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Souhrn

Proces postupné piemény z planych na kulturni formy rostlin (domestikace) se
projevil v morfologickych zménach (domestika¢ni syndrom) zahrnujici znaky jako: zvySeni
po¢tu semen, zmény velikosti a tvaru semen, zlepSeni fertility a kli¢ivosti, zmény v
architektufe rostlin, zmenseni dormance, omezeni vypadavani semen, zmény v dob¢ kveteni,
eliminace toxickych nebo inhibujicich latek, pigmentti semen apod.

Béhem procesu domestikace hrachu byla odstranéna dormance semen, umoznujici
pfijem vody a kliceni semen. Mechanismus fidici tento proces je zprostfedkovan
anatomickou strukturou a chemickym slozenim osemeni. Je pravdépodobné, Ze exprese genti
béhem vyvoje osemeni je jednim zrozhodujicich faktorii. Analyza genové exprese
(transkriptomika) je dulezitou metodou vedouci k pochopeni funkce genil. Prace si klade za
cil provést srovnavaci transkriptomickou analyzu vybranych geni béhem vyvoje semene

planych a kulturnich forem hrachu (Pisum sativum L.).



Summary

The process of progressive conversion from wild plants to cultured forms of plants
(domestication) has been reflected in changes (domestacation syndrome) including traits:
increase in the number of seeds, changes in the size and shape of seeds, improvement of
fertility and germination, changes in the architecture of plants, reduction of dormancy, loss
of seeds shattering, changes in flowering time, elimination of toxic substances, seed
pigments etc.

During the process of pea domestication the seed dormancy was removed, allowing
water intake and seed germination. The mechanism governing this process is mediated by
anatomical structure and chemical composition of seed coat. It is likely that gene expression
during the seed coat development is one of the crucial factors. The analysis of gene
expression (transcriptomics) is an important method leading to gene function
comprehension. This work aims to accomplish a comparative transcriptomical analysis of
selected genes during the seed development of wild and cultivated forms of pea (Pisum

sativum L.).
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1 Uvod

Hrach (Pisum sp.) byl modelovym objektem genetickych analyz jiz pted praci J.G. Mendela
(Smykal, 2014), ale pfedevsim vzhledem k velikosti genomu byl nahrazen jinymi modelovymi
organismy.

Hrach patii mezi vyznamné zemédélské plodiny. Jeho semena jsou dlilezitou soucasti lidské
vyzivy, hlavné kviili vysokému obsahu proteinti. Kulturni hrach béhem dé&jin prosel procesem
domestikace, v ramci ¢ehoz doslo mimo jiné ke ztraté dormance semen. Semena kulturnich
osemeni — u planych forem je vyrazné tlustsi a htite propustné pro vodu.

Plané a nckteré kulturni formy se vyznacuji pigmentaci semen, kterd je zpusobena
akumulaci proanthokyanidinti, derivatl flavonoidti v osemeni. Vzhledem Kk jejich inhibi¢nimu
vlivu na proces traveni byly v procesu domestikace odstranény. Tyto latky jsou rovnéz
vyznamné z hlediska vyzivy (maji antioxida¢ni vlastnosti), uvazuje se vsak i o jejich roli
v dormanci semen. V bakalaiské praci bylo vybrano 5 genti zapojenych do biosyntetické drahy
proanthokyanidini a byla u nich provedena srovnavaci analyza jejich exprese pomoci
kvantitativni real-time PCR. Kvantitativni real-time PCR je modifikaci klasické PCR, ktera
méti narast mnozstvi produkti v redlném case. Relativni kvantifikace byla vypocitdna pomoci
metody 224€T (Livak and Schmittgen, 2001). Bylo testovano osemeni &tyi riiznych genotypi
hrachu, dva zastupci kulturniho (Pisum sativum subsp. sativum) a dva planého (Pisum sativum

subsp. elatius).



2 Vyvoj semene a osemeni

Semena krytosemennych rostlin vznikaji na zakladé procesu dvojitého oplozeni. Jedna
samCi spermatickd buiikka oplodni samici vaje¢nou bunku a vznikne tak embryo, druhd
spermaticka buiika splyne s diploidnim jadrem zarodecného vaku za vzniku triploidniho jadra,
které dava zaklad endospermu. Semeno se pak obvykle sklada zembrya, endospermu,

perispermu a osemeni (Baskin and Baskin, 2000).

2.1 Embryo

Embryo se sklada z embryonalni osy a jedné (jednodélozné, Liliopsida) nebo vice
(dvoudélozné, Magnoliopsida) déloh (kotyledonil). U dvoud€loznych rostlin 1ze snadno
rozpoznat dal$i Casti tvorici osu embrya — zaklad kotfene (radicula), hypokotyl, na ktery
navazuji délohy, a vzrostny vrchol (apex), na némz je patrny zaklad vrcholového pupene
(plumula) (Bewley et al, 1994). U riznych rostlinnych druhii se embryo nachazi v riizném
stupni diferenciace, napt. u Orchideaceae je zcela nediferencované a naopak u celedi
Fabaceae a Asteraceae vypliiuje téméf cely vnitini prostor semene.

Vyvoj embrya je zapo€at prvni mitézou zygoty, pii niz vznikaji dvé asymetrické buiky
— smérem do stiedu zadrodec¢ného vaku je to mensi apikalni bunka a k matetskému pletivu
v oblasti mikropyle pfichycena vétsi, bazalni bunka (Vinter, 2008). Az na vyjimky,
zZ apikalni buiiky vznikd embryo a z bazalni bunky vznikd suspenzorovy systém a nékdy i
kotfenova cepicka. Suspenzorovy systém ma nékolik funkci, hlavné pak transport zivin,
metaboliti nebo rustovych regulatori z matetského pletiva k rostoucimu embryu
(Romberger et al., 2005). Postupné dochazi k diferenciaci a polarizaci embrya, kdy se
smérem k suspenzoru diferencuje hypofyza (kofenovy pdl) a na opacné strané epifyza
(stonkovy pol). V oblasti pfilehlé k epifyze se diferencuji zaklady déloh. Dal§im vyvojem
vznika plumula, radicula se zékladem cepicky (kalyptry) a hypokotyl, prvni poddélozni
¢lanek (oblast mezi radiculou a mistem inzerce déloh). Nasledn¢ z centralniho meristému
vznikéd prokambium, jezZ je zdkladem vodivych pletiv a zdkladni meristém, ktery pak tvoii
primarni kiiru. Nakonec se v embryu snizuje mnozstvi vody, akumuluji se zasobni latky,

snizuje se metabolickd aktivita a embryo dozrava (Vinter, 2008).

2.2 Endosperm a perisperm
Endosperm a perisperm patii mezi zasobni pletiva. Perisperm vznika z bun¢k vaje¢ného

pletiva nucellu a je, stejné jako nucellus, diploidni. U vétSiny rostlin se vSak perisperm bud’



vubec nevyviji, nebo se diferencuje na kratce po oplozeni a zanedlouho zanika. Vyjimkou
jsou nékteré rostliny, napt. kaktusy, u nich perisperm zastupuje roli hlavniho zasobniho
pletiva (Bewley et al., 1994). Endosperm je vétsinou zpocatku triploidni, béhem svého
vyvoje se jeho ploidie kviili polyploidiza¢nim procesim vyrazné navySuje (Chamberlin et
al., 1993). Nevyskytuje se vSak u vsech rostlin. Podle jeho pfitomnosti se semena déli na
endospermické a neendospermicka. Muze se také stat, ze vétSina bun¢k endospermu je na
konci svého vyvoje neziva. Na jeho vnéjsi stran¢€ vSak zlstava vrstva zivych bunék, kterd

produkuje enzymy slouZici k mobilizaci zasobnich latek (Bewley et al., 1994).

2.3 Osemeni

Osementi tvoii povrch semene a ma predevsim ochrannou funkci. U bobovitych se osemeni
vyviji jako prvni, spole¢né s endospermem, az nasledné dochazi k vyvoji embrya (Weber et al,
2005). Je odvozeno od vné&jsich nebo vnitinich vajecnych oball (integument), popt. od obou
(Bewley et al, 1994), zalezi na konkrétnim druhu rostliny. Osemeni bobovitych se vyviji z obou
integumentl. Vnitini béhem vyvoje témér zanika a buiiky vnéjsiho integumentu se diferencuji
do nékolika vrstev, které jsou pro strukturu osemeni charakteristické. Epidermis vnéjSiho
integumentu je tvofena jednou vrstvou bunc¢k — sklereid (také nazyvany makrosklereidy,
palisadové buniky nebo Malpighiho buiiky). Tyto buiiky jsou palisddove usporadany a maji silné
a nepravidelné ztloustlou bunécnou sténu. Na povrchu jsou pokryté kutikulou. Bunééna sténa
na vnéjsi strané bunék epidermis je diky svému tvaru a modifikacim oznacovana jako
terminalni ¢epicka. Spolecné s kutikulou a voskovou vrstvou tvofi typickou strukturu povrchu
osemeni (Smykal et al., 2014). Rozhrani mezi terminalni ¢epickou a zbytkem bunécné stény
tvoii linie, ktera se, diky své schopnosti opticky lamat svétlo, nazyva ,,light line* (Bhalla and
Slattery, 1984) nebo taky linea lucida (Smykal et al., 2014). Pravé tato linie je pravdépodobné
hlavnim faktorem zptsobujici nepropustnost osemeni pro vodu (Harris, 1987). U sdji bylo
prokazano, ze kutikula semen, které maji osemeni propustné pro vodu, je mechanicky slaba a
obsahuje malé trhliny, jimiz maze prochazet voda. Naopak kutikula semen s osemenim
nepropustnym pro vodu je mechanicky silngjsi a za normalnich podminek se v ni trhliny netvoii
(Ma et al., 2004).

Pod epidermis se nachazi vrstva osteosklereid, coz jsou buiky charakteristického tvaru
ptesypacich hodin nebo také kosti, podle ¢ehoz byly nazvany (Smykal et al., 2014). Maji tlustou
bunécnou sténu, velkou centralni vakuolu, ale, na rozdil od makrosklereid, jsou mezi nimi velké

intercelularni prostory. Nadale vSak ziistavaji spojeny plasmodesmaty (Miller et al., 2010).
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Funkci intracelularnich prostor je pravdépodobné vymeéna dychacich plyni pii vysouSeni
semene (Smykal et al., 2014).

Vnitini vrstva osemeni, nékdy nazyvana zivna vrstva (Hamly, 1932), je slozena
z parenchymatickych bun¢k. Nachazi se zde také cévni systém, ktery rozvadi produkty
fotosyntézy v ramci osemeni (Offler and Patrick, 1993). Lze ji jesté rozlisit na tii podvrstvy —
chlorenchym, spodni parenchym a vétveny parenchym. Cela parenchymaticka vrstva je
charakteristicka intercelularnimi prostory, nejvétsi jsou u vétveného parenchymu. Jsou
vyplnény bud’ tekutinou, nebo vzduchem. Chlorenchym tvofi velké bunky obsahujici
chloroplasty a plynule ptechdzi v podobny ptizemni parenchym, ve kterém se vSak nachazi
méné chloroplastli. Vétveny parenchym tvoii malé buiiky nepravidelného tvaru. S postupnym
ristem embrya tyto buiiky spolu s nejbliz§imi vrstvami pfizemniho parenchymu ustupuji (Van
Dongen et al., 2003). Zivna vrstva nema souvislost s nepropustnosti osemeni pro vodu, kromé
piipadi, kdy obsahuje vétsi mnozstvi kalozy, ktera pak ¢astecné brani proniknuti vody (Bhalla
and Slattery, 1984).

Na osemeni bobovitych nalezneme nekolik typickych oblasti — pupek (hilum), klovy otvor
(mikropyle) a semenny Sev (raphe), zbytek se oznacuje jako extrahilarni region. Hilum je jizva,
ktera vznika, jakmile se semeno v dob¢ zralosti odtrhne od poutka. Klovy otvor je misto,
z kterého pfi kli¢eni vyristd kofinek. Semenny Sev je mirn¢ snizené misto na opacné stran¢ od
hilu nez se nachdzi klovy otvor. Zatim nepanuje shoda, zda se tyto tii struktury podileji na

piijmu vody ¢i nikoliv (Ma, et al, 2004).

Obr. ¢. 1: Struktura osemeni bobovitych. Znazornén pfi¢ny fez osemenim planého hrachu (Pisum

sativum subsp. elatius; pfevzato od Smykal et al., 2014).
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Obr. ¢. 2: Srovnani struktury osemeni kulturniho a planého hrachu. Vlevo se nachazi kulturni forma
hrachu, kultivar Cameor, vpravo pak plana forma hrachu, genotyp J164, u néhoz je patrny drsnéjsi
(griffy) povrch (pievzato od Smykal et al., 2014)

2.4 Vyvoj semene

Vyvoj semene, zahrnujici rist jak osemeni (plivodem z matetské rostliny), tak embrya a
endospermu bobovitych rostlin, je na genetické i fyziologické tirovni heterogenni (Weber et al.,
2005). V prvni fazi vyvoje dochazi k bunéénému déleni a expanzi rustu, dale dochazi k expanzi
zasobnich buné€k a ulozeni zasobnich latek do nich, coz je nasledovano zranim a vysychanim
semene (Bewley et al., 2012). U Medicago je prvni faze vyvoje charakterizovana 90% obsahem
vody, embryogenezi, tkanovou diferenciaci a také neschopnosti kli¢it. Pro druhou fazi je
typicky nartst obsahu suSiny (tedy syntézou zasobnich latek) a ziskani schopnosti klicit.
Posledni faze je charakterizovana vyraznym poklesem obsahu vody v semeni, coz miize zménit
zaméteni aktivity bun€k z téch orientovanych na tvorbu semene na pochody zamétené na
kli¢eni a rast (Gallardo et al., 2003). U hrachu byly definovany tii faze ristu semene, oddélené
dvéma zpozd'ujicimi se fazemi. Prvni faze je zaméfena na osemeni a endosperm, druhd faze je
spojovana s embryem a konci az se zavérem embryogeneze. Do této doby embryo roste diky
bunéénému déleni. Tieti faze je obdobim zrani semene a je typicka zvétSovanim bunék. Tyto
faze jsou alespon ¢aste¢né identické s obecnym systémem, ktery rozdéluje vyvoj semen na tfi
¢asti: bunécné déleni, zrani a vysychani (Weber et al., 2005).

Velikost semene je u hrachu stejné jako u ostatnich rostlin podminéna piedevsim geneticky,
ale s vlivem podminek prostiedi, ve kterych roste matetska rostlina. Koreluje s velikosti déloh,

ktera je dana poctem jejich bun¢k. Pocet bun€k je urCovan Cetnosti bunécnych cykli, coz je
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regulovano osemenim, které produkuje metabolické signaly (Weber et al., 1996). Invertazy
V bunééné sténé zvysuji hladinu hexdzy a hraji roli ve vyzivé embrya (Weber et al., 2005).
Vseobecné jsou invertdzy spojovany se zranim a ukladdnim zasobnich latek (Sturm and Tank,
1999). Jakmile je ukonceno bunécéné déleni, embryo se méni z pletiva podobného meristému
na vysoce diferencovany organ. Tento proces je fizen signalni drdhou zahrnujici sacharidy,
kyselinu abscisovou (ABA) a SnrK1 kinazy (Weber et al., 2005). ABA ovliviiuje zrani semen,
nezalezi pfitom, jestli je maternalniho ptivodu — z osemeni, nebo se vytvaii v embryu (Frey et
al., 2004), u bobovitych vsak nebyl prokazan pfimy vliv maternalni ABA na diferenciaci
embrya (Weber et al., 2005).

V semenech rostlin ¢eledi bobovitych dochazi k ukladani jak Skrobu, tak i proteint, proto
jsou dulezitym zdrojem proteind pro lidi i zvifata. Proteiny jsou syntetizovany v kotyledonech
béhem stfedni a pozdni faze vyvoje. Aminokyseliny potfebné k jejich syntéze jsou dopravovany
floémem do maternalnich tkani semene, odkud putuji do apoplastu az k symplasticky
izolovanému embryu. Syntéza zasobnich latek je pak regulovana embryem (Golombek et al.,
2001). Zasobni proteiny jsou v buiikach kotyledonu ulozeny nejprve na vnitini stran¢ vakuoly,
télisek indikuje stupen bunééné diferenciace (Weber et al., 2000). Hlavnimi zasobnimi proteiny
bobovitych jsou legumin a vicilin (Vitale and Bollini, 1995), vyjimkou je so6ja, u niz jsou

hlavnimi zasobnimi proteiny conglycinin a glycinin (Kinsella, 1979).

3 Dormance

Aby semeno vyklicilo, musi na n¢j ptisobit ptizniva kombinace faktor vnéjsiho prostiedi.
Dormance je jev, kdy semeno neklici, prestoze vnéjsi podminky by to umoznovaly (Baskin and
Baskin, 2004). D¢je se tak proto, aby semeno nevykli¢ilo pfed¢asné v nevhodnych podminkach
a zabranilo se tak smrti potomstva. Tato strategie se projevuje nékolika zptsoby (Bewley et al.,
1994.). Jedna z moznosti je, Ze semena z jedné matetské rostliny jsou produkovana ve vice
morfologicky odlisSnych formach, tim pddem se nachazeji v rizném stadiu dormance a neklici
tak soucasné. Zvétsuje se tak pravdépodobnost preziti alespon ¢asti potomstva. Morfologické
rozdily mohou zahrnovat napft. rozdily ve zbarveni, rlizny tvar semen nebo tloustku osemeni
(Bewley et al., 1994, Wang, 2012). Tento fenomén je relativné Casty, vyskytuje se u asi 18
rostlinnych celedi, nejvétsi podil v zastoupeni maji celedi Asteraceae a Chenopodiaceae
(Imbert, 2002).
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Dalsi strategii je odsunuti zacatku kliceni v Case, kdy je ukonceni dormance zévislé na
podminkach vnéjSiho prostredi, které jsou samy Casové podminéné. Jako ptiklad Ize uvést
nékteré rostliny, jejichZ semena vyZaduji pro vykli€eni plisobeni nizkych teplot po delsi ¢asove
obdobi, tj. v zimé¢. Je tak zajisténo, ze semena za¢nou klicit az na jafe, kdy jsou pro rist rostliny
vhodné podminky.

Dormance také pfinasi moznost prostorovému rozsifeni semen. Semena nevykli¢i hned a
mohou tak byt zanesena do vétSich vzdalenosti pomoci vody, vétru nebo Zivocichu (Bexley et
al. 1994). Ukonéeni dormance musi byt v souladu s ptitomnosti vhodnych vné&jsich faktoru, jez

podminuji kli¢eni (Baskin et al., 2000).

3.1 Klasifikace dormance

Baskin and Baskin (2004) vytvotili systém klasifikace dormance semen. Tento systém ma
tfi irovn¢ — tfidu, uroven a typ, pticemz existuje zakladnich 5 tfid dormance — fyziologicka
(PD), morfologicka (MD), morfo-fyziologickd (MPD), fyzikalni (PY) a kombinované (PY +

PD). Nejvice ¢lenéna je ttida dormance fyziologické a morfo-fyziologické.

Dormance fyziologicka (PD)

Dormance fyziologicka je podminéna hormonalné. Souvisi zejména s metabolismem
giberelinti (GA) a kyseliny abscisové (ABA) (Baskin and Baskin, 2004).

Predpoklada se, Ze ABA indukuje dormanci, kdezto GA jsou zodpovédné za pocatek
kliceni. Pokud je semeno slabé dormantni, a obsahuje tedy nizkou davku ABA, vyzaduje ke
kli¢eni i nizkou davku GA. Naopak pokud bylo v semeni priubéhu jeho vyvoje produkovano
veétsi mnozstvi ABA, ke kliceni je zapotiebi rovnéz vétsi mnozstvi GA (Baskin and Baskin,
2004). ABA mimo jiné zabranuje pied¢asnému kliceni semene béhem jeho vyvoje; stejné
u¢inky ma 1 osmoticky tlak okolniho prostfedi nebo jejich kombinace (Berry and Bewley,
1992).

Hormonalni regulaci dormance také ovliviiuje ethylen. U mnoha rostlinnych druht bylo
prokazano, ze ukoncuje dormanci a stimuluje kli¢eni (Kepczynski et al., 1997). Ethylen

interaguje s ABA a patrné snizuje citlivost semene k ni (Baskina and Baskin, 2004).
Dormance morfologicka (MD)

Morfologickou dormanci pozorujeme u semen, kterd nemaji dostatecné diferencované

embryo. Nejsou fyziologicky dormantni, pouze potfebuji Cas, aby se embryo plné vyvinulo. Za
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ptiznivych podminek trva toto obdobi ne€kolik dnil, nanejvys dva tydny, semena pak klici do

zhruba tficeti dnd (Baskin and Baskin, 2004).

Dormance morfofyziologicka (MPD)

Kombinace dormance morfologické a fyiziologické se nazyvd morfo-fyiziologicka
dormance. Semena maji nevyvinutd embrya a jsou fyziologicky dormantni — Kk ukonceni
dormance vyzaduji zvlastni podminky, jako napf. vlhko a nizké teploty. Pocatek kli¢eni je
podminén jak prolomenim MPD, tak urcitou kritickou velikosti embrya (Baskin and Baskin,

1991).

Dormance fyzikalni

Ctvrtym typem dormance je dormance fyzikalni. Vyskytuje se pravdépodobné u deviti fada
a patnacti Celedi, jako napt. Fabaceae, Malvaceae a Rhamnaceae; néktefi jejich zastupci vSak
produkuji i nedormantni semena (Baskin et al., 2000). Pozorujeme ji u planych ptedkt
bobovitych. Jeji pfiCinou je pfitomnost vrstvy nebo vice vrstev nepropustnych pro vodu
v osemeni nebo oplodi. Jsou to vrstvy bunék palisadového parenchymu obsahujici fenolické
latky a suberin (Smykal et al., 2014).

Az na vyjimky, semena vyznacujici se fyzikalni dormanci za¢nou klicit, jakmile se jejich
osemeni nebo oplodi stane propustné pro vodu. To miize byt zptisobeno napt. vykyvy teplot,
suchem, prichodem travicim traktem zivoCichli, mrazem, vysokymi teplotami (i ohném) nebo
naopak teplotami nizkymi. Pokud takové semeno ukon¢i dormanci — propusténim vody,
nemiize se uz vratit do piivodniho stavu (Baskin and Baskin, 1998).

Vrstva osemeni, jez nepropousti vodu, je slozena z palisaidovych nebo radidlné

prodlouzenych bunék (Baskin et al., 2000)

Dormance kombinovana (PY + PD)
Semena vyznacujici se kombinovanou dormanci maji pro vodu nepropustné osemeni a

soucasné vykazuji fyziologickou dormanci (Baskin and Baskin, 2004).

4 Biosynteticka draha proanthokyanidini v osemeni
Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin a jsou hlavnimi ¢ervenymi, modrymi a
nachovymi pigmenty. Zakladni funkci téchto pigmenti je pfildkani opylovacl a Zivo€ichil

roznasejicich semena. Také hraji kli¢ovou roli v signalizaci mezi rostlinami a mikroorganismy,
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u nékterych druht ovlivityji fertilitu samcich jedinct, plsobi proti patogenim a Skiidcim a
chrani pred UV zéafenim. Flavonoidy reprezentuji relativné riznorodou skupinu aromatickych
uhlovodikii odvozenou od fenylalaninu a malonylkoenzymu A. U vysSich rostlin 1ze nalézt Sest
podskupin: flavony, flavonoly, flavonoidy, chalkony, anthokyaniny a proanthokyanidiny;
sedmou, a ne tolik rozsitenou, skupinou jsou aurony (Winkel-Shirley, 2001). Biosyntézu
flavonoidil katalyzuji tii hlavni skupiny enzymu: oxoglutarat-dependentni dioxygenazy (napf.
F3H a flavonolsyntaza), NADPH-dependentni reduktdzy (DFR, LCR) a cytochrom P450
hydroxylazy (napt. F39H, F3959H a IFS) (Dixon and Steele, 1999).

Proanthokyanidiny (PA), nékdy také nazyvané kondenzované taniny (Ferraro et al., 2014),
se vyskytuji v kurfe, listech, plodech a semenech mnoha rostlinnych druhii, kde plni funkci
ochrany pied sktidci. Také jsou pficinou trpké chuti u vina, ¢aje, ovocnych dzusii a dalSich
napoji a byl prokdzan jejich pozitivni u€inek na lidské zdravi. Jejich ptfitomnost je jednim
z hlavnich faktort, které pozitivné ovliviiuji kvalitu picnin (Dixon et al., 2005).

V osemeni hrachu se podjednotky proanthokyanidini skladaji z cis-flavan-3-old a
trans-flavan-3-oli. U raznych kultivara se 1isi jak kvantitativng, tak kvalitativné, napf. stupném
hydroxylace a polymerizace (Ferraro et al., 2014). VSeobecné je struktura PA variabilni, zavisi
i na stereochemickych vlastnostech nebo na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti modifikaci, jako je
tieba esterifikace 3-hydroxylové skupiny (Dixon et al., 2005). Zajimavé je, ze na rozdil od
hrachu, se v piibuzné Medicago truncatula a modelové rostliné Arabidopsis thaliana
trans-flavan-3-olové podjednotky nevyskytuji (Ferraro et al., 2014). V prabéhu dozravani a
vysychani semen dochazi k tvorbé hnédého pigmentu, ktery dava semenu zbarveni (Lepiniec
et al., 2006). D¢je se tak u mrtvych bunék, ve kterych doslo k desintegraci cytoplazmy a kde
byly PA oxidovany, za vzniku komplext hnédého zbarveni (Pourcel et al., 2005).

Biosyntéza proanthokyanidinti probihé prostfednictvim fenylpropanoidové drahy. Reakce
probihaji na vn&jsi strané membrany endoplazmatického retikula, vysledné produkty (PA) jsou
pak uskladnény ve vakuole. Do ni se dostavaji ve form€ monomerti pomoci MATE transportérii
(multi-drug and toxic compound extrusion) lokalizovanych v tonoplastu (Zhao and Dixon,
2009). Pied prichodem transportérem musi byt glykosylovany. Byl vSak pozorovan i transport
prostiednictvim vezikul (Kitamura, 2010).

U Arabidopsis thaliana byly k vyzkumu akumulace flavonoidt vyuzity transparent testa
(tt) mutanti (Koornneef, 1990, Appelhagen et al., 2014). Produkty biosyntetické drahy
flavonoidd jsou monomerické anthokyaniny a polymerické proanthokyanidiny (Tanner et al.,
2003). Draha zac¢ina postupnou pfeménou fenylalaninu az na naringenin, ktery je hydroxylovan.

Poloha hydroxylové skupiny B-prstence naringeninu (bud’ na pozici 3’, nebo na 3’,5v) pak
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zapricinuje diverzitu vyslednych proanthokyanidinii. Jeji umisténi na naringeninu urcuji tyto
enzymy: cytochromy P450, flavonoid-3’-hydroxylaza (F3’H) a flavonoid-3’5’-hydroxylaza
(F3°5’H). Dale probihaji reakce katalyzované flavanon-3-hydroxylazou (F3H) a
dihydroflavonal-4-reduktazou (DFR), které davaji vznik flavan-3,4-diolim, neboli
leukoanthokyanidinim. Ty jsou bezbarvé a jsou v n€¢kolika dal$ich reakcich pfeménény pomoci
anthokyanidin syntazy (ANS) a anthokyanidin reduktazy (ANR) na cis-flavan-3-oly. Vznik
trans-flavan-3-oli  z leukoanthokyanidini je katalyzovan leukoanthokyanidin reduktazou
(LAR) (Ferraro et al., 2014). ANR je kodovana genem BANYULS (BAN) (Xie et al., 2003).
Transkripce tohoto genu je regulovéana tfemi typy transkripcnich faktori: MYB (myeloblasticka
rodina transkripénich faktort), bHLH proteiny (basic-helix-loop-helix) a WD40 proteiny
(Baudry et al., 2004).

U Medicago trunculata byl charakterizovan gen MtPAR, ktery patii do rodiny MYB
transkripénich faktord. Tento gen je ve zralych semenech exprimovan pouze v osemeni a ne
vembryu. Bylo prokazano, Zze tento gen pozitivné reguluje kodujici enzymy
flavonoid-proanthokyanidinové drahy. Nejbliz§im homologem MtPAR je TF MYB zjistény u
s6ji lustinaté (Glycine max), jehoz funkce je v8ak zatim nejasna (Verdier, et al., 2012).

Poslednim krokem pii biosyntéze PA je polymerizace jejich monomert. Zatim nebylo
zjiSténo, ktery enzym tuto reakci katalyzuje, byl vSak testovan gen TT10, ktery ma funkci
podobnou flavonoid oxidazam typu lakaza. Bylo zjisténo, ze tento gen zodpovida za oxidaci
PA za tvorby hnédého pigmentu, jeho pfimy vliv na polymerizaci flavan-3-olt vSak prokazan
nebyl (Pourcel et al., 2005). Lakazy patii spole¢né s askorbat oxidazami a ceruloplasminem do
skupiny enzymi nazyvanych modré oxidazy, které ve své struktuie obsahuji molekulu médi.
Tyto enzymy katalyzuji redukci molekuldrniho kysliku na vodu. Lakazy nejsou velmi
specifické k substratu (na rozdil od tfeba askorbat oxiddz), oxiduji monofenoly, difenoly,
polyfenoly, aminofenoly i diaminy. Jsou S$iroce rozSifeny mezi rostlinami i houbami
(Messerschmidt and Huber, 1990).

U semen Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, Ze mnoho geni zapojenych do
proanthokyanidinové biosyntetické drahy ma vliv na dormanci. Flavonoidy, nachazejici se
Vv osemeni téchto semen, jsou vyznamnymi faktory, které jsou s dormanci siln¢ asociovany
(Debeaujon et al., 2000). U bobovitych zatim podobny vliv téchto genli prokazan nebyl
(Smykal et al., 2014).

Enzymy biosyntetické drahy, jako napt. DFR, LAR a BAN, stejn¢ jako substrat NADPH

se nachazeji v cytoplazmé, prosto syntéza monomera probihd praveé tam. Polymerizace PA
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probihd ve vakuole, pravdépodobné se tak déje kviili tomu, ze polymerizované PA silnéji
interaguji s proteiny, nez jak je tomu u monomert (Abrahams, 2003).

Ferraro et al. (2014) analyzovali metabolismus proanthokyanidind v osemeni kulturniho
hrachu. Bylo provedeno next-generation sekvenovani (NGS) cDNA z osemeni kultivaru
Courier a byl tak ziskan transkriptom specificky pro osemeni. Byla izolovana cDNA kodujici
anthokyanidin reduktazu (PsANR), leukoanthokyanidin reduktazu (PsLAR) a dihydroflavanol
reduktdzu (PsDFR). Transkripty PsSANR a PsLAR se nejhojnéji vyskytovaly v ¢asnych
vyvojovych stadiich. Také bylo zjisténo, ze podjednotky PA jsou produkovany ve specifickych
buiikach osemeni v ¢asnych fazich vyvoje a jsou polymerizovany nasledné. Nejvice PA bylo
v osemeni akumulovano 20 dnti po vykveteni (Days after anthesis, DAA). PSANR je kodovana
¢tecim ramcem dlouhym 1 017 bp a vykazuje 84% aminokyselinovou identitu s M. truncatula
ANR a 60% aminokyselinovou identitu s ANR u Arabidopsis. Sekvence kodujici PsDFR ma
velikost 1 029 bp a jeji aminokyselinova sekvence je z 89 % identicka s DFR M. truncatula a
ze 70 % s DFR Arabidopsis. PSLAR pak ma velikost 1 056 bp, s LAR M. truncatula vykazuje
85% aminokyselinovou identitu a s LAR Arabidopsis 67%.

PA se v hrachu vyskytuji v epidermalnich pletivech a v pletivech spodni parenchymatické
vrstvy, a to hlavné intracelularné, ve vakuole. Postupem ¢asu, kdy semeno zraje, epidermalni
buniky se postupné sklerifikuji a tim se zmenSuje intracelularni prostor i vakuola. PA jsou pak

viditelné na vnitini strané epidermis (Ferraro et al., 2014).
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S Transkriptomika béhem vyvoje semene — osemeni bobovitych

5.1 Charakteristika genomu hrachu

Hrach je diploidni organismus, pocet jeho chromozomu Ize vyjadrit jako 2n = 2x = 14
(Sudheesh et al., 2015). Velikost jeho genomu se odhaduje na asi 4 300 Mb. Je to piiblizné 10x
vic nez u ptibuzné Medicago truncatula, modelové rostliny ¢eledi bobovitych, jejiz genom ma
velikost jen asi 500 Mb. DNA hrachu totiz obsahuje daleko vice repetitivnich sekvenci, uvadi
se 75 — 97 % jaderné DNA (Macas et al., 2007). Kodujici exonové oblasti zaujimaji daleko
mensi ¢ast celého genomu napt. u Medicago truncatula a Lotus japonicus L. Je tedy nevyhodné
testovat pfimo DNA sekvenci, lepsi je provadét vyzkum nepiimo — pomoci transkriptomické
analyzy ¢asti genomu v daném typu pletiva a vyvojovém obdobi (Sudheesh et al., 2015).
Semena obsahuji velké mnozstvi zasobni mRNA, u Arabidopsis se dokonce exprimuje vice nez
polovina vsech genii. Tato mRNA pravdépodobné hraje roli v syntéze proteinti béhem ranych
fazi kliceni (Nakabayashi, 2005).

Pii studiu bobovitych je kladen velky diraz na transkriptomickou analyzu semen a luski.
Semena jsou totiz dulezita z agronomického hlediska pro vysoky obsah zasobnich proteini.
Celogenomova transkriptomicka analyza umoznuje zméfit aktivitu vétSiny genti a také zamefit
se na genovou regulaci v rizném biologickém kontextu (Garg, 2013).

Procesy spojené s ristem semene, jeho vysychanim a dormanci jsou regulovany jak na
transkrip¢ni, tak na posttranskripcni urovni. Posttranskripéni Upravy zahrnuji napft. alternativni
sesttih, kdy je z jednoho lokusu produkovano vice kodujicich nebo nekddujicich transkripti.
K pochopeni téchto regulacnich procest je potieba identifikovat dal$i regulatory (proteiny,
RNA atd.), coz se provadi za pomoci transkriptomickych a bioinformatickych analyz
(Aghamirzaie et al., 2015).

5.2 Transkriptomické analyzy semen bobovitych rostlin
Transkriptomicka analyza je bézna technika ve funk¢ni genomice a molekularni biologii.
Jsou popisovany tfi zdkladni postupy: metody zaloZené na hybridizaci, metody zaloZené na
PCR a metody zaloZené na sekvenovani. Pokrok v bioanalytickych metodach a postupné se
snizujici cena vedly ke vzniku rozsahlych transkriptomickych dataseti, které zahrnuji jak rtizné
tkan¢ a organy, tak i vyvojova stadia (Junker et al., 2012). Nékteré techniky, jako je napf.

laserova mikrodisekce, umoziuji pro dalsi analyzu oddélit jen urcité typy bunék, které obsahuji
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specifickou RNA, proteiny nebo dalsi metabolity, liSici se od bun€k okolniho pletiva nebo tkdné
(Nelson et al., 2006), piipadné 1ze odd¢lit i jednotlivé buniky (Nelson et al., 2008).

Efektivni metodou pro celogenomovou transkriptomickou analyzu je RNA sekvenovani
(RNA-Seq) (Sudheesh et al., 2015). Ukazalo se, Ze je vhodné&jsi nez diive pouzivané metody
(napf. microarrays), nebot zohlediiuje biologicky dulezité izoformy a identifikuje geneticky
odli$né varianty, jako tieba alternativni alely (Zhao et al., 2014).

Na semenech hrachu bylo provedeno mnoho transkriptomickych analyz. Chen et al.
(2013) se zabyvali starnutim semen hrachu, konkrétnéji vztahem mezi Zivotaschopnosti semen,
genovou expresi a glutathionového redoxniho stavu béhem umélého starnuti semen hrachu.
Provedli rozsahlou transkriptomickou analyzu pomoci mikroc¢ipli (microarrays), doplnénou o
gRT-PCR analyzu vybranych gent a viceurovitovou analyzu antioxidantu glutathionu. Vyzkum
ukazal, ze u starnuti téchto semen byly na molekularni tirovni kli¢ové zmény v transkripci, které
ovliviiovaly rozvoj programované bunééné smrti a snizeni antioxidacnich schopnosti, coz vedlo
K nizsi viabilité¢ semen.

Alves-Carvalho et al. (2015) vytvofili set exprimovanych sekvenci hrachu v databazi
Unigene, ktery byl pouzit k vytvofeni genového atlasu RNA sekvenci a k identifikace
potencidlnich regulatori symbidzy spojené s fixaci dusiku u hrachu. Autofi provedli
high-throughput Illumina sekvenovani 20 cDNA knihoven, které zahrnovaly rizna nadzemni i
podzemni pletiva, vyvojova stadia i rozdilnou vyzivu béhem péstovani.

Sudheesh et al. (2015) vytvorili obsahlé transkriptomické datasety generované ze dvou
genotypt kulturniho hrachu (Kaspa a Parafield) za pouziti RNA-Seq. Vzorky pletiv byly
odebrany z ruznych vyvojovych stadii, osekvenovano bylo celkem 23 ¢cDNA knihoven. 407
milion a 352 miliona transkript z genotypt Kaspa a Parafield bylo spojeno do 129 282 a
149 272 contigt, z kterych bylo nakonec vybrano 126 335 contigli u genotypu Kaspa a 145 730
u gonotypu Parafield. Vybér probihal na zéklad¢ faktort, jako jsou znamé genové anotace,
ptitomnost otevienych ¢tecich ramcl a mira prekryvu. 87 % contigli bylo exprimovano v obou
kultvarech, mala cast byla specifickd pro kazdy z nich. Vyslednd data mohou byt vyuzita
k identifikaci rozdilti v DNA sekvencich a nasledné v Slechténi kulturniho hrachu.

Podobné analyzy byly provedeny i na so6ji. Redekar et al. (2015) provedli komplexni
srovnani genové exprese u normalnich a low phytic acid (Ipa) mutantnich semen s6ji (Glycine
max). Mutantni rostliny obsahuji niz$i hladinu kyseliny fytové, mj. piispivaji k redukci
znecisténi fosfaty. Mutace jsou piimo nebo nepiimo spojeny s biosyntetickou drahou kyseliny
fytové a s jejim ukladanim v semenech. Tyto rostliny vsak maji snizenou kli¢ivost semen a tim

I jejich péstovani ve vétsim. Proto byla provedena komplexni srovnavaci analyza genové
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exprese normalnich linii soji a Ipa mutantnich linii v péti vyvojovych stadiich za pouziti RNA-
Seq. Po osekvenovani tiiceti knihoven bylo identifikovano 4235 rozdiln€ exprimovanych gend,
které zahrnovaly i 512 transkrip¢nich faktord. Ukazalo se, ze Ipa mutace hraji roli v navozovani
a potlaCovani obrannych reakci rostliny béhem casnych a pozdnich fazi vyvoje semen.
Transkriptomické analyzy byly provedeny i na bobu (Vicia faba L.). Ray et al. (2014)
vytvotili knithovny k next-generation sekvenovani, aby maximalizovali informace vedouci
k objasnéni drahy vicinu a konvicinu (farmaceutické faktory, které jsou schopny u citlivych
jedinct vyvolat hemolyzu) a dalSich markerd a gent. Experimenty byly provadény na tfech
kultivarech bobu. Byl sestaven profil genové exprese tfi typt tkani: kofene, etiolizovaného
epikotylu a vyvijejiciho se osemeni. Asi 1,2x10° transkriptii bylo pieéteno a slozeno do contigl.
U Kultivaru s nizkym obsahem taninti byl prokazan vyrazny deficit v expresi anthokyanidin
reduktazy. VSechny tyto sekvence mohou ptispét k rozsiteni genetickych map tohoto druhu.
Pang et al. (2008) provedli analyzu exprese transkripénich faktori genové rodiny
transparent testa 2 (TT2) MYB. Analyza transgennich kofenovych vlaskii overexprimujicich
TT2 gen pomoci mikroCipu ukézala, ze TT2 indukuje expresi genii pro biosyntetickou drahu
flavonoidil a proanthokyanidind, transkripénich faktorti a také mnoZstvi genli neznamé funkce.
Pomoci druhého mikrocipu byly identifikovany geny preferenéné exprimované v osemeni
Medicago truncatula. Srovnanim takto ziskanych dat ur¢ili do té doby neznamé kli¢ové geny
nékterych krokt v biosyntetické draze PA a jejich akumulaci. Jeden z téchto gent byl gen pro
glukosyltransferazu (UGT72L1), ktera vykazovala specifickou aktivitu k prekurzoru PA,
epikatechinu. Exprese genu pro tuto glykosyltransferazu béhem vyvoje semen korelovala
S ptitomnosti epikatechinu glukosidu a akumulaci PA. UGT72L1 také mtze byt zapojena do

produkce epikatechin 3’-O-glukosidu v osemeni, coz je klicovy krok v biosyntéze PA.
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6 Material a metody

6.1 Rostlinny material

V ramci bakalafské prace probéhla analyza exprese vybranych genli z osemeni Ctyf
riznych genotypt hrachu. Dva byly kulturni (P. sativum subsp. sativum: Cameor, JI92) a dva
plané (P. sativum subsp. elatius: VIR320, J164), vzdy jeden s pigmentovanym osemenim (J164,
J192) a druhy s nepigmentovanym (Cameor, VIR320). Z rostliny kazdého genotypu byly
odebirany 4 vzorky osemeni rizného stafi. J164 a JI92 pochazi z genové banky John Innes
Centra, Norwich, UK, VIR320 z Vavilova institutu v St.Petersburgu, Rusko a cv. Cameor je
francouzska odrida poskytnuta z INRA, Dijon pouzita pro sekvenovani genomu hrachu.

Rostliny byly péstovany ve sklenicich katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci.

Semena byla vyseta po 4v 3l kontejnerech, do substratu PROFI vysevni substrat

(Florcom). Rostliny byly péstovany v pribéhu roku 2014 a 2015, v mésicich bfeznu az ¢ervnu.

6.2 Odbér vzorku

V praktické ¢asti prace byly pouzity dvé sady vzorkd. Prvni byly vyuzity pro zkuSebni
reakce. Pro né byly odebrany z genotypu Cameor Ctyii typy pletiv: list, kvét (korunni listky,
bil¢), prasniky + semenik a kotfen. Z genotypu VIR320 byly odebrany dva typy pletiv: lusk a
kvét (korunni listky, razové).

Pro konec¢nou analyzu byly pouzity vzorky ze vSech ¢tyf genotypti hrachu. Pro analyzu
bylo odebirano osemeni ze ¢ty vyvojovych stadii semen: 10, 15, 20 a 30 DAA (days after
anthesis — dni po opyleni). V rizné fazi vyvoje totiz dochazi k rozdilné mife exprese riznych

gentl.

6.3 Laboratorni vybaveni:

Laboratorni vahy (572-35), homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals), homogeniza¢ni
keramické kuli€ky (Ceramic Sphere 4%, zirconium oxide, Life science, MP Bio), tfepacka
Mixing Block MB102, tiepacka laboratorni (IKA MS2), centrifuga Eppendorf 5415,
spektrofotometr (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo scientific) termocyklér (Base
unit Ix DNA), mikrocentrifuga MCF 2360, termocyklér (LightCycler Nano Instrument,
Roche), elektroforéza (Widi Mini Sub; Bio Rad), zdroj stejnosmérného napéti (PowerPac

Basic; Bio-Rad), UV transiluminator (FireReader; Uvitec Cambridge), tieci miska
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6.4 Chemikalie a roztoky

Epicentre (USA): reakéni pufr (10X Baseline-ZERO™ DNase Reaction Buffer), DNaza
(Baseline-ZERO™ DNase), STOP pufr (10X Baseline-ZERO™ DNase Stop Solution);
Promega (USA): AMV Reverse Transcriptase 5x Reaction Buffer (M515A), Enzyme Storage
Buffer, RNasin Plus RNase Inhibitor; primery (Oligo(dT)15 Primer); Bioline (USA): MyTaq
RED 5x pufr, Taq polymeraza (5U/ul); SensiFAST SYBR No0-ROX, agardza (SERVA,
Némecko), TBE pufr, barvivo GelRed™ (Biotium, USA), standart molekulové hmotnosti
(GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (0,5 pg/ul), Thermo Scientific, USA); dNTP (10 nM,
KAPA BIOSYSTEMS); primery (5uM, Generi Biotech, CR) voda ofetfena DEPC (diethyl
pyrokarbonat)

6.5 Izolace RNA

Nejprve probéhla izolace zkusebnich vzorkii pomoci n€kolika komercnich izolaénich kit
a protokold. Pracovalo se s kity zna¢ek: RNA isolation from plant (NucleoSpin RNA Plant,
Macherey-Nagel, Némecko), PowerPlant RNA Isolation Kit with DNase (MoBio, USA) a
BioTeke Plant Total RNA Extraction Kit (Cina). Dalsi metody byly guanidium
thiokyanat-fenol-chloroformova (GITC) extrakce (Chomczynski and Sacchi, 1987) a izolace
pomoci Tris/SDS (John Innes Centre protokol, UK). Pro izolace bylo odebrano 100 (+/- 10 %)

mg pletiva homogenizovaného v tekutém dusiku.

Postup (pro BioTeke Plant Total RNA Extraction Kit, Cina)
1. Rostlinny material homogenizovat v tfeci misce s kapalnym dusikem.
2. Asi 100 mg rostlinného materialu umistit do 1,5ml zkumavky spolu s 1 ml Lysis Buffer
PL pfedehtatym na 65 °C.
3. Ke vzorku ptidat keramickou kulicku a obsah jesté jednou homogenizovat, pomoci
homogenizatoru FastPrep-24 (1 min, sila 6).
Vzorky zahtivat v inkubatoru 5 min pii 65 °C.
Zkumavky centrifugovat 10 min pii 12 000 rpm.
Supernatant pfenést na filtra¢ni kolonku.
Centrifugovat 1 min pti 12 000 rpm.
Filtrat pfenést do 1,5ml zkumavky a pfidat stejny objem 70% ethanolu (700 ul).

© © N o 0o &

700 pl smési nanést na kolonku Spin-column AC a centrifugovat 1 min pti 10 000 rpm.
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10. Filtrat odstranit, na kolonku nanést zbyvajicich 700 ul smési a opét centrifugovat 1 min
pii 10 000 rpm.

11. Odstranit filtrat, na kolonku nanést 500 ul Buffer RE, centrifugovat 1 min pti 12 000
rpm a opét odstranit filtrat.

12. Ptidat 700 pl Buffer RW, centrifugovat 1 min pfi 12 000 rpm a odstranit filtrat.

13. Ptidat 500 pl Buffer RW, centrifugovat 1 min pti 12 000 rpm a odstranit filtrat.

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

15. Kolonku pienést do nové zkumavky, ptfidat 50 ul RNAse-free vody a nechat stat 2 min.

16. Centrifugovat 1 min pii 12 000 rpm.

17. Ptidat 20 ul RNAse-free vody a centrifugovat 1 min pti 12 000 rpm.

18. Vyizolovanou RNA uchovavat v mrazaku pti -20 °C.

6.6 Méreni koncentrace RNA

Pomoci spektrofotometru NanoDrop byla zméfena koncentrace vyizolované RNA.

Postup:
1. Na NanoDrop napipetovat 2 ul destilované vody a proméfit blank.
2. Na NanoDrop napipetovat 2 pl vzorku RNA zméfit koncentraci RNA.

6.7 Odstranéni zbytkové DNA

Pted samotnou transkripci RNA do cDNA je zapotiebi degradovat veskerou zbytkovou
DNA, ktera by mohla zpusobovat nespecifickou reakci v dalSich krocich. DNA je sice
odstranéna uz béhem samotné izolace, muze se vSak stat, ze malé mnozstvi ve vzorku ziistane.

Vzorky se tedy musi vystavit ptisobeni DNazy.

Postup:

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

2. Inkubovat 20 min, pii 37 °C.

3. Piidat 7,6 ul STOP pufru a inkubovat 10 min pii 65 °C.

6.8 Reverzni transkripce (RT-PCR)
Reverzni transkripce se skladala z nékolika po sobé nasledujicich krokd. Vzorky bylo

potieba vhodné nafedit, aby do reakce vstupovalo stejné mnozstvi RNA. Redéni prob&hlo na
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zaklad¢ vysledki méfeni koncentrace spektrofotometrem NanoDrop. Nasledovala inkubace

vzorkd s oligo dT primerem a nakonec samotna reverzni transkripce. Na zavér byly vzorky

ziedény vodou oSetienou DEPC v poméru 1:1. Protoze je RNA velmi nachylna na degradaci,

veskera prace s ni probihala ve sterilnim prostfedi flowboxu.

Postup:

1. Inkubace vzorku s primerem

Do PCR mikrozkumavek napipetovat 9 ul vody, 5 ul ztedéného vzorku RNA

a 1 pl primeru (Tab. ¢. 1).

Umistit do termocykléru na 5 min a teplotu nastavit na 70 °C. Po vytaZeni umistit

na led.

2. Reverzni transkripce

Do mikrozkumavky pfipravit reakéni smés sloZzenou z: 12,5 pl vody osetiené DEPC,

8 ul pufru, 2,5 ul dNTP, 1 ul inhibitoru ribonukleaz a 1 ul AMV reverzni

transkriptazy

Ptidat 25 pl reakéni smési ke kazdému vzorku z ptedchazejiciho kroku.

Vzorky vlozit do termocykléru na 60 min a teplotu nastavit na 42 °C.

Tab ¢. 1: Primery pouzité v bakalaiské praci (Generi Biotech)

Nazev Sekvence Accession numbg Délka (bp) | Zdroj
F: CGTTCGCGATCCAGATAACGTGAA KE516484 102 Ferraro et al.,
PsDFR R: ACCCTCTTCAGCAAGATCAGCCTT 2014
F: TCAGAATACCTGTGTTCCCGAGCTTG Ferraro et al.,
PSANR |R: CCTTGCGGCAATCCTCGAATTTAGT |KF516483 90 2014
F: TCCTGTGGAGCCAGGTTTAGCAAT Ferraro et al.,
PsSLAR |R: AGTAAGGCCAAGATGCGATGGAGT |KF516485 119 2014
F: AATCACCCTGTTCATTTGCATGG
Lakaza R:CCTTGAATCTGATAGCAACCCAAC PsCam02702 163 vlastni
MtMyb5 |F: CGTCTTTGTGGGAATCGCAA
homolog |R: GCATCATGAATCTGTCCCGT PsCTrilE003845 | 94 vlastni
MtPAR F: AGATAACCTTTTGGATGTGGAGC
homolog |R: AGCCAAGTGAGTTGGGAATC PsCam050441 |123 vlastni
Vicilin F: GTATCAATGCCGAGAACAACG Chinoy et al.,
R: GAAGATCCAGGAAATGCAAGC X67428 86 2011
Aktin F: TTCTCACTGAAGCTCCGCTTAACC Ferraro et al.,
R: CAATACCAGTTGTACGGCCACTAGC |PSU81047 144 2014
B-tubulin F: GCTCCCAGCAGTACAGGACTCT Dieetal.,
R: TGGCATCCCACATTTGTTGA X54844 59 2010
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6.9 Amplifikace vybranych gent
Postup: Do zkumavek napipetovat reakéni smés (4,8 ul pufru, 15,6 ul vody, 1,2 ul F/R
primeru (5 pmol), 0,1 ul Taq polymerazy a 2 ul DNA vzorku), vlozit do termocykléru a spustit

program (7ab. ¢. 2).

Tab. ¢. 2: Teplotni program pro PCR

Faze Teplota (°C) | Poéet cykla | Cas (min)
denaturace 95 1 4

95 0,5
syntéza 55 35 0,5

72 15
Konec¢na 72 1 8
syntéza
udrzovani 15 1 -

6.10 Kvantitativni real-time PCR (QRT-PCR)

Tato metoda slouzi ke kvantifikaci DNA a transkripce. Je to modifikace klasické PCR,
zaloZzend na predpokladu, Ze v kazdé zkumavce je stejné pocatecni mnozstvi nukleové kyseliny,
které se amplifikuje se shodnou uc¢innosti. K normalizaci se pouziva genova sekvence, ktera je
obsazena ve vSech vzorcich v relativné konstantnim mnozstvi (Heid et al., 1996).

Po provedeni qRT-PCR byl jeji spravny pribéh ovéfen gelovou elektroforézou a
pozorovanim pribéhu kiivky teploty tani.

Nasledovala relativni kvantifikace exprese vybranych gent podle metody 2#2¢T, kterou
popsali Livak a Schmittgen (2001). Hodnota Cr je charakterizovana jako prahovy cyklus, tedy
¢islo oznacujici pocet cykll, pii kterém dosdhne mnozstvi amplifikovaného produktu fixni
hodnoty (Livak a Schmittgen, 2001) Vypocet byl proveden tak, ze od hodnoty Ct studovaného
genu byla ode¢tena hodnota Ct referen¢niho genu, ¢imz byla ziskana ACt. Hodnota AACt byla
definovana jako rozdil ACt studovaného genu a kontroly. Nésledné byla tato hodnota dosazena
do vzorce 27 24€T vysledky z obou opakovani byly zprimérovany a byla vypoéitana smérodatna
odchylka. Jako referen¢ni gen byl vyuzit gen pro aktin, jako kontrola slouzila hodnota ACt

prvniho vyvojového stadia kultivaru Cameor.
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Postup: Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat jednotlivé slozky reakéni smési (7,5 ul
pufru, 4,3 pl vody, 1,2 pl primeru a 2 pl vzorku cDNA). Reakéni smés nazpipetovat do PCR
mikrozkumavek a ptidat pl vzorku cDNA. Mikrozkumavky vlozit do termocykléru a spustit
program (7ab ¢. 3).

Tab. ¢. 3: Teplotni program qRT-PCR

Faze Teplota (°C)| Pocet cykli | Cas (s)
Denaturace 95 1 600

95 10
Syntéza 55 45 30

72 20
Udrzovani 72 1 300
Melting analyza| 60 °C — 97 °C po 0,1 °C/s

6.11 Gelova elektroforéza

Po provedeni nékterych krokd bylo nutné ovéfit, jestli vznikly odpovidajici produkty.
Metodou, jak vysledné produkty vizualizovat, je gelova elektroforéza. Elektroforéza probihala
v 1,5% a 2% agar6zovém gelu v prostredi TBE pufru. Napéti bylo nastaveno na 100 V po dobu

30 min.

Postup:

1. Navazit 0,9 g agaru, rozpustit v 60 ml TBE pufru a rozvafit v mikrovinné troubé.

2. Po zchladnuti ptidat 2 ul barviva GelRed™ a pielit do elektroforetické vany.

3. Vlozit hiebinky a nechat asi 30 min tuhnout.

4. Vytahnout hiebinky a gel vlozit do elektroforetické komurky naplnéné TBE pufrem.

5. Do prvni jamky v kazdé fad€ napipetovat 3 pl standartu molekulové hmotnosti.

6. Zkazdého vzorku odebrat 7,5 pl, smichat s 1 ul nanaseciho pufru Loading Buffer a
pienést do jamek.

7. Piipojit ke zdroji elektrického napéti a spustit.

8. Po ukonceni elektroforézy gel vyjmout a vysledek vyhodnotit prostfednictvim

transiluminatoru.
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7 Vysledky

Prvnim krokem praktické ¢asti bakalatské prace bylo testovani funkénosti izolace RNA a
spravné funkce primerd. Prvni izolace byly provedeny pomoci komercniho kitu MoBio, a to
z téchto vzorku: list, kvét (korunni listky, bilé), prasniky + semenik a kofen — vSe z hrachu
kultivaru Cameor, a lusk a kvét (korunni listky, rizové) z genotypu VIR320. Vysledky byly po
provedeni reverzni transkripce a PCR amplifikace danych genli ovéteny gelovou elektroforézou

(Obr. ¢. 4).

Obr. ¢. 4: Amplifikované geny pochazejici z kvétu a lusku kultivaru VIR320.
S: standard molekulové hmotnosti, MYB — MYB5, LAC — lakiza, b-TUB — B-tubulin, LAR —
leukoanthokyanidin reduktdza, DFR - dihydroflavanol-4-reduktaza, VIC - vicilin, ANR -
anthocyanidin reduktaza, ¢ervené: geny izolované z kvétu, zelené: geny izolované z lusku

S MYB LAC b-TUB LAR DFR VIC ANR MYB LAC b-TUB LAR DFR VIC ANR

WA/

Nasledovala separace osemeni od embrya ze vzorkli odebranych ze vSech Ctyt testovanych
genotypu hrachu. Bylo nutné zvolit izolaéni kit nebo protokol, ktery by zabezpecil nejveétsi
vytézek kvalitni RNA pouzitelné pro ptepis do cDNA. Zkusebni izolace byly provedeny se
vzorky osemeni genotyptl JI64 a Cameor, a to pomoci komercnich izola¢nich kiti RNA
isolation from plant (NucleoSpin RNA Plant, Macherey-Nagel) PowerPlant RNA Isolation Kit
with DNase (MoBio) a BioTeke Plant Total RNA Extraction Kit. Dal§i metody byly guanidium
thiokyanat-fenol-chloroformova extrakce (Chomczynski and Sacchi, 1987) a izolace pomoci
Tris/SDS (John Innes Centre protokol). Po vyizolovani RNA bylo provedeno ovéieni vytézku
ajeji kvality (Tab. ¢. 4), jako nejefektivnéjsi z hlediska jak vytézku, tak Cistoty RNA, byl zvolen
izolacni kit BioTeke, ktery pak byl pouzit v praci.
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Tab. ¢. 4: Srovnani vytézku RNA a jeji Cistoty u riiznych izolacnich kit a protokold

Kit/protokol Vzorek | Vytézek z+ 100 mg | A(260)/A(280)
materialu (ug)

BioTeke Cameor 57,4 2,15
JI64 9,2 2,14

Macherey-Nagel | Cameor 9,4 2,16
JI64 0,3 1,72

MoBio Cameor 4,5 2,09
JI64 3,2 1,92

Fenol/chloroform | Cameor 174 1,4
JI64 20,5 2,13

GITC Cameor 42,3 1,84
Ji64 21,7 1,39

Izolace RNA ze vSech dalsSich vzorkli osemeni byla tedy provadéna pomoci izola¢niho kitu
BioTeke Plant Total RNA Extraction Kit. Koncentrace a ¢istota byla opét kontrolovana pomoci
spektrofotometru NanoDrop. Hodnoty koncentrace se pohybovaly v rozmezi od 50 do 900
ng/ul. Pomé&r absorbanci pii vinovych délkach 260 nm a 280 nm (A260/A280) se pohyboval
okolo 2,1. Z tabulky €. 4 je ziejmé, Ze vzorky osemeni planého druhu hrachu JI64, vykazuji ve
vsech pouzitych protokolech nizsi vytézek a vétsSinou i horsi kvalitu RNA.

Metodou reverzni transkripce byla RNA pievedena na cDNA. Vybrané geny byly
amplifikovany pomoci PCR za pouziti specifickych primerii. Usp&snost amplifikace gent byla
ovéfena provedenim gelové elektroforézy v agar6zovém gelu.

Dal$im krokem byla qRT-PCR, kdy bylo méfeno mnozstvi templatové DNA. Spravny
prabéh reakce byl ovéien gelovou elektroforézou v agarézovém gelu (Obr. ¢. 5, 6) a také
pomoci kiivky teploty tani produktd (Obr. ¢. 7). V této fazi byly z analyzy vylouceny geny pro
PsPAR a B-tubulin, jelikoz reagovaly nespecificky. Na elektroforetogramu byly produkty jejich
amplifikace slab¢ viditelné a nebyly ostie ohrani¢ené. Vétsina z nich byla rozdélena na dva i
vice produktu.

Reakce probéhla celkem ve tfech opakovanich, z nichz byly vybrany dvé piiblizné stejné
hodnoty, se kterymi se dale pracovalo. Poté prob¢hla relativni kvantifikace exprese vybranych
gentl metodou 2722CT, podle Livaka a Schmittgena (2001). Vysledky byly zpracovany do
tabulky (7ab. ¢. 5) a grafi.
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Obr. ¢ 5: Gen pro vicilin amplifikovany v prubéhu qRT-PCR u ¢tyt stadii Ctyt genotypt hrachu. S:
standard molekulové hmotnosti, 64: J164 (stadia 1 — 4), 92: JI92 (stadia 1 — 4), V: VIR320 (stadia 1 —

4), C: Cameor (stadia 1 — 4)

s 641 642 64376447921 922 923 924 C1 C2 C3 C4

' !
{

WA
—~
..‘-ﬂﬂ---—-—‘—--Q‘

Obr. ¢. 6: Gen pro anthokyanidin reduktdzu amplifikovany v pribéhu qRT-PCR u ¢tyt stadii ctyf
genotypud hrachu. S: standard molekulové hmotnosti, 64: J164 (stadia 1 —4), 92: JI92 (stadia 1 — 4), V:
VIR320 (stadia 1 — 4), C: Cameor (stadia 1 —4)

g 04-1 64-2 64-3 64-4 92-1 922 023 924 C1l1 C2 C3 C4
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Obr. ¢ 7: Kfivka teploty tani (Tm): Tm PSANR u JI64 (A), T vicilinu u JI64 (B), T PSDFR u JI64 (C),
Tm MEIMYB5 u VIR320 (D)
A B
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Na zéklad¢ této analyzy bylo zjisténo, ze z testovanych genli byl nejvice exprimovan gen
pro PsDFR, naopak nejméné byl exprimovan gen pro PSANR (7ab. ¢. 5).
Gen pro PSDFR byl hojné exprimovan u genotypu s pigmentovanym osemenim (JI64 a
J192) a u planého nepigmentovanéhoVIR320, u kazdého z nich ve vSech 4 stadiich relativné ve
stejné mife. U kultivaru nepigmentovaného hrachu Cameor byla pozorovana rostouci tendence

od nejmladsiho vyvojového stadia po nejstarsi, u prvnich tii stadii vSak byla exprese oproti
ostatnim vzorkiim velmi nizka (Graf'¢. 1).

Graf ¢. 1: Relativni exprese genu pro PsDFR u ¢ty genotypt hrachu. Sloupce kazdého genotypu
(JI64, J192, VIR320 a Cameor) jsou sefazeny od nejmladSiho vzorku po nejstarsi (10, 15,20 a 30 DAA)

PsDFR
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JIi64 w]192 VIR320 Cameor
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Exprese genu pro PSLAR se u jednotlivych genotypt i vyvojovych stadii relativné lisila. U
genotypu planého hrachu J164 byla pozorovana spiSe klesajici tendence ve sméru od
nejmladSiho k nejstar§Simu vyvojovému stadiu, celkové vSak byla exprese genu pro LAR u
tohoto genotypu velmi nizka. U genotypu JI92 — kulturniho hrachu S pigmentovanym
osemenim, byl pozorovan prudky nartst exprese u dvou nejstarsich vzorkti. Genotyp planého
hrachu VIR320 a kulturni kultivar Cameor (oba s nepigmentovanym osemenim) vykazovaly
nejvetsi expresi tohoto genu az u nejstarSiho vyvojového stadia, U prvnich tii byla exprese velmi

nizka (Graf ¢. 2).

Graf ¢. 2: Relativni exprese genu pro PSLAR u ¢ty genotypt hrachu. Sloupce kazdého genotypu
(JI64, J192, VIR320 a Cameor) jsou sefazeny od nejmladsiho vzorku po nejstarsi (10, 15,20 a 30 DAA)
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U genu pro lakazu byla pozorovana podobna tendence jako u genu pro LAR (ve smyslu
vyvoje exprese od nejmladSiho vzorku po nejstarS$i). U genotypu planého hrachu
S pigmentovanym osemenim JI64 byla exprese velmi nizka a méla pfevazné klesajici tendenci.
U ostatnich genotyptli se starnutim osemeni nartstala. Strmy ndrtst byl patrny u nejstarSiho

vzorku genotypt JI92 a Cameor (Graf'¢. 3).
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Graf'¢. 3: Relativni exprese genu pro lakazu u ¢tyt genotypt hrachu. Sloupce kazdého genotypu

(JI64, J192, VIR320 a Cameor) jsou sefazeny od nejmladsiho vzorku po nejstarsi (10, 15,20 a 30 DAA)
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Podobny vyvoj exprese byl pozorovan u genu pro ANR. U genotypu planého hrachu
S pigmentovanym osemenim JI64 se se starnutim Semene exprese tohoto genu snizovala.
Kulturni genotypy JI92 (pigmentovany) a Cameor (nepigmentovany) vykazovaly postupny
narist exprese. Vyvoj exprese u planého genotypu s nepigmentovanym osemenim VIR320 byl
malo prikazny, nejvyssi hodnoty byly naméfeny u prvniho a posledniho vyvojového stadia (10
a 30 DAA). Mira exprese ANR ve vSech genotypech vSak byla oproti ostatnim geniim velmi
nizka (Graf ¢. 4).

Graf ¢. 4: Relativni exprese genu pro PSANR u ¢tyt genotypd hrachu. Sloupce kazdého genotypu
(JI64, J192, VIR320 a Cameor) jsou sefazeny od nejmladSiho vzorku po nejstarsi (10, 15,20 a 30 DAA)
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Exprese genu MtMYBS5 u vsech genotypti s vékem semene nartstala. Nejvyssi hodnoty
byly naméteny u genotypt JI92 a VIR320. U genotypu JI64 byla exprese tohoto genu na rozdil
od ostatnich velmi nizka. Stejn¢ tak nizké hodnoty vykazovala i prvni dvé stadia genotypu

Cameor, u dalsich dvou se mira exprese zvysila (Graf ¢. 5).

Graf¢. 5: Relativni exprese genu pro MtMY B5 u ¢tyt genotypti hrachu. Sloupce kazdého genotypu
(JI64, J192, VIR320 a Cameor) jsou sefazeny od nejmladSiho vzorku po nejstarsi (10, 15,20 a 30 DAA)
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Gen pro vicilin vykazoval relativné vysokou miru exprese u vSech 4 stadii a genotypu.

Souvislost mezi stafim semene a expresi tohoto genu nebyla pozorovana (Graf ¢. 6).

Graf ¢. 6: Relativni exprese genu pro Vicilin u ¢tyf genotypt hrachu. Sloupce kazdého genotypu
(JI64, 1192, VIR320 a Cameor) jsou sefazeny od nejmladSiho vzorku po nejstarsi (10, 15,20 a 30 DAA)
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10000 i} . =
1000 ‘ = i
100 . 5
10
1 _
0,1
0,01

JI64 w JI92 VIR320 Cameor
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Tab. ¢. 5: Relateivni exprese danych genti pro jednotliva stadia vSech genotypt a smérodatna odchylka (vypocet ze 2 opakovani)
Genotyp | Vyvojové | DFR LAR ANR Lakaza MYB5 Vicilin
stadium
° JI192 1 6437,45 + 5941,1 0,418193 £0,186132 | 0,959 + 0,49854 6,124315 +4,78393 41,43454 + 14,0582 2149,6 £501,1116
§ 2 3736,7 £ 2666,95 0,375414 £ 0,0046 0,336 +0,08048 7,402458 +3,71345 51,62972 + 20,2325 2081,2 +425,4323
% ‘:é 3 2920,76 + 1908,03 | 405,0874 +£166,4116 | 0,178 +0,03946 24,74765 + 12,83671 80,90911 + 16,53884 | 16464 +3704,347
o > 4 8550,75 +£5189,62 | 2073,491 + 148,2501 | 91,438 +8,63671 | 1409,053 +7,596761 2053,022 + 568,1632 | 4463,9 + 244,92
Cameor |1 1 1 1 1 1 1
E 2 0,62003 £0,1315 | 0,916787 +0,186963 | 0,001 + 6,6E-05 | 1,358471 +0,371456 | 0,92362 +0,254295 | 8078,6 + 1763,638
% w 3 13,0369 +9,18989 | 0,275999 + 0,062496 | 4,308 +1,51319 0,977169 +0,142219 6,509353 £ 1,321221 133,89 + 45,73497
X § 4 554,862 +£ 284,272 | 4297,306 + 336,6526 | 11,848 +2,52411 | 330,4728 +68,97944 241,0098 + 32,15248 17024 + 6245,306
*E VIR320 | 1 2599,76 + 1383,65 | 4,72643 + 1,332471 8,118 £1,95442 2,131654 £ 1,066605 89,23704 + 32,043 1388,3 £394,0142
g 2 1154,38 252,01 1,134963 £ 0,022806 | 1,688 +£0,21867 1,512796 £ 0,067451 40,73873 +3,271105 1125,1 £ 67,78531
2 3 1608,28 +212,213 | 1,858376 +£0,249726 | 1,628 £0,19743 5,868029 + 0,967697 65,17071 £5,583017 | 17852 +2346,835
é 4 3347,42 £2502,15 | 86,37019 +59,37603 | 12,445 £5,16845 | 9,791062 + 4,814937 392,6207 £ 58,28469 | 21439 £ 12352,85
° Ji64 1 11499,6 + 5461,02 | 6,096897 +3,139184 | 81,730 £ 18,0377 | 7,158362 + 3,368245 1,679479 £ 0,362626 | 1431,8 +322,8327
% 2 6009,65 +3421,09 | 3,327535 + 1,841908 | 8,983 £4,7924 2,08403 + 1,088943 0,826218 £ 0,205187 | 2414,3 +936,2681
E % ‘:é 3 1523,96 + 814,289 | 2,565225 +0,467611 | 2,857 +0,41306 0,654154 +£0,117352 0,943796 £ 0,310172 | 112,61 + 67,66561
ol a s> 4 9345,9 + 7278,12 2,602509 + 0,87939 1,135+ 0,02614 1,550753 £0,42769 3,077574 £0,792044 | 912,27 + 138,0788
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8 Diskuze

V bakalatfské praci byla provedena komparativni analyza exprese vybranych geni
zapojenych do biosyntetické drahy proanthokyanidint. Testovani probihalo na vzorcich ze ctyt
genotypu hrachu, z nichz dva byly kulturni s nedormantnimi semeny (Cameor, JI92) a dva
plané s dormantnimi (VIR320, J164), od kazdé skupiny pak jeden s pigmentovanym osemenim
(J164, J192) a druhy s nepigmentovanym (Cameor, VIR320).

Z rostliny kazdého genotypu byly odebirany 4 Casové odlisna vyvojova stadia luskl resp.
semen (10-15-20-30 DAP). Toto rozdéleni je vSak do jisté miry relativni, nebot kazdy
sledovany genotyp ma odlisnou rychlost vyvoje, tj. plané formy rostou a vyvijeji se rychleji
(VIR320, J164) nez kulturni (Cameor, J192).

Osemeni obsahuje velké mnozstvi sacharidti (Castell et al., 1996) a fenolickych latek, byla
v ném zjisténa jejich nejveétsi koncentrace v ramci bobovitych (Duefias et al., 2004). Kvali
zpusobilo nizsi vytézek a kvalitu RNA u plané¢ho hrachu — ma siln¢j$i osemeni a tim padem i
vice téchto latek. Proto bylo vyzkouseno nékolik kit a protokolii. Nejvice se osvédcil izolacni
kit firmy BioTeke, jak z hlediska vytézku, tak i ¢istoty RNA, naopak nejmensi vytézek byl
ziskan prosttednictvim kitu firmy MoBio.

Homolog genu Myb5, MtMYBS5 byl vybran z divodu, Ze se jedna o jeden z faktort
ovliviiyjicich tvorbu proanthokyanidini v osemeni. Spolecné s MtMYB14 aktivuji
Vv ptitomnosti MtTT8 and MtWD40-1 promotor ANR a LAR a pomoci mutantni linie Medicago
truncatula bylo prokazano, ze ovliviiuji formovani osemeni (Liu et al. 2014).

Analyza tohoto genu ukézala, ze nejvice byl exprimovan u pigmentované¢ho kulturniho
J192. Naopak u pigmentovaného planého J164 byly naméfené hodnoty piekvapiveé velmi nizké,
dokonce niz8i nez u obou nepigmentovanych genotypt (Cameor a VIR320). Toto zjiSténi je
potieba jesté provétit zopakovanim analyzy na novém materialu.

Gen pro MtPAR v Medicago truncatula pozitivné ovliviiuje geny kodujici enzymy
zapojené do flavonoid-proanthokyanidinové drahy (Verdier et al., 2012). M¢l by byt tedy hojné
exprimovan u forem hrachu s pigmentovanym osemenim. Amplifikace tohoto genu vsak
neprobeéhla specificky, bylo to mozna zplisobeno tim, Ze nebyl zvolen pfesny homolog. Bude
potieba provést dalSi analyzy s pouzitim jiného homologniho genu nebo navrhnout jiné
primery.

Gen pro PsDFR byl nejvice exprimovan u pigmentovanych forem hrachu (J164 a J192), coz

odpovida skutecnosti, ze jde o kli¢ovy gen uplatiiujici se v pribchu biosyntotické drahy
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proanthokyanidinti. Dale bylo pozorovano, ze exprese tohoto genu v €ase narlstala pouze u
kulturniho nepigmentovaného Cameoru. U genotypt J164, J192 a VIR320 nebyly pozorovany
prukazné zmény souvisejici se stafim semene. V publikaci Ferrara et al. (2014) byl pozorovan
podobny efekt u kultivaru Courier, coz je kulturni hrach podobny v nasi praci pouZzitému
genotypu JI92, ve kterém se akumuluji PA (ma pigmentované osemeni). Exprese genu pro
PsDFR byla stabilni od 6 do 20 DAA, pouze s jednou odchylkou, a to prudkym narustem a
naslednym poklesem kolem 10 DAA.

Exprese genu pro PsLAR u planého pigmentovaného genotypu JI64 se stafim semene
klesala, u ostatnich tfi genotypti méla rostouci tendenci. Ferraro et al. (2014) analyzovali zmény
v expresi tohoto genu u kultivaru Courier, Exprese PSLAR v ném klesala, asi 12 DAA uz
dosahovala témét nulovych hodnot. Ve srovnani s genotypem JI92 testovanym v této
bakalafské praci, ktery je také kulturni a pigmentovany, je vyvoj exprese tohoto genu opacny.
V nejveétsi mife byl tento gen exprimovan u kulturnich genotypt (JI92 a Cameor). Teoreticky
by vSak mél byt exprimovan néjvice u forem s pigmentovanym osemenim — opét se totiz jedna
o gen zapojeny do biosyntetické drahy PA.

Ve stejné publikaci (Ferraro et al., 2014) byl také pozorovan pokles exprese genu PSANR
S rostoucim staifim semene hrachu kultivaru Courier. Pokles vSak nebyl tak strmy jako u
PSLAR. V této bakalaiské praci byla snizujici se exprese pozorovana opét u plané¢ho a
pigmentovaného J164; u kulturniho pigmentovaného JI92 a kulturniho nepigmentovaného
Cameoru meéla exprese genu pro PsANR viceméné rostouci tendenci. U planého
nepigmentovaného genotypu VIR320 byla nejvétsi exprese tohoto genu namétfena ve vzorcich
odebranych 10 a 30 DAA, naopak ve vzorcich odebranych 15 a 20 DAA byla zjiSténa exprese
niz§i. Vzhledem ke srovndni s ostatnimi vzorky je pravdépodobné, Ze tato skutecnost byla
zpusobena technickou chybou, nez Ze by se jednalo o fyziologicky jev. Bude proto nutné dalsi
ovéfeni na novém materidlu. Obecné byla nejvétsi exprese tohoto genu pozorovana u kulturnich
forem (JI92 a Cameor), stejn¢ jako u predchoziho genu (PsLAR). Nejvétsi exprese byla
predpokladdana u spiSe pigmentovanych genotyptli, a ne u nepigmentované¢ho Cameoru, jak
ukazala analyza.

U Arabidopsis thaliana byl charakterizovan gen TT10, ktery koduje protein velmi podobny
polyfenoloxidazdm typu lakéza. U tohoto genu byl prokadzan vliv na oxidativni polymerizaci
epikatechinu za tvorby Zzlutého a hnédého pigmentu, nebyl vSak potvrzen ptimy vliv na
polymerizaci flavan-3-olti na neoxidované formy PA. Béhem vyvoje semen huseni¢ku pak
exprese tohoto genu narustala (Pourcel et al., 2005). U bobovitych, v¢etné modelové tolice

(Medicago truncatula), dosud nebyl homologni gen sledovan.

38



Gen testovany pro lakazu byl v této praci vybran na zakladé Pea RNA Atlasu (INRA,
Coelho 2014/15), kde je exprimovan v dozravajicich semen hrachu (cv. Cameor). Neni pfitom
zcela jisté, zda je vybrany homolog skute¢né nejblizsi homologni gen. Toto bude mozné ovéfit
az po zvetejnéni genomu hrachu (¢erven 2016). Vysledky komparativni analyzy ukazaly, ze
tento gen byl exprimovan ve velmi nizké mife u vsech genotypt. Vyjimkou byl pouze prudky
narast exprese 30 DAA u pigmentovaného kulturniho genotypu J192.

Vicilin je zasobni protein, ktery se nachazi v embryonalnim pletivu semen luskovin
(Hauxwell, 1990), v této praci vsak exprese genu pro vicilin byla zjisténa v osemeni vSech
testovanych genotypi; nezalezelo ptitom na stafi semene. Je mozné, Ze jde o kontaminaci
vzorku zbytky déloh nebo embrya béhem preparace osemeni, a nebo se opravdu jedna o nove

zjisténou expresi tohoto genu v pletivu osemeni.

9 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo provést transkriptomickou analyzu genid exprimovanych
béhem vyvoje osemeni planého (Pisum sativum subsp. elatius) a kulturniho (Pisum sativum
subsp. sativum) hrachu, konkrétné téchto genotypi: plany s pigmentovanym osemenim JI164,
plany s nepigmentovanym osemenim VIR320, kulturni s pigmentovanym osemenim JI92 a
kulturni kultivar s nepigmentovanym osemenim Cameor. Podafilo se kvantifikovat expresi
vybranych genti biosyntetické drahy proantokyanidinii: PSDFR, MtMYBS5, PSANR, PSLAR,
lakazy, genu pro zasobni protein vicilin, aktinu byl pouzit jako referen¢ni gen.

Komparativni transkriptomickou analyzou bylo zjisténo, ze gen pro PSLAR, podilejici se
na tvorb¢ trans-flavan-3-olt z leukoanthokyanidinti byl nejvice exprimovan u kulturnich forem
hrachu, a to jak u genotypu s pigmentovanym osemenim (JI92), tak i u kutivaru s osemenim
nepigmentovanym (Cameor). U obou byla rovné€z namétena nejvetsi exprese genu pro PsANR,
ktery katalyzuje vznik cis-flavan-3-old. Bylo zjisténo, Ze gen pro lakazu (jejiz homolog u
Arabidopsis zprostfedkovava oxidativni polymerizaci epikatechinu a tim tvorbu pigmentu) byl
exprimovan v ptrekvapiveé nizké mife u vSech genotyptl, vyjimkou byl pouze prudky vzestup
exprese u posledniho vyvojového stadia kulturniho genotypu s pigmentovanym osemenim
(J192). Gen pro PsDFR, ktery se zapojuje v pocatcich biosyntetické drahy PA, byl nejvice
exprimovan u genotypu s pigmentovanym osemenim (J164 a J192). Exprese genu pro MtMY B5

(jenz slouzi jako transkripéni faktor pro ANR) byla nejvyssi u pigmentovaného kulturniho J192
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a naopak prekvapivé nizka u pigmentovaného planého J164. Gen pro vicilin byl exprimovan ve

velké mife u vSech stadii vSech genotypti hrachu.

10 Seznam zkratek

ABA — kyselina abscisova

ANR — anthokyanidin reduktaza

ANS — anthokyanidin syntaza

DAA — days after anthesis (dnti po vykveteni)
DEPC - diethyl pyrokarbonat

DFR — dihydroflavonal-4-reduktaza

F3H — flavanon-3-hydroxylaza

GA — gibereliny

GITC — guanidium thiokyanat-fenol-chloroform
LAR — leukoanthokyanidin reduktaza

MATE — multi-drug and toxic compound extrusion
MD — morfologickd dormance

MPD — morfo-fyziologicka dormance

MY B — myeloblastosis

NGS — next-generation sequencing

PA — proanthokyanidin

PCR — polymerazova fetézova reakce

PD - fyziologicka dormance

PY — fyzikalni dormance

gRT-PCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném case
SDS — dodecylsiran sodny

TBE — Tris + kyselina boritd + EDTA

TT — transparent testa
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