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Souhrn

Predkladand diplomova prace je veénovana studiu lokusti podminujicich dormanci

planého piedchtuidce ¢ocky (Lens orientalis).

Teoreticka Cast této prace je zameéfena na zpracovani literarni reSerSe. Jednotlivé
kapitoly jsou vénované nasledujici problematice: plivod a domestikaci kulturni ¢ocky, vyvoj
a anatomie osemeni, dormance semen a biologické a genetické aspekty dormance semen

bobovitych.

Prakticka ¢ast této prace je vénovana fenotypové charakterizaci dormance semen ¢ocky
testovanim bobtnani a kli¢eni mapovacich populaci rekombinantnich inbrednich linii kiizenct
kulturni a plané ¢ocky segregujici pro dormanci semen. Genotypicka analyza se sklada z PCR
amplifikace vybranych genové specifickych markerd, sekvenaéni analyzy, identifikace
polymorfismu pottebného pro mapovani a aplikaci téchto polymorfnich marker na soubor
RILs. V dasledku toho byla oblast 7 Mb umisténé na chromozomu 7 ¢ocky identifikovana jako
hlavni lokus podmifiujici dormanci semen u ¢ocky. Bylo zjisténo, Ze testovani dormance semen
u rostlin vypéstovanych ve skleniku se li§i ve srovndni s dormanci semen u rostlin
vypéstovanych venku na poli, coZ zna¢i vliv teploty a vlhkosti na vykli¢eni. Bylo také
potvrzeno, Ze pigmentace osemeni a barva kvétu souvisi s dormanci semene. Dale bylo zjisténo,

ze kandidatni geny pouzité v této praci (Lc31299, Lc31310, Lc30146) jsou na sebe vazané



a vykazuji korelaci s dormanci semen. Porovndnim konstruované genetické mapy
s osekvenovanym genomem miizeme vidét, Ze mezi kandidatnimi geny Lc31799 a Lc31448 se
pravdépodobné nachazi inverze. Pro podrobnéjsi studium téchto kandidatnich genti je potieba

pouzit transkriptomickou srovnavaci analyzu.
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Summary

Submitted diploma thesis is focused on the locus conditioning dormancy of wild Lens

orientalis ancestor of cultivated lentil.

The theoretical part is devoted to origin and domestication of cultivated Lens,
development and anatomy of seeds, seed dormancy, biological and genetic aspects of legume

seed dormancy with focus on seed coat.
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genome, indicated probability of inversion in the region, between candidate genes Lc31799 and
Lc31448. Further genetic and transcriptomic comparative analysis is needed to dissect the
region and to identify causative gene.
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1 Uvod

Cocka jedla (Lens culinaris ssp. culinaris) hraje vyznamnou roli v hospodaistvi po
celém svété. Je to jednoleta rostlina z Eeledi bobovitych (Fabaceae). Cocka je bohatym zdrojem
bilkovin, vitaminQ, mineralt a patii mezi n€kolik malo druhti potravin, které jsou klicovym
prvkem k udrzitelnému zeméd¢lstvi a svétového potravinového zadsobovani. Je proto potieba ji

studovat a objevovat nové poznatky.

Cocka patii k nejrangj$im domestikovanym rostlinam. K domestika¢nim znakiim patii
napi. dormance semen. Dormance semen je dilezity mechanismus rostlin, ktery umoziuje
zpozdit kliceni, dokud nejsou podminky pro pieziti optiméalni. Dormance je vlastnost ziskana
behem evoluce vybérem schopnosti piezit v neptiznivych podminkach. Dormance také souvisi
s klimatickymi zménami a piispéla k vyvoji novych druhii a roz§iteni stavajicich druhd.
Dormance slouzi ke snizeni riziku ptfedasného umrti semen. Dormance semen je bézna
u planych rostlin, zatimco domestikované druhy jsou selektovany pro své rychlé a uniformni
kliceni, ¢imz se dosahuje vétSiho vynosu. I kdyZ mohou mit nedormantni jedinci sniZenou
Zivotnost semen, jsou pouzivani pro komercni ucely prave pro rychlejsi uvateni 1 vétsi chutnost.
Dormance semen se rozdéluje na 5 typu: fyziologickou, morfologickou, morfo-fyziologickou,
zpusobena palisadovymi buitkami v osemeni, které¢ jsou nepropustné pro vodu. Je snaha

identifikovat dalsi faktory i specifické geny ovliviiujici dormanci.

Piedmétem této diplomové prace bylo identifikovat lokusy podmifiujici dormanci
planého piedchtidce ¢ocky (Lens orientalis) pomoci genetického mapovani a analyzy fenotypu

rekombinantnich inbrednich linii.



2 Cil prace
Cilem této diplomové prace bylo identifikovat lokusy podmiiujici dormanci planého

predchtiidce Cocky (Lens orientalis) pomoci genetického mapovani a analyzu fenotypu

rekombinantnich inbrednich linii.

V teoretické ¢asti prace na zakladé podkladii literarnich zdrojii vypracovat literarni

reSersi na téma vyvoje semen a mechanismu dormance.

V praktické Casti provést experimenty pro testovani dormance semen mapovaci
populace rekombinantnich inbrednich linii (RIL) ki#izenct kulturni (L. culinaris) a plané
(L. orientalis) ¢ocky segregujici pro dormanci semen. PCR amplifikaci vybranych genové
specifickych markert, sekvenaéni analyzu, identifikaci polymorfismu potfebného pro
mapovani (SNPs) a aplikaci téchto polymorfnich markeri na soubor RIL linii. Nasledné

aplikovat statistickou analyzu dat a mapovaci postupy.



3 Literarani prehled

3.1 Pivod, domestikace kulturni ¢o¢ky

Cocka (Lens culinaris Medikus subsp. culinaris) je lusténina pouzivana jako vyzivna
potravina. Je to jednoleta rostlina z ¢eledi bobovitych (Fabaceae), ktera dorusta do vysky 20-
45 cm. Vytvaii mnoho malych luskd, které obsahuji jedno &i dvé semena. Cockova zrna jsou
bohatym zdrojem bilkovin, vitaminii a minerali (Bhatty, 1988), ke kterym patfi draslik, fosfor,
zelezo nebo zinek. Diky vysokému obsahu lysinu a tryptofanu zajistuje spolu s pSenici a ryzi
vyvazenost esencialnich aminokyselin. Sldma z ¢ocky je také cennym krmivem pro zvifata
(Erskine et al., 1990). Jeho schopnost fixace dusiku a vazani uhliku neboli sekvestrace zlepsuje
stav pudnich zivin, coz zajistuje udrzitelnost v systémech rostlinné vyroby (Erskine et al.,

2009).

Cocka pati k nejran&jsim domestikovanym rostlinAm a je spojovana se zatatkem
zemédelské revoluce na Blizkém vychodé€. Péstuje se jiz 10 000 let v téch nejobtiznéjSich
zemédélskych podminkach. Mezi dal$i domestikované rostliny patii pSenice, jeCmen, hrach
a len. Nyni se ¢ocka péstuje v suchych oblastech od Bangladése na vychod¢ po Maroko na
zapad¢ a od Ruska na severu po Etiopii na jihu (viz Obrazek 1). Na vychod€ jsou nejvétSimi
producenty Indie a Turecko. Na zapadg¢ je prednim producentem Kanada a poté USA a Mexiko.
V Evropé jsou nejvétsimi hlavnimi producenty Spanélsko, Francie a Rusko. Cocka je tedy
dulezitou slozkou zemé&dé&lstvi a potravinaistvi mnoha zemi po celém svété (Erskine et al.,

2009).
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Obrazek 1- Zemepisné rozsireni jednotlivych druhii Lens (prevzato z Erskine et al., 2009)



Puvod ¢ocky z taxonu Lens culinaris byl prokazan morfologickymi dukazy
a Slechtitelskymi experimenty. Tato plana forma vykazuje varianty v mnoha vlastnostech a je
distribuovana na rozsédhlém uzemi od Stfedniho vychodu po Stfedni Asii. Znaky, které jsou
u plané¢ho piedka polymorfni, ale naopak monomorfni u kulturni formy, mohou byt vyuzity pro
lepsi identifikaci genetickych populaci, které daly vzniknout domestikované ¢occe. Tti takoveé
znaky identifikované v Coc¢ce jsou 1) chromozomadlni architektura 2) potencidl kiizitelnosti
a 3) restrik¢ni schéma chloroplastové DNA. U téméf vSech polozek kulturni ¢ocky, které byly
testovany na tyto tii znaky, byly nalezeny monomorfni znaky, na rozdil od polymorfismu
planych polozek. Tti L. orientalis polozky sdileji uvedené znaky s kulturni formou a proto se
povazuji za ¢leny jedné genetické populace, z niz byla co¢ka domestikovana. Tyto tfi polozky

pochazeji z vychodniho Turecka a severni Syrie (Ladizinsky, 1999).

Lens orientalis je tedy plana forma, ze které se vyvinula kulturni forma. Lens culinaris
vykazuje vétsi vysku, vetsi pocet kvetl na stopku, kratsi stopku, vyssi frekvenci bilych kvéth
(viz Obrazek 2) a také vétsi lusky a semena. Tyto vlastnosti jsou spojovany s domestikaci a se
zvySenym vynosem. Velikost semen je jedina morfologické vlastnost, kterda mtze indikovat
domestikaci v archeologickych pozistatcich. Existuji kulturni skupiny s nékterymi
primitivnimi znaky. Az do stfedovéku byly odridy s nacernalymi a nesladkymi semeny, tak
jako odriidy s normalnimi a kulatéjSimi semeny. Tyto formy mohly byt také smési planymi

druhy Lens nebo s jakoukoli primitivni krajovou odridou (Erskine et al., 2009).

Obrazek 2- Kvét Lens culinaris (prevzato z Erskine et al., 2009)

Pivodnim materialem byly populace Lens orientalis, ale primitivni zem&délci mohli
také pouzit nékteré dalsi druhy ve smisené populaci spiSe nez v ¢isté populaci. Ale druhy Lens

orientalis a L. odemensis jsou nejpravdépodobné&jsimi kandidaty, kteii byli spole¢niky kulturni
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formy (Erskine et al., 2009). Analyzy molekularnich markerti v§ak naznacuji, Ze geneticka
variabilita u kulturni ¢ocky je relativné nizka (Sonnante, 2003, Durén et Pérez de la Vega,
2004), coz podporuje myslenku, Ze mikrosperma a makrosperma morfotypy jsou jednoduché
varianty kvantitativnich znaki a jsou vysledkem disruptivni selekce (Sonnante, 2003). Je vSak

obtizné zjistit, kolik planych genotypu se podilelo na genofondu kultivaru (Erskine et al., 2009).

3.1.1 Domestikace — domestika¢ni syndrom

Lidé za poslednich 12 000 let domestikovali stovky rostlinnych a zivoc¢isnych druhii
jako zdroj potravy, vlaken, krmiva pro hospodaiska zvifata a nastroju (Meyer et al., 2012)
s dopady jak na lidskou spolecnost, tak genetickou strukturu domestikovanych druhti. Vysledky
domestikace plodin byly formovany selekci zalozenou na lidskych preferencich, kultiva¢nich
postupech a zemédélském prostiedi, a rovnéz i dalSich genetickych procesech plynoucich
Z nésledného snizovani efektivni velikosti populace. Je o¢ividné, Ze jakakoli selekce ukladajici
snizeni diverzity, upfednostiluje jisté genotypy, jako jsou nerozbitnd semena nebo zvySena
chutnost. Mimoto zemé&d¢lské praktiky vyrazné snizily efektivni velikost populace plodin, ¢imz
umoznily, aby geneticky drift zménil frekvence genotypt (Gross et al., 2010; Olsen et al., 2013;
Cowling et al., 2009).

vvvvvv

z nich patii lipnicovité (Poaceae), bobovité (Fabaceae) a brukvovité (Brassicaceae). Piiblizné
2500 druhti proslo alespon né&jakym stupném domestikace a 250 druhli mizeme povazovat za
zcela domestikované (Meyer et al., 2012). Avsak méné nez 20 druhi rostlin poskytuje kolem
95 % svétového kalorického pfijmu. Patii k nim banany, fazole, kukufice, brambory, ryze,
sojové boby, cukrova titina, pSenice a luSténiny, jako pravé cocka, hrach nebo cizrna
(FAOSTAT, 2015). Pravé seskupeni téchto n€kolika druhli potravin je kliCovym prvkem
zranitelnosti svétového potravinového zasobovani kvili dopadu klimatickych zmén a naporu

novych rostlinnych chorob a sktidct (Smykal et al., 2018).

Evoluéni trajektorie od planych druhii po domestikované plodiny je komplexni proces.
Archeologické zaznamy naznacuji, Ze existovalo obdobi pre-domestikace, kdy lidé nejprve
zacali zamérnou vysadbu ¢i uvolnéni prostoru pro rast planych porostl, které mély vyhodné
vlastnosti. Pozdéji se plodiny pravdépodobné diverzifikovaly, jelikoz byly péstovany v novych
oblastech (Von Wettberg et al., 2018; Abbo et al., 2014). B&zné se ma za to, Ze nejdiiv doslo
ke sklizni planych rostlin nasledovanou védomou a nevédomou selekci pro Gpravu vlastnosti
rostlin, a nakonec k védomé selekci rostlinného materialu pro specifické lokace a pouziti, ¢imz

rostliny obecné ztraci schopnost preziti bez lidské péce (Harlan, 1992). Opacény nazor je, ze



domestikace mohla nastat zdmérné&ji, a ze v piipad¢ bobovitych mohly mit domestikacni rysy
jesté pred kultivaci (Abbo et al. 2017). Tyto procesy vedou k tzv. domestikaénimu syndromu
(Hammer, 1984), coz je skupina vlastnosti, které vznikly lidskou preferenci pro zjednoduseni
sklizn€ a ristové vyhody pod lidskou propagaci nebo pieziti v odlesnénych nebo poni¢enych
oblastech. K témto vlastnostem zahrnujeme snizenou schopnost disperze semen a ploda, zmény
v rostlinné struktufe a zmény rostlinnych obrannych mechanismt (Berger et al., 2017)

a chutnosti rostlin (Meyer, 2013).

Do soucasnosti bylo identifikovano n€kolik stovek genti a lokust klasickym genetickym
a asociaénim mapovanim jako cile domestikace a post-domestika¢ni divergence (Olsen et al.,
2013; Lenser et al., 2013; Meyer et al., 2013 Fuller et al., 2009). Jen n€kolik z nich vsak bylo
charakterizovano a jest¢ méné je pochopena role pivodni alely v pfirozenych populacich. Po
domestikaci jsou jen u ptiznivych haplotypii zachovany vybrané alely, projevujici se extrémné
malou genetickou diverzitou. Tyto selektivni zdsahy mohou dovolit fixaci mirné Skodlivym
alelam a mohou vytvofit genetickou zatéz v genofondu kultivované rostliny (Smykal et al.,

2018).

Mnoho studii zjistilo, Ze moderni kultivary maji niz$i hladinu mikroprvki a vitamind.
Tusime, Ze selekce pro chutnost a zvySeni vynosu pii domestikaci a béhem post-domestikacni
divergence se odrazilo v nizké hladiné specifickych prvki a metabolitd. VSechny rostlinné
plodiny byly domestikovany z planych ptibuznych. Plané druhy, ze kterych byla plodina
odvozena, v n€kterych piipadech mohou byt znamé a lehce identifikované v soucasné populaci
planych rostlin, zatimco jiné mohli vzniknout hybridizaci a polyploidizaci (Kantar et al., 2017;
Piperno et al., 2015; Warchefsky et al., 2014).

3.1.2 Dormance jako jeden z domestika¢nich znaki

Nacasovani kli¢eni semen je klicovym krokem v zivotnim cyklu rostlin, zejména
u letnicek, kde urcuje zacatek vegetacniho obdobi. Ve volné pfirodé mnoho semen vykli¢i az
po splnéni urcitych podminek nebo po fyzickém posSkozeni osemeni. Prediktivni kliceni, které
reaguje na podnéty signalizujici pocatek vegetacniho obdobi, zajist'uje to, Ze pland semena klici
ve vhodnou dobu, zatimco v ptipadé oddaleni kli¢eni (tzv. bet-hedging), kde kohorty semen
kli¢i v jinou dobu, snizi riziko mozného vymieni populace ¢i druhu (Gemer et al., 2016).
Domestikované plodiny jsou tak pln€é pod kontrolou zemédé€lce a nevyzaduji Zadny z téchto
ochrannych mechanismii. Plodiny maji tedy tendenci bobtnat a nasledné klicit, v podstat¢ ihned,
jakmile jsou vystaveny vodé (Weitbrecht et al., 2011). Selekce plodin s nedormantnimi semeny

byla dal§$im znakem domestikacniho syndromu, kterd mohla byt zpiisobena védomé



i nevédomé. Vysoky podil nedormantnich semen umoznuje dobré zaloZeni domestikované
plodiny, a v ptipadech lusténin s mékkymi semeny zkracuje dobu vareni. Redukovani tloustky
osemeni vedlo k sou¢asnému snizeni nepropustnosti osemeni béhem domestikace bobovitych

pred¢asné kli¢eni, coz zptsobi ztraty trody u obilovin (Liu et al., 2013).

3.1.3 Geneticka diverzita a plané druhy rodu ¢ocka (Lens sp.)

Domestikovanou formou ¢oc¢ky je Lens culinaris (Webb et al., 1981). V prubéhu ¢asu
predpokladali razni autofi druhy Lens orientalis, Lens odemensis a Lens tomentosus jako
predky Lens culinaris. V rodu Lens navic existuji 3 plané druhy: Lens nigricans, Lens ervoides
a Lens lamottei (Ferguson et al., 2000). VSechny druhy Lens jsou diploidni (2n = 2x = 14)
(Sharma et al., 1995). Lens orientalis je pln¢ kiizitelna s domestikovanou ¢ockou (Muehlbauer
et al., 1981; Robertson et al., 1997) a je nejpravdépodobnéjsim piedchiidcem domestikované
¢ocky (Barulina, 1930; Mayer et al., 1994). Pochopeni vztahti mezi druhem a diverzitou taxond
je dulezité pro zakladni biologické divody a pro vylepSeni kultivari ¢ocky. Davna historie
domestikace kultivované ¢ocky zptisobila efekt hrdla lahve, coz vedlo k tzkému genetickému
zakladu, jehoz nésledkem byla sniZzena urovei rezistence vici biotickému a abiotickému stresu
vzhledem k jejim planym pifibuznym. Ke zvySeni genetické diverzity a rezistenci vuci
biotickému a abiotickému stresu u novych kultivart je introgrese vyhodnych gent z jejich

planych pfibuznych nezbytna (Wong et al., 2015).

Vzhledem k tomu, Ze si je vSech 7 taxoni morfologicky velmi podobnych a jen malo
vlastnosti miiZze byt povaZzovano za diagnostické, neni tradi¢ni identifikace druhli v tomto rodu
na zaklad¢ morfologickych vlastnosti spolehliva (Galasso, 2003). Z toho diivodu bylo zaméieno
na molekuldrni analyzu k rozboru inter- a intraspecifickych vztahti. Pfedchozi studie
molekularni diverzity druhovych vztahi v rdmci rodu Lens ukazaly pomérné nizké Grovné
polymorfismu. Vysledky analyz s n¢kolika typy DNA markerd ukazaly, ze druhy Lens lze
pozorovani morfologickych znakli, chromozomalniho uspotfadani a kiizitelnosti (Ladzinky,
1999). Uspésna a n¢inna diverzifikace kulturni ¢o¢ky introgresi genti od planych ptibuznych
znaéné zavisi na presné identifikaci planych druht nasledovanou GspéSnym rozvojem fertilnich

hybridnich rostlin (Wong et al., 2015).

Lens culinaris a L. orientalis sdili stejny karyotyp, obsahujici 2 pary metacentrickych
(jeden z nich se sekundarni konstrikei), 2 pary velkych submetacentrickych a 3 akrocentrické

chromozomy (Ladizinsky, 1979). Lens nigricans ma mirn¢ odlisSny karyotyp: 3 pary



submetacentrickych (jeden z nich ma také sekundarni konstrikci), 1 par metacentrickych
a 3 akrocentrické chromozomy. (Balyan et al., 2002) Razné genotypy L. culinaris formy
mikrosperma se liSi poctem metacentrickych, submetacentrickych a akrocentrickych
chromozomt, a genotypy L. orientalis v pozici NOR lokusu a lokusu 5S (Fernandez et al.,
2005).

Oba poddruhy L. culinaris jsou spolu lehce ktizitelné (Ladizinsky, 1979; Fratini et al.,
2004), ackoli plodnost jejich hybridi zavidi na chromozomalnim uspofadani planého rodice
(Ladizinsky, 1979; Ladizinsky et al., 1984). U plané L. orientalis byly identifikovany 3 skupiny
kiiZzeni: bézna, vzacnd a stiedni. Kfizeni mezi Cleny bézné a vzacné skupiny produkuji
abortovana semena, kterd mohou byt zachrdnéna embryonalni kulturou. Cleny stfedni skupiny
jsou kompatibilni s dal§imi dvéma skupinami (Ladizinsky, 1993; van Oss et al., 1997). Poddruh
L. orientalis se lehce ktizi s L. odemensis. Jejich hybridi jsou vegetativné normalni ale ¢aste¢né
sterilni kvili meiotickym nepravidelnostem, které vyplyvaji ze 3 chromozomovych presmykl

mezi rodi¢ovskymi kmeny (Ladizinsky, 1993).

Lens tomentosus je morfologicky blize k L. orientalis nez k jakémukoli jinému taxonu
Lens. Nicméné€ jsou od sebe izolovany rozpadem hybridniho embrya, kompletni sterilitou
a5 chromozomalnimi pfestavbami, coz podporuje myslenku specifického statutu pro
L. tomentosus. Podobné je L. tomentosus reprodukéné izolovan od L. lamottei a L. odemensis

aborci hybridniho embrya (van Oss et al., 1997).

Studie vazeb odhalily chromozomalni pifestavby mezi L. culinaris a L. odemensis
(Ladizinsky, 1993), coz by mohlo vysvétlit, pro¢ jsou urcité ¢asti L. odemensis volné kiizené
s L. culinaris (Ladizinsky, 1979) a jiné potfebuji zachranu embrya (Fratini et al., 2006). Lens
odemensis je nekompatibilni s L. nigricans a L. ervoides kvuli aborci hybridniho embrya
(Ladizinsky et al.,, 1984; Ladizinsky, 1993). Morfologické zmény mezi L. nigricans
a L. lamottei jsou limitovany tvarem palistu. Tyto dva se vSak lisi Ctyfmi reciprokymi
translokacemi a jednou paracentrickou inverzi, coz vede k uplné sterilit€¢ jejich hybridi
(Ladizinsky et al., 1984). Interspecific¢ti hybridi L. nigricans a L. ervoides jsou vegetativné

normalni ale zcela sterilni (Ladizinsky, 1993).

Hybridiza¢ni bariéry podporuji myslenku Sesti diferencovanych druhii. Lens orientalis
patii o€ividné do primarniho genofondu, L. odemensis spise do sekundarniho. L. nigricans
a L. ervoides patti do terciarniho genofondu, ale mohou byt soucéasti sekundarniho, pokud by
doslo k zachrané embrya. Pro zjisténi, zda L. tomentosus a L. lamottei patii do sekundarniho

nebo terciarniho genofondu, jsou potieba dalsi hybridiza¢ni studie (Erskine et al., 2009).



3.1.4 Genetické mapy ¢ocky

Cocka (Lens culinaris) hraje vyznamnou roli v udrzitelném zemé&délstvi po celém svéte.
Jeji nutri¢ni hodnoty mohou hrét roli pfi boji s globalnim zabezpeceni potravin a vyzivy.
Velikost genomu Cocky je 4,3 Gb. Sestaveni genomu cocky v1.0, ktera byla zaloZzena na odradé
CDC Redberry, bylo vydéano v lednu 2016. Sestaveni se sklada ze 7 pseudomolekul ukotvenych
pomoci 6 vysokohustotnich genetickych vazebnych map. Celkovy pocet sestavenych bazi
predstavoval piiblizné polovinu z 4,3 Gb genomu ¢ocky. Genomova sekvence Cocky tedy

poskytla nastroje usnadiujici genetické studie do hloubky (Bett et al., 2016).

Lens culinaris je diploidni (2n = 2x = 14; Arumuganathan et al., 1991). Plani pfibuzni
¢ocky jsou Siroce pouzivani k rozvoji genetickych map pro analyzu QTL (Quantitative Trait
Loci), souvisejicich s vynosem a dal$imi vlastnostmi, jako jsou geny rezistence proti biotickym
1 abiotickym stresiim a také pro rozsifovani genetického zakladu kultivart cocky (Bhadauria
etal., 2017; Dadu et al., 2017; Fiala et al., 2009; Fratini et al., 2009; Gorim et al., 2017;
Gujaria-Verma et al., 2014; Kumar et al., 2014; Singh et al., 2013; Singh et al., 2014; Singh
etal., 2017; Suvorova et al., 2014). L. odemensis je plany druh zafazeny do sekundarniho
genofondu a miize byt pouzit jako zdroj genové introgrese u Slechtitelskych programii ¢ocky.
Data markeri byla pouzita ke konstrukci prvni genetické mezidruhové mapy mezi témito
dvéma druhy. Tato vazebnd mapa byla pouzita k piesné identifikaci oblasti genomu CDC
Redberry cocky, ve kterych se mohly nachazet kandidéatni geny pro nékteré kvantitativni znaky
(vzor skvrnitosti osemeni, barva kvétu a pigmentace stonku). Byly identifikovany oblasti
genomu odpovidajici vyznamnému QTL kontrolujiciho ,,Cas kveteni na chromozomu 6
a tf1 QTL regulujici velikost semene na chromozomu 1 a dvé QTL na chromozomu 5 (Polanco

etal., 2019).

Konstrukce genetické mapy se stala potfebnym nastrojem pro molekularni genetiku ¢i
Slechténi rostlin (Tanyolac et al., 2010). Prvnim krokem pro konstrukci genetickych vazebnych
map je dostupnost velkého poctu molekularnich marker a velkych mapovacich populaci.
Vysokohustotni vazebné mapy maji pfimou implementaci ve $lechtitelskych vyzkumech jako
napt. vybér pomoci markerti (marker-assisted selection, MAS), protoze zajist'uji, ze jakykoliv
zajmovy gen bude tésné spojen s molekularnim markerem (Hamwieh et al., 2005; Tanksley
etal., 1989). Posledni aplikace vysokohustotnich vazebnych map je orientace a ukotveni tzv.
scaffoldu vychazejicich z dat sekvence genomu (Gaur et al., 2015). Vysokohustotni vazebné

mapovani by mohlo pomoci umistit sekvence do spravné pozice (Wu et al., 2015).



Bézné byla z jedné mapovaci populace vytvorena geneticka vazebna mapa. Velky zajem
je vsak také o snahu konstrukce vazebnych map z né€kolika mapovacich populaci, coz se
oznacuje jako konsensualni mapa (Rajaram et al., 2013). Konstrukce konsensualni mapy ma
ruzné vyhody. Mezi né patii vyssi hustota markert na jedné mapé, lepsi pokryti genomu,
identifikace pozic spoleCnych markerGi napfi¢ mapovacimi populacemi, detekci
chromozomalnich prestaveb a stupné duplikace gend, srovnani QTL nebo zajmovych gent
napfi¢ mapami, nebo vytvofeni zdkladu pro srovnani genoml mezi piibuznymi druhy

(Milczarski et al., 2011; Truco et al., 2007; Shirasawa et al., 2013; Blenda et al., 2012).

Ates et al. (2018) poskladali konsensualni mapu ¢oc¢ky z 9 793 DarT markerd, ktera
pokryvala 977, 47 c¢cM s prumérnou vzdalenosti 0,10 cM mezi sousednimi markery,
a zkonstruovali 7 vazebnych skupin reprezentujicich 7 chromozomt genomu coc¢ky. Lokalizace
SNP markeri na konsensudlni mapé Cocky byla konzistentni s jejich lokalizaci na
ttech individudlnich genetickych vazebnych mapach a konsensudlni mapa méla vétsi mapovaci
délku, vyssi hustotu markerd a krat§i primérnou vzdalenost mezi sousednimi markery

V porovnéni s komponentni vazebnou mapou.

3.2 Vyvoj semene bobovitych rostlin

Semena jsou komplexni struktury, které se skladaji ze tii hlavnich slozek, z nichz ma
kazda jiny genotyp. Embryo, které se stane vegetativni rostlinou, je diploidni a obsahuje jeden
otcovsky a jeden matefsky ekvivalent genomu. Endosperm, struktura poskytujici vyzivu pro
vyvijejici se embryo anebo sazenici, je triploidni se dvéma matefskymi a jednim otcovskym
ekvivalentem genomu. Osemeni obklopuje embryo i endosperm a je striktné matefského
puvodu. Diverzita genotypil naznacuje odlisné genetické programy, které jsou zakladem vyvoje
kazdé slozky semene. Komunikace mezi riiznymi slozkami je nutnd vzhledem k tomu, Ze rtst

a vyvoj semen musi byt koordinovany (Bradford et Nonogaki, 2007).

Schopnost vyssich rostlin vytvéafet semena jim zajistila vyznamnou selektivni vyhodu,
ktera ¢astecné odpovida uspéchu krytosemennych (Walbot, 1978; Steeves,1983). Vytvoieni
semen usnadnilo oplozeni v bezvodych prostiedi a poskytlo ochranu (integumenty, osemeni)
a vyzivu (nucellus a endosperm) sami¢iho gametofytu a vyvijejiciho se embrya. Vysusené
embryo je metabolicky v klidu a umozniuje dlouhodobou Zivotaschopnost. Osemeni slouzi jako
bariéra propustnosti plyni a vody, a zasobni latky jako jsou lipidy, proteiny a sacharidy

hromadici se v semenech jsou zdrojem Zivin pro rist sazenice (Bradford et Nonogaki, 2007).
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Vyvoj semene zacina dvojitym oplodnénim u krytosemennych. Haploidni vajecna
buitka a diploidni centralni buitka samiciho gametofytu ve vajicku kazda fizuje s jednou
spermatickou bunkou z pylové lacky, aby se vytvofila zygota a buiika endospermu. Zygota
podstupuje tadu diferenciacnich procest, které maji za nésledek formaci zralého embrya
a suspenzoru, efemérni struktury podporujici embryo fyzicky i fyziologicky béhem brzké
embryogeneze. Embryo se sklada ze dvou hlavnich embryonalnich organovych systému: osa,
ze které se odvozuje té€lo vegetativni rostliny, a déloha (popt. délohy), které vétSinou funguji
jako zasobni organy pro makromolekularni rezervy u dvoudéloznych druht (West et Harada,
1993; Goldberg et al., 1994). Oplozena centralni burika podstupuje sérii jadernych déleni bez
cytokineze, coz vede k vytvofeni syncytia, které pozd¢ji celularizuje (Olsen, 2004). Endosperm
je bud’ prechodna nebo trvala struktura u semen. Dals$i hlavni slozkou semene je osement, které
je odvozené z vnitiniho, vnéjsiho nebo obou integumentl vajicka a je tedy mateiského ptvodu

(Boesewinkel et Bouman, 1984; Bewley et Black, 1995).

Nacasovani kliceni semen je jednim z kli¢ovych krok v Zivote rostlin. Urcuje zacatek
rustu rostlin v pfirodnich nebo zemédélskych ekosystémech. Ve volné prirodé mnoho semen
vykazuje dormanci a vykli¢i jen po vystaveni uréitym podminkdm prostfedi. V porovnani
s nimi semena kulturnich rostlin vykli¢i hned, jakmile nasaknou vodu béhem vysadby. Tyto
zmény vyvolané domestikaci piedstavuji adaptaci na kultivaci a sklizen lidmi (Smykal et al.,

2014).

3.2.1 Anatomie osemeni
Osemeni ohranicuje embryo a endosperm. Osemeni slouZi jako ochrannd funkce proti

vvvvv

kontrole kliceni (Bewley et Black, 1995).

Osemeni se vyviji z epidermis primordia vajicka, které je ontogeneticky odvozeno
z meristematické L1 bunécné vrstvy (Schneitz et al., 1997), a se vznikajici siti regula¢nich drah
koordinujicich vnitini anebo vné&jsi integument obklopuje vajicko (Skinner et al., 2004; Galbiati
et al., 2013; Kurdyukov et al., 2014). Pocet integumentt vajicka se 1isi v zavislosti na druhu.
Konkrétné bobovité maji dva integumenty. Vnitini integument pfevazné zmizi béhem vyvoje
(Esau, 1965), kdezto vné&jsi vytvaii n€kolik rozdilnych bunéénych vrstev a zaklada ,.typickou®
strukturu osemeni. Chalazni oblast je dileZitou soucasti osemeni, kde kon¢i spoje cévni tkané
mateiského poutka (funiculus). Jizva, kde bylo piipojeno poutko, se nazyva pupek (hilum).

Ackoliv se osemeni u riznych druhi lisi ve struktute a sloZeni, prochazeji podobnymi fazemi
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vyvoje, co se tyCe embrya a endospermu (Butler, 1988). U bobovitych se nejprve vyviji osemeni

a endosperm a nasledné¢ probiha vyvoj embrya (Weber et al., 2005).

Epidermis vnéjsiho integumentu vytvaii jedinou vrstvu tésné¢ nahloucenych palisad
radialn¢ prodlouzenych sklereid (tzv. palisddové bunky ¢i makrosklereidy) se silné
a nepravidelné ztloustlymi bunécnymi sténami. Vnéjsi bunécné stény jsou pokryté kutikulou
ajsou bézn¢ oznaceny jako koncové cepicky kvili specifickému tloustnuti a modifikacim
bunééné stény. Jejich tvar spole¢né s kutikulou a voskovymi depozicemi uréuje texturu povrchu
osemeni (Giines, 2013). Architektura této vrstvy a struktura jeji kutikuly piitahuje znacnou
pozornost vzhledem k tomu, Ze jejich vlastnosti jsou obvykle spojovéany s neprostupnosti vody
tvrdych semen (White, 1908; Hamly, 1932, Hamly, 1935; Bevilacqua et al., 1989 Argel et
Paron, 1999). Kutikula vytvati souvislou vrstvu pokryvajici semeno, kromé oblasti pupku, a je
povazovana za nejsvrchngjsi bariéru pro nasaknuti vody (White, 1908; Spurny, 1963; Ma et al.,
2004; Shao et al., 2007).

Oblast makrosklereidnich bunéénych stén oddeluje koncové epicky od jejich bazalnich
casti. Tato hranic¢ni oblast, kterd se tahne pfi¢n¢ pies vrstvu makrosklereid, se nazyva svételna
linie ¢i linea lucida u mnoho druht. Jeji vzhled je odvozeny z lokalni zmény indexd lomu
a barvitelnosti, pfipisovanym modifikacim v ukladani polysacharidii anebo impregnaci této
oblasti bunécné stény (Hamly, 1935; Harris, 1983; Bhalla et Slattery, 1984; Bevilacqua et al.,
1987). Pevnost svételné linie souvisi s nepropustnosti osemeni (Stevenson, 1937; Harris, 1987).
Lumen makrosklereid je obvykle nepravidelny a zuZuje se smérem k povrchu osemeni kvili
napadnému ztloustnuti bunécéné stény. Subepidermdlni vrstva bunck se diferencuje na
osteosklereidy (viz Obrazek 3). Tato vrstva obsahuje napadné vzduchem vyplnéné
mezibunécné prostory, které jsou vysledkem tvarovani bunék béhem diferenciace osemeni
a masivni depozice bunééné stény ve stfedni casti (Harris, 1983; Miller et al., 2010).
Osteosklereidy jsou prvnimi hlavnimi bunéénymi typy béhem diferenciace osemeni, ve kterych
byla detekovana bunéfna smrt, nasledovana parenchymem a makrosklereidy (Ranathunge
etal.,, 2010). Uvnitf a kolem pupku se vrstva osteosklereid spojuje s tlustosténnym

hvézdicovitym parenchymem.
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Obrdazek 3- Struktura osemeni bobovitych - Pricny Fez osemenim planého hrachu Pisum sativum subsp.
elatius a jeho schématicky nakres (prevzato ze Smykal et al., 2014)

S 4

Nejvnitingj$i ¢ast osemeni se skldda z parenchymatickych bunck, které jsou
prodlouzeny ve sméru vné a vedou k hojnym vzduchem vyplnénym mezibunéénym prostortim.
Casto je 5-12 vrstev parenchymu s vnitini vrstvou v pfimém kontaktu s endospermem (Hamly,
1932; Hamly, 1935). Cévni systémy osemeni jsou vlozeny v parenchymatické vrstvé a jejich
struktura se 1isi u riznych druhii bobovitych. Béhem zrani osemeni parenchymatické buiky
ztraci protoplast a nejvnitingj$i vrstvy mohou myt zni¢eny. Parenchymatické vrstvy obecné

nesouvisi s nepropustnosti vody.

Anatomicka struktura osemeni je spiSe homogenni kromé chaldzni oblasti. Pupek je
vyrazné ovalna nebo kulatd oddélovaci jizva v chalazni oblasti semene, poziistatek po spojeni
semene s mateiskou rostlinou pomoci poutka. Dale je zde dalsi zbyla vrstva palisaidovych
bunék, kterd pochéazi z poutka a je sou€asti pupecni jizvy (Lackey, 1981). Nachazi se zde také
centralni Sté€rbina v pupecni palisddové vrstvé piekryvajici trachealni ¢ast z mikropyle do

vajecného svazku na druhé¢ strané.

Mikropyle, vstupni por pro pylovou lacku, je nenapadny na semenech Mimosoideae
a Caesalpinioideae, ale je rozeznatelny (vétSinou jina barva) na semenech bobovitych (Gunn,
1981). U né¢kterych druht je residuum mikropyldrniho otvoru pokryto voskovym vickem
(Vaughan et al., 1987). U nékterych druhiit mize byt zietelny specificky rist ryhy, nazvana
strofiola, na druhé stran¢ pupku (Lersten et Gunn, 1982; Lersten et al., 1992). Tato struktura se
povazuje za vodni mezeru (Baskin et al., 2000; Hu et al., 2009; Karaki et al., 2012), ktera mize
byt oteviena vnéjSimi (napf. teplo, mechanickd Cinnost, teplotni variace; Baskin, 2003; Van
Assche et al., 2003) nebo vnitinimi faktory (Rolston, 1978; Argel et Paton, 1999). Palisadové

buniky v oblasti strofioly jsou upravené, zuzené, delsi a vice variabilni nez zbytek osemeni.
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Voln¢ usporadand bunécna struktura na strofiolové stran¢ pupku, hluboce ryhovanéd pupecni
trhlina, a uzka trachedlni trubice byvaji spojovany s vyssi pocatecni absorpci vody v nékterych

druzich béznych fazoli a semen Psophocarpus (Deshpande et Cheryan, 1986).

3.2.2 Fyziologie osemeni

Razné bunécné vrstvy osemeni maji 3 hlavni fyziologické funkce: 1) Produkce,
transport a stazeni metabolitl pro vyvoj zygoty, vcetné metabolickych inter-konverzi,
transportu fotosyntetickych asimilétti a fotosyntézy, 2) syntézy a depozice obranych slouc¢enin
a 3) zahajeni fyzické dormance a mechanické ochrany (Miller et al., 1999; Wang et Grusak,
2005).

Osemeni bobovitych hraje tedy kritickou roli v lateralnim pfenosu asimilat a dalSich
zivin pted jejich uvolnénim do vyvijejiciho se embrya (Lush et Evans, 1980; Offler et Patrick,
1984, Offler et Patrick, 1993). Osemeni zasobuje zygotu vodou, kyslikem, mineraly, uréitymi
fytohormony (ABA, IAA), a také asimilaty uhliku a dusiku ve formé sachar6zy a aminokyselin
uvolnénych z koncového floému. Dale je osemeni lusténin mistem konverzi hlavnich
aminokyselin uvolnénych z floému, asparagin a aspartat (prostfednictvim asparagindzy
a aminotrasferazy) pro sloZeni 1épe pfizpiisobené akumulaci zéasobnich proteinli pied
uvolnénim do embryonalniho vaku (Murray et Kennedy, 1980; Lanfermeijer et al., 1992).
Podobné je sacharoza ¢astecné hydrolyzovana extracelularnimi invertdzami ptred vstupem do
embryonalniho vaku, ¢imz piispiva matetské kontrole vyvoje semena (Weber et al., 2005).
Invertdzy bunéfnych stén podnécuji uvolnéni koncentracniho gradientu sachardzy do
uvoliiovacich zoén osemeni luSténin. Invertdza je obecné spojovdna s brzkym vyvojem
a sacharoza-syntaza se zranim a zasobenim (Sturm et Tang, 1999; Weber et al., 1995).
Vytrvalost invertazy v urCitych stadiich mtze zpozdit diferenciaci (Sturm, 1999). Naopak,
diferenciace mtze byt vyvolana, kdyz aktivita invertazy klesa (Silva et Ricardo, 1992).
Uvolnéni gluk6zy podnécuje déleni bun€k embrya, coZz urcuje vyslednou velikost semene
(Weber et al., 1997).

Ptenos rozpuSténych latek je také usnadnén specialnimi transferovymi buiikami, které
se nachézeji v plastovém parenchymu nebo epidermis délohy, tedy na rozhrani mezi osemenim
a embryem (Thompson et al., 2001). Tvorba vrstvy transferovych bunék je brzka udalost
pfedchazejici zrani. Dojde k ni béhem stadia pfechodu a je diilezitd k poskytnuti filidlni tkané
nezavislé na matetské kontrole (Weber et al., 2005). Vyvoj transportnich bun¢k je doprovazen
zvySenou expresi genu pro sachardza-H* transportér. Bylo navrzeno, ze bunééna diferenciace

a genova exprese jsou indukovany signaly z mateiského osemeni nebo jsou vyvolany tkanovym
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kontaktem. Auxin, etylén a ROS byly navrzeny jako induk¢ni signaly pro diferenciaci

transferovych bunék (Andriunas et al., 2013).

3.2.3 Vliv osemeni na propustnost vody

Vstiebavani vody hraje u bobovitych zésadni roli v rdmci vaieni. U riznych rostlinnych
druht se objevuji rizné druhy dormance. U bobovitych se vyskytuje fyzikalni dormance, ktera
zahrnuje vyvoj vodou nepropustného osemeni, zplisobenym piitomnosti fenolickych
a suberinovych impregnacnich vrstev palisaidovych bun¢k. Mechanismus uvolnéni dormance
zahrnuje predevsim odezvu semena na zménu teploty v misté vyskytu, coz zplisobi propustnost

osemeni pro vodu (Smykal et al., 2014).

Kli¢eni zalina absorpci vody klidovym suchym semenem a je dokonceno ristem
kotinku skrz tkan¢ obklopujici embryo. Nastava, kdyz mize rustovy potencial embrya piekonat
omezeni krycich struktur (Bewley et Black, 1994). NeporuSené Zivotaschopné semeno se
povazuje za dormantni, kdyZ neni schopné kli¢eni za podminek prosttedi vhodnych pro kliceni
(Bewley, 1997). Hlavnimi ucinky tkani obklopujicich embryo jsou: interference s absorpci
vody, mechanické omezeni vyrustku kofinku, interference s vymeénou plynti, zejména kyslikem
a oxidem uhli¢itym, prevence Uniku inhibitori z embrya, zasoba inhibitord pro embryo
a filtrace svétla (Kelly et al., 1992; Bewley et Black, 1994; Werker, 1997; Werker, 1980/81).
Mnohé¢ studie prokazuji, ze fenolické slou€eniny, zejména flavonoidy, se podileji na danych
ucincich inhibujicich kli¢eni. Nékolik dalSich fyzikalné-chemickych charakteristik oball jinych
nez fenolickych, jako specifické strukturalni elementy a pfitomnost slizu, kutinu nebo kalozy
také ovlivituji dormanci urcenou osemenim (Kelly et al., 1992; Werker, 1997; Werker,
1980/81).

Misto vstupu vody v osemeni je stale pfedmétem diskuze (Meyer et al., 2007,
Ranathunge et al., 2010). Bylo navrzeno nékolik vysvétleni pro riiznou propustnost vody
osemenim u tvrdych a mékkych semen vcetné pevné vazanych palisddovych bunék (Corner,
1951; Ballard, 1973), ztloustlych tkani osemeni (Wyatt, 1977; Miao et al., 2001), tmavé barvy
(Wyatt, 1977), uzavieného pupku anebo mikropyle (Hyde, 1954; Ballard, 1973; Roslton, 1978;
Hu et al., 2009), modifikace vnéjsich stén palisadovych bunek (Werker et al., 1979), vyrazné
svételné linie palisadovych bunék (Harris, 1984; Harris, 1987), stejné€ jako praskliny v kutikule
osemeni (Morrison et al., 1998; Hu et al., 2009). I kdyZ je neporusenost kutikuly dtlezita pro
omezeni pruchodu vody skrz osemeni u nedormantnich semen, je to svételna linie, ktera
piedstavuje hlavni bariéru u téch dormantnich. Svételna linie se vyviji v koncertu s voskovou

subkutikularni vrstvou, kterd podporuje ndzor, ze svételnd linie predstavuje rozhrani mezi
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voskovou subkutikularni vrstvou a kompaktni sekundarni bunécnou sténou. Spolu s vlivem
faktorti prostfedi (zejména teplota a vlhkost) zavisi pteruseni dormance na slozeni
subkutikularnim vosku a mechanickém poskozeni osemeni, které je spojovano s vlastnostmi
bunécné stény makrosklereid. Zatimco prvni zptisob miize byt dosazen zménou teploty, druhy
zpusob je zavisly na bobtnani embrya, které generuje dostatecné velkou mechanickou silu pro

navozeni vytvofeni trhlin (Janska et al., 2018).

3.3 Dormance semen

Dormance semen poskytuje rostlinam mechanismus, ktery umoziuje zpozdit kli¢eni,
dokud nejsou podminky pro pieziti dalSich generaci optimalni. Dormanci lze nalézt u vétSiny
forem rostlinného zivota a mlize se vyskytovat v semenech, hlizach, cibulich, pupenech ale
i vV celé rostliné. Dormance je vlastnost, ktera byla ziskana pravdépodobné béhem evoluce
vybérem schopnosti piezit v neptiznivém prostiedi, jako napft. teplo, chlad ¢i sucho. Existuji
také dliikazy o tom, Ze evolu¢ni ptivod dormance souvisi s klimatickymi zménami béhem
historie Zem¢ a rozsifenim druhti rostlin po celém svété. Dormance vyrazné prispéla k vyvoji
novych druhli a uspéSnému rozsifeni jiz existujicich druhd. Jako soucast mechanismu pieziti
nepiiznivych podminek poskytuje dormance ur€itou strategii semen pro rozsiteni kliceni vcas,

aby se snizilo riziko pfed¢asného umrti katastrofou (Baskin et Baskin, 1998).

Uvolnéni dormance je regulovano kombinaci enviromentalnich a endogennich signali,
které maji synergické i kompetitivni U¢inky. Molekularni studie dormance ukazuji jistou
korelaci zmén transkriptomu, proteomu a hormonalnich hladin se stavy dormance od hluboké
primarni nebo sekundarni dormance po rizné stupn€ uvolnéni. Rovnovaha hladin a citlivosti
kyseliny abscisové (ABA) a giberelinu (GA) je hlavnim regulatorem stavu dormance, neni vSak
jedinym regulatorem. ABA podporuje indukci a udrzeni dormance, kdezto GA podporuje
postup od uvolnéni skrz kliceni. Enviromentalni signaly reguluji rovnovahu Upravou exprese
biosyntetickych a katabolickych enzymil. Mediatory enviromentalni a hormonalni odezvy
zahrnuji jak pozitivni, tak i negativni regulatory, z nichZ mnohé jsou regulovany zpétnovazebné

pro zesileni nebo zeslabeni reakce (Finkelstein et al., 2008).

Dormance semen je béZzna u planych rostlin, kde mize zajistit schopnost druhu ptezit
pfirodni katastrofy, snizit kompetici mezi jedinci stejného druhu, nebo zabranit
mimosezonnimu kliceni. Naopak domestikované druhy byly selektovany pro své rychlé
a uniformni kli¢eni pro dosazeni dobrého vynosu. Nedostatek dormance vSak neni zadouci,

protoze mize zpusobit piredCasné vyklieni, coz je zavazny problém U obilovin napft. ryze,
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pSenice, kukufice (Bewley et Black, 1994). Nedormantni mutanti také mohou mit snizenou

zivotnost semen (Clerkx et al., 2006; Finkelstein et al., 2008).

Dormance semen vyust'uje v absenci kliceni. AvSak absence kliceni mtiize mit né¢kolik
pricin: semeno nemusi byt Zivotaschopné, prostfedi miize omezovat kliceni, nebo néjaké
faktory v semenu mohou blokovat kliceni. Proto byla ¢asto pouzivanou definici dormance —
absence kli¢eni zivotaschopného semene za podminek ptiznivych pro kli¢eni (Harper, 1959).
Tato definice by vSak mohla vést k riznym interpretacim. Prvni nepfesnosti je pojem ,,absence
kli¢eni““. Mnoho druhu totiz vykazuje velmi pomalé kli¢eni (Da Silva et al., 2004). Navic ¢as
potfebny pro kliceni se mize lisit v zavislosti na stupni a hloubce dormance. Zakladni doba
kliceni pro rozliSeni mezi dormantnimi a nedormantnimi semeny ma oc¢ividné praktické vyhody
pro klasifikaci dormance, ale neni uzite¢na ve fyziologickych a molekularnich studiich
dormance semen a kliceni. Druhou neptesnosti je vyraz ,,podminky pifiznivé pro kli¢eni“. Méné

dormantni semena kli¢i za §irSi Skaly podminek neZ ty vice dormantni (Karssen, 1982).

Semena kultivované ¢ocky jsou schopna vykli€it kratce po dozrani za predpokladu, ze
jsou vhodné podminky teploty a vlhkosti. Za stejnych podminek ale semena plané ¢ocky
nevyklic¢i, a to dokonce ani po 5 mésicich. V dobé¢ kliceni nasledujici sezony zlstava dormance
ucinna. Skarifikace osemeni vSak zpusobi rychlé a kompletni vykli¢eni. Tento typ dormance je
dobte zndm u bobovitych a je pfisuzovan enviromentalnim a genetickym faktortim. Dormance
semen plané Cocky je zpusobena kvili tvrdému osemeni. Pt kiizeni kultivovaného druhu
L. culinaris s jeho planym piedkem L. orientalis, bylo tvrdé osemeni plané¢ho druhu
kontrolovano jedinym recesivnim genem v homozygotnim stavu. Pfi kiiZzeni planého druhu
L. ervoides s L. culinaris, bylo tvrdé osemeni u L. ervoides kontrolovano jedinym dominantnim
genem (Ladizinsky, 1985).

V ptipadé¢ teploty, dormantni semena kli¢i v uz$im rozmezi teplot, kdezto nedormantni
semena jsou vice tolerantni k §ir§Simu rozmezi teplot. Uvoliiovani dormance je tudiZ spojovano
s roz8ifenim rozmezi teplot kli¢eni a naopak pii indukované dormanci se rozmezi teplot kli¢eni
zuzuje. PIn¢ dormantni semena nebudou klicit pfi Zadné teplote. Jedna se o relativni fenomén,
u n¢hoz se bude exprese liSit v zavislosti na prostfedi. To naznacuje, Ze pokud jsou semena
premisténa do vhodnych teplotnich podminek, jevi se nedormantni a budou kli¢it. To vsSak
nutné neznamend kompletni absenci v téchto semenech. Pofad se vSak mohou vyskytovat
odli$nosti v rychlosti klicent, coZ je citlivy indikéator dormance. Jinymi slovy, exprese dormance
semen, ale ne dormance jako takova, zalezi na prostiedi (Bradford et Nonogaki, 2007; Simpson,
1990).
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Problémem vSak je, Ze doposud mizeme méfit dormanci jen post facto testovanim
kliceni, které je vysledkem uvolnéni dormance. Ackoliv je na populacni Grovni mozné najit
pfechodné kategorie dormance, je v soucasnosti technicky nemozné kvantifikovat stupen

dormance u jednotlivych semen jesté pred jeho vykli¢enim (Bradford et Nonogaki, 2007).

3.3.1 Druhy dormance

Pro popis dormance byla navrzena tada klasifika¢nich schémat. VétSina pouzivanych
klasifikaci je odvozena (Baskin et al., 1998, 2004) od klasifikace navrzené Nikolaevou (1977)
na zaklad¢ morfologie semen. Dalsi klasifikace je zaloZena na na¢asovani vyskytu dormance.
Primarni dormance znaci typ dormance, ktery nastava pred rozsifenim semen jako soucast
jejich vyvojového programu. Sekundarni dormance naopak nastava u zralych semen po
imbibici jako disledek nedostatku vhodnych podminek pro kli¢eni (Amen, 1968). Dormance
se miiZze nachazet v samotném embryu nebo v tkanich obklopujicich embryo. U fady druhi je
dormance indukovand embryem a zaroven i obklopujicimi tkdnémi. V pifipadé embryonalni
dormance maji vlastnosti embrya zasadni vyznam. V dormanci urcené tkanémi maji vyznam
kryci tkané, vcetné mechanickych, chemickych a permeabilnich vlastnosti, které mohou
zasahovat do UspéSného zakonceni kliceni. Napt. mnoho semen ma osementi, které¢ mechanicky
omezuje rist embryi a které mize obsahovat chemické inhibitory, jako fenolické slou€eniny,
které brani rustu embrya (mechanicka a chemicka dormance). Tkan endospermu mtize
omezit rist embrya, dokud jsou bunééné stény endospermu degradovany hydrolytickymi
enzymy, které mohou byt indukovany faktory (napf. rostlinnymi hormony) odvozenymi

z embrya (fyzicka a mechanicka dormance) (Baskin et Baskin, 1998).

Vsechny typy dormance zplsobuji zpozdéni mezi svlékanim semene a kliCenim, ale
pficiny se mohou li§it. Zatimco primarni dormance je ziskana béhem dozradvani semen,
nabobtnald dozrald semena vystavena nepiiznivym teplotnim podminkdm nebo nedostatku
svétla mohou vstoupit do stavu sekundarni dormance. Mimoto mohou semena podstoupit
sezonni cyklus dormance. Pficemz pokud nejsou podminky optimalni, postupné nastavaji
aztraci stav dormance, dokud nevykli¢i nebo neuhynou. Ackoli fyziologicky plné
dormantni Semena nemohou vyklicit bez ohledu na podminky prostfedi, semena s pfechodnou
dormanci kli¢i pomalu nebo za niz§iho rozmezi svétla nebo teplotnich podminek (Baskin et

Baskin, 1998; Baskin et Baskin, 2004).

Primarni dormance odkazuje na vrozenou dormanci u semen, ktera jsou oddélena od
matei'ské rostliny. Primérni dormance je obvykle spojena s pfechodnym zvySenim obsahu ABA

béhem vyvoje semen. U vétSiny studovanych druhit se hladiny ABA zvySuji béhem prvni
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poloviny vyvoje semene a klesaji béhem pozdni maturace soubézné s poklesem vody
v semenech. ABA byla detekovana ve vSech zkoumanych tkanich semen a souvisi s fadou
procesti vyvoje vcetné syntézy zasobnich proteind, potla¢eni pred¢asného kli¢eni a indukce

tolerance k vysuseni (McCarty, 1995; Holdsworth et al., 1999; Finkelstein et al.,2002).

Sekundarni dormance odkazuje na dormantni stav, ktery je indukovany
U nedormantnich semen neptiznivymi podminkami kliceni nebo opétovné indukovany u jednou
dormantnich semen po zmirnéni priméarni dormance. Pferuseni primarni dormance nasledované
dalsim vstupem do sekundarni dormance miize vést k cyklim dormance. Termin sekundarni
dormance se pouziva pro typ dormance, kterd se objevuje poté, co semena ztrati primarni
dormanci. Sekundarni dormance muze byt vysledkem prodlouzené inhibice kliceni (Hilhorst,
1998). Inhibice mlze byt zptisobena aktivnimi faktory (napt. endogenni ABA nebo sekundarni

metabolity) nebo pasivnimi (napf. nedostatek vhodnych podminek pro kli¢eni).

Systém navrzeny Nikolaevou se rozd€luje do 5 tiid dormance: fyziologicka,

morfologicka, morfofyziologicka, fyzicka a kombinovana (Baskin et Baskin, 2004).

Fyziologicka dormance (PD) je nejcastéjsi tfidou dormance, ktera se objevuje
u nahosemennych (Coniferales, Gnetales) a u vSech hlavnich kladd krytosemennych.
Mechanismy dormance semen zahrnuji rostlinné riistové reguldtory ABA a GA. V modelu
hormonalni rovnovdhy ABA (inhibitor) a GA (promotor) soucasné a antagonisticky reguluji
nastup, udrzovani a ukonceni dormance (Amen, 1968; Wareing et Saunders, 1971). Tento
model byl vsak opraven na studiich o Arabidopsis thaliana (Karssen et Lacka, 1986; Karssen
et Groot, 1987; Hilhorst et Karssen, 1992; Karssen, 1995). V tomto modelu tedy ABA
(produkovana embryem) indukuje dormanci béhem vyvoje semen a GA podporuje kli¢eni
nedormantnich semen. MnoZstvi GA potfebné pro kli¢eni zralych semen je kontrolovano
koncentracemi ABA b&hem vyvoje semen. Semena s nizkou hladinou ABA produkovanou
béhem vyvoje (,lehce dormantni®) tedy vyzaduji nizkou hladinu GA k vykli¢eni, zatimco
semena s vys$$i hladinou ABA produkovanou béhem vyvoje (,,vysoce dormantni‘) vyzaduji
vys8i hladinu GA k vykli€eni. Podle tohoto modelu spolu GA a ABA neinteraguji ptimo. Kromé
ABA a GA se na regulaci dormance a kliceni semen podili také tfeti rostlinny hormon etylén.
Etylén prerusi dormanci anebo podporuje kliceni u semen mnoha druhti (Kepczynski et
Kepczynska, 1997; Matilla, 2000) tim, ze zvysi citlivost semen k endogenni ABA. Etylén tedy
mize podporovat kli¢eni interferenci s u¢inky ABA (Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al.,
2000).
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U semen s morfologickou dormanci (MD) je embryo malé (nedostatecné vyvinuté)
a diferencované, tj. dé¢lozni listek a hypokotyl 1ze rozlisit (Baskin et Baskin, 1998). Embrya
v semenech s morfologickou dormanci nejsou fyziologicky dormantni a nevyzaduji pred¢asnou
upravu prerusujici dormanci, aby vyklicila. Jednoduse potiebuji ¢as nartist do plné velikosti
apoté vykli¢i. Za vhodnych podminek embrya v Cerstvé zralych semenech zac¢nou rist

(prodluzovat se) béhem nékolika dni az 2 tydnti a semena kli¢i ptiblizné za 30 dni.

U morfofyziologické dormance (MPD) maji semena nedostatecné vyvinuté embryo
s fyziologickou sloZkou dormance. Aby mohli vykli¢it, vyzaduji pfedCasnou tpravu prerusujici
dormanci. U semen s touto formou dormance rust embrya ¢i vznik kofene vyzaduje podstatné

delsi dobu nez u semen s morfologickou dormanci (Baskin et Baskin, 2004).

Fyzicka dormance (PY) je zptisobena jednou nebo vice vodou nepropustnymi vrstvami
palisadovych bun€k v osemeni (Baskin et al., 2000). Typicky se dormance u semen s PY
pteruSuje za pfirozenych i umélych (kromé& mechanické skarifikace) podminek a prfedpoklada
se vytvoreni otvoru (,,vodni mezery*) ve specializované anatomické struktufe v osement, kterou
voda prechazi do embrya (Baskin et al., 2000). V roce 1998 vsak byly ptedlozeny dikazy
(Morrison et al., 1998), Zze u nékterych taxont Fabaceae se dormance muize pierusit zahiatim,
coz narusi osemeni v jiné oblasti (popf. oblastech) nez ve strofiole. Mechanicka nebo chemicka
skarifikace bude podnécovat kliceni také u semen s fyziologickou dormanci. Fyzicka dormance
se vyskytuje u né€kolika Celedi, napt. Fabaceae, Cannaceae, Malvaceae. U vSech celedi je
specializovand struktura spojovana s vodou nepropustnou vrstvou (popft. vrstvami). PieruSeni
fyzické dormance zahrnuje naruseni nebo dislokaci téchto struktur, které funguji jako detektory

signalu prostredi pro kli¢eni (Baskin et Baskin, 2000).

U semen s PY zplsobuje zabranéni absorpce vody to, ze semeno ziistane dormantni,
dokud nékteré faktory neucini kryci vrstvu (popf. vrstvy) vodou propustnou. V pifirodé¢ mezi
tyto faktory patii vysoké teploty, kolisavé teploty, Zar, suSeni, mrznuti a tani, a priichod travicim
traktem zvirat (Baskin et Baskin, 1998). Jakmile se semeno stane propustnym pro vodu, mize
kli¢it v Sirokém rozmezi teplot na svétle 1 ve tmé (Baskin et Baskin, 1998). To vSak neplati pro
semena nékolika druhtl, u kterych se projevuje i néjaky stupen fyziologické dormance. Jakmile
se jednou stane osemeni u semen s fyzikalni dormanci propustné, nemuize se jiz vratit do
nepropustného stavu (Hamley, 1932) na rozdil od semen jen s fyziologickou dormanci, které
mohou znovu podstoupit dormanci, tedy sekundarni dormanci, poté co je primarni dormance
prerusena (Baskin et Baskin, 1998). Nacasovani pteruseni dormance v piirodé se tedy jevi vice

kritickou udalosti v pribéhu Zivota u rostlin s fyzikalni dormanci, nez u téch s fyziologickou
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dormanci. Pro zajisténi preziti druhu semen s PY musi byt mechanismus pferuseni PY
zdokonalen v zavislosti na prosttedi tak, aby doslo k vykli¢eni jen a pouze tehdy, pokud je Sance

pro zalozeni a eventudlni reprodukci rostliny maximalizovana.

Fyzické uspotadani a chemicka vrstva/impregnace bunky v palisadové vrstvé (popf.
vrstvach) jsou nepochybné dulezité pro urceni, zda je prichod vody do semene blokovan. Tzv.
,tvrdosemenost a nepropustnost suchych osemeni je zptusobena kontrakci stén palisddové
vrstvy, jak semeno dozrava (Corner, 1951). Aby mohly byt palisddové bunécné stény vodou
nepropustné, musi byt obaleny nebo impregnovany jednou nebo vice vodéodolnymi latkami
(Werker, 1980/81), coZ mohou byt vosky ve spojeni s matrixem suberinu a kutinu (Egley,
1989). Také se uvadi, ze siln¢ lignifikované bunécné stény mohou ucinit palisadovou vrstvu
vodou nepropustnou (Egley, 1989). Odolnost pohybu vody do semen bobovitych je primarné
zpusobena vodou nepropustnymi latkami na vnéjsich koncich palisddovych bunék (Van Staden

et al., 1989).

U semen s kombinovanou dormanci (PY + PD) je osemeni nepropustné pro vodu
anavic je embryo fyziologicky dormantni. Embrya Cerstvé zralych semen napi. Trifolium
(Fabaceae) maji podminénou dormanci a vyjdou z dormance na suchém misté nebo na poli
behem par tydnil po dozrani, i kdyz osemeni zlistane nepropustné pro vodu. Embrya u rodii jako
Cercis (Fabaceae) jsou vice dormantni a vyzaduji tedy par tydnt studené stratifikace, tj. poté
co je fyzikdlni dormance preruSena a semena nasaknou vodu jesté, nez vykli¢i (Baskin et

Baskin, 1998).

3.4 Biologické a genetické aspekty dormance semen bobovitych

Tvrdosemennost u kulturni soji (Glycine max (L.) Merr.) je typicky spojovana s riznymi
funkcemi (Moore, 2000). Podili se naptiklad na zivotaschopnosti semen u zpozdéné sklizné
(Hartwig et Potts, 1987), zivotnosti semen ve vlhkém prostiedi (Potts et al., 1978; Heatherly
etal., 1995) a inhibici proti rychlému nabobtnani, coz mtze Casto vést ke zhorSeni kliceni
(Raymond et al., 1981; Hou et Thseng, 1991). Morfologicka analyza sdji odhalila, ze
tvrdosemennost muze byt piipisovana nedostatku nebo tplné absenci drobnych prasklin (Ma
etal., 2004) a pritomnosti napadné svételné linie v subkutikularni vrstvé (Harris, 1987).
U osemeni propustnych kulturnich forem byly nalezeny drobné praskliny na dorzalni strané
(Ma et al, 2004), kudy voda nejprve vstupuje do semene (Meyer et al., 2007; Koizumi et al.,
2008), zatimco kutikula nepropustného osemeni je mechanicky silna a za normalnich podminek
nepraskne (Ma et al., 2004). Predpoklada se tedy, ze kutikula palisadové vrstvy je kliCovym

faktorem propustnosti osemeni. Dale bylo navrzeno, Ze slozeni sacharidi, hydroxylovanych
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mastnych kyselin nebo fenolickych sloucenin v osemeni ovlada hladinu propustnosti (Mullin

et Xu, 2000; Mullin et Xu, 2001; Shao et al., 2007; Zhou et al., 2010).

Mullin a Xu (2001) zjistili, ze osemeni linie s6ji (Glycine max, OX951) ma vysokou
koncentraci hemicelulozy, v podstaté slozené z xylani, které redukuji hydrofobicitu osemeni
a zvySuji zastoupeni tvrdych semen (Mullin et Xu, 2001). Na druhou stranu Shao et al., (2007)
zjistili, ze kutikula nepropustné linie obsahuje vys$i mnozstvi hydroxylovanych mastnych
kyselin nez u nedormantnich kulturnich forem. To naznacuje, ze pritomnost vyssiho poméru
hydroxylovanych mastnych kyselin muze poskytnout veétsi vzajemné propojeni mezi
monomery v kutinu tvrdych semen (Shao et al., 2007). Saio (1976) také uvadi, Ze osemeni
nepropustnych semen obsahuji velké mnozstvi vapniku v porovnani s propustnymi semeny.
Vsechny tyto faktory mohou ovlivnit strukturu osemeni, ale stale je potteba zjistit, které faktory

jsou spojeny s genetickymi zménami pozorovanymi v propustnosti osemeni (Saio, 1976).

Hradilova et al. (2017) porovnali dormantni linie hrachu (Pisum elatius) JI164, VIR320
a kulturni nedormantni linie hrachu (Pisum sativum) J192, Cameor a ptislusné rekombinantni
inbredni linie, a provedli komparativni anatomickou, metabolomickou a transkriptomickou
analyzu. Byly nalezeny zna¢né rozdily v povrchu osemeni, velikosti makrosklereid a tloust'ce
osemeni. Odhalili vyrazné vyssi obsah proantokyanidinti (dimer a trimer gallokatechinu),
kvercetinu a hydroxylovanych mastnych kyselin v dormantnich formach v porovnani
S nedormantnimi genotypy. Dormantni genotypy maji tlustsi palisdidovou vrstvu makrosklereid,
ktera mutize piispivat k nepropustnosti osemeni (Miao et al., 2001). Naznacuji také riznou
tloustku palisddové vrstvy mezi dormantnimi genotypy, pfi¢emz nejvice dormantni JI64 mél
palisadovou vrstvu nejtlustsi. Barveni toluidinovou modfi odhalilo, Ze nedormantni
nepigmentovany Cameor vykazuje vyssi hladinu polyanionickych pektint s volné odhalenou
karboxylovou skupinou. Na druhou stranu, nedormantni ale pigmentovany JI92 vykazal nizsi
mnozstvi aniontll souvisejicich s pektiny, podobné jako pigmentované dormantni genotypy

(Hradilova et al., 2017).

Geneticka kontrola tvrdosemennosti u soji byla studovana kifizenim mezi kulturni
a poloplanou nebo planou sdjou (Liu et al., 2007; Keim et al., 1990; Sakamoto et al., 2004,
Watanabe et al., 2004; Zhang et al., 2008; Kuroda et al., 2013). Tyto studie naznacuji ticast
nékolika gend anebo QTL s rliznym genovym piisobenim. Analyzy QTL odhalily genomické
pozice, na kterych jsou lokalizovany geny pro nepropustnost. qHS1 méa QTL lokalizovéano ve
vazebné skupiné D1b na chromozomu 2. Tento QTL ma také nejvetsi vliv na nepropustnost

(Liuetal., 2007; Keim et al., 1990; Sakamoto et al., 2004; Watanabe et al., 2004; Kuroda et al.,
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2013). Pro studium gHS1 wvyvinuli Jang et al. (2015) izogenni linie (NIL) propustné
(mé&kkosemenné) kulturni formy (Tachinagaha), ktera obsahuje alelu pro tvrdosemennost
z plané s6ji (Glycine soja), prenesenou postupnym zpétnym kiizenim. Alela tvrdosemennosti
ucinila osemeni Tachinagaha formy tuzsi zvySenym mnozstvim B-1,4-glukanti ve vnéjsi vrstveé
palisadovych bun¢k osemeni na dorzalni stran¢ semene, coz je misto vstupu vody. Piesné
mapovani, naslednd exprese a sekvenacni analyzy odhalily, ze qHS1 koduje endo-1,4-3-
glukanazu. Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) odhalil substituci aminokyseliny
V substrat-vazebném mist¢ enzymu, kde nejspiSe redukuje nebo eliminuje jeho afinitu
k substratu u propustnych kultivarti. Zavedeni genomické oblasti qHS1 z nepropustné linie do
propustné kulturni formy Kariyutaka vedlo k akumulaci B-1,4-glukanu ve vné&jsi vrstvé
palisadovych bun¢k a vytvoreni tvrdych semen. Alela nalezena v NIL byla dale spojovana
s vyskytem tvrdych semen u so6jové kulturni formy rizného plivodu. Tato studie naznacuje, ze
qHS1 je tedy zapojen v akumulaci derivata B-1,4-glukanu, jako napf. xyloglukan anebo B-
(1,3)(1,4)-glukan, ktery zpeviiuje nepropustnost osemeni u s6ji (Jang et al., 2015).

Sunetal. (2015) ukazuji, Ze nepropustnost osemeni u plané soji je fizena jednim genem,
GmHs1-1, ktery kdduje transmembranovy protein metalofosfoesterdzy podobné kalcineurinu.
GmHsl1-1 je primarné exprimovan v palisadové vrstvé osemeni a je spojovan s obsahem
vapniku. Tvrdosemennost je spojovana s obsahem vapniku u osemeni a mize tedy potencialné
zlep$it nutriéni hodnotu sojovych potravin. Pifechod z nepropustnosti k propustnosti
u domestikované s6ji byl zpiisoben umélou selekci bodové mutace v GmHs1-1. Je zajimavé, ze
fada krajovych odriid s6ji obesla selekci pro propustnost kviili alternativni selekci pro trhliny
osemeni, které¢ také umoznuji vstitebavani semen. Pies jediny ptivod mutantni alely GmHs1-1,
distribu¢éni vzor alelické varianty v kontextu struktury populace soji a detekovany vzor
genomické introgrese mezi planou a kulturni s6jou naznacuji, ze GmHs1-1 mohli zazit re-

selekci propustnosti osemeni.

Chai et al. (2016) identifikovali mutanty s nedormantnimi semeny skrininkem velkého
po¢tu Tntl retrotransopozonovych linii Medicago trunculata. Na rozdil od planého typu
tvrdych semen, které vykazuji fyzikalni dormanci, zrald mutantni semena bobtnaji rychle a kli¢i
snadno bez nutnosti skarifikace. Mikroskopické pozorovani pficnych fezl ukdzalo, Ze fenotyp
mutantil byl zptisoben nefunkéni palisadovou vrstvou kutikuly v osemeni. Pomoci chemické
analyzy byly nalezeny rozdily ve sloZeni monomeru lipidi mezi planym a mutantnim osemeni.
Genetické a molekularni analyzy odhalily, ze KNOX4, gen tiidy II KNOTTED-like homeobox

(KNOXII), byl zodpovédny za ztratu fyzikalni dormance u semen mutantii. Analyzy mikro-
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array a chromatinové imunoprecipitace indentifikovali CYP86A, coZz je gen spojovany

s biosyntézou kutinu, jako jeden z downstream cilovych gentt KNOX4.

Soltani et al. (2021) sledovali pohyby vody uvniti osemeni RIL populace fazole
(Phaseolus vulgaris L.) a pomoci SEM identifikovali nékolik trhlin na povrchu cocky
nedormantnich genotypt fazole. Jejich analyza odhalila, ze pfijem vody semenem je spojen
s jedinym majornim QTL na Pv03. QTL oblast byla mapovana na 118 kb intervalu, ktery
obsahuje 11 gent. Analyza kodujici sekvence kandidatnich genti odhalila 5-bp inzerci
u ortologu pektin-acetylesterazy 8, kterd zpusobuje ztratovou mutaci u nedormantniho
genotypu. Analyza genové exprese kandidatnich genli osemeni kontrastnich genotypl
naznacuje 21x niz§i expresi pektin-acetylesterazy 8 u nedormantnich genotypl. Analyza
mutantniho polymorfismu byla provedena mezi planou a domestikovanou fazoli. Ackoliv
vSechny plané fazole obsahovaly funk¢ni alelu pektin-acetylesterazy 8, vétSina domestikované
fazole obsahovala nefunkéni alelu, coz naznacuje, Ze tato varianta byla pod silnym selekénim
tlakem béhem domestikace, coz poskytuje diikkazy o vlivu pektin-acetylesterazy 8 v dormanci

semen.

3.4.1 Analyza genové exprese béhem vyvoje osemeni bobovitych

Primarni barva osemeni u vétsiny tiid cocky je urcena dvéma nezavislymi geny: Ggc
(gray ground colour, seda barva) a Tgc (tan ground colour, béZzova barva; Vandenberg et
Slinkard, 1990). Dominantni a recesivni alelické kombinace téchto dvou genti zptsobuji rizné
barvy osemeni: hnédou (Ggc Tgc), sedou (Ggc, tgc), bézovou (Gge Tgc) nebo zelenou (Ggc
Tgc), ¢imZ stanovuji urcité tiidy. Ttida Cocky s nulovym taninem je urcena expresi jediného
recesivniho genu tan (Vaillancourt et al., 1986; Muehlbauer et Sarker, 2011). Homozygotni
recesivni tan je epistaticky k Tgc, ale ne ke Ggc (Vandenberg et Slinkard, 1990). U genotypu
tan, exprese dominantniho Ggc produkuje Sedé prisvitné osemeni, zatimco recesivni ggc vede
k prihlednému osemeni. Barva osemeni u genotypt tan se neméni behem skladovani (Matus
et al., 1993) ani vafeni. Vysledkem tenciho osemeni je rychlejsi uvateni, snadné&jsi loupani
a také kulat¢jsi tvar semene. Semena s nulovym taninem také nasavaji vodu rychleji, coz miize

vést k poskozeni beéhem kliceni (Matus et al., 1993; Smykal et al., 2014).

Gen (tan) vede k fenotypu charakterizovanému zelenymi stonky, bilymi kvéty a tenkym,
prihlednym nebo prisvitnym osemenim. Geny, jejichz vysledkem jsou vlastnosti nulového
taninu, jsou uzite¢né pro studie pigmentace osemeni a biochemické vlastnosti vzhledem k tomu,
7e maji zménénou pigmentaci. Mirali et al. (2016) porovnali fenolické slouceniny mezi

fenotypy a genotypy normdlnimi a s nulovym taninem. Profilovani fenolickych sloucenin
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odhalilo, Ze myricetin, dihydromyricetin, flavan-3-oly a proantokyanidy se nachazely pouze
U normalnich fenotypt. Molekuldrni analyza ukéazala, Zze gen tan kéduje bHLH transkripcni
faktor, homolog genu A u hrachu. Vysledky této studie také naznacuji, ze tan jako bHLH
transkrip¢ni faktor interaguje s regulacnimi geny v biochemické draze fenolickych sloucenin,

které zacinaji od flavonoid-3’,5’-hydroxylazy a dihydroflavonol-reduktazy.

Gen tan také ovliviiuje pigmentaci stonkd a kvétd. Nemutantni rostliny cocky maji
naCervenalé stonky, fialové zilky na kvétnich tkanich a tlust§i pigmentované osemeni
(Vaillancourt et al., 1986). Fenotyp tan je typicky zelenymi stonky a bilymi kvéty. Tato sada
vlastnosti je podobna jako Mendeliv gen A u hrachu (Pisum sativum, Mendel, 1865), ktery
koduje bHLH trankripéni faktor, jenz ma regula¢ni funkci s pleiotropnimi efekty (Hellens et al.,
2015). Absence pigmentace u hrachu je vysledkem mutace v bHLH nespravné sestiizenou
mRNA, zptisobenou predéasnym stop kodonem (Hellens et al., 2015). Zna¢né podobnosti mezi
témito dvéma sadami fenotypli naznacuji, Ze homolog genu A u hrachu by mohl byt gen tan

u ocky.
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4 Material a metodika

4.1 Biologicky material

Byly pouzity rodi¢ovské genotypy kulturni ¢o¢ky (Lens culinaris, 3339) pochazejici
z CDC University of Saskatchewa, Kanada a plané Cocky (Lens orientalis, 1G72643)
z genobanky ICARDA. Ke genomické analyze bylo pouzito 121 rekombinantnich inbrednich
linii (RIL) generace F9 s oznacenim LR-68, pochazejicich z kiiZeni rodict 3339 a 1G72643.

Rostliny byly vypéstovany ze semen v 5-ti litrovych kvétinaCich ve skleniku
Prirodovédeckeé fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v obdobi leden-Cervenec 2020. Byl
pouzit substrat Proficom Ltd., Ceska republika. Semena byla sklizena v obdobi &ervna-
cervence, ulozena pti pokojové teploté v papirovych saccich a pouzita na testy bobtnani (zafi).
Listy rostlin byly pouzity pro izolaci genomické DNA i pro RNA. Byla sledovéana pigmentace
kvétt. Kvéty byly v okamziku rozkveteni oznaceny visackou. Byla sledovéna vizualné také

pigmentace osemeni.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Destilovana voda, agar6za (SERVA, Némecko, kat. ¢islo: 9012-36-6), marker
molekulové hmotnosti (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific, Biogen, USA,
kat. &islo 10488058), 10x TBE (Sigma Aldrich, Ceska republika; na 1 litr 2,75 g kyseliny borité,
5,4 g TRIS baze, 2 ml 0,5 mol/l EDTA o pH 8,0), MyTaqTM RED polymeraza (Bioline, kat.
¢islo 37112), 5x koncentrovany pufr MyTaqTM Reaction Buffer (Bioline, UK, kat. ¢islo:
37112), primery (viz Tabulka 1, Generi Biotech), Exonuclease | (Thermo Scientific, USA, kat.
¢islo: EN0581), Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific, USA, kat. ¢islo
EF0651), 10x Fast Alkaline Phosphatase pufr (Thermo Scientific, USA, kat. ¢islo: EF0651),
restrikéni enzymy: Rsal (Thermo Scientific, kat. ¢islo: 00175087), Alul (Thermo Scientific, kat.
¢islo: 00146372), Mboll (Thermo Scientific, kat. ¢islo: 00095419), odpovidajici pufry pro
restrikéni enzymy 10x: Tango pufr (Buffer Tango, Thermo Scientific, kat. ¢islo: 00192401),
Blue pufr (Buffer B, Fermentas, kat. ¢islo: 00075213), DNéza (Baseline-ZERO™ DNase,
EpicentreBio, kat. ¢islo: DB0711K), RNAse inhibitor (Ribonuclease Inhibitor, kat. cislo:
N2511), etanol (VWR Chemicals, kat. ¢islo: 64-17-5), ledova kyselina octova (Tamba, kat.
¢islo: 190510), chloroform (Lach-Ner, kat. ¢islo 67-66-3), 2-propanol (VWR Chemicals, kat.
Cislo: 67-63-0), isoamylalkohol (CarlRoth, kat. ¢islo: 123-51-3), zelatina (Merck KqaA,
Némecko, kat. &islo: 9000-70-8), sachardza (Lach:Ner s.r.o., Ceska republika, kat. ¢islo: 40135-
APO), kryogel (Cryo-gel, Leica), reverzni transkriptaza (Reverse Transcriptase, Meridian
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Bioscience, kat. Cislo: SRT-020211A), 5x TransAmp Buffer (Meridian Bioscience, kat. ¢islo:
TAB-020311A), toluidinova modi (LACHEMA n. p., Brno), primery (viz Tabulka 6, Generi
Biotech)
4.3 PouZzité pristroje

Flowbox (PV — 102, TelSTAR), homogenizator (FastPrep-24, MP Biomedicals),
NanoDrop (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific), vortex (MS2 Minishaker,
IKA), centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf), centrifuga (Centrifuge 5404 R, Eppendorf),
minicentrifuga (Spectrafuge Mini, Labnet), termoblok (Termo Block MB — 102, BIOER.),
predvazky (572, Kern), themocycler (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research),
thermocycler (Master cycler Pro, Eppendorf), elektroforeticka vana (Widi Mini Sub, Bio-Rad),
forma na gel (Owl A6, Thermo Scientific), zdroj stejnosmérného napéti (Electrophoresis Power
Supply EPS-601, Amersham Pharmacia), UV transiluminator (FireReader Platinum HD7,
Uvitec Cambridge), kryomikrotom (Kryostat, Leica CM1950), mikroskop Olympus BX60
s kamerou Olympus DP72, fotoaparat (Olympus CX31, Olympus), vyvéva membranova (KNF
Lab)

4.4 Pouzity software
Geneious (https://www.geneious.com/): V tomto programu byly analyzovany a upravovany

sekvence.

FastPCR (PrimerDigital, Helsinki, Finland, https://primerdigital.com/...1): V tomto programu
byly navrZeny primery pouzité pro PCR analyzu.

MapDisto (Washington state University, Pullman, USA, http://mapdisto.free.fr): V tomto

programu byla zkonstruovana genetickd mapa.

Zeiss ZEN lite (https://www.zeiss.com/microscopy/int/products/microscope-software/zen-
lite.html): V tomto programu byly vyfoceny a upraveny fotografie a bylo provedeno méteni

tlouStky osemeni..

Helicon Focus 7 (https://www.heliconsoft.com/heliconsoft-products/helicon-focus/): V tomto

programu byly poskladény fotografie pro ostiejsi obraz.

Imagel (https://imagej.nih.gov/ij/): V tomto programu bylo pfidano méfitko k fotografiim.
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4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

451 Izolace genomové DNA

Genomova DNA byla vyizolovana z mladych listd o hmotnosti pfiblizn¢ 100 mg. Byl

pouzit Macherey-Nagel NucleoSpin 96 Plant 1l Kit. Vzorky byly nasledné uchovavany pii

teplote -20 °C.

Protokol podle vyrobce:

1.

Do jednotlivych zkumavek bylo vloZzeno 100 mg rostlinného materialu a byla
zaznacena jejich pozice. Do jednotlivych zkumavek byla pfidana kovova
kulicka. Zkumavky byly nasledné¢ uzavieny vickem. Vzorky byly zmrazeny
v tekutém dusiku. Bunky byly naruseny tiepanim pomoci homogenizatoru. Poté
byly zkumavky centrifugovany 2 min pifi 5600 g. Byla odstran¢na vicka ze

zkumavek.

Bylo ptidéano 500 pl Buffer PL1 a 10 ul RNase A do kazdého vzorku. Zkumavky
byly zavieny novymi vicky. Vzorky byly protiepany 15-30 s a byly stoceny 30 S
pti 1500 g. Vzorky byly inkubovany 30 min pfi 65 °C a centrifugovany 20 min
pi1 6000 g. Byla opét odstranéna vicka.

Bylo ptfidano 400 pl Buffer PL2 a 10 pul RNase A do kazdého vzorku. Zkumavky
byly opét zavieny novymi vicky. Vzorky byly protfepany 15-30 s a stoeny 30 s
pti 1500 g. Vzorky byly inkubovany 30 min pfi 65 °C. Byla odstranéna vicka ze
zkumavek a bylo pfidano 100 pl Buffer PL3. Zkumavky byly uzavieny
a promichany. Vzorky byly inkubovany 5 min na ledu.

Vzorky byly centrifugovany 20 min pfi 6000 g. Byla odstranéna vicka. Bylo
ptidano 450 pl Binding Buffer PC do kazdé zkumavky. Bylo pfidano 400 pl
¢istého lyzatu do kazdého vzorku, které byly nasledné promichdny pipetovanim

alespon 3x.

Lyzat byl opatrné pfesunut na desti¢ku NucleoSpin Plant II Binding Plate, ktera

se umistila na blok MN Square-well Block.

Desticka NucleoSpin Plant II Binding Plate byla centrifugovana 5 min pfii
6000 g.
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10.

Bylo ptidano 400 ul PW1 do kazdé jamky desticky. Desticka byla ptikryta folii
a poté byla centrifugovana 2 min pti 6000 g. Poté byla desticka pienesena na

novy blok MN Square-well Block.

Bylo pfidano 700 pul PW2 do kazdé jamky desticky, kterd byla prekryta folii

a centrifugovana 2 min pii 6000 g.

Bylo opét ptidano 700 ul PW2 do kazdé jamky desticky, kterd byla prekryta
folii. Nasledn¢ byla desticka centrifugovana 10 min pii 6000 g. Desticka
NucleoSpin Plant II Binding Plate byla pfenesena na novy blok MN Square-well
Block.

Desticka byla pfenesena na nosice stripti. Do kazdé jamky desticky bylo pfidano
100 pl predehiatého Buffer PE. Desticka byla centrifugovana 2 min pti 6000 g.
Desticka NucleoSpin Plant II Binding Plate byla odstranéna z nosi¢t stript. Pro

vyssi vytézek byl tento krok zopakovan.

Spektrofotometricka analyza DNA

1. Nejprve byly napipetovany 2 ul destilované vody jako blank na snimac
spektrofotometru NanoDrop 2000.

2. Poté byl snimac¢ ocistén bunicitou vatou.

3. Na snimac¢ byly napipetovany 2 pl jednotlivych vzorki DNA. Po kazdém méfeni
byl snimac ocistén.

4. Byla zmétena hodnota absorbanci vzorkid DNA pfi vinovych délkach 260 nm
a 280 nm, pomé&r absorbanci 260/280 nm pro ¢istotu DNA a koncentrace v ng/pl.

PCR analyza

Amplifikace vybranvch genu (markeru) z rodiCovskych genotypu

1.

Byly vybrany kandidatni geny pro amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci
(PCR): Lc30146, Lc31299, Lc31310, Lc32190. Pro PCR amplifikaci byly
navrzeny primery pomoci programu FastPCR (Primer Digital, Helsinki, Finsko)
a nasyntetizovany v Generi Biotech (Hradec Kralové, CR). Seznam pouzitych

primerti viz Tabulka 1.
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Tabulka 1- Seznam pouzitych primert

Kandidatni geny |Primer - nazev Sekvence primeru (5°-3°) Délka
produktu
(bp)
Lc30146 Lc30146_F1 |5'-AGTTACCAAACAATGACAAATTTG-3’ 734
Lc30146_R712|5-TTTAAATGAGCCCCCACTAGAGAT-3’
Lc31299 Lc31299_F275| 5'-TCTCCCTCGGAATATCCGAACAA-3’ 1099
Lc31299 _R1350|5'-CATCAGGAGATTAGGCTCACAGAA-3’
Lc31310 Lc31310_F497 | 5'-GGGGTTACTGTGCCAATCACTT-3’ 1046
Lc31310_R1520|5'-CTCCAGCTGAACATCCAGATAGAA-3’
Lc32190 Lc32190_F139 | 5'-TCAGCAATGGAACCTGAAGTTCA-3’ 1080
Lc32190_R1197] 5'-GGCTCAGAATCATAACCTGTGGA-3’

2. Vzorky DNA byly natfedény s vodou tak, aby mély koncentraci pfiblizné
20 ng/pl.

3. Do mikrozkumavky bylo napipetovano mnozstvi reakéni smési adekvatni poctu

vzorkd. Pro mnozstvi jednotlivych reakénich sloZzek pro jeden vzorek viz
Tabulka 2.

Tabulka 2- Ptiprava reakéni PCR smési

PCR reakéni slozka Objem slozky pro jeden vzorek (ul)
Voda 13
5x pufr Taq RED 4
Sm¢és primerti F a R (5 pmol/pl) 1
Taq polymeraza (MyTagqRed) 0,1
VVzorek DNA 2
Celkem 20,1
4. Mikrozkumavka s reak¢éni smési byla protfepana na vortexu.
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Do fadné popsanych mikrozkumavkovych stript nebo do 96 jamkové desky byla
napipetovana piipravend reakéni smés po 18 pl, ke kterym byly pfipipetovany

2 ul vzorku DNA.

Mikrozkumavkové stripy nebo 96 jamkova deska byly kratce stoCeny na

minicentrifuze.

Mikrozkumavkové stripy nebo deska poté byly vlozeny do pfistroje
Thermocycler, kde probihala PCR reakce. Byl pouzit PCR program se jménem
CAPSS55, jehoz teplotni pritbéh Ize vidét v Tabulce 3.

Tabulka 3- Casovy a teplotni priibéh PCR reakce programu CAPS 55

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklu
Preinkubace 95 5 min 1x
Denaturace 99 30s 35X
Annealing 57 20s 35x

Elongace 72 150's 35x
Koncova extenze 72 10 min 1x

454 lzolace RNA

Pro izolaci RNA byly odebrany vzorky rodi¢ovskych genotypt — 72643 a 3339. RNA

byla izolovana z listli, osemeni a embryi (24. den).

Zhruba 100 mg jednotlivych vzorka (listy, embryo, osemeni) bylo rozdrceno

s tekutym dusikem ve zmrazené tfeci misce tlouckem na hladky prasek.

Do popsanych zkumavek bylo pfidano 500 pl studeného PureLink Plant RNA
Reagent ke 100 mg jednotlivych vzorkl. Zkumavky byly vortexovany.

Vzorky byly inkubovéany 5 min pii pokojové teploté.

Vzorky byly centrifugovany 2 min pii 13 000 rpm pifi pokojové teploté.

Supernatant byl pfesunut do ¢isté zkumavky.
Bylo ptidédno 100 pl 5M NaCl. Vzorky byly promichany.

Bylo ptidédno 300 pl chloroformu a vzorky byly vortexovany.
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13.

Vzorky byly centrifugovany 10 min pii 13 000 rpm pii 4 °C. Horni vodna faze
byla pienesena do nové zkumavky.

K vodné fazi bylo pfidano ekvivalentni mnozstvi isopropylalkoholu. Vzorky
byly promichany a nechaly se inkubovat 10 min pfi pokojové teploté.

Vzorky byly centrifugovany 10 min pfi 13 000 rpm pii 4 °C.

Supernatant byl opatrné¢ vylit a ke zbylému peletu byl ptidan 1 ml 75% ethanolu.
Vzorky byly centrifugovany 1 min pii 13 000 rpm pii pokojové teploté.
Supernatant byl opatrné vylit. Vzorky byly opét centrifugovany 1 min pii
13 000 rpm pfi pokojové teploté a zbytkova kapalina byla ndsledné¢ odstranéna

pipetou.

RNA pelet byl poté rozpustén ve 40 ul RNAse free H20 a byl promichan
pipetou.

Mnozstvi a Cistota RNA byla zkontrolovana pomoci spektrometru Nanodrop

2000. Poté byla RNA skladovana pti -70 °C.

455 Predisténi RNA

Po izolaci RNA je potieba odstranit zbytkovou DNA, protoZe ve vzorku se stdle mize

nachazet. VSechny kroky pfecisténi byly provedeny na ledu.

1.

Ke vzorku RNA byla ptidana RNAse free ddH,OP5P¢ do celkového objemu
100 pl. A nasledné byly pridany dalsi slozky reakce podle mnozstvi vzorkt (viz
Tabulka 4).

Tabulka 4- Mnozstvi jednotlivych reakénich slozek

Reak¢ni slozka Mnozstvi reakéni slozky (ul)
10x DNAse | buffer 6
DNAsel 3
RNAse Inhibitor 1

Vzorky byly inkubovéany 30-60 min pii 37 °C.
Do kazdého vzorku byla pfiddna voda do celkového objemu 200 pl.

Ke vzorku bylo ptidano 200 pl smési fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1)
a vzorky byly vortexovany. Vzorky byly ponechany na ledu, dokud nebyly
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11.

vytvoieny 2 faze. Poté byly vzorky opét vortexovany. Vzorky byly okamzité
centifugovany 10 min pfi 13 000 rpm pfi 4 °C.

Supernatant byl pipetou presunut do nové zkumavky bez naruseni interfize.
Bylo ptidano 300 pl smési chloroform:kyselina octova (24:1). Vzorky byly poté

vortexovany a centrifugovany 5 min pii 13 000 rpm pii 4 °C.

Supernatant byl pipetou ptesunut do nové zkumavky. Ke vzorku bylo pfidano
20 pl 1M kyseliny octové a 550 pl 96% ethanolu. Vzorky se nechaly inkubovat
pies noc pii -80 °C.

Vzorky byly centrifugovany 30 min pti 13 000 rpm pii 4 °C. Supernatant byl
opatrné vylit.

Bylo ptidano 500 pl 70% ethanolu. Vzorky byly centrifugovany 5 min pfi
13 000 rpm pii 4 °C. Supernatant byl opét opatrné vylit.

Bylo pfidano 500 pl 96% ethanolu. Vzorky byly centrifugovany 5 min pii
13 000 rpm pii 4 °C. Supernatant byl opatrné vylit.

Vzorky byly centrifugovany 1 min pii 13 000 rpm pti 4 °C. Zbytkovy ethanol
byl odstranén opatrné pipetou. Pelet byl vysuSen na vzduchu po dobu 5 min. Poté

byl pelet rozpustén v 10-30 pl vody podle mnoZstvi RNA.

Pomoci spektrofotometru Nanodrop 2000 bylo zjisténo mnozstvi a Cistota

vysledné RNA.

45.6 Reverzni transkripce

Pomoci spektrofotometru byla stanovena koncentrace RNA. Poté bylo nutné natedit

vzorky, aby obsahovaly stejné mnozstvi RNA 1 ug/ul. Nasledné byl proveden ptepis RNA na

cDNA, se kterou byla provedena PCR analyza.

1.

Ke vzorku byly napipetovany 4 pl 5x TransAmp Buffer a 1 pul RTase. Ke smési
byla ptipipetovana voda do celkového objemu 20 pl.

Vzorky se nechaly kratce centrifugovat a byly vlozeny do PCR thermocycleru.
Byl spuStén program s nazvem SENSIFAS s nasledujicimi podminkami

(Tabulka 5):
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Tabulka 5- Teplotni a ¢asovy prabéh programu SENSIFAS pro reverzni transkripci

Krok Teplota (°C) Cas
Annealing 25 10 min
Reverzni transkripce 42 15 min
Reverzni transkripce pro vysoce 48 15 min
strukturovanou RNA
Inaktivace 85 5 min

4. Vzorky byly poté ponechany na ledu nebo pii 4 °C.

45.7 RT-PCR analyza
1. Byly vybrany kandidatni geny pro amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci:
referen¢ni gen LCGAPDH, a sledované geny Lc31634, Lc31310, Lc30146. Pro
PCR amplifikaci byly navrzeny primery pomoci programu FastPCR (Primer
Digital, Helsinki, Finsko) a nasyntetizovany v Generi Biotech (Hradec Kralové,

CR). Pouzité primery lze vidét v Tabulce 6.

Tabulka 6- Seznam pouzitych primert

Kandidatni geny Primer-nazev Sekvence (5°-3")
LcGAPDH LcGAPDH_F 5"-ATACCAGGTCGAGCATCTTTG-3’
LcGAPDH_R 5-GGGTACTGTAACCCAACTCATT-3’
Lc31634 Lc31634_F40 5-AATGTTGGGCCAATAGGGTGC-3’
Lc31634_R366 5'-CAGTAGGATGGTAAGGGTCCCAA-3’
Lc31310 Lc31310_F166 5-TGTTTATCGACGGTTGCTATTCC-3’

Lc31310_R313 5'-AGTAGGGTTGCAAGGATAAGAACA-3’

Lc30146 Lc30146_F358 5-TTGGTAGCTGATATACCTCAAGCT-3"

Lc30146_R712 5-TTTAAATGAGCCCCCACTAGAGAT-3’

2. Do mikrozkumavky bylo napipetovdno mnozstvi reakéni smési adekvatni poctu
vzorkll. MnoZstvi jednotlivych reakénich slozek pro jeden vzorek lze vidét

v Tabulce 7.
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Tabulka 7- Ptiprava reak¢ni PCR smési

PCR reak¢éni slozka Objem slozky pro jeden vzorek (pl)
5x buffer 3
Smés primert F a R (5 pmol/ul) 1
Taq polymeraza 0,07
voda 9
Vzorek cDNA 2
Celkem 15
3. Do mikrozkumavkovych stripti byla napipetovana ptipravena reakéni smés po
13 pl, ke kterym byly piipipetovany 2 pl vzorku cDNA.
4. Mikrozkumavkové stripy byly kratce stoceny na minicetrifuze.

5. Stripy byly poté vlozeny do Thermocycleru, kde probihala PCR reakce. Teplotni

prabéh PCR programu lze vidét v Tabulce 8.

Tabulka 8- Casovy a teplotni priibéh PCR reakce programu pro cDNA

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklu
Preinkubace 95 2 min 1x
Denaturace 95 30s 30x
Annealing 60 30s 30x

Elongace 72 1 min 30x
Koncové extenze 72 5 min 1x
6. Pro ovéteni spravnosti pribéhu PCR byla pouzita elektroforéza.
4.5.8 Elektroforéza
1. Pro ovéfeni spravného pribéhu PCR byla pouzita horizontidlni agardézova
elektroforéza.
2. Pro elektroforézu byly pouzity dvé velikosti elektroforetickych van — 80 ml

a 300 ml. Pro ptipravu 80 ml 1,5% agafozového gelu bylo potieba navazit 1,2 g

agarozy, ke které bylo pfidano 80 ml TBE pufru. Pro ptipravu 300 ml
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1,5% agar6zového gelu bylo potfeba navazit 4,5 g agardzy, ke které bylo ptidano
300 ml TBE pufru.

Smés byla rozehtata v mikrovinné troub¢, nez se agardza zcela rozpustila.
Sm¢és se nechala vychladnout asi na 50 °C.

Poté byl ke 80ml smési piipipetovan 1,5 ul barviva GelRed, ke 300ml smési 5 pl

barviva.

Smés s barvivem byla nalita do elektroforetické formy na gel, do které se
umistily hiebeny.

Takto ptripraveny gel se nechal tuhnout zhruba 30 minut.

Po uplném ztuhnuti byly opatrné vytazeny hiebinky a gel byl vlozen do
elektroforetické vany doplnéné 0,5x TBE pufrem.

Do prvni jamky gelu bylo napipetovano 1,5 pl markeru molekulové hmotnosti
GeneRulerTM 100 bp. Do dalSich jamek bylo napipetovano 5 pl vzorku (PCR
produktu).

Poté byla elektroforetickd aparatura piipojena ke zdroji napéti (100-150 V pro
80 ml gel, 200-250 V pro 300 ml gel) a nechala se bézet 30-50 minut.

Po skonceni byla aparatura odpojena od zdroje napéti. Gel byl vloZen do UV
transiluminatoru, ktery byl pfipojen k pocitaci s programem pro dokumentaci

gelu.

Sekvenacni analyzy s cilem nalezeni vhodného restrikéniho polymorfismu

Nejprve bylo potieba provést purifikaci PCR produktu, ktera slouzi k precisténi DNA

od nezddoucich latek, jako napf. zbylé primery, nepotfebné enzymy ¢i neinkorporované

nukleotidy. Byla pouZita exonukleaza I a alkalickd fosfataza. Exonukledza I §tépi zbylé primery

a alkalicka fosfatdza defosforyluje neinkorporované nukleotidy.

1.

Do mikrozkumavky bylo pfipraveno 90 pl reakéni smési, viz Tabulka 9.
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Tabulka 9- Reak¢ni smés pro purifikaci DNA

Reak¢ni slozka Mnozstvi reakéni slozky (ul)
Voda 62,1
Fast AP buffer 18
Exonukleaza Exo | 7,2
Alkalicka fosfataza 2,7
Celkem 90

Do mikrozkumavkovych stripti byla reakéni smés rozpipetovana po 5 pl, ke

kterym bylo pfipipetovano 5 ul PCR produktu.
Mikrozkumavkové stripy byly sto¢eny na minicentrifuze.

Poté byly mikrozkumavkové stripy vlozeny do thermocykleru a spustil se

program Exo-AP (viz Tabulka 10).

Tabulka 10- Casovy a teplotni priibéh PCR reakce programu Exo-AP pro purifikaci DNA

Krok Teplota (°C) Cas

Inkubace 37 15 min

Tepelna inaktivace 85 15 min

5.

Pro sekvenaci bylo potfeba dodat purifikovanou PCR reakci spolecné se
sekvenacnim primerem (o koncentraci 5 pmol/pl) v celkovém objemu 8 pl na
jeden vzorek, které obsahovaly 3 ul destilované vody, 1 pl F primer a 4 ul PCR

(Exo-AP) produkt. Takto ptipravené vzorky se odeslali na sekvenovani.

Sekvenovani bylo provedeno v laboratoti sekvenace DNA, Core Facility PfF UK
Praha. Byla provedena analyza ziskanych sekvenci pomoci programu Geneious
a provedeno srovnani pomoci BLAST analyzy. Poté byl porovnan restrikéni

profil ziskanych sekvenci rodiCovskych genotypt v programu Geneious.

4.5.10 Restrikce PCR produktu

PCR produkty byly Stépeny ptislusSnym enzymem podle vysledku sekvenovani a to

metodou zvanou CAPS-PCR (Cleavage Amplified Polymorphic Sequence). Touto metodou se

zjistuje vyskyt jednonukleotidovych polymorfismi. Seznam pouzitych enzymu lze vidét

v Tabulce 11.
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Tabulka 11- Seznam pouzitych restrikénich enzymu s piislusnymi pufry a teplotou $t€peni

Kandidatni gen Restrikéni enzym Pufr Teplota Stépeni (°C)
Lc30146 Rsa | Tango pufr 37
Lc31310 Rsa | Tango pufr 37
Lc31310 Mbo Il Blue pufr 37
Lc31299 Mbo Il Blue pufr 37
Lc32190 Alu | Tango pufr 65
1. Do mikrozkumavky bylo napipetovano mnozstvi reakéni smési adekvatni

potfebnému mnozstvi vzorkl. Mnozstvi reakéni smési pro jeden vzorek viz

Tabulka 12.

Tabulka 12- Reakéni smés pro restrikci PCR produktu

Reakéni slozka Mnozstvi reakéni slozky (pl)
Voda 8,3
10x pufr 1,5
Restrikéni enzym 0,2
Celkem 10
2. Do mikrozkumavkovych stripti byla rozpipetovana reakéni smés po 10 pl, ke

které bylo ptidano 5 pul PCR produktu jinou pipetou.

3. Mikrozkumavkové stripy byly vlozeny do thermocykleru na 2-3,5 hodiny, kde

byla nastavena teplota St€peni podle konkrétniho enzymu (37 °C pro Rsal).

4. Produkty restrikéniho S$tépeni byly separovany elektroforeticky a gely byly

zdokumentovany pomoci UV transiluminatoru.

4511 RNA sekvenovani

Rostlinny material byl rozemlet v tekutém dusiku a RNA byla izolovdana pomoci

PureLink™ Plant RNA Reagent (Invitrogen). Zbytkova DNA byla odstranéna pomoci upravy

Baseline-ZERO Dnase (Epicenter) nasledovanou fenol/chloroformovou extrakci. Degradace

RNA a potencidlni kontaminace byla kontrolovdna na 2% agar6zovém gelu. Integrita RNA

a kvantifikace byla zkontrolovana pomoci Agilent 2100. Sekvenacni knihovny byly obohaceny

o mRNA pomoci oligo(dT) kuli¢ek. mRNA byla fragmentovana pfidanim fragmentac¢niho
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pufru, poté byla syntetizovana cDNA na zakladé mRNA templatu pouzitim nahodnych primera
hexamerd, po kterém pokracovala syntéza druh¢ho vldkna. Nakonec byly vytvofeny
dvouvlaknové cDNA knihovny adaptacni ligaci, velikostni selekci a obohaceni pomoci PCR.
Knihovny byly sdruzeny po kontrole kvality a kvantifikaci knihoven pomoci Qubit 2.0
(ThermoFisher), Agilent 2100 (Agilent) a Q-PCR. Sekvenovani bézelo v mddu pair-end
s délkou sekvenovani 150 bp. Pfiprava knihovny a sekvenovéani byly provedeny firmou

Novogene, Ltd. (UK) pomoci sekvenatoru NovaSeq 6000 (Illumina).

Na jednu knihovnu bylo v priméru 23,28 Mb Cdistych ¢teni (v rozmezi 19,2 az
32,26 Mb). Po kontrole kvality a filtrovani provedeném na University of Saskatchewan byla
Cteni zpracovana pro downstream analyzu, ktera zahrnovala mapovani, slozeni referenéniho

genomu ¢ocky a identifikaci diferencidlné exprimovanych genti.

4.5.12 Anatomicka analyza osemeni

Ptiprava podloznich skel

1. Skla (Microscope Slides, Knittel Glass) byla umyta kapkou saponatu (Jar)

a oplachnuta vodou.
2. Skla byla odmasténa 96% ethanolem po dobu 24 hodin a vyc¢isténa gazou.

3. Skla byla ponotena do Zelatiny na 10 s. Poté byla polozena na tac s filtratnim
papirem a nechala se ve 40-50 °C na 12 hodin nebo 24 hodin pii laboratorni

teploté.
Ptiprava vzorki

1. Byla provedena infiltrace sachar6zou suchych semen. Byla pouZita
2% sacharéza. Vzorek byl neprodlené ptresunut do atmosféry se snizenym

tlakem pro vytlaceni vzduchu.

2. Bylo provedeno odstranéni vzduchu vyvévou. Vzorky v otevienych

zkumavkach byly vloZeny do stojanu. Vyvéva byla zapnuta na 30 minut.

3. Poté nutno vyvévu vypnout, uzaviit kohout exikdtoru a nechat vzorky ve

sniZeném tlaku jest¢ minimalné dalSich 30 minut.

4. Opatrné byla odstranéna hadice od vyvévy a byl na co nejméné povolen kohout

exikatoru, aby tlak nevyletél prudce.

Rezy na kryomikrotomu
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Byl zapnut kryomikrotomu minimalné 1-5 hodin pfed fezanim i s ter¢i na vzorek.
Teplota komory musi byt vychlazena na -19 °C a teplota vzorku -21 °C.

Tésné pred praci byly vlozeny stétce do komory a na terce byla dana zékladni

vrstva kryogelu.
Na pfipraveny ter¢ s kryogelem byla ptfidana dalsi vrstvu kryogelu a byl do ni
umistén vzorek pinzetou.

Terce se vzorkem byly polozeny na mrazici desku v kryotomu a nechaly se

mrazit asi 5 minut.

Byl upnut ter¢ se vzorkem do hlavy kryotomu. Byl pfivien kryt kryomikrotomu

a byl trimovén vzorek k nozi (trim 50 um).

Byl upraven vzorek v gelu odfezdnim nadbytecného kryogelu. Bylo provedeno

fezani na velikost 20 pm.

Vzorek byl presunut pomoci Stétce. Bylo potfeba zkontrolovat orientaci fezu na

podloznim skle na mikroskopu (Olympus CX31).
Vzorky byly poskladany na podlozni sklo.

Pouzity vzorek na terci byl sefiznut skalpelem a byla ponechana zékladni vrstva

kryogelu.

Prace byla ukonena odstranénim kryogelu z ter¢ii a odstranénim zbytky
kryogelu z komory. Byl vytdhnut rozdélova¢ z mraziciho pultu a byl zakryt.
VSechny vycisténé véci z kryomikrotomu byly fadn€ osuSeny a byl vypnut

pfistroj.

Barveni Toluidine Blue O

1.

2.

Na vzorky mikrofezii na sklicku bylo kapnuto 0,01% Toluidine Blue O.
Bylo nutné barvit ve vodorovné poloze na Petriho misce.

Barvivo pisobilo 1-2 minuty, poté bylo odmyto vodou zhruba 3x.
Vzorky byly zality 20% glycerolem a bylo na né polozeno kryci skli¢ko.

Nabarveny preparat byl ithned mikroskopovan na mikroskopu Olympus BX60
s kamerou Olympus DP72, ktery byl pfipojeny k pocitaci s programem na foceni

a upravovani snimkd.
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4.5.13 Testovani bobtnani (dormance) semen

1.

Do fadn¢ oznacenych Petriho misek byly vlozeny filtra¢ni papiry, na které bylo
umisténo 25 semen kazdé¢ linie tj. 121 RILs a rodice 3339 a 1G72643. Jedinou
vyjimkou byla rekombinantni inbredni linie 169, pro kterou bylo k dispozici

pouze 20 semen.

Misky se semeny byly zality zhruba 3 ml vody s pfidavkem fungicidu a nechaly
se inkubovat pfi teploté 25° C.

Byl zaznamenan pocet bobtnajicich semen ve 24-hodinovém intervalu po dobu

celkem 5 dni.
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5 Vysledky

5.1 Testovani dormance semen

Pomoci kontrastnich rodi¢ovskych linii kulturni ¢ocky (genotyp 3339) a plané Cocky
(genotyp 1G72463) byla vytvoiena mapovaci populace 121 rekombinantnich inbrednich linii
(RILs). Sklizena semena z rostlin vypéstovanych ve skleniku katedry botaniky, UP (varianta
oznacena UPOL 2020) byla testovana v ¢asovém intervalu 2 mésice od sklizné. Pro testovani
dormance byl pouZit test bobtnani semen kultivovanych v Petriho miskéch na vlhkém filtracnim
papiru po dobu 5 dni. Pocet bobtnajicich semen byl zaznamenan ve 24-hodinovych intervalech.
Na tento test bylo pouzito 25 semen z kazd¢ linie s vyjimkou linie 169, pro kterou bylo pouzito
pouze 20 semen. Za dormantni linie byly povazovany ty, u kterych bobtnalo 0-40 % semen.
U nedormantnich (tedy nasledné kli¢icich) bobtnalo 60-100 % semen. U intervalu bobtnani
40-60 % nelze jednoznacné urcit, zda se jedna o dormantni ¢i nedormantni semena. Rodi¢ovska
linie kulturni ¢ocky 3339 je ptikladem nedormantni linie a rodicovska linie plané¢ cocky
1G72643 je ptikladem dormantni linie. Dormantnich linii pro data UPOL 2020 bylo celkem 55

a nedormantnich 52. U 14 linii nebylo moZné urc¢it, zda jsou dormantni ¢i ne (viz Obrazek 4).

Porovnani poc€tu dormantnich a nedormantnich linii UPOL
2020

(o)}
o

43
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o

N
o

-
o

o

dormantni intermediate nedormantni

PocetRILs v jednotlivych kategoriich

Obrazek 4- Porovnani poctu dormantnich a nedormantnich linii u dat UPOL 2020
Distribuci bobtnani mezi jednotlivymi liniemi lze vidét na Obrazku 5. Byly pouzity
hodnoty bobtnani po 48 hod. V grafu na Obrazku 5 jsou Cervené¢ znaceny linie, které jsou
dormantni (0-40 % bobtnéni), zelené jsou oznaceny nedormantni linie (60-100 % bobtnani)

a modfe jsou vyznaceny linie, u kterych nejde urcit, zda jsou dormantni ¢i nikoliv (40-60 %).

42



Distribuce bobtnani u jednotlivych RILs POL 2020

Procento bobtnani (%)
o

. LI

Jednotlivé RILs

Obrazek 5- Distribuce bobtnani u jednotlivych RILs u dat UPOL 2020

Distribuci mezi jednotlivymi kategoriemi bobtnani semen lze vidét na Obrazku 6.
Cervené jsou vyznadeny linie dormantni, zelené nedormantni a modte ty, které nejdou uréit.
Kategorii s nejvétsim pocétem linii byla kategorie 80-100 % a poté kategorie 1-20 %. Byly
pouzity hodnoty bobtnani semen po 48 hod.

Cetnost kategorii bobtnani (%) UPOL 2020
40

35

30
25
20
15
10
5
0_] |

1- 20% 20-40% 40-60% 60-80% 80-100%

Kategore bobtnani semen

Pocet linii

Obrdzek 6- Cetnost bobtnani jednotlivych kategorii u dat UPOL 2020
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Data byla srovnana s daty z jinych métenich: a to konkrétné€ z prvotni analyzy provedené
Doc. Ing. Petrem Smykalem, Ph.D. na University of Vermont (oznaeni UVM 2018),
a partnerskym pracovistém na University of Saskatchewan, Kanada (oznaceni Canada 2019).
Vlastni experimentalni data jsou oznacena UPOL 2020. Rostliny z téchto semen byly péstovany
ve skleniku v obdobi leden-Cervenec 2020. V priibéhu Cervna a Cervence 2020 byla provedena
sklizen a nasbirand semena byla uloZena v popsanych papirovych pytlicich. Test bobtnani byl
proveden na zacatku zafi. Rostliny ze semen UVM 2018 (University of Vermont, USA)
a Canada 2019 byly péstovany na poli v Kanad¢ (Saskatoon, Saskatchewan). Test bobtnani
UVM 2018 byl proveden na konci fijna 2018. U dat UVM 2018 bylo 32 dormantnich linii,
76 nedormantnich linii a 13 linii neslo ur¢it. Rostliny ze semen Canada 2019 byly vypéstovany
na poli na dvou riznych lokalitach (Sutherland a Saskatchewan Pulse Growers field) v Kanad¢
a jsou oznaceny Canada 2019-Suth a Canada 2019-SPG. U dat Canada 2019-Suth bylo 57 linii
dormantnich, 26 nedormantnich a 35 se nedalo ur¢it. U dat Canada 2019-SPG bylo
111 nedormantnich linii, 9 neslo urcit a zddna linie nebyla dormantni. Pro srovnani ¢etnosti
bobtndni u vSech dat viz Obrazek 7. Hodnoty bobtnani semen byly po 48 hod. Vidime, ze

cetnost kategorii bobtnani semen mezi jednotlivymi daty je riizna.

Srovnani kategorii Cetnosti bobtnani u riznych méreni
80

70
60

50
m UPOL2020

40 = UVM2018

30 CANADA2019-SUTH
9 = CANADA2019-SPG
1 I n:l

0 M=

0% 120 % 2140 % 4160 % 61-80 % 3,1 -100
4]

Pocet linii
o o

Jednotlivé kategorie bobtnani

Obrazek T- Srovnani kategorii bobtnani u dat z jednotlivych mérent a let
Vztah mezi mirou dormance (mirou bobtnani) mezi daty UPOL 2020 a UVM 2018 Ize
vidét na Obrazku 8. Hodnoty 0-1 na ose grafu odpovidaji 0-100 % bobtnajicich semen po
48 hod testovani. Muzeme vidét, Ze nckteré linie se neshoduji mezi jednotlivymi daty.

Vyskytuji se zde linie, které byly dormantni v jednom souboru dat, a naopak byly nedormantni
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v druhém. V nékterych ptipadech doslo i k extrémnimu rozdilu napf. linie se 100% bobtnéni

semen v méfeni UPOL 2020, méla hodnotu bobtnani 4 % v méfeni UVM 2018.

Vztah mezi mirou dormance UPOL 2020 vs. UVM 2018

1,10
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000 010 020 030 040 050 060 070 080 090 100 1,10

Hodnoty bobtnani u jednotlivych RILs UPOL 2020

Hodnoty bobtnaniu jednotlivych RILs
VM 2020

Obrazek 8- Vztah mezi mirou dormance mezi daty UPOL 2020 a UVM 2018

Casovy priibéh bobtnani semen béhem 5 dni u vybranych linii UPOL 2020 Ize vidét na
Obrazku 9. Rizné linie maji riizny ¢asovy pribéh bobtnani. Pro hodnoceni bobtnani semen
byly pouzity hodnoty po 48 hod. I po této hodnoté mohlo dochazet k naristu bobtnani semen.
Cervené jsou vyznaceny linie dormantni (D), nejtmavsi Gervend linie znaéi planého rodice
1G72643 (D,P). Zelené€ jsou vyznaceny linie nedormantni (N), nejtmavsi zelend linie znaci
kulturniho rodi¢e 3339 (N,P). Modfe oznacenou linii (77) nelze jednoznacné ptiradit

k dormantnim ¢i nedormantnim liniim (T).
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Casovy pribéh bobtnani semen
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Obrazek 9- Casovy priibéh bobtndani u vybranych RILs
5.2 Hodnoceni fenotypu

5.2.1 Barva osemeni a barva kvétu

Barva osemeni byla hodnocena vizualng. Slo o odliSeni rozdilii mezi pigmentovanym
a nepigmentovanym osemenim. Semena plané cocky 1G72643 se vyznacuji tim, Ze jsou mala
a pigmentovana (tmavé hnéda az Cernd). Semena kulturni ¢ocky 3339 jsou naopak velka

a nepigmentovana (viz Obrazek 10) s barvou prosvitajicich déloh.

Obrazek 10- Rozdil v pigmenatci osemeni rodicovskych genotypii: pigmentovana rodicovska linie
1G72643 (A) a nepigmentovanda rodicovska linie 3339 (B)
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Barva osemeni a velikost semen se liSila u riznych linii. Barvy osemeni se pohybovaly
od svétlé, pies oranzovou, svétle hnédou az po hnédou a ¢ernou (viz Obrazek 11). Nékteré linie

obsahovaly vzor — te¢kovani.

Obrazek 11- Ukazka rizné zbarveného osemeni u vybranych RILs

Legenda: svétlé osement linie 76 (A), oranzové osement linii 77 (B) a 86 (H) a 87 (1), teCkované
osement linii 79 (C) a 80 (D) a 83 (F), svétle hnédé osement linie 81 (E), ¢erné osement linie

85 (G), hnédé osemeni linie 88 (J)

Osemeni lze tedy rozdé¢lit na pigmentované a nepigmentované. Ze 121 RIL bylo
84 pigmentovanych, 36 nepigmentovanych a 1 linie (194) nesla rozeznat, protoze obsahovala
svétla 1 tmava semena. U 3 dalSich linii se nachdzela semena se dvéma riiznymi barvami, coz

mohlo byt zplisobeno pomichanim semen z jiné linie.

Byla hodnocena také barva kvétu. Barva kvétl byla bila nebo modrofialova popf.
I smiSena. Linii s bilymi kvéty bylo 56 a s barevnymi kvéty 61. U 4 linii nebylo mozné barvu
kvéti jednoznacné ptiradit.
5.2.2 Vztah mezi barvou kvétu a barvou osemeni

Mezi barvou kvétu a barvou osemeni se mize vyskytovat geneticky vztah, vazba.
Kulturni forma c¢oCky se vyznacuje nejCastéji  bilymi kvéty, véEtSimi semeny
a nepigmentovanym osemenim. Linii s nepigmentovanymi semeny a bilymi kvéty bylo 33 (viz
Obrazek 12). Plané forma Cocky se zase vyznacuje pigmentovanymi (modrymi) kvety, mensimi
semeny a pigmentovanym osemenim. Linii s témito vlastnostmi, tedy s pigmentovanymi
semeny a barevnymi kvéty, bylo 57. 90 linii z dat UPOL 2020 z celkovych 121 tedy odpovida

vlastnostem kulturni ¢i plané formy cocky. Zbylych 31 linii neodpovidalo. Pigmentované
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osemeni a bily kvét obsahovalo 27 linii a zbylé 4 linie obsahovaly nepigmentované osemeni

a barevny kvét.

Vztah mezi pigmentaci semene a barvou kvétu
60

Pocet linii
w N ol
o o o

N
o

(=Y
o

pigmentované a pigmentované nepigmentované a  nepigmentované a
barevnokvété osemeni a bily kvét barevny kvét bily kvét

Obrazek 12- Vztah mezi pigmentaci a barvou kvétu UPOL 2020

5.2.3 Analyza anatomické struktury osemeni

Se vzorky rodi¢ovskych genotyptl 3339 a 72643 a vybranymi RIL byly provedeny fezy
pomoci kryomikrotomu. Byly vybrdny nedormantni RIL linie 43, 57, 58, 66 a kontrastni
dormantni linie 77, 96, 104, 129. Vzorky byly pozorovany mikroskopem a vyfoceny kamerou
(viz Obrazky 13-15).

Obrdazek 13- Mikroskopickd analyza rezu osemeni rodicovskych genotypii 3339 (A) a 72643 (B)
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Obrdazek 15- Mikroskopickd analyza fezu osemeni linie 58 (G), 77 (H), 66 (1), 96 (J)
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Nasledn¢ bylo provedeno 6 méieni tloustky osemeni pomoci programu Zeiss ZEN lite,

ze kterych byla spocitana primérna hodnota velikosti makrosklereid jednotlivych linii

a smérodatna odchylka. Z Tabulek 13-15 mulzeme vidét primérné hodnoty velikosti

makrosklereid u rodi¢ovskych genotypti a u vybranych RIL linii.

Tabulka 13- Jednotliva méfeni velikosti makrosklereid u rodi¢ovskych genotypt a jejich

primérnd hodnota se smérodatnou odchylkou

Velikost makrosklereid 3339| Velikost makrosklereid
72643
(um)
(nm)
1. méfeni 80,78 93,62
2. méfeni 71,77 95,24
3. méfeni 78,82 93,45
4. méfeni 80,04 95,33
5. méfeni 79,61 94.80
6. méfeni 79,46 95,72
Priumérna hodnota 79,41 94.69
Smérodatna odchylka 1,03 0,94

Tabulka 14- Jednotliva méteni velikosti makrosklereid u nedormantnich linii a jejich

primérnd hodnota se smérodatnou odchylkou

Velikost Velikost Velikost Velikost
makrosklereid | makrosklereid | makrosklereid | makrosklereid
43 57 58 66
(um) (um) (nm) (um)
1. méfeni 75,98 92,96 82,83 84,04
2. méfent 75,70 90,65 81,75 88,92
3. méfeni 76,91 92,60 83,55 86,43
4. méfeni 71,35 93,52 82,22 84,23
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5. méfeni 78,14 93,77 80,61 85,55
6. méfeni 78,09 86,62 79,62 91,00
Priumérna 76,03 91,69 81,76 86,70
hodnota
Smérodatna 2,51 2,71 1,45 2,75
odchylka

Tabulka 15- Jednotliva méfeni velikosti makrosklereid u dormantnich linii a jejich primérna

hodnota se smérodatnou odchylkou

Velikost Velikost Velikost Velikost
makrosklereid | makrosklereid | makrosklereid | makrosklereid
77 96 104 129
(um) (um) (um) (nm)
1. mé&feni 88,11 89,19 96,03 117,57
2. méfeni 90,58 88,27 98,15 118,48
3. mé&feni 90,01 91,06 100,92 116,29
4. méfeni 89,26 88,27 98,33 114,05
5. mé&feni 89,45 87,04 100,58 120,20
6. mé&feni 89,33 89,67 100,65 115,24
Primérna 89,45 88,92 99,11 116,97
hodnota
Smérodatna 0,83 1,38 1,94 2,24
odchylka

Primérnd délka makrosklereid u nedormantniho rodicovského genotypu 3339 byla
79,41 um (viz Obrazek 16). Rozpéti primérné délky makrosklereid nedormantnich linii bylo
mezi 76,03 um a 91,69 pm. Primérnad délka makrosklereid u dormantniho rodi¢ovského
genotypu 72643 byla 94,69 pm. Rozpéti primérnych délek makrosklereid dormantnich linii
bylo mezi 88,92 um a 116,97 um.
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Primérné hodnoty velikosti makrosklereid u vybranych RILs

140,00
T
2 120,00 < m 3339
z W 72643
g 100,00 43
] I = m57
= 66
g 6000 m77
k]
@ 40,00 06
b m 104
E 20,00 129
0o

0,00

Jednotlivé linie

Obrazek 16- Priumérné hodnoty velikosti makrosklereid u vybranych RILs

5.3 Hodnoceni genotypu a genetické mapovani

Z rodi¢ovskych genotypt 3339, 72643 a jejich rekombinantnich inbrednich linii byla
vyizolovana genomova DNA pomoci Macherey-Nagel NucleoSpin 96 Plant 11 Kitu.
Koncentrace izolované DNA ¢inila 40-70 ng/ul. Cistota izolované DNA byla vypogitana
Z poméru absorbanci A260/A280. Hodnoty se pohybovaly 1,8 aZ 2,0, coZ znaci ¢istou DNA.

Pocate¢ni mapovani bylo provedeno na University of Vermont, USA a University of
Saskatchewan, Kanada, kdy byly vyuZity fenotypovéd data z hodnoceni semen dané¢ RIL
populace ze sklizn€ 2018 (UVM 2018) a genotypova analyza provedend pomoci Exom capture
array (Ogutcen et al., 2018). Po filtrovani bylo vyuzito celkem 8 534 polymorfnich SNP na
kompletni populaci 121 RIL linii. Mapovani vyustilo v identifikaci 7 Mbp oblasti lokalizované
na chromozomu 7, nachazejici se mezi markery C7-224498697 a C7-230845008, v 5 cM
rekombinacni vzdélenosti. V genomu kulturni co€ky CDC Redberry to odpovida pozicim
221 268 946 — 232 339 714, tedy 11 Mbp, obsahujici celkem 379 anotovanych gend. Z této
oblasti byly vybrany 4 geny (viz Tabulka 1) pro potieby této diplomové prace a ovéteni dané¢ho

intervalu.

Izolovana DNA poté byla amplifikovana vybranymi primery (viz Tabulka 1) pomoci
PCR. Byla provedena kontrola pomoci agorézové elektroforézy. Byla provedena purifikace
PCR produktu a sekvenacéni reakce. Tyto PCR produkty byly odeslany k sekvenovani. Nasledné

byla provedena analyza ziskanych sekvenci pomoci programu Geneious a bylo provedeno
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srovnani pomoci BLAST analyzy. Restrikéni profily ziskanych sekvenci rodicovskych

genotypu byly porovnany v programu Geneious.

Na zakladé¢ sekvenovani byly vybrany restrikéni enzymy k PCR produktim
amplifikovanym pfisluSnymi primery (viz Obrazek 17). Pro sekvenci amplifikovanou primery
pro Lc30146 byl pouzit restrikéni enzym Rsal. Pro sekvenci amplifikovanou primery pro
Lc32190 byl pouzit restrikéni enzym Alul. Restrikéni enzym Mboll byl pouzit pro sekvenci
amplifikovanou primery pro Lc31299 i sekvenci amplifikovanou primery pro Lc31310. Pro

sekvenci amplifikovanou primery pro Lc31310 byl také pouzit restrikéni enzym Rsal.

380 300 400 410
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Obrazek 17- Ukazka polymorfnich sekvenci markeru Lc31310 u vzorkit rodicovskych genotypit a 2 RILs
(ESTON, 72623)

Pro ovéfeni funkc¢nosti na rodiCovskych genotypech bylo pfistoupeno k testovani
mapovaci RIL populace. Izolovana DNA z RILs byla amplifikovdna danymi primery pomoci
PCR reakce. PCR produkty byly poté §tépeny danymi restrikénimi enzymy a vysledky restrikce
byly zobrazeny pomoci elektroforézy (viz Obrazky 18-20) a zaznamenany do Tabulky 16. Byla
pouzita také data ziskana pomoci GBS sekvenovani provedeného na University of
Saskatchewan, v Kanad¢ v roce 2020. Na Obrazku 18 je Stépeni PCR produktt jednotlivych
RILs amplifikovanych primery pro Lc30146 restrikénim enzymem Rsal, kde bylo mozné urcit

varianty polymorfismu.
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Obrazek 18- Ukazka restrikce PCR produktii jednotlivych RILs amplifikovanych genem Lc30146 pomoci enzymu
Rsal, M — marker molekulové hmotnosti, a — varianta polymorfismu pro nedormantni linie, b — varianta
polymorfismu pro dormantni linie

Na Obrazku 19 mlzeme vidét Stépeni PCR produktt jednotlivych RILs
amplifikovanych primery pro Lc32190 restrikénim enzymem Alul. V tomto piipadé byly od

sebe varianty polymorfismu nerozliSitelné a proto se nedaly pouZit pro genetické mapovani.

M 1 23456 7 891011121314 15161718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 333435 36

J = - ::n-ua-::-:..u:.u:a--ailz::.8-'-=
| i - — - - - B
-

el

Obrazek 19- Ukadzka restrikce PCR produktii jednotlivych RILs amplifikovanych genem Lc32190 pomoct enzymu
Alul, M — marker molekulové hmotnosti, 1-36: jednotlivé RILs

Ukézku pouziti raznych restrikénich enzymt pro §t€peni PCR produktii rodicovskych
linii amplifikovanych riznymi primery lze vidét na Obrazku 20. U Restrikce PCR produktu
rodi¢ovskych linii amplifikovanych primery pro Lc31299 pomoci restrikéniho enzymu Mboll,
PCR produktu rodi¢ovskych linii amplifikovanych primery pro Lc32190 pomoci restrikéniho
enzymu Alul a PCR produktu rodi¢ovskych linii amplifikovanych primery pro Lc31310 pomoci
restrikénimu enzymu Mboll nelze ur€it varianty polymorfismu. U restrikce PCR produktu
rodi¢ovskych linii amplifikovanych primery pro Lc31310 pomoci restrikéniho enzymu Rsal by

bylo potieba provést restrikci vSech RILs.
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Obrazek 20- Ukazka restrikce PCR produktit amplifikovanych riznymi geny

Legenda: Ukazka restrikce PCR produktti amplifikovanych genem Lc31299 enzymem Mboll
(1- 3339, 2- Eston , 3- 72623, 4- 72643), restrikce PCR produktid amplifikovanych genem
Lc32190 enzymem Alul (5- 3339, 6 - Eston, 7- 72623, 8 - 72643), restrikce PCR produktt
amplifikovanych genem Lc31310 enzymem Rsal (9- 3339, 10- Eston, 11- 72623, 12- 72643),
restrikce PCR produkti amplifikovanych genem Lc31310 enzymem Mboll (13- 3339, 14-
Eston, 15- 72623, 16- 72643), M- marker molekulové hmotnosti

Pro Tabulku 16 byla pouzita data testovani bobtnani UPOL 2020 a jednalo se o interval
48 h. Varianta polymorfismu ,,a* je typicka pro nedormantni linie a varianta polymorfismu ,,b*
je typicka pro dormantni linie, a to téméf u vSech linii (viz Tabulka 16). U nékterych linii v§ak
néktery gen nekoreloval s dormanci (napf. linie 222 a gen Lc30146), ale koreloval s jinymi
geny, které se nachazely v blizkém okoli. To miize znacit rekombinaci. Nekteré linie jsou vSak
zcela konfliktni (napf. linie 227) a dand varianta nesouhlasi s dormanci u Zadného genu.
Konfliktnich linii na zdklad¢ pfitomnosti druhé rodicovskée alely bylo u varianty polymorfismu
,b (dormantni linie) bylo 6 z celkovych 41. Konfliktni linie na zéklad¢ piitomnosti alely
u varianty polymorfismu ,,a“ (nedormantni linie) byly 3 z celkovych 41. Z celkovych 82 linii
pouzitych pro mapovani tedy neodpovidalo 9 linii, u kterych nesouhlasi varianta polymorfismu

s dormanci. Tyto linie je potiteba piekontrolovat, jestli u nich nedoslo k chybé. U zbylych
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73 linii varianta polymorfismu souhlasi s dormanci, coZ naznacuje korelaci mezi témito geny

a dormanci a potvrzuji spravnost testovaného intervalu.

Tabulka 16- Cést hodnoceni polymorfismu RILs

RIL line |Test Bobtnani (%) L.c31448 Lc30146 Lc31299 Lc31310 Lc31799
5 0,24 b b b b b
19 1,00 a a a a a
43 1,00 a a a a a
57 1,00 a a a a a
58 0,64 a a a a a
63 0,20 b b b b b
66 0,96 a a a a a
77 0,60 a d a a a
91 0,52 b b b a a
96 0,08 b b b b b
104 0,28 b b b b b
129 0,12 b b b b b
222 0,12 b a b b b
227 1,00 b b b b b

Nasledné byla konstruovana genetickd mapa pomoci programu MapDisto (Lorieux,
2012). Mapovaci interval se nachazel na chromozomu 7 v rozmezi 223 918 835 nt
a 230 946 858 nt a byl velky 7 Mb, u kterého se predpovida vyskyt 262 genti (viz Obrazek 21).
Interval obsahuje geny, které souvisi s biosyntézou bunécné stény a jeji modifikaci. Mezi tyto
geny patii 6 geni kodujici glykosyltransferazu, 4 geny kodujici pektinesterazu, 9 geni
kodujicich rostlinnou invertdzu/inhibitor pektinmetylesterazy, 1 gen kodujici GDSL-like
lipdzu/acylhydrolazu, 1 gen kodujici pektinacetylesterazu, 1 gen kodujici B-1,3-
galaktosyltransferazu a 1 gen kodujici B-glukosiddzu. Mapovaci interval v§ak obsahuje dalsi
typy gent jako napt. gen koédujici protein jaderného transkripéniho faktoru Y, gen kodujici
alanyl-tRNA syntetazu, geny kodujici ribozomalni protein ad. Geny vybrané pro tuto praci
byly: Lc32190, gen kodujici glykosyltransferazu, Lc30146, kodujici rostlinnou
invertadzu/inhibitor pektinmetylesterazy, Lc31299, gen kodujici fosfatidylinositol-3 a -4-kindzu
a Lc31310, gen kdédujici protein rodiny pektinacetylesteraz. Gen Lc32190 nebyl pro mapovani
pouzit. Pro mapovani genl byla pouzita také data z Kanady a byly pouzity geny Lc31448,
u kterého se predpoklada, ze koduje E3 ubiquitin-protein ligaza RING1-like protein, a Lc31799,
ktery koduje protein rodiny transducini/WD-40 repeat protein. Nekteré geny ziistavaji stale

neprozkoumany a u nékterych genti na tomto intervalu neni zndma funkce viibec.
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Mapovaci oblast na chromozomu 7 cocky

—

=— 223,918,835
7,028,023 nt (7 Mb)

262 predpokladanych
genl

= 226,036,208

Rormance semen QTL
— 230,511,356

— 230,946,858

Obrazek 21- Mapovaci oblast genomu na chromozomu 7 cocky

Byla také konstruovana mapa na zakladé dat pochazejicich z Kanady (viz Obrazek 22),
kde se nachazel i kandidatni gen Lc31310. Pokud se marker C7-230845008 nachazi ve
vzdalenosti 0,84 cM, marker CZ-230632814 (odpovidéd markeru Lc31310) byl ve vzdalenosti
3,94 cM, marker C7-226832012 ve vzdalenosti 4,358 ¢cM a marker C7-224498697 byl ve
vzdalenosti 5,64 cM.

82.26 ¢M ——— 5.64 cM Z mapovani
C7-224498697

83.73 C7-226832012 4.358
= (C7-230632814 = 3.94
84.189 31310
87.703
== (C7-230845008 0.84
Chr.7 celkové =
124 ¢M LJ

Obrazek 22- Vzdalenost jednotlivych markerii ziskanych ze sekvenovani genomu v Kanadé

Byly stanoveny vzdalenosti jednotlivych markert (viz Obrazek 23). Pokud byl marker

Lc31799 ve vzdalenosti 0 ¢cM, marker Lc31310 se nachazel ve vzdalenosti 3,94 ¢cM, marker
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Lc31448 ve vzdalenosti 6,05 cM, marker Lc31299 ve vzdalenosti 6,46 cM a marker Lc30146
byl ve vzdalenosti 8,11 cM.

Marker (] cM
Lc30146 ——8.11
Lc31299 — G A6
Lc31448 —6.05
Lc31310 — .94
Lc31799 — )

Obrazek 23- Genetickd mapa se vzdalenostmi (cM) jednotlivych markerii na chromozomu 7 c¢ocky

5.4 Hodnoceni genové exprese pomoci RT-PCR analyzy

Pro prozkoumani molekularnich mechanismti a genti podilejicich se na vyvoji osement,
byly odebrany vzorky oddélené osemeni a embrya ve 4 vyvojovych stadiich (10, 15, 20 a 25
DAP) a transkriptomické profily byly vytvofeny pomoci [llumina HISeq 2500 provedené
firmou Novogene Ltd. (UK).

Byly analyzovany 2 genotypy ptedstavujici planou (L. orientalis) a kulturni ¢ocku
(L. culinaris). Kromé¢ toho bylo také odebrano 28 a 20 vzorkl osemeni z vybranych RILs (bud’

dormantnich nebo nedormantnich). RNA-Seq data byla generovana u obou duplikata.

Na jednu knihovnu bylo v priméru 23,28 Mb cistych cteni (v rozmezi 19,2 az
32,26 Mb). Po kontrole kvality a filtrovani provedeném na University of Saskatchewan byla
Cteni zpracovana pro downstream analyzu, ktera zahrnovala mapovani, slozeni referen¢niho
genomu Coc¢ky a identifikaci diferencidlné exprimovanych gend. Exprese jednotlivych geni

byla odhadovana pomoci fragmentli na kilobdzi na milion ¢teni (hodnoty FPKM).

Piivodnim cilem prace bylo pracovat s diferencidlné exprimovanymi geny pomoci RT-
qPCR, coz vzhledem k pandemii SARS-CoV-2 bohuzel nebylo mozné uskutecnit
V planovaném rozsahu. Ziskané vzorky izolované RNA byly odeslany k nasledné RNAseq
analyze na ptelomu roku 2019/2020. Raw sekvenacni data byla ziskdna v dubnu 2020, ale

potiebné slozeni a mapovani na genom bylo mozné udélat az na jate 2021. Bylo proto
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piistoupeno k nahradnimu feSeni — testovani expresi gent pouzitych pii genetickém mapovani.
Cilem tedy bylo zji$téni, zda jsou geny exprimovany v osemeni, embryu a listu u sledovanych

genotypu ¢ocky L. culinaris i L. orientalis.

Z listl, osemeni a embryi (24. den) rodicovskych genotypt 3339 a 1G72643 byla
vyizolovana a precisténa RNA. Koncentrace izolované RNA byla zkontrolovdna na
spektrofotometru NanoDrop 2000 a &inila 180-1460 ng/ul. Cistota izolované DNA vypoéitana
z poméru absorbanci (A260/A280) se pohybovala mezi 1,2 — 2,1, coz by mohlo ukazovat na

znecisténou RNA.

Byl proveden piepis RNA na cDNA. S cDNA byla provedena amplifikace vybranymi
primery pomoci PCR reakce (viz Tabulka 6, Tabulka 8). Produkty RT-PCR analyzy byly

zkontrolovany pomoci elektroforézy (viz Obrazek 24).

&« 4 P

Obrazek 24- Kontrola exprese cDNA amplifikovanou riznymi geny

Legenda: kontrola exprese cDNA amplifikovanou genem LcGADPH (1- 72643 list, 2- 3339
list, 3- PCR premix s vodou jako kontrola), kontrola exprese cDNA amplifikovanou genem
Lc31634 (4- 72643 list, 5- 3339 list, 6 — PCR premix s vodou), kontrola exprese cDNA
amplifikovanou genem Lc31310 (7- 72643 list, 8- 3339 list, 9- PCR premix s vodou), kontrola
exprese cODNA amplifikovanou genem Lc30146 (10- 72643 list, 11- 3339 list, 12- PCR premix

s vodou)

Na Obrazku 24 vidime, ze PCR produkt u referen¢niho genu LCGAPDH se nachazi
pouze u vzorku 3339 list, obdobné tomu bylo i u vzorku 3339 embryo. Je tedy potieba najit
novy referenc¢ni gen. U genu Lc31634 nebyl PCR produkt u zddného vzorku, ani u vzorkl
embryi ¢i osemeni. U genu Lc31310 byl PCR produkt u vSech vzorkii — u obou listli, embryi
i osemeni. U genu Lc30146 byl PCR produkt téméf u vSech vzorkt, s vyjimkou vzorku 3339

osemeni.
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6 Diskuze

Dormance semen je dulezity mechanismus, ktery umoziuje rostlinam regulovat dobu
kli¢eni, dokud nejsou vhodné podminky pro pteziti rostlin (Baskin et Baskin, 1998). Dormance
semen je typicka pro plané rostliny, u kterych mulze zajistit schopnost druhu prezit.
Domestikované druhy byly naopak selektovany pro rychlé a uniformni kliceni (Bewley et
Black, 1994). Problémem je, Ze mé&fit dormanci mizeme pouze post facto testovanim klieni,

popt. bobtnani semen (Bradford et Nonogaki, 2007).

Domestikace rostlin je formovana vybérem zaloZenym na lidskych preferencich,
kultivaénich postupech, prostfedi a také na genetickych procesech plynoucich z nasledného
snizovani efektivni velikosti populace (Gross et al., 2010; Olsen et al., 2013; Cowling et al.,
2009). Pro pochopeni genetické a biologické podstaty slouzi mj. kiizeni kulturnich a planych

genotypu a nasledné mapovani na zakladé jejich rekombinantnich inbrednich linii.

Velikost genomu ¢ocky (Lens culinaris) je 4,3 Gb. Sestaveni genomu ¢ocky v1.0, ktera
byla zaloZena na odridé CDC Redberry, bylo zpfistupnéno v lednu 2016 (Bett et al., 2016).
K dispozici je vSak pouze genom kulturni ¢ocky L. culinaris. Zda se, Zze genom ¢oc¢ky je diky
vysokému zastoupeni repetitivnich sekevenci a retrotranspozonii velmi dynamicky a bohuzel
dosud neni zcela kompletni. Pro genetické mapovani se pouzivaji hybridi L. culinaris
a L. orientalis. Bohuzel genom plané ¢ocky L. orientalis neni dosud zpfistupnén, ale lze
piedpokladat, Ze se odliSuje od genomu kulturni ¢oCky a to nejen inverzemi, transpozicemi, ale
velmi pravdépodobné 1 pfitomnosti nebo naopak absenci mnohych genti, podobné jako u plané

a kulturni kukutice (Diez et al., 2013).
Analyza fenotypu

Riiznorodost kategorii mezi daty z riznych méfeni (UPOL 2020, UVM 2018, Canada
2019 - SPG, Canada 2019 — Suth; viz Obrazek 7) muze byt zpusobena riznymi podminkami
péstovani. Semena pochazeji z rostlin pouZitych pro data UPOL 2020 byla vypéstovana ve
skleniku, zatimco semena u ostatnich dat (UVM 2018, Canada 2019 — SPG, Canada 2019 —
Suth) pochdzeji z rostlin vypéstovanych venku na poli. Ladizinsky (1985) zjistil, Ze semena
kulturni ¢ocky jsou schopnd vyklicit kratce po dozrani pfi vhodnych podminkach teploty
a vlhkosti. Za stejnych podminek vsSak semena plané Cocky nevyklici ani po del§i dobe¢.
Péstovani pii riznych méteni probihalo tedy za rizné teploty a vlhkosti, jelikoz se jednalo
0 péstovani ve skleniku a venku na poli. To mohlo ovlivnit vysledky. Test bobtnani UPOL 2020

byl proveden téméf 2 mésice po sklizni, naopak test bobtnani u kanadskych dat byl vzhledem
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k pandemii SARS-CoV-2 proveden az 9 mésict po sklizni, coz mohlo také ovlivnit rizné
vysledky. Dalsi chybou mohla byt i nepfesnost méteni. Mohlo se také jednat o dalsi chyby
méteni u ostatnich dat, protoze v souboru dat Canada 2019-SPG se nenachéazi zddné dormantni
linie, coz se jevi spise jako nepravdépodobné. Dale u souboru dat Canada 2019 — Suth patii
kulturni rodicovska linie 3339 mezi dormantni linie, coZ neodpovida skute¢nosti. Pro potvrzeni
rozdild mezi péstovanim ve skleniku a péstovanim na poli je vSak potieba provést experiment,

pti kterém se budou rostliny péstovany soubézné pti obou podminkach.

Barva osemeni je u ¢oc¢ky uréena dvéma nezavislymi geny: Ggc a Tgc (Slinkard, 1990).
Dominantni a recesivni alelické kombinace téchto dvou genti mohou zpiisobovat riizné barvy
osemeni. Ukazku rtiznych barev lze vidét na Obrazku 11. Tfida ¢ocky s nulovym taninem je
uréena expresi recesivniho genu tan (Vaillancourt et al., 1986; Muehlbauer et Sarker, 2011).
Pro gen tan jsou typické dané znaky: bilé kvéty a tenké prihledné ¢i prisvitné osemeni. Pro
dormantni rostliny jsou naopak typické fialové zilky na kvétech a tlustsi pigmentované osemeni
(Vaillancourt et al., 1986). Tyto vlastnosti jsou podobné jako u Mendelova genu A u hrachu
(Mendel, 1865), ktery koduje bHLH transkrip¢ni faktor (Hellens et al., 2015). Podle Mirali
et al. (2016) gen tan koéduje bHLH transkripéni faktor, coz by tedy mohl byt homolog genu A
u hrachu. Gen tan podminujici barvu osemeni a kvétu (Mirali et al., 2016) se nachazi
v syntenické pozici na lokusu A u hrachu (Hellens et al., 2010) a lokusu B u cizrny (Penmetsa
etal., 2016). Mezi barvou kvétu a barvou osemeni tedy existuje vztah (viz Obrazek 12), coZ se
potvrdilo u dat UPOL 2020, kdy 90 linii ze 121 odpovidalo t€émto vlastnostem. 33 linii mélo
bilé kvéty a nepigmentované osemeni (nedormantni linie) a 57 linii mélo barevné kvéty
a pigmentovana semena (dormantni linie). Zbylé linie neodpovidaly a obsahovaly bily kvét
a pigmentované osemeni nebo barevny kvét a nepigmentované osemeni. U té€chto linii je

potieba experiment zopakovat.

Dormance semen plané ¢ocky je zpisobena nepropustnosti osemeni pro vodu, popft.
plyny (Ladizinsky, 1985). Redukovani tloustky osemeni vedlo ke zvySeni propustnosti osemeni
béhem domestikace bobovitych (Smykal et al., 2014). Tenci osemeni vede nasledné
Kk rychlejsimu uvafeni a snadnéjSimu loupani (Matus et al., 1993; Smykal et al., 2014).
Hradilova et al. (2017) nalezli rozdily v povrchu osemeni, velikosti makrosklereid a tloust’ce
osemeni, kdyz analyzovali dormantni linie hrachu (Pisum elatius), nedormantni linie hrachu
(Pisum sativum) a pfislusné rekombinantni inbredni linie. Dormantni genotypy vykazovaly
silngj§i palisadovou vrstvu makrosklereid a vyssi obsah specifickych mastnych kyselin.

U ¢ocky byla primeérna velikost makrosklereid dormantniho rodic¢ovského genotypu (1G72643)
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94,69 um a u nedormantniho rodi¢ovského genotypu (3339) 79,41 um (viz Tabulka 13). Mezi
rodicovskymi genotypy je tedy rozdil 15,28 pum. Rozpéti primérnych hodnot velikosti
makrosklereid bylo u dormantnich linii mezi 88,92 um a 116,97 um (viz Tabulka 15)
a U nedormantnimch linii mezi 76,03 um a 91,69 um (viz Tabulka 14). Vzhledem k tomu, Ze
nékteré dormantni linie mély podobnou primérnou velikost makrosklereid s témi
nedormantnimi, je potfeba provést experiment se vSemi RILs, abychom mohli jednoznacné
urcit, zda velikost makrosklereid souvisi s dormanci semen co¢ky. Shao et al. (2007) také
zjistili, ze kutikula dormantnich linii sgji obsahuje vy$$i mnozstvi hydroxylovanych mastnych
kyselin. Hradilova et al. (2017) také zjistili, Ze existuje vztah mezi barveni toluidinovou modfi
a pigmentaci osemeni. Nedormantni nepigmentovand rodiCovskd linie vykazovala vyssi
hladinu polyanionickych pektinii a nedormantni pigmentovana rodi¢ovska linie vykazovala
niz81 mnozstvi aniontl souvisejicich s pektiny, podobné jako dormantni pigmentované linie.
Bunééné stény s nizkym obsahem pektinu se obarvi modrou, zatimco vzorky s vysokym
obsahem pektinti se barvi fialové az razové (Soukup, 2014). Bunétné stény obsahujici
lignifikované/fenolické slouceniny maji nizsi koncentraci acidickych skupin, proto se barvi
nazelenale. Bunééné stény s vakuolami obsahujicimi tanin se mohou barvit zelen¢ az vyrazné
modfe (Soukup, 2014). V ramci barveni toluidinovou modii u vzorki v této praci nebylo mozné
rozpoznat obsah pektinti v jednotlivych strukturach osemeni a proto je potteba provést barveni
jinymi barvivy.
Analyza genotypu

Zatimco je geneticky mechanismus dormance do zna¢né miry neznamy, zmény v Grovni
dormance jsou fizeny né€kolika lokusy u nékterych druhi bobovitych (Koinange et al., 1996;
Forbes et Wells, 1968; Ladizinsky, 1985; Isemura et al., 2010; Isemura et al., 2012;
Kongajaimun et al., 2012). U vigny ¢inské bylo detekovano 6 QTL souvisejicich s dormanci
semen (Kongajaimun et al., 2012). U hrachu byly identifikovany 2 az 3 lokusy zapojené
v dormanci, konkrétné tloust’ka osementi a struktura povrchu osemeni (Weeden, 2007). U fazole
mungo byla dormance identifikovana jako monogenni vlastnost (Isemura et al., 2012).
Nedavno byly objeveny 2 geny zapojené v propustnosti osemeni u so6ji (Jang et al., 2015; Sun
etal., 2015).

Pro genetick¢é mapovani byly pouzity geny nachézejici se v mapovacim intervalu
0 velikosti 7 Mb nachéazejicim se na chromozomu 7. Na mapovani bylo pouzito 82 RILs. BéZné
se vSak pro mapovani vyuziva vétSiho poctu mapovacich jedinci. Aby bylo mapovani co

nejptesnéjsi, pouzivaji se stovky az tisice jedinci.
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Byly vybrany specifické genetické markery, které definuji vybrané QTLs, aby mohly
byt lokalizovany geny souvisejici s dormanci. Byla provedena amplifikace vybranych markera
a nasledné sekvenovani amplikonu. Poté bylo provedeno $tépeni pomoci restrikénich enzymi
a vysledky byly zaznamenany do Tabulky 16. Cilem bylo zjistit, zda jedinec vykazujici dany
fenotyp ziskal geneticky marker od rodice se stejnym projevem ¢i od rodice s opacnym
projevem. Mira kompatibility vysledku urcuje, jak jsou dané genetické markery vzdaleny od

hledané¢ho genu.

Kandidatni gen Lc32190 patii do skupiny gent pro glykosyltransferazu. U rostlin
zodpovidaji za glykosylaci dulezitych rostlinnych produkti, jejichZ spravné fungovani pomaha
preziti v neptiznivych podminkach. Glykosyltransferazy jsou enzymy, které jsou zapojeny
v modifikaci sekundarnich metabolitli, fytohormonii a xenobiotik tim, ze prenaseji sacharidové
skupiny z aktivovanych nukleotidovych molekul na Sirokou Skalu akceptorti. Tato skupina
enzymu byla zkoumana napt. u cizrny (Cicer arietinum), kde bylo definovano 96 genti pro
glykosyltransferazu (Sharma et al., 2014). Tento kandidatni gen ale pro mapovani pouZit nebyl

a je potieba jej dale prozkoumat.

Kandidatni gen Lc30146 patii mezi geny kodujici invertdzu/inhibitor
pektinmetylesterazy. Homologni sekvence toho genu byla nalezena také u Medicago, cizrny
i hrachu. Inhibitor pektinmetylesterazy je proteinovy inhibitor, ktery moduluje aktivitu
pektinmethylesterazy. Souhra mezi témito dvéma proteiny je povazovana za determinant
bunécné adheze, pdorovitosti bunécné stény a také zdroj signdlnich molekul uvolnénych pfi
stresu bunééné stény (Wormit et Usadel, 2018). U semen Arabidopsis vede aktivita
pektinmetylesterazy pravdépodobné ke slabnuti bunécné stény pro vytvoreni kotinku (Miiller
et al., 2013; Scheler et al., 2015). Nizka hladina pektinmetylesterazy a inhibitoru
pektinmetylesterazy je siln€ up-regulovana po kli¢eni a také v pfitomnosti kyseliny abscisové,
ktera zpomaluje slabnuti bunécné stény a naslednou trhlinu (Scheler et al., 2015). Over-exprese
inhibitoru pektinmetylesterazy 15 u Arabidopsis vede ke snizené aktivité pektinmetylesterazy,
coz je doprovazeno diivéjs$im a rychlejsim klicenim v porovnani s wild-typem (Miiller et al.,

2013). To naznacuje, Ze aktivita téchto inhibitorl je nezbytna pro ¢asovani kliceni.

Kandidatni gen Lc31310 je identifikovany jako gen pro protein z rodiny
pektinacetylesteraz. Homologni sekvence byla nalezena u Medicago, cizrny a hrachu.
Biologicka funkce této skupiny enzymu je malo znama. Bylo vSak prokézdno, Ze mutanti,
kterym chybi specifické pektinacetylesterazy, vykazuji zmény v tuhosti bunécné stény a také

vykazuji vyvojové vady (de Souza et al., 2014; Gou et al., 2012; Orfila et al., 2012). Soltani
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etal. (2021) odhalili inzerci u ortologu pektin-acetylesterazy 8, ktera zpusobuje ztratovou
mutaci u nedormantniho genomu fazole (Phaseolus vulgaris L.). Analyza genové exprese
kontrastnich genotypli naznacuje 21x niz§i expresi genu pro pektin-acetylesterdzu 8
U nedormantnich genotypt.. Pland fazole obsahovala funk¢ni alelu pektin-acetylesterazy 8
a kulturni fazole obsahovala nefunk¢ni alelu. To mohlo byt zpiisobeno silnym selekénim tlakem

behem domestikace, coz dokazuje vliv pektin-acetylesterazy 8 v dormanci semen fazole.

Kandidatni gen Lc31299 je gen kodujici fosfatidylinositol-3- a -4-kindzu. Homologni
sekvence se nachazi u Medicago a hrachu. Fosfatidylinositol-3-kinazy se nachazi u rostlin
i zivo¢ichu. Fosfatidylinositol-3-kinaza je dtlezita pro normalni rast rostlin a reakce na stres
(Liuetal., 2012). U rostlin reguluje dynamiku aktinu v butikach. Fosfatidylinositol-4-kinaza je
také asociovana s aktinovym cytoskeletem v rostlinnych bunikach (Choi et al., 2007). Liu et al.
(2012) zjistili, ze fosfatidylinositol-3-kindza hraje z4sadni roli pifi kliceni semen ryze
prostfednictvim regulace aktivity NADPH oxidazy. Potlaceni aktivity fosfatidylinositol-3-

kinazy inhibitory by mohlo zmirnit tvorbu ROS, coz ma za nasledek naruseni kliceni semen.

V ramci diplomové prace byly zjistény vzdalenosti jednotlivych markert, které byly
predany potomstvu spolecné, tzn. Ze jsou na sebe vazany a nachazeji se na stejném chromozomu
v pomérné blizké vzdalenosti. Z 82 linii pouZitych pro mapovani odpovidala varianta
polymorfismu s dormanci u 73 linii. Bylo tedy zji$téno, ze tyto geny maji urcitou korelaci

S dormanci semen.

Ziskana genetickd mapa byla porovnana se vzdalenostmi osekvenovaného genomu
L. culinaris: CDC Redberry Genome Assembly v1.2 (viz Obrazek 25). Mizeme vidét, Ze potadi
gend je jiné. Naznacuje to, ze mezi markery Lc31448 a Lc31799 pravdépodobné doslo k inverzi.
Otazkou vSak ziistava, kterd verze potadi je spravna. Jelikoz osekvenovany genom neni
kompletni a miZe se v ném tedy nachazet chyba jak v pofadi, tak i anotacni. Musime brat také
v potaz i to, ze osekvenovany je pouze genom kulturni cocky L. culinaris a nikoliv genom plané
cocky L. orientalis. Potadi gend v genomu plané ¢o¢ky muze byt jiné. Pro dalsi studium této
problematiky bude potieba pouzit mj. transkriptomickou srovnavaci analyzu pro zjiSténi
diferencialn¢ exprimovanych kandidatnich gend, tak jak bylo plivodné planovano i pro tuto

praci.
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Mapovani na RIL populacich £, culinaris x L. erigntalis

Marker

Lc30146

Lc31299

Lc31448

Lc31310

Lc31799

cM

= 8.11

6.46
= 6.05

— 3.94

p— ()

Vzdalenost genomu (nt)

Lc30146

Lc31799

Lc31299

Lc31310

Lc31448

227,675,332
230,849,886

228,359,338

228,698,638

225,984,022

Inverze

Obrazek 25- Porovnani zkounstruované genetické mapy (vlevo) s osekvenovanym genomem (vpravo)
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[ Zavér

Ukolem této diplomové prace bylo identifikovat lokusy podmifiujici dormanci planého
predchtidce ¢ocky (Lens orientalis). K tomu byly pouzity rodi¢ovské genotypy kulturni cocky
(Lens culinaris, 3339) a plané cocky (Lens orientalis, 1G72643) a 121 rekombinantnich

inbrednich linii (RIL). Tyto RILs byly pouzity pro genetické mapovani a analyzu fenotypu.

Porovnanim fenotypovych dat z testovani dormance byly zjistény rozdily, coz je nejspis
zpusobeno riznymi podminkami péstovani. Déle bylo potvrzeno, ze pigmentace osemeni
a barva kvétu souvisi s dormanci semene. Pro dormantni genotypy jsou typické barevné kvéty
a tlustsi pigmentované osemeni a pro nedormantni naopak bilé kvéty a ten¢i prithledné osemeni.

90 linii ze 121 odpovidalo svymi vlastnostmi s dormanci.

Pro genové mapovani byly pouzity geny z mapovaciho intervalu o velikosti 7 Mb na
chromozomu 7. Ze vzdélenosti jednotlivych markeri bylo zjisténo, Ze kandidatni geny
Lc31299, Lc31310, Lc30146 jsou na sebe vazané a vykazuji korelaci s dormanci semene.
U kandidétnich genti Lc31799 a Lc31448 se pravdépodobné nachazi inverze po srovnani s jiz
osekvenovanym genomem kulturni cofky (Lens culinaris). Pro dal§i studium téchto
kandidatnich genii bude potfeba pouzit i transkriptomickou srovnavaci analyzu pro zjiSténi

diferencialné exprimovanych kandidatnich gent.

66



8 Literatura

Abbo S, Gopher A. 2017. Near Eastern Plant Domestication: A History of Thought. Trends
Plant Sci. 22: 491-511.

Abbo S, Pinhasi van-Oss R, Gopher A, Saranga Y, Ofner |, Peleg, Z. 2014. Plant
domestication versus crop evolution: A conceptual framework for cereals and grain legumes.
Trends Plant Sci. 19: 351-360.

Amen RD.1968. A model of seed dormancy. Botanical Review 34: 1-31.

Andriunas, FA, Zhang HM, Xia X, Patrick JW, Offler CE. 2013. Intersection of transfer
cells with phloem biology-broad evolutionary trends, function, and induction. Front. Plant Sci.
4. 221.

Argel P, Paton C. 1999. “Overcoming legume hardseededness,” in ForageSeed Production:
Tropical and Subtropical Species, VVol. 2, eds D. S. Loch and J. E. Ferguson (Wallingford: CAB
International), 247-265.

Arumuganathan K, Earle ED. 1991. Nuclear DNA content of some important plant species.
Plant Mol Biol Reporter: 9.

Ates D, Aldemir S, Alsaleh A, Erdogmus S, Nemli S, Kahriman A, Ozkan H, Vandenberg
A, Tanyolac B. 2018. A consensus linkage map of lentil based on DArT markers from three
RIL mapping populations. PLoS ONE 13(1): e0191375.

Ballard LAT. 1973. Physical barriers to germination. Seed Sci. Technol. 1: 285-303.

Balyan HS, Houben A, Ahne R. 2002. Karyotype analysis and physical mapping of 18S-5.8S-
25S and 5S riboosmal RNA loci in species of genus Lens Miller (Fabaceae). Caryologia 55:

121-128.

Barulina H. 1930. Lentil of the U.S.S.R. and of other countries. Bull Appl Bot Plant Breed
Suppl. 40:1-319.

67



Baskin CC. 2003. Breaking physical dormancy in seeds — focussing on the Lens. New Phytol.
158: 229-232.

Baskin CC, Baskin JM. 1998. Seeds: Ecology, Biogeography and Evolution of Dormancy and

Germination. Academic Press, San Diego.

Baskin CC, Baskin JM. 2004. A classification system for seed dormancy. Seed Science
Research14: 1-16.

Baskin JM, Baskin CC, Li X. 2000. Taxonomy, ecology, and evolution of physical dormancy
in seeds. Plant Species Biology 15: 139-152.

Beaudoin N, Serizet C, Gosti F, Giraudat J. 2000. Interactions between abscisic acid and
ethylene signaling cascades. The Plant Cell 12: 1103-1115.

Bett K, Chan C, Sharpe AG, Cook D, Penmetsa RV, Chang P, Coyne CJ, McGee R, Main
D, Dolezel J, Edwards D, Kaur S, Agrawal SK, Udupa SM, Vandenberg A. 2016. The
Lentil Genome — from the sequencer to the field. International Conference on Pulses.
Marrakesh, Morocco: 18-20 April.

Bevilacqua LR, Fossati F, Dondero G. 1987. ‘Callose’ in the impermeable seed coat of
Sesbania punicea. Ann. Bot. 59: 335-341.

Bevilacqua LR, Roti-Mihelozzi G, Modenesi P. 1989. The watertight dormancy of Melilotus
alba seeds: further observations on the palisade cell wall. Can. J. Bot. 67: 3453-3456.

Bewley JD. 1997. Seed germination and dormancy. The Plant Cell 9: 1055-1066.

Bewley JD, Black M. 1994. Seeds: Physiology of Development and Germination. New York:
Plenum. 367 pp.

Bhadauria V, Ramsay L, Bett KE, Banniza S. 2017. QTL mapping reveals genetic
determinants of fungal disease resistance in the wild lentil species Lens ervoides. Sci Rep 7:
3231.

68



Bhalla PL, Slattery HD. 1984. Callose deposits make clover seeds impermeable to water. Ann.
Bot. 53: 125-128.

Bhatty RS. 1988. Composition and quality of lentil (Lens culinaris Medik.): a review.
Canadian Institute of Food Science and Technology 21: 144-160.

Berger JD, Shrestha D, Ludwig C. 2017. Reproductive Strategies in Mediterranean Legumes:
Trade-Offs between Phenology, Seed Size and Vigor within and between Wild and
Domesticated Lupinus Species Collected along Aridity Gradients. Front. Plant Sci. 8: 548.

Blenda A, Fang DD, Rami JF, Garsmeur O, Luo F, Lacape JM. 2012. A high density
consensus genetic map of tetraploid cotton that integrates multiple component maps through

molecular marker redundancy check. PLoS One 7(9): e45739.

Boesewinkel FD, Bouman F. 1984. The seed: structure. In: Embryology of Angiosperms (ed.
B.M. Johri), pp. 567-610. Springer-Verlag, Berlin.

Butler EA. 1988. “The SEM and seed identification, with particular reference to the Vicieae,”
in Scanning Electron Microscopy in Archeology, Vol. 452, ed. S. L. Olsen (Oxford: BAR
International Series), 215-224.

Chai M, Zhou C, Molina I, Fu C, Nakashima J, Li G, Zhang W, Park J, Tang Y, Jiang Q,
Wang ZY. 2016. A class Il KNOX gene, KNOX4, controls seed physical dormancy.
PNAS113(25): 6997-7002.

Choi Y, Lee Y, Jeon BW, Staiger CJ, Lee Y. 2008. Phosphatidylinositol 3- and 4-phosphate
modulate actin filament reorganization in guard cells of day flower. Plant Cell Environ. 31(3):
366-77.

Clerkx EJM, Blankestijn-de Vries H, Ruys GJ, Groot SPC, Koornneef M. 2003.
Characterization of green seed, an enhancer of abi3-1 in Arabidopsis that affects seed longevity.
Plant Physiol. 132:1077-84.

Corner EJH. 1951. The leguminous seed. Phytomorphology 1: 117-150.

69



Cowling WA, Buirchell BJ, Falk DE. 2009. A model for incorporating novel alleles from the
primary gene pool into elite crop breeding programs while reselecting major genes for
domestication or adaptation. Crop Pasture Sci. 60: 1009-1015.

Da Silva EAA, Toorop PE, van Aelst AC, Hilhorst HWM. 2004. Abscisic acid controls
embryo growth potential and endosperm cap weakening during coffee (Coffea arabica cv. Rubi)
seed germination. Planta 220: 251-261.

Dadu RHR, Ford R, Sambasivam P, Gupta D. 2017. A novel Lens orientalis resistance
source to the recently evolved highly aggressive Australian Ascochyta lentis Isolates. Front
Plant Sci 8: 1038.

de Souza A, Hull PA, Gille S, Pauly M. 2014. Identification and functional characterization
of the distinct plant pectin esterases PAE8 and PAE9 and their deletion mutants. Planta
240:1123-38.

Deshpande, SS, Cheryan M. 1986. Microstructure and water uptake of Phaseolus and winged
beans. J. Food Sci. 51: 1218-1223.

Diez CM, Gaut BS, Meca E, Scheinvar E, Montes-Hernandez S, Eguiarte LE, Tenaillon
MI. 2013. Genome size variation in wild and cultivated maize along altitudinal gradients. New
Phytol. 199(1):264-276.

Duran Y, Pérez de la Vega M. 2004. Assessment of genetic variation and species relationships
in a collection of Lens using RAPD and ISSR. Spanish Journal of Agricultural Research 4: 538—
544,

Egley GH. 1989. Water-impermeable seed coverings as barriers to germination. In: Recent
Advances in the Development and Germination of Seeds (ed. R. B. Taylorson) pp. 207-223.

Plenum Press, New York.

Erskine W, Muehlbauer FJ, Sarker A, Sharma B. 2009. The Lentil: botany, production and
uses. Wallingford: CABI. ISBN 978-1-84593-487-3.

70



Erskine W, Rihawe S, Capper BS. 1990. Variation in lentil straw quality. Animal Feed
Science and Technology 28: 61-69.

Esau K. 1965. Plant Anatomy, 2nd Edn. New York: John Wiley.

FAO, FAOSTAT. 2015. Food and Agriculture Organization of the United Nations: Rome,
Italy. Volume 2015.

Ferguson ME, Maxted N, Slageren MV, Robertson LD. 2000. A re-assessment of the
taxonomy of Lens Mill. (Leguminosae, Papilionoideae,Vicieae). Bot J Linn Soc. 133:41-59.

Fernandez M, Ruiz ML, Linares C, Fominaya A, Pérez de la Vega M. 2005. The 5S rDNA

genome regions of Lens species. Genome 48: 937-942.

Fiala JV, Tullu A, Banniza S, Séguin-Swartz G, Vandenberg A. 2009. Interspecies transfer

of resistance to anthracnose in lentil (Lens culinaris Medik.). Crop Sci. 49: 825-830.

Finkelstein R, Reeves W, Ariizumi T, Steber C. 2008. Molecular Aspects of Seed Dormancy.
Annu. Rev. Plant Biol. 59:387-415

Finkelstein RR, Campala SSL, Rock CD. 2002. Abscisic acid signaling in seeds and
seedlings. The Plant Cell 14: S15-S45.

Fratini R, Duran Y, Garcia P, Pérez de la Vega M. 2007. Identification of quantitative trait
loci (QTL) for plant structure, growth habit and yield in lentil. Spanish J Agricul Res. 5(3):

348-356.

Fratini R, Ruiz ML. 2006. Interspecific hybridization in the genus Lens applying in vitro
embryo rescue. Euphytica 150: 271-280.

Fratini R, Ruiz ML, Pérez de la Vega M. 2004. Intra-specific and inter-subspecific crossing
in lentil (Lens culinaris Medik.) Canadian Journal of Plant Science 84: 981-986.

71



Forbes I, Wells HD. 1968. Hard and soft seededness in blue lupine, Lupinus angustifolius L.:

inheritance and phenotype classification. Crop Sci. 8:195-7.

Fuller DQ, Allaby R. 2009. Seed Dispersal and Crop Domestication: Shattering, Germination
and Seasonality in Evolution under Cultivation. In Annual Plant Reviews: Fruit Development
and Seed Dispersal; Ostergaard, L., Ed.; John Wiley & Sons: Hoboken, NJ, USA; Volume
38.

Galasso 1. 2003. Distribution of highly repeated DNA sequences in species of the genus Lens
Miller. Genome. 46:1118-1124.

Galbiati F, Sinha Roy D, Simonini S, Cucinotta M, Ceccato L, Cuesta C, Simaskova M,
Benkova E, Kamiuchi Y, Aida M, Weijers D, Simon R, Masiero S, Colombo L. 2013. An

integrative model of the control of ovule primordia formation. Plant J. 76: 446-455.

Gaur R, Jeena G, Shah N, Gupta S, Pradhan S, Tyagi AK, Jain M, Chattopadhyay D,
Bhatia S. 2015. High density linkage mapping of genomic and transcriptomic SNPs for synteny

analysis and anchoring the genome sequence of chickpea. Scientific reports 5.

Ghassemian M, Nambara E, Cutler S, Kawaide H, Kamiya Y, McCourt P. 2000.
Regulation of abscisic acid signaling by the ethylene response pathway in Arabidopsis. The
Plant Cell 12: 1117-1126.

Goldberg RB, de Paiva G, Yadegari R. 1994. Plant embryogenesis: zygote to seed. Science
266: 605-614.

Gorim LY, Vandenberg A. 2017. Evaluation of wild lentil species as genetic resources to

improve drought tolerance in cultivated lentil. Front Plant Sci 8: 1129.
Gou JY, Miller LM, Hou G, Yu XH, Chen XY, Liu CJ. 2012. Acetylesterase-mediated

deacetylation of pectin impairs cell elongation, pollen germination, and plant reproduction. The
Plant Cell 24:50-65

72



Gremer JR, Kimball S, Venable DL. 2016. Within-and among-year germination in Sonoran
Desert winter annuals: Bet hedging and predictive germination in a variable environment. Ecol.
Lett. 19: 1209-1218.

Gross BL, Olsen KM. 2010. Genetic perspectives on crop domestication. Trends Plant. Sci.
15: 529-537.

Giines F. 2013. Seed characteristics and testa textures of Pratensis, Orobon, Lathyrus,
Orobastrum and Cicercula sections from Lathyrus (Fabaceae) in Turkey. Plant Syst. Evol. 299:
1935-1953.

Gujaria-Verma N, Vail SL, Carrasquilla-Garcia N, Penmetsa RV, Cook DR, Farmer AD,
Vandenberg A, Bett KE. 2014. Genetic mapping of legume orthologs reveals high
conservation of synteny between lentil species and the sequenced genomes of Medicago and
chickpea. Front Plant Sci 5: 676.

Gunn CR. 1981. Seed topography in the Fabaceae. Seed Sci. Technol. 9: 737-757.

Hamly DH. 1932. Softening of the seeds of Melilotus alba. Botanical Gazette 93: 345-375.
Hamly DH. 1935. The light line in Melilotus alba. Bot. Gaz. 96: 753-757.

Hammer K. 1984. Das Domestikationssyndrom. Die Kulturpflanze 32: 11-34.

Hamwieh A, Udupa S, Choumane W, Sarker A, Dreyer F, Jung C, Baum M. 2005. A
genetic linkage map of Lens sp. based on microsatellite and AFLP markers and the localization
of fusarium vascular wilt resistance. Theoretical and Applied Genetics 110(4):669-77.
Harlan JR. 1992. Crops and Man; American Society of Agronomy: Madison, WI, USA.
Harper JL. 1959. The ecological significance of dormancy and its importance in weed control.

In: Proceedings of the IVth International Congress of Crop Protection, Hamburg, September
1957, Vol. 4: pp. 415-420.

73



Harris WM. 1983. On the development of macrosclereids in seed coats of Pisum sativum L.
Am. J. Bot. 70: 1528-1535.

Harris WM. 1984. On the development of osteosclereids in seed coats of Pisum sativum L.
New Phytol. 98: 135-141

Harris WM. 1987. Comparative ultrastructure of developing seed coats of ‘hard-seeded’ and
‘soft-seeded’ varieties of soybean, Glycine max (L.) Merr. Bot. Gaz. 148: 324-331.

Hartwig EE, Potts HC. 1987. Development and evaluation of impermeable seed coats for

preserving soybean seed quality. Crop Sci 27: 506-508.

Heatherly LG, Kenty MM, Kilen TC. 1995. Effects of storage environment and duration on

impermeable seed coat in soybean. Field Crops Research 40: 57-62.

HelLens RP, Moreau C, Lin-Wang K, Schwinn KE, Thomson SJ, Fiers MWEJ, Frew TJ,
Murray SR, Hofer JMI, Jacobs JME, Davies KM, Allan AC, Bendahmane A, Coyne CJ,
Timmerman-Vaughan GM, Ellis THN. 2010. Identification of Mendel’s white flower
character. PLoS ONE 5(10): e13230.

Hilhorst HWM. 1998. The regulation of secondary dormancy. The membrane hypothesis

revisited. Seed Science Research 8: 77-90.
Hilhorst HWM, Karssen CM. 1992 Seed dormancy and germination: The role of abscisic acid
and gibberellins and the importance of hormone mutants. Plant Growth Regulation 11: 225-

238.

Holdsworth M, Kurup S, McKibbin R. 1999. Molecular and genetic mechanisms regulating

the transition from embryo development to germination. Trends in Plant Science 4: 275-280.

Hou FF, Thseng FS. 1991. Studies on the flooding tolerance of soybean seed: varietal
differences. Euphytica 57: 169-173.

74



Hradilova I, Trnény O, Valkova M, Cechova M, Janska A, ProkeSova L, Aamir K,
Krezdorn N, Rotter B, Winter P, Varshney RK, Soukup A, Bednai P, Hanacek P, Smykal
P. 2017. A Combined Comparative Transcriptomic, Metabolomic, and Anatomical Analyses
of Two Key Domestication Traits: Pod Dehiscence and Seed Dormancy in Pea (Pisum sp.).
Front Plant Sci 8:542.

Hu XW, Wanga YR, Wua YP, Baskin CC. 2009. Role of the Lens in controlling water uptake
in seeds of two Fabaceae (Papilionoideae) species treated with sulphuric acid and hot water.
Seed Sci. Res. 19: 73.

Hyde EOC. 1954. The function of the hilum in some Papilionaceae in relation to ripening of
the seed and the permeability of the testa. Ann. Bot. 18: 241-256.

Isemura T, Kaga A, Tabata S, Somta P, Srinives P, Shimizu T, Jo U, Vaughan DA,
Tomooka N. 2012. Construction of a genetic linkage map and genetic analysis of domestication
related traits in mungbean (Vigna radiata). PLoS One 7:e41304.

Isemura T, Kaga A, Tomooka N, Shimizu T, Vaughan DA. 2010. The genetics of
domestication of rice bean, Vigna umbellata. Ann Bot. 106:927-44.

Jang S-J, Sato M, Sato K, Jitsuyama Y, Fujino K, Mori H, Takahashi R, Benitez ER, Liu
B, Yamada T, Abe J. 2015. A Single-Nucleotide Polymorphism in an Endo-1,4-B-Glucanase
Gene Controls Seed Coat Permeability in Soybean. PloS ONE 10(6): e0128527.

Janska A, Peckova E, Sczepaniak B, Smykal P, Soukup A. 2018. The role of the testa during
the establishment of physical dormancy in the pea seed. Annals of Botany XX: 1-15.

Kantar MB, Nashoba AR, Anderson JE, Blackman BK, Rieseberg LH. 2017. The Genetics

and Genomics of Plant Domestication. Bioscience 67: 971-982.

Karaki T, Watanabe Y, Kondo T, Koike T. 2012. Strophiole of seeds of the black locust acts
as a water gap. Plant Species Biol. 27: 226-232.

75



Karssen CM. 1982. Seasonal patterns of dormancy in weed seeds. In: The Physiology and
Biochemistry of Seed Development, Dormancy and Germination (ed. A.A. Khan), pp. 243—
270. Elsevier Biomedical Press, Amsterdam.

Karssen CM. 1995. Hormonal regulation of seed development, dormancy, and germination
studied by genetic control. pp. 333-350 in Kigel, J.; Galili, G. (Eds) Seed development and
germination. New York, Marcel Dekker.

Karssen CM, Groot SPC. 1987. The hormone-balance theory of dormancy evaluated. pp. 17—
30 in Pinfield, N.J.; Black, M. (Eds) British plant growth regulator group monograph 15 —
Growth regulators and seeds. Bristol, UK, British Plant Growth Regulator Group.

Karssen CM, Lacka E. 1986. A revision of the hormone balance theory of seed dormancy:
Studies on gibberellin and/or abscisic acid-deficient mutants of Arabidopsis thaliana. pp. 315
323 in Bopp, M. (Ed.) Plant growth substances 1985. Berlin, Springer-Verlag.

Keim P, Diers BW, Shoemaker RC. 1990. Genetic analysis of soybean hard seededness with
molecular markers. Theor Appl Genet 79: 465-469.

Kelly KM, van Staden J, Bell WE.1992. Seed coat structure and dormancy. Plant Growth
Regulation 11: 213-222.

Kepczynski J, Kepezynska E. 1997. Ethylene in seed dormancy and germination. Physiologia
Plantarum 101: 720-726.

Koinange EMK, Singh SP, Gepts P. 1996. Genetic control of the domestication syndrome in
common bean. Crop Sci. 36:1037—45.

Koizumi M, Kaori K, Seiichiro I, Nobuaki I, Shighiro N, Hiromi K. 2008. Role of seed coat

in imbibing soybean seed observed by micro-magnetic resonance imaging. Annals of Botany
102: 343-352.

76



Kongjaimun A, Kaga A, Tomooka N, Somta P, Vaughan DA, Srinives P. 2012. The
genetics of domestication of yardlong bean, Vigna unguiculata (L.) Walp. Ssp. unguiculata cv.-
gr. Sesquipedalis. Ann Bot. 109:1185-200.

Kumar J, Srivastva E, Singh M, Kumar S, Nadarajan N, Sarker A. 2014. Diversification
of indigenous gene-pool by using exotic germplasm in lentil (Lens culinaris Medikus subsp.

culinaris). Physiol Mol Biol Plants 20(1): 125-132.

Kurdyukov S, Song Y, Sheahan MB, Rose RJ. 2014. Transcriptional regulation of early
embryo development in the model legume Medicago truncatula. Plant Cell Rep. 33: 349-362.

Kuroda Y, Kaga A, Tomooka N, Yano H, Takada Y, Kato S, Vaughan D. 2013. QTL
affecting fitness of hybrids between wild and cultivated soybeans in experimental fields.

Ecology and Evolution 3: 2150-2168.

Lackey JA. 1981. Systematic significance of the epihilum in Phaseoleae (Fabaceae,
Faboideae). Bot. Gaz. 142: 160-164.

Ladizinsky G. 1979 The origin of lentil and its wild gene pool. Euphytica 28: 179-187.

Ladizinsky G. 1985. The genetic of hard seed coat in the genus Lens. Euphytica 34: 539-543.

Ladizinsky G. 1993. Wild lentils. Critical Reviews in Plant Science 12: 169-184.

Ladizinsky G. 1999 Identification of the lentil wild genetic stock. Genetic Resources and Crop
Evolution 46: 115-118.

Ladizinsky G, Braun D, Goshen D, Muehlbauer FJ. 1984. The biological species of the
genus Lens. Botanical Gazette 145: 253-261.

Lanfermeijer FC, van Oene MA, Borstlap AC. 1992. Compartmental analysis of amino-acid

release from attached and detached pea seed coats. Planta 187: 75-82.

77



Lenser T, Theilen G. 2013. Molecular mechanisms involved in convergent crop
domestication. Trends Plant Sci. 18: 704—714.

Lersten NR, Gunn CR. 1982. Testa Characters in Tribe Vicieae, with Notes About Tribes
Abreae, Cicereae, and Trifolieae (Fabaceae). (Technical Bulletin No. 1667), (Washington, DC:
United States Department of Agriculture), 1-40.

Lersten NR, Gunn CR, Brubaker CL. 1992. Comparative Morphology of the Lens on
Legume (Fabaceae) Seeds, with Emphasis on Species in Subfamilies Caesalpinioideae and
Mimosoideae. (Technical Bulletin No. 1791), (Washington, DC: United States Department of
Agriculture), 44.

Liu B, Fujita T, Yan ZH, Sakamoto S, Xu D, Abe J. 2007. QTL mapping of domestication-
related traits in soybean (Glycine max). Annals of Botany 100: 1027-1038.

Liu J, Zhou J, Xing D. 2012. Phosphatidylinositol 3-Kinase Plays a Vital Role in Regulation
of Rice Seed Vigor via Altering NADPH Oxidase Activity. PLoS One 7(3): e33817.

Liu S, Sehgal SK, Li J, Lin M, Trick HN, Yu J, Gill BS, Bai G. 2013. Cloning and
Characterization of a Critical Regulator for Preharvest Sprouting in Wheat. Genetics 195: 263—

273.

Lorieux M. 2012. MapDisto: fast and efficient computation of genetic linkage maps. Molecular

Breeding, 30(2): pp.1231-1235.

Lush WM, Evans LT. 1980. The seed coats of cowpeas and other grain legumes — structure in
relation to function. Field Crops Res. 3: 267-286.

Ma F, Cholewa E, Mohamed T, Peterson CA, Gijzen M. 2004. Cracks in the palisade cuticle

of soybean seed coats correlate with their permeability to water. Ann. Bot. 94: 213-228.

Matilla AJ. 2000. Ethylene in seed formation and germination. Seed Science Research 10:
111-126.

78



Matus A, Slinkard AE, Vandenberg A. 1993. The potential of zero tannin lentil. In: Janick J,
Simon JE, editors. New crops. New York: Wiley: 279-82.

Mayer MS, Soltis PS. 1994. Chloroplast DNA phylogeny of Lens (Leguminosae): origin and
diversity of the cultivated lentil. Theor Appl Genet. 87:773-781.

McCarty DR. 1995. Genetic control and integration of maturation and germination pathways
in seed development. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 46: 71—
93.

Mendel JG. 1865. Versuche iiber Pflanzenhybriden Abhandlungen: 3—47.

Meyer CJ, Steudle E, Peterson CA. 2007. Patterns and kinetics of water uptake by soybean
seeds. J. Exp. Bot. 58: 717-732.

Meyer RS, DuVal AE, Jensen HR. 2012. Patterns and processes in crop domestication: An
historical reviewand quantitative analysis of 203 global food crops. New Phytol. 196: 29-48.
Meyer RS, Purugganan MD. 2013. Evolution of crop species: Genetics of domestication and
diversificatin. Nat. Rev. Genet. 14: 840-852.

Miao ZH, Fortune JA, Gallagher J. 2001. Anatomical structure and nutritive value of lupin
seed coats. Aust. J. Agric. Res. 52: 985-993.

Milczarski P, Bolibok-Bragoszewska H, Myskow B, Stojalowski S, Heller-Uszynska K,
Goralska M, Bragoszewski P, Uszynski, Kiljan A, Rakoczy-Trojanowska M. 2011. A high

density consensus map of rye (Secale cereale L.) based on DArT markers. PLoS One 6.

Miller SS, Bowman LA, Gijzen M, Miki BLA. 1999. Early development of the seed coat of
soybean (Glycine max). Ann. Bot. 84: 297-304.

Miller SS, Jin Z, Schnell JA, Romero MC, Brown DCW, Johnson DA. 2010. Hourglass cell
development in the soybean seed coat. Ann. Bot. 106: 235-242.

79



Mirali M, Purves RW, Stonehouse R, Song R, Bett K, Vandenberg A. 2016. Genetics and
Biochemistry of Zero-Tannin Lentils. PLoS ONE 11 (10): e0164624.

Moore SH. 2000. Using hard seed coats to preserve seed quality in soybean. In: Moore SH,
Volenec JJ and Kral DM, editors. Genetic improvement of seed quality. CSSA Special
Publication Number 31. Madison: Crop Science of America: 59-66.

Morrison DA, McClay K, Porter C, Rish S. 1998. The role of the Lens in controlling heat-
induced breakdown of testa-imposed dormancy in native Australian legumes. Annals of Botany
82: 35-40.

Muehlbauer F, Sarker A. 2011. Tannin free lentils: A promising development for specialty

use and increased value. Grain Legumes: 56.

Muehlbauer F, Slinkard A. 1981. Genetics and breeding methodology. In: Webb C, Hawtin
G, editors. Lentils. Farnham Royal (UK): Commonwealth Agricultural Bureau. p. 69-90.
Mullin WJ, Xu WL.. 2000. A study of the intervarietal differences of cotyledon and seed coat
carbohydrates in soybean. Food Research International 33: 883-891.

Mullin WJ, Xu WL.. 2001. Study of soybean seed coat components and their relationship to
water absorption. J. Agric Food Chem 49: 5331-5335.

Murray DR, Kennedy IR. 1980. Changes in activities of enzymes of nitrogen-metabolism in
seed coats and cotyledons during embryo development in pea seeds. Plant Physiol. 66: 782—
786.

Miiller K, Levesque-Tremblay G, Bartels S, Weitbrecht K, Wormit A, Usadel B, Haughn
G, Kermode AR. 2013. Demethylesterification of cell wall pectins in Arabidopsis plays a role
in seed germination. Plant Physiol. 161:305-316.

Nikolaeva MG. 1977. Factors controlling the seed dormancy pattern. In: The Physiology and

Biochemistry of Seed Dormancy and Germination (ed. A.A. Khan), pp. 51-74. North-Holland,

Amsterdam.

80



Offler CE, Patrick JW. 1984. Cellular structures, plasma-membrane surface-areas and
plasmodesmatal frequencies of seed coats of Phaseolus vulgaris L. in relation to photosynthate
transfer. Aust. J. Plant Physiol. 11: 79-99.

Offler CE, Patrick JW. 1993. Pathway of photosynthate transfer in the developing seed of
Vicia faba L: a structural assessment of the role of transfer cells in unloading from the seed
coat. J. Exp. Bot. 44: 711-724.

Ogutcen E, Ramsay L, von Wettberg EB, Bett KE. 2018. Capturing variation in Lens
(Fabaceae): Development and utility of an exome capture array for lentil. Appl Plant Sci.
6(7):201165.

Olsen KM, Wendel JF. 2013. A Bountiful Harvest: Genomic Insights into Crop Domestication
Phenotypes. Annu. Rev. Plant. Biol. 64: 47-70.

Olsen OA. 2004. Nuclear endosperm development in cereals and Arabidopsis thaliana. The
Plant Cell 16: S214-S227.

Orfila C, Dal Degan F, Jorgensen B, Scheller HV, Ray PM, Ulvskov P. 2012. Expression
of mung bean pectin acetyl esterase in potato tubers: effect on acetylation of cell wall polymers

and tuber mechanical properties. Planta 236:185-96.

Penmetsa RV, Carrasquilla-Garcia N, Bergmann EM, Vance L, Castro B, Kassa MT,
Sarma BK, Datta S, Farmer AD, Baek J-M, Coyne CJ, Varshney RK, von Wettberg EJB,
Cook DR. 2016. Multiple post-domestication origins of kabuli chickpea through allelic

variation in a diversification-associated transcription factor. New Phytologist 211: 1440-1451.
Piperno DR, Holst I, Winter K, McMillan O. 2015. Teosinte before domestication:

Experimental study of growth and phenotypic variability in Late Pleistocene and early

Holocene environments. Quat. Int. 363: 65-77.

81



Polanco C, Saenz de Miera LE, Gonzalez Al, Garcia P, Fratini R, Vaquero F, Vences FJ,
de la Vega MP. 2019. Construction of a high-density interspecific (Lens culinaris x L.
odemensis) genetic map based on functional markers for mapping morphological and
agronomical traits, and QTLs affecting resistance to Ascochyta in lentil. PLoS ONE 14(3):
e02144009.

Potts HC, Duangpatra J, Hairston WG, Delouche JC. 1978. Some influences of
hardseededness on soybean seed quality. Crop Sci 18: 221-224.

Rajaram V, Nepolean T, Senthilvel S, Varshney RK, Vadez V, Srivastava RK, Shah TM,
Supriva A, Kumar S, Kumari BR, Bhanuprakash A, Narasu ML, Riera-Lizarazu O, Hash
CT. 2013. Pearl millet [Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] consensus linkage map constructed

using four RIL mapping populations and newly developed EST-SSRs. BMC Genomics 14.
Ranathunge K, Shao S, Qutob D, Gijzen M, Peterson CA, Bernards MA. 2010. Properties
of the soybean seed coat cuticle chang during development. Planta 231: 1171-1188.
Raymond ET, Musgrave ME, Leopold AC. 1981. The seed coat as a control of imbibitional

chilling injury. Crop Sci 21: 312-317.

Robertson L, Erskine W. 1997. Lentil. In: Fuccillo D, Sears L, Stapleton P, editors.
Biodiversity in trust. Cambridge: Cambridge University Press. p. 128-138.

Rolston MP. 1978. Water impermeable seed dormancy. Bot. Rev. 44: 365-396.

Saio K. 1976. Soybeans resistant to water absorption. Cereal Foods World 21: 168-173.

Sakamoto S, Abe J, Kanazawa A, Shimamoto Y. 2004. Marker-assisted analysis for hard

seededness with isozyme and simple sequence repeat loci. Breeding Sci 54: 133-139.
Schneitz K, Hulskamp M, Pruitt RE. 1995. Wild-type ovule development in Arabidopsis

thaliana — a light microscope study of cleared whole-mount tissue. The Plant Journal 7: 731—
749.

82



Silva MP, Ricardo CPP. 1992. B-fructosidases and in vitro dedifferentiation-redifferentiation
of carrot cells. Phytochem. 31: 1507-11.

Simpson GM. 1990. Seed Dormancy in Grasses. Cambridge University Press, Cambridge, UK.

Singh M, Bisht IS, Kumar S, Dutta M, Bansal KC, Karale M, Sarker A, Amri A, Kumar
S, Datta SK. 2014. Global wild annual Lens collection: A potential resource for lentil genetic
base broadening and yield enhancement. PLoS ONE 9: e107781.

Singh M, Rana JC, Singh B, Kumar S, Saxena DR, Saxena A, Rizvi AH, Sarker A. 2017.
Comparative agronomic performance and reaction to fusarium wilt of Lens culinaris x L.

orientalis and L. culinaris x L. ervoides derivatives. Front. Plant Sci 8: 1162.

Singh M, Rana MK, Kumar K, Bisht IS, Dutta M, Gutam NK, Sarker A, Bansal KC. 2013.
Broadening the genetic base of lentil cultivars through inter-sub-specific and interspecific
crosses of Lens taxa. Plant Breed. 132: 667—675.

Shao S, Meyer CJ, Ma F, Peterson CA, Bernards MA. 2007. The outermost cuticle of
soybean seeds: chemical composition and function during imbibition. J. Exp. Bot. 58: 1071—
1082.

Sharma R, Rawat V, Suresh CG. 2014. Genome-Wide Identification and Tissue-Specific
Expression Analysis of UDP-Glycosyltransferases Genes Confirm Their Abundance in Cicer
arietinum (Chickpea) Genome. PL0oS One 9(10): e109715.

Sharma SK, Dawson IK, Waugh R. 1995. Relationships among cultivated and wild lentils
revealed by RAPD analysis. Theor Appl Genet. 91:647—654.

Scheler C., Weitbrecht K., Pearce S.P., Hampstead A., Biittner-Mainik A., Lee K.J.D.,
Voegele A., Oracz K., Dekkers B.J.W., Wang X., Wood ATA, Bentsink L, King JR, Knox
JP, Holdsworth MJ, Miiller K, Leubner-Metzger G. 2015. Promotion of testa rupture during
garden cress germination involves seed compartment-specific expression and activity of pectin
methylesterases. Plant Physiol. 167:200-215.

83



Shirasawa K, Bertioli DJ, Varshney RK, Moretzsohn MC, Leal-Bertioli SC, Thudi M,
Pandey MK, Rami JF, Foncéka D, Gowda MVC, Qin H, Gup B, Hong Y, Liang X,
Hirakawa H, Tabata S, Isobe S. 2013. Integrated consensus map of cultivated peanut and wild
relatives reveals structures of the A and B genomes of Arachis and divergence of the legume
genomes. DNA Res. 20.

Skinner DJ, Hill TA, Gasser CS. 2004. Regulation of ovule development. Plant Cell 16: S32—
S45.

Smykal P, Nelson MN, Berger JD, von Wettberg EJB. 2018. The Impact of Genetic Changes
during Crop Domestication. Agronomy 8: 119.

Smykal P, Vernoud V, Blair MW, Soukup A, Thompson RD. 2014. The role of the testa
during development and in establishment of dormancy of the legume seed. Front. Plant Sci. 5:
351.

Soltani A, Walter KA, Wiersma AT, Santiago JP, Quiqgley M, Chitwood D, Porch TG,
Miklas P, McClean PE, Osorno JM, Lowry DB. 2021. The genetics and physiology of seed
dormancy, a crucial trait in common bean domestication. BMC Plant Biology 21:58.

Sonnante G, Galasso I, Pignone D. 2003. ITS sequence analysis and phylogenetic inference
in the genus Lens Mill. Annals of Botany 91: 49-54.

Soukup A. 2014. Selected Simple Methods of Plant Cell Wall Histochemistry and Staining for
Light Microscopy. Methods Mol Biol.: 1080: 25-40.

Spurny M. 1963. Cell wall structure of epidermal cells of the pea seed coat (Pisum sativum L.)
studied by microcinematography. Mikroskopie 18: 272-279.

Steeves TA. 1983. The evolution and biological significance of seeds. Canadian Journal of
Botany 61: 3550—3560.

Stevenson TM. 1937. Sweet clover studies on habit of growth, seed pigmentation and
permeability of the seed coat. Sci. Agric. 17: 627-654.

84



Sturm A. 1999. Invertases. Primary structure, functions, and roles in plant development and

sucrose partitioning. Plant Physiol. 121: 1-7.

Sturm A, Tang GQ. 1999. The sucrose-cleaving enzymes of plants are crucial for

development, growth and carbon partitioning. Trends Plant Sci. 4: 401-7.

Sun L, Miao Z, Cai C, Zhang D, Zhao M, Wu Y, Zhang X, Swarm SA, Zhou L, Zhang ZJ
, Nelson RL, Ma J. 2015. GmHs1-1, encoding a calcineurin-like protein, controls hard-
seededness in soybean. Nat Genet 47(8): 939-43.

Suvorova GN, Ikonnikov AV. 2014. Characteristics of recombinant lines of lentil L. culinaris
x L. orientalis. Russ Agric Sci 40: 22-26.

Tanyolac B, Ozatay S, Kahraman A, Fred M. 2010. Linkage mapping of lentil (Lens
culinaris L.) genome using recombinant inbred lines revealed by AFLP, ISSR, RAPD and some
morphologic markers. Journal of Agricultural Biotechnology and Sustainable Development
2(1):1.

Tanksley S, Young N, Paterson A, Bonierbale M. 1989. RFLP mapping in plant breeding:

new tools for an old science. Nature Biotechnology 7(3):257-64.

Thompson RD, Hueros G, Becker H, Maitz M. 2001. Development and functions of seed
transfer cells. Plant Sci. 160: 775-783.

Truco MJ, Antonise R, Lavelle D, Ochoa O, Kozik A, Witsenboer H, Fort SB, Jeuken
MJW, Kesseli RV, Lindhout P, Michelmore RW, Peleman J. 2007. A high-density,

integrated genetic linkage map of lettuce (Lactuca spp.). Theor Appl Genet: 115.

Vaillancourt R, Slinkard AE, Reichert RD. 1986. The inheritance of condensed tannin
concentration in lentil. Can J Plant Sci. 66(2):241-6.

Van Assche JA, Debucquoy KLA, Rommens WAF. 2003. Seasonal cycles in the germination
capacity of buried seeds of some Leguminosae (Fabaceae). New Phytol. 158: 315-323.

85



van Oss H, Aron Y, Ladizinsky G. 1997. Chloroplast DNA variation and evolution in the
genus Lens Mill. Theoretical and Applied Genetics 94: 452-457.

Van Staden J, Manning JC, Kelly KM. 1989. Legume seeds- The structure: function
equation. In: Advances in Legume Research (eds C. H. Stirton & J. L. Zarucchi) pp. 417-450.
Monographs in Systematic Botany from the Missouri Botanical Gar.

Vandenberg V, Slinkard AE. 1990. Genetics of seed coat color and pattern in lentil. J Hered.
81 (6):484-8.

Varshney RK, Saxena RK, Upadhyaya HD, Khan AW, Yu Y, Kim C, Rathore A, Kim D,
Kim J, An S, et al. 2017. Whole-genome resequencing of 292 pigeonpea accessions identifies
genomic regions associated with domestication and agronomic traits. Nat. Genet. 49: 1082—
1088.

Vaughan DA, Bernard RL, Sinclair JB, Kunwar IK. 1987. Soybean seed coat development.
Crop Sci. 27: 759-765.

VVon Wettberg EJB, Chang PL, Basdemir F, Carrasquila-Garcia N, Korbu LB, Moenga
SM, Bedada G, Greenlon A, Moriuchi K.S., Singh V, et al. 2018. Ecology and genomics of

an important crop wild relative as a prelude to agricultural innovation. Nat. Commun. 9: 649.

Wang HL, Grusak MA. 2005. Structure and development of Medicago truncatula pod wall
and seed coat. Ann. Bot. 95: 737-747.

Walbot V. 1978. Control mechanisms for plant embryogeny. In: Dormancy and Developmental
Arrest (ed. M.E. Clutter). Academic Press, New York: 113-166.

Wareing PF, Saunders PF. 1971. Hormones and dormancy. Annual Review of Plant
Physiology 22: 261-288.

Warschefsky E, Varma PR, Cook DR, von Wettberg EJ. 2014. Back to the wilds: Tapping
evolutionary adaptations for resilient crops through systematic hybridization with crop wild
relatives. Am. J. Bot. 101: 1791-1800.

86



Watanabe S, Tajuddin T, Yamanaka N, Hayashi M, Harada K. 2004. Analysis of QTLs
for reproductive development and seed quality traits in soybean using recombinant inbred lines.
Breeding Sci. 54: 399-407.

Webb C, Hawtin G. 1981. Lentils. Farnham Royal (UK): Commonwealth Agricultural

Bureaux.

Weber H, Borisjuk L, Heim U, Buchner P, Wobus U. 1995. Seed coat associated invertases
of Fava bean control both unloading and storage functions: cloning of cDNAs and cell type-

specific expression. Plant Cell 7: 1835-46.

Weber H, Borisjuk L, Heim U, Sauer N, Wobus U. 1997. A role for sugar transporters during
seed development: molecular characterization of a hexose and a sucrose carrier in fava bean
seeds. Plant Cell 9. 895-908.

Weber H, Borisjuk L, Wobus U. 2005. Molecular Physiology of Legume Seed Development.
Annu. Rev. Plant Biol. 56: 253-79.

Weeden NF. 2007. Genetic Changes Accompanying the Domestication of Pisum sativum: Is
there a Common Genetic Basis to the ‘Domestication Syndrome’ for Legumes? Ann. Botany

100: 1017-1025.

Weitbrecht K, Miiller K, Leubner-Metzger G. 2011. First off the mark: Early seed
germination. J. Exp. Bot. 62: 3289-3309.

Werker E. 1980/81. Seed dormancy as explained by the anatomy of embryo envelopes. Israel
Journal of Botany 29: 22-44.

Werker E. 1997. Seed Anatomy — Encyclopedia of Plant Anatomy. Gebriider Borntraeger,

Berlin

Werker E, Marbach I, Mayer AM. 1979. Relation between the anatomy of the testa, water
permeability and the presence of phenolics in the genus Pisum. Ann. Bot. 43: 765-771.

87



West MA, Harada JJ. 1993. Embryogenesis in higher plants: an overview. The Plant Cell 5:
1361-1369.

White J. 1908. The occurrence of an impermeable cuticle on the exterior of certain seeds. Proc.
Royal Soc. Victoria 21: 203-210.

Wong MML, Gujaria-Verma N, Ramsay L, Yuan HY, Caron C, Diapari M, et al. 2015.
Classification and Characterization of Species within the Genus Lens Using Genotyping-by-
Sequencing (GBS). PLoS ONE 10(3): e0122025.

Wormit A, Usadel B. 2018. The Multifaceted Role of Pectin Methylesterase Inhibitors
(PMElIs). Int J Mol Sci 19(10): 2878.

Wu P, Zhou C, Cheng S, Wu Z, Lu W, Han J, Chen Y, Chen Y, Ni P, Wang Y, Xu X,
Huang Y, Song C, Wang Z, Shi N, Zhang X, Fang X, Yang Q, Jiang H, Chen Y, Li M,
Wang Y, Chen F, Wang J, Wu G. 2015. Integrated genome sequence and linkage map of
physic nut (Jatropha curcas L.), a biodiesel plant. The Plant Journal 81(5):810-21.

Whyatt JE. 1977. Seed coat and water absorption properties of seed of near-isogenic snap bean
lines differing in seed coat color. J. Am. Soc. Hortic. Sci. 102: 478-480.

Zhang B, Chen P, Chen CY, Wang D, Shi A, Hou A, Ishibashi T. 2008. Quantitative trait
loci mapping of seed hardness in soybean. Crop Sci 48: 1341-1349.

Zhou S, Sekizuka H, Yang Z. Sawa S, Pan J. 2010. Phenolics in the seed coat of wild soybean

(Glycine soja) and their significance for seed hardness and seed germination. J Agric Food
Chem 58: 10972-10978.

88



