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SOUHRN

Teoretickd ¢ast diplomové prace na téma ,,Geografickd a geneticka distribuce alel
accD/bcep genti podminujicich jaderné-cytoplazmaticky konflikt u hrachu (Pisum sp.)* se
zabyva inkompatibilitou u rostlin. Nejprve je zminéna autoinkompatibilita, kterou délime na
homomorfickou a heteromorfickou a dale pak na sporofytickou a gametofytickou. Poté je
popsana inkompatibilita u hybridi se zaméfenim na jaderné-cytoplazmaticky konflikt, a to
ptedevsim u hrachu (Pisum sp.)

Experimentalni ¢ast se zaméfuje na analyzu alel genti accD a bccp, které souvisi
s jaderné-cytoplazmatickym konfliktem u hrachu. Byla provedena izolace DNA a RNA,
reverzni transkripce, PCR amplifikace, elektroforeticka separace a sekvenacni analyza. Byla
zkoumana alelicka diverzita obou genti, které kombinace se vyskytuji v prirod¢ a jaka je jejich

geograficka distribuce.



SUMMARY

The theoretical part of this master’s thesis “Geographical and genetic distribution of
accD/bcep genes involved in nucleo-cytoplasmic conflict in pea (Pisum sp.)” focuses on
incompatibility in plants. Firstly, the self-incompatibility is mentioned, which can be divided
into a homomorphic and a heteromorphic self-incompatibility and subsequently into a
sporophytic and a gametophytic self-incompatibility. Then the issue of hybrid incompatibility
is described focusing mainly on the nucleo-cytoplasmic conflict in pea (Pisum sp).

In the experimental part, alleles of accD and bccp genes associated with the
nucleo-cytoplasmic conflict were examined. DNA and RNA isolation, reverse transcription,
PCR amplification and gel electrophoresis and sequencing analysis of both genes were
performed. The allelic diversity was explored to determine which allelic combinations of

accD/bccp genes occur in nature and to identify their geographic patterns.
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SEZNAM ZKRATEK

ACC — acetyl-CoA karboxylaza

BC — biotin karboxylaza

BCC - biotin karboxy! carrier protein
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CMS — cytoplazmatickd samci sterilita
CoA — koenzym A

GSI — gametofytickéd autokompatibilita
MRNA — mediatorovd RNA

ORF — otevieny ¢teci ramec

PPR — pentatricopeptide repeat

rpm — otacky za minutu

RT-PCR — reverzni transkripce

Rubisco — ribulosa-1,5-bisfosfat-korboxylaza/oxygenaza
SCR - S lokus na cystein bohaty protein (S locus cysteine-rich protein)
S| — autoinkompatibilita

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus
sp. — druh (species)

SRK — S lokus receptor kinaza

SSI — sporofyticka autoinkompatibilita
var. — odruda (variety)

a-CT — a-podjednotka karboxyltransferazy

B-CT — B-podjednotka karboxyltransferazy
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1 UvoD

Pro zachovani jakéhokoliv organismu je naprosto nezbytna schopnost rozmnozovani.
Rostliny jsou schopny pohlavniho i nepohlavniho rozmnozovani. Vétsina vyssich rostlin se
rozmnozuje pohlavné, pfiCemz je podstatné stiidani pohlavniho (haploidniho) gametofytu
a nepohlavniho (diploidniho) sporofytu. V diploidnim sporofytu dochdzi za pomoci meidzy
k produkci haploidnich spor, ze kterych poté vyrasta gametofyt. Na ném pak mitézou dochazi
k tvorb¢ gamet, které po splynuti tvoii diploidni zygotu, jez se vyviji v embryo uloZené
v semeni (Strasburger, 1894; Valero et al., 1992; Holsinger, 2000). U rostlin mize dojit bud’
k samospraseni, kdy splyvaji sam¢i a sami¢i gamety téze rostliny (Darwin, 1876; Campbell,
1986) coz v dusledku vede geneticky k homozygotnosti, a nebo k cizospraseni podporujici
heterozygotnost a v dusledku pak vétsi variabilitu (Knight, 1799; Lloyd et Schoen, 1992).
Pohlavni rozmnoZovani je dilezité z divodu rekombinace a ndhodné segregace otcovskych
a matefskych chromozomi do pohlavnich bun¢k (Holsinger, 2000).

Krom¢ pohlavniho rozmnozovani rostliny vykazuji i rozmnozovani nepohlavni,
vegetativni. Takto se rostliny rozmnozuji pomoci pupend, Slahount, oddenkii ¢i hliz
(Holsinger, 2000). Pfi nepohlavnim rozmnozovani dochdzi k vzniku nového jedince, ktery je
genotypové shodny s jedincem, z néhoz vznikl. Takto geneticky stejné¢ vybaveného jednice
pak muzeme nazyvat klonem (De Meeus et al., 2007). Podobné funguje také apomixie, pfi
které jsou sice vyvinuty pohlavni organy rostlin, nicméné nedochazi ke splynuti samci
a samici gamety a novy organismus je identicky s organismem matetskym (Richards, 2003).
Protoze pfi vegetativnim rozmnozovani nedochézi ke splynuti gamet, je povazovano za
primitivnéj$i. Genotypova variabilita populaci, jejiz jedinci se takto rozmnozuji, je nizsi, nez
kdyby se rozmnozovali pohlavné (Hilsinger, 2000).

Populace je definovéana jako skupina jedincii stejného druhu Zijici a rozmnozujici se na
uréitém uzemi v urCitém case (Mayr, 1963; Tarsi et Tuff, 2012). Pokud dojde k rozdéleni
takovéto populace tak, ze urcita skupina jedinct se zacne vyvijet samostatné a je reprodukcéné
odd€lena, mluvime o speciaci, tedy o vzniku nového biologického druhu. Nejcastéji
rozliSujeme speciaci alopatrickou, parapatrickou a sympatrickou (White, 1968; Bush, 1975).
Pti alopatrické speciaci dochazi k rozdéleni populace geografickou bariérou, ¢imz je tok genti
velmi limitovan, nebo Upln€¢ omezen. Nové vzniklé populace se tak vyvijeji samostatné,
dochazi v nich k odliSnym mutacim a mize dojit k vytvofeni reprodukéni izolace, pficemz je
podstatné, po jakou dobu puisobi geografickd bariéra (Dobzhansky, 1937). Naopak

parapatrickd speciace, pfedstavujici mezistupen mezi speciaci alopatrickou a sympatrickou, se



vyznacuje tim, Ze subpopulace spolu sousedi, geografické bariéry nejsou uplné a je mezi nimi
v malé mife umoznén nerovnomérny tok genti (Gavrilets et al., 2000; Bank et al., 2012).

O sympatrické speciaci mluvime, pokud v ramci jedné populace dojde k vzniku novych druhti
naptiklad prostiednictvim adaptace ¢asti jedincti na odlisSnou ekologickou niku. Neni nutna
pfitomnost zadné geografické bariéry (Mayr, 1947).

S procesem speciace a vznikem novych druhli tzce souvisi vznik reprodukénich
bariér. Tyto bariéry znemoznuji tok gent, zabranuji jedincim dvou raznych druhti produkovat
Zivotaschopné potomstvo, ¢imz udrzuji integritu druhu (Mayr, 1942; Baack et al., 2015). Na
reprodukéni izolaci rostlin se podili vétSi mnozstvi bariér. V zakladu je muzeme délit na
prezygotické, pusobici pied vznikem samotné zygoty, a postzygotické, jez se uplatiuji po
jejim vzniku (Rieseberg et Willis, 2007). Podle Baacka et al. (2015) je v souvislosti
s rostlinami o néco presnéj$i pouzivat terminy pfed a poopylovaci bariéra. Pfedopylovaci
mechanismy brani pfeneseni pylového zrna k vajecné buice, zatimco poopylovaci se

uplatiiuji az po opyleni.



2  CILE PRACE

Teoreticka c¢ast
Cilem teoretické casti diplomové prace bylo vypracovat literarni reSer$i pojednavajici

0 jaderné-cytoplazmatickém konfliktu u rostlin.

Prakticka cast

Cilem praktické Casti bylo provést sekvenacni analyzu vybranych linii hrachu (Pisum sp.) pro
chloroplastovy gen accD a jaderny gen bccp odpovidajici za jaderné-cytoplazmaticky
konflikt.



3  LITERARNI PREHLED

3.1 Autoinkompatibilita

Termin inkompatibilita u rostlin poprvé pouzil A. B. Stout v roce 1917 pfi studium
fertility ¢ekanky obecné (Cichorium intybus L.), kdy ji popsal jako vztah pusobici mezi
pohlavnimi organy a pohlavnimi buiikami rostlin (Stout, 1917). Pohlavni inkompatibilitu
muzeme rozliSit na mezidruhovou, kterd plisobi v ramci odliSnych druhii a vnitrodruhovou,
jez se uplatiuje na trovni jednoho druhu (Bernacchi et Tanksley, 1997).

Béhem evoluce kvetoucich rostlin hrala velkou roli zejména autoinkompatibilita (self-
-incopatibility, SI). Jejim cilem je zabranit samospraSeni rostlin, pfestoze produkuji funkéni
samc¢i a samici gamety (Brewbaker, 1957). Primarné autoinkompatibilitu rozd€lujeme na dva
druhy, a to inkompatibilitu homomorfickou a heteromorfickou, kde hlavni roli hraje
morfologie kvétu. Pii heteromorfii existuji dva (dystilie), tii (tristylie) nebo vice
inkompatibilni morfologicky odlisné typy. Naopak u homomorfie je inkompatibilita fizena
jednim nebo vice S lokusem, zatimco morfologie kvéth je stejnd (Charlesworth, 1982). Dale
pak mizeme rozliSovat inkompatibilitu gametofytickou (GSI) a sporofytickou (SSI). Obé¢ jsou
vazané pravé na interakci alel S lokusu (Brewbaker, 1957). Ke vzniku inkompatibilni reakce
dochazi, pokud spolu interaguje pylové zrno a pestik rostlin, které nesou stejnou alelu

S lokusu (De Nettancourt, 1977; Dixit et Nasrallah, 2001).

Autoinkompatibilita

Heteromorficka Homomorficka
\
‘ ( |
Sporofyticka Sporofyticka Gametofyticka

Linaceae Brassicaceae Gramineae
Oxalidaceae Convolvulaceae Papaveraceae
Polygonaceae Asteraceae Plantaginaceae

Rosaceae

Obr. 1: Schématické rozdéleni autoinkompatibility; uvedeny jsou Celedi rostlin, pro néz je

dany druh inkompatibility typicky. (Upraveno podle: Tao et lezzoni, 2010)



3.1.1 Heteromorficka a homomorficka inkompatibilita

O podstaté heteromorfické inkompatibility, tedy odliSnostech ve stavbé kvét rostlin
stejného druhu, se zminoval jiz Darwin v roce 1877. Projevuje se piedevSim heterostylii, kdy
tyCinky a pestiky jsou vzhledem k sobé jinak vysSkové postaveny, aby se zabranilo
samooplozeni. Mizeme ji rozliSit na distylii (vyskytujici se napiiklad u prvosenky Primula
veris L.) a tristylii (vyskytujici se naptiklad u vodniho hyacintu Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms). Pii prvnim zminéném ptipad¢é (Obr. 2A) rostlina tvoii dva druhy kvétt — s dlouhym
pestikem a kratkymi ty¢inkami nebo dlouhymi tyCinkami a kratkym pestikem. Naopak pfi
tristylii (Obr. 2B) mohou exitovat tii druhy kvétd s riznou kombinaci postaveni pestiku
a ty¢inek (Barrett, 1990).

A Distylie | B Tristylie

Fd

5

Tycinka™ |

Obr. 2: Schématické znazornéni postavené pestiktl a tyCinek pfi distylii (A) a tristylii (B).
(Upraveno podle: Barrett, 1990)

Pfi homomorfii nedochdzi k vyskytu odlisSnych kvétd, jejich stavba je stejna.
Samospraseni je predchdzeno schopnosti samiciho reprodukcéniho systému rozpoznat
nekompatibilni pyl, tedy pyl vlastni nebo mu podobny. Inkompatibilni reakce je fizena
molekularng, zavisi na existenci S lokusu. K dulezitym homomorfickym inkompatibilnim
systémum patii gametofyticka a sporofyticka inkompatibilita (Charlesworth, 1982; Furstenau
et Cartwright, 2017).

3.1.2 Gametofyticka inkompatibilita
K prvnimu objevu gametofytick¢ inkompatibility doSlo v roce 1925, kdyz East et
Mangelsdorf zkoumali sterilitu rostlin rodu Nicotiana. Inkompatibilni reakce je fizena jednim

multialelickym genem (S lokus, Salely) a je podminéna interakci haploidniho pylu



a diploidniho pestiku (¢nélky; Vekemans et Slatkin, 1994). Pii této reakci je dilezité, aby
doslo k rozpoznani (recognition) alelickych variant a poté k ptipadnému zabranéni oplozeni
a tvorby semene (inhibition). U GSI pylové zrno klic¢i a pylova lacka zacina prortstat ¢nélkou,
az poté, je-li Salela pylu shodna s S alelou pestiku, je proces zastaven (Zavada et Taylor,
1986).

Pylova y
- — Blizna
zrna @ @ 1) ﬁf;
@

&1 :3 | |_ Cnélka
i
Pragnik - l'ﬁf ;.-" "
{ /& V’“\\.
i / /| aHI\ Semenik
&)
\ \W [Q;»’l Vaje¢na buiika
5,5, Prasnik S,S, Pestik SS, Pestik 3334 Pestik
Nekompatibilni Semikompatibilni Kompatibilni

Obr. 3: Schématické zobrazeni gametofytické inkompatibilni reakce, ktera je fizena interakci
S alel pylového zrna a pestiku. (Upraveno podle: Silva et Goring, 2001)

V prvnim piipadé maji pylova zrna stejné S alely jako pestik, kli¢eni pylové lacky je tedy
zastaveno. V piipadé druhém, kdy pestik nese alely S; a Sz, muze kli¢it pylové zrno s alelou
S2. V poslednim piipadé inkompatibilni reakce nenastava, S alely pestiku a pylovych zrn

nejsou shodné.

Vramci GSI rozliSujeme dva zdkladni molekularni mechanismy vzniku
inkompatibilni reakce — popsané prvotné¢ u rodi Nicotiana a Papaver (Franklin-Tong et
Franklin, 1993). Mnoho studii bylo provedeno na ¢eledi Solanaceae, a to konkrétn¢ na tabaku
(Nicotiana sp.). Bylo zjisténo, ze v pletivu ¢nélky dochazi k expresi glykoproteinu, ktery
pusobi jako ribonukledza poté, co pronikd do pylové lacky. Zde aktivné degraduje mRNA,
¢imz je rust pylové lacky zastaven (McClure et al., 1989). U maku vi¢iho (Papaver rhoeas L.)
pak doslo k objevu odlisného systému, kdy je v blizné produkovan maly S protein, ktery vSak
nema ribonukleasovou aktivitu (Franklin-Tong et al., 1991). Chova se jako ligand, vaze se na
receptory kli¢ictho pylového zrna a zpilisobuje uvoliiovani Ca®* iontd do cytoplazmy.
Nasledné dochazi k aktivaci kindzové kaskady, coz vede k zastavené rlstu pylové lacky

(Franklin-Tong et al., 1993; Franklin-Tong et al., 2002).
6



3.1.3. Sporofyticka inkompatibilita

Jako prvni se o sporofytické inkompatibilité¢ zminuje D. U. Gerstel pti svych studiich
na rostlin¢ Parthenium argentatum A. Gray v roce 1950 a je bezprostfedné nasledovan
Hughesem a Babcockem (1950), kteti se zabyvali dalSim zastupcem cCeledi Asteraceae, a to
rostlinou Crepis foetida L. Pii SSI je reakce pylu urcena diploidnim genotypem somatického
pletiva tyCinky (sporofytu), ve kterém pylové zrno vznika, nikoliv vlastnim genotypem. SSI je
tedy dana interakci dvou diploidnich genotypl, tedy kombinaci Ctyf alel. Alely mohou
vykazovat kodominanci, ale také dominanci (Schierup et al., 1997). Na rozdil od GSI je u SSI
inkompatibilni reakce zahdjena na blizné, k prorustani pylové lacky ¢nélkou tak vibec
nedochédzi (Zavada et Taylor, 1986). Existuji dva typy SSI: homomorficky, ale také
heteromorficky (Stevens et Murray, 1982).

SS, SS SS, SS S.S S,S

2 172 172 172

N
N

SN
& & @&

S,S, Prasnik S,S, Pestik S8, Pestik S,S, Pestik
Nekompatibilni Nekompatibilni Kompatibilni

Obr. 4: Schématické zobrazeni sporofytické inkompatibilni reakce, ktera je fizena interakci
kodominantnich S alel somatického pletiva tyCinky a pestiku. (Upraveno podle: Silva et
Goring, 2001).

K zahajeni inkompatibility dochazi vzdy, kdyz je alespon jedna S alela pylového zrna
(somatického pletiva prasniku) shodna s alespoii jednou S alelou pestiku. K proriistani pylové
lacky tedy dojde pouze ve tfetim piipadé pii kiiZzeni S1S; X S3Sa.

V piipad€, Zze je jedna z alel dominantni nad druhou, je situace odlisna. Pokud je
napiiklad alela S; dominantni nad alelou S,, pii kiizeni S1Sd X $1S39 k vykligeni pylu
nedojde, naopak pfi kifzeni S1S,3 x S,S3Q miize pylové zrno normalné klic¢it (Hughes et

Babcock, 1950; Hiscock et Mclnnis, 2003).



Pii studiich na rostlinach rodu Brassica, bylo zjisténo, Ze na inkompatibilni reakci se
podili nékolik produktti S genti. V prasnicich a pylovych zrnech se jednd o na cystein bohaté
proteiny SCR (oznacCovan také jako SP11; Schopfer et al., 1999; Shiba et al., 2002),
Vv pesticich pak o transmembranové receptory s kindzovou aktivitou SRK (Stein et al., 1991).
Pti samoopyleni pak receptory SRK véazi proteiny SCR a je zahdjena sporofyticka
inkompatibilni reakce (Shimosato et al., 2007).

3.2 Inkompatibilita hybrida

Krom¢ autoinkompatibility, kterou mtzeme fadit mezi prezygotické reprodukéni
bariéry a jejiz hlavnim cilem je zabranit samospraSeni a tedy vytvofeni zygoty, existuje
| inkompatibilita na trovni hybridi. Uplatiuji se pti ni postzygotické reprodukéni bariéry,
dojde tedy k opyleni, oplozeni a az poté je zahajena inkompatibilni reakce, ktery mize ustit ve
snizeni fitness potomstva nebo V jeho ¢astecnou ¢i celkovou sterilitu (Aalto et al., 2013).

Reprodukéni bariéry piisobi nejen mezi jedinci odliSnych druht, ale hraji vyznamnou
roli také pii speciaci. Pokud nastane rozdéleni populace, at’ uz geografickou bariérou nebo
odli$né, mize dojit k nezavislému vzniku novych alel. Nové vzniklé alely izolovanych
populaci mohou byt kompatibilni s alelami ptivodni populace, ze které vznikly, nikoliv v§ak
mezi sebou. Podle tzv. Bateson-Dobzhansky-Muller modelu (Dobzhansky, 1936; Muller,
1942) je potieba zmény alespont ve dvou genech, aby nastala inkompatibilita a vzniklé
potomstvo bylo sterilni, pfipadné neschopné zivota. Pokud by zména nastala pouze v jednom
genu, nebude to mit na potomstvo vliv (Dobzhansky, 1936; Orr, 1996). Dvé alopatrické
populace maji ze zacatku identicky genotyp aabb. V jedné z téchto populaci dojde k objeveni
a zafixovani alely A a mohou se vni tedy vyskytovat genotypy Aabb i AAbb. V druhé
populaci naopak dojde ke vzniku a zafixovani alely B a objevuji se tedy i genotypy aaBb
a aaBB. Rostliny vSech vySe zminénych genotypl Zivotaschopné a mohou se rozmnoZovat.
Piestoze alela A je kompatibilni sb a alela B sa, kombinace alely A salelou B muze
predstavovat problém. Pokud dojde k hybridizaci mezi jedinci dvou takovych populaci,
potomstvo AaBb muize byt sterilni nebo neschopné preziti (Dobzhansky, 1936; Orr, 1995).

Pro geny, které se takto podileji na pribéhu speciace, existuje mnoho oznaceni. Orr
(1992) pouziva termin specia¢ni geny, zatimco Rieseberg et al. (2004) upiednostiiuji termin
izola¢ni geny. Noor et Feder (2006) je nazyvaji geny bariérovymi. Takovychto genti, nebylo
doposud objeveno mnoho, jejich pocet se vSak zvySuje. Jedna se o ,,obyCejné geny*, které
v ramci jednoho druhu funguji za béznych okolnostni normalné (Orr et al., 2004; Wang et
Hahn, 2018).



3.2.1 Sterilita hybridi

Jednim z nejcastéjsich projevi inkompatibility je prave sterility hybrida, vyskytujici se
Castéji a diive nez v piipadech, kdy dochazi k uplné letalité hybrida (Sasa et al., 1998; Orr et
al, 2004). Sterilita byla pozorovana u hybridid Zivocicht i rostlin. T. Dobzhansky (1936)
provadél studie na sesterskych druzich Drosophila pseudoobscura Frolova a Drosophila
persimilis Dobzhansky et Epling (téz oznaceni D. pseudoobscura rasa A a rasa B), pfi jejichz
kiizeni dochazelo ke vzniku sterilniho potomstva. Chen et al. (2012) se zabyvali kiizenim
poddruhit ryze Oryza sativa L. var. indica a var. japonica, jejichz hybridi vykazovali
¢asteCnou sterilitu. Sterilita hybridi byla zaznamenana u mnoha dalSich rostlin, naptiklad
u brukve Brassica sp. (Zeng et al., 2014), kejklitky Mimulus sp. (Sweigart et al., 2006)
a Vv neposledni fad¢ hrachu Pisum sp. (Bogdanova el al., 2009). Hybridi nemusi sterilitu
vykazovat hned v generaci F;, neschopné rozmnozovani mohou byt az generace nasledujici
(Chen et al., 2016).

3.2.2 Letalita hybridi

Neschopnost pieziti hybridnich jedinci je dalSim projevem postzygotické
inkompatibility (Chen et al., 2016). Letalita je zptsobena pfedev§im zastavenim vyvoje
endospermu, ktery predstavuje vyzivné pletivo pro embryo (Johnston et al., 1980; Dinu et al.,
2005). Kfizenim geograficky oddélenych populaci Drosophily melanogaster Meigen se
zabyvali Lachance et True (2010), kdy inkompatibilini reakce ustici v letalitu potomstva byla
vazand na chromozom X. Bomblies et al. (2007) se zabyvali studiem postzygotické
inkompatibility u linii huseni¢ku (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh). U hybridi byla
pozorovana nekroza, V nékterych piipadech konc¢ici odumienim organismu, souvisejici s geny
imunitniho systému rostlin. Letalitou u kejklitky (Mimulus guttatus DC.) spojenou s genem

pro toleranci vysokych obsahit médi se zabyvali Wright et al. (2013).

3.3 Jaderné-cytoplazmaticky konflikt

Pro spravnou funkci bunky je Casto nezbytnd vzdjemnd interakce genomu jadra,
mitochondrie a plastidi (Maroof et al., 1992). Nejznaméjsim piikladem muze byt enzym
ribulosa-1,5-bisfosfat-korboxylaza/oxygenaza (Rubisco), jehoz vétsi podjednotky jsou
kodovany chloroplastovou DNA v chloroplastu, zatimco mens$i podjednotky jadernou DNA
v cytosolu (Blair et Ellis, 1973; Spreitzer, 2003). Mitochondrialni i chloroplastova DNA
obsahuje geny, jejichz produkty hraji dulezitou roli v bunééném metabolismu a jsou

s jadernym genomem provazany regulaénimi drahami (Roux et al., 2016). Béhem evoluce
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také doslo k pfesunu mnoha cytoplazmatickych gent do jadra, proto je nyni k spravné funkci
mitochondrii a chloroplasti vyzadovan import jaderné¢ kodovanych proteini do organel
(Levin, 2003).

Pti hybridizaci mize nastat ptipad, kdy dojde ke spojeni navzajem nekompatibilniho
jaderného a cytoplazmatického genomu a naruseni zivotnich funkci bunky, dochézi tedy
tzv. jaderné-cytoplazmatické inkompatibilit¢ (konfliktu; Bogdanova et al., 2009). Jadern¢-
-cytoplazmaticky konflikt je pravdépodobné jedna z prvnich genetickych bariér, kterd se
vyskytuje v prabéhu speciace. Potvrdili to napiiklad Barnard-Kubow et al. (2016) pii studiich
na Campanulastrum americanum L., kdyz pozorovali omezenou zivotaschopnost u F1
hybridt. Cim vétsi odlignosti cytoplazmatické genomy vykazuji od genomil pivodnich, tim
vetsi je pravdépodobnost, Ze pii vnitrodruhovém kiiZeni nastane jaderné-cytoplazmaticky
konflikt (Levin, 2003). Pokud dojde k takovémuto nekompatibilnimu spojeni genomd,
rostlina je mensiho vzristu, ma omezenou plodnost, tvoii mensi listy i palisty, na kterych se
objevuji chlorotické skvrny (Bogdanova el at., 2009; Yadrikhinskiy et Bogdanova, 2011).
Dopadem jaderné-cytoplazmatického konfliktu na fitness hybridi se zabyvali Roux et al.

(2016) pfi studijich na Arabidopsis thaliana L.

3.3.1 Cytoplazmaticka sam¢i sterilita

Cytoplazmatickd samci sterilita (CMS) je jednim z nejcastéjSich projevl jaderné-
-cytoplazmatického konfliktu. Jednd se o formu samci sterility, kterd je disledkem
nekompatibilni reakce jaderného a mitochondrialniho genomu. CMS je nej€astéji zpisobena
pfeorganizovanim mitochondrialnich otevienych ctecich ramci (ORF; Aalto et al., 2013).
Rostliny nejsou nasledné schopny produkovat funkéni pyl, coz je zplsobeno maternélni
dédi¢nosti mitochondrialniho genomu (Weider et al., 2009; Simon et al., 2016). Produkty
téchto genli se hromadi ve vnitini mitochondridlni membrané a dochazi k programované
bunécné smrti bunék tapeta a postupné i dalSich bunék pletiv prasnikii. Tento jev je spojen
S uvolnénim cytochromu c z mitochondrii do cytosolu tapetalnich bunék (Balk et Leaver,
2001).

CMS je nejcastéji studovana na gynodioecickych populacich, tedy takovych, v nichz
se vyskytuji samic¢i a hermafroditni rostliny. Protoze jaderné geny jsou do dalSi generace
pfenaSeny pylem 1 vajicky, ale cytoplazmatické prevazné jen po matefské linii, mize dojit
ke genomickému konfliktu, tedy naruseni hermafroditni populace ve prospéch samicich
rostlin (Cosmides et Tooby, 1981; Aalto et al., 2013). Samci fertilita vSak muze byt

znovuobnovena pomoci genu obnovujiciho fertilitu (Rf), ktery je lokalizovan v jadie
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hybridnich rostlin (Aalto et al., 2013). U pettnie (Petunia sp.; Bentolila et al., 2002) a fedkve
set¢ (Raphanus sativus L.; Brown et al., 2003) Rf gen kdéduje 35 aminokyselin dlouhou
sekvenci (PPR; pentatricopeptide repeat), kterd patfi mezi eukaryotni RNA vazebné proteiny
nezbytné pro posttranskripéni procesy v organelach (Schmitz-Linneweber et Small, 2008).
Z kukufice (Zea mays L.) byl izolovan gen obnovujici fertilitu rf2, jez koduje aldehyd
dehydrogenédzu podilejici se na odbouravani aldehydu vzniklého alkoholovym kvaSenim pii
vyvoji pylu (Cui et al., 1996).

Jako prvni se o0 sam¢i sterilit¢ dédéné maternalné zminuji Bateson et Gairdner (1921),
ktefi se zabyvali Inem setym (Linum usitatissimum L.). Od té doby byl vyskyt CMS
zaznamenan u mnoha dalSich rostlin. O vyskytu samci sterility u kukufice (Zea mays L.)
pojednava Rhoades (1931) a komeréné se ji vyuziva K produkci hybridnich semen pro
péstovani rostlin, u nichz bude zabranéno samospraseni (Dewey et al., 1987). CMS u ryze
(Oryza sativa L.) se zabyvali Mignouna et al. (1987), u pSenice (Triticum aestivum L.) to byli
Quetier et Vedel (1977), u brukve fepky (Brassica napus L.) Erickson et al. (1986)
a u cukrové fepy (Beta vulgaris L.) Powling (1981).

3.3.2 Konflikt jaderného a plastidového genomu

Na inkompatibilni reakci se krom¢ mitochondridlniho genomu miize podilet i genom
plastidovy. Dobfe prozkouman je tento jev u druhu pupalka (Oenothera sp.). Stubbe et Raven
(1979) popisuji, ze urCité kombinace jaderného a plastidového genomu nevedou k tvorbé
normalné se vyvijejicich zelenych rostlin. U takovychto rostlin také mtze byt inhibovana
produkce pylu a vmens$i mife také vajicek. Studiem ridznych kombinaci jaderného
a plastidového genomu u Oenothera sp. se zabyvali Greiner et al. (2008), ktefi zjistili, ze
K vzniku inkompatibility mtize pfispivat oblast mezi chloroplastovymi geny psbB a clpP.
Konflikt jaderného genomu a plastomu byl studovan u somatickych hybrida rostlin celedi
Solanaceae, konkrétné ruliku zlomocného (Atropa belladonna L.) a tabaku virginského
(Nicotiana tabacum L.), kteti vykazovali chlorofylové deficience (Kushnir el at., 1991).
Schmitz-Linneweber et al. (2005) zjistili, Ze jaderny genom ruliku postrada gen, ktery by
zodpovidal za Gpravu ATPasové a-podjednotky mRNA v chloroplastech tabaku.

Konfliktu mezi jadernym a plastidovym genomem bylo vénovdno méné pozornosti
nez tomu mezi genomem jadernym a mitochondridlnim. Zeng et al. (2016) se vénovali
vyskytu inkompatibility jaderného genomu a plastomu u topolt (Populus sp.) a Zhang et al.
(2015) u celedi kakostovitych (Geraniaceae). Biparentadlni dédicnost chloroplastii, ktera

snizuje projevy jaderné-cytoplazmatické inkompatibility, byla objevena u rostliny
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Campanulastrum americanum L. (Barnard-Kubow et al., 2017). Hodn¢ bylo vénovano studiu
jaderného a plastidového konfliktu u hrachu setého (Pisum sativum (L.) Merr., Bogdanova et

al., 2009), o ¢emz podrobnéji pojednava nasledujici kapitola.

3.4 Jaderné-cytoplazmaticky konflikt u hrachu (Pisum sp.)

Hrach (Pisum sp.) patfici do celedi bobovitych (Fabaceae) ptedstavuje vyznamny
modelovy organismus, jednu z nejstarSich domestikovanych rostlin na svété a tfeti nejCastéji
péstovanou lusténinu (Smykal et al., 2011). Podle poslednich praci Smykal et al. (2017)
a Trnény et al. (2018) rozlisujeme druhy P. fulvum Sm., P. sativum (s poddruhy sativum
a elatius) a P. abyssinicum A. Braun.

Inkompatibilita byla pozorovana u hybridd vzniklych kiizenim s planou formou
P. sativum elatius VIR320, ale pouze v ptipadé, Ze tato forma byla pouzita jako donor
samiCich pohlavnich bunék. Hybridni rostliny mély omezenou fertilitu nebo byly sterilni,
jejich listy byly mensi a objevovaly se na nich chlorotické skvrny (Bogdanova et Kosterin,
2006).

Obr. 5: Rostliny s pfiznaky odpovidajicimi jaderné-cytoplazmatickému konfliktu. (A) Listy
rostliny jsou mens$i a nesou chlorotické skvrny. (B) Pocet listt rostliny je redukovan, jsou

mensiho vzristu (Pfevzato z: Bogdanova et al., 2009)

12



Pozd¢ji bylo urceno, ze s inkompatibilni reakci souvisi dva jaderné lokusy Scsl
a Scs2. Tyto Scs lokusy (species cytoplasm specific) se podileji na interakci s cytoplazmou
(Maan, 1992). Jaderné-cytoplazmatické konflikt nastane, pokud plana forma (VIR320)
figuruje jako donor cytoplazmy, zatimco obé¢ alely Scsl i Scs2 pochazi z kulturni rostliny
ajsou dominantni, rostlina je tedy pro oba geny heterozygotni. Bude-li jedna Scs alela
pochézet z planého rodice a druha zkulturniho, konflikt nenastane a hybridni rostliny
nebudou vykazovat chlorofylovou deficienci (Bogdanova et al., 2009).

Pokud tedy cytoplazma pochazi zplané¢ formy VIR320, Scsl alela dédéna od
kulturniho rodi¢e ptsobi letaln¢ na gametofyt i sporofyt hybridni rostliny, zatimco Scs2 alela
kulturniho rodice sniZzuje Zzivotaschopnost samciho gametofytu. Pokud je rostlina
homozygotni pro jeden z gend, fertilita jejiho pylu je snizena, pfestoze jeji vzhled nevykazuje
zadné znamky inkompatibility. U heterozygoti se na snizeni fertility pylu o 30-50 % podileji
Scsl i Scs2 (Bogdanova et al., 2012).

Jako dalsi podilejici se na jaderné-cytoplazmatické inkompatibilité¢ byl identifikovan
plastidovy gen accD, kodujici beta podjednotku karboxyltransferazy acetyl-CoA karboxylazy,
a jaderny gen Bccp3, kodujici biotin karboxyl carrier protein acetyl-CoA karboxylazy
(Bogdanova et al., 2015). Vyslednym produktem je heteromerni plastidovy enzym acetyl-
-CoA karboxylaza (ACC), slozena zalfa a beta podjednotky karboxyltransferazy, biotin
karboxyl carrier proteinu a biotin karboxylazy. Acetyl-CoA karboxyldza se podili na
biosyntéze mastnych kyselin. Pravé acetyl-Coa karboxyldza katalyzuje prvni krok, tedy
karboxylaci acetyl-CoA na malonyl-CoA. Kromé accD genu jsou geny pro zbyvajici tii
slozky acetyl-CoA karboxylazy lokalizovany v jadie (Reverdatto et al., 1999).

U rostlin byly popsany dva druhy acetyl-CoA karboxylazy (Reverdatto et al., 1999).
Kromé heteromerni (prokaryotické) acetyl-CoA karboxylazy vyskytujici se v chloroplastech
(Kannangara et Stumpf, 1972), také homomerni (eukarytickd) forma vyskytujici se
Vv cytoplazmé (Yanai et al., 1995).
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Obr. 6: (A) Schéma heteromerni acetyl-CoA karboxylazy. (B) Schéma homomerni acetyl-

-CoA karboxylazy. BC — biotin karboxylaza, BCC — biotin karboxyl carrier protein, o,3-CT —
a,B-podjednotka karboxyltransferazy. Jednotlivé podjednotky jsou odd€leny cCernou linii,

mezera mezi nimi znac¢i schopnost disociace (Upraveno podle: Nikolau et al., 2003).

Plastidova acetyl-COA karboxylaza se primarné podili na de novo syntéze mastnych
kyselin, zatimco cytosolova acetyl-CoA karboxyldza mastné kyseliny prodluzuje a souvisi
s biosyntézou polyketidi. Podjednotky ACC se organizuji do dvou komplexi — biotin
karboxyl carrier protein a biotin karboxylaza tvoii komplex zodpovidajici za karboxylaci
biotinu, alfa a beta podjednotka karboxyltransferazy zase komplex katalyzujici
karboxyltransferasovou reakci (Keereetaweep et al., 2018).

Jaderné-cytoplazmaticky konflikt nastava, pokud pii kiizeni dojde k interakci
plastidového accD a jaderného bcep3, které nejsou vzajemné kompatibilni a nemohou tedy
dat vznik funkéni acetyl-CoA karboxylaze (Bogdanova et al., 2015). Hybridni rostliny jsou
pak mensiho vzristu, jejich listy jsou redukované, trpi nedostatkem chlorofylu a jsou ¢aste¢né

nebo zcela sterilni (Bogdanova et at., 2009).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro analyzu bylo vyuzito 104 vzorkd hrachu (Pisum sp.), konkrétn¢ 28 vzorku
kulturniho P. sativum (krajovych odrud, tzv. landraces), 22 vzorkt kulturniho P. abyssinicum,
46 vzorku planého P. elatius a 8 vzorki planého P. fulvum (viz Tab. 1 a 2). Dale pak 45
vzorkd P. elatius z populaci Turecka a Madarska (viz Tab. 3). Rostliny byly péstovany

v kvétinac¢ich o 5 1 v substratu slozeném z raseliny a pisku v poméru 90:10 (Florcom Profi,

BB Com) ve sklenicich Katedry botaniky P¥F UP v Olomouci.

Tab. 1: Seznam vzorki, jejich taxonomické zafazeni, zemé puvodu a zdroj I

Taxonomicka

Zem¢

Taxonomicka

Zem¢

(landraces)

VAT skupina pavodu el VAT skupina pavodu 2Rle]
P. sativum P. sativum .
ARI100989 (landraces) Kypr GNGB | P1181799 (landraces) Libanon USDA
P. sativum . P. sativum .
ATC1044 (landraces) Indie AGB P1181958 (landraces) Syrie USDA
P. sativum %, P. sativum L
ATC6926 (landraces) Cina AGB P1193835 (landraces) Etiopie USDA
P. sativum « P. sativum -
* ,
ATC7021 (landraces) Cina AGB P1358608 (landraces) Etiopie USDA
P. sativum P. sativum .
1G52518 (landraces) Turecko |[ICARDA| PI1560969 (landraces) Nepal USDA
P. sativum P. sativum v s
1G52503 (landraces) Turecko |[ICARDA] VIR1246 (landraces) Tadzikistan VIR
P. sativum P. sativum
1G52507 (landraces) Turecko |[ICARDA] VIR1541 (landraces) Rusko VIR
P. sativum P. sativum
* .
1G52595 (landraces) Alzirsko |[ICARDA] VIR1587 (landraces) Rusko VIR
P. sativum P. sativum .
* .
1G52596 (landraces) Alzirsko |[ICARDA] VIR2311 (landraces) Gruzie VIR
IGe5050 | - Sativum fran  [ICARDA| 712 P. elatius Izrael | Novosibirsk
(landraces)
JI11086 P. sativum Turecko JIC 721 P. elatius Izrael Novosibirsk
(landraces)
Jintos | P-sativum Nepél JIc  |1G108291* | P.elatius | Tunisko | ICARDA
(landraces)
Jigza | P-satvum e netsko | Jic | 16119794 | P elatius | Spancisko | ICARDA
(landraces)
Ji1gs3 | P satvum Izrael JIC | 1G140971 | P.elatius | Arménie | ICARDA
(landraces)
Ji2e02 | P sativum Libye ac | 1G2s414 | P.elatius Syrie IGB
(landraces)
Jige7 | Posavum o ko ac | 1652443 | P.elatius Syrie | ICARDA
(landraces)
13554 | - sativum Italic JIC | 1G52532% | P.elatius | Turecko | ICARDA
(landraces)
P. sativum e, .
J186 (landraces) Afghanistan JiC 1S18909 P. elatius Izrael IGB
J192 P.sativum 1\ posnistan | Jic | 1s18911 | P elatius Izrael IGB
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Tab. 2: Seznam vzorkd, jejich taxonomické zafazeni, zemé ptivodu a zdroj 11

Vzorek Ta};ﬁﬁg?ﬁi:ké p%,li?ju Zdroj Vzorek Ta’;ﬁﬁgmgké p%ii?ju Zdroj
1518915 P. elatius Izrael IGB W6-2101* P. elatius Turecko USDA
1519864 P. elatius Izrael IGB W6-26109* P. elatius Gruzie USDA
1522287 P. elatius Izrael IGB W6-26112 P. elatius Gruzie USDA
1524337 P. elatius Izrael IGB 1G112136 P. fulvum Jordansko | ICARDA
J11095 P. elatius Recko JIC J11006 P. fulvum Izrael JIC
J12546 P. elatius Gruzie JIC JI11010 P. fulvum I1zrael JIC
JI261* P. elatius Turecko JIC JI2517 P. fulvum Syrie JiC
J1262 P. elatius Turecko Jic P1595935 P. fulvum Syrie USDA
J12629 P. elatius Rusko JIC P1595944 P. fulvum I1zrael USDA
JI3557* P. elatius | Portugalsko JIC P1595946 P. fulvum Turecko USDA
J13558* P. elatius Spanélsko JIC P1595953 P. fulvum 1zrael USDA
P1343972 P. elatius Turecko IGB JI1002 P. abyssinicum | Etiopie JIC
P1343978 P. elatius Turecko USDA JI0130 | P. abyssinicum | Etiopie JIC
P1343996*| P. elatius Turecko USDA J10226 P. abyssinicum | Etiopie JIC
P1344006*| P. elatius Recko USDA JI10691 P. abyssinicum | Etiopie JIC
P1344537 P. elatius Italie USDA JI11632 P. abyssinicum | Etiopie JIC
P1560057 P. elatius | Portugalsko| USDA JI1869 | P. abyssinicum | Etiopie JIC
P1560058 | P. elatius Izrael USDA JI1943 | P. abyssinicum | Etiopie JiC
P1560059 P. elatius Izrael USDA JI1974 P. abyssinicum | Etiopie JIC
P1560069 P. elatius Izrael USDA JI12385 P. abyssinicum | Etiopie JIC
P1560071 | P. elatius Izrael USDA L02-0253 | P. abyssinicum | Etiopie CzNGB
P1560072 | P. elatius Izrael USDA P1358607 | P. abyssinicum| Etiopie USDA
P1639955 | P. elatius Izrael USDA P1358609 | P. abyssinicum| Etiopie USDA
P1639959 P. elatius Turecko USDA P1358610 | P. abyssinicum | Etiopie USDA
P1S1675* P. elatius Italie IPK P1358611 | P. abyssinicum | Etiopie USDA
P1S2850* | P. elatius Italie IPK P1358612 | P. abyssinicum| Etiopie USDA
P1S2853 P. elatius Mad’arsko IPK P1358613 | P. abyssinicum | Etiopie USDA
T14/3* P. elatius Turecko S;y;gigt P1358614 | P. abyssinicum | Etiopie USDA
T14/5* P. elatius Turecko S;y;gigt P1358615 | P. abyssinicum| Etiopie USDA
T14/6* P. elatius Turecko S;y;gigt P1358616 | P.abyssinicum| Etiopie USDA
T14/9* P. elatius Turecko S;y;gigt P1358617 | P. abyssinicum| Etiopie USDA
T15/2* P. elatius Turecko S;y;gigt P1358618 | P. abyssinicum | Etiopie USDA
W6-19256 | P. elatius Bulharsko USDA VIR2759 [ P. abyssinicum | Etiopie [Novosibirsk

Pozn. Hvézdickou (*) jsou oznaceny vzorky poskytnuty vedoucim prace ve formé sekvenci.
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Tab. 3: Seznam vzorki, jejich taxonomické zafazeni, zemé puvodu a zdroj 11

1 (Olmerli) P. elatius Turecko Antalya_A1l P. elatius Turecko
5 (Olmerli) P. elatius Turecko Antalya_A2-1 P. elatius Turecko
7 (Olmerli) P. elatius Turecko Antalya_A3-1 P. elatius Turecko
11 (Besni) P. elatius Turecko Antalya A4 P. elatius Turecko
13 (Besni) P. elatius Turecko Gurbuz_G1 P. elatius Turecko
19 (Besni) P. elatius Turecko Gurbuz_G12 P. elatius Turecko
22 (Buyvkaktli) P. elatius Turecko Hisar_H4 P. elatius Turecko
29 (Buyvkaktli) P. elatius Turecko Hisar_H7 P. elatius Turecko
30 (Buyvkaktli) P. elatius Turecko Hisar H18 P. elatius Turecko
34 (Kok) P. elatius Turecko Hisar_H19 P. elatius Turecko
35 (Kok) P. elatius Turecko | Hungary-B_MCH-H2 P.elatius | Madarsko
37 (Kok) P. elatius Turecko | Hungary-B_MCH-H10 [ P. elatius Mad’arsko
42 (Kok) P. elatius Turecko | Hungary-V_MCH-M2 P. elatius Mad’arsko
46 (Kok) P. elatius Turecko | Hungary-V_MCH-M7 P. elatius Mad’arsko
S (I\égjgg'élt)o it P. elatius Turecko Kebapcik_K2 P. elatius Turecko
67 (Kahraman-Maras) | P. elatius Turecko Kebapcik_K3 P. elatius Turecko
68 (Kahraman-Maras) | P. elatius Turecko Thermessos_T-1-3 P. elatius Turecko
75 (Kahraman-Maras) | P. elatius Turecko Thermessos_T-1 P. elatius Turecko
83 (KM-West) P. elatius Turecko Thermessos_T-2 P. elatius Turecko
85 (KM-West) P. elatius Turecko Yesilkoy Y3 P. elatius Turecko
86 (KM-West) P. elatius Turecko Yesilkoy_Y1C P. elatius Turecko
91 (KM-3) P. elatius Turecko Yesilkoy Y2A P. elatius Turecko
96 (Adyaman) P. elatius Turecko

Vzorky hrachu byly obdrzeny z nasledujicich genovych bank: Australian Grains
Genebank, Horsham, Australie (AGB); Czech National Genebank, Praha, Ceska republika
(CzNGB); International Center for Agricultural Research in the Dry Areas, Bejrit, Libanon
(ICARDA); Israel Plant Genebank, Bet-Dagan, lzrael (IGB); Liebniz Institute of Plant
Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Némecko (IPK); John Innes Center, Norwich,
Velka Britanie (JIC); Siberian Branch of Russian Academy of Science, Novosibirsk, Rusko
(Novosibirsk); United States Department of Agriculture; Pullman, USA (USDA); Vavilov
Institute, Petrohrad, Rusko (VIR); a sbirka dr. P. Smykala — UPOL, CZ (Smykal et al, 2018).
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

o

o

o

Phire Hot Start 11 DNA polymeraza (Thermo Scientific, kat. ¢. F122S)

5X Phire reak¢ni pufr (Thermo Scientific, kat. ¢. F524L)

10 mmol I KAPA dNTP mix (KAPA Biosystems, kat. & KN1009)
MyTaq DNA polymeraza (Bioline, kat. ¢. BIO-21105)

5x MyTaq RED reakéni pufr (Bioline, kat. ¢. BIO-37112)

Deionizovana voda

B-merkaptoethanol (MP Biomedicals, kat. €. 194834)

Oligo(dT)18 primer mix (Bioline, kat. ¢. BIO-38029)

AMYV reverzni transkriptaza (Promega, kat. ¢. M510F)

5x AMV RT pufr (Promega, kat. ¢. M515A)

RNasin Plus ribonukleazovy inhibitor (Promega, kat. ¢. N261A)

Agardza (SERVA, kat. €. 11404)

Barvivo SimplySafe (EURXx, kat. ¢. E4600-01)

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, kat. ¢. SM0321)
6x TriTrack DNA nanaSeci pufr (Thermo Scientific, kat. ¢. R1161)
Exonukleaza I (Thermo Scientific, kat. ¢. EN0581)

FastAP termosenzitivni alkalicka fosfatdza (Thermo Scientific, kat. ¢. EF0651)
10x FastAP pufr (Thermo Scientific, kat. ¢. EF0651)

Primery:

Tab. 4: Seznam primert pouzitych pro PCR amplifikaci gent accD a bccp

Oznaceni| Cilovy gen Sekvence (5" —3")
F1 accD GCATTAGTTTTCATTTTCAGTCC
Forward F bcep CTAATGAAAGTGGCGGAAATC
F33 bcep CCATTCTCTGCACTCCCTTTCGCG
R4 accD CTTTAATAGGGGTTTAGAATACA
Reverse R bcep CCTTATTACGCGTCTTAGTGAATG
R1113 bcep CAATTATTTCTCAATCTATTCAAAACG
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Pouzité soupravy
o NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740949.50)
o Invisorb Spin Plant Mini Kit (Stratec Molecular, kat. ¢. 1037100300)

Pouzité roztoky a jejich priprava
o 10x Tris-borat-EDTA (TBE) pufr: 108 g Tris base a 55 g kyseliny borité rozpustit
v 900 ml ddH,0 a 40 ml 0,5 mol-I"* EDTA (pH 8,0)
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4.3 Seznam pouZitych pristroji a zarizeni

o

o

o

homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)
centrifuga 5415 R (Eppendorf)

centrifuga 5415 D (Eppendorf)

mikrocentrifuga MCF 2360 (LMS)

vyhtivana ttepacka — Mixing Block MB-102 (BIOER)
spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
termocyklér PTC-200 Peltier (MJ Research)
termocyklér Mastercycler X50 (Eppendorf)
elektroforeticka komora Widi Mini Sub (Bio-Rad)
zdroj stejnosmérného napéti PowerPac Basic (Bio-Rad)
UV transiluminator FireReader (Uvitec Cambridge)
mrazici box Sanyo-Ultra Low -86 °C (Sanyo)
laboratorni vaha 572 (Kern)

flow-box PV-100 (Telstar)

vortex mixer Classic (Velp Scientifica)

mikrovinna trouba 3203 (ETA)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Gen accD
4.4.1.1 l1zolace genomové DNA

Genomova DNA byla izolovana pomoci komer¢niho kitu Invisorb Spin Plant Mini Kit

a k provedeni izolace bylo odebrano 100 mg mladych listd z jednotlivych rostlin hrachu

(Pisumsp.). Ty byly homogenizovany pomoci homogenizatoru FastPrep-24 (MP

Biomedicals).

1. K homogenizovanému rostlinnému materidlu ptidat 400 pl lyza¢niho pufru P a 20 pl
proteindzy K.

2. Homogenizace na pristroji FastPrep pii nastaveni rychlosti 6,5 m-s’ po dobu
1 minuty.

3. Inkubovat 30 minut pfi 65 °C.

4. Vzorek premistit na filtr v kolonce a centrifugovat 1 minutu pii 12 000 rpm.

5. K filtratu pridat 10 ul RNéazy A a inkubovat pti pokojové teploté¢ 15 minut.

6. Ptidat 200 pl vazebného pufru a vortexovat.

7. Vzorek premistit na kolonku a inkubovat pfi pokojové teploté 2 minuty.

8. Centrifugovat 1 minutu pti 12 000 rpm.

9. Filtrat vylit, na kolonku pipetovat 550 pl promyvaciho pufru L.

10. Centrifugovat 1 minutu pii 12 000 rpm.

11. Filtrat vylit, na kolonku pipetovat 550 pl promyvaciho pufru II.

12. Centrifugovat 1 minutu pii 12 000 rpm.

13. Filtrat vylit, na kolonku pipetovat 550 ul promyvaciho pufru II.

14. Centrifugovat 1 minutu pii 12 000 rpm.

15. Filtrat vylit, znova centrifugovat 2 minuty pii 12 000 rpm.

16. Kolonku vlozit do nové mikrozkumavky, pipetovat 100 pl na 65 °C ptedehiatého
eluéniho pufru D.

17. Inkubovat pfi pokojové teploté 3 minuty, centrifugovat 1 minutu pii 12 000 rpm.

18. Pipetovat 100 pl na 65 °C ptedehtatého elu¢niho pufru D.

19. Inkubovat pfi pokojové teploté 3 minuty, centrifugovat 1 minutu pii 12 000 rpm.

4.4.1.2 PCR amplifikace DNA

Pro amplifikaci accD genu byla pouzita polymerazova fetézova reakce. Pro PCR byl

pouzit jeden par primert, F1 primer (forward) a R4 primer (reverse), a PHIRE polymeraza.
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1. Pted samotnou piipravou reakéni smesi pfipravit pracovni smés primert slozenou
z 90 pl deionizované vody, 5 pl forward primeru (F) o koncentraci 100 pmol-I™* a 5 pl
reverse primeru o koncentraci 100 pmol-I™* (R).

2. Poté do podle poctu vzorkil piipravit reakéni smés sloZzenou z reak¢éniho pufru (5x
Phire), DNA polymerdzy (Phire Hot Start II), smési primerti, smési nukleotidi
(10 mmol-I* dNTPs) a deionizované vody (viz Tab. 5). Pouzity pufr obsahuje
hofecnaté ionty, 1,5 mmol-I* MgCl,.

3. Rozpipetovat do PCR mikrozkumavek a vlozit do termocykléru (viz Tab. 6).

Tab. 5: Ptiprava reakéni smési pro PCR amplifikaci s Phire polymerazou

Reakéni slozky Objem pro 1 reakci [ul] Celkovy objem
5x Phire reakcni pufr 4
Deionizovana voda 12,2
dNTPs 10 mmol-I™ 0,4
Smés primert: 18 pl
Forward primer 1
Reverse primer
Phire Hot Start polymeraza 0,4
Vzorek (20-80 ng-pul) 2 20 ul

Tab. 6: Nastaveni ¢asového a teplotniho pribéhu PCR reakce s Phire polymerazou

Krok Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykla
Preinkubace 95 2 1
Denaturace 95 0,5
Annealing 55 0,5 35
Elongace 72 2
Dosyntetizovani 72 5 1
Udrzovani 15 - 1
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4.4.2 Gen bcep
4.4.2.1 1zolace RNA

RNA byla izolovana pomoci komer¢niho kitu NucleoSpin RNA Plant a k provedeni

izolace bylo odebrano 100 mg mladych listd z jednotlivych rostlin hrachu (Pisum sp.). Ty

byly homogenizovany pomoci homogenizatoru FastPrep-24.

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

K rostlinnému materidlu do mikrozkumavky pfidat 350 pul RA1 pufru a 3,5 pl B-
-merkaptoethanolu

Homogenizace na pfistroji FastPrep pii nastaveni rychlosti 6,5 m-s? po dobu
1 minuty.

Vzorek ptremistit na filtr kolonky a centrifugovat 1 minutu pfi 11 000 rpm.

K filtratu ptidat 350 pul 70% ethanolu ke zlepSeni podminek pro navdzani RNA na
kolonku, propipetovat.

Nanést na kolonku, centrifugovat 1 minutu pti 11 000 rpm.

Filtrat vylit, na kolonku pipetovat 350 ul MDB roztoku, centrifugovat 1 minutu pfi
11 000 rpm. Diulezité pro odsoleni membrany, coz vede k efektivnéjSimu odstranéni
genomové DNA (dalsi krok).

Ptipravit si roztok pro rDNazu k odstranéni genomové DNA — na jednu reakci 10 pl
rDNazy a 90 pl reak¢éniho pufru pro rDNézu.

Filtrat vylit, na kolonku pipetovat 95 ul rDNasového roztoku, nechat inkubovat
15 minut pfi pokojové teploté. Nasleduje série promyvani.

Ptidat 200 ul RAW?2 pufru.

Centrifugovat 1 minutu pii 11 000 rpm.

Filtrat vylit, na kolonku pipetovat 600 pul RA3 pufru.

Centrifugovat 1 minutu pifi 11 000 rpm.

Filtrat vylit, na kolonku pipetovat 250 ul RA3 pufru.

Centrifugovat 2 minuty pti 11 000 rpm.

Filtrat vylit, kolonku vlozit do nové mikrozkumavky, eluovat pfidanim 60 pl RNase-
-free H,0.

Centrifugovat 1 minutu pfi 11 000 rpm.
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4.4.2.2 Méreni koncentrace RNA
Koncentrace RNA byla ovéfovana pomoci spektrofotometru NanoDrop. Cidlo
s optickym vlaknem bylo ocisténo bunicitou vatou a byl prométen slepy vzorek (deionizovana

voda). Poté byly proméfovany jednotlivé vzorky, na ¢idlo byly vzdy naneseny 2 pl vzorku.

4.4.2.3 Reverzni transkripce

Po vyizolovani RNA a zméfeni jeji koncentrace bylo nutné provést piepis RNA do
cDNA. Jesté pied samotnou reverzni transkripci musela byt RNA natfedéna na zéklad¢ jeji
koncentrace zmétené na spektrofotometru NanoDrop. Je nutné pracovat sterilné ve flowboxu,

aby nedoslo ke kontaminaci ribonukleazami.

A. Inkubace s oligo(dT) primerem
1. Do PCR mikrozkumavek pipetovat 9 ul deionizované vody, 1 pl oligo(dT)
primeru (270 ng-pl™) a 5 pl zied&ného vzorku (viz Vysledky, Tab. 10).
2. PCR mikrozkumavky vlozit do termocykléru predehiatétho na 70 °C
a inkubovat vzorky po dobu 5 minut.

3. Po inkubaci uchovavat na ledu.

B. Reverzni transkripce
1. Pftipravit reakéni smés podle poctu vzorkd.
Pro priibéh jedné reakce je potieba 12,5 ul deionizované vody, 8 pl 5x AMV
RT pufru, 2,5 pl ANTP, 1 pl inhibitoru ribonukledz a 1 pul AMV reverzni
transkriptazy.
2. Do PCR mikrozkumavek se vzorky z piedchoziho kroku pipetovat 25 pl
reakéni smési.
3. PCR mikrozkumavky vlozit do termocykléru piedehiat¢tho na 42 °C

a inkubovat vzorky po dobu 60 minut.

4.4.2.4 PCR amplifikace cDNA

Pro amplifikaci genu bcep bylo nutné pouzit dvé sady primert, tzv. nested PCR, aby
doslo ke zvyseni specifity reakce a k detekovatelné amplifikaci. Nejprve byla provedena PCR
amplifikace s parem vné&jSich primert a nasledné s parem vnitinich primert. Pro amplifikaci

bcep genu byla pouzita MyTaq polymeraza (Bioline).
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A. PCR amplifikace s vn&jsimi primery

1.

4.

Pted provedenim prvni PCR amplifikace zfedit cDNA vzorky deionizovanou
vodou v poméru 1:1.

Pted samotnou piipravou reakéni smeési ptipravit smés primera slozenou

z 90 pl deionizované vody 5 pl forward primeru (F) a 5 pl reverse primeru (R).
Poté podle poctu vzorkt pfipravit reakéni smes slozenou z 5x MyTaq
reak¢niho pufru, MyTaq DNA polymerazy, smési primerti a deionizované
vody (viz Tab. 7). V pouzitém pufry byla obsazena smés nukleotidi (ANTP)

I hofe¢naté ionty.

Rozpipetovat do PCR mikrozkumavek a vlozit do termocykleru (viz Tab. 8).

B. PCR amplifikace s vnitinimi primery

1.

Pted provedenim druhé PCR amplifikace zfedit vzorky amplifikované
Vv pfedchozim kroku deionizovanou vodou v poméru 1:10.

Pted samotnou ptipravou reakéni smeési piipravit smes primeri sloZzenou

Z 90 pl deionizované vody 5 pl forward primeru (F33) a 5 pl reverse primeru
(R1113).

Ptipravit reakéni smés stejné€ jako v predchozim kroku.

Rozpipetovat do PCR mikrozkumavek a vlozit do termocykleru (viz Tab. §).

Tab. 7: Ptiprava reakéni smési pro PCR amplifikaci s Taq polymerazou

Reakéni slozky Objem pro 1 reakci [ul] Celkovy objem
5X MyTagq reakéni pufr 3
Deionizovana voda 9,23
Smés primerti 13 ul
Forward primer 0,7
Reverse primer
MyTaq polymeraza 5 U-pl™ 0,07
Vzorek 2 15 ul
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Tab.

8: Nastaveni casového a teplotniho priabéhu PCR reakce s Taq polymerazou

Krok Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykli
Preinkubace 95 5 1
Denaturace 95 0,5
Annealing 55 1 35
Elongace 72 3
Dosyntetizovani 72 5 1
Udrzovani 15 - 1

4.4.3 Elektroforeticka separace

Po provedeni PCR bylo nutné ovéfit, zda opravdu doslo k amplifikaci pozadované

sekvence. To bylo provedeno pomoci horizontalni gelové elektroforézy na 1,5% agarézovém

gelu.
1.

Pro ptipravu 80 ml agarézového gelu navazit 1,2 g agardzy piidat 80 ml TBE pufru
a zahtivat v mikrovlnné troub¢ do tplného rozpusténi agardzy.

Nechat zchladit na ptiblizné¢ 50 °C a poté ptidat 1,5 pl barviva SimplySafe, dobte
rozmichat.

Prelit smés do pfedem pfipravené elektroforetické vanicky, vlozit hfebinky a nechat
gel ztuhnout (20—30 minut).

Vyjmout hiebinky, elektroforetickou vanicku s gelem vloZit do elektroforetické
komory s TBE pufrem.

Do prvni jamky gelu pipetovat 1,5 pl standardu molekulové hmotnosti (GeneRuler
100 bp Plus DNA Ladder), do dalSich jamek pak pipetovat 5 ul PCR produktt.

Pii nandSeni PCR produktli reakce, pfi niz byla pouZita MyTaq polymeraza, neni
nutné ptidavat nanaSeci pufr (PCR produkty jsou jiz obarveny MyTaq pufrem). Pii
nanaSené PCR produktl reakce, pfi niz byla pouzita Phire polymerdza je nutné vzorek
smichat s 2 pl nanaSeciho pufru (6x TriTrack) a az poté pipetovat do jamek.

Pripojit elektroforetickou komoru ke zdroji elektrického napéti (110 V) a nechat
elektroforézu probihat po dobu 30—40 minut.

Po dokonceni separace gel vyjmout a vlozit jej do UV transilumindtoru, gel

vyhodnotit a zdokumentovat pomoci programu UVITEC.
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4.4.4 Sekvenovani

Pfed samotnym sekvenovanim bylo nutné PCR produkty purifikovat. Purifikaci
dochazi k odstranéni nezadoucich slozek, zbytkovych primerdt a neinkorporovanych
nukleotidli, které by mohly naruSovat pribéh sekvenovéani. PCR produkty byly oSetfeny

exonukledzou I a FastAP termosenzitivni alkalickou fosfatazou.

1. Pfipravit reak¢éni smés podle poctu vzorkt (viz Tab. 9).
2. Reakeni smés rozpipetovat po 5 pl a pridat 5 pl vzorku.

3. Vlozit do termocykléru, ponechat 15 minut pii 37 °C a poté 15 minut pii 85 °C.

Tab. 9: Piiprava reakéni smési pro purifikaci PCR produktu pfed sekvenovanim

Reakéni slozky Objem pro 1 reakci [ul] Celkovy objem
10x FastAP pufr 1
Deionizovana voda 3,45
Sul
Exonukleaza 1 0,4
FastAP alkalicka fosfataza 0,15
Vzorek 5 10 pl

4. Do PCR mikrozkumavek napipetovat 5 ul pieéisténého PCR produktu a 5 pl
sekvenacniho primeru (5 pmol-pl™). Poté vzorky odeslat na sekvenaéni analyzu do

Laboratofe sekvenace DNA, PfF UK Praha nebo Macrogen, Amsterdam, Nizozemsko.

4.4.5 Bioinformaticka analyza

Pro bioinformatickou analyzu ziskanych sekvenci byl pouzit program Geneious 7.1.9
(Biomatters Ltd., UK). Pro porovnani sekvenci byly vyuzity funkce ,,multiple alignment*
a ,,pairwise alignment (mnohocetné¢ a jednoduché pftifazeni), kdy bylo mozné vyhodnotit
jednonukleotidové zamény (SNP), inzerce a delece mezi sekvencemi jednotlivych vzorki.
K provedeni jednoduchého i mnohocetného pfifazeni byl vyuzit algoritmus MUSCLE
a sekvence byly nasledné manualné upraveny. Poté byly nukleotidové sekvence translatovany
do proteinovych z diivodu eliminace velkych deleci a zptehlednéni prace.

Pro urceni jednotlivych alel byl pouzit nastroj FABOX (http://www.birc.au.dk/fabox.).
K tvorbé fylogenetickych stromu byl pouzit program MEGAG6
(https://www.megasoftware.net/), pro ziskani kombinaci alel program RStudio

(https://www.rstudio.com/) a pro sestaveni mapy program ArcGIS (https://www.arcgis.com/).
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5  VYSLEDKY

5.1 Izolace RNA a RT-PCR

Po izolaci RNA z rostlinného materialu pomoci kitu NucleoSpin RNA Plant bylo
nutné provést méteni koncentrace nukleovych kyselin pomoci spektrofotometru NanoDrop.
Podle naméfené koncentrace byl pak vzorek pro potieby nésledujici RT-PCR fedén.
Naméfené hodnoty koncentrace se mezi jednotlivymi vzorky lisily i v fadu stovek, coz mohlo
Vzorky o koncentraci niz§i neZ je 200 pg'ml™ nebyly fedény vibec a pro RT-PCR bylo
pouzito 5 ul piivodniho neztedéného RNA vzorku. Vzorky vyizolované DNA nebylo potieba

pro dalsi zpracovavani fedit.

Tab. 10: Koncentrace vyizolované RNA a jeji fedéni pro reverzni transkripci

Koncentrace Redéni pro RT-PCR Koncentrace Redéni pro RT-PCR
Vzorek mermi?] | Vzorek | dHO Vzorek mgm] | Vzorek | dHO
[ul] [ul] [pl] [pl]
ARI00989 53 5 0 P1358609 261 4 1
ATC1044 117 5 0 P1358610 237 4 1
ATC6926 36 5 0 P1358611 193 5 0
JI1002 74 5 0 P1358612 247 4 1
JI0130 94 5 0 P1358613 278 3,5 15
J10226 490 2 3 P1358614 224 45 0,5
JI0691 713 15 3,5 P1358615 281 3,5 15
J11086 48 5 0 P1358616 460 2 3
JI11108 43 5 0 P1358617 346 3 2
JI11632 123 5 0 P1358618 271 3,5 15
JI11834 26 5 0 P1560057 726 15 3,5
JI11869 565 2 3 P1560069 609 15 3,5
J11943 406 2,5 2,5 P1560071 537 2 3
JI12385 432 2,5 2,5 P1560072 758 15 3,5
JI267 88 5 0 P1560969 1555 1 4
JI86 33 5 0 P1639955 733 15 3,5
L02-0253 278 3,5 15 P1639959 529 2 3
P1181958 647 15 3,5 VIR1246 26 5 0
P1193835 144 5 0 VIR1541 95 5 0
P1343978 540 2 3 VIR2311 64 5 0
P1358607 250 4 1 VIR2759 263 4 1
P1358608 229 4 1
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5.2 Sekven¢ni a bioinformaticka analyza

Pro analyzu sekvenci genti accD i bcep byl pouzit program Geneious 7.1.9. Po
provedeni mnohacetného piifazeni a translatovani nukleotidovych sekvenci do proteinovych
byly vzorky na zakladé jednonukleotidovych zamén, inzerci a deleci v jednotlivych

sekvencich roztfizeny do skupin, alel.

5.2.1 Analyza accD genu

Po provedeni bioinformatické analyzy plastidovy gen accD kodujici beta podjednotku
karboxyltransferazy acetyl-CoA karboxylazy vykazoval velkou variabilitu. Velikost
jednotlivych sekvenci byla pomérné odlisna, nejkratsi o délce 1403 nukleotidi, tedy
467 aminokyselin  (JI1010, P. fulvum), a nejdelsi o délce 1859 nukleotidn, tedy
619 aminokyselin (J1267, P. elatius). Rozdily v délce sekvenci u jednotlivych vzorkd jsou
zpuisobeny pfitomnosti inzerci a deleci. Inzerce a delece byly pfitomny u vSech zkoumanych
vzorkd, jejich délka se pohybovala v rozmezi od jedné aminokyseliny az 130 aminokyselin.
Kromé¢ indeld k variabilité ptispivaji také jednonukleotidové polymorfismy, které se taktéz
vyskytovaly u vSech analyzovanych vzorki.

Na zékladé podobnosti sekvenci bylo vSech 104 analyzovanych vzorki roziazeno do
celkem 34 alel s ozna¢enim accD1 az accD34 (viz Tab. 11). Nejvice z analyzovanych vzorki
ma alely accD29 (22) a accD14 (21). Nékteré vzorky jsou natolik unikatni, ze piedstavuji
samostatnou alelu: accD3 (P1S1675), accD4 (P1S2853), accD7 (P1S2850), accD9 (J13557),
accD10 (P1344006), accD12 (JI11095), accD13 (J10130), accD15 (JI261), accD16 (W6-
-26109), accD18 (JI11006), accD19 (595946), accD21 (J12517), accD26 (ATC7021), accD27
(J1267), accD30 (W6-19256) a accD33 (W6-26112).

Nasledujici analyza sekvenci byla provadéna pro vétsi piehlednost na trovni alel (viz
Obr. 7). Nejrozsahlejsi delece obsahuje alela accD17 a to v pozicich 38-41, 60-192,
211-225, 352, 370-382, 443-444 a 457-459. Nejvetsi delece ma velikost 133 aminokyselin
anachazi se v pozici 60-192 u alel accD17, accD18, accD19, accD20 a accD21, coz jsou
alely vyskytujici se pouze u planého P. fulvum. Pro tyto alely jsou také jedinecné delece
Vv pozicich 211-225 a 370-382 a jednonukletidové polymorfismy napt. v pozicich 17, 37, 204
nebo 344. Plany P. elatius nevykazuje tak vyznamné sekvenéni rozdily od kulturnich forem
jako P. fulvum, vyskytuji se u néj alely accD1-accD12, accD15-accD25 a accD29-accD34.
U kulturniho etiopského hrachu P. abyssinicum se vykytuji pouze dvé alely accD13
aaccD14, zatimco u P. sativum jsou to alely accD2, accD26, accD27, accD28, accD29,
accD31 a accD32.
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V Obr. 7 jsou vyznacena dilezita vazebna mista jako je acetyl-CoA vazebné misto,
CoA karboxylacni katalytické misto a karboxybiotin vazebné misto, a také Zn-finger doména.
Vsechny delece pozorované v accD alelach se vyskytuji mimo tyto oblasti, které jsou dulezité

pro spravnou funk¢énost proteinu.

Tab. 11: Rozdéleni vzorkt podle prislusnosti do accD alel

Alela Vzorky Alela Vzorky Alela Vzorky Alela Vzorky
aceD1 P1344537 | accD13 JI10130 accD17 | P1595953 VIR2311
1G119794 P1358607 | accD18 JI11006 1G25414
712 P1358609 | accD19 | P1595946 1G52518
1519864 P1358610 P1595935 1G52503
accD20
1522287 P1358611 P1595944 1G65050
accD2 1524337 P1358612 | accD21 JI2517 P1181958
P1560069 P1358613 T14/5 P1181799
accD22
P1560071 P1358614 T14/6 P1193835
P1560969 P1358615 W6-2101 JI11086
accD23 accD29
accD3 P1S1675 P1358616 T14/3 JI11108
accD4 P1S2853 P1358617 1G108291 JI1853
721 P1358618 FESRL, P1639959 JI2546
accD14
1S18911 L02-0253 P1343996 JI12602
accD5
P1560058 JI12385 1G52443 JI86
accD25
P1560059 JI11869 P1560072 JI92
accD6 P1343972 J11943 T15/2 P1358608
P1639955 JI1974 accD26 | ATC7021 T14/9
accD7 P1S2850 JI11632 accD27 JI267 accD30 | W6-19256
JI3558 JI1002 VIR1587 1G52507
accD8 accD31
P1560057 J10226 accD28 JI1834 JI12629
accD9 JI3557 JI0691 JI13554 1G52595
accD10 | P1344006 VIR2759 ARI00989 | accD32 1G52596
1S18909 | accD15 JI261 ATC1044 1G52532
accD11 1S18915 | accD16 | W6-26109 | accD29 | ATC6926 | accD33 | W6-26112
JI1262 1G112136 VIR1246 P1343978
accD17 accD34
accD12 JI11095 JI11010 VIR1541 1G140971
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accD1 FIAGSME CVVGEKTT BT TEYA TNLLL B SLST MIMAKT SSALYNYQ TNOFL FYVATL TSPTTS G VTASFG MG DT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNKIVE B5 50 SADLLFDRG LLDAVYERH
accD2 FIAGSME CVVGEKIT BL IEYA THLLLY B SLSL MOMAKI SSALYNYQ INOFL FYVAIL TSPTTS 6 VTASFG MUG DI IAEPNA TIAFAG KRVIEQ LLNKIVE BG 50 SADLLEDRG LLDAVVERH
accD3 LA SM5 C V6 EKTT T TETA THLLT G SLST M)MAKT SSALYNYQ [NOKL FYVATL TSPTTSG VTASFGMIG D11 TAEPHA TIAFAG KRV 1EQ LLNKQVE BS S)SADLLFDRGLLDAVVERH
accD4 FIAGSMG CVVGEKTTELIEYA TNLLLE BGSLST MIMAKI SSALYNYQ INOKL FYVATL TSPTTS G VTASFG MG DIT TAEPNA TTAFAG KRVIEQ LLNKEVE BG 50 SADLLF DRG LLDAVVERH
accD5 FIAGSM: CVVGEKITELIEYA TNLLLE EGSLSLMJMAKI SSALYNYQINQKL FYVAIL TSPTTGG VTASFGMLG DII IAEPNA TIAFAG KRV IEQ LLNKEVP B 50 SADLLFDRG LLDAVVERH

aCCDG FIASSM5 CVVGEKITRLIEYA TNLLL EGSLSTMIMAKI SSALYNYQINOFL FYVATL TSPTTGG VTASFGMLG DIT TAEPNA TTAFAG KRVIEQ LLNKEVE BG SQ SADLLFDRGLLDAVVERH
accD7 FIAG S CVVGEKITRLIEYA THLLLE BGSLSLM)MAKI SSALYNYQINQKL FYVATL TSPTTEG VTASEG MLG DI T IAEPNA TIAFAS KRVIEQ LLNKEVP BG SQ SADLLFDRG LLDAVVRRH
accD8 FIAG SM5 C V6 EKTT BT TETA THLLT) G SLST MOMAKT SSALYNYQ [NOKL FYVATL TSPTTSG VTASFGMIG D11 TAEPHA TIAFAG KRV 1EQ LLWKEVE BS S)SADLLFDRGLLDAVVERH

accD9 F 145 SM3 CVVGEKTTRLIEYA TNLLLE BGSLSL MIMAKT SSALYNYQINQKL FYVATL TSPTTS G VTASFGMLG D11 TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNKEVP BG 50 SADLLFDRGLLDAVVERH
accD10 F A5 S CVVGEKTT RLIEYA THLLT EGSLST MIMAKT SSALYNYQ TNOKL FYVATL TSPTTSG VTASFGMEG D11 TAEPNA TTAFAG KRVIEQ LLUKEVE B3 50 SADLLFDRG LLDAVVERH
accD11 F A5 SM3 CVVEEKTT L IETA THLLT BG SLST MIMAKT SSALYNYQ TNOKL FYVATL TSPTTS G VTASFG MLG DTT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLUKEVP B3 30 SADLLFDRG LLDAVVERH

accD12 FIAGSMG CVVGEKITELTEYA TNLLLE EGSLSL MJMAKT SSALYNYQ INQKL FYVATL TSPTTGG VTASFGMLG D11 TAEPNA TTAFAG KRV IEQ LLNKEVP B3 S0 SADLLF DRG LLDAVVERH
accD13 F A5 SM3 CVVEEKTT L IETA THLLT BG SLST MIMAKT SSALYNYQ TNOKL FYVATL TSPTTS G VTASFG MLG DTT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLUKEVP B3 30 SADLLFDRG LLDAVVERH
accD14 F 145 SM3 CVVGEKTTRLIEYA TNLLLE BGSLSL MIMAKT SSALYNYQINQKL FYVATL TSPTTS G VTASFGMLG D11 TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNKEVP BG 50 SADLLFDRGLLDAVVERH

EGSLST MIMAKT SSALYNYQ TNOKL FYVATL TSPTTSG VTASFGMEG D11 TAEPNA TTAFAG KRVIEQ LLUKIVE B5 50 SADLLFDEG LLDAVVERH
BGSLSL MIMAKT SSALYNYQINQKL FYVATL TSPTTS G VTASFGMLG DT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNHQVP BG 50 SADLLFDEG LLDAVVERH

accD15 FTAG SM3 CVVGEETT ELIEYA THELL,
accD16 FIAGSMG CVVGEKTTELIEYA THELLE

accD17 FIAGSMG CVVGEKITELTEYA TNLLLE i BG L ST, MOMAKT SSALYNYQ INEKL FYVATL TSPTAGG VTASFGMLG D11 TAEPNA TTAFAG KRV IEQ LLNKEVP B3 S0 SADLLF DEG LLDAVVERH
accD18 F A5 SM3 CVVEEKTT L IETA THLLT BG SLST MIMAKT SSALYNYQ TNEKL FYVATTL TSPTAG G VTASFG MLG DTT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLUKEVP B3 30 SADLLFDEG LLDAVVERH
accD19 FIA45SLE CVVGEKITRLIEYA TNLLLY 5 EG SLSL MIMATI SSALYNYQ INEFL FYVAIL TSPTAG G VTASFG MLG D11 IAEPNA TIAFAG KRV IEQ LLNKEVP B: S0 SADLLFDEG LLDAVVERH

accD20 FIAGSM3 CVVEEKTT FLIEYA THLLT BGSLST MIMAKT SSALYNYQ TNEKL FYVATTL TSPTAG G VTASFGMLG DTT TAEPNA TTAFAGS KRVIEQ LLUKEVE B3 30 SADLLFDEG LLDAVVERH
accD21 FI.A5SM3 CVVGEKTTRLIEYA TNLLLE BGSLSL MIMAKT SSALYNYQINEKL FYVATL TSPTAGG VTASFGMLG D11 TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNKEVP BG 50 SADLLFDEG LLDAVVERH
accD22 FIAGSM5CVVGEKITELIEYA TNLLL EGSLSLMIMAKI SSALYNYQ INQFL FYVIFIL TSPTTG G VTASFG MLG D11 IAEPNA TIAFAS KRV IEQ LLNKEVE B3 50 SADLLFDRG LLDAVVERH
accD23 FI 45 SM3 CVVGEKTTRLIEYA THLLLE EGSLSL MIMAKT SSALYNYQINOKL FYVATL TSPTTS G VTASFGMLG DT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNKEVP B3 S0 SADLLFDRGLLDAVVERH
accD24 FIA5SME CVVGEKITRLIEYA TNLLLY BG SLSL MJMAKI SSALYNYQ INQKL FYVAIL TSPTTS G VTASEG MLG D1I IAEPNA TIAFAG KRVIEQ LLNKEVP BG 5 SADLLFDRG LLDAVVERH

accD25 F A5 SM3 CVVEEKTT L IETA THLLT BG SLST MIMAKT SSALYNYQ TNOKL FYVATL TSPTTS G VTASFG MLG DTT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLUKEVP B3 30 SADLLFDRG LLDAVVERH
accD26 F 145 S5 CVVGEKTT RLIEYA THLLT BGSLSL MIMAKT SSALYNYQINQKL FYVATL TSPTTSG VTASFGMLG DT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNKEVP BG 50 SADLLFDRGLLDAVVERH
accD27 FIAGSM5CVVGEKITELIEYA TNLLL EGSLSLMIMAKI SSALYNYQ INQFL FYVATL TSPTTGG VTASFGMLG D11 IAEPNA TIAFAS KRV IEQ LLNKEVE B 50 SADLLFDRG LLDAVVERH

accD28 F 145 SM3 CVVGEKTTRLIEYA TNLLLE BGSLSL MIMAKT SSALYNYQINQKL FYVATL TSPTTS G VTASFGMLG D11 TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNKEVP BG 50 SADLLFDRGLLDAVVERH
accD29 FIAG S CVVGEKITRLIEYA THLLLE EGSLSLMIMAKI SSALYNYQINQKL FYVAIL TSPTTE G VIASEGMLG D1 IAEPNA TIAFAG KRVIEQ LLNKEVP BG 5 SADLLFDRG LLDAVVERH
accD30 F A5 SM3 CVVEEKTT L IETA THLLT BG SLST MIMAKT SSALYNYQ TNOKL FYVATL TSPTTS G VTASFG MLG DTT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLUKEVP B3 30 SADLLFDRG LLDAVVERH

accD31 FIA5SME CVVGEKITRLIEYA TNLLLY BG SLSL MJMAKI SSALYNYQ INQKL FYVAIL TSPTTS G VTASEG MLG D1I IAEPNA TIAFAG KRVIEQ LLNKEVP BG 5 SADLLFDRG LLDAVVERH
accD32 F A5 SM3 CVVEEKTT L IETA THLLT BG SLST MIMAKT SSALYNYQ TNOKL FYVATL TSPTTS G VTASFG MLG DTT TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLUKEVP B3 30 SADLLFDRG LLDAVVERH
accD33 F 145 SM3 CVVGEKTTRLIEYA TNLLLE BGSLSL MIMAKT SSALYNYQINQKL FYVATL TSPTTS G VTASFGMLG D11 TAEPNA TTAFAS KRVIEQ LLNKEVP BG 50 SADLLFDRGLLDAVVERH

accD34 FIAGSM: CVVGEKITELIEYA TNLLLE EGSLSLMJMAKI SSALYNYQINQKL FYVAIL TSPTTGG VTASFGMLG DII IAEPNA TIAFAG KRV IEQ LLNKEVP B 50 SADLLFDRG LLDAVVERH

Obr. 7: Alignment vSech aminokyselinovych sekvenci alel accD, znazoriujici jejich
variabilitu. Prazdna mista v sekvencich piedstavuji delece, svétle modrou barvou jsou
znazornény jednonukleotidové polymorfismy. Zelenou barvou je vyznacena Zn-finger
doména, fialovou acetyl-CoA vazebné misto, Zlutou CoA karboxyla¢ni katalytické misto

a cervenou karboxybiotin vazebné misto.
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Obr. 8: Fylogeneticky konsenzualni strom pro accD gen. Byl sestaven z 18 nejvice
parsimonnich stromt (délka 73, konzisten¢ni index 0,900, reten¢ni index 0,972, kompozicni

index 0,892). Barvy vétvi udavaji pfitomnost alel u jednotlivych taxonomickych skupin:
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olivové zelena — alely ptitomné pouze u P. fulvum; zluta — alely piitomné u P. abyssinicum;
modra — alely pfitomné pouze u P. elatius; ¢ervena — alely ptitomné pouze u P. sativum;
oranzova — alely pfitomné u P. elatius i P. sativum. Pro vétsi prehlednost byly alely uskupeny

do vyssich celkt A—J (pravy sloupec).

5.2.2 Analyza bcep genu

Jaderny gen pro biotin karboxyl carrier protein acetyl-CoA karboxylazy vykazoval
stejné jako gen accD vysokou variabilitu a to v podobé jednonukleotidovych zamén. Inzerce
nebo delece nebyly v genu pfitomny. Kvili pfitomnosti intronti u tohoto genu byla analyza
provadéna na cDNA, studovan byl tedy polymorfismus koédujici ¢asti DNA. Aby doslo
k detekovatelné amplifikaci bcep genu, musela byt provedena dvoustupiiova (nested) PCR
s dvéma pary primert, coz znac¢i nizkou expresi tohoto genu v listech rostlin.

Na zéklad¢ similarity sekvenci bylo vSech 104 analyzovanych vzorki roziazeno do
celkem 31 alel s ozna¢enim bccpl az beep3l (viz Tab. 12). Nejvice z analyzovanych vzorkid
spada pod alely bcep22 (32) a bcep26 (17). Stejné jako u genu accD nékteré vzorky
ptedstavovaly samostatnou alelu: bcep6 (1G52532), beep7 (T14/3), beep8 (W6-2101), beep9
(1G108291), bceplO (1S22287), beepll (1G52596), beepl2 (1G52595), beepl3 (T14/9),
bcepld (P1639959), beepl5 (T14/6), beepl7 (P1639955), beepl9 (JI3558), beep2l (W6-
-26112), beep23 (JI13557), beep24 (P1560057), beep25 (T15/2), beep29 (P1343996) a beep30
(T14/5).

U planého P. fulvum se vyskytovaly tii alely bcepl, beep2 a beep3, které soucasné
nebyly pfitomny u zadné z dalSich druhi. Tyto alely obsahuji shodné SNP v pozicich 142,
155, a 230 bp, odlisujici se od alel ostatnich. U P. elatius bylo identifikovano velké mnoZzstvi
alel, nékteré znich jsou spole¢né i pro vzorky kulturniho hrachu, napt. bccp22, ktera
prevazuje u P. sativum. U P. abyssinicum byla nejcastéji identifikovana ptislusnost k alele
bcep26, v mensi mife se vyskytovaly alel beep20 a beep22.

Nejvétsi variabilita byla zaznamenana v pozici 205, kdy u alel bcep4, beep5 a beep6 se
na této pozici vyskytuje threonin, u alely bccp8 valin, u alel bcep7, beep9-becpl5, beep20

a bcep25-beep27 isoleucin a u ostatnich alel pak methionin.
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Tab. 12: Rozdéleni vzorkt podle prislusnosti do bcep alel

Alela | Vzorky | Alela Vzorky Alela Vzorky Alela Vzorky
P1595946 P1560058 JI11086 P1358609
bcepl6
beepl P1595935 P1560059 JI1108 P1358610
P1595944 | bcepl? | P1639955 J11853 P1358611
JI2517 JI267 JI12602 P1358612
P1595953 ARI00989 JI86 P1358614
Ecche JI11006 bcepl8 | VIR1246 1G52503 P1358615
1G112136 VIR2311 1G52507 P1358616
Eeehs JI11010 P1358608 P1344006 | bccp26 | PI1358617
JI11834 bcepl9 JI13558 1518909 L02-0253
JI3554 P1358613 1518915 J11943
becp4 1519864 PI358618 | pocp22 | 1262 J1002
PI1560071 | bcep20 JI12385 JI1095 J10226
P1560969 J11869 1524337 J10691
bceps 712 JI11632 JI12546 VIR2759
PI560069 | bccp2l | W6-26112 1G25414 JI10130
bcep6 1G52532 ATC7021 W6-19256 1G52443
becep7 T14/3 VIR1587 JI2629 beep27 P1560072
bcep8 | W6-2101 ATC1044 1G140971 | bcep29 | P1343996
bccp9 | 1G108291 ATC6926 721 bccp30 T14/5
bccpl0 | 1522287 JI92 P1343972 P1344537
bccpll | 1G52596 | beep22 | VIR1541 JI1974 1G119794
bcepl2 | 1G52595 1G65050 | bccp23 JI3557 JI261
bccpl3 | T14/9 P1181958 | bccp24 | PI560057 | beep3l | W6-26109
bccpl4 | P1639959 P1181799 | bccp25 T15/2 PIS1675
bcepls T14/6 P1193835 P1343978 P1S2853
bccpl6 | 1518911 1G52518 becp26 P1358607 P1S2850
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beept IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVRONS SNGLF QHL TNGERRVYSHSRGFKTLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
beep2 IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNSSNGLF QHL TNGERRVYSHSRGFKTLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
beep3 IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGEFKRVYSHSRGKETLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKKSLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
becopd IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGEFKRVYSHSRGKETLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKKSLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
heeps IRSFHHP IGTTISHVESS IDRAAVVSCHEVRRNSSNGLF QHL TNGERRVYSHSRGHETLVSCAKAVEP INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
heepf IRSFHHP IGTTISHVESS IDRAAVVSCHEVRRNSSNGLF QHL TNGERRVYSHSRGHETLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
heep? IRSFHHP IGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SHNGLFOHL TNGEERVYSHS RGFKTLVSCAETVEP INTTESDAS SDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
beepB IRSFHHP IGTISHAPRSS IDPAAVVSCHEVRPNSSNGLF OHL TNGEFRVYSHSRGFETLVSCARTVEP INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
becepd IRSFHHP IGIISHVESS IDPAAVVSCHEVRPNSSNGLF QHL TNGEFRVYSHSRGFETLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCHETE
becept0 IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGERRVYSHSRGFKTLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCHETE
beept IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGERRVYSHSRGEKILVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
becop12 IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGEFKRVYSHSRGKKILVSCAKTVEP ITTTESDASSDSTL QNS LEKKSLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
becopl3 IRSFHHP IGTIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGEFKRVYSHSRGKKILVSCAKTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKKSLOQTATFPNGFEALVLEVCDE TS
heeptd IRSFHHTIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVRRNSSNGLF QHL TNGERRVYSHSRGHEILVSCAKTVER INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
heepls IRSFHHP IGTISHVESS IDRAAVVSCHEVRRNSSNGLF QHL TNGERRVYSHSRGHEILVSCAKTVEP INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
beepl16 IRSFHHP IGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SHNGLFOHL TNGEERVYSHS RGFKTLVSCAETVEP INTTESDAS SDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
beepl7 IRSFHHP IGTISHVESSHDPAAVVSCHEVRPNSSNGLF OHL TNGEFRVYSHSRGFETLVSCARTVEP INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
bcop18 IRSFHHP IGTISHVESSHDPAAVVSCHEVRRPNSSNGLF QHL TNGEFRRVYSHESRGFETLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
bcopl19 IRSFHHPIGIISHMESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGERRVYSHSRGFKTLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
becop20 IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGERRVYSHSRGFKTLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
becop21 IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGEFKRVYSHSRGFETLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKKSLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
beep22 IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGEFKRVYSHSRGFETLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKKSLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
heep23 TIRSFHHP IGTTISHVESS IDRAAVVSCHEVRRNSSNGLF QHL TNGERRVYSHSRGHETLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
heep2d IRSFHHTIGIISHVESSHDRAAVVSCHEVRRNSSNGLF QHL TNGERRVYSHSRGHETLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
beep25 IRSFHHP IGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SHNGLF OHL TNGEERVYSHS RGFKTLVSCARTVEP INTTESDAS SDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
becep26 IRSFHHP IGTISHVESSHDPAAVVSCHEVRPNSSNGLF OHL TNGEFRVYSHSRGFETLVSCARTVEP INTTESDASSDSTLONS LEKESLOTATFPNGFEALVLEVCDETE
beop27 IRSFHHP IGIISHVESS IDRAAVVSCHEVRRPNSSNGLF QHL TNGEFRRVYSHERGFETLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
becocp29 IRSFHHPIGIISHVESS IDEVAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGERRVYSHESRGFKTLVSCARTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
becop30 IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGERRVYSHSRGFKTLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTLENS LEKESLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
beop3t IRSFHHPIGIISHVESS IDRAAVVSCHEVERNS SNGLF QHL TNGEFKRVYSHSRGKETLVSCAKTVEP INTTESDASSDSTL QNS LEKKSLOQTATFPNGFEALVLEVCDETE
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beept TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISPTIPPPIPSKPMDGTAPATPOSLPPTSSPEKTINFF ANVSLOKSSKELTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPF
beep2 TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISPTIPPPIPSKPMDGTAPATPOSLPPTSSPEKTINFF ANVSLOKSSKELTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPF
beep3 TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHNAPSSNISPFTIPPP IPSKPMDGTAPATPOSLPPTSSPERTIFF ANVSLOKSSKLTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPP
becopd TAELKLEVGEFELHLERN IGATHAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTIFF ANVSLOKSSKLTALEASGINTYVLISAPTVGLF QRGRI IKGRMLPF
heeps TAELKELEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQOTIPPPIPSKPMDETAP ATFOSLPPTSSPEETHFF ANVSLOKSSKEL TALEASGINTYVLISAPTVGLF QRGRT IKGREMLPF
heepf TAELKELEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQOTIPPP IPSKPMDETAP ATFOSLPPTSSPEETHFF ANVSLOKSSEL TALEASGINTYVLISAPTVGLF QRGRT IKGRMLPF
heep? TAELELEVGEFEMHLKRN IGATNAP SSNISOTIPPP IPSKPMDETAPATPQSLPPTSSPEETHPF ANVSLOKSSELTALEASGINTYVLISAP IVGLFORGRI IKGEMLFF
beepB TAELKLEVGEFEMHLEPN IGATNAPSSNISOTIPPP IPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTINPF ANVSLOKSSELTALEASGINTYVLISAPVWWGLF CRGRI IKGREMLPP
becepd TAELKLEVGEFEMHLEPN IGATNAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATP QSLPPTSSPEKTINPF ANVSLOKSSELTALEASGINTYVLISAP IVGLF QRGRI IKGRMLPP
becept0 TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTINPF ANVSLOKSSKELTALEASGINTYVLISAP IVGLF QRGRT IKGRMLPF
beept TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTIVPF ANVSLOKSSKELTALEASGAMMAYVLISAP IVGLF QRGRT IKGRMLPP
becopl2 TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISETIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTIFF ANVSLOKSSKLTALEASGINTYVLISAP IVGLF QRGRI IKGRMLFP
becopl3 TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPERTIFF ANVSLOKSSKLTALEASGINTYVLISAP IVGLFQRGRI IKGRMLPP
hceptd TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISOTIPPPIPSKPMDETAP ATPOSLPPTSSPEKTIFF ANVSLOKSSKL TALEASGINTYVLISAP IVGLFQRGRT IKGRMLPP
heepls TAELKELEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQOTIPPPIPSKPMDETAP ATFOSLPPTSSPEETHFF ANVSLOKSSKEL TALEASGINTYVLISAP IVGLFQRGRT IKGRMLPF
beept 6 TAELELEVGEFEMHLKRS IGATNAP SSNISOTIPPP IPSKPMDETAPATPOSLPP TS SPEEANPF ANVSLOKSSEL TALEASGINTYVLISAPMVGLFORGRI IKGEMLFF
beepl7 TAELKLEVGEFEMHLERS IGATNAPSSNISOTIPPP IPSKPMDETAPATP OSLPPTSSPEKAINPF ANVSLOKSSELTALEASGINTYVLISAPMVGLF CRGRI IKGRMLPP
becep18 TAELKLEVGEFEMHLERS IGATNAPSSNISOTIPPP IPSKPMDETAPATP OSLPPTSSPEKAINPF ANVSLOKSSELTALEASGINTYVLISAPMVGLF CRGRI IKGRMLPP
bcopl19 TAELKLEVGEFEMHLERS IGATAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATP QS LPPTSSPEKAITPF ANVSLOKSSKELTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPP
becop20 TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPERTIVPF ANVSLOKSSKELTALEASGINTYVLIS AP IVGLF QRGRT IKGRMLPF
beop21 TAELKLEVGEFEMHLERS IGATHNAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETWPATP QS LPPTSSPEKAINPF ANVSLOKSSKLTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPP
becop22 TAELKLEVGEFEMHLERS IGATHNAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKAINPF ANVSLOKSSKLTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPP
heep23 TAELKLEVGEFEMHLERS IGATHAPSSNISOTIPPPIPSKPMDETAP ATPOSLPPTSSPEKTIFF ANVSLOKSSKL TALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPP
heep2d TAELKELEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQOTIPPP IPSKPMDETAP ATPOSLPPTSSPERTHFF ANVSLOKSSKEL TALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPF
heep2s TAELKELEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQOTIPPP IPSKPMDETAP ATFOSLPPTSSPEETHFF ANVSLOKSSEL TALEASGINTYVLISAP IVGLFQRGRT IKGRMLPF
becep26 TAELKLEVGEFEMHLEPN IGATNAPSSNISOTIPPP IPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTINPF ANVSLOKSSELTALEASGINTYVLISAP IVGLF CRGRI IKGRMLPP
beep27 TAELKLEVGEFEMHLEPN IGATNAPSSNISOTIPPP IPSKPTDETAPATPOSLPPTSSPEKTINPF ANVSLOKSSELTALEASGINTYVLISAPIVGLF CRGRI IKGEMLPP
becocp29 TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTINPF ANVSLOKSSKELTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPF
becocp30 TAELKLEVGEFEMHLERN IGATHAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTINPF ANVSLOKSSKELTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPF
beep3t TAELKLEVGEFEMHLERN IGATIAPSSNISQTIPPPIPSKPMDETAPATPOSLPPTSSPEKTITFF ANVSLOKSSKLTALEASGINTYVLISAPMVGLF QRGRT IKGRMLPF
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beept NCEEGDVIEEGOVIGTLMNOF GAAHP IESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beep2 NCEEGDVIEEGOVIGTLNOF GAAHP IESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
heepd NCEEGDVIEEGOVIGTLMNOF GAAHP IESDVAGEVIEKLLVDEGDPVGYGDH
beepd NCEEGDVIREGOVIGTLMOF GAAYP IESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
bceps NCFEEGDVIREGOVIGTLNOF GAATP IKSDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beepf NCFEGDVIREGIVIGYLNOFGAAYP IKSDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beep? NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAFPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beepd NCEEGDVIREGOVIGTVINOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
heepd NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVUGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beept 0 NCFEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beept NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beepd 2 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beept 3 NCHSZGDVIREGOVIGTLNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGD H
heep14 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beept 5 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
bcep 6 NCFEEGDVIREGOVIGTLNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beept 7 NCFEGDVIREGIVIGYLNOFGAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beept 8 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
becep19 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
heep20 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beep21 NCFEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
heep22 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beep23 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
becp24 NCEEGDVIREGOVIGTLNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
hcep2s NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
becp26 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beep27 NCFEEGDVIREGOVIGTLNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beep29 NCFEGDVIREGIVIGYLNOFGAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beep30 NCEEGDVIREGOVIGTLMNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGYGDH
beep3t NCEEGDVIREGOVIGTLNOF GAAHPVESDVAGEVLELLVDEGDPVGTGDH

Obr. 9: Alignment vSech aminokyselinovych sekvenci alel bccp, znazorfujici jejich
variabilitu. Svétle modrou barvou jsou znazornény jednonukleotidové polymorfismy, delece

ani inzerce se v sekvencich nevyskytuji.
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Obr. 10: Fylogeneticky konsenzualni strom pro bccp gen. Byl sestaven z 19 nejvice
parsimonnich stromt (délka 42, konzistencni index 0,762, retencni index 0,900, kompozi¢ni
index 0,793). Barvy vétvi udéavaji pfitomnost alel u jednotlivych taxonomickych skupin:
olivové zelena — alely ptfitomné pouze u P. fulvum; Zluta — alely ptitomné u P. abyssinicum;
modra — alely pfitomné pouze u P. elatius; ¢ervena — alely pfitomné pouze u P. sativum;
oranzova — alely pfitomné u P. elatius i P. sativum, fialova — alely pfitomné u P. elatius
i P. abyssinicum; zelena — alely pfitomné u P. sativum, P. elatius i P. abyssinicum. Pro vétsi

prehlednost byly alely uskupeny do vyssich celkit A—O (pravy sloupec).

5.2.3 Kombinace alel accD/bccp

Pro 34 accD alel a 31 bcep alel je moznych celkem 1054 kombinaci, pfi analyze
V testovaném souboru 104 vzorkd vSak bylo zaznamenéno 54 kombinaci. U planého hrachu
P. elatius bylo detekovano celkem 37 kombinaci, z nichz vétSina z nich (30 kombinaci) se
vyskytovala pouze jedenkrat, zbylé kombinace pak byly zastoupeny dvakrat (accD29/bccp22,
accD25/bcep27, accD1/beep3l, accD2/bcepd, accD2/beep5) az tiikrat (accD5/beepl,
accD11/bccp22). U dalsiho z planych hracht, P. fulvum bylo objeveno 6 kombinaci
zastoupenych nanejvyse dvakrat. V ramci kulturniho P. abyssinicum byly detekovany jen
4 kombinace, pfiCemz pievazovala kombinace alel accD14/bccp26 (15) a nasledovala

kombinace accD14/bccp20. Dalsi dvé kombinace accD14/bccp22 a accD13/bcep26 byly
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zastoupeny pouze jedenkrat. U kulturniho P. sativum se vyskytovalo 10 kombinaci, kdy
nejcetnéjsi byla kombinace accD29/bccp22 (15) a dale pak accD29/bccpl8 (4). Dalsi
kombinace pak byly zastoupeny jedenkrat az dvakrat.

V¢étSina kombinaci alel accD a beep byla pfitomna pouze u jednoho z druhti. Vyjimku
predstavuji kombinace accD2/bccp5, accD29/bcep22 a accD31/beep22, které se vyskytuji
u dvou druhdg, P. elatius i P. sativum.

Nejpocetnéjsi kombinace accD29/bccp22 se ukazala jako typicka predevSim pro
P. sativum (15), u P. elatius byla zaznamenana pouze dvakrat. Druha nejcastéjsi kombinace
accD14/bccp26 se vyskytovala pouze u P. abyssinicum.
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Obr. 11: Vsechny identifikované kombinace alel accD a bccp
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Obr. 12: Vyskyt kombinaci alel v ramci jednotlivych druhti

5.2.4 Geograficka distribuce alel accD/bccp

Rostlinné vzorky pochazely z geograficky rozsahlé oblasti okolo Stfedozemniho
mote — jizni Evropy, severni Afriky a Blizkého vychodu, n€které az z oblasti Asie. Plany
hrach P. fulvum, u n&jz byly zaznamenany unikatni alely accD17-21 a bccpl-3, tedy F/A, se
vykytoval pouze na uzemi Blizkého vychodu v Izraeli, Syrii, Jordansku a Turecku. P. elatius
se ukazal jako velmi riznorody s mnoha kombinacemi alel accD/bccp a s oblasti vyskytu od
Portugalska ptes Mad’arsko, Tunisko, Blizky vychod az do Ruska. Nejvétsi pocet vzorkl
P. elatius pochazel z Izraele (14) a nasledné z Turecka (13), kombinace alel byla velmi pestra.
Pricemz alely accD2 a accD5 se vyskytovaly pouze u vzorka z Izraele. Mnoho accD i bcep
alel se u P. elatius vyskytovalo pouze jedenkrat.

Rozsiteni kulturniho P. sativum bylo jesté rozsahlejsi nez u P. elatius, kromé
jihoevropskych, severoafrickych zemi a Blizkého vychodu zasahovalo az do Asie. Nejcastéjsi
kombinaci alel byla accD29/bccp22 (piipadné I/F, kdy I zahrnuje i alely accD26-28 a F alelu
bcepl8). Odlisné alely byly zaznamenany u vzorku PI560969 z Nepalu (accD2/bccp5)
a Alzirska (accD32/bccpll,12). P. abyssinicum je svym vyskytem typicky pro Etiopii a zcela
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u n¢j prevazuje alela accD14, ktera se vyskytuje v kombinaci s alelami bccp20, becep22 nebo
bcep26 (také D/J a D/F).
Z divodu mnoha zaznamenanych kombinaci alel accD/bcep bylo pro vyneseni vzorki

do mapy pouzito vys§i oznaceni skupin A—J pro accD a A—O pro bccep (viz Obr. 8 a 10).
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Obr. 13: Mapa geografické distribuce accD a bcep alel sestavena s pouzitim vysSich skupin

v oblasti okolo Stfredozemniho mofe

5.2.5 Analyza populaci

Gen accD byl analyzovan také u jednotlivych rostlin planého hrachu z nékolika
populaci nachazejicich se na tuzemi vychodniho Turecka a tzemi Madarska. | Vv ramci
nékolika populaci P. elatius bylo mozné pozorovat variabilitu, k niz pfispiva pfitomnost
inzerci, deleci 1 jednonukleotidovych polymorfismi. Takovato variabilita mize potencionalné
vést i K reprodukéni izolaci v ramci populace.

Jednonukleotidové zamény jsou vyznaceny v tabulce (Tab. 13). Inzerce byly
identifikovany na pozicich 43-48, 379-414, 406-414, 519-536 a 1196-1204, delece na
pozicich 115-123, 346-354, 370-423, 374-418, 518-544, 918-1020 a 980-1012.
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Tab. 13: Analyza jednonukleotidovych polymorfismi pro vzorky z vychodniho Turecka
a Mad’arska

Pozice (bp) | Zameéna Typ zdmény | Synonymni/nesynonymni
6 C>T tranzice synonymni
125 G2>A tranzice nesynonymni
142 T2>G transverze nesynonymni
145 T2>A transverze nesynonymni
176 C>G transverze nesynonymni
262 G>T transverze nesynonymni
285 G>T transverze nesynonymni
293 T2>G transverze nesynonymni
406 G2>A tranzice nesynonymni
456 A->C transverze synonymni
501 A>T transverze synonymni
510 A->C transverze synonymni
518 C>T tranzice synonymni
563 C>G transverze nesynonymni
623 C->G transverze nesynonymni
633 A->G tranzice synonymni
642 T2>G transverze nesynonymni
678 T>G transverze nesynonymni
681 G>C transverze nesynonymni
740 C2>A transverze nesynonymni
911 A>T transverze nesynonymni
953 C>T tranzice nesynonymni
1027 C2>A transverze nesynonymni
1028 A->C transverze nesynonymni
1117 C2>A transverze nesynonymni
1121 C>G transverze nesynonymni
1144 C2>A transverze nesynonymni
1214 A->C transverze nesynonymni
1224 C->G transverze nesynonymni
1238 C>T tranzice nesynonymni
1374 C2>A transverze synonymni
1403 T2>G transverze nesynonymni
1490 C>T tranzice nesynonymni
1493 C>T tranzice nesynonymni
1530 C>T tranzice synonymni
1669 G>C transverze nesynonymni
1712 G2>A tranzice nesynonymni
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V analyzovaném souboru 45 rostlin pochazejicich z patnacti tureckych populaci
a dvou mad’arskych (Chaloupska, 2015) bylo identifikovano 37 jednonukleotidovych zamén,
Z nichz pouze 8 jich bylo synonymnich. Mezi zdménami pievazovaly transverze v poctu 26,
zatimco tranzici bylo 11. Jako téméf identické se jevi vzorky s oznacenim 67 (Kahraman-
-Maras), 68 (Kahraman-Maras), 75 (Kahraman-Maras), 83 (KM-West), 85 (KM-West), 86
(KM-West), 91 (KM-3) a 96 (Adyaman), u nichz se vyskytuji jednonukleotidové zamény,
které u zbylych rostlin souboru pozorovany nebyly, napt. SNP v pozicich 142 bp, 285 bp, 563
bp. Velkou podobnost také vykazuji vzorky oznacené 22 (Buyvkaktli), 29 (Buyvkaktli) a 30
(Buyvkaktli), s unikatnimi SNP v pozicich 6 bp, 681 bp ¢i inzerci v 43-48 bp. Stejné tak je
tomu i u madarskych vzorki Hungary-B_MCH-H10, Hungary-B_MCH-H2, Hungary-
-V_MCH-M2 a Hungary-V_MCH-M7 se SNP v pozicich 623 bp, 1214 bp ¢i inzerci v 519—
536 a 1196-1204. 1 ptes velkou podobnost sekvenci téchto vysSe zminénych vzorkd v nich

byly zaznamenany jednonukleotidové polymorfismy, které je od sebe odlisuji.
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6 DISKUSE

Cilem diplomové prace byla analyza dvou gentl, chloroplastového accD a jaderného
bcep, podilejicich se na jaderné-cytoplasmatickém konfliktu zptisobujicim reprodukéni izolaci
u hrachu (Pisum sp.). Zkoumany byly nukleotidové a aminokyselinové sekvence téchto gentl,
s ohledem na jejich variabilitu byly rozdéleny do jednotlivych alel. Poté bylo urceno, v jakych
kombinacich se alely vyskytuji a jaké je jejich geografické rozlozeni. Znac¢na variabilita genu
accD byla také objevena u rostlin v ramci jednotlivych vybranych populace nachazejici se na
vychod¢ Turecka a v Mad’arsku (Chaloupska, 2015).

Analyza byla provedena na celkem 104 vzorcich hrachu, z toho bylo 28 vzorka
kulturniho P. sativum (landraces), 22 vzorkt kulturniho P. abyssinicum, 46 vzorkt planého
P. elatius a 8 vzorka planého P. fulvum; a souboru 45 vzorku z patnacti tureckych populaci
advou madarskych. Vzorky byly zvoleny na zékladé diivéjSich studii provedenych
Bogdanova et al. (2015), Smykal et al. (2017, 2018) a Trnény et al. (2018).

Geny accD a bcep se vyznamné podileji na stavbé a funkci enzymu acetyl-CoA
karboxylaza, které je zodpovédnd za syntézu mastnych kyselin u rostlin. Nekompatibilni
spojeni alel accD/bccp vede K postzygotické jaderné-cytoplazmatické inkompatibilite
(Bogdanova et al., 2015). Postizené rostliny vykazuji sterilitu, jsou mensiho vzristu a jejich
listy jsou redukované (Bogdanova et al., 2009).

Velka variabilita v ramci genu accD v podobé inzerci, deleci 1 jednonukleotidovych
zameén je shodna se zjisténim D’Agostino et al. (2018), ktefi gen accD spolecné s geny ndhB,
rpl20, ycfl a ycf2 oznacuji pii své studii na Capsicum sp. jako nejvariabilngjsi. Ke stejnym
vysledkiim dosli i Sloan et al. (2012) a Rockenbach et al. (2016), ktefi u genu accD také
pozoruji pozitivni selekei, coz se shoduje s poznatky z ¢lanku rozsitujiciho tuto diplomovou
praci (Novakova et al., 2019). I ptes velkou variabilitu je gen accD ptelozitelny do proteint
a zachovava si Cteci ramec. Gurdon et Maliga (2014) uvadi, ze variabilita genu accD je
zpusobena inzerci repetitivnich sekvenci, coz taktéz odpovida zjisténi této prace Novakova et
al. (2019). Gen bccp se od genu accD vyrazné 1isi a to pfedev§im absenci inzerci a deleci,
(Bogdanova et al., 2015), zaroven vsak byl gen bcep studovan pouze v ramei exont.

Kromé geni accD a bcep byly v kontextu s jaderné-cytoplazmatickym konfliktem
studovany i jaderné lokusy Scsl a Scs2 (Bogdanova et al., 2009), pii ¢emz zalezi na puvodu
lokust, tedy zda pochazi z kulturni nebo plané rostliny hrachu. Pfi studiu alel accD a bccp

Bogdanova et al. (2015) provedli k#izeni planého P. elatius L100 a kulturniho P. sativum
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WL1238, coz vedlo k albinotickému potomstvu mensiho vzristu, zatimco ktizenim P. elatius
JI1794 ¢i 721 s P. sativum WL1238 vznikalo potomstvo normalni. Shodné poznatky jsou
uvedeny i v ¢lanku Novakova et al. (2019), pro diplomovou praci se vSak tato studie ukazala
jako prili§ komplexni, nevyhovujici podminky kiiZzeni (vysokéa teplota ve skleniku) a ¢asova
naro¢nost ji tak nakonec neumoznily. Bogdanova et al. (2015) také uvadi, ze do
inkompatibility zpuisobené interakci genii accD a bccp mohou byt zapojeny i geny dalsi,
napf. jaderny gen hcs2, kddujici biotin (acetyl-CoA karboxylaza) ligazu.

Jak jiz bylo uvedeno, ¢lanck Novakova et al. (2019) rozSifuje poznatky z této
diplomové prace. K analyze byl pouzit vétsi pocet vzorki, celkem 195 namisto 104 vzorkd,
pti¢emz zahrnuty byly jak vzorky kulturniho hrachu P. sativum a P. abyssinicum, tak hrachu
planého P. elatius a P. fulvum. Shodné bylo taktéZ rozdéleni do alel, pro gen accD to byly
alely accD1 az accD34 a pro gen beep alely beepl az beep31. Nejpocetnéji zastoupenou accD
alelou byla v obou ptipadech accD29, vyskytujici se pfevazné u P. sativum, ale v mensi mite
také u P. elatius. Pro bccp gen to taktéz v obou pfipadech byla alela bcep22, vyskytujici se
vV podobném mnozstvi u P. sativum i P. elatius a vjednom pfipadé i u P. abyssinicum.
Nejcastéjsi kombinace alel, accD29/bccp22, ktera se vyskytuje predev§im u P. sativum, ale
také u P. elatius, je taktéz ve shod¢ s poznatky z vySe uvedeného ¢lanku. Stejné tak i alela
accD14 (tedy i kombinace accD14/bccp26,bcep20) vyskytujici se pouze u P. abyssinicum,
nebo alely accD17-accD21 a bccpl-beep3 typické pro P. fulvum. Pii analyze vétsi sady
vzorkl byla zjiSténa pfitomnost nékterych alel i u dalSich druhti hrachu, nez jak je uvedeno
Vv této diplomové praci. Napt. alela accD6 byla kromé P. elatius zaznamenana i u P. sativum,
accD14 krom¢ P. abyssinicum i u P. sativum a accD22 kromé P. elatius i u P. fulvum.
Ubcep genu se jedna napt. o alelu bcep3, ktera se kromé P. fulvum vyskytovala
i u P.sativum, bccpl8 kromé P. sativum i u P. elatius nebo bccp20, jez byla kromé
P. abyssinicum i u P. elatius a P. sativum.

Trnény et al. (2018) provedli u hrachu DArTseq analyzu na celogenomové urovni,
jehoz disledkem bylo rozdé€leni hrachu do 10 genetickych skupin. Pfi porovnani téchto
skupin s distribuci alel accD a bcep mizeme pozorovat korelaci u nezavisle domestikovaného
P. abyssinicum patficitho do skupiny 7 a zaroven majiciho unikatni kombinace alel
(accD14/bcep26,bcep20). U P. sativum, podle Trnény et al. (2018) naleziciho do skupin 3 a 6,
souvislost mezi genetickou skupinou a rozlozenim accD/bccp alel nebyla zfetelna. Stejné tak
tomu bylo u planého P. elatius roziazeného do celkem 7 skupin (1; 3-5; 8-10), pficemz
skupina 3 je spolecna s P. sativum. Naopak u druhu P. fulvum byla jasn¢ dana ptislusnost do

skupiny 2 a soucasn¢ také piitomnost alel accD17-accD21 a bcepl-beep3. Mezi prislusnosti
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do genetickych skupin ziskanych DArTseq analyzou a distribuci accD/bccp alel tak byla
zaznamenana pouze Castecnad souvislost. Vzhledem k velké variabilité pozorované v obou
genech a zaroven také u genu accD v ramci jednotlivych rostlin z nékolika tureckych populaci
(Smykal et al., 2018) je mozné fici, ze je hrach stale evolu¢né aktivni a vysoka variabilita
muze vést k reprodukéni izolaci.

V piirodé hraji reprodukéni bariéry dilezitou roli mezi planymi a kulturnimi formami,
které se vyvinuly procesem domestikace (Ladizinsky, 1985). Béhem domestikace plodin
doslo k snizeni genetické diverzity (Olsen et Gross, 2008), coz v dnesSni dobé predstavuje
problém z hlediska adaptability a daliiho $lechténi plodin. Re$enim muize byt kiiZzeni
puvodnich planych forem s kulturnimi, a tedy pfekonavani reprodukénich bariér mezi nimi
a umoznéni genového toku (Dempewolf et al., 2014).

V praxi tedy mlze byt inkompatibilita a sam¢i cytoplazmatické sterilita vyuzita pro
Slechténi a produkci hybridi, u nichz je mozné pracovat s heteroznim efektem, a zajistit tedy
vétsi vynosnost (Kim et Zhang, 2018). U CMS linii neni nutné zbavovat rostliny pylovych zrn
a tedy branit samoopyleni, pfedstavuji proto idedlni samici linie pii produkci hybridnich
rostlin. Zaroven je vSak u nich nasledné mozné obnovit fertilitu pomoci jaderného Rf genu
(Eckardt, 2006; Chen et Lui., 2014). Inkompatibilita a CMS linie naSly vyuziti u mnoha
zemédelskych plodin, napi. ryze seté (Oryza sativa L.; Virmani et al., 1982), pSenice
(Triticum sp.; Liu et al., 2006), soji (Glycine sp.; Ding et al.,, 2002) nebo baviny
(Gossypium sp.; Weaver et Weaver, 1977).
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7 ZAVER

Diplomové prace byla zaméfena na problematiku jaderné-cytoplazmatického konfliktu
u hrachu (Pisum sp.) zpusobeného inkompatibilitou dvou gent, chloroplastového accD,
kodujiciho beta podjednotku karboxyltransferazy acetyl-CoA karboxylazy, a jaderného bcep,
kodujici biotin karboxyl carrier protein acetyl-CoA karboxylazy. Analyza byla provedena na
celkem 104 vzorcich hrachu, z toho 28 vzorcich kulturniho P. sativum, 22 vzorcich kulturniho
P. abyssinicum, 46 vzorcich planého P. elatius a 8 vzorcich planého P. fulvum. Dale pak na
45 vzorcich P. elatius z populaci Turecka a Mad’arska.

Byla provedena izolace genomové DNA a RNA, ktera byla nasledné pomoci reverzni
transkripce prepsana do cDNA. Poté byla provedena PCR amplifikace gend accD a bccp,
elektroforetickd separace a geny byly osekvenovany. Byla zjiSténa vysokd variabilita,
jednonukeotidové zdmény byly pfitomny u obou genli, u geny accD byl zaznamenan také
velky pocet inzerci a deleci. Na zaklad¢ similarity sekvenci pak byla uréena ptislusnost ke
konkrétni alele, pro gen accD bylo nalezeno 34 alel, pro gen bcep bylo alel 31. Mezi alelami
genu pak bylo zjisténo 54 accD/bcep kombinaci z 1054 moznych, pfic¢emz nejpocetnéjsi byla
kombinace accD29/bccp22 vyskytujici se prevazné u P. sativum a nasledovala kombinace
accD14/bcep26 typicka pro P. abyssinicum.

Plany P. fulvum se vyskytoval pouze na uzemi Izraeli, Syrii, Jordansku a Turecku
a byly u n¢j ptitomny alely accD17-21 a bccpl-3. P. elatius pokryval rozsahlé tizemi jizni
Evropy, severni Afriky a Blizkého vychodu. U kulturniho druhu P. sativum z geograficky
rozsahlého tzemi vcetné oblasti stiedni Asie dominovala kombinace accD29/bccp22.
Etiopsky a pravdépodobné nezavisle domestikovany P. abyssinicum mél odlisnou kombinaci
accD14/bccp26 alel.

Jaderné-cytoplazmaticky konflikt studovany v této praci predstavuje jednu
z postzygotickych reprodukénich bariér, poznatky z této diplomové prace jsou zajimavé
z pohledu evolu¢niho a mohou byt také dale uplatnény pii péstovani a Slechténi hrachu.
Zajimava by byla analyza homolognich sekvenci u fylogeneticky piibuznych druhl roda
Lathyrus, Vicia ¢i Cicer, vcetné mozného dopadu na vznik albinotickych jedinct pfi

vzdaleném ktizeni (Kumari et al., 2011).
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a prifazeni ke konkrétni alele a vyssi skupin
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Priloha 1: Seznam vzork, jejich taxonomické zafazeni, zdroj, ptivod, zemépisné souradnice a piifazeni ke konkrétni alele a vyssi skupin

Oznaceni Oznaceni | Trnény et al.
vVzorek Zdroj Zoemé Zele%pisné Zem'épisné Taxonor_nické accD vy§_§i bcep vy§_§i 201.8 -
pavodu Sifka délka skupina alela skupiny alela skupiny geneticka
(accD) (bcep) skupina
P1560969 USDA Nepal NA P.sativum-landraces | accD2 bceps B 3
ATC7021 AGB Cina P.sativum-landraces | accD26
JI1267 JIC Recko Kozani P.sativum-landraces | accD27 |
VIR1587 VIR Rusko Sverdéob\llskaya P.sativum-landraces | accD28 |
J11834 JiIC Spanglsko Palomero Alto | P.sativum-landraces | accD28 | B
J13554 JIC Italie Aosta P.sativum-landraces | accD28 | bcepd B
ARI00989 GNGB Kypr P.sativum-landraces F
ATC1044 AGB Indie P.sativum-landraces
ATC6926 AGB Cina P.sativum-landraces F
J192 JIC Afghanistan P.sativum-landraces F
VIR1246 VIR Tadzikistan NA P.sativum-landraces F
VIR1541 VIR Rusko Primorkij kraj | P.sativum-landraces
VIR2311 VIR Gruzie NA P.sativum-landraces
1G65050 | ICARDA fran P.sativum-landraces
P1181958 USDA Syrie Homs P.sativum-landraces
P1181799 USDA Libanon Chtura P.sativum-landraces
P1193835 USDA Etiopie Addis Ababa | P.sativum-landraces
1G52518 ICARDA Turecko Antakya P.sativum-landraces F
J11086 JIC Turecko Bagyurdu P.sativum-landraces F




Oznaceni Oznaceni | Trnény et al.
vzorek Zdroj Zoemé Zelvn'(:episné Zem'épisné Taxonor_nickz’l accD vy§_§i bcep vy§_§i 2015.3 -
pavodu Sifka délka skupina alela skupiny alela skupiny geneticka
(bcep) skupina
J11108 JIC Nepal Keerau P.sativum-landraces F 3
J11853 JIiC Izrael P.sativum-landraces F 3
J12602 JIC Libye Ghat oasis P.sativum-landraces
J186 JIC Afghanistin NA P.sativum-landraces
P1358608 USDA Etiopie Nazareth P.sativum-landraces F 3
1G52503 ICARDA Turecko 39,03333 37,63333 P.sativum-landraces F 9
1G52507 ICARDA Turecko Gaziantep P.sativum-landraces | accD31 F 3
1G52595 ICARDA Alzirsko 36,3 5,66667 P.sativum-landraces | accD32 J E 3
1G52596 ICARDA Alzirsko 36,35 7,441413 P.sativum-landraces | accD32 J bcepll E 3
P1344537 USDA Italie 37,88866389 | 13,38844444 P.elatius accD1 @) 4
1G119794] ICARDA Spanélsko | 37,94733 -5,76283 P.elatius accD1 0] 4
P1344006 USDA Recko 40,2166 24,2401 P.elatius accD10 C F 9
1S18909 IGB Izrael 33,004166 35,298055 P.elatius accD11 C F
1518915 IGB Izrael 32,8786 35,5085 P.elatius accD11 C F
JI1262 JIC Turecko 36,851638 34,61804 P.elatius accD11 C F
J11095 JIC Recko 40,23484 24,20567 P.elatius accD12 C F 9
Ji261 JIC Turecko 36,07 33,17 P.elatius accD15 E O
W6-26109 USDA Gruzie |41,60194444 | 44,52222222 P.elatius accD16 E @)
712 Novosibirsk Izrael 31,185833 26,58 P.elatius accD2 bcep5 B
1519864 IGB Izrael 31,7661 35,163 P.elatius accD2 bcepd B 4
1522287 IGB Izrael 31,4802 35,1426 P.elatius accD2 bcepl0 D 4
1524337 IGB Izrael 33,0078 35,468 P.elatius accD2 F 4
P1560069 USDA Izrael 31,21345 34,694375 P.elatius accD2 bcep5 B 4
PI560071| USDA lzrael | 31,654839 | 34,931006 P.elatius accD2 beepa B [




Oznaceni Oznaceni | Trnény et al.
. Zemé Zemépisna | Zemépisna Taxonomicka accD vySssi bcep vyssi 2018 -
Vzorek Zdroj " - 2 : : : c .
pavodu Sifka délka skupina alela skupiny alela skupiny geneticka
(accD) (bcep) skupina
Tws SR a1 Turecko |37,55562703 | 42,42590404 P_elatius © beep30 N
T14/6 Smyl;gllgt al. Turecko 37,53485 40,8956 P.elatius G bcepls E
W6-2101 USDA Turecko 37,7666 42,1166 P.elatius accD23 G bccp8 C
T14/3 Smyl;gllgt al. Turecko |37,56468301 | 43,52921303 P.elatius accD23 G bcep? B
1G108291] ICARDA Tunisko 36 9,38333 P.elatius accD24 H bcep9 D
P1639959 USDA Turecko 37,715053 37,972172 P.elatius accD24 H bcepla E
P1343996 USDA Turecko 37,284722 38,702356 P.elatius accD25 H bccp29 M 4
1G52443 ICARDA Syrie 32,83056 36,575 P.elatius accD25 H bcep27 K
P1560072 USDA Izrael 33,16261667 | 35,75077222 P.elatius accD25 H bcep27 K
T15/2 Smylz‘g'lgt a1 Turecko | 38,00961203| 39,29612696 P.elatius accD25 H beep25 |
J12546 JIC Gruzie 43,02 42,43 P.elatius | F 3
1G25414 IGB Syrie 35,68222 36,53278 P.elatius | F
T14/9 Smylz‘gllgt a1 Turecko |39,77258889 | 40,33983889 P.elatius | beepl3 E
P1S1675 IPK Italie 41,727222 18,211667 P.elatius accD3 O 4
W6-19256 USDA Bulharsko |[43,37666667 28,085 P.elatius accD30 J F 10
JI12629 JIC Rusko 44,9333333 | 35,2166667 P.elatius accD31 J F 10
1G52532 ICARDA Turecko 38,35 41,817 P.elatius accD32 J bccpb B
W6-26112 USDA Gruzie 4190361111 | 44,09444444 P.elatius accD33 J bcep21 F 10
P1343978 USDA Turecko 38,416708 27,431192 P.elatius accD34 J bccp26 F
1G140971 ICARDA Arménie 39,43777 45,946111 P.elatius accD34 J F 10




Oznaceni Oznaceni | Trnény et al.
vzorek Zdroj Zoemé Zelvnrtv“tpisné Zem'épisné Taxonor_nickz’l accD vy§_§i bcep vy§_§i 201{3 -
pavodu Sifka délka skupina alela skupiny alela skupiny geneticka
(accD) (bcep) skupina
P1S2853 IPK Mad’arsko | 45,85507 18,41897 P.elatius accDh4 O
721 Novosibirsk Izrael 32,62674 35,00854 P.elatius accD5
1518911 IGB Izrael 33,2161 35,6397 P.elatius accD5
P1560058 USDA Izrael 32,60249167 34,9913 P.elatius accD5
P1560059 USDA Izrael 33,0822 35,2166 P.elatius accD5
P1343972 IGB Turecko Efes P.elatius accD6
P1639955 USDA Izrael 33,076446 35,275968 P.elatius accD6
P1S2850 IPK Italie 44,33822 9,16074 P.elatius accD7 O
J13558 JIC Spanélsko | 41,3516667 | 1,0613889 P.elatius accD8 C F
P1560057 USDA Portugalsko P.elatius accD8 C H
JI3557 JIC Portugalsko 41,5 -6,4833333 P.elatius accD9 C G
1G112136| ICARDA Jordansko P.fulvum F A
JI11010 JIC Izrael 31,36 34,54 P.fulvum F A
P1595953 USDA Izrael P.fulvum F A
J11006 JIC Izrael P.fulvum accD18 F A
P1595946 USDA Turecko P.fulvum accD19 F A
P1595935 USDA Syrie P.fulvum F A
P1595944 USDA Izrael P.fulvum F A
JI2517 JIC Syrie P.fulvum accD21 F A
P1358607 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D J
P1358609 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D J
P1358610 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D J
P1358611 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D J
P1358612 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D J




Oznaceni Oznaceni | Trnény et al.

vzorek Zdroj Zoemé Zelvnrtv“tpisné Zem'épisné Taxonor_nickz’l accD vy§_§i bcep vy§_§i 201{3 -

pavodu Sifka délka skupina alela skupiny alela skupiny geneticka

(accD) (bcep) skupina
P1358613 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D bcep20 F
P1358614 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D bccp26 J
P1358615 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D bcep26 J
P1358616 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D bcep26 J
P1358617 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D bccp26 J
P1358618 USDA Etiopie P.abyssinicum accD14 D bcep20 F
L02-0253 CzNGB Etiopie P.abyssinicum accD14 D bccp26 J
J12385 JIC Etiopie P.abyssinicum accD14 D bccp20 F
J11869 JiIC Etiopie P.abyssinicum accD14 D bcep20 F
J11943 JiIC Etiopie P.abyssinicum accD14 D J

JI1974 JIC Etiopie P.abyssinicum accD14 D

J11632 JiIC Etiopie P.abyssinicum accD14 D bcep20 F
J1002 JiIC Etiopie P.abyssinicum accD14 D bccp26 J
J10226 JIC Etiopie P.abyssinicum accD14 D bccp26 J
J10691 JIC Etiopie P.abyssinicum accD14 D bccp26 J
VIR2759 | Novosibirsk Etiopie P.abyssinicum accD14 D bccp26 J
J10130 JIC Etiopie P.abyssinicum accD13 D bccp26 J




