti
fazi je fixace domestika¢niho syndromu (Allaby, 2010). Ten pfedstavuje trvald zména fenotypu,
ktera odliSuje plané druhy od kulturnich. Kulturni druh plodiny miize mit poté vétsi zasobni
organy, jiny tvar plodu a semen, niz§i obsah toxickych latek a mnoho dalSich vlastnosti.
Domestikaci divokych rostlin miizeme chapat jako zrychlenou evoluci (Abbo et al., 2012,
2014).

Proces postupné domestikace planych forem rostlin na kulturni probéhl v geografickych
mistech, centrech ptivodu kulturnich rostlin, ktera definoval rusky botanik N. 1. Vavilov (1926).
Centra ptvodu jsou Cina, severovychodni Asie, Indie, Turecko, Irak, Stfedozemi, Etiopie,
sttedni Amerika a jizni Amerika (Obrazek 3). Oblasti Sttedozemi a predevSim Blizky vychod
jsou povazovany za uzemi prvotni domestikace hrachu. Pfesnou polohu prvotni genetické
diverzity a domestikace vSak vétSinou dnes nelze urcit, nebot’ tyto oblasti Celily zménam

klimatu a lidské ¢innosti (Smykal et al., 2012).



Obrazek 3: Centra puavodu kulturnich rostlin (N. I. Vavilov, 1926) (pfevzato
z http://oregonstate.edu/instruct/css/330/two/)
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3.2. Vyvoj semene a osemeni bobovitych

3.2.1. Semeno bobovitych

Semeno je slozita struktura skladajici se ze tfi hlavnich slozek, z nichz kazda ma svij
vlastni genotyp. Prvni strukturou je embryo nesouci jeden matefsky a jeden otcovsky ekvivalent
genomu. Dalsi strukturou je endosperm, ktery je triploidni a nese dva mateiské a jeden otcovsky
ekvivalent. Posledni ¢asti, obklopujici embryo a endosperm, je osemeni, které je matetského

ptavodu (Marinos, 1970; Hardman, 1976).

Vyvoj semene krytosemennych rostlin za¢ind dvojim oplozenim. Haploidni bunka
vajicka a diploidni centralni buiika zarodecného vaku samic¢iho gametofytu splynou kazda se
spermii v zygotu. Z vaje¢né bunky (zygoty) vznika po oplozeni embryo (zarodek), z centralni
buniky vaje¢ného vaku vznika triploidni endosperm, z nucellu perisperm, z vaje¢nych obalt
(integumentil) dochazi ke vzniku osemeni (testa). Povrch osemeni je leskly, ryhovany, hladky
nebo §tétinaty. Pokud jsou semena rozSifovana pomoci zvifat (zoochorie), jejich povrch je

opatfen vyrastky nebo hacky (Marinos, 1970; Hardman, 1976).

Na povrchu osemeni lze také rozlisit cikatrikulu. Jedné se o malou jizvu, kterd vznika
V mikropylarnim otvoru vajicka. Nachazi se zde také pupek (hilum) a radikula. V misté€ sristu

obalu vaji¢ka s poutkem se vyskytuje semenny sev (Marinos, 1970; Hardman, 1976).

Ptiblizné 70 % veskerych potravin ur€enych k lidské spotfebé pochazi pfimo ze semen,

nejcastéji z obilovin a lusténin. Chemické slozeni semen je v kone¢ném disledku ur¢eno
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genetickymi faktory, a proto se mezi druhy a jejich odridami a kultivary lisi. Nékteré¢ zmény
slozeni mohou vyplyvat z agronomickych postupii nebo mohou byt zpiisobeny podminkami
prostredi, které prevladaji pii vyvoji a zrani semen. Hlavnimi skladovacimi rezervami vétSiny
semen jsou sacharidy, nejcastdji ve formé gkrobu (obiloviny). Casty je také vyskyt
oligosacharid, jejichz poméry jsou druhove specifické. Semena dale obsahuji triacylglyceroly,
fosfolipidy, glykolipidy a steroly. Zasoby triacylglycerolli jsou ulozeny v subceluldrnich
organelach, které jsou nazyvany lipidova téliska, oleozomy nebo sférozomy o velikosti
0,2-6 um. Tato téliska jsou ohranicena monovrstvou fosfolipidové membrany, ve které se
nachazi i n€kolik unikatnich proteinti - oleosini. Velikost olejového téliska obvykle koreluje
s mnozstvim ptidruzeného oleosinu. Skladovaci proteiny jsou obvykle ulozeny ve specialnich
vakuoléach pro skladovani bilkovin, diive oznaCovanych jako proteinova téliska. Jejich velikost
je od 0,1 do 25 um. Béhem vyvoje jsou obklopeny membranou, ktera pochazi z bunétného
endomembranového systému. Mohou se zde vyskytovat i inkluze, a to ve formé krystaloidi
a globoidu. Krystaloidy jsou nerozpustné proteinové inkluze, zatimco globoidy slouzi jako
mista ukladani fytinu, draselnych, hoté¢ikovych a vapenatych soli kyseliny fytové. PSV mohou
obsahovat pouze jeden typ skladovaciho proteinu. Nékteré lusténiny napiiklad obsahuji pouze
albumin, vicilin nebo legumin, ale vétSina z nich obsahuje jak vicilin, tak legumin. Pokud je ve

stejné PSV vice proteinti, mize byt jejich distribuce nerovnomérna (Bewley et al., 1994).

3.2.2. Embryo

Embryo se sklada ze dvou hlavnich organovych systémi. Prvnim z nich je 0sa, z nizZ je
pozd¢ji odvozeno télo vegetativni rostliny, a druhym z nich jsou dé€lozni listky (kotyledon),
které casto funguji jako ulozny organ pro makromolekularni rezervy u dvoudéloznych druht.
Osa se skladd z embryonalniho kotene (radikuly), hypokotylu, ke kterému jsou pfipojeny
délozni listky, a vrcholu vyhonku s primarnim listkem (plumule). Ty se nachazi spise
v endospermu. U bobovitych je tomu vsak jinak a kotyledon tak pfedstavuje embryonalni

skladovaci tkan, ktera tvori téméf veSkerou hmotnost semene (Marinos, 1970; Hardman, 1976).

Mitotickym dé€lenim zygoty dojde ke vzniku apikalni a bazalni buiiky. Butika apikalni,
Z niz vznikd embryo, sméfuje do stfedu zarode¢ného vaku, zatimco burika bazalni je ukotvena
v oblasti mikropyle matefského pletiva (Vinter, 2008). Z buiky bazalni se vyviji
V suspenzorovy systém, ktery slouzi k transportu Zivin, ristovych regulatorti nebo metabolitl
z matetského pletiva do vyvijejiciho se embrya (Romberger et al., 2005). Embryo prochazi
postupnou diferenciaci a polarizaci a dochazi tak ke vzniku kotfenového (hypofyza)

a stonkového polu (epifyza). V oblasti stonkového pdlu dochazi k diferenciaci déloh.

11



Nasledujici vyvoj predstavuje vznik plumuly, radiculy, hypokotylu a prvniho poddélozniho
¢lanku. Z centralniho meristému dochazi ke vzniku prokambia, jakozto zédkladu vodivych pletiv
a primarni kiiry. Zavére¢na ¢ast vyvoje embrya je charakteristickd snizovanim mnozstvi vody,

akumulaci zasobnich latek a snizenim metabolické aktivity embrya (Vinter, 2008).

Na zékladé rozdilného obsahu zasobnich latek v kotyledonech hrachu jsou rozliSovana
semena kulata (obsahujici $krob) a svrastéla (obsahujici volny cukr). Periferni bunééna vrstva
kotyledonu u kulatych semen obsahuje hustou protoplazmu s n€kolika ovalnymi Skrobovymi
zrny, ktera neptesahuji velikost 0,06 mm. Ve vnéjsi vrstvé jsou zrna o velikosti 0,2 mm, ve
vnitini vrstvé dosahuje velikost zrn az 0,34 mm. Skrobova zrna vraséitych semen jsou ve vnéjsi
vrstvé bunék kotyledonu stejné velka, jako u semen kulatych. Zrna jsou vsak odlisného typu.
Jedna se o nepravidelné vyskytujici se kulaté Gtvary s n¢kolika sttedy, ¢imz vznikaji sloZzené
zrna s tendenci rozpadat se na men$i ¢asti. Vnitini vrstva kotyledonu obsahuje zrna o priméru

0,2 mm (Griga, 2002).

3.2.3. Endosperm a perisperm

Béhem vyvoje semene vznika endosperm a perisperm. Jedna se o triploidni zasobni
pletiva. Endosperm obklopuje a vyzivuje embryo. Toto pletivo je béhem vyvoje ¢asto triploidni,

avSak ploidie je béhem diferenciace Casto dale zvySovana (Chamberlin et al., 1993).

Perisperm se diferencuje z bunék nucellu. Toto pletivo nékdy vytésiuje endosperm,

Casto se vSak vyviji obé soucasné (Bewley et al., 1994).

3.2.4. Osemeni

Osemeni pifedstavuje ochrannou bariéru mezi embryem a vnéj§im prostiedim. Chrani
embryo a endosperm proti poSkozeni, a také plni funkci pfi regulaci kliceni a Sifeni semen. Jeho
velka variabilita navic slouzi v taxonomii Kk rozlieni druhid a poddruhti. Osemeni vznika
Z vnitinich a vngjsich vaje¢nych obalil (integumentt) a je sloZeno ze Ctyt vrstev (Bewley et al.,
1994). Povrch osemeni tvofi vnéjsi a vnitini kutikula, ktera je Casto impregnovana vosky,
nejcastéji suberinem, pod ni se nachazi epidermis, hypodermis a vnitini parenchym. Oblast
epidermis je tvorena sklereidy, které jsou nckdy nazyvany jako palisadové bunky,
makrosklereidy nebo Malpighiho bunky. Sklereidy maji silnou a nepravidelné ztloustlou

bunéénou sténu (Smykal et al., 2014).

V oblasti mezi bunécnou sténou a termalni ¢epiCkou dochazi k optickému lomu svétla

(tzv. linea lucida), ktery pravdépodobné zpuisobuje nepropustnost osemeni pro vodu (Harris,
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1987; Smykal et al., 2014; Hradilova et al., 2017). Pod vrstvou epidermis se nachazi
osteosklereidy, které maji sloupcovity tvar, a dale lagenosklereidy, jejichz tvar je bankovity

(obrazek 4).

Obrazek 4: Pricné fezy osemenim v extrahilni oblasti barvené DMACA pro polycyklické

proanthokyanidy (ptevzato z Hradilova et al., 2017)

Legenda: horni fada: J192, spodni fada: JI64; ¢ervena fluorescence DMACA po excitaci modrym svétlem (a,d);

fialové barveni ve svétlém poli (b,e); stejné sekce po alkalické hydrolyze barvené DMACA (c,f); métitko = 50 um

Vrstva je prostoupena velkym mnozstvim mezibunécnych prostor, které jsou propojeny
plasmodesmaty (Harris, 1983). Vnitini ¢ast osemeni je slozena z bunék parenchymu, které
taktéz vytvaii mnoho mezibunéénych prostor. V prubé¢hu embryonalniho vyvoje plni
vyznamnou funkci, a proto je tato oblast Casto nazyvana jako ,,zivna vrstva“ (van Dongen
et al., 2003). Je zde zabudovan také cévni systém, ktery je tvofen jednim svazkem cévnim
a dvéma boc¢nimi vétvemi (Spurny, 1963). Lze jej rozd¢lit na chlorenchym, spodni parenchym
a vétveny parenchym. Chlorenchym je tvofen builkami s chloroplasty. Tyto buniky pfechéazi
V pfizemni parenchym, ktery béhem vyvoje embrya postupné ustupuje. Bunky vétveného

parenchymu jsou nepravidelného tvaru (Bhalla et Slattery, 1984).
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3.2.6. Riist a vyvoj semene

Vyvoj semene bobovitych rostlin zahrnuje rist embrya, endospermu a osemeni (Weber
et al., 2005). Prvni faze vyvoje je zahajena bunéénym délenim a ristovou expanzi. Obsah vody
Vv semenu je az 90 % a v této fazi nedochazi ke kliceni. Nasleduje expanze zasobnich bunék, do
kterych jsou ukladany zasobni latky (Bewley et al., 2012). Nyni semeno ziskava schopnost
kli¢it. V posledni fazi dochazi naopak k poklesu obsahu vody v semeni, buiiky jsou zaméfeny
na kli¢eni a rist (Gallardo et al., 2003).

U hrachu je prvni faze vyvoje spojovana s osemenim a endospermem, zatimco faze
druha je zaméfena na embryo a zavér embryogeneze. Nasleduje obdobi zrani, pro néjz je
typické zvétSovani bunék (Weber et al., 2005). Velikost semene je podminéna geneticky, ale
i vlivem prosttedi. Velikost zaroven souvisi s velikosti déloh, kterd je uréena poctem bunék.
Cetnost bunéénych cyklil je regulovana osemenim (Weber et al., 1996). S ukladanim zasobnich
latek jsou spojeny také invertdzy v bunécné sténé, které zvySuji hladinu hexdz a podili se na
vyvoji embrya. Po ukonéeni buné¢ného déleni se embryo zméni z pletiva v organ. To je fizeno
signalni drahou, ktera zahrnuje cukry, kyselinu abscisovou (ABA) a SnRK1 kinazy (Weber
et al., 2005).

V semenech je ukladan Skrob a proteiny. K syntéze proteinti dochazi v kotyledonech
béhem stredni a pozdni faze vyvoje. Pro tuto syntézu jsou potfebné aminokyseliny, které jsou
floémem dopraveny do maternalni tkané semene, pozdé&ji putuji do apoplastu k embryu

(Golombek et al., 2001).

Semena cukrového a zahradniho hrachu jsou pfipravena ke sklizni 8—12 tydnl od
vysevu, semena polniho hrachu o mésic pozdéji. Nasledkem pozdéjsi sklizné hrachu mize byt
hniloba luskl a poSkozeni semen. Z tohoto diivodu je vhodné sklizenn provadeét, jakmile listy
za¢nou blednout a obsah vlhkosti semen je snizen na 16—18 %. Pocate¢ni vlhkost semen hrachu
by méla byt pted skladovanim sniZena na pozadovanou uroven 12 %. Optimalni vlhkost snizuje
miru poskozeni pfi skladovani a zabrarniuje nebo snizuje napadeni plisnémi a hmyzem. Semena
by méla byt skladovana v suchych a chladnych mistech, a méla by byt chranéna pted Skidci
a absorbovanim vlhkosti z okoli. V tropické Africe nejsou z tohoto diivodu semena skladovana

déle nez jednu sezonu (Messiaen et al., 2017).
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3.3 Genova exprese béhem vyvoje semen

Transkriptomika je védnim oborem zabyvajicim se genovou expresi. Genova exprese
zahrnuje transkripci, piepis RNA do DNA, a translaci - pifepis RNA do proteint.
Transkriptomickd analyza je dnes b&éznou technikou uzivanou v molekularni biologii. Mnoho
biologickych procesu, véetné vyvoje semen je také regulovano post-transkripéné, napiiklad
pomoci alternativniho sestfihu. Ten miZze poskytovat proteiny s pozménénym poctem a typem
funk¢nich domén, coz vede k tvorb¢ vice nez jednoho kédujicicho nebo nekddujicicho sense
transkriptu vzniklého z jediné¢ho lokusu. Ke studiu genové exprese se pouzivaly nebo pouzivaji
metody zalozené na hybridizaci, v soucasnosti pak nejcastéji postupy zalozené na kvantitativni

real-time PCR (Aghamirzaie et al., 2015).

Prvni pokusy o studium celého transkriptu zacaly na pocatku 90. let 20. stoleti.
Technologicky pokrok od konce 90. let minulé¢ho stoleti ucinil transkriptomiku Sirokou
disciplinou. Nyni existuji dvé klicové techniky, a to mikro¢ipy a RNA-sekvenovani. Méteni
exprese genu v ruznych tkanich organismd, v odlisSnych casovych Usecich a podminkéach
poskytuje informace o tom, jak jsou geny regulovany. Mize také pomoci odvodit funkce
doposud neanotovanych genl. Analyza genové exprese umoznuje detekci trendd, které

nemohou byt zjistény jinymi cilenymi testy (Lowe et al., 2017).

Vhodnou transkriptomickou analyzou se stalo i RNA sekvenovani, které je zalozeno
na next-generation sequencing (Sudheesh et al., 2015). Tato metoda klade diraz na biologicky
dulezité izoformy a geneticky odli$né varianty (alternativni alely) (Zhao et al., 2014). Studium
genové exprese béhem vyvoje semene bylo provedeno u s6ji (Severin et al., 2010, Jones et al.,
2013), ryze (Xue et al., 2012), cizrny (Pradhan et al., 2014), modelové rostliné Arabidopsis (Le
et al., 2010), Medicago truncatula (Gallardo et al., 2006) a hrachu (Alves-Carvalho, 2015).

Aghamirzaie et al. (2015) piedlozili integrovany vypocetni ramec, ktery predpovida
funkce specifické pro izoformy rostlinnych transkripti. Tento ramec zahrnuje novy strojovy
klasifikator CodeWise, ktery ptedpovida kddovaci potencidl transkriptll s presnosti vice nez
96 %, a dale n€kolik dal§ich nastroji umoznujicich globéalni sekvencni podobnost, funkéni
doménu a koexpresni sitové analyzy. Tento rdmec byl aplikovany na vSechny detekované
transkripty, z nichz 13 % bylo ptedpovézeno klasifikatorem CodeWise jako nekodujici RNA
pfi vyvoji embryi s¢ji. Dale byla zkouména uloha alternativniho sestfihu pii vyvoji embryi

sojovych bobl. Analyzy ukazaly, Ze alternativni sestfih vedl ke globalnim zménédm v poctu,
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typech a rozsahu zkraceni funk¢nich domén v proteinovych variantach. Isoformové specificka
analyza odhalila potencidlni interakce mezi slozkami vybranych signaliza¢nich drah, které
souvisi se zranim a vysychanim semen. Tyto signalizani cesty zahrnovaly transkripty
souvisejici s kyselinou abscisovou a genem FUSCA3, pficemz nékteré byly klasifikovany jako
nekddujici nebo antisense transkripty, a byly koexprimovany s odpovidajicimi kodujicimi
transkripty. Nekodujici a antisense transkripty pravdépodobné hraji dtlezitou regula¢ni roli pii

signalizaci zrani a vysouseni semen u soji (Aghamirzaie et al., 2015).

Redekar et al. (2015) provedli analyzy transkriptomi v genomu séji, a to béhem
vyvoje normalnich a low phytic acid (Ipa) mutantnich semen. Byla vybrana metoda RNA-Seq,
pro niz bylo vybrano celkem pét vyvojovych stupni semen z celkem 30 knihoven, a ty byly
pouzity pro analyzu exprese. Podafilo se identifikovat celkem 4 235 diferencialné
exprimovanych gent. Déle bylo zaznamendno 18 genil, podilejicich se na biologickych
procesech, jako je apopt6za, metabolismus glukant, bunény transport, fotosyntéza. Béhem
vyvoje semen bylo popsano i 9 rodin transkripénich faktorti. Geny spojené s apoptdzou,
metabolismem glukanti a bunéénym transportem vykazovaly zvysenou expresi v pocatecnich
stadiich vyvoje Ipa mutantnich semen, zatimco geny souvisejici s fotosyntézou vykazovaly
expresi snizenou, a to v pozdnich vyvojovych stadiich. Vysledky naznacuji, Ze Ipa, zptsobujici
mutace, hraji roli v indukci a potlaceni reakci na obranu rostlin béhem ranych a pozdnich fazi

vyvoje semen soji (Redekar et al., 2015).

Chen et al. (2013) studovali vztah mezi Zivotaschopnosti osiva, genovou expresi
a redoxnim stavem glutathionu béhem dozravani semen hrachu. Analyza transkriptomu byla
doplnéna qRT-PCR analyzou vybranych genti a viceuroviiovou analyzou antioxida¢niho
glutathionu. Jiz od pocatku uméle navozeného starnuti semen pii 60% vlhkosti a 50 °C byla
identifikovana Castecna degradace DNA a RNA. Po 25 dnech starnuti se zménila hodnota
glutathionového redoxniho stavu k pozitivnéj§im hodnotam. Tato analyza odhalila skute¢nost,
7e béhem starnuti semen dochdzi ke zménam transkripce a tim 1 k ovlivnéni programované

vvvvvv

(Chen et al., 2013).

Pang et al. (2008) zjistili, ze overexprese transkripéniho faktoru z rodiny MY B vede
k masivni akumulaci proanthokyanidi (PA) v transgennich kofenovych vlascich
Medicago truncatula. Microarray analyza ukazala, Zze dochazi k indukci gent, které

zodpovidaji za biosyntézu flavonoidil. Dalsi analyza prokazala geny, které jsou exprimovany
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prednostné v semeni Medicago truncatula. Bylo zjisténo, Ze kli¢ovym krokem v biosyntéze PA

je produkce epikatechinu 3’-O-glukosidu v osemeni (Pang et al., 2008).

Liu et al. (2014) zkoumali geny MYBS5 a MYB14 a prokazali jejich kli¢ovou roli
V biosyntéze polymernich vrstev osemeni Medicago truncatula. Jejich nadmérna exprese silné
indukuje akumulaci PA v kofenovych vlascich Medicago truncatula. Mutanty myb5 a myb14
vykazuji tmavsi barvu osemeni, nez rostliny divokého typu. U mutantu myb5 zaroven nedochazi
k dostatecné biosyntéze slizu. Transkriptomicka analyza také ukazala, ze MtMYBS5 reguluje
vétsi soubor gentd, nez MtMYB14. Dalsim zjisténim bylo, Ze tyto dva proteiny spolu fyzicky
interaguji a aktivuji promotory anthokyanidin-reduktazy a leucoanthocyanidin-reduktazy,
klicovych gent, které vedou k biosyntéze PA v ptitomnosti MtTT8 a MtWD40-1. Tyto
vysledky tak poskytly novy pohled na komplexni regulaci PA a biosyntézu slizu v osemeni
Medicago truncatula (Liu et al., 2014).

Liu et al. (2015) provedli transkriptomickou analyzu béhem vyvoje semen hrachu.
Ve své studii pouzili RNA-Seq analyzy a bioinformatiky ke zkouméni zmén v expresi geni pfi
vyvoji semen hrachu polniho (hromadiciho $krob) a zahradniho (hromadiciho volné sacharidy).
Pomoci RNA-Seq ziskali 18,7 G dat, které poté sestavili do 77 273 jednotek s prumérnou
délkou 930 bp. Ukézalo se, Ze transkripni kontrola pfi vyvoji semen hrachu je velmi
koordinovany proces. Béhem rltznych fazi vyvoje dochazi k naprosto odlisné expresi
459 a 801 gend. Srovnavaci analyza gentl, podilejicich se na biosyntéze cukru a Skrobu, ukazala,
ze rozdilné exprese piibuznych gent v pozdnich vyvojovych stadiich mé za nasledek negativni
korelaci mezi rozpustnym cukrem a biosyntetickym tokem $krobu v zrnech polniho
a zahradniho hrachu (Liu et al., 2015).

Szymanski et al. (1998) sledovali expresi GLABRA2 (GL2) genu u listd, trichoma
a také osemeni Arabidopsis thaliana. Pro spravnou iniciaci, rozestup a morfogenezi trichomu
je zapotrebi vice nez 20 genl. Pocatecni vybér prekurzorii trichomi vyZaduje aktivitu obou
genit GLABROUSI1 (GL1) a TRANSPARENT TESTA GLABROUS (TTG). Pro nasledné faze
trichomalni morfogeneze je potiebny gen GLABRA2 (GL2). Jedna se o transkripéni faktor,
ktery je zodpovédny za expanzi bun¢k, rozvétveni a zrani bunécné stény trichomi. Byly
identifikovany dvé promotorové domény, které jsou exprimovany v trichomech. GL2, stejné
jako GL1 byly identifikovany v rozvijejicich se trichomech, a také v bunkach, které obklopuji

trichomy béhem ¢asnych fazi vyvoje. Na rozdil od GL1, exprese GL2 pietrvava i ve zralych
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trichomech. Pfitomnost funkéniho GL1 nebo TTG znamena zvySeni exprese GL2 v bunikach

bez trichomut (Szymanski et al., 1998).

Tanner et al. (2003) se vénovali biosyntéze proanthocyanidinu v rostlinach, purifikaci
leukoanthocyanidin-reduktazy a molekularniho klonovani jeji cDNA u Arabidopsis thaliana.
kondenzované syntézy taninu nebo proanthokyanidinu (PA) z 3,4-cis-leukokyanidinu, a je tedy
prvnim krokem v biosyntéze PA. Zda se, ze Arabidopsis produkuje spise epikatechin nez PA

na bazi katechinu (Tanner et al., 2003).

Usadel et al. (2004) se vénovali vyzkumu genu RHM?2, ktery je zapojen do syntézy
slizu a vyvoje osemeni u Arabidopsis thaliana. RHM2 byl prvnim kandidatnim genem
podilejicim se na syntéze pektinového rhnamnogalakturonanu 1. Studium exprese
s promotorovym konstruktem B-glukuronidazy ukazuje, ze RHM2 je exprimovan ve vSech
pletivech. Byly identifikovany RHM2 T-DNA inser¢ni mutantni linie, u kterych byla odhalena
silnd redukce rhamnogalakturonanu I ve slizu, a také pokles jeho molekulové hmotnosti (Usadel

et al., 2004).

Distribuce proteint a transkriptll vV riznych ¢astech semene potvrdila vyznamny vliv
osemeni na vyZivu embrya a potvrdila vyskyt protedz v osemeni, coZ znaci vyznam proteolyzy
jako doplikového zdroje aminokyselin (Gallardo et al., 2006). Bunéné pochody, které jsou
zakladem diferenciace semennych vrstev u Medicago truncatula, studovali Wang a Grusak
(2005). Struktura semene M. truncatula odpovida typickému semenu bobovitych rostlin
s osemenim, v¢etné makrosklereid, osteosklereid ve wvnéjsim obalu, a parenchymu

s endothelem ve vnitinim obalu (Wang a Grusak, 2005, Gallardo et al., 2006).

Ve studii Verdier et al. (2012) byl analyzovan transkriptom osemeni v klicovych
stadiich vyvoje, vedouci k identifikaci moznych cilovych genu, které fidi kone¢né vlastnosti
semen. Byly provedeny také anatomické analyzy pomoci svételné a elektronové mikroskopie,
a byly zjistény morfologické zmény ve vztahu k transkriptomickym dattim. Histologické zmény
byly spojeny s dozravanim embryi. Jednalo se o expanzi bunék s pravdépodobnym zahajenim
endopolyploidie, tvorbou kutikuly a zesilovani bunééné stény ve vnéjsich integumentech, které
interferuji s biologii semen a regulaci propustnosti semen. Imunolokalizace ABA v plastidech
parenchymovych buné€k pfi raném zrani semen ukdazala, Ze tato endogenni ABA by mohla byt

zapojena do ptechodu do faze dozravani semen. Pfi raném vyvoji semen byla anatomie
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a tloustka osemeni rovnomeérna, pficemz palisadovy epidermis byl nejvyznamnéjsi. Zastaveni
bunééného deleni bylo kompenzovano prodlouzenim bunék v osemeni. V analyzovanych
jadrech byly zjistény tfi rizné stupné ploidie, coz znaci, ze prodluzovani bun¢k mize korelovat
s indukci endopolyploidie. Transkriptomicka analyza také odhalila, Ze pti pozdni embryogenezi
jsou exprimovany geny nukleotidového metabolismu pravdépodobné Vv kontextu
s endopolyploidii (Verdier et al., 2012).

Signalni sit¢ fizené ABA zahrnuji u Arabidopsis az 10 % gent. U semen jsou
odpovédi ABA spojené s dozravanim embryi (Finkelstein et al., 2002). ABA hraje kli¢ovou
roli v regulaci vyvoje embryi a dozravani semen prostiednictvim interakce geni ABI3, FUS3,
LEC2 a LEC1 (Verdier et Thompson, 2008). U semen tabaku (Nicotiana tabaccum) studie
s mutanty ukazaly, ze ABA je nejprve syntetizovana v matefskych vegetativnich pletivech,
a poté je translokovana do semen, kde zahajuje jejich ¢asny vyvoj. Druhd faze syntézy ABA,

ktera je potiebna pro dospivani embryi, je lokalizovana v osemeni (Frey et al., 2004).
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4 MATERIAL A METODY

4.1. Biologicky material

Pro analyzu genové exprese byly vybrany Ctyfi rizné genotypy hrachu, pficemz dva
byly kulturni a dva plané. Kulturni genotypy piedstavovaly vzorky Pisum sativum subsp.
sativum cv. Cameor (nepigmentované osemeni) a JI92 (pigmentované osemeni, nedormantni).
Z planych genotypu byly vybrany vzorky Pisum sativum subsp. elatius JI64 (dormantni)
a L100. Francouzska odrida Cameor byla poskytnuta z INRA, Dijon, Francie a byla vyuzita
pro sekvenovani genomu hrachu. Genotypy JI64, JI92 a L100 poskytla genova banka
John Innes Centra, Norwich, UK. Rostliny byly péstovany ve fytotronu (Photon System
Instruments, Drasov, CZ) s fizenou teplotou (22/15 °C), vlhkosti 40 % a osvétlenim (14 hod
den, 170 uE) v kontejnerech o objemu 5 1 naplnénych substratem (Proficom Ltd., CZ). Kvéty
byly oznaceny v den otevieni a poté sklizeny v odpovidajicich ¢asovych intervalech, a to:
genotyp Cameor: C1 - 10 DAP, C2 - 20 DAP, C3 - 27 DAP; genotyp L100: L1 - 10 DAP,
L2 - 20 DAP, L3 - 27 DAP; genotyp JI92: 92-1 - 10 DAP, 92-2 - 20 DAP, 92-3 - 24 DAP;
genotyp JI64: 64-1 - 8 DAP, 64-2 - 19 DAP, 64-3 - 27 DAP. Z jednotlivych rostlin byly ziskany

ti1 vzorky osemeni, ptfi¢emz kazdy vzorek byl jiného stari.

Obrazek 5: Priéné fezy semeny genotypu JI164 sefazeny od nejmladsiho po nejstarsi stadium

-

Legenda: nejmladsi stadium (8 DAP) JI64-1 (A), prostfedni stadium (19 DAP) JI64-2 (B), nejstarsi stadium
(27 DAP) J164-3 (C), méfitko = 1 mm

4.2. Pouzité chemikalie

Agar6za (SERVA, kat. ¢.: 11404.07)
Bromfenolovd modi v 30% glycerinu (Promega)

DNaza (Baseline-ZERO™ DNase, EpicentreBio, kat. ¢.: DB0711K)
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Epicentre: reakéni pufr 10X Baseline-ZERO™ DNase Reaction Buffer (Thermo Scientific,
kat.c.: B43)

Fluorescenc¢ni barvivo pro DNA Simply Safe™ (EurX, kat.¢.:E4600-01)

STOP pufr 10X Baseline-ZERO™ DNase Stop Solution (Epicentre, kat.¢.: DB0715K)
Promega: AMV Reverse Transcriptase 5x Reaction Buffer (Promega, kat.¢.: M515A)
RNasin Plus RNase Inhibitor (Promega, kat.c: N2111)

primery (Oligo(dT)15 (Promega, kat.¢.: C1101)

primery (Generi Biotech)

MyTaq™ RED Mix (Bioline, kat.¢.: BIO-250043)

5x koncentrovany pufr MyTaq™ Reaction Buffer s obsahem 15mmol/l MgCIl2, Smmol/l
dNTPs a nanaseciho barviva (Bioline, UK, kat.¢.: BIO-37111)

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

SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Bioline, kat.&.: BIO-98005)

Standard molekulové hmotnosti GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder 0,5 pg/ul (Thermo
Scientific, Biogen, kat. ¢. SM0241)

BioTeke Plant Total RNA Extraction kit (BioTeke, kat.¢.: RP3301)

Voda oSetfena DEPC

4.3. Seznam pouzitych pfistrojil a zatizeni

Automaticka pipeta (Eppendorf Research plus, Biohit)
Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf; MPS 1000 Mini PCR Plate Spinner, Labnet)
Digitalni fotoaparat s oranZovym filtrem (EDAS 290, Kodak)

Elektroforeticka vana a forma na gel (Owl A6, Thermo Scientific, Wide Mini-Sub Cell GT,
Bio-Rad)

Flowbox (PV - 102, TeISTAR)
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Homogenizator (FastPrep-24, MP Biomedicals)

Laboratorni vahy (572-35),

Mikrocentrifuga stolni (Spectrafuge Mini, Labnet)

Piedvazky (572, Kern)

Spektrofotometr (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific)
Termoblok (Termo Block MB - 102, BIOER.)

Termocykler (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research)
Termocykler (CFX96TM Real-Time Detection Systém, Bio-Rad)
Ttepacka laboratorni (IKA MS2)

UV transiluminator (FireReader; Uvitec Cambridge)

Vortex (MS2 Minishaker, IKA)

Zdroj stejnosmérného napéti (PowerPac Basic; Bio-Rad)

4.4. Pomicky

Bunicita vata

500ml Erlenmayerova barnka
Homogenizac¢ni keramické kuli¢ky (FastPrep, kat.¢.: 116540443)
Hiebeny pro elektroforézu

Kadinka

Plastova 1zicka

Pinzeta

Silikonova chiapka

Stereolupa

Spicky

Zkumavkové stripy (Trefflab, Switzerl)
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2ml zkumavky (Eppendorf)

96jamkova deska na PCR (4titude)

4.5. Metody
45.1. 1zolace RNA

Pro izolaci RNA bylo pouzito osemeni hrachu tfi riznych vyvojovych stadii

piislusejicich konkrétnimu genotypu (Cameor, L100, JI64, JI192). Jeden vzorek o konkrétnim

genotypu a vyvojovém stadiu tak piedstavovala vSechna semena, respektive osemeni, z dané¢ho

lusku. Osemeni bylo vypreparovano na ledu a nasledn¢ zamrazeno pomoci tekutého dusiku.

Izolace RNA prob¢hla pomoci izola¢niho kitu ¢inské spoleénosti BioTeke Plant Total

RNA Extraction Kit (Spin-column). Tento kit vyuziva metody adsorpce na silikat. Bylo pouzito

100 mg rostlinného pletiva (+/- 10 %), které bylo homogenizovano v 1 ml Lysis Buffer PL

(BioTeke).

Postup dle protokolu vyrobce:

1.

© N o g B~ W

10.

11.
12.

Do 1,5ml zkumavky umistit asi 100 mg rostlinného pletiva, ptidat 1 ml Lysis Buffer
PL pfedehtaty na 65 °C

Do zkumavky pfidat keramickou kuli¢ku a nechat homogenizovat 1 min pomoci
homogenizatoru

Vzorky vlozit do termobloku a nechat zahtivat po dobu 30 min pti 65 °C

Vzorky centrifugovat po dobu 10 min pii 12 000 rpm

Supernatant pfepipetovat na filtracni kolonu

Centrifugovat 1 min pii 12 000 rpm

Filtrat ptenést do 1,5 ml zkumavky a ptidat stejny objem 70% ethanolu

Na kolonku Spin-column AC pifenést 700 pul smési a centrifugovat 1 min pfi
10 000 rpm

Odstranit filtrat, na kolonku nanést zbyvajicich 700 ul smési a centrifugovat 1 min
pti 10 000 rpm

Odstranit filtrat, na kolonku nanést 500 pl Buffer RE, centrifugovat 1 min pfi
12 000 rpm

Odstranit filtrat

Pridat 700 ul Buffer RW, centrifugovat 1 min pti 12 000 rpm a poté odstranit filtrat
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13. Pfidat dalsich 700 ul Buffer RW, centrifugovat 1 min pii 12 000 rpm a poté
odstranit filtrat

14. Centrifugovat 2 min pfi 12 000 rpm a odstranit filtrat

15. Kolonu pfenést do nové zkumavky, piidat 50 ul RNAse-free vody a nechat stat
2 min

16. Centrifugovat 1 min pfi 12 000 rpm

17. Pridat 20 pul RNAse-free vody a centrifugovat 1 min pii 12 000 rpm

18. Vyizolovanou RNA uchovat v mrazaku pii -20 °C (kratkodobé¢), pii -80 °C
(dlouhodobg)

4.5.2 Méfeni koncentrace RNA

Koncentrace vyizolované RNA byla zméfena pomoci spektrofotometru NanoDrop.

Koncentrace byla ziskana z poméru absorbanci RNA pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm.
Postup:

1. Na NanoDrop napipetovat 2 pl destilované vody a proméfit blank

2. Na NanoDrop napipetovat 2 pl vzorku RNA zméfit koncentraci RNA

3. Po kazdém méreni snimac ocistit buniéitou vatou

4.5.3. Odstranéni zbytkové genomové DNA

Aby ve vzorku neziistala zbytkova genomova DNA, ktera by v nésledujicich krocich
mohla zpusobit nespecifickou PCR amplifikaci, bylo nutno tuto DNA vystavit plsobeni
DNazy.

Postup:

1. Do PCR mikrozkumavek napipetovat 65 pl vzorku RNA, 7,6 ul reakéniho pufru
a 3,8 ul DNazy

2. Mikrozkumavky nechat inkubovat 20 min pti 37°C

3. Ptidat 7,6 ul STOP pufru a inkubovat 10 min pii 65°C
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4.5.4 Ptepis RNA do cDNA metodou dvoukrokové reverzni transkripce
(RT-PCR)

Pied samotnou RT-PCR bylo nutné vzorky vhodné natedit. Redéni probéhlo podle
vysledkll méfeni koncentrace tak, aby do reakce vstupovalo stejné mnozstvi RNA. Vzorky byly
nasledné inkubovany s primery (oligodT, Promega) a po ukonceni inkubace okamzité

zchlazeny na ledu. Poté probé&hla samotna reverzni transkripce.
Postup:
Inkubace vzorku s primery:

1. Do PCR mikrozkumavek napipetovat 9 ul DEPC vody, 5 pl zfedéného vzorku RNA
(1 pg) a1 pl primeru
2.  Mikrozkumavky umistit do termocykleru na 5 min p#i 70 °C

3. Mikrozkumavky umistit na led
Reverzni transkripce:

1. Pftipravit reakéni smés sloZzenou z: 12,5 pl deionizované vody, 8 ul pufru, 2,5 pl ANTP
(10 nM), 1 pl inhibitoru ribonukledz a 1 pl AMV reverzni transkriptazy
2. 25 pl reak¢éni smési piidat ke kazdému vzorku

3. Vzorky vlozit do termocykleru na 60 min pii 42 °C

4.5.5. Amplifikace vybranych genii z MACE transkriptomické analyzy

Na zaklad¢ MACE transkriptomické analyzy, kterd byla provedena vedoucim
a konzultantem bakalatrské prace, byly vybrany diferencialné exprimované geny (tabulka 1)

behem vyvoje osemeni.

Pro ovéfeni funkénosti vybranych primeri (tabulka 2) se vzorky cDNA byla provedena
PCR. Reak¢ni smés obsahovala 18 pl PCR premixu a 2 p fedéného vzorku cDNA. Reakce byly
provedeny v 8-jamkovych 0,2ml stripech dle teplotniho profilu (tabulka 3).

Postup: Do zkumavek napipetovat reakéni smeés: 4,0 pl pufru, 13,0 pl vody, 1,0 pl primeru
(tabulka 2), 0,1 ul Taq polymerazy a 2 pl DNA vzorku, vlozit do termocykleru a spustit program
(tabulka 3).
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Tabulka 1: Vybrané geny a jejich homologové z MACE transkriptomické analyzy

Gen Homolog’z MACE Typ
analyzy

MACE-201 PsCam005065 transkrip¢ni faktor, GATA type (Medicago
truncatula)

MACE-202 PsCam039069 alpha/beta hydrolase

MACE-207 PsCam009776 cellulose synthase

MACE-208 PsCam049765 GDP-L-galactose phosphorylase

MACE-209 PsCam060108 transkripc¢ni faktor, NAC (Medicago truncatula)

MACE-210 PsCam036389 transkripcni faktor, GRAS (Medicago truncatula)

MACE-211 PsCam059413 phospholipid/glycerol acetyltransferase

MACE-213 PsCam049394 transkripcni faktor, OS (Medicago truncatula)

MACE-214 PsCam000456 transkripcni faktor, leucine zipper (Medicago
truncatula)

Tabulka 2: Primery pouzité v bakalarské praci (Generi Biotech)

Délka
amplikonu
Nazev Sekvence (5°-37) (bp) Zdroj
Ferraro
F: TTCTCACTGAAGCTCCGCTTAACC et al.,
Aktin R: CAATACCAGTTGTACGGCCACTAGC 144 2014

F: CCTTCCAATTACATAGCACATGAGG

MACE-201 R: GTCATGATCACCTTCAAGCTGG 105 vlastni
F: GATATGAATCGGTTCCACGTGC

MACE-202 R: AGACAAACACAGTTCTTGAGGCT 167 vlastni
F: GCTTTCAAGGGATCTGCACCA

MACE-207 R: ATACCAAAGTGGACAATGGCGACTC 111 vlastni
F: TATGCAGAGAAACAAGCTCTCGGA

MACE-208 R: TCCAAGCATTGGCTTCAGACG 142 vlastni
F: TGGTGGTGATCAAAAGAGCGA

MACE-209 R: CTACTCCTGTTTGAGCCATGTC 266 vlastni
F: TGGCCTTGTCTCATTCAGCGT

MACE-210 R: TGCAGTACTTCTCAAGTCGCCGAC 142 vlastni
F: GAAAAGCTCTTTCCAGGGTTATGC

MACE-211 R: TCCGTCTTTTCAGGCTGAGGT 106 vlastni
F: GGCAGATTTCAGTAGGTCCGA

MACE-213 R: TGATCATTCCTTACCGGGAGC 120 vlastni
F: GGCTAATGGTTCGCCCAA

MACE-214 R: ATCCGAAGCATCTGTTGC 157 vlastni

Tabulka 3: Teplotni program pro PCR

Teplota | Pocet
Faze [°C] cykl@ Cas
denaturace 95 1 5 min
Denaturace 95 30s
Annealing 55 20s
Extenze 72 35 150 s
UdrZovani 72 1 -
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4.5.6. Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR)
Metoda gRT-PCR slouzi ke kvantifikaci DNA a transkripce. V kazdé reakci je stejné

mnozstvi DNA, které je amplifikovano se shodnou u¢innosti (Heid et al., 1996). Standardizace
byla provedena na tzv. konstitu¢né exprimovaném genu aktinu, a poté na vybraném vyvojovém

stadiu C1 - nejmladsi vyvojové stadium genotypu Cameor.

Pribéh qRT-PCR byl ovéien gelovou elektroforézou a vyhodnocenim kiivky tani. Data
ziskana z termocykleru (CFX96TM, Bio-Rad) byla zpracovana pomoci poc¢itacového programu
Microsoft Excel. Relativni kvantifikace exprese gentl byla provedena pomoci metody 2 A,
Hodnota Ct piedstavuje prahovy cyklus. Toto ¢islo znaéi pocet cykla, pii kterém je dosazeno
fixni hodnoty amplifikovaného produktu (Livak et Schmittgen, 2001). Tato hodnota je tak
ziskana vypoctem, pfi¢emz od hodnoty Ct genu je odectena hodnota Ct referen¢niho genu. Tim
je ziskana ACt. Rozdilem ACt studovaného genu a kontroly ziskame AACt, a tuto hodnotu

dosadime do vzorce 2 24, Vysledky ze tii opakovani jsou nasledn& zprimérovany a lze tak

vypocitat smérodatnou odchylku.
Postup:

1. Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat jednotlivé slozky reakéni smési podle poctu
vzorki (pro jednu reakci: 5 pl pufru SYBR Green, 2,2 ul DEPC vody, 0,8 pul primeru
(Generi Biotech)

2. Reake¢ni smés rozpipetovat do 96jamkové PCR desky a ptidat 2 pl vzorku cDNA (fedéni
svodou 1 :9)

3. Desku vlozit do termocykléru (CFX96TM, Bio-Rad) a nastavit program gRT-PCR
(tabulka 4), primer MACE-210 annealing pii 58 °C

Tabulka 4: Teplotni program pro qRT-PCR

Faze Teplota |Poéet cykli| Cas
Denaturace 95 1 600
e | o5 |0 | o
Extenze >> 30 30

72 20 20
UdrZovani 72 4 300
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4.5.7 Horizontalni agardzova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy bylo ovéteno, zda u nékterych predeslych krokii vznikly
odpovidajici produkty. Elektroforéza probihala v prostiedi TBE pufru, a to v 2% gelu. Bylo
nastaveno napéti 120 V po dobu 40 min. Gel byl vyhodnocen pomoci UV transiluminatoru pfi
vinové délce 302 nm a nasledné zdokumentovan pomoci digitalniho fotoaparatu s oranzovym

filtrem. Nasledovalo zpracovani pocitatovym systémem FireReader V4.

Postup:
1. Navazit 5,0 g agaru a nechat rozpustit v 250 ml TBE pufru
2. Nechat rozvaftit v mikrovinné troubé
3. Po zchladnuti pridat 2 pl barviva SimplySafe EURx a gel pielit do elektroforetické
vany
4. Vlozit hiebinky a gel nechat ztuhnout
5. Hfebinky odstranit a gel vlozit do elektroforetické komurky naplnéné TBE pufrem
6. Do krajni jamky v kazdé fad¢ napipetovat 3 pl standardu molekulové hmotnosti
7. 5,5 ul vzorku smichat s 1 ul nanaseciho pufru a prenést do jamek
8. Elektroforetickou komirku pfipojit ke zdroji elektrického napéti (120 V) a spustit,

elektroforetickou separaci nechat probihat asi 40 min

9. Po ukonceni elektroforézy gel vizualizovat pomoci transiluminatoru
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5 VYSLEDKY

Pro transkriptomickou analyzu byly vybrany kontrastni linie planého a kulturniho
hrachu, a to genotypy Cameor, L100, JI64 a JI92. Od kazdého genotypu byla odebrana tii
vyvojova stadia: genotyp Cameor: Cl - 10 DAP, C2 - 20 DAP, C3 - 27 DAP;
genotyp L100: L1 - 10 DAP, L2 - 20 DAP, L3 - 27 DAP; genotyp JI92: 92-1 - 10 DAP,
92-2 - 20 DAP, 92-3 - 24 DAP; genotyp J164: 64-1 - 8 DAP, 64-2 - 19 DAP, 64-3 - 27 DAP.
Linie se lisily jak dormanci semen, tak pigmentaci osemeni. Pomoci stereolupy a tekutého
dusiku byla provedena separace osemeni od embrya vSech ¢tyt testovanych genotypt hrachu.
Nasledovala izolace RNA z osemeni, ktera byla provedena pomoci BioTeke Plant Total RNA
Extraction kitu. Cistota a koncentrace vyizolované RNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru
niz8i, nez hodnoty koncentrace genotypu kulturnich (Cameor, J192). To je pravdépodobné
zpusobeno vysokym obsahem sekundarnich metabolitii, fenolickych latek a oligosacharida
u planych genotypt, a tudiz obtiznéjsi izolaci RNA. Hodnoty koncentrace RNA se
u jednotlivych genotypi a stadii zna¢né lisily (tabulka 5). Pomér absorbanci pii vinovych
délkach 260 nm a 280 nm byl 2, coz ukazuje na dobrou Cistotu vzorku. Pomoci elektroforetické

separace byla ovétena uspésnost izolace, kvalita a mnozstvi RNA.

Tabulka 5: Koncentrace vyizolované RNA u jednotlivych vzorku a stadii

Genotyp | Koncentrace [ng/ul]
C1 621,7
C2 532,8
C3 108,9
L1 326,7
L2 103,8
L3 169,7

64-1 1556,6
64-2 1099,1
64-3 159,6
92-1 332,9
92-2 207,2
92-3 210,1
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Nasledn¢ byla RNA pievedena do cDNA metodou dvoukrokové reverzni transkripce.
Ziskana cDNA byla amplifikovdana metodou PCR, a to za tcelem ovétfeni funkcnosti
a specificnosti testovanych primerd. Pro MACE analyzu bylo vybrano celkem 9 gena
Z ptivodnich 18 genli, pficemz 9 genid bylo zanalyzy vyfazeno kvuli nizké specifité
amplifikace. Produkty téchto vyloucenych primera (primer MACE-217) nebyly na

elektroforetogramu dobie viditelné, popiipadé tvotily vice produkti (obrazek 6).

Poté byla provedena analyza mnozstvi transkriptl ve vzorcich metodou qRT-PCR.
Reakce probéhla ve tfech opakovénich a jeji spravny prubéh byl ovéfen pomoci gelové
elektroforézy a analyzy ktivky tani (obrazek 8). Jako referencni gen byl pouzit aktin (obrazek
7), jako kontrola byl pouzit genotyp Cameor ve stadiu C1 (nejmladsi stadium). Nasledovala
relativni kvantifikace metodou 22 podle Livaka a Schmittgena (2001). Vysledky byly
zpracovany do graft a tabulek (tabulka 6y), pticemz zelené jsou zvyraznény hodnoty exprese

0-4,0, modte 4,1-8,0 a Cervené 8,1 a vyssi.

Obrazek 6: Srovnani amplifikace DNA se specifickymi primery a primery s nizkou

specifitou

-— \
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Legenda: L - standard molekulové hmotnosti (100 bp MW marker); vlevo primer MACE-201; vpravo vylouceny
primer MACE-217; C1-C3 genotyp Cameor; L1-L3 genotyp L100; 64-1 genotyp JI164
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Obrazek 7: Elektroforetické rozdéleni produkti qRT-PCR pii vyuziti referen¢niho genu
aktinu

et L b b L L Ll

Legenda: L - standard molekulové hmotnosti (100bp MW marker); C1-C3 genotyp Cameor (od nejmladsiho po
nejstarsi stadium); L1-L.3 genotyp L100 (od nejmladsiho po nejstarsi stadium); 64-1-64-2 genotyp J164 (nejmladsi

a prostfedni stadium)

Obrazek 8: Vysledek analyzy krivky tani produktu vzniklého amplifikaci za pouziti primeru
MACE-209, srovnani s aktinem

0251

Legenda: primer MACE-209 zeleng; aktin razové
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Tabulka 6: Relativni mira exprese genti vyjadiena hodnotou 224 a relativni odchylkou

Vyvojové
Genotyp stadium | MACE-201 | MACE-202 | MACE-207 MACE-208 MACE-209 MACE-210 MACE-211 MACE-213 MACE-214
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Cameor 2 0,496 + 0,188 0,1+0,04 0,309 £0,051 | 11,799 £5,907 | 8,151 +2,024 | 3,847 +0,749 7,592 + 0,642 3,96 £0,202 |23,177 £4,899
3 0,846+0,413| 0,54+0,06 |1,541+0,226| 6,821 +2,194 2,07 £ 0,667 6,933 +0,679 4,733 +0,987 |5,334+0,916 | 17,63+1,017
1 3,272+0,738 | 991+2,58 |2,194+0,579| 0,77+0,181 | 0,182 +£0,045 1,204 £0,1 0,464 £ 0,079 1,06 £0,226 | 0,822 +0,163
L100 2 0,833 £ 0,06 0,99 + 0,05 1,201 +£0,22 1,171 +£0,068 | 1,443+0,535| 1,886 +0,046 2,237 10,14 1,21 £ 0,069 4,506 + 0,286
3 0,582 +0,108 | 0,36+0,06 |0,524+0,053| 5,327+0,443 | 6,812+0,36 | 13,757 +4,629 | 10,621 +2,157 | 7,415+ 1,249 | 41,016 £ 5,404
1 3,89+0,83 4,02+1,38 |4,672+0,702| 1,542+0,238 |1,915+0,323| 7,793+0,611 1,475 10,213 1,212 +£0,38 2,044 + 0,826
JI-64 2 0,382+0,072 | 1,38+0,23 |0,474+0,036| 7,123+3,567 |3,694+0,482 | 2,078 £0,031 6,368 + 0,587 | 3,456+0,375| 11,064 £ 3,691
3 0,017+0,003 | 0,07+£0,02 |0,025+0,011 1,936 +0,71 |2,168+0,701 | 5,722 £0,364 5,234 +£0,507 |5,974+1,166 | 21,782 £ 6,342
1 2,064 + 0,455 0,31+0,1 4,007 £0,286 | 2,959+ 1,437 3,257 +0,8 3,643 +1,442 1,259+0,428 | 2,833+1,042 3,98 £ 1,849
JI-92 2 1,779+0,561 | 0,94 +0,08 0,97 £ 0,08 18,957 £ 2,454 | 8,07 £2,471 7,639 +£1,156 8,124 +0,566 |6,875+1,176 | 27,873 £5,531
3 1,637+0,068 | 2,51+0,46 2,446 £ 0,75 4,227 £0,51 3,484 +0,957 | 23,249+7,067 | 1,273+0,649 |5,417+2,252 | 10,955+4,28
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Bylo zjisténo, Ze z testovanych gend byl nejvice exprimovan MACE-214 (graf 1),

fv v

U genu MACE-214 dochézelo k postupné zvysSujici se expresi u genotypu L100 a J164
(plané formy), pficemz tento gen byl nejvice exprimovan ve stadiich L3 a 64-3, coz jsou stadia
nejstarsi. U genotypti Cameor a JI92 (kulturni formy) dochézelo k nejvyssi expresi u stadia

prostiedniho, naopak expresi nejnizsi vykazovalo nejmladsi stadium (graf 1).

Exprese genu MACE-201 (transkripéni faktor, GATA) se postupné se staiim semene

snizovala, s vyjimkou genotypu Cameor, kde v nejmlad$im a nestar$im stadiu byla vyssi,

a L100 (plana forma) a jejich nejmladsiho stadia (graf 2).

Gen MACE-202 (alpha/beta hydrolase) byl u genotypti L100 a JI64 down-regulovany,
exprese u nejmladsSiho stadia byla nejvyssi. U genotypu JI92 byly naméfeny nejvyssi hodnoty

u stadia nejstarSiho. NejvysSi hodnoty exprese u genotypu Cameor byly pozorovany

v

exprese opét vyssi (graf 3).

Graf 1: Relativni exprese genu MACE-214 ve tfech vyvojovych stadiich u ¢tyf

analyzovanych genotypt hrachu

MACE-214
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Legenda: C - Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 - J192 (nejstarsi stadium 92-3)
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Graf 2: Relativni exprese genu MACE-201 ve tfech vyvojovych stadiich u ¢tyf

analyzovanych genotypt hrachu
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Legenda: C - Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 - J192 (nejstarsi stadium 92-3)

Graf 3: Relativni exprese genu MACE-202 ve tfech vyvojovych stadiich u Ctyf

analyzovanych genotypt hrachu
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Legenda: C - Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 - JI192 (nejstarsi stadium 92-3)
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U genotypﬁ L100 a J164 byl gen MACE-207 (Cellulose Synthase) down-regulovany.
Cameor a JI92 byly naméteny u nejmladsiho stadia. Nejvyssi hodnoty exprese se u téchto
genotypt vsak lisily. Zatimco u genotypu Cameor byla nejvyssi hodnota zaznamenana ve stadiu

nejstarSim, u genotypu J192 vykazovalo nejvyssi hodnotu exprese stadium nejmladsi (graf 4).

Nejvyssi exprese genu MACE-208 (GDP-L-galactose phosphorylase) byla naméiena
Vv prostfednim stadiu u vSech genotypu, kromé genotypu L100, ktery vykazuje nejvyssi hodnotu

exprese ve stadiu nejstaréim. Nejmladsi stadia vSech genotypli, kromé genotypu L100,

v

Graf 4: Relativni exprese genu MACE-207 ve tfech vyvojovych stadiich u Ctyf

analyzovanych genotypt hrachu
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Legenda: C — Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 -J192 (nejstarsi stadium 92-3)

U genu MACE-209 (transkripéni faktor, NAC) byla naméfena nejvyssi exprese
V prostiednim stadiu, a to u genotypt Cameor, JI64 a JI92. NejniZsi exprese byla zaznamenéna
v nejmlads$im stadiu téchto genotypl. Exprese genu MACE-209 u genotypu L100 byla nejvyssi

u nejstarsiho stadia, nejnizsi pak u stadia nejmladsiho (graf 6).
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Graf 5: Relativni exprese genu MACE-208 ve tfech vyvojovych stadiich u ¢tyf

analyzovanych genotypt hrachu
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Legenda: C - Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 -J192 (nejstars$i stadium 92-3)

Graf 6: Relativni exprese genu MACE-209 ve tfech vyvojovych stadiich u Ctyf

analyzovanych genotypt hrachu
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Legenda: C - Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 - JI192 (nejstarsi stadium 92-3)
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Tteti stadium vSech genotypil, kromé J164, vykazovalo nejvyssi hodnoty exprese genu

MACE-210 (transkripéni faktor, GRAS). Tento gen byl nejvice exprimovan u genotypu J192.

Cv N

cv w7

Twwr

byly naméteny u nejmladSich stadii vSech genotypti. Nejvyssi hodnota exprese genotypu L100

byla zjisténa u nejstarSiho stadia, zatimco nejnizsi hodnota u stadia nejmladSiho (graf 8).

U genu MACE-213 (transkrip¢ni faktor, OS), dochazelo k nejvyssi expresi v nejstarSich

stadiich vSech genotypt, kromé genotypu J192, ktery vykazoval nejvyssi expresi v prostfednim

cv v

Gen MACE-213 byl tedy u genotypti Cameor, L100 a JI64 up-regulovany (graf 9).

Graf 7: Relativni exprese genu MACE-210 ve tfech vyvojovych stadiich u cCtyr

analyzovanych genotypl hrachu
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Legenda: C — Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 - JI192 (nejstarsi stadium 92-3)
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Graf 8: Relativni exprese genu MACE-211 ve tfech vyvojovych stadiich u ¢tyf

analyzovanych genotypt hrachu
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Legenda: C - Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 -J192 (nejstarsi stadium 92-3)

Graf 9: Relativni exprese genu MACE-213 ve tfech vyvojovych stadiich u Ctyf

analyzovanych genotypt hrachu
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Legenda: C - Cameor (nejstarsi stadium C3); L - L100 (nejstarsi stadium L3); 64 - JI64 (nejstarsi stadium 64-3);
92 - JI192 (nejstarsi stadium 92-3)

38



6 DISKUZE

Vyvoj semen byl pfedmétem zajmu mnoha studii, které byly zaméieny predevsim na
vyvoj embrya. Ve vétSin€ z nich vSak byly provedeny transkriptomické analyzy celého semene,
nebo embrya, zatimco v této bakalarské praci byly studovany geny, které jsou exprimovany
v osemeni. Z tohoto rostlinného pletiva Ize vSak izolovat RNA s velkymi obtizemi, a to kvuli
vyskytu vysokého mnozstvi inhibujicich latek. Mezi tyto latky jsou fazeny sacharidy, fenolické
latky a pigmenty (Castell et al., 1996). Piedevsim u pigmentovanych semen je izolace RNA
obtizna, protoze jsou na ni vazany proanthokyanidy, které zabranuji jeji extrakci (Wang et
Vodkin, 1994). Standardni metody izolace RNA z osemeni, jako je naptiklad
fenol/chloroformova metoda nebo metoda na bazi guanidium thiokyanatu, nejsou v piipadé
osemeni piili§ efektivni (Vojtkova, 2016). Proto jsou dnes pouzivany izolacni kity, které
umoznuji dosazeni vysSiho vytézku a lepsi kvality RNA. U kazdého genotypu je vSak
pozorovana odli$na tloustka osemeni, tim padem i rozdilné mnozstvi jiz zminénych inhibi¢nich

latek, a to pravdépodobné vedlo k niz§imu vytézku RNA u planych forem L100 a JI64.

Vyvoj semen je geneticky naprogramovan, koreluje se zvySenou metabolickou aktivitou
a je fizen komplexnimi regulaénimi sitémi gent (Liu et al., 2015). Studie provadéné na
Medicago truncatula ukazaly, ze pfiblizné polovina gent regulovanych osemenim, je fazena
k metabolickym draham (Benedito et al., 2008). Pti vyvoji semen hraji zasadni roli také
hormony (Holdsworth et al., 2008). Podrobna analyza, kterou provedli Liu et al. (2015),
odhalila jak up-regulaci, tak i down-regulaci hormonalniho metabolismu. Vétsina gend,
podilejicich se na biosyntéze auxinu a signalové transdukci, byla v pozdnim stadiu down-
regulovana, coZ naznaCuje vyznam auxinu pravé v raném stadiu vyvoje semen. Srovnavaci
analyza genu podilejicich se na biosyntéze cukru a Skrobu u planého a kulturniho hrachu
ukazala, ze rozdilna exprese piibuznych genti v pozdnich vyvojovych stadiich ma za nasledek
negativni korelace mezi rozpustnym cukrem a biosyntetickym tokem Skrobu v tkanich zrna

i celé rostliny (Liu et al., 2015).

V bakalaiské praci byla provedena transkriptomicka analyza exprese zajmovych gent,
které byly vybrany na zdkladé¢ MACE analyzy. Byly zvoleny ¢tyfi genotypy hrachu, a to
Cameor a L100 s nepigmentovanym osemenim, dale pak JI64 a JI92 s pigmentovanym
osemenim. Cameor a JI92 zaroven piedstavuji kulturni odriidu, zatimco L100 a JI64 jsou

odrudy plané. Z rostliny kazdého genotypu byla odebrana tti vyvojova stadia luski.
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Rychlost vyvoje téchto Ctyt genotypii je vSak odlisna, plané odrudy se vyvijeji pomaleji
nez kulturni, a proto je toto rozdéleni ¢astecné relativni. Vysledky byly porovnany se studii
Hradilova et al. (2017), ktera se zabyvala transkripcni analyzou vybranych genti v kontextu
s domestikaci a dormanci semen. Zaroven byla v této studii provedena komplexni metabolicka
a anatomicka analyza, kterd porovnala semena hrachu kulturniho a plané¢ho v ramci ztraty
dormance semen a pukavosti lusku. Expresi genti u genotypu L100 vsak s touto studii nebylo

mozno srovnat, protoze zde tento genotyp nebyl testovan.

Exprese genu MACE-201 se postupné¢ se stafim semene snizovala, s vyjimkou genotypu
Cameor. Transkripéni faktor (GATA type), testovany ve studii Hradilova et al., (2017) byl

nejvice exprimovan rovnéz u genotypu Cameor (Hradilova et al., 2017).

U genu MACE-202 (alpha/beta hydrolase) byla pozorovana rozdilnd mira exprese
u planych a kulturnich forem. U planych forem (L100 a JI164) byl gen down-regulovany,
pfi¢emZ nejvyssi hodnoty byly namétfeny u nejmladsiho stadia. Genotyp Cameor vykazoval
nejvyssi hodnoty exprese u nejmladsiho stadia, stejné jako L100. Exprese genu MACE-202 je
tedy u odrud s nepigmentovanym osemenim nejvys$i v nejmlad$im stadiu. Alpha/beta
hydrolaza (ABH) se vyskytuje v signalnich drahach giberellinti, strigolakton a karrikint
Vv rostlinach. ABH je také zodpovédna za hydrolyzu peptidovych a esterovych vazeb, dale se
podili na S$tépeni vazeb C-C, dekarboxylac¢nich reakcich a dioxygenaci aromatickych
heterocyklli. ABB se u rostlin podili také na riistu, vyvoji, metabolismu a fitness rostliny

(Mindrebo et al., 2016).

Gen MACE-207 vykazoval u planych a kulturnich forem rozdilnou expresi. Zatimco
u planych forem dochézelo k nejvyssi expresi u nejmladsiho stadia, u kulturnich odrid byl gen
nejvice exprimovan ve stadiu nestar$im. Studie Hradilova et al. (2017) uvadi rozdilnou expresi
genu PsCam009776 (cellulose synthase) u forem planych a kulturnich. Tento enzym spole¢né
s enzymy pectate lyase (EC: 4.2.2.2) a pectin methylesterase (EC: 3.1.1.11) muzZe interferovat
S enzymy biosyntézy ligninu, ktera vede k rozdilnému slozeni bunééné stény (Hradilova et al.,
2017). To vysvétluje rozdilnou expresi genu u planych a kulturnich forem, u kterych se 1isi

prave tloustka bunécné stény.

Gen MACE-208 koduje GDP-L-galactose phosphorylasu. Jeho nejvyssi exprese byla
pozorovana u prostfedniho stadia J192, naopak exprese nejnizsi byla zaznamendna u genotypu
L100 a jeho nejmladsiho stadia. U vSech genotypi kromé L100 byl gen v nejmlad$im stadiu

exprimovan nejméné, ve stadiu prostfednim probihala exprese maximalné, a poté se
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V nejstarSim  stadiu  vyrazné snizila. Expresi dvou gend kodujicich GDP-L-galactose
phosphorylasu studovali Gayo et al. (2011), a to u mutantd Arabidopsis thaliana.
GDP-L-galactose phosphorylasa je kritickd pro biosyntézu askorbatu. Ten byl akumulovan
Vv kotyledonech béhem kli¢eni vSech testovanych genotyptu Arabidopsis thaliana (Gayo et al.,
2011).

Transkripéni faktor MACE-209 (NAC) vykazoval nejvyssi expresi v prostiednim stadiu
genotypu Cameor, J164 a JI192. Naopak v nejmlad$im stadiu byla exprese nejnizsi. Ve studii
Hradilova et al. (2017) byly pozorovany obdobné exprese u genu PsCam060108, transkrip¢ni
faktor (NAC), ten byl vSak studovan béhem vyvoje luskd hrachu (Hradilova et al., 2017).

Dal$im studovanym transkripénim faktorem byl gen MACE-210 (GRAS), pficemz
nejvyssi expresi vykazoval genotyp JI92 v nejstarSim stadiu vyvoje. Exprese genu u odriidy
Cameor byla taktéz nejvyssi v nejstarSim stadiu. Gen MACE-210 je tedy u kulturnich odrid
up-regulovany. U planych genotypl je tomu vSak jinak. Zatimco u L100 byla naméfena

nejvyssi exprese ve stadiu nejstarSim, u JI64 ve stadiu nejmlads$im.

Gen MACE-211 vykazoval nejvyssi hodnoty exprese v prostifednim stadiu vsech
genotypl, krom¢ genotypu L100. Jednd se o gen kodujici phospholipid/glycerol
acetyltransferasu. Phospholipid/glycerol acetyltransferasa se podili na syntéze triacylglycerolu
v rostlinnych pletivech. Studie Beisson et al. (2007) charakterizovala knockout mutanty
Arabidopsis thaliana pro gen glycerol-3-fosfat acyltransferazy 5 (GPATS5). Mezi fenotypové
vlastnosti gpat mutantll pak byla fazena zvySena propustnost osemeni a snizena kli¢ivost
semen. Abnormalni rist kofeni pii stresovych podminkach naznacoval, ze GPAT5 hraje

klicovou roli pfi biogenezi v semeni a kofenech (Beisson et al., 2007).

Triacylglycerol je také prekurzor pro syntézu glykolipidi, které se nachazeji ve
fotosyntetickych membranach. Tato syntéza probihd prostiednictvim eukaryotické drahy
(Roughan et Slack, 1982; Ohlrogge et Browse, 1995; Somerville et Browse, 1996), ackoli
rozsah, v némz eukaryoticka draha piispiva k sestaveni thylakoidnich lipidd, se 1isi v zavislosti
na druhu a tkani v rostlin€. Napiiklad v rostlinach Pisum sativum (Mongrand et al., 1998) a ve
vyvoji semen Arabidopsis thaliana (Xu et al., 2005) ptevlada eukaryoticka draha syntézy
tylakoidnich lipida, zatimco v listech Arabidopsis a Spenatu (Spinacia oleracea) asi polovina
fotosyntetickych membranovych lipidd pochazi z eukaryotické drédhy a polovina

z prokaryotické drahy (Browse et al., 1986). To by mohlo vysvétlovat skutecnost, ze nejvyssi
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exprese genu MACE-211 nebyla namétfena ve stadiu nejmladsim, ale ve stadiu prostfednim,

ptfipadné nejstarSim.

Gen MACE-213 (transkrip¢ni faktor, OS) byl nejvice exprimovan v nejstarsich stadiich,
a to u vSech genotypti, kromé JI92. Naopak exprese nejnizsi byla zjiSténa u vSech genotypti

v nejmlads$im stadiu. Zaroven byl gen up-regulovany u genotypti Cameor, L100 a JI64.

Transkripéni faktor MACE-214 (leucine zipper) vykazoval u planych odrud (L100,
JI64) postupné zvysujici se expresi, nejvyssi hodnoty byly tedy zjistény u nejstarsich stadii.
Kulturni formy (Cameor a JI192) vykazovaly expresi nejvyssi ve stadiu prostifednim. Obdobné
trendy byly pozorovany i u genu PsCam000456, transkripéniho faktoru, ktery byl studovany

v kontextu exprese béhem vyvoje luski (Hradilova et al. 2017).
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7 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo provést transkriptomickou analyzu vybranych gena
aktivnich béhem vyvoje osemeni hrachu (Pisum sativum L.). V literarni reSersi jsou shrnuty
zékladni poznatky o semenech, a dale jsou popsany studie, které ptispé€ly k pochopeni funkce

genll exprimovanych v osemeni hrachu.

V experimentalni ¢asti prace byla provedena izolace RNA z osemeni hrachu Ctyf
genotypu, a to konkrétné Cameor a JI92 (kulturni odriidy), L100 a J194 (plané odrudy), ptficemz
kazdy genotyp byl studovan ve tech stadiich vyvoje. Izolovand RNA byla nasledné piepsana
do cDNA metodou dvoukrokové reverzni transkripce (RT-PCR). Pro transkripéni analyzu byly
na zakladé predem provedené MACE analyzy vybrany geny diferencialné exprimované béhem
vyvoje osemeni. Nasledovala amplifikace téchto gent a také kvantitativni real-time PCR

(QRT-PCR).

Genova exprese byla vyhodnocena pomoci statistické analyzy dat. Relativni
kvantifikace exprese genii byla provedena pomoci metody 222, Bylo zjisténo, Ze

Z testovanych gent byl nejvice exprimovan MACE-214 (transkripéni faktor, leucine zipper),

cv v

Tato prace napomohla validaci transkriptomickych dat ziskanych z transkriptomické
MACE analyzy vybranych genil. Zaroven se podafilo potvrdit vysledky z MACE analyzy, které
ukazaly, Ze vybrané geny jsou béhem vyvoje osemeni exprimovany v sestupném, nebo
vzestupném trendu. Tato prace muze slouzit jako vychozi pro dal§i podrobnéjsi studium genii
exprimovanych béhem vyvoje osemeni hrachu, a ziroven také pro srovnani planych a

kulturnich forem odliSujicich se dormanci semen, zprostfedkovanou pravé osemenim.
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