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CIiLE PRACE

Teoreticka ¢ast
V teoretické Casti se vénuji reSerSi na téma pigmentace trichomu: rozdilné akumulace
jednotlivych pigmentii v odlisné€ zbarvenych trichomech, biosyntetickym draham téchto
pigmentl a regulaci téchto drah na rrovni transkripce.

e trichomy a jejich vliv na albedo

e znamé alely a geny a jejich funk¢ni varianty tykajici se rtizného zbarveni

trichomt

e metabolickd draha flavonoida
Prakticka cast
Ovéfeni pritomnosti identifikovanych alternativnich alel u linii s rtiznou intenzitou

Sedého zbarveni trichomt. ldentifikace kandidatnich genti zodpovédnych za rGzné

zbarveni trichomu u variet s dominantni alelou T a Td.



1 UVOD

So6ja lustinata je jednoletd dvoudélozna rostlina. Patfi mezi nejrozsifencjsi olejniny
na svété. Glycine max (L.) Merr., byla domestikovana v Ciné a Koreji z jejiho predka G.
soja Sieb. et Zucc. Piedstavuje asi polovinu celosvétové produkce rostlinnych oleji, ale
slouzi také k vyrobé bionafty a mydel. Hlavné je ale ur€ena pro potravinaiské ucely,
jako naptiklad pro vyrobu s6jového mléka, nattd, tempeh, tofu, séjové omacky, sojové
mouky, sdjového masa nebo jako Cisty bilkovinny izolat s celou fadou aplikaci.

Je velmi zadana v Japonsku, ale poptavka po so6ji se celosvétové neustale zvySuje.
Ekonomicky vyhodnéjsi je soju produkovat nez ji dovazet. Ackoli je sdja piizplisobena
mirnym 1 tropickym oblastem, ménici se klima vyzaduje lepsi pochopeni adaptace na
specifické podminky Zivotniho prostiedi. Limitujicim faktorem pro péstovani
v krajinach s velkym rozdilem délky denniho a no¢niho svétla je prave fakt, Ze so6ja je
rostlina kratkého dne citliva na fotoperiodu (Bu et al., 2020). Krom¢ adaptace s6ji na
také naro¢nost na vlahu ateplotu (Bandilloetal., 2017). Tyto faktory ovliviiuje
pfedev§im morfologie trichoml. Bylo zjisténo, Ze variety séji s kudrnatym typem
trichomil, Zlutohnédymi trichomy a linie s malou hustotou trichom na plochu odrazeji
zafeni vice nez variety se vzpiimenymi ¢i pfilehlymi trichomy, Sedymi trichomy a vétsi
hustotou trichoma (Doughty et al., 2011). Pokud by byly ve vysSich zemédélskych
Sitkach vymeénény rostliny s trichomy za rostliny bez trichomi, doslo by teoreticky ke
snizeni teploty o ~0,40 °C (Doughty et al., 2011).

Za Sedou, zlutohnédou, svétle zlutohnédou a téméf Sedou barvu trichomi muze
obsah flavonii a hydroxylace na jejich B kruhu. Cim méné jich trichomy obsahuji, tim je
jejich barva méné vyrazna. Ridi ji dominantni alela T (Toda et al., 2002), ktera méni
strukturu flavonli hydroxylaci B kruhu a poskytuje derivaty luteolinu, coz zptsobuje
Zlutohnédé zabarveni trichomd. Alela Td podporuje také Zlutohnédé zabarveni,
produkuje vice luteolinu a muze kontrolovat mnozstvi flavonu (Bernard, 1975).
Za svétle Zlutohnédou az Sedou barvu je zodpovédna alela td s malym mnozstvim
luteolinu. Recesivni alela t produkuje naopak derivaty apigeninu a Sedé zabarveni (Yan
et al., 2020).

Ackoli lokusy pigmentace trichomt jsou znamé jiz z minulého stoleti a T alela byla

identifikovana pfed necelymi 20 lety, alely Td byly identifikovany metodou GWAS
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(Genome-wide association study), coz je metoda asociace fenotypu na genotyp. Vyuziti
této metody pro zlutohnédé, svétle zlutohnédé, téméi Sedé a Sedé fenotypy poukézalo na
asociaci na chromosomu 6 — kde se nachazi gen T alely a chromosomu 3 — kde se
nachazi gen Td alely. Dalsi (a statisticky signifikantn&jsi) asociace byly pozorovany na
chromozomu 12 a 16, kde doposud zadné geny pro pigmentaci trichomt identifikovany

nebyly.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Séja lustinata
Soja je dulezitym zdrojem proteina a oleji jak pro lidi, tak pro hospodaiska zvitata.
Obsah proteini muze byt az 45 %. Bilkovinné slozeni bobt ovliviuje i fyzikalné-
chemické vlastnosti sdji, které jsou dilezit¢ predevSim pfi jejim zpracovani. Diky
vysokému obsahu proteinli je v ni pfitomen i napiiklad inhibitor trypsinu, antinutri¢ni
latky a dochazi ke Spatné stravitelnosti této lusténiny (Clarke a Wiseman, 2005). Séja je
také, co se tyCe lusténin, hlavnim zdrojem fytoestrogenii — latek prospéSnych jako
prevence rakoviny (Herman et al., 1995).

V Ceské republice je registrovano 19 odrad s6ji. Z toho tfi odriidy jsou registrované
noveé (v roce 2020), a to konktrétné Marzena, Aurelina a Hana. Z dat o ptihlasenych
mnozitelskych ploch plyne, ze v roce 2019 se nejcastéji péstovala velmi rand az rana

odrtida Silesia (Ptevzato z archivu UKZUZ) pochazejici z Kanady.

2.1.1 Agronomické znaky soji

Lodyha soji dorista do vysky 160 cm, je vztyCena a rozvétvena. Jeji kotfeny pronikaji
do hloubky 0,5 az 2 m (Tvrzicka 2016). Jednotlivé variety se od sebe 1isi v morfologii
trichomu, velikosti zrna, doby kveteni, odolnosti, v obsahu bilkovin a oleje v bobech
nebo v pozadavcich na klima. Rizna muze byt i doba zrani a to od 75 dni az po 200 a
vice. Zalezi na velikosti (ty nejvyssi rostliny dozravaji jako posledni). Pivodni barva
kvéta je fialova, ktera se vlivem domestikace zménila u variet s vysokym vynosem na
bilou.

Zatimco variety pro vétSinovou produkci maji Zlutd semena, a pouzivaji se pro
ziskani oleje ¢i mouky, variety vhodné&j$i na vatfeni maji slamové Zluta, olivové zluta
nebo vyjimecné existuji dvoubarevnd semena S jemnou ofiSkovou chuti. Variety pro
pramyslové zpracovani maji syrovou chut’ a $patné se vaii. Cerné sdjové boby jsou
vybornymi antioxidanty, obsahuji velky podil polyfenold a anthokyaninti. Derivaty
fenylpropanoidové drahy jsou zodpovédné za barvu obalu a pupku bobi soji
(Gillman et al., 2011). Kultivary s6ji se svétlou barvou pupku se pouzivaji pro vyrobu
natté atofu. U domestikovanych variet se setkdvame navic s Cerné nebo hnédé

zbarvenymi lusky. které mohou byt v odstinech zluté, hnédé, Cerné a zelené, ale mohou

11



byt i vicebarevné. Bilé boby neexistuji, jsou to ptivodné zluté boby, které¢ vybledly
staiim (Morse et al., 1949).

Slozené listy se lisi tvarem, velikosti, barvou a dobou, po kterou je drzen na stonku,
nez opadne. To se vétSinou déje v dobé, kdy je lusk zraly. List postupné zezloutne
a nakonec opadne. Lusky jsou dlouhé 2 az 6 cm a obsahuji 2 az 4 boby, lusky se
ptirozené¢ v dob¢ dozravani oteviraji a dochazi k disperzi semen. Disperze semen je u

elitnich kultivarti eliminovana, stejné tak jako prevalentni svétla barva luskt.

2.2 Trichomy
Vétsina variet s6ji ma stonek, listy a lusky pokryté jemnymi chloupky — trichomy
(Obr. 1). Jejich sklon je bud’ ¢astecné prilehly, vzty¢eny nebo prilehly k ¢epeli listu. Pro
tyto fenotypy byly identifikovany dvé alely na chromosomech 12 a 13 a to Pal/pal
a Pa2/pa2 (Bernard, 1975a). Lee et al. (1999) vyvinuli dv& populace (segregujici kazda
jen jednu alelu pro pfilehly fenotyp trichomi) pro zjisténi, ktery fenotyp (vzpiimeny
nebo piilehly) je dominantni a ktery recesivni. Kdyz péstovali linie F24 pro potvrzeni
fenotypu rostlin F2, ukazalo se, ze jen par rostlin mélo zcela pfilehlé nebo tplné
vztyCené trichomy. Zaroven se ale potvrdilo, Ze mezi dvéma fenotypy je velka moznost
variaci. Na pozadi palpal by genotypy byly Pa2Pa2 pro domnéle homozygotni
dominantni, pa2pa2 pro domnéle homozygotni recesivni a Pa2pa2 pro domnéle
heterozygotni.

Pokud je rostlina lysa, je zaroven mensi a krat§i a nemd tolik bobl jako variety
s trichomy. Na druhou stranu je ale odolngjsi vii¢i hmyzim Skidciim, proto je péstovana
v oblasti Orientu (Morse et al.,, 1949). Trichomy jsou prospésné Vv oblastech

s nepravidelnymi srazkami, dochazi diky nim ke snizeni transpirace rostlin.
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Obr. 1 Stonky s6ji lustinaté S ruznymi druhy trichomi. A: husté, B: normalni hustota, C:
kudmaté, D: bez trichomu. (Pfevzato z Bernard a Singh, 1969)

2.2.1 Pigmentace trichomu

Za pigmentaci trichomu stejné jako u vSech ostatnich pletiv je zodpovédny klicovy
enzym flavonsynthasa (FNS). Flavony zodpovédné za pigmentaci pletiv jsou
syntetizovany prostiednictvim dvou kopii geni FNS I, a to FNS II-1
(Glyma.12g067000) a FNS 11-2 (Glyma.129067100) na chromosomu 12. FNS Il prevadi
flavanony na flavony (Yan et al., 2020). Ruzna aktivita enzyma zapojenych do
biosyntetické drahy flavonii mé4 za nasledek rizné koncentrace celé¢ fady derivati
flavont. V trichomech soji bylo izolovano, kvantifikovano (vysokou¢innou kapalinovou
chromatografii) a identifikovano 6 druhi flavonoidi (zodpovédnych za pigmentaci).
Jsou to apigenin, apigenin 7-O-glukosid (oba ziskany jako svétle zluté prasky), luteolin
(ziskan jako Zluty prasek), luteolin 7-O-glukosid, kaempferol 3-O-rutinosid a quercetin
3-O-rutinosid (lwashina et al., 2006). V ostatnich castech/organech rostliny byla
identifikovana cela fada dalSich derivata téchto latek (hlavné v semenech a kvétech).

Za ruznou pigmentaci jednotlivych pletiv jsou zodpovédné nasledujici alely. Pro
barvu obalu semene so6ji jsou to alely T, W1, I, R a O. Barva kvéta je fizena alelami W1,
W3, W4, Wm a Wp a barva trichoma alelami T (na chromosomu 6) a Td (chromosom 3)
(Toda et al., 2002). Bernard (1975a) uvedl, ze barva trichomu je fizena dvéma lokusy,
T/t a Td/td. Zlutohn&édé odpovida T- Td-, svétle Zlutohnédé T- tdtd a Sedé T tdtd a tt tdtd.
Recesivni alela t poskytuje sedou barvu trichomii bez ohledu na ptitomnost alely lokusu
Td (tt TdTd nebo tt tdtd). Na rozdil od T genu ovliviiuje Td gen pouze barvu trichomt,
nikoli barvu kvétl, semen a hypokotylu. Alela Td kodujici transkripéni faktor MYB

byla mapovana 1,1 cM (centimorgani) daleko od markeru smérem ke konci
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chromosomu 3 (Glyma.06g258700) (Yan et al., 2020). Ani jeden z FNS vsak
neodpovidaji Td alele. Td alela koduje transkripéni faktor fidici expresi obou FNS gent.

T alela (gen Glyma.06g202300), ktera koduje flavonoid-3'-hydroxylasu (F3'H), méni
barvu trichomt pfitomnosti nebo absenci flavont. Td alela fenotyp fedi. Dominantni Td
alela poskytuje vys$si mnozstvi derivati luteolinu, zatimco recesivni alela td generuje
mensi mnozstvi derivati luteolinu. Td alela dava Zlutohnédou a recesivni alela td svétle
zlutohnédou (nebo Sedou) barvu trichomi. To naznacuje, Ze alela Td muze regulovat
obsah flavont.. Dominantni T alela trichomti generuje derivaty luteolinu a Zlutohnédou
barvu, recesivni alela t produkuje derivaty apigeninu a Sedou barvu. Alela Td
neovlivituje mnozstvi antokyanti, flavonol glykosidii nebo dihydroflavonol v okvétnich

listcich (Iwashina et al., 2007).

2.2.2 Flavonoid-3'-hydroxylasa

Aktivita enzymu byla poprvé demonstrovana v mikrosomalni kultufe rostlinnych bun¢k
rodu Happlopappus (Fritsch a Grisebach, 1975) a detekovana v extraktu rostlin. Poprvé
byl enzym izolovan a charakterizovan u petunie (Brugliera et al., 1999). Jeho
homologem je gen sf3'h1 (Toda et al., 2002).

Enzym je dulezitym regulatorem antokyaninové drahy v semenech soji. V ¢ernych
sojovych bobech odklani biosyntézu oranzovych a modrych antokyant tak, zZe vznika
Cerveny kyanidin-3-O-glukosid (Choung et al., 2001). Jeho hlavni funkce je pfi
hydroxylaci B kruhu flavonoidii na pozici 3', ktera vede ke vzniku pigment na bazi
kyanidinu. Je zavisly na monooxygenase mikrosomalni cytochrom P450, ktery vyzaduje
kofaktor NADPH (Forkmann, 1991).

Za pigmentaci trichomt je zodpovédna F3'H kodovana Glyma.069202300, ktera byla
identifikovana jako T alela. Bylo nalezeno 46 SNP spojenych s barvou trichoma.
Piekryvaji oblast pfiblizné¢ 2 Mbp (milion part bazi) na chromosomu 6, piekryvaji T
lokus. Deleci jedné baze v genu Glyma.06g202300, dojde ke zméné barvy ze
Zlutohné&dé na Sedou (Obr. 2) (Wen et al., 2015).

14



Obr. 2 Pigmentace trichomt. A: ¢erné lusky se Zlutohnédymi trichomy, B: Sedé trichomy.
(Pfevzato z databaze GRIN/U.S. National Germplasm Systém)

2.2.3 MYB faktor

Existuje velké mnozstvi transkripnich faktort R2R3 MYB podilejicich se na
biosyntéze flavonoidii. Proteiny MYB se také tucCastni biosyntézy anthokyanint,
proantokyanidiny a flavonolt (Liu et al., 2015). Mutace proteini zptsobi vlivem
piedcasného vlozeni stop kodonu neschopnost exprese genu FNS 1. To zptsobi snizeni
obsahu flavonu a barva trichomu neni tak vyrazna (Yan et al., 2020).

Kultivary a linie majici t¢éméf Sedé, sedé nebo svétle zlutohnédé trichomy s alelou td
maji v genu piedCasné stop kodony. Yan et al. (2020) zjistili porovnanim sekvenci
genomu souvislost mezi pred¢asnymi stop kodony v Glyma.03g258700 (transkripéni
faktor R2R3 MYB) a recesivni alelou td. Ve srovnani se zlutohnédou linii trichomut
produkovala téméf izogenni linie s alelou td extrémné malé mnozstvi transkriptd
Glyma.03g258700, FNS I1-1 a FNS 11-2 u trichomii. Promotor FNS I1-1 a FNS [1-2 sdili
regulaéni prvky pro vazbu proteini MYB. Tyto vysledky naznacuji, ze divoky typ (WT)
proteinu Glyma.03g258700 se muze vazat na promotor genti FNS Il a regulovat jejich
expresi, coz vede ke zvySenému obsahu flavonu a hlubsi barvy trichomt. Naproti tomu
mutovany protein Glyma.039258700 mize selhat pfi zvySeni exprese genti FNS Il, coz

vede ke sniZeni obsahu flavonu a zfedéni barvy trichomd.
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2.3 Flavonoidy
Flavonoidy jsou sekundarnimi metabolity rostlin. Ty je syntetizuji za rtiznymi ucely.
Poskytuji rostlin€ zabarveni, aby ptildkala opylovace, chrani ji pted UV (ultrafialové)
zafenim, patogeny a mikroby, protoze slouzi jako signdlni molekuly. Kromé toho mayji
dilezitou ekologickou roli, az 20 % uhliku fixovaného rostlinou k fotosyntéze ptechazi
do fenylpropanoidové drahy a dochazi tak k tvorbé fenolickych slouéenin.

Jejich struktura se sklada primarné z 2-fenylchromant (flavonoidy, véetné flavanonti,
flavont, flavonolli, flavan-3-oli a antokyanidini) nebo 2z 3-fenylchromant

(isoflavonoidy) (Dixon a Pasinetti, 2010).

2.3.1 Biosyntéza flavonii/flavonoidu

V s6ji se flavony vyskytuji nejvice pravé vtrichomech (Toda et al., 2002). Oba
prekurzory jsou odvozeny z metabolismu sacharidi a fenylpropanoidové drahy
(Forkmann a Heller, 1999). A kruh flavonoidd je syntetizovan sekundarni cestou
kondenzaci 3 molt malonyl-CoA, ktery vznikl z glukosy acetatovou cestou (Obr. 3)
(Formica et Regelson, 1995). Kruhy C a B maji také jako vychozi latku glukosu, ale
vznikaji Sikiméatovou drahou za vzniku kyseliny skoficové (enzym fenylalanin amoniak
lyasa, PAL), 4-hydroxyskoticové a jeji redukované formy, kyseliny kumarové (enzym
cinamat 4-hydroxylasa (C4H), ktery je enzymem 4-kumarat-CoA ligasa (4CL)
pfeménén na p-kumaroyl-CoA. Tyto devitiuhlikaté produkty kondenzuji spolu
s produkty malonatu, které maji Sestiuhlikatou kostru, v pfitomnosti chalkonsynthasy
(CHS), (Obr. 3). Vznikaji tak chalkony a po uzavieni kruhu a naslednou hydrataci
vznikaji  3-hydroxyflavonoidy (katechiny), 3,4-diolové flavonoidy (kvercetin),
polyfenolické latky a prokyanidiny (Formica a Regelson, 1995). Isomerizace naringenin
chalkonu chalkonisomerasou (CHI) na naringenin vede v pfitomnosti FNS K tvorbé
apigeninu, ktery muze byt dale pfeménén pomoci enzymu F3'H na luteolin.
Dihydroflavonol-4-reduktasa (DFR) katalyzuje jinou drahu naringeninu, a to vznik
flavan-4-olu. Tento bezbarvy prekurzor dava polymeraci Cervené zabarveni (vznik

flobafentl).
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Enzym CHS katalyzuje prvni krok biosyntézy flavonoidi, pfi kterém vznika chalkon
(zluté zabarveni), ktery je ale uchovavan jen v nékterych rostlinach. Napftiklad rajcata
uchovavaji chalkon ve své slupce (Muir et al., 2001) a astra ¢inska spolu s hvozdikem
zahradnim maji chalkon ve svych okvétnich listcich (Schijlen et al., 2004). CHS ma dva
typy, z nichz typ enzymu izomerizujici 6'-hydroxychalkony a 6'-deoxychalkony je
obsazen hlavné v lusténinach (Joung et al., 2003).

Dalsimi katalyzovanymi reakcemi se tvoifi jiné druhy flavonoidl, a to hlavné
antokyany, z jejichz meziproduktti pfi jejich tvorbé dale vznikaji i aurony, flavony,
proantokyanidiny a flavonoly. Metabolicka drdha vede z chalkonli pfes flavanony az
enzymem isoflavonsynthasou (IFS) k isoflavonoidim. Ty se v nezralém embryu s6ji
akumuluji, coz je spojeno se zvysSenou expresi genu MYB GmMMYB12B2, ktery reguluje
expresi chalkonsynthasy 8 (jedna z deviti kopii genu chalkonsynthasy) a podili se na
syntéze isoflavonoidd (Liu et al., 2015). Ty jsou mimo jiné dilezité pro symbioticky
vztah s0ji s diazotrofnimi aerobnimi bakteriemi (rody Rhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium) (Cooper, 2004).

4,2' 4" 6'-tetrahydroxychalkon  vznikda kondenzaci 3  acetatovych jednotek
za pritomnosti enzymu CHS. Tato reakce zacina reakci malonyl-CoA s p-kumaroyl-
CoA (Holton a Cornisch, 1995). Nasleduje hydroxylace flavanont na uhliku ¢islo 3
pomoci enzymu flavanon-3-hydroxylasa za vzniku dihydroflavonoli. Hydroxylaci
naringeninu vznika dihydrokaempferol, ktery je dal hydrolyzovan pomoci enzymd,
které jsou asociované s P450, v polohich 3' a 5' (tvorba antokyanli odvozenych od
delphinidinu) nebo v poloze 3' na B-kruhu. Pokud dochazi k hydrolyzaci na pozici 3'
vznikaji pigmenty odvozené od kyanidinu za pfitomnosti enzymu F3'H (Toda et al.,
2002; Schijlen et al., 2004).

Leukoanthokyanidiny, vznikajici redukci dihydroflavonoll, jsou stejné jako
katechiny a proanthokyanidiny prekurzory syntézy antokyaninti za pfitomnosti enzymu
antokyanidinsyntazy. Anthokyaniny jsou v poslednim kroku své syntézy za ptitomnosti
flavonoid-3-O-glukosyltransferasy stabilizovany pfenosem glukosy z UDP-glukosy
na volnou hydroxylovou skupinu na uhliku 3 (Schijlen et al., 2004).

B kruh flavonoidi miize byt hydroxylovan bud'to v poloze 3' (pro pigmenty na bazi
kyanidinu) nebo na mistech 3' a 5' (pigmenty na bazi delphinidinu). Hydroxylace
se ucastni enzymy F3'H a flavonoid-3',5'-hydroxylasa vyzadujici kofaktor NADPH.
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Pomoci chromatografie bylo prokazéano, ze alely T a W1 koduji oba enzymy a jsou tak

zodpoveédné za tvorbu flavonoidt (Toda et al., 2002).

2.3.2 Degradace chalkont
Rostliny se chalkonu zbavuji bud’ spontanné jeho izomeraci na naringenin (Holton a
Cornisch, 1995) nebo pravé pomoci CHI (Obr. 4), ktera zplsobi izomeraci

naringenin-chalkonu na flavanon-naringenin (Forkmann a Heller, 1999).

chalkon F3H OH
R o)

dihydroflavonol

flavanon IFS flavon

isoflavanon

Obr. 4 Degradace chalkond. V prvnim kroku jejich pfeména na flavanon pomoci CHI a
nasledné tii alternativni cesty odbourani. Bud'to vznikd dihydroflavonol, flavon nebo
isoflavanon. (Vytvoreno v programu ACD/ChemSketch podle Ralston et al., 2005)
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2.3.3 Vliv konzumace pigmentii na lidské zdravi

Isoflavonoidy a flavonoidy maji kromé biologickych funkei u rostlin i dtlezité Géinky
na lidské zdravi jako je ochrana enzymu ¢i vitaminl. Jsou to semiesencialni slozky
potravy. V potravindich se nejcastéji nachéazi svétle zluté flavonoly (kvercetin,
kaempferol a myricetin), konkrétné v cibuli, ¢erveném vinu ¢i jablku (Obr. 5) (Yao et
al., 2004). Slozky cerného a zeleného caje maji schopnost inhibovat proliferaci
nadorovych bunék nebo zastavit bunéény cyklus apoptozou (Yao et al., 2004). Inhibuji
bioaktivacni enzymy a aktivuji detoxikac¢ni enzymy. Dokazou inhibovat bun&cny
cyklus, oxidacni stres, apoptdzu, a naopak aktivuji imunitni systém. Maji pozitivni vliv
na metabolismus tukd a snizuji pocet kardiovaskularnich chorob. Zpomaluji menopauzu
u Zen a zmiriuji jeji nasledky, u muzt maji pozitivni vliv na vypadavani vlast (Goluch-
Koniuszy, 2016). Zabranuji oxidaci lipoproteini s nizkou hustotou, tim se snizuje riziko
aterosklerozy. Kvercetin inhibuje agregaci trombocytl. Flavonoidy zlepSuji pamét’,
konsolidaci a pozitivné plisobi na kognitivni funkce i proti Alzheimerové chorobé

(Dixon a Pasinetti, 2010).
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Obr. 5 Vyskyt jednotlivych flavonoidd v potravinach a jejich struktura. (Vytvoreno v programu
ACD/ChemSketch podle Yao et al., 2004)

Vykazuji antialergickou, antivirovou, antiproliferacni aktivitu, antidiabetickou i
antineoplastickou aktivitu. Protizanétlivé piisobeni spo¢iva v inhibici cyklooxygenasy 2,
ktera napomaha k rozvoji zanétu (Raso et al., 2001). Tyto ucinky ma biacalin, ktery
zaroven pusobi proti viru HIV 1 (virus lidské imunitni nedostatenosti typu) tim, Ze
brani jeho vstupu do cilovych bunék. Bezbarvé isoflavony tvofici se v soji Glycine max
a dalSich lusténinach mohou pomoct k zabranéni tvorby hormonalné zavislych nadora,
to je ale stale ve fazi vyzkumu (Ralston et al., 2005). Zatim bylo prokazano,
ze geneticky modifikovana rajéata s vysokym obsahem antokyant (Solanum
lycopersicum) prodluzuji zivotnost mys$i nachylnych k rakoviné (Dixon a Pasinetti,
2010). Isoflavony ze s6ji (genistein, daidzein a biochanin A) plsobi proti karcinomu
mlécné zlazy.

Flavonoidy vyrazn€ podporuji zdravi tim, Ze pisobi i jako silné antioxidanty

s vysokou antioxida¢ni kapacitou in vivo i in vitro. Jejich mnozstvi ve stravé je tedy
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spojeno s doporu¢enym dennim piijmem antioxidantii. Do krevniho ob&hu se dostavaji
velmi rychle po poziti a dochazi ke sniZzeni poSkozeni DNA oxidaci (Benzie et al.,
1999). Mohou vychytavat volné radikdly a rtizné formy reaktivniho kysliku diky
pfitomnosti hydroxylové skupiny ve své struktufe. Ta se vaze S neparovym elektronem
radikalu a tim sniZi i jeho aktivitu. Vznikly nepéarovy elektron ptvodni hydroxylové
skupiny se vaze s neparovym elektronem skupiny, ktera vznikla stejnym zplsobem.
Dal§imi mechanismy antioxida¢nich U¢inkt je chelatace kovl (napt. médi nebo Zeleza)
a zhaSeni singletového kysliku. Bylo prokézano, ze ¢im vice ma flavonoid ve své
struktufe hydroxylovych skupin a ¢im méné je glykosylovan, tim vé&t$si ma antioxidacni
aktivitu (Frankel et. al, 1997). Vyssi aktivita je pozorovana také spi§ v hydrofilnim
(pomér disocia¢ni konstanty kyseliny ku rovnovazné konstanté u naringeninu je roven
2,73 £ 0,70) nez v lipofilnim prostiedi (-1,88 + 0,70) (Yao et al., 2004).

Flavonoidy pfijaté z rostlinné potravy jsou modifikovany methylaci nebo glykosylaci
jak u rostlin, tak u Zivocichli. Ve stfevech se nejlépe vstiebavaji isoflavony a nejhtife
anthokyany. Musi byt schopny projit hematoencefalickou bariérou, aby mohly
interagovat s mozkovymi burikami a mohla tak dojit ke stimulaci poZzadované odpovédi
nervové soustavy. Aktivni vazebnd mista pro flavonoidy v mozku zatim nejsou

dostate¢né prozkoumana (Dixon a Pasinetti, 2010).

2.3.4 Vyhodné znaky spojené s Sedymi trichomy
Pokud je sd6ja Glycine max [L.] Merr. vystavena béhem kveteni nizkym teplotam
(10-18 °C), coz se tyka oblasti ve vysSich zemépisnych ¢i nadmotskych Sifkach,
dochdzi ke zpomalovani ristu, ztraté kvéth a nezralych luskd, k hnédnuti kolem pupku,
k praskani semen a také se snizuje vynos. S tim souvisi pravé T alela a alely spojené
s dobou kveteni a dozravani (jejich t¢inky mohou byt aditivni) (Sunada a Ito, 1982).

Alela T potlac¢uje vznik pigmentd v oblasti kolem pupku tak, Ze inhibuje oxidaci
fenolickych sloucenin. Také potlacuje praskani semen. Alela | (zodpovédna za
distribuci pigmentli v semenech) nema tak silny uc¢inek, ale také potlacuje pigmentaci
obalu semene 1 praskani (genotyp tt) (Takahashi, 1997). Existuje geneticka variace mezi
Zlutou barvou pupku (alela I) a Sedou barvou trichomt (t) (Takahashi a Abe, 1994).

Na stres chladem jsou obecné nachylnéjsi odridy se zlutou barvou pupku, které¢ maji
nejcastéji Sedé trichomy (Sunada a Ito, 1982), ale nachylnost na nizké teploty souvisi,

podle pozorovani péstiteli v Japonsku, spi$ jen s barvou trichomt. Takahashi et al.,
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(2005) provedli studii, kterd spocivala ve vystaveni linii chladu. Vyss§i hmotnost byla u
linii s T alelou, ne s recesivni alelou t. Bylo studovano vice alel, ale béhem nizkych
teplot mize mit pfiznivy ucinek i alela T. | ztohoto divodu je dilezita znalost
genetického pozadi variet s Sedymi trichomy.

Pro dalsi Slechténi soji, aby byl zvySen jak vynos, tak i obsah proteinil, je vhodny
kultivar TN11-5102, ktery ma $edé trichomy. Rostlina obsahuje 421 g-kg™ proteint a
216 g-kg? oleje suché hmotnosti a je schopnd produkovat az 490 g-kg™ proteini
Vv s6jové mouce. Vykazuje odolnosti vic¢i polehdvani, rezistenci vii¢i hadatku i vici

vzniku nadora (Pantalone a Smallwood, 2018).

2.4 Albedo plodin

Albedo je schopnost povrchu odrazet dopadajici zafeni. Vyjadiuje se jako pomér
odrazeného elektromagnetického zafeni k zafeni dopadajicimu. Cim vice zafeni je
odrazeno, tim méné energie je pohlceno planetou. Této vlastnosti se da vyuZzit pro
snizeni teplot, které se neustdle zvySuji vlivem globalniho oteplovani (zvySovani
koncentrace CO: v atmosféie).

V soucasné dobé existuje n€kolik zpusobi zvySeni albeda povrchu véetné zmén
ve vybéru typu plodiny, vyuziti orbitalnich slune¢nich clon (Angel, 2006), zvyseni
albeda stiech a chodniki a konverze jehlicnatych lesnich plantazi na listnaté. Dalsi
strategie, které mohou byt vyvinuty v budoucnu by mohly zahrnovat modifikace
morfologie rostlin (Doughty et al., 2011).

Na albedo rostlin ma vliv i lesk listu ¢i pfitomnost trichomi a jejich morfologie.
Péstovanim rostlin s vy$§im albedem baldachynu by teoreticky mohlo vést ke snizeni
teplot v oblasti nad Severni Amerikou a Eurasii (az o 1 °C) béhem Iéta, zatimco
V nizkych zemépisnych S§itkdch v oblasti Jihovychodni Asie je nejvétsi ochlazovani
zaznamenano v zim¢ (Ridgwell et al., 2009). Je dulezité, aby nebylo dosazeno vyssiho
albeda baldachynu na tkor snizeného vynosu plodiny v disledku nadmérného snizeni
absorpce fotosynteticky aktivniho zateni (PAR) (Ridgwell et al., 2009).

Zvyseni albeda v zemédé€lstvi muze ochladit klima ve vysSich zemépisnych Sitkach,
ale zvySeni albeda rostlin tak, aby se vyrovnalo otepleni v budoucnosti bude vyzadovat

veétsi zmeény v rostlinach, nez jsou v soucasné dob¢ k dispozici (Doughty et al., 2011).
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2.4.1 Vliv barvy na albedo

Ze studie od Doughty et al., 2011 vyplyva, Ze je nejvhodnéjsi péstovat svétlejsi rostliny,
jako je Encelia farinosa, ktera odrazi zateni prednostnéji v NIR (blizka infracervena
spektroskopie, ta se nevyuziva pii fotosyntéze) (Ehleringer a Bjorkman, 1978). Bylo
také zjiSténo, Ze izogenni linie se zlutohnédymi trichomy odrazely dopadajici zafeni
vyznamnéji nez ty s Sedymi trichomy. Linie s6ji s kudrnatymi a Sedymi trichomy
odrazely dopadajici zafeni ve viditelné oblasti nejvyznamnéji (Doughty et al., 2011).
Sedé odrady psenice a je¢mene péstovany za podminek s omezenym mnozstvim vody
vykazuji vy$$i vynosy zrna ve srovnani s jejich prot&jsky, coZ naznacuje zvySenou
efektivitu ve vyuzivani vody (mens$i zahtivani listl), kterd pfevazuje nad snizenim
fotosyntézy. Mezi mutanty ciroku dvoubarevného byly pozorovany rozdily v
odrazivosti jednotlivych listl s rozdilnou strukturou vosku az o 0,16 a o 0,19. Dulezita
je také morfologie vrchliku, pficemz mezi odridami kukufice se albedo baldachynu lisi
az o0 0,08 (Ridgwell et al., 2009). Ackoli barva, orientace a hustota trichomd maji jen
nepatrné dopady na velikost albeda listti plodin da se o¢ekavat, Ze ve spojitosti s dalSimi

znaky (jako je intenzita zbarveni listli) mohou albedo sdji zlepsit.

2.5 Fenotypova zména jako disledek prirozenych genetickych variant
Kazdy genom je individudlni a od ostatnich se 1i$i ve smyslu pfirozené¢ se vyskytujicich
genetickych variant. Mezi ty patifi SNP, delece, inzerce, variabilita poétu kopii
segmentt DNA (deoxyribonukleova kyselina) (CNV — copy number variation,
variabilita poc¢tu kopii) nebo tautomerni presmyky (které vznikaji piechodem
vodikovych atomi z jedné pozice purinu nebo pyrimidinu na jinou a dochazi tak ke
vzniku bodovych mutaci). Jakdkoli mutace mize zpusobit zménu ve vlastnostech
jedince neboli zménu fenotypu. Podle efektu, které mutace zpisobuji se déli na tiché
(nemaji Zadny vyznam, koduji stejnou aminokyselinu jako pfed mutaci), missence
(dochazi ke zmén€ aminokyseliny) a na nonsence (dochazi ke vzniku stop kodonu a
zkraceni polypeptidového fetézce).

Ke vzniku stop kodonu doslo naptiklad pravé v T alele vgenu pro F3'H na
chromosomu 6 vyménou adeninu (A) za thymin (T) nebo pravé v Td alele v genu
Glyma.03g258700 na chromosomu 3 zaménou cytosinu (C) za T (Tab. 1). K posunu
¢teciho ramce doSlo na chromosomu 3, kdy misto referencni alely (REF) GA (guanin,

adenin) je alternativni G. V oblasti kodujici sekvence genu Glyma.03g258700 bylo
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nalezeno analyzou SNPViz v2.0 (zobrazova¢ jednonukleotidovych polymorfismi ve
verzi 2.0 vyvijeny v ramci spoluprace Skupiny genomiky lusténin Katedry biochemie s
kolegy z University of Missouri, USA: Zeng et al., http://soykb.org/newSNPViz/ (Zeng
et al., 2020; Zeng et al., 2021) rovnéz n¢kolik tichych mutaci, které nevedou k zadné
zméné aminokyseliny.

Tab. 1 Publikované mutace na chromosomu 6 a 3, pozice, na kterych se nachazeji a popis

konkrétni mutace. Gen Glyma.06g202300 je orientovan ve sméru, gen Glyma.03g258700 proti.
Zobrazeni REF alely i alternativni (ALT) alely.

Chromosom Gen Pozice REF ALT Mutace g)errl]intace
posun ¢teciho
18737366 TC T ramce, delece
C
6 Glyma.06g202300 nonsence, +
18737236 A T Lys344*
missence,
18737324 C T Pro373Lel
45301305 GA G  Posuncteciho
ramce, delece T
3 Glyma.03g258700 posun ¢tecitho -

45301308 TA T ,
ramce, delece T
45301350 C T nonsence
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Celogenomové sekvenovani je pouzivano pro uréeni idealné celé sekvence genomu
DNA. Jde o sekvenovani celé DNA v chromosomech, mitochondriich nebo
v chloroplastech u rostlin. Nizkohustotni genotypizace je Casto zaméfena na analyzu

specifickych signalnich drah nebo na soubory biomarkert.

26 GWAS

Metoda asociace genotypu na fenotyp (= genome-wide association study) je uréena
k detekci asociaci mezi genetickymi variantami a znaky ve vzorcich zkoumané
populace. V idealnim piipadé¢ je takto mozno identifikovat mutace ptimo v konkrétnich
jinak nezndmych genech. Klasickym vystupem GWAS je vyneseni nazyvané Manhattan
plot znazornujici vyneseni -logio hodnoty p na SNP pozicich v jednotlivych
chromosomech.

GWAS analyza na celogenomovych datech je vypocetné ndrocnd a nedostatecna
kvalita informace o insercich a delecich GWAS komplikuje. Proto byla vynalezena cela
fada DNA cipa, které jsou omezené pouze na SNPy a to pouze na jejich zlomek z
celkového mnozstvi SNP v genomu organismu. U sdji je nejoblibenéjSim c¢ipem
SoySNP50K (okolo 3 %). Pouziti DNA ¢ipt je vSak velice oblibené, protoze cely
proces analyzy vyznamné zleviiuje a urychluje.

Za ucelem identifikace konkrétnich genti a jejich mutaci ve znamych alelach lokusii
mapovanych na dulezité agronomické znaky séji byla provedena metoda GWAS. Pro
809 druh s6ji a pro 84 agronomickych znaku bylo zjisténo 245 lokust vyznamnych pro
agronomické znaky s6ji (Fang et al., 2017). Kromé¢ 14 alel souvisejicich se syntézou
oleje byly zjistény i vyznamné signaly pro pigmentaci trichomt na 4 riznych
chromosomech (Obr. 6). Nejsilngjsi jiz publikovany signal pro barvu trichomu je na
chromosomu 6. Ke konci chromosomu 3 je zaznamenan signal odpovidajici svétle Sedé
barv¢ trichomil odpovidajici publikované mutaci na pozici 45 301 350. Nov¢ je
zaznamenan signal i na chromosomu 12 a na zac¢atku chromosomu 16, kde by mohly
byt nalezeny dalsi geny s mutacemi, které by byly zodpovédné za pigmentaci trichom?.
Velikost prohledavané oblasti spolu s oblastmi s nejvyssimi asociacemi jsou uvedeny
v tabulce 2. Autofi také predikovali kandidatni gen Glyma.169016500, ktery ale nebyl

anotovan s funkci zddného znamého proteinu.
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Obr. 6 Manhattan plot pro pigmentaci trichomtl. Vyneseni -logio(p) proti SNP pozicim na 20
chromosomech. Kromé chromosomu 3 a 6, o kterych uz vime, ze obsahuji mutace zodpovédné
za barvu trichomi, jde vidét vidime signal i na chromosomu 12 a 16. Tam by mohly byt
nalezeny dal§i mutace, které by dovysvétlily barvu u variet bez publikovanych mutaci.
(Ptevzato a upraveno podle Fang et al., 2017)

Tab. 2 Oblast hledani v GWAS na chromosomech 3, 6, 12 a 16 spoleéné s pozici s nejvyssi
asociaci a hodnotami -logio(p). (Pievzato z Fang et al., 2017)

Chromosom Zadatek Konec Nejvyssi asociace  -logio(p)
3 45188 204 45 546 666 45 301 350 9,88

6 16 701 822 19 482 848 18 734 414 60,86
12 16 899 433 16 906 312 16 899 433 14,77
16 1439581 1445782 1440 263 22,20




2.6.1 ldentifikace alternativnich mutaci v t alele

T alela je reprezentovana v genu Glyma.069202300 a Td alela v Glyma.039g258700. T
alela ma na barvu trichomt vétsi vliv, dominanti alela poskytuje Zlutohnédou barvu,
recesivni Sedou barvu (Iwashina et al., 2006).

Bylo prokazano, ze mutace zplsobenda deleci C na chromosomu 6 v pozici
18 737 366 G. max Williams 82.a2.vl vede k Sedé barvé trichomi. Delece zméni
nasledujici c¢teci rdmec, coZ zplsobi zkraceni polypeptidu, kde nasledné chybi
konsenzualni sekvence GGEK a doména vazajici hem (Toda et al., 2002). Pozd¢;ji se ale
pfislo na to, ze tato mutace neni u 6,7 % z celkového mnoZzstvi pozorovanych linii s
Sedymi trichomy (Zeng a Skrabisova, 2021), coz vede k zavéru, Ze existuji dalsi mutace
vysvétlujici Sedou barvu trichomti. Pomoci SNPViz v2.0 byla prozkoumana celd
genomova oblast na chromosomu 6 u zlutohnédych a sedych trichoma a byly odhaleny
dvé dalsi mutace (Obr. 7). Prvni vede ke zméné€ A za T na misté 18 737 236 a vede
Kk pfedcasnému stop kodonu Lys344*. Druhd spociva vzaméné C za T na pozici
18 737 324 a vede ke zméné aminokyseliny Pro373Leu (Zeng a Skrabisova, 2021).

Tyto mutace vysvétluji jen Sedou barvu trichomi, ale ne témét Sedou ani svétle Sedou.
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Obr. 7 SNPViz v2.0 vizualizace T lokusu haplotypu na chromosomu 6 - Glyma.06g202300 (pouze kédujici oblast genu). Zlutohnéda (Servend) a Seda (modie).
Delece C na chromosomu 6 v pozici 18 737 366 G. max Williams 82.a2.v1 v t allele (zelen¢). Alternativni mutace v t objevené v tomto pripadé pouZitim
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2.6.2 Mutace v Td alele

Yan et al., (2020) zjistili, ze dominantni alele Td produkovala v trichomech recesivni td
alela malé mnozstvi transkriptd Glyma.03g258700, FNS I1-1 a FNS 11-2. WT proteinu
Glyma.03g258700 se vaze na FNS Il a zvySuje transkripci, ale zmutované proteiny v
Glyma.03g258700 vedou ke sniZeni obsahu flavonu a zfedéni barvy trichomui.

Pro chromosom 3 byly dosud potvrzené 3 mutace (Obr. 8). Srovnanim sekvence
genomu divokého typu Williams 82 se zlutohnédymi trichomy se sekvencemi rostlin
s témef Sedymi trichomy (Pl 157421, Pl 549046 a Pl 84631) (Pl = plant introduction)
byly zjistény mutace v oblasti Glyma.03g258700, coz je transkrip¢ni faktor MYB. V Pl
157421 doslo k substituci G za A (TGG — TGA). V Pl 549046 i Pl 84631 doslo
k delecim, které vedly k pfed¢asnému stop kodonu. Glyma.03g258700 je oproti
divokého typu kratsi a nema pocate¢ni kodon a mize odpovidat alele Td. Jak autofi
prace sami diskutuji, je mozny dalsi dosud nepopsany regulacni mechanismus

pigmentace trichomu.

1 705
Willizms §2 | E— Zluiohnidi
(divoky typ)

i 498
PI 15742’1 B d Témef $eda
(mutantni typ 1) TGG+TGA

) 565
PI 549046 - d Témef $eda
(mutantni typ 2) A

542

1 565
PI 84631 B if‘ Témer Seda
(mutantni typ 3) 5'__:5‘9

Obr. 8 Struktura genu Glyma.03g258700 divokého typu Williams 82 se zlutohnédymi trichomy
a tfech mutantnich typt s témét Sedymi trichomy. Exony jsou zobrazeny ramecky a introny
¢arou. Stop kodony a delece jsou zobrazeny Cernymi a bilymi trojuhelniky. V oblasti zobrazené
Servené doslo k posunu é&teciho ramce vlivem delece. Cisla znazorfiuji pozici nukleotidi
zatinajici od druhého exonu. (Pfevzato a upraveno podle Yan et al., 2020)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Navrh experimenti

Navaznost experimentt vyuzitych pro tuto praci zobrazuje obrazek 9. Zakladem byly
vysledky ziskané z GWAS dle Fang et al., 2017. U identifikovaného genu
Glyma.03g258700 jsem provétila piipadné existence dalSich alel dle vzoru T (viz Obr.
7). Nasledn¢ jsem hledala dodate¢né geny potencialné zodpovédné za zménu
pigmentace trichomt u variet s dominantnimi alelami T a Td na chromosomu 12 a 16.
Pii tom jsem vychazela zlogiky, ze kandidatni geny by mohly byt do urcité miry
homologni na jiz identifikované geny pro F3'H a/nebo MYB. Pro identifikaci
kandidatnich geni jsem provedla fadu analyz in silico za pomoci uvedenych
nastroji/webovych aplikaci. Rozsah experimenta in silico je na obrazku 9 zobrazeno
zluté a laboratorniho ovéfeni je zobrazeno Sed¢. Vyjimkou je sekvenovani Sangerovou
metodou, které je komercnim servisem (modry text). VéEtSinu laboratorni ¢asti nebylo

mozno absolvovat z divodu pandemické situace v akademicém roce 2020-2021.
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Obr. 9 Schéma experimentl. Bioinformatické néstroje jsou zobrazeny zluté, zatimco prace
provadeéna v laboratofi Sed€. Cervena cast dokumentuje mnou provedené experimenty.
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3.2 Provedené experimenty

3.2.1 SNPVizv2.0
SNPViz v2.0 je webovy nastroj pro zobrazovani a analyzu haplotypd. Haplotyp je

skupina genti v organismu, kterd zaroven oznacuje skupinu mutaci dédénych spolecné.

Na rozdil od ostatnich dostupnych zobrazovaét haplotypti (HaploPainter — Peter a
Niirnberg, 2004; Haploview — Barrett et al., 2004; Haplostrips — Marnetto a Huerta —
Sanchez, 2017) je tento obohacen o funkcionality, které krom¢ jednoduchého zobrazeni
zvolené oblasti genomu umoziuji analyzovat asociaci fenotypu a pravdépodobnost,
sjakou konkrétni mutace vysvétluje studovany fenotyp. DokaZze vizualizovat
velkokapacitni bloky haplotypu. Sefadi je podle jejich pozici v chromosomu s ohledem
na piesnost fenotypu na genotyp, proteinovou rodinu nebo jejich funkci. Pro analyzu
genomu s6ji pomoci SNPViz v2.0 je mozné vyuzit vetfejné dostupnych data seti
obsahujicich soubory variet s resekvenovanym genomem (dohromady 775 variet,
SkrabiSova et al., 2021a).

Na strankach soykb.org v sekci nastroje jsem vybrala nastroj SNPViz v2.0. Zvolila
jsem verzi genomu Wm82.a2.v1, ta je obecné¢ vnimana jako nejptesnéjsi. Pro zadani
konkrétni oblasti pro vizualizaci jsem pouzila koordinaty genu Td alely
Glyma.03g258700 (podle databaze anotovanych gentl SoyBase,
https://www.soybase.org/). Startovni pozice je chr03: 45 300 865 a konec¢na je chr03: 45
302 850. Zvolila jsem moznost zobrazit vSechny SNP a indely (inzerce a delece) na
chromosomu 3. Jako data set jsem zvolila Soy775 (Skrabisova et al., 2021a), u kterého
byly zobrazované oblasti omezené pouze na koédujici oblast genu (zvolenim moznosti
varianty tohoto data setu “Modifying Soy775 with 50K positions”). Nakonec jsem
vlozila fenotypovy soubor (pro barvu trichomt). Jako WT je Cislem 1 oznacen
zlutohnédy, jako mutantni je Cislem 2 oznacen Sedy. Témér zlutohnédy fenotyp je
kédovan cislem 3 a svétle zlutohnédy 4. Klastrovanim byly ziskdny vysledky, které po

upravé dokumentuje Obr. 10 (v kapitole Vysledky a diskuze).
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3.2.2 AccuTool
AccuTool (Accuracy Tool) je webovy nastroj (http://soykb.org/AccuTool/index.php)

pro post-GWAS analyzu miry asociace fenotypu s kazdou jednotlivou mutaci v oblasti
asociace genomu Vv definované oblasti chromosomu. Nastroj pouziva pro vyjadfeni této
miry asociace tzv. piesnost (primérnou piesnost neboli Avg a pesimistickou
kombinovanou piesnost Com) a to pro soubor 775  variet séji
(https://github.com/nad7wf/AccuTool, Skrabisova et al., 2021a). Néstroj pouZiva jako
referencni genotyp varietu Williams 82.

Nastroj jsem pouzila pro chromosom 12 i 16, ve kterych byly Fang et al., 2017
metodou GWAS pro pigmentaci trichomtl nalezeny statisticky vyznamné signaly (Obr.
6). Prohledavala jsem vzdy oblast velkou 2 Mbp. U chromosomu 12 to byla konkrétné
oblast 15 899 433-17 899 433 a u chromosomu 16 to byla oblast 440 263-2 440 263.
Oblasti chr16:899 433 a chr12:1 440 263 byly ve Fang et al., 2017 publikovany jako ty
S nejvyssi asociaci. Jako referencni fenotyp jsem vzdy vybrala WT, to znamena v tomto
piipadé Zlutohnédé referen¢ni variety. Nakonec jsem nahrala fenotypovy soubor, ktery
ptifadil realny fenotyp pigmentace trichomti v§em 775 varietam. V AccuTool je mozno
pouzit pouze binarniho rozdé€leni fenotypti, WT (zlutohnédy) = 1, mutantni (Sedy) = 2.
Prohledavanou oblast jsem analyzovala dvakrat, jednou celou genomovou oblast a
podruhé oblast omezenou na kdédujici oblasti genu. Mutace v kdédujicich oblastech jiz
anotovanych genil se biochemicky vysvétluji snadnéji nez mutace, které se vyskytuji v
oblastech mimo geny.

Kandidatni geny jsem ziskala filtrovanim vysledku, které maji piesnost pro WT
fenotyp vétsi nebo rovnu 90 %, a to proto, ze se predpoklada, ze genetické pozadi
ptuvodniho Zlutohnédého fenotypu vsech variet je stejné.

Pfi hledani jsem ovéfila i pfipadné homologni geny pro F3'H a MYB. Sefazenim
vysledku piesnosti od nejvetsi piesnosti po nejmensi jsem postupné prohledala vechny
geny, dokud jsem nenalezla takové, které by svou anotaci naznacovali s plnénim své
funkce v metabolismu a regulace flavonoidi. Kandidatni geny s nejvyssimi vysledky

pfesnosti jsem pro ovéfeni srovnala pomoci nastroje BLAST s chromosomy 6 1 3.
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3.2.3 BLAST

BLAST (basic local alignment search tool) je algoritmus vyuzivany v bioinformatice
pro srovnani informaci z primarni sekvence proteinii se sekvencemi z databaze nebo
srovnani na zékladé jejich domén
(https://www.soybase.org/GlycineBlastPages/index.php). BLAST dokaZze najit domény
i krat$i Gseky sekvence, které jsou nad definovanou hranici podobnosti (Altschul et al.,
1990). Analogickou variantou pro nukleové sekvence je BLASTn a pro proteinové
BLASTD.

Zadanim ID genu Glyma.03g258700 nebo Glyma.06g202300 s vybérem modelu
geni Glyma2.0 byly nateny informace o daném genu. V sekci “predicted protein
sequences” (ptedpovézeni proteinové sekvence) jsem zvolila BLAST “Sequences at
SoyBase” (provést BLAST metodu na strankach SoyBase). Jako program jsem zvolila
“protein => protein”, hledani v databazi Williams 82 Assembly 2 Annotation 1
(Wm82.a2.v1) Protein Sequences. Snahou bylo ovéfit hypotézu, Ze na chromosomech
12 a 16 se nachazeji geny pro proteiny se stejnou funkci jako ty na chromosomech 3 a 6

(F3'H a MYB transkrip¢ni faktor).

3.2.4 Katalog alel séji
Soybean  Allele Catalog je webovy nastroj na  strankach  SoyKB
(http://soykb.org/GenescapeAnalysis/search.php). Pomaha pii hledani novych alel a pro
identifikaci SNP. Zobrazuje genetickou variaci napfi¢ varietami divoké soji,
domestikovanych variet, a elitnich kultivari ze Severni Ameriky (agronomicky
vyznamné kultivary) a také uvadi pocet vSech variet s danou mutaci pro predem zvoleny
gen. Pocet variet je zatim 893, ale postupné se k nim piidavaji dalsi, které maji
resekvenovany genom. Podobné jako v nastroji SNPViz v2.0 tento zobrazuje pozice, na
kterych se mutace nachazi. Omezeni nastroje spociva v zobrazovani kodujicich oblasti
regionll gentl, ale nezobrazi naptiklad promotory nebo introny.

Vyhledavani v katalogu je dvojiho typu. Da se hledat jen podle ID (identifikace)
genu, nebo se daji vyhledat konkrétni linie diky jejich Pl nebo ID. Z nastroje SNPViz
v2.0 jsem vybrala ndzvy vsech variet s Sedymi trichomy, které nemaji na chromosomu 6

zadnou z publikovanych mutaci, kterd by vysvétlovala jejich barvu. Celkem jsem takto
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identifikovala 7 variet. Vlozila jsem jejich identifikacni ¢isla do kolonky “accession” a
nazev genu Glyma.069202300.

Druhym zptisobem hledani byl vyhledan homologni gen Glyma.12g137000. Zde
neméla vétSina variet dostupnych v tomto katalogu Zadnou mutaci, coz svédéi o
pravdépodobné diilezitosti konzervované sekvence genu. Mutace na pozici 16 285 557
je u HNO040_PI1378702, ktera ma ale zlutohnédé trichomy. Stejnym zplisobem jsem
prohledala i homologni geny Glyma.16g021200 a Glyma.16g017500.

3.2.5 Analyza zastoupeni jednotlivych fenotypii pigmentace trichomiu

Pro grafické zobrazeni zastoupeni vysvétlenych a nevysvétlenych mutaci (Obr. 11 a
Obr. 12) jsem prohledala gen Glyma.069202300 (pro Sedou) a Glyma.03g258700 (pro
svétle zlutohnédou). Ziskany pocet vysvétlenych mutaci jsem odecetla od celkového
poctu variet s danym fenotypem. Pro pfesné€jsi vyhodnoceni poctu u Sedych trichomil na
chromosomu 6 jsem pomoci AccuTool nalezla marker ss715593787 s pramérnou
presnosti 91,3 %, kombinovanou piesnosti 59,9 %, piesnosti pro WT 97,3 % a pro

mutantni 85,4 %. Diky nému mohu na 97 % fict, které trichomy jsou zlutohnédé.
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3.3 Planované experimenty

3.3.1 Potrebné chemikalie

Ethylendiamintetraoctova kyselina (Fluka, Ceska republika)
Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, Némecko)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.3.2 Pristroje a vybaveni

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Digitalni pH metr (InoLab, Némecko)

T100™ Thermal cycler (BioRad, USA)
Elektroforeticka cela (Bio-Rad USA)
Elektroforeticka cela (Bio-Rad USA)
Elektromagnetickd michacka (Biosan, LotySsko)
Gel Doc EZ systém (BioRad, Némecko)
Predvazky (KERN, Némecko)

Vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko)

3.3.3 Roztoky

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

3.3.4 Reagencie pro molekularni biologii

5mM dNTP (Thermo Scientific, USA)
Barvivo GelRed® (Biotinum, USA)
Hmotnostni standard GeneRuler 1kbp DNA ladder (Thermo Scientific, USA)
iProof™ High-Fidelity DNA polymerasa (BioRad, Némecko)
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e iProof™ High-Fidelity pufr (BioRad, Némecko)

e Nanaseci pufr — 6x DNA Gel Loading Dye (Thermo Scientific, USA)
¢ NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Némecko)

e Primery Gm09g278000fw a Gm09g278000rev (Sigma-Aldrich, USA)
e Whatman® FTA® Cards (Sigma-Aldrich, USA)

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

3.3.5 Biologicky material

Pro ovéfeni nalezenych alternativnich mutaci v genu t alely Glyma.069202300 by byly
pouzity variety z databaze GRIN (USDA Germplasm Resources Information Network,
https://soybase.org/grindata/), tabulka 3.

Tab. 3 Variety s Sedymi, témét sedymi, zlutohnédymi a svétle Zlutohnédymi trichomy, které by

byly pouzity Vv této praci.
Pl USB ID Barva trichomu

P1 497967 USB-226
P1 166105 USB-004
P1 549018 USB-035
Pl 379618 USB-143
P1 548619 USB-271
P1 504288 USB-227
P1 548193 USB-022
P1 567231 USB-295
Pl 417215 USB-154
P1 417500 USB-159
P1 567788 USB-411
Pl 165675 USB-108
P1404187 USB-148
P1 548473 USB-262
P1 507180 USB-017
P1 578495 USB-044
P1 361093 USB-011
P1 518668 USB-018
P1 567525 USB-317
P1 360957 USB-009
P1 567426 USB-040
P1 548656 USB-001
P1 548978 USB-276
P1 518727 USB-241
P1 468908 USB-014
P1 549028 USB-279

Zlutohnéda
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vy v

Tab. 3 Variety s Sedymi, témét Sedymi, zlutohnédymi a svétle Zlutohnédymi trichomy, které by
byly pouzity v této praci (pokracovdni).

Pl USB ID Barva trichomu

Pl 342434 USB-128

PI 548520 USB-032

PI 549041 A  USB-037

PI 592523 USB-045

PI 123440 USB-101

PI 438335 USB-013

PI 437662 USB-182

P1 594880 USB-357

PI 603397 USB-372

PI 603442 USB-050

PI 592940 USB-346 slutohnéda
PI 592954 USB-046

PI 180501 USB-005

PI 548325 USB-024

PI 578309 USB-043

PI 548256 USB-254

PI 86904 USB-084

PI 81785 USB-003

PI 547481 (palpa2 NIL L67-497)
PI 547528 (pa2 NIL L70-4558)
PI 547634 (pal NIL L76-1291)

P1 507471 USB-236
P1 567407 USB- 306
P1 603290 USB-369
P1 567428 USB-312
P1 567576 USB-320
P1 548561 USB-033
P1 507088 USB-232
P1 603722 USB-388
P1 567746 USB-326
P1 549017 USB-277
P1417479 USB-158 Seda
P1 567558 USB-041
P1 430595 USB-167
Pl 548447 USB-028
P1 587804 USB-342
P1 549026 USB-036
P1 598358 USB-364
P1 597476 USB-048
P1 561387 USB-285
P1 594307 USB-047
P1 416838 USB-153
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vy v

Tab. 3 Variety s sedymi, témé&f Sedymi, zlutohnédymi a svétle zlutohnédymi trichomy, které by
byly pouzity v této praci (pokracovdni).

Pl USB ID Barva trichomt

P1407742 USB-151

P1 324924 USB-127

P1 495020 USB-223

P1612730 USB-392

P1 548364 USB-026

P1 602993 USB-367

P1 603675 USB-386

P1507467 USB-235

P1 361087 USB-010

P1 567675 USB-322

P1 578504 USB-336

P1 592952 USB-347

FC 33243 USB-002

P1 62203 USB-066

P1 95860 USB-098

P1 547742 (palpa2 NIL L69-6095)

P1 547744 (pa2 NIL L70-4112)

P1547733 (pal NIL L67-271)

P1 548490 USB-031

P1548452 USB-029

P1597464 USB-361 svétle zlutohnéda

P1 548360 USB-025

P1090763 HN-004

Seda

3.3.6 Navrzeni primeri

Spomoci programu Primer-BLAST  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome) jsem navrhla  primery pro gen
Glyma.16g16500. Jeho nukleotidovou sekvence jsem ziskala na strankach SoyBase
zadanim ID genu. Sekvenci jsem zkopirovala do sekce PCR template a jako organismus
jsem zvolila Glycine max (taxid:3847). Program generuje primery automaticky na

zakladé piedvolenych obecnych kritérii a standardnich parametri pro PCR primery

(Tab. 4),
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Tab. 4 Vysledky navrzeni primerd pro Glyma.16g16500 ziskané z NCBI Primer-BLAST.
Navrzeni 10 vhodnych parii primert a jejich specifikace (Tm je teplota tani).

. Typ , ™™ Délka Obsah Délka
Par primeru Sekvence od 5" konce (°C) (NTP) GC (%) ampliconu
1 pitimy GTTCCATGGACGGGGACAAA 60,25 20 55,00 142
zpétny ATGGCTTGGAACCCTGTCTG 59,96 20 55,00

) piimy ACGGGGACAAAATGATGGGG 60,3 20 55,00 134
zpétny AATGGCTTGGAACCCTGTCT 59,22 20 50,00

3 pitimy ATGGGGCAGAGACCTCATCA 60,33 20 55,00 122
zpétny CAAATGGCTTGGAACCCTGTC 59,73 21 52,38

4 piimy TGATGGGGCAGAGACCTCAT 60,33 20 55,00 124
zpétny CAAATGGCTTGGAACCCTGT 58,66 20 50,00

5 piimy ATGATGGGGCAGAGACCTCA 60,33 20 55,00 126
zpétny ACAAATGGCTTGGAACCCTG 58,66 20 50,00

6 piimy TTCCATGGACGGGGACAAAA 59,52 20 50,00 140
zpétny TGGCTTGGAACCCTGTCTG 59,54 19 57,89

7 piimy GGGGACAAAATGATGGGGCA 60,62 20 55,00 132
zpétny AATGGCTTGGAACCCTGTCTG 60,55 21 52,38

3 piimy CAAGTTCCATGGACGGGGAC 60,68 20 60,00 147
zpétny AAATGGCTTGGAACCCTGTC 58,37 20 50,00

9 piimy GGGACAAAATGATGGGGCAG 59,17 20 55,00 135
zpétny TACAAATGGTTGGAACCCTG 58,48 21 47,62

10 piimy TTGCCAACTTCCATGGACGG 60,89 20 55,00 151

zpétny AAATGGCTTGGAACCCTGTCTG 61,08 22 50,00

3.3.7 Karty typu FTA®, Whatman™

Karty byly vyvinuty pro sbér, transport, izolaci a archivaci nukleovych kyselin pfti
pokojové teploté po nekolik let. Cela ptiprava trvd méné nez 30 minut. Vyhodou je,
ze pti skladovani nezaberou moc mista a daji se poslat poStou bez nutnosti zvlastni
manipulace, coz z nich ¢ini zadany a dostupny artikl. Rozsah jejich pouziti je Siroky.
Vyuzivaji se vV genomice, forenzni medicin€ nebo pii objevu novych 1¢ki. Karty FTA®
(Flinders Technology Associates) byly testovany v celé skale vzorkd, at’ uz na vzorcich
mikroorganismil, krve nebo vzorcich rostlinnych materiald.

Karty jsou napustény pohlcovaci volnych radikalti a chemikaliemi, aby doslo k 1yzi
bunck, denaturaci proteinii a diky tomu jsou také rychle inaktivovany patogeny.
Chemikalie zabranuji degradaci DNA, chrani vzorek proti oxidaci, napadeni
mikroorganismy, nukleasami a UV zafenim. Po aplikaci vzorku na kartu se zméni jeji
zabarveni, aby bylo jasné, na kterém mist¢ se nachazi naneseny vzorek. Pfed analyzou

je DNA tifeba z nosice nejprve uvolnit a purifikovat, pficemz ne vzdy se podaii ziskat
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dostatek pouzitelné DNA, ptfipadné mize dojit ke kontaminaci vzorku. Po vytiznuti
vzorku z karty je v mikrozkumavce promyt dvéma pufry: ¢isticim ¢inidlem a TE pufrem
(10 mM Tris-Cl, 0,ImM EDTA, pH = 8) (de Vargas Wolfgramm et al., 2008;
Thompson a Hrabak, 2018).

Existuje vice typtt FTA® karet. Klasickd karta ma Ctyfi vzorkovaci plochy pro
500 pl krve nebo 100 pl rostlinného homogenatu. Mini karta ma o polovinu mensi
plochu a kapacitu pro vzorky. Karta pro nejmensi obsah vzorkt je mikro karta s jednou

vzorkovaci plochou. Dale existuji genetické, identifikacni a testovaci karty typu FTA®.

3.3.8 Priprava vzorku pro PCR
FTA karty obsahuji DNA kultivara so6ji, kterd je na né pienaSena pftitlacenim listu, kdy
jeho spodni strana sméfovala smérem vzhtiru. Pouzity list je odebran a karta se vzorkem
tak muze byt skladovana pfi laboratorni teploté¢ pro dalsi pouziti. Je nutné pracovat
sterilné pro zamezeni kontaminace.

Pro izolaci DNA z FTA Kkaret jsem sterilnim skalpelem vyfizla z vhodného mista
karty disk o priméru asi 1 mm. Ten jsem vlozila do vhodné popsané mikrozkumavky a
pomoci automatické pipety jsem ho promyla 3x 100 pul TENT pufrem a 2x 100 ul TE

pufrem. Disk jsem nechala vysusit v digestofi na pil hodiny.

3.3.9 PCR

Polymerazova tetézova reakce (= polymerase chain reaction) je klonovaci technika in
vitro nevyuzivajici mikroorganismy a slouzici primarné k amplifikaci pozadovaného
useku DNA. Proces probiha v cyklech (asi 25-40 opakovani). Generuje velké mnozstvi
kopii DNA sekvence i z velmi malého mnozstvi piivodniho materidlu. UmozZziuje
rychlou selekei, izolaci a amplifikaci pozadovanych usekit DNA a také miizeme diky ni
zkoumat nukleotidové sekvence ze starodavnych dochovanych vzorki, které byly
vysuseny, zmrazeny, ukryty v anaerobnich sedimentech nebo namoceny v alkoholu
nebo formalinu (Simon et al., 1991).

V roce 1971 bylo teoreticky predvedeno, jak by se tato metoda mohla provadét, ale
vSe bylo redln€ provedeno az za dalSich 14 let Karym Mullisem (1986). Velky vyznam

ve vyvoji ma bakterie Thermus aquaticus, ze které byla izolovana DNA polymerasa
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(tzv. Tag polymerasa), ktera je tepeln¢ stabilni do 95 °C (Lorenz, 2012). Dnes se
pouziva termostabilnéjsi Pyrococcus furiosus. Kdyz PCR selze, mize to vést k mnoha
nespecifickym produktim DNA riiznych velikosti, které se projevuji rozmazanim pasi
na agarosovém gelu, nebo se nemusi tvofit zadné kopie ptvodnich sekvenci DNA
(Lorenz, 2012).

PCR reakce probiha ve tfech krocich: denaturace templatu, annealing a faze
prodluzovani neboli elongace. V prvnim kroku dochézi k rozpleteni dvouvladknové
templatové DNA tak, Ze teplota rychle vzroste na 92-96 °C, kde se udrzuje 15 az 60
sekund. Poté¢ teplota rychle klesne na pfiblizné 50 °C. To umoziiuje navazani primerd,
které jsou v prebytku. Primery sméruji DNA polymerasu syntetizovat komplementéarni
vlakna k ptivodni DNA. Ve tietim kroku je teplota 72-74 °C pro co nejvétsi vyuziti Taq
polymerasy. Bylo zjiSténo, Ze pti této teploté¢ Taq piidava 35 az 100 nukleotidii
za sekundu (Simon et al., 1991). Reak¢ni smés obsahuje templatovou DNA, dva
oligonukleotidové primery (kazdy komplementarni k vlaknim DNA, které se
amplifikuji, velikost 18-25 bp-part bazi), pufr, ¢tyfi nukleotidy dNTP ve stejnych
pomeérech a Taq polymerasu. Cyklus kon¢i, kdyz se teplota opét zvysi na 92 °C a vlakna
se vzdali.

K vysusenému disku FTA karty jsem ve sterilnim boxu vysviceném UV na 20 minut
podle tabulky 5 ptidavala roztoky pro amplifikaci DNA. Takto pfipravené vzorky o
objemu 50 ul jsem vlozila asi na hodinu a pil do pfistroje Thermal Cycler, ktery ma

pfedem nastavené podminky (Tab. 6).

Tab. 5 Objemy roztoki potiebnych pro ptipravu reakéni smési do PCR a vysledné koncentrace.

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

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

Rev primer 1 0,5 uM

Sterilni diH,O 35,75

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

Celkovy objem 50
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Tab. 6 Jednotlivé faze PCR reakce a podminky, za kterych probihaji (teplota, ¢as a pocet
cyklt).

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Inicia¢ni denaturace 98 30 1
Denaturace 98 10

Annealing 67 20 30
Elongace 72 30

Finalni elongace 72 300 1

3.3.10 Elektroforéza v agarosovém gelu
Gelova elektroforéza je separacni metoda, slouZzici k oddéleni fragment nukleovych
kyselin vlivem odlisné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli.

Agarosa, produkt extrahovany z motskych fas, je linedrni polymer derivath
galaktopyranosy. Gely se pfipravuji rozpusténim agarosy v teplém elektroforetickém
pufru. Po ochlazeni gelové smési na 50 °C je agarosovy roztok nalit mezi sklenéné
desky. Gely s obsahem agarosy méné nez 0,5 % jsou pomérné¢ kiehké a musi byt
pouzity v horizontalnim uspotadani (Boyer, 2012).

Vzorek, ktery se mé separovat, se napipetuje do jamky vyrobené pomoci hiebinku a
napéti je ptivadéno, dokud nedojde k uplné separaci. Nukleové kyseliny lze na gelu
vizualizovat nebo je Ize sledovat b&hem elektroforézy barvivy jako napiiklad
ethidiumbromidem nebo barvivy GelRed a GelGreen. Rychlost migrace nukleovych
kyselin v gelu zavisi na procentualnim obsahu agarosy, pfitomnosti barviv, velikosti
napéti a na velikosti a konformaci fragmentu DNA. Rychlost migrace molekul je
nepiimo umérna logaritmu jejich molekulovych hmotnosti (Boyer, 2012).

Pro elektroforézu jsem nejdiiv pfipravila 0,8% agarosovy gel rozpusténim 0,8 g
agarosy ve 100 ml 1x TAE pufru. Do gelu jsem vlozila z obou stran hiebinek pro
vytvoreni jamek. Kdyz gel ztuhl, pfenesla jsem ho do vodivostni cely a zalila TAE
pufrem.

Do prvni jamky jsem pomoci pipety nanesla hmotnostni standard GeneRuler 1kb
DNA ladder a do zbylych jamek vzdy po 5 pl vzorku smichaného s 1 pl nanaseciho
pufru Gel Loading Dye. Elektroforéza probihala pii napéti 90 V po dobu jedné hodiny.

Po hodiné jsem vodivostni celu odpojila od zdroje napéti a gel jsem barvila barvivem
GelRed® na tfepacce. Vizualizaci gelu jsem provedla pomoci programu Image Lab

Software v pfistroji Gel DocTM EZ Imager (BioRad).
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3.3.11 Precisténi produktu PCR
Pro ptecisténi DNA se pouzivaji dva sety. Set Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

System se pouziva jako prvni. Ke vzorklim se ptida roztok Membrane Binding Solution
(MBS) vpoméru 1:1. Do mikrozkumavky s kolonkou se silikatovym nosi¢em byl
napipetovan roztok amplifikované DNA s MBS roztokem. Smés se v mikrozkumavce
inkubuje asi 1 minutu a poté je 1 minutu centrifugovana pii 16 000 g pii teploté -4°C.
Po odliti filtratu se k DNA navazané na nosi¢ pridava 700 pl promyvaciho roztoku
Membrane Wash Solution (MWS) a vSe je centrifugovano za stejnych podminek jako
poprvé. Filtrat se odlije, prida se 500 ul MWS a centrifuguje se 5 minut pti 16 000 g.
Odlitim filtratu a centrifugovanim byly odstranény zbytky promyvaciho roztoku,
kolonka je prenesena do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a je k ni pfidano 50 pl vody.
Po jedné minuté je provedena centrifugace po dobu 2 minut pifi 16 000 g. Precistény
produkt je uchovan v mikrozkumavce.

Po spotiebé prvniho setu je pouzit druhy, Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR
Clean-Up. Ke vzorkim se pftida roztok NT1 ve dvojnasobném mnozstvi a smés je
pipetovana do kolonky v mikrozkumavce. Po centrifugaci, ktera trva 30 s pti 11 000 g.
se odlije filtrat a piidd se 700 pl roztoku NT3. VSe je centrifugovdno za stejnych
podminek. Po odliti druhého filtratu je 1 minutu provadéna centrifugace pro odstranéni
NT3. Ke kolonce v ¢isté mikrozkumavce se napipetuje 15 pl pufru NE. Po inkubaci
trvajici 1 minutu pfi laboratorni teploté se provede posledni centrifugace pfi 11 000 g po
dobu 1 minutu. Precistény PCR produkt byl uchovan v mikrozkumavce, kolonka byla

odstranéna.

3.3.12 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Pro sekvenaci je nutné nejdiiv spektrofotometricky stanovit koncentraci DNA. K tomu
se pouziva mikrodestickovy reader Synergy H1 a software Gen5 3.06 (Biotek, USA).
Jako program je nejvhodnéjsi program kvantifikace nukleovych kyselin pro

dvouvlaknovou DNA. Mé&fi se vzorek (1 ul) proti blanku (destilovana voda).
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3.3.13 Sekvenovani Sangerovou metodou

Metoda slouzici ke zjisténi potadi nukleotidii v DNA nebo v RNA. Pro sekvenovani je
dilezita  pfitomnost primeru, DNA  polymerasy, vSech ctyfech dNTP
(deoxyribonukleotidtrifosfat) a ddNTP (dideoxyribonukleotidtrifosfat). Kdyz je na
nove¢ syntetizované vlakno DNA piidan ddNTP, dochdzi k terminaci fetézce, protoze
ddNTP neobsahuje zddnou OH™ skupinu, pfes kterou by se mohly navéazat dalsi
nukleotidy (Boyer, 2012). Je mozné separovat takové fragmenty DNA, které se 1isi jen
jednim nukleotidem. Detekce fragmentii se provadi chemiluminiscenénim znacenim
nebo zna¢enim 32P (Sanger et al., 1977; Dovichi, 1997).

Vzorky pro sekvenovani se pfipravuji smichanim 5 pl vzorku s 5 pl 5 uM roztoku
forward primeru. Pokud neni mnozstvi PCR produktu v 5 pl vzorku kolem 200 ng, musi
se upravit pomér vzorku ku primeru. Sekvenovani vzorkli zndmé koncentrace bylo
provedeno jako komeréni servis u firmy SEQme (SEQme s.r.o0., Dobiis, Ceskd

republika).

3.3.14 Analyza vysledkii pomoci programu BioEdit

BioEdit sice neslouzi ptfimo pro sekven¢ni analyzu, ale pomaha s Gpravou, manipulaci a
analyzou sekvenci, jejichz délka i pocet je omezeny. Program fungujici ve verzich
Windows 95/98/NT/2000/XP je volné piistupny a prizpisobeny béznym uZzivatelim
(Hall, 2004).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Analyza zastoupeni jednotlivych fenotypti pigmentace trichomu

variet s0ji z databaze GRIN

Databaze GRIN obsahuje kolem 20 tisic variet soji (Glycine max i Glycine soja),
pficemz fenotyp pro pigmentaci trichomii byl stanoven u 18643 znich, plvodni
zlutohnéda barva byla pozorovéana pouze u 53,28 % variet, kdezto alternativni Sedd u
témer 43,15 % variet, To naznacuje, ze Sedé trichomy jsou alternativnim fentotypem
s vysokou frekvenci vyskytu. Na obrazku 10 muzeme vidét kromé nejvétsiho
zastoupeni variet s Zlutohnédymi a Sedymi trichomy 132 variet je bez znamého
fenotypu trichomt a dale 112 variet s téméf Sedymi a 553 se svétle Zlutohnédymi
trichomy. Sedé i Zlutohnédé zbarveni je vysvétleno mutacemi na chromosomech 6 a 3.
Svétle zlutohnédé i Sedé trichomy nemaji dosud znamé specifické mutace. Celkem
zbyvéa popsat mutace u 685 (3,67 %) variet se zndmym fenotypem a u 132 chybi
fenotyp popsat.

Zastoupeni variet s Sedymi trichomy s vysvétlenym a nevysvétlenym fenotypem
zobrazuje graf na obrazku 11, kde vidime, Ze pocet neosekvenovanych variet je 7840 a
pocet variet s resekvencovanym genomem je 205. 179 s publikovanymi mutacemi t
alely a 26 s funkénimi (dominantnimi) T alelami (jen 0,32 %).

V grafech na obrazcich 12 a 13 jsou znazornény variety se svétle Zlutohnédymi a
témét Sedymi trichomy, jejichz fenotyp je vysvétleny publikovanymi mutacemi v Td
v genu Glyma.03g258700 a svétle zlutohnédé a téméi Sedé, které zatim nemaji
osekvenovany cely genom, a tedy nemaji vysvétleny fenotyp. Z grafu na obrazku 13
plyne, Ze vétSina variet se svétle zlutohnédymi trichomy obsahuje alternativni alelu td,

vV v

stejné tak jako variety s téméf Sedymi trichomy. Z nich pouze jedna ma REF alelu Td.
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553
112

= Sedé  Svétle zlutohnddé = TéméF Sedé = Zlutohnddé = S neznamym fenotypem

Obr. 10 Kolacovy graf zobrazujici zastoupeni jednotlivych druhi pigmentace trichomi soji
vSech variet z databaze GRIN. Nejvetsi zastoupeni variet je se Zlutohnédymi a Sedymi trichomy.

Zbyva popsat mutace u 112 téméf Sedych a 553 svétle zlutohnédych trichomu. 132 variet nema

fenotyp popsan.
26 179

= REF = Vysvétleno alternativnimi alelami mutacemi = Neosekvenovany cely genom

Obr. 11 Kolaovy graf zobrazujici zastoupeni variet s Sedymi trichomy s
fenotypem vysvétlenym alternativnimi alelami (t alelu ma 179 variet), vysvétlenym REF T
alelou (26 variet) a s neosekvenovanym celym genomem (celkem 7840 variet).
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4

Svétle zlutohnédé vysvétlené = Témér Sedeé vysvétlené

VN v

= Téméf Sedé nevysvétlené = Svétle Zlutohnédé nevysvétlené

Obr. 12 Kolacovy graf variet s pivodni Zlutohnédou a s téméf Sedou pigmentaci trichomu
s resekvenovanym (obsahujici Td alelu nebo alternativni alelu na genu Glyma.06g258700) a
neosekvenovanym genomem.

= Svétle zlutohnédé s REF = Svétle zlutohnédé s alternativni alelami

= Témér Sedé s alternativnimi alelami Témér sedé s REF

Obr. 13 Kolacovy graf variet sresekvenovaném genomem se svétle zlutohnédymi a téméf
Sedymi trichomy. VétSina variet se svétle zlutohnédymi (32) a téméf Sedymi (8) trichomy je
vysvétlena alternativni alelou td. 1 varieta s témét Sedymi a 5 variet se svétle Zlutohnédymi
trichomy jsou vysvétleny REF alelou Td (gen Glyma.03g258700).
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4.2 Ovéreni pripadnych alternativnich td alel pomoci SNPViz v2.0
Nastroj SNPViz v2.0 pro Glyma.03g258700 byl vyuzit pro nalezeni novych mutacich,
které by dovysvétlily fenotyp u variet neobsahujicich dosud publikované mutace
analogicky snové¢ identifikovanymi mutacemi v alele t. Nastroj ukazal mutace
publikované Yan et al. (2020), které by podle autortt mély byt specificky pfitomny u
variet s téméf Sedymi trichomy (Obr. 8). Vysledky muzeme vidét na obrazku 14.
Publikované mutace jsou v zeleném ramecku. Jedna se o dvé delece a mutaci vedouci
ke vzniku stop kodonu. 1. delece na pozici chr03:45 301 305 ukazuje, Ze se nachazi
nejcastéji u trichomt se svétle zlutohnédou pigmentaci. Je ale mozné, ze se mutace
podili na vice typech zbarveni. Naopak 2. delece na pozici 45 301 308 se s vysokou
pravdépodobnosti vyskytuje jen u Sedych trichomu, neni to mutace specificka pro
zfedéni Sedé barvy. Existuje jesté treti publikovana mutace, ktera ma oproti REF alele
(Obr. 14) misto C na pozici chr03: 45301350 T a vede tak k pfed¢asnému stop kodonu.
Pomoci SNPViz v2.0 (Obr. 14) se ukazalo, ze je pfitomna u vSech studovanych typt
pigmentace. V poslednim sektoru na obrazku 6 jsou prvni dva sloupce s mutaci, ktera
nezpusobuje vkone¢ném disledku zménu aminokyseliny, stejné tak jako mutace
v dalSich dvou sloupcich, kde je zatazen G.

Na chromosomu 3 se mi podafilo najit vSechny tfi publikované mutace, ale Zadnou
novou, kterd by zplsobovala zménu aminokyseliny a byla by tak zodpovédna za
fenotyp témét zlutohnédych, svétle Sedych a Sedych variet s dominantimi T a/nebo Td
alelami. Pozorovala jsem celou fadu dalSich mutaci, které se nejevi jako specifické vici
sledovanému fenotypu, ale naznacuji, ze gen Glyma.069258700 nema konzervovanou
sekvenci.

Manhattan plot pro barvu trichomt z Fang et al., 2017 (Obr. 6) ukazal signaly na
chromosomech 3, 6, 12 a 16, kdy na chromosomu 6 byl nejsiln¢jsi, a kromé
publikovanych mutaci byly pomoci SNPViz v2.0 nalezeny i dvé nové, které by mohly
byt zodpovédné za barvu trichom@ (Obr. 7) (Zeng a Skrabisova, 2021). Zbylé linie
neobsahujicich ani jednu z jiz publikovanych mutaci by tedy mohly mit mutace na
chromosomu 12 nebo 16. Na obou je dokonce signal z GWAS (Obr. 6) vyssi nez na
chromosomu 3. Mohly by byt nalezeny nové mutace na jednom nebo druhém

chromosomu, které by vysvétlovaly zabarveni trichomu.
50
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Obr. 14 SNPViz v2.0 vizualizace Td/td alel v Glyma.03g258700 (pouze kodujici oblast genu). Cervené je zobrazeny Zlutohnédy, modfe Sedy, zelend
témet Sedy a Zluté svétle zlutohnédy fenotyp trichomi. Zeleny ramecek znazornuje tii dosud publikované mutace. Nové nalezené mutace nejsou
specifické pro pigmentaci trichomii. (Upraveno podle SoyKB: Soybean Knowledge Base)
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4.3 Analyza presnosti asociace fenotypu pro mutace v kandidatnich

genech pigmentace trichomi pomoci AccuTool

Sestupné sefazené vysledky primérnych piesnosti u chromosomu 12 a 16 byly
prohledany pomoci odkazl na anotace pro dany gen v SoyBase. Timto byl ziskan jeden
kandidatni gen na chromosomu 12, Glyma.12g137000 anotovany jako flavonol
reduktasa/cinnamoyl-CoA reduktasa/dihydroflavonol 4-reduktasa, ktera by se dle
anotované biochemické funkce mohla podilet na biosyntéze flavonoidiu a tedy i
pigmentt trichomu séji. Dva kandidatni geny byly nalezeny na chromosomu 16, a to
Glyma.169021200 a Glyma.169017500. Prvni z nich obsahuje cytochrom P450, ma
monooxygenasovou/flavonoid-3'-monooxygenasovou aktivitu a podili se na biosyntéze
luteolinu a flavonolu. Druhy nalezeny gen na chromosomu 16 se podili na biosyntéze
flavonoidd a koduje mimo jiné flavanon-3-dioxygenasovou aktivitu.

Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 7, 8, 9 a 10, kde jsou ukdzany jen reprezentativni
vysledky. Cisla znazorfjici riizné druhy filtrovani maji tento vyznam: 1 = varianty
sefazené sestupné podle primérné piesnosti, 2 = varianty sefazené podle kombinované
pesimistické presnosti, 3 = filtrované varianty podle ptesnosti pro WT = 100 % a
zaroven sefazené podle pramérné piesnosti, 4 = filtrovani podle nejvyssi piesnosti pro
WT a zarovein sefazené podle nejvyssi primérné piesnosti, 5 = filtrovani pro mutantni
presnost < 90 % sefazeno sestupné podle kombinované pesimistické presnosti, 6 =
homologni geny filtrovany pro mutantni pfesnost < 90 % sefazeno sestupné podle
primérné piesnosti, 7 = varianty bez modifikaci filtrovany pro mutantni pfesnost < 90
% sefazeno sestupné podle kombinované pesimistické presnosti.

U genu vtabulce 5 filtrovanych pro mutace nachazejici se v kodujicich
oblastech gent je vidét, ze dand oblast je zatizena nedostatecnou kvalitou sekvenovani,
ktera se odrazi v mnozstvi variet s chybéjici informaci o ptitomnosti referen¢ni nebo
alternativni alel. Bylo potvrzeno, Ze neexistuji zadné popsané geny (u variet s Sedymi
trichomy), které by nemély homologni pozadi u T fenotypu.

Z filtrovani podle 6 plyne, Ze neexistuje 100% piesnost pro Zlutohnédy fenotyp
(WT), coz je ale v rozporu s hypotézou, Ze vSechny variety se zlutohnédymi trichomy
maji homogenni pozadi. Vysledky filtrovanim podle 7 (kandidatni gen) ftikaji, Ze
mutace zodpovédné za Sedy fenotyp by mohly vzniknout v ramci jedné evoluéni

ptihody/mutace, pokud by vSechny variety s Sedymi trichomy nevysvétlené mutacemi
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na chromosomu 6 byly vysvétleny mutacemi na chromosomu 12. Ziskané vysledky jsou
ale vysledky jen z kodujicich oblasti gent. Ve filtrovani podle 7 jsou sefazena data
sestupné podle kombinované pesimistické presnosti, a ne podle primérné presnosti,

protoze tim bychom se nezbavili velkého procenta chybéjicich dat.

Tab. 7 Vynatek vysledkti z AccuTool pro chromosom 12 zahrnujici jen modifikace. Obsahuje
ID genu, primérnou piesnost (Avg), kombinovanou pesimistickou piesnost (Comb), pfesnost
pro WT a pro mutantni typ (MUT). Rozdéleni vysledkt podle zobrazeni v§ech SNP nebo SNP
zpusobujicich modifikaci. Filtrovani podle sedmi riznych kritérii. Rozdéleni podle filtrovani. 1
je sefazeni podle Avg, 2 podle Com, 3 podle WT = 100 % a Avg a 4 podle Avg a WT.
Zobrazeni REF a ALT alel a vysledného efektu (posun c&tectho ramce nebo zména
aminokyseliny — AA).

Avg Com WT MUT

Filtr  Gen Pozice REF ALT  Efekt (%) (%) (%) (%)

1 Glymal2g138800 16740908 G T C335F 644 234 347 941
,  Glymalizgl40s00 16241515 G T  CBS5F 539 408 997 8,1
Glyma12g137700 16411095 C T  A208V 537 408 997 7.7
3 Glyma.12g138800 16 736 080 gﬁA c posun 519 86 1000 37
4 Glymali2gld0600 17394105 CAA C _ posun 530 408 99,7 81

Tab. 8 Vynatek vysledki z AccuTool pro chromosom 12 zahrnujici i oblasti bez modifikaci.
Obsahuje ID genu, primérnou piesnost (Avg), kombinovanou pesimistickou pfesnost (Comb),
pfesnost pro WT a pro mutantni typ (MUT). Rozd¢€leni vysledkii podle zobrazeni vSech SNP
nebo SNP zpusobujicich modifikaci. Filtrovani podle sedmi riznych kritérii. Rozdéleni podle
filtrovani. 1 je sefazeni podle Avg, 2 podle Com, 3 podle WT = 100 % a Avg, 6 pro
MUT <90 % podle Avg a filtrovani 7 je pro MUT < 90 % sefazeno podle Com. Zobrazeni REF
a ALT alel a vysledného efektu (posun ¢teciho ramce nebo zména aminokyseliny — AA).

Avg Com WT MUT

Filtr  Gen Pozice REF ALT Efekt (%) %) (%) (%)
AA
CT
TG
CT
5 Glyma.12g140800 17528650 AA A downstream 54,0 295 9,0 99,0
CT
TTT
AC
G
1 - 15906349 G A intergenic 100,0 0,3 100,0 99,7
2 - 16901926 C A intergenic 79,0 485 594 986
Glyma.12g140900 17 604 647 A G upstream 100,0 0,8 100,0 100,0
3 - 17800597 A T intergenic 100,0 0,8 100,0 100,0
- 17800597 A AG intergenic 1000 0,8  100,0 100,0
6 Glyma.12g137000 16287895 G A upstream 595 399 763 426
Glyma.12g137000 16283705 C T downstream 515 39,1 96,7 6,2
7 - 16901926 C A intergenic 790 485 594 98,6
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Tab. 9 Vynatek vysledki z AccuTool pro chromosom 16 zahrnujici jen modifikace. Obsahuje
ID genu, primérnou pfesnost (Avg), kombinovanou pesimistickou piesnost (Comb), piesnost
pro WT a pro mutantni typ (MUT). Rozdéleni vysledkii podle zobrazeni vsech SNP nebo SNP
zpusobujicich modifikaci. Filtrovani podle sedmi riznych kritérii. Rozdéleni podle filtrovani. 1
je sefazeni podle Avg, 2 podle Com, 3 podle WT = 100 % a Avg, 4 podle Avg a WT a 5 pro
MUT < 90 % setazeno podle Com. Zobrazeni REF a ALT alel a vysledného efektu (posun
¢teciho ramce nebo zména aminokyseliny — AA).

Avg Com WT MUT

Filtr  Gen Pozice REF ALT  Efekt (%) (%) (%) (%)

1 Glyma.16g018400 1 629 041 D1502N 654 39,7 429 879

Glyma.16g024800 2 407 980
Glyma.16g024700 2 405 127

D383N 61,0 423 848 373
191V 615 419 839 390

H717Y 515 57 100,0 3,0

= ®O> 00

2
3 Glyma.16g008900 775 364
4

Glyma.16g012800 1 124 593 K245M 572 413 923 221

Glyma.16g019200 1693169 TG
Glyma.16g019300 1699364 A

posun 642 386 374 909
S442C 640 383 36,7 91,3

5

=4 4 |>>o d+

Tab. 10 Vynatek vysledkt z AccuTool pro chromosom 16 zahrnujici jen modifikace. Obsahuje
ID genu, primérmou piesnost (Avg), kombinovanou pesimistickou pfesnost (Comb), piesnost
pro WT a pro mutantni typ (MUT). Rozdéleni vysledkii podle zobrazeni v§ech SNP nebo SNP
zpusobujicich modifikaci. Filtrovani podle sedmi riznych kritérii. Rozdéleni podle filtrovani. 1
je setazeni podle Avg, 2 podle Com, 3 podle WT = 100 % a Avg a filtrovani 7 je pro
MUT <90 % sefazeno podle Com. Zobrazeni REF a ALT alel a vysledného efektu (posun
¢teciho ramce nebo zména aminokyseliny — AA). Gen oznaceny * je kandidatni gen navrzeny
Fang et al., 2017.

Avg Com WT MUT

Filtr  Gen Pozice REF ALT Efekt (%) %) (%) (%)
1 *Glyma.16g016500 1 443 234 ;GA\ T downstream 100,0 11,1 100,0 100,0
2 Glyma.16g016500 1440253 G A upstream 789 492 656 92,2
- 1446182 A G intergenic 83,3 41 100,0 66,7
Glyma.16g016500 1441937 T G downstream 75,0 3,5 100,0 50,0
AT
3 AT
Glyma.16g020200 1832717 AT A intron 715 1,0 100,0 429
AT
AT

Glyma.16g016500 1440253 G A upstream 789 492 656 922
Glyma.16g016500 1442501 C T downstream 79,6 47,6 66,7 92,4

4.4 Identifikace geni koédujicich tvorbu pigmenti v s6ji pomoci

Katalogu alel sdji
Cilem této analyzy bylo zjistit, zda-li se na chromosomech 12 a 16 nachazeji piipadné
paralogy genti F3'H lokusu T a MYB transkripéniho faktoru lokusu Td. Na zakladé
podobnosti s proteinovymi sekvencemi F3'H a MYB nebyly signifikantné nalezeny
shodné sekvence na chromosomech 12 ani 16. Kandidatni geny nalezené pomoci

nastroje AccuTool si se sekvencemi F3'H a MYB podobné nejsou.
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Pomoci nastroje Katalog alel s6ji jsem hledala, zda variety s Sedymi trichomy, které
nemaji publikované mutace na chromosomu Glyma.069202300 nemaji mutace na mnou
nalezenych  kandidatnich  genech  Glyma.12g137000, Glyma.16g021200 a
Glyma.16g017500.

Prohledavanim v genu Glyma.069202300 byly nalezeny dvé variety s REF alelami
(HNO38 PI248515, PI 546044) a dalsich pét variet bez publikovanych specifickych
mutaci vysvétlyjicich jejich Sedou barvu trichomt. Prohledavanim homologniho genu
Glyma.12g137000 nebyla nalezena zadna z variet, ktera na chromosomu 6 nema mutaci
zodpovédnou za jeji fenotyp. Na chromosomu 12 nebyla nalezena zadna specificka
mutace pro nami hledany fenotyp. Pro gen Glyma.16g021200 nebyla nalezena zadna
mutace. U druhého homologniho genu Glyma.16g017500 sice byla nalezena mutace, ta
ale neni u 7adné znami hledanych variet. Zadny z nalezenych homologli nema
specifickou mutaci, kterd by dovysvétlila zbylé linie. Néstroj ale nezobrazuje naptiklad
promotory, proto bylo nutné znovu pouzit nastroj SNPViz 2.0, kde jsem se podivala jen
na variety s nevysvétlenym fenotypem. Analyza, kterou jsem provedla, prohloubila

védéni v této oblasti.

4.4.1 Ovéreni kandidatniho genu Glyma.169g016500 pro tvorbu
pigmentu v séji
Z dat od Fang et al., 2017 ziskanych z nastroje AccuTool pro nalezeni kandidatnich
genl na chromosomech 12 a 16 (Tab. 11) byla pro gen Glyma.16g016500 provedena
analyza haplotypu pomoci zobrazova¢e SNPViz v2.0 a analyza vyhledavanim piirozené
genetické variability v konkrétnich genech a varietach pomoci nastroje Katalog alel so6ji
(Tab. 12). Byla nalezena mutace vedouci k pred¢asnému stop kodonu u jedné z variet,
ale 889 variet ma REF alelu. Kandidatni gen Glyma.16g016500 bych potvrzovala u

reprezentativni variety se svétle Zlutohnédym fenotypem trichomu (Obr. 15).

Tab. 11 Vysledky hledani homologniho genu na chromosomu 12 a 16 ziskanych z AccuTool.
Avg Comb WT MUT

Chromosom Gen Pozice REF ALT (%) (%) (%) (%)
12 - 16899433 G T 46,6 31,2 839 9,2
16 Glyma.169016500 1 440 263 T C 63,7 37,2 34,1 100,0
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Tab. 12 Vysledek z Katalogu alel soji pro homologni gen Glyma.169016500. U jedné variety
byl na pozici 1441051 nalezen stop kodon. Vé&tSina variet ma REF alely.

Chromosom  Pozice Pocet variet ~ Mutace
1441136 2 C|V79A
16 1441051 1 stop kodon
1 440 852 1 T|V3L
- 889 REF alela

Obr. 15 Potvrzeni vSech kandidatnich mutaci navrzenych v této praci. A (USB-320, $eda,
P1567576), B (USB-017, PI507180, zlutohnéda), C (USB-029, svétle zlutohnéda,
P1 548452) - reprezentativni varieta pro potvrzeni identifikovanych kandidatnich gent Fang et
al., 2017.
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5 ZAVER

Byla vypracovana literarni reSerSe na téma pigmentace trichomu, rozdilna akumulace
pigmentt, biosyntéza flavonoidi a regulace téchto drah. Dale byl popséan vliv trichomt
na albedo a jejich ucinky na lidské zdravi. Vénovala jsem se také znamym alelam a
genlim, které se tykaji zabarveni trichoml s6ji lustinaté.

Diky databazi GRIN a Katalogu alel so6ji byly vytvoieny grafy pro znazornéni
zastoupeni jednotlivych barev trichomi, pficemz je zde 1 uvedeno, jakéa ¢ast variet jiz
byla resekvenovana a/nebo je znama mutace zpusobujici jiny nez zlutohnédy fenotyp
trichomi.

Kandidatni geny byly identifikovany a ovéfeny pomoci bioinformatickych ndstrojh
SNPViz v2.0, AccuTool, BLAST a pomoci Katalogu alel s6ji. Analyzou celého genomu
pomoci nastroje SNPViz v2.0 byly potvrzeny tfi publikované mutace v genu
Glyma.03g258700, ale nebyly vsak pozorovany zadné dodate¢né mutace, které by byly
specifické pro variety s Sedymi trichomy. Byly identifikovany kandidatni geny na
chromosomu 12 a 16. Pomoci nastroje AccuTool byly po sestupném sefazeni vysledka
podle prumérné presnosti identifikovany diky anotacim na SoyBase kandidatni geny
Glyma.12g137000, Glyma.16¢g021200 a Glyma.16g017500. Byl také nalezen gen
Glyma.16g016500, ktery predikovali autofi Fang et al., (2017) Jeho primérna ptesnost
byla ale jen 63,7 % a jeho funkce nebyla potvrzena anotaci SoyBase jako relevantni
k biosyntetické draze spojené s tvorbou pigmentt v trichomech. Ovéfenim téchto gent
pomoci BLAST nebyla ani v jednom pfipad¢é nalezena podobnost jejich sekvenci se
sekvencemi geni Glyma.03g258700 a Glyma.06g202300. V katalogu alel pro geny
Glyma.12g137000, Glyma.16g021200 a Glyma.16g017500 nebyly nalezeny zadné
mutace, které by odpovidaly varietam s nevysvétlenym fenotypem v genech a mohly by
dovysvétlit fenotyp. Analyzou genu Glyma.16g016500 bylo zjisténo, ze zadna z jeho
nalezenych mutaci neni specificka vici fenotypu Sedych trichomi, a proto na zakladé
analyz v této praci miZe byt tento kandidatni gen vyloucen.

Nalezené kandidatni geny neobsahuji specifické mutace, které by dovysvétlily
fenotyp pigmentace trichomu. Vyvratila jsem Fang et al., 2017 predikovany kandidatni
gen Glyma.16g016500, ktery je konzervovany - neobsahuje zadné potencialné

vyznamné mutace.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

°C
4CL

A
AA

AccuTool
ALT

Avg
BLAST
bp

C

C4H

cM

cm

CNV
CO2

Com
ddNTP
DFR
diH20
DNA
dNTP
EDTA
F3'H

FNS

FTA
gkg™
GRIN

stupné Celsia
4-kumarat-CoA ligasa

adenin
aminokyselina

Accuracy Tool

alternativni alela

pramérna presnost

Basic Local Alignment Search Tool
pary bazi

cytosin

cinamat 4-hydroxylasa
centimorgany

centimetr

variabilita poc¢tu kopii

oxid uhli¢ity

pesimistickd kombinovana piesnost
dideoxynukleosidtrifosfaty
dihydroflavonol-4-reduktasa
deionizovana voda
deoxyribonukleova kyselina
2'-deoxynukleosid 5'-trifosfat
kyselina ethylendiaminotetraoctova
flavonoid-3'-hydroxylasa
flavonsynthasa

Flinders Technology Associates
guanin

grami na kilogram

Germplasm Repository Information Network
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GWAS genome-wide association study

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti
CHI chalkonisomerasa

CHS chalkonsynthasa

ID identifikace

IFS isoflavonsynthasa

kbp tisic paru bazi-

M molarni

m metry

Mbp milion pard bazi

mM milimoléarni

MUT mutantni typ

MYB rodina transkrip¢nich faktora

NaCl chlorid sodny

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
ng nanogramy

NIR blizké infracervené zafeni

NTP nukleosidtrifosfat

OH~ hydroxylovy anion

PAL fenylalanin amoniak lyasa

PAR fotosynteticky aktivni zareni

Pl plant introduction (uvedeni rostliny)
REF referencni

RNA ribonukleova kyselina

S sekunda

SNP jednonukleotidovy polymorfismus
SNPViz vizualizace jednonukleotidovych polymorfismi
T thymin

TAE tris-acetat-EDTA pufr
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TE tris-EDTA pufr

TENT tris-EDTA-NaCl-Triton X-100 pufr
Tm teplota tani

uv ultrafialové

v2.0 verze 2.0

v2.0 verze 2.0

WT divoky typ

ul mikrolitr
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