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Abstrakt

Cilem diplomov¢ prace je studium genetické podstaty vyznamného domestikacniho
znaku pukavosti lusku. Analyzovany byly dva druhy hrachu, kulturni hrach s nepukavymi
lusky JI192 (Pisum sativum subsp. sativum) a plany hrach s pukavymi lusky J164 (Pisum
sativum subsp. elatius). Reciprokym kiizenim téchto dvou linii byly vytvofeny
rekombinantni inbredni linie (RILs), z celkovych 134 RILs linii bylo vybréano 9
kontrastnich linii. V rdmci sluzby jsme vyuzili masivné paralelni sekvenovani 3' konca
cDNA, ziskana reverzni transkripci mRNA, kterd byla izolovéana ze §vi luskii. Diky této
metod¢ byly vygenerovany 3 kandidatni geny. Nasledn¢ jsme zjistovali expresi téchto
tii kandidatnich genti pro pukavost pomoci kvantitativni Real-Time PCR (RT-qPCR).
Amplifika¢ni kiivky a hodnody Ct vygenerované z pribéhu RT-qPCR byly nasledné
pouzity pro vytvoreni grafl, které slouzi pro zobrazeni miry exprese kandidatnich gent.
Jako nejvhodné&jsi kandidat byl zvolen gen Psl5, ktery je u hrachu pfitomen v LGIII
v oblasti Dpol, a proto by mohl byt zodpovédny za pukavost lusku.

Klicova slova: Pisum sativum L., pukavost, domestikace, kandidatni geny, RT-
gPCR,



Abstract

The aim of this thesis is the study of the genetic substance of the important
domestication sign pod dehiscence. Two types of pea were analyzed, with indehiscence
pods JI92 (Pisum sativum subsp. sativum) and wild field pea with dehiscent pods JI64.
(Pisum sativum subsp. elatius). By reciprocal crossbreeding of these two lines, were
created recombinant inbred lines (RILs), of a total of 134 RILs lines were selected with
9 contrast lines. We utilized the massive parallel sequencing of the 3'ends of the cDNA,
obtained by reverse transcription of mRNA isolated from the seam. Thanks to this
method, 3 candidate genes were generated. Subsequently, we determined the expression
of these three candidate genes for the using quantitative Real-Time PCR (RT-gPCR).
Amplification curves and C; values generated from the RT-gPCR were subsequently used
to generate graphs to show the degree of expression of the candidate genes. The most
suitable candidate was the Ps15 gene, which is present in LGIII in the Dpol region, and

therefore could be responsible for pod dehiscence.

Key words: Pisum sativum L., pod dehiscence, domestication, candidate gene, RT-
gPCR,
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1 UVOD

Vznik a vyvoj zemédé€lstvi je jednim z meznikl v déjinach lidstva. Lidé z kocovného
zpusobu zivota piesedlali na zivot usedlejsi a zacali péstovat uzitecné plodiny. Diky tomu
se postupné¢ zacaly vyvijet nové formy rostlin procesem zvanym domestikace.
Domestikace zptsobuje u planych druht rostlin genetické zmény. Pti¢inou téchto zmén
je nejcastéji antropogenni vliv neboli vliv ¢lovéka, ktery vybird genotypy s lepSimi
uzitkovymi vlastnostmi. Diky tomu se domestikované rostliny liS§i od planych druhi
genetickymi, morfologickymi a fyziologickymi vlastnostmi, které jsou spojeny

s kli¢enim, rustem, velikosti semene a barvou (Ladizinsky 1998, Sakuma 2011).

Hrach sety (Pisum sativum L.) je jedna z nejstar$i pro lidstvo velmi dulezitych
zemédé€lskych plodin, kterou fadime do celedi bobovitych. Diky jeho vlastnostem
je vyuzivan v potravinafstvi i jako krmivo pro zvitata. Tak jako ostatni kulturni plodiny
si procesem domestikace prosel i hrach. Domestikovany hrach se od planého ptredka lisi
nepukavosti lusku, nedormantnimi semeny, s krat§im stonkem a vyssi kvalitou semen.
Plany hrach se vyznacuje pukavosti luskil pti dozrani, zatimco domestikovany hrach mé
nepukavé lusky a semena zUstavaji uvnitt i v dobé zralosti. Tato diplomova prace
se vénuje studiu genetické podstaty ztraty pukavosti lusku u hrachu béhem domestikace.
Pomoci metody kvantitativni Real-Time PCR byly testovany kandidatni geny, které byly
vytipované jako mozné zodpoveédné za pukavost lusku. I ptes dlouhou historii péstovani
hrachu je o0 jeho domestikaci velmi malo znamo. Podstata pukavosti byla lokalizovana
na LGIII v Dpol (Weeden 2007, Bordat et. al., 2011), ale konkrétni geny nebyly doposud
identifikovany a publikovany.



2 CiL DIPLOMOVE PRACE

e Studium genové exprese kandidatnich genii pro pukavost lusku u hrachu.
e Experimentalni ¢ast prace byla soudasti feSeni projektu GACR 14-11782S

Dormance semen a pukavost luski jako klicové domestikaéni znaky luskovin.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Domestikace rostlin

Pocatek domestikace rostlin saha az do mladsi doby kamenné (Harlan, 1992, Smith,
1995). Pred 12 000 lety zacala vétsina lovct a sbéra¢ti ménit sviij kocovny zivotni styl
na usedly zptsob zivota a diky tomu se zacalo rozvijet zemédé€lstvi (Patova, 2015; Zohary
& Hopf, 1988; Sakuma et al., 2011). K domestikaci piispéla i zména klimatu, ustoupila
doba ledovd a Zem¢ se zacala postupné oteplovat (Tasel et. al., 2010). Pé&stovani
uzitkovych plodin a domestikace zvifat zapocCala V lokalitach Piedni Asie, Izrael,
Libanon, Irak a Turecko, v oblastech ,,arodného pillmésice*. Tato oblast poskytovala
vhodné podminky pro vznik a vyvoj civilizace (Harlan, 1975; Smirnov, 1989). Dikazy
0 domestikaci nam piinasi archeologické nalezy v tropickych a subtropickych oblastech
Stfedni Ameriky, jihozépadni a jizni Asie a stiedni Afriky (Gupta, 2014). Mezi prvnimi
plodinami v obdobi neolitu byla tetraploidni pSenice dvouzrnka (Triticum diccocum
Schrank.), diploidni pSenice jednozrnka (T. monoccocum L.), hrach (Pisum sativum L.),
cocka (Lens culinaris Medik.), jeémen (Hordeum vulgare L.), cizrna (Cicer arietinum

L.), len (Linum usitatissimum L.) a vikev seta (Vicia sativa L.) (Zohary & Hopf, 1988).

Domestikace je dlouhodoby proces, pii kterém dochazi k postupnym genetickym
a morfologickym pfeménam planych rostlin na kulturni plodiny. Nejprve Slo
0 neuvédomeély proces, avSak s postupem Casu dochazelo k zdmérnému vybéru semen
z rostlin, které disponovaly vyhodnymi vlastnostmi (Allaby, 2008). Pti domestikaci
je vyvojova linie formovana faktory chovani daného druhu a biologickymi faktory.
Velice vyznamnym faktorem je faktor antropogenni. Clovék ovliviioval plané druhy tim,
ze o n&€ pecoval, sklizel, odstranioval nezddouci rostliny a doséval (Zeder et al., 2006).
Diky tomu se domestikované rostliny odliSuji od svych planych ptredk morfologickymi,

biochemickymi nebo vyvojovymi znaky (Meyer & Purugganan, 2013).

3.1.1 Domestika¢ni syndrom u rostlin

Proces domestikace mizeme rozd¢lit do tii fazi (Harris, 1989). Prvni faze zahrnuje
sbér volné rostoucich jedlych plodi, druhou fazi je tzv. pre-domestikace neboli péstovani

volné rostoucich rostlin. Posledni fazi je fixace domestikacniho syndromu (Allaby, 2010).
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Pod pojmem domestika¢ni syndrom si tedy miizeme predstavit trvalou fenotypovou
zménu, kterd odliSuje plany druh od druhu kulturniho souborem vlastnosti.
Domestikované rostliny se nejvice 1isi v morfo-fyziologickych znacich, napiiklad ztratou
dormance, zbarvenim plodd, nepukanim luskii, nerozpadavosti klasi ¢i souCasnym
klicenim semen. Diky domestikaci u n€kterych rostlin doslo k zesileni pletiv a organti
(v€etné zasobnich organt), ke zvyseni zasobnich latek cukri a tukii v kofenech a hlizach,
ke ztraté horkosti plodi a nékteré dulezité organy domestikacnich rostlin jsou lépe
stravitelné pro Clovéka (Sakuma et al., 2011). Pro uspésné péstovani byly klicové dva
znaky, a to zamezeni vypadavani semen z klast, luskii a riznych plod a odstranéni
dormance semen (Hillu, 1993). V n¢kterych pfipadech nastaly zmény, kdy dochazelo
ke ztraté ptirozené schopnosti rozmnozovat se a rostliny jsou tedy zcela zavislé na
¢loveéku, naptiklad kukuftice (Zea mays L.) a bandnovnik (Musa L.) (Smykal, 2009; Cacas
et. al.,1996). Naopak rostliny, které jsou méné¢ domestikované maji sklon vracet
se k ptivodnim planym druhtim, naptiklad mrkev (Daucus carota L.), konopi (Canabis
Roth.) a locika seta (Lactuca sativa L.) (Cacas et al., 1996).

3.1.2 Genova centra kulturnich plodin

Velmi vyznamny rusky biolog, badatel, Slechtitel a genetik Nikolaj Ivanovi¢ Vavilov
se zaslouzil o charakterizaci a urceni tzv. genovych center kulturnich plodin (Savage et.
al., 1994). Vavilov je autorem nejvyznamngjsiho dila ,,Centers of origin of Cultivated
Plants”, kterd byla vydana v roce 1926. V této publikaci rozdélil svét do deseti center
podle puvodu kulturnich druhii (obrazek ¢. 1). Nejvyznamnéj$im centrem z hlediska
dilezitosti domestikovanych rostlin je Blizky vychod (Myroyan, 2006). Centra se dale
rozdé€luji na primarni a sekundarni (Vavilov, 1992). Primérni centra zahrnuji oblasti mista
vyskytu planych druhii plodin a zaroven kulturnich druht, které se odd¢lily od planého
predka. Proto se mohou v této oblasti vyskytovat vedle sebe kulturni a plané formy.
Naopak v sekundarnich centrech se plané druhy vyskytovat nemusi a proces tvorby
novych forem probéhl nebo jesté probiha. Objevuji se zde formy a druhy, které jsou velmi
geneticky rtiznorodé a do oblasti byly zavleCeny introdukci (Vavilov, 1992). Jedna
se naptiklad o rod pSenice (Triticum L.), ktera ma misto s nejvyssi variabilitou v Etiopii,

ale predek se v této oblasti nevyskytuje (Harlna, 1975; Smirnov, 1989).
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Obrazek €. 1 - Oblasti puvodu a prvni domestikacni oblasti kulturnich rostlin a domacich zvirat
(Chloupek, 2000)

1. Blizky vychod. Pred 7000 p7. Kr.: pSenice, jecmen, hrach, cocka, ovce, koza. Kolem
5000 pr. Kr.: vikev, len, skot, prase. Kolem 2000 pr. Kr.: palma datlova, smokvon,
cibule, hrusen, jablon, velbloud jednohrby, osel, kachna, husa, véela. Kolem 500 pr.
Kr.: artycok; kocka.

2. Stredni vychod a centralni Asie. Pred 4000 pr. Kr.: réva vinnd, oliva; velbloud
dvouhrby. Bez znamého data: pohanka, vojtéska, konopi, cirok, vikev, zeli, mrkev,
oves, kun, jak.

3. Indie. Pred 3000 pr. Kr.: palma datlova, mango. Bez znamého data: cajovnik, lilek,
tykev, vodni buvol, kur domaci.

4. Cina. Prred 4000 pr. Kr.: soja, ryze, cirok; prase, kur domaci, kachna. Kolem 1000
pr. Kr.: pomerancovnik, broskvon, cibule, zeli; bourec morusovy.

5. Jihovychodni Asie. Bez znamého data: trtina cukrova, ryze, bananovnik, citrus,
cajovnik, palma kokosova.

6. Afrika. Kolem 2000 pr. Kr.: vodni meloun, cirok, skocec (Ricinus sp.); osel, husa.
7. Severni Amerika. 5000 pr. Kr.: fazol, tykev, slunecnice, jahodnik; pes, krita.

8. Stredni Amerika. Kolem 6000 pr. Kr.: kukufice, tykev, fazol;, Bez znamého data:
rajce, bavinik, avokado, papdja, slunecnice, kakao, maniok; kriita

9. Andské oblasti Jizni Ameriky. Kolem 2500 p7. Kr.: brambor, bataty, lama, alpaka.
Bez znamého data: podzemnice olejnd, fazol.

10. Jizni Amerika. Bez znamého data: podzemnice olejnd, ananas, jam, bavinik,
kakaovnik, tabak, paprika (Chloupek, 2000).
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Kvili riznorodym podminkdm prostiedi, kterymi se vyznacuji jednotliva
geograficka centra piivodu, neni mozna jednostranna selekce. Hovotime tedy o podhiiii
Himal4ji, Blizkého Vychodu, Balkanu, And, Apenin a Hindukuse. Pohoti diky lokalni
izolaci, umoznila vznik riznych forem rostlin. V horskych oblastech diky vykyvim teplot
1 u samosprasnych druhti rostlin (Harlan, 1975; Smirnov, 1989). U rostlin nachazejicich
se ve stiedu genového centra se vyskytuje vyssi podil znakt fizenych dominantni alelou,
ktera je vétSinou ptivodnéjsi (Chloupek, 2008). Naopak u rostlin rostoucich v perifernich

oblastech ptevazuji znaky fizené recesivnimi alelami (Harlam, 1975; Smirnov, 1989).

3.1.3 Domestikované druhy rostlin

V ramci procesu moderniho Slechténi se ¢lovek snazil ptiblizit k tzv. ideotypu.
Ideotyp predstavuje idedlni formu rostliny, kterd mé maximalni vynos vuc¢i svému
genetickému potencidlu. Béhem domestikac¢nich a Slechtitelskych krokid dochézi
ke zméné genofondu (Abbo et al., 2011). Uzsi rozsah diverzity maji vice pivodni
genofondové rezervy. Kultivary ve vztahu k méné domacim krajovym odridam maji uzsi
fenotypovou rozmanitost, ptikladem je kukufice (Zea mays L.). V nékterych ptipadech
vSak miize dojit k rozsifeni fenotypové rozmanitosti naptiklad velikost, tvar a barva plodi
u rajcete (Solanum lycopersicum L.). Prvotni zemé&délci vyuzivali pro budouci generaci
maly pocet vybranych jedincti. Diky tomu dnes péstované plodiny maji malou genetickou
diverzitu. Mnoho genetického potencialu bylo nevyuZzito nebo i1 ztraceno béhem procesu

Slechténi (Smykal, 2009).

Rostliny se déli podle potencialniho vyuziti na primarni gene pool, sekundarni
a tercialni gene pool. Primérni gene pool — do této skupiny jsou zahrnuty druhy péstované
a druhy pfibuzné, ze kterych lze ziskat uzitecné geny pro Slechténi. Druhy v této skupiné
lze s ptibuznymi kulturnimi druhy kiizit a je mozné ziskat F1 a F2 generaci. Po tomto
kiiZeni je segregace genll pfevazné normalni. Sekundarni gene pool — do této kategorie
zahrnujeme péstované druhy, ze kterych lze pfendset geny do péstovanych druhti, piesto
s ur¢itymi komplikacemi. Pfi kiiZzeni se sice ziskaji semena, ale rostliny F1 jsou ¢asto
sterilni. Potomstvo nemivd normalni segregaci genid, to znamend, ze potomstvo
je vyrazn¢ podobné jednomu zrodici. Tercialni gene pool-pro pienos gend
do péstovanych druhti je za potiebi specialnich postupii nebo neni mozny. Hybridni

rostliny hynou nebo jsou sterilni.
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Diky specialnim postupim, naptiklad roubovani, techniky explantatovych kultur,
vektory prenasené geny v plazmidech nebo virovych ¢&ésticich mohou tyto rostliny

zachranit (Harlan, 1975).

evr

Tab. 1 Celedi s nejvyznamnéjsimi zdstupci domestikovanych plodin (upraveno podle
Smykal,2009)

Bobovité hrach (Pisum sativum), cizrna (Cicer sp.), fazol (Phaseolus
(Fabaceae) sp.), bob (Vicia faba), ¢ocka (Lens culinaris)
Brukvovité tepka (Brassica napus), brukev (Brassica napa), hot€ice
(Brassicaceac) (Sinapis) mnoho zeleniny
Hvézdnicovité slunenice (Helianthus annus), ¢ekanka (Cichorium endivia),
(Asteraceae) salat (Lactuca sativa)
Lilkovité brambory (Solanum tuberosum), rajce (Solanum
(Solanaceae) lycopersicum), paprika (Capsicum annum)
Lipnicovité pSenice (Triticum aestivum), je¢men (Hordeum vulgare), Zito
(Poaceae) (Secale cereale), oves (Avena sativa), kukufice (Zea mays),
ryze (Oryza sativa), proso (Ponicum miliaceum)
Okurkovité okurka (Cucumis sativus), tykev (Cucurbita pepo), meloun
(Cucurbitaceae) (Cucumis melo)
PryScovité maniok (Maninot esculenta), skoCec (Rieinus communis),
(Euphorbiaceae) kaucukovnik (Hevea brasiliensis)
Routovité pomerancovnik (Citrus sinensis), mandarinka (Citrus
(Rutaceae) reticulata), citronik (Citrus limon)
Rizovité jablon (Malus domestica), hrusen (Pyrus communis), slivon
(Rosaceae) (Prunus domestica), merunika (Prunus armeniaca), jahody
(Fragaria vesca)
Slézovité bavinik (Gossypium), ibisSek (Hibiscus cannabinus), okra
(Malvaceae) (Belmoschus esculentum)
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3.1.4 Vyznam genetické diverzity

Na domestikaci ma sviij podil geneticky drift. Jedna se o nahodné zmény Cetnosti alel
ur¢ité populace. Tyto zmény se spiSe objevuji u mensich populaci, naptiklad pii
introdukci alely. Dokonce se muize stat, ze nékteré alely se mohou ztratit - rostliny s nimi
vyhynou. Podil na redukci diverzity rostlin 1 zvifat ma také tzv. efekt hrdla lahve. Jedna
se o druh genetického driftu, ktery se vyskytuje u populace se silnym snizenim pocetnosti,
populace pfezije, zotavi se a postupné se jeji pocetnost opét zvysuje. Tento efekt vSak
zpusobuje snizeni genetické variability, protoze kvili snizovani pocetnosti nékteré alely
zanikly spolu se svymi nositeli. (Chloupek, 2008; Cox & Moore, 1999). Efekt hrdla 1ahve
byl popsan napf. u bramboru (Solanum L.), fazolu (Phaselous L.), baviniku (Gossypium
L.) a prosa (Panicum L.) (Zeder et al., 2006; Iqual,2001).

Diulezitym faktorem domestikace je introgrese, tj. vneseni a exprese gend urcitého
druhu do genomu jiného. Jedna se naptiklad o mezidruhové kiizeni a nasledné zpé&tné
ktizeni. Introgrese se Casto ve spojeni s polyploidizaci povazuje za zakladni Cinitel
evoluce. Genetickd diverzita tedy vznikla a stidle vznika v disledku introdukce
do péstovani, v disledku mutaci, rekombinaci, genetického driftu aj. (Chloupek, 2008;
Papa & Gepts, 2003).

3.1.5 Ochrana genetické diverzity

Ochrana genetické diverzity je velmi vyznamna, jelikoZ se z nasi planety denné ztraci
stovky druhil nejen rostlin (Pim et al., 1995). Rada odborniki tedy pozaduje ochranu
genetické diverzity za nutnou, jelikoz nedostatecnd ochrana miize vést ke genetické
zranitelnosti. Z toho diivodu se provadéji sbéry rostlin, které se nachazeji v oblastech
s vysokou diverzitou a s vyraznym prostfedim, kde je moZné objevit unikatni genotypy
(Holden et al., 1993). Pro sbér vzorku rostlin se také vyuzivaji oblasti s vysokym
selekénim tlakem na uréity znak, napf. suché nebo chladné oblasti (Pratap & Kumar,
2012). Kromé toho se sbiraji i druhy plevelné i plané v oblastech narusenych ¢lovékem

nebo v nenarusenych nalezistich (Holden et al., 1993).

V ramci enviromentalniho programu OSN, byla v roce 1992 vypracovana Umluva
0 biologické diverzitd. V roce 1994 ji podepsala i Ceska republika. Principem této
umluvy je zodpoveédnost kazdého statu za vlastni genetické zdroje. Ochrana genetické
diverzity se uskute¢iiuje dvéma zpusoby. Prvni zpisob je konzervace in situ, ktera

se snazi o uchovani urcité populace v podminkéch jeho pfirozené¢ho vyskytu.
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Tento zpusob vyzaduje konzervaci celého ekosystému dané¢ho druhu. Druhym
zpusobem je konzervace ex situ, ktera vyuziva hospodaisky vyznamnych druhti a druht,
které jsou ohrozené vymizenim. V pribéhu 20. stoleti se diky systematickému
uchovavani genetického materialu zacaly ziizovat genové banky, které pro uchovani
genetického materidlu vyuzivaji techniky explantatovych kultur (Harlan, 1975;

Chloupek, 2008; Pratap & Kumar, 2012).

V genofondovych kolekcich hrachu se uchovava zhruba 98 tisic polozek, nckteré
vSak jsou zastoupeny vicendsobné. V téchto kolekcich jsou nedostateéné zastoupeny
plané druhy, tvoii pouze 2% z uchovanych polozek, coz je ptiblizné¢ 1900 polozek.
Zbyvajici polozky jsou pievazné tvofeny kulturnimi formami hrachu. K uchovavani
se také vyuzivaji krajové odrudy, kiiZenci, zastupci Slechtitelskych materiala a jedinci

S riznymi mutacemi (Smykal et al., 2013).

3.2 Hrach (Pisum L.)

Hrach sety (Pisum sativum L.) (obrazek ¢. 2) se fadi do celedi bobovitych a je
povazovan za velmi dulezitou zeméd¢€lskou plodinu. Hral dilezitou roli i v historii jako
model pro genetiku. Jeho vlastnosti vyuzil i Johan Gregor Mendel, ktery definoval zakony
dédicnosti (Smykal et al., 2015). Diky bohatému zastoupeni prospéSnych latek ma hrach
Siroké vyuziti v potravinafstvi, jako krmivo pro zvifata, silaz, pice a také zelené hnojeni
(Tayeh et al, 2015). Hrach také zlepSuje plidni vlastnosti diky fixaci vzdusného dusiku.
Zemé&dé€lci hrach vyuZivaji jako meziplodinu, kterd zvySuje urodnost pudy a sniZuje

potiebu pouziti pesticidi (Sindhu et al., 2014).
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Obrazek €. 2 — Hrach (Pisum sativum L.) (Polivka, 1900)

3.2.1 Fylogeneze tribu Fabeae
Tribus Fabeae zahrnuje 5 rodd: hrachor (Lathyrus L.), ¢oc¢ka (Lens Mill.), hrach

(Pisum L.), vikev (Vicia L.) a Vavilovia Fed., nékteré z nich patii mezi vyznamné
luskoviny péstované na zrno (Schaefer et al., 2012). Pod¢eled’ Fabeae je charakteristicka
nckolika morfologickymi znaky, zpefenymi listy, které jsou ¢asto zakoncené uponky.
Jednim z hlavnich diagnostickych znakti mezi rody Fabeae je tvar ¢nélky a uspotadani
trichomti na ¢nélce (Kupicha, 1981; Endo et al., 2008). Studium chloroplastovych
jadernych gent vedly k zavéru, ze rody hrachor (Lathyrus L.) a vikev (Vicia L.) nejsou
monofyletické. Rody hrach (Pisum L.) aVavilovia byly vnofeny do rodu hrachor
(Lathyrus L.) a rod ¢ocka (Lens Mill.) by zanofen do rodu vikev (Vicia L.) (Smykal et al.,
2015) (obrazek €.3).
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Vicia tetrasperma

Lathyrus

— Pisum

L— Vavilovia

Vicia (Faboid)

Vicia (Oroboid)

Vicia (Ervoid) a Lens
Vicia hirsuta
Trifolieae

Obrazek ¢. 3 - Schéematicke znazornéni fylogenetickych vztahii podceledi Fabeae (Smykal, 2011).

3.2.2 Systematické zaiazeni rodu Pisum

V soucastné dobé botanicka spole¢nost nema jednotny nazor na zatazeni jednotlivych
druhii. MiZzeme se proto setkat s riznymi zafazenimi v zavislosti na autorech a typu
studii. Rod hrach (Pisum L.) spole¢né s rodem ¢ocka (Lens Mill), hrachor (Lathyrus L.)
a vikev (Vicia L.) fadime do tribu Fabeae (Maxted & Ambrose, 2001, Smykal et al.,
2011).

Systematické zafazeni rodu Pisum L. dle ITIS (2011)

Rise: Plantae

Podiise: Viridaeplantae
Oddéleni: Tracheophyta
Pododdéleni: Spermatophytina
Tiida: Magnoliopsida

Nadfad: Rosanae

Rad: Fabales

Celed: Fabaceae

Rod: Pisum L.
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Podle nékterych autori se rod Pisum déli na dva druhy Pisum fulvum Sibth.& Sm.
a P. sativum. P. sativum se dale ¢leni na morfologicky rozdilné druhy P. elatius a P.
humile. Druhy P. elatius, P. sativum a P. humile byly mezi sebou vzajemné ktizitelné
az na P. fulvum, ktery je od téchto druhti vice reproduk¢né izolovan (Ben Ze’ev & Zohary,
1973). Nékteré novéjsi studie déli rod Pisum na druhy P. sativum, P. fulvum Sibth. & Sm
a P. abyssinicum A. Br. (Maxted & Ambrose, 2001). P. sativum se od ostatnich druhti 1i8i
v disledku castych chromozomovych aberacich, které jsou pfi¢inou reprodukéni
izolovanosti. P. fulvum je plany druh, ktery je spiSe homogenni a znatelné ohranicen.
Naopak P. abyssinicum se morfologicky podoba P. sativum avsak jeho kulturni formy
byly domestikovany nezavisle na domestikaci kulturnich forem P. sativum (Jing et al.,
2010). P. sativum subsp. elatius a subsp. sativum se vyskytuje v Evropé€, v oblasti
Blizkého vychodu, v severozapadni Indii a v mirném pasu Afriky. Druh P. fulvum se
vyskytuje pouze v oblasti Blizkého vychodu a endemitni druh P. abyssinicum se
vyskytuje v Etiopii (Maxted & Ambrose, 2001; Konec¢na et al., 2014).

Za nejblizsiho ptibuzného rodu hrach (Pisum L.) je povazovana vytrvala Vavilovia
formosa (Steven) Fed., ktera se fadi do rodu Vavilovia. V historii byl tento cizosprasny
druh oznacovan jako druh Pisum formosum (Stev.) Alef. Diky fylogenetickym analyzam

byl rod Vavilovia uréen jako samostatny (Smykal et al., 2013; Miki¢ et al., 2013).
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3.2.3 Botanicka charakteristika

Hrach je dvoudé€lozna, jednoleta bylina z ¢eledi bobovitych (Fabaceae), rostliny rodu
Vavilovia jsou vytrvalé byliny. Rozmnozuje se generativné, samosprasenim.
Samospraseni probihd dvéma zpisoby, kleistogamii (opyleni probéhne piimo
V neotevieném kvétu) a proteogynii (blizna dozrava diive nez prasniky, cizospraSenim).
Genom hrachu je velky 4 300 Mb, obsahuje 7 parti chromozomti, ma vysoky sekven¢ni
polymorfizmus s primérnou frekvenci 1 zaména na 15 nukleotidi. Genom také obsahuje
vysoké mnozstvi repetetivnich sekvenci (Macas et al., 2007; Mikic et al., 2013). Hrach
Zije v symbidze s bakteriemi rodu Rhizobium, které na kofenech hrachu tvofi hlizky.
Diky tomu je hrach schopen fixovat vzduSny dusik a zajiStovat piisun pfijatelné formy

tohoto prvku.

Rod Pisum L. se vyznacuje ruzn¢ dlouhymi, dutymi a popinavymi lodyhami. Kofeny
jsou dlouhé a vietenovité a zasahuji hluboko do ptdy. Listy jsou piisedlé, ovalné nebo
vej¢ité, jsou sudozpefené a zakonceny uponky, v juvenilnich stadiich jsou jednotlivé
zilky slozeny podél stiedni zilky. V uzlabi listd se nachazi dlouhé a stopkaté kvétenstvi
S chudokvétymi hrozny. Kalich je zvonkovity a naseda na néj bila nebo rtizné zbarvena
koruna. Koruna se sklada z pavézy, dvou kiidel a ¢lunku. V kvétu je 10 ty¢inek, které
jsou usporadany: devét srostlych a jedna volna. Pestik je slozen z prisedlého semeniku

vvvvv

vrcholem je chlupata a na vrcholu rozsifena (Ambrose & Maxted, 2001; Smykal et al.,
2015).

Plodem hrachu je lusk, ktery je mnohosemenny, podlouhly, nezaskrcovany a na
vrcholu ztizeny v zobanek (Chrtkova, 1995). Lusk se sklada ze dvou chlopni a otevira se
dvéma Svy. Tloustka stény lusku je v priméru 1 mm v zévislosti na druhu a stavu oplodi.
Oplodi tvofi ti1 vrstvy: exokarp, mezokarp a endokarp. Exokarp tvoti vnéjsi povrch lusku
a je tvofen vn&jsi epidermis. Epidermis zabird asi 3% tlouStky perikarpu a sklada
se Z bun¢k izodiametrického tvaru, které jsou siln¢ kutinizovany, obsahuji priduchy a
jsou bez trichomtu (Pate & Kuo, 1981). Mezokarp je slozen z tenkosténnych
parenchymatickych bunék s velkymi vakuolami. Zaujima az 84% tloustky perikarpu.
Vnitini vrstvy mezokarpu obsahuji Skrob, naopak vrstvy bunck, které jsou blize

epidermis, obsahuji spiSe chlorofyl. Diky tomu je tato vrstva fotosynteticky aktivni.
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Priaduchy, které se nachazeji ve vnitini epidermis, spolu s touto vrstvou mezokarpu
asimiluji CO2 z vngjsi atmosféry. V pribéhu dozravani lusku obsah chlorofylu ve vngjsi
vrstveé postupné klesa. Endokarp je tfi az petivrstevny a je tvotfen pievazné z vlaknitého
sklerenchymatického pletiva, které zabira asi 13% tloustky oplodi. Vnitini epidermis
je tvofena tenkosténnym parenchymem, ktery neobsahuje priduchy a ma hydrofilni
kutikulu. Ve vnitini epidermis se také nachazeji chloroplasty, které jsou v§ak mnohem
mensi nez chloroplasty mezokarpu. Epidermis mé také vypouklé kontury, diky kterym
se zvétsi povrch pro asimilaci COgz, ktery se uvoliiuje ze semene v lusku, ktery byl

vystaven slune¢nimu zateni (Atkins et al., 1977).

Semena hrachu jsou kulatd nebo svraskld s podlouhlym hilum (Chrtkova 1995).
Semena jsou hlavnim zdrojem rostlinnych bilkovin pro lidi i zvifata, obsahuji také velké
mnozstvi $krobu, ktery se vyuZiva v potravinaistvi. Skrob je vyznamny pro vysoky obsah
amylézy, ktera u nékterych genotypt hrachu tvoii 80-90 % Skrobu. Amyloza se vyuziva
pro vyrobu biopolymerd, které maji podobné vlastnosti jako polyetylén (Houba et al.,
2009). Semena hrachu mimo jiné obsahuji proteiny, vlakninu, sachar6zu, olej, vitaminy,

mineralni latky a fytové kyseliny (Tayeh et al, 2015).

3.2.4 Domestikace hrachu

Archeologické nalezy z doby 12000 — 9000 pf. n. 1. svéd¢i o tom, Ze hrach byl zdroj
obzivy jiz pted zemédé€lskou revoluci (Gorman, 1971; Aura et al., 2005). Hrach je tedy
povazovan za jednu z nejstarSich kulturnich plodin. Prvni zdznamy o vyskytu luskovin
pochazeji z Blizkého vychodu a Stiedomoii. Hrach se dale S§ifil na sever do oblasti
dne$niho Ruska a pies starovéké Recko a Rim do Evropy. Sifil se také vychodné
do oblasti Persie, Indie a Ciny (Maxted & Ambrose, 2001; Koneéna et al., 2014).
V pribéhu 16. stoleti byl hrach zavlecen také do Ameriky (Pratap & Kumar, 2012). Dalsi
nalezy z obdobi 5600-4300 pf. n. 1. v oblasti jihozapadniho Némecka ukazuji, ze hrach
byl bézné péstovan v mladsi dobé kamenné, bronzové, Zelezné a v raném stredoveku.
Dulezitou roli hral hrach i v obdobi novovéeku, kdy diky Slechténi vzniklo né€kolik riznych
variant rostlin, které byly vyuZzivany pro rtizné tcely (Bakels, 1999). K rozsifeni hrachu
vyrazng prispéla explozivni pukavost lusku s doletem semen az 2 metry a velkd dormance

semen (Mikic¢ et al., 2009).
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Dalsi znaky, které byly v pribéhu vyvoje zmény, jsou vyska rostliny, velikost
a kvalita semen, vétveni stonku, obsah toxickych latek a vliv délky dne na kveteni (Pratap
& Kumar, 2012).

3.3 Znaky domestikovaného hrachu (Pisum sativum L.)

Pro spolehlivou identifikaci domestikované formy hrachu slouzi nékolik znakd, napf.
veétsi velikost semen, nepukavost luskd a hladky povrch obalové vrstvy semene (Butler,
1998). U planého hrachu se pukavost lusku projevuje po tplném dozrani semen, naopak
u hrachu domestikovaného jsou lusky nepukavé, piikladem je endemicky druh Pisum
abyssinicum. U rostlin z rodu Pisum se vytvofil balisticky zptisob Sifeni semen do
okolniho prostiedi. Proces zajistujici pukani lusku se odehrava v tzv. zé6né dehiscence,
ktera se nachazi podél ventralniho a dorzoventralniho Svu. V této zoné jsou bunky
exokarpu zesileny a v endokarpu jsou sklerenchymatické vrstvy uspofadany Sikmo
v rovinach kolmych na sebe. Stény lusku postupné sesychaji, zmenSuji se a staci
vV opa¢ném sméru. Po dosazeni nejvétsiho pnuti dochazi k oddéleni chlopni a vystreleni
semen do okoli. Ambrose a Ellis ve své studii ukazuji, Ze semena mohou byt rozptylena

az do vzdalenosti tii metrii od matetské rostliny (Ambrose & Ellis, 2008).

Mrve

silnou obalovou vrstvou, nepropustnou pro vodu. Pouze malé procento téchto semen
nabobtna. Plané druhy timto zpiisobem piisobi na kli¢ivost semen ve volné pfirodé, a tim
zachovavaji svij druh v pfipadé nepfiznivych podminek (Nelson et al., 2006).
Domestikovany hrach se déale vyznacCuje vysSi kvalitou semene, apikdlni dominanci
se snizenou frekvenci tvorby lateralnich vétvi a neutralni fotoperiodickou reakci (Weeden

etal., 2007).

3.3.1 Geny ovliviiujici domestika¢ni znaky u hrachu

Doposud bylo poznano 11 lokust, které jsou odpovédné za domestikacni znaky. Za
dormanci a kvalitu semen je zodpovédny lokus A. Ukolem lokusu Dpol je kontrola
pukavosti luski (Blixt, 1972). Weeden et al. v roce 2002 ve své publikaci uvedl teorii, ze
nepukavého genotypu hrachu (Pisum sativum L.). Za velikost a kvalitu semen odpovida
hned nékolik lokusut, napft. lokusy R, A, Pl, Gty (Weeden et al., 2007).
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3.3.2 Geny spojené s pukavosti plodii u rostlin

Nedavno byly objeveny homologni geny pukavosti. Tyto geny zafazujeme
do skupiny MAD-boxovych genii, které maji fadu funkci, napt. tvorba kvéti, kontrolu
kveteni a u husenic¢ku (Arabidopsis thaliana Schur.) se podileji na pukavosti SeSule
(Liljegren et al.,, 2000). Huseni¢ek fadime do <¢eledi brukvovité, které jsou
charakteristické suchym, pukavym plodem (Sesule), ktery pukd Ctyfmi Svy v tzv. zoné
dehiscence (DZ= dehiscence zone). Zéna dehiscence je slozena z odlucovaci vrstvy, ke
které pfiléhaji lignifikované buiiky. Sesule postupné ztraci vodu a zasycha, diky tomu se
uvnitt plodu vytvaii napéti, které nasledné zpusobi puknuti chlopni (Ferrdndiz &

Fourquin, 2014).

U huseni¢ku (Arabidopsis thaliana Schur.) byl popsan gen SHATERPROOF 1 a 2
(SHP1,2), ktery se podili na ukladani ligninu v prib&hu zrani plodu (Fourquin et al.,
2013). Exprese geni SHP 1/2 je lokalizovana v DZ b&hem pozdniho vyvoje plodu
(Liljegren et al., 2000; Colombo et al., 2009). Gen, ktery se spolu s genem SHAT podili
na regulaci tvorby lignifikované vrstvy je gen INDEHISCENT (IDEH) a u husenic¢ku
ovliviiuje pukavost SeSuli. Na vyvoji plodu se podili i gen FRUITFULL (FUL), ktery
je nutny pro vyvoj zarodeéného vaku. Exprese genu FUL je iniciovana v pestiku na
pocatku vyvoje kvétu (Gu et al., 1998). VSechny tyto geny se podileji na tvorbé zony
pukavosti, ovliviiuji lignifikaci urcitych bunék podél zony pukavosti a diferencuji
odlucovaci vrstvu (Liljegren et al., 2004). U planého druhu standartniho typu, gen FUL
omezuje expresi gentit SHP, IND a ALCATRAZ (ALC) coz zptisobuje pukavost SeSule.
Dvojiti mutanti shp 1 a shp 2 netvoii funkéni zonu dehiscence a plody jsou nepukavé,

protoZe nedochézi k lignifikaci (Ferrandiz & Fourquin, 2014).

Gen SHATTERING 1-5 byl popsdn u sdji a nachdzi se na jejim Sestnactém
chromozomu. Jeho funkci je aktivace sekundarni biosyntézy buné¢né stény a napomaha
k sekundarnimu tloustnuti buné¢nych stén v pruhu sklerenchymatickych vlaken (Dong et
al., 2014; Liljegren et al., 2004). Pomoci kvantitativni real-time PCR byl stanoven
expresni profil genu SHAT1-5 a nésledné pomoci specifické protilatky byla vykonana
detekce SHAT1-5 proteini. Bylo prokazano, Ze proteiny jsou nejvice zastoupeny

Vv bunikach pruhu sklerenchymatickych vldken a ve fazi dozravani u ventralniho Svu.
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V Arabidopsis thaliana Schur., byl také popsan gen bZIP, jedna se o transkripcni
faktor, ktery ovliviiuje biosyntézu giberelinu (Weller et al., 2009). Dalsi je gen SPATULA
(SPT), ktery koduje protein bHLP. Tento gen byl rovnéZ popsan u A. thaliana a podili
se na vyvoji plodolista (Heisler et al., 2001).

Funatsuki et al., v roce 2014 publikovali, ze gen, ktery fidi pukavost lusku je gen
Pdh1, ktery zaroven koduje dirigent-like protein patiici do DIR superrodiny. Genotypy,
které jsou pukavé, vykazuji vysSi expresi genu Pdhl vlusku. ZvySena exprese
je predevsim ve sklerenchymatické vrstvé endokarpu a to v obdobi, kdy dochazi
k ukladani ligninu do bunécnych stén. Pokud jsou genotypy nepukavé je gen Pdhl
defektni (Funatsuki et al., 2014).

3.3.3 Geny pukavosti u hrachu

Existuje nékolik gent, které svym zplsobem fidi tvar lusku, avSak nebyly zatim
identifikovany (Sinjushin, 2013). Geny P a V se podileji na utvateni lignifikované vrstvy,
ktera se nachazi na vnitini stran¢ zralého lusku. Mutace téchto dvou genti mohou byt
pti¢inou vzniku nelignifikovaného lusku (Reid & Ross, 2011). Napi. u cocky (Lens
culinaris) je pukavost regulovana jednim lokusem (Ladizinski, 1998), naopak u vigny
zlaté (Vigna radiata (L.) Wilezek) je pukavost fizena dvéma lokusy. Jeden lokus ma na
starosti otevirani luski a druhy #idi pocet ohybd po délce lusku (Isemura et al., 2012).
U hrachu je pukavost fizena dvéma lokusy. Weeden et al., ve své studii v roce 2007
popsali 3 oblasti genomu, které #idi pukavost lusku uhrachu. Lokus Dpol
je semidominatni a monogenni nachazi se ve vazebné skupiné¢ LGIII. Oblast Dpol
je pravdépodobné mistem vyskytu genu, ktery je odpovédny za pukavost luskii. Druhy
lokus, ktery také ovlivituje pukavost, se nachazi ve vazebné skupiné V, avSak jeho vliv
na fenotypovy projev je oproti Dpol mensi. Posledni oblasti je alela lokusu Gp, ktera
vSak byla pozorovana pouze u nékterych kiizenci (Weeden et al., 2007; Weeden et al.,
2002).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

V experimentu byly pouzity dv¢ linie hrachu ziskané z John Innes Centre, Norwich
Research Park (zkratka JI). Linie JI64 (Pisum sativum subsp. elatius L.) je plany hrach,
ktery pochazi z Turecka, jeho lusky jsou pukavé a ma dormantni semena. Linie JI 92
(Pisum sativum subsp. sativum L.) je kulturni hrach, krajovad odrtida pochazejici
Z Afghanistanu, jeho lusky jsou nepukavé a ma nedormantni semena. Déle bylo pouzito
potomstvo kiiZenct, vzniklich vzdjemnym kiizenim rodi¢ovskych linii zvané RILs, coz
jsou rekombinantni imbredni linie. Celkem bylo péstovano 134 linii. Pro tuto studii byla
pouzita jejich sedma generace JI92 x J164 a reciproké kiiZeni JI92 x J164. Tyto linie byly
péstovany ve skleniku pavilonu M (MENDELU) (obrazek ¢.4).

Obrazek €. 4 — Péstované rostliny ve skleniku (Pavilon M)
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4.2 Metoda MACE

Soucasti naseho vyzkumu bylo masivné paralelni sekvenovani 3¢ koncli cDNA
(metoda MACE). MACE knihovny byly vytvofeny v ramci sluzby firmou GenXPro
(GenXPro GmbH, Frankfurt, Némecko). cDNA ktera byla ziskana reverzni transkripci
z RNA byla nahodné fragmentovana a na 3' konce byly zachyceny po navazani
streptavidinové matrice. Takto vytvofené knihovny byly pfipraveny pro vysoce vykonné
sekvenovani s pouzitymi adaptory TrueQuant. Knihovna se skladala z 50-700 bp
dlouhych fragmentt, které obsahovaly fragmenty 3' koncti cDNA.

Diky této metod¢ byla analyzovana mRNA izolovana z pletiv §vii dozravajich lusku.
Pomoci MACE analyzy bylo generovano 10 mil. ¢teni a identifikovano celkem 7 tis.
gentl, ze kterych bylo 77 vykazujici v rdmci pukavych/nepukavych genotypt rozdil
ve zmén¢ exprese hodnotu, jejiz dekadicky logaritmus dvou je vétsi nez tii (fold change

log2>3) (obrazek ¢. 5).

Pukavost lusku RILs a rodic¢ovské linie

JI92 N x JI64 P RILN x RILP

JI92 x RIL P RILN x JI64 P

rozdil ve zméné
log2>3

N = nepukava semena P =pukava semena
RIL N = mnozstvi nepukavych RILS z kiizeni JI64 a J192 u upregulované
RIL P = mpozstvi pukavych RILs z kiizeni JI64 a JI92 d= downregulované

Obrazek €. 5 — Venniiv diagram exprimovanych genii

Pti analyze genové exprese hrachu byla pouzita mRNA z pletiv Svu luskli odebrana
béhem dozravani. Srovnavany byly genotypy plané s pukavymi lusky, genotypy kulturni
snepukavymi lusky a vybrané RILs, soubory s pukavymi i nepukavymi lusky.

Z mnozstvi 77 gent byly do této prace vybrany pouze tii geny - PS04, Ps09, Ps15.
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4.3 lzolace RNA

Pro analyzu byly pouzity Svy luskd (obrazek ¢.6). Jsou to pletiva, kterd piimo
souviseji s pukavosti. Z téchto ¢asti luskli byla izolovana mRNA, ze které byla ziskana

pomoci reverzni transkripce cDNA.

RNA byla izolovana jak od rodict, tak i u vybranych RILs. RNA byla izolovana ze
svu, které byly ve tiech riiznych stadiich, desetidenni lusk po odkveteni, patnactidenni a
dvacetidenni. Byl izolovan dorsalni a ventralni Sev samostatné. Celkem bylo tedy ziskano
6 vzorkt od kazdého rodi¢e. Svy, pomoci skalpelu byly nafezany na fragmenty o §iice
1-2 mm, délce kolem 1 cm a hmotnost vzorku zhruba 100 mg. BohuZzel se nepodatilo

u vSech ziskat potfebné mnozstvi RNA.

Odebrané vzorky byly zmrazeny pii teploté -80°C. Izolace byla provedena kitem
NuceloSpineRNA Plant firmy Macherey-Nagel, Diiren, Némecko. Pro izolaci bylo
z celkovych 134 RILs vybrano 9 kontrastnich linii (Tab.2).

Jie4

J192
Obrazek ¢. 6 - linie J192 s nepukavymi lusky a linie JI64 s pukavymi lusky.

Tab. 2 Seznam vzorkii RILs pro analyzu — rozdéleni podle fenotypu

nepukavé linie pukavé linie
16 64x92 23 64x92
45 64x92 42a 64x92
61 64x92 60 64x92
63 64x92 93 64x92

99 64x92
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Navod:

10.

Rostlinny material byl homogenizovan (100 mg) v tekutém dusiku.

Po pfidani 350 pl Lysis Buffer RA1 byla tekutina pfelita do zkumavky
a priképnuto 3,5 ul p — merkaptoetanolu a promichano pomoci vortexu.

Sm¢és byla pfenesena na kolonu NuceloSpin® Filter (fialova), poté centrifugace
I min. pfi 11000 g. NuceloSpin® Filter separovan a odstranén. Filtrat
transferovan pomoci pipety do nové zkumavky.

Dale bylo pfidano 350 pl 70% ethanolu a promichdno pipetou (5x nasatim
a vypusténim).

Lyzat byl pfenesen na kolonu NuceloSpin® RNA Plant Columm (modra),
nasledné centrifugace 30 sekund pti 11 000 g.

Kolona byla pfemisténa do nové zkumavky a ptidano 350 u Membrane Desalting
Buffer, centrifugace 1 min. pfi 11 000 g.

Nasledné bylo ptidano 95 ul DNase reaction mixture. Poté inkubace 15 min. pfi
laboratorni teplot¢.

Dale ptidano 200 pl promyvaciho pufru Buffer RAW2, centrifugace 30 sekund
pti 11 000 g.

Kolona opét umisténa do nové zkumavky, nasledné naneseno 600 pl
promyvaciho pufru Buffer RA3, centrifugace 30 sekund pii 11 000 g. Filtrat byl
odstranén a krok opakovan s250 pl promyvaciho pufru Buffer RA3
a centrifugace po dobu 2 min. pii 11 000 g.

Kolona byla pfemisténa do nové zkumavky NucelaseFree 40 ul RNasefree H20.

Nasledovala centrifugace 1 min pii 11 000 g.
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4.4 Reverzni transkripce RNA na ¢cDNA

RNA, s vyhovujici koncentraci byla nasledné pfepsana na cDNA ve dvou krocich.
Pfi reverzni transkripci byly pouzity chemikélie od spolecnosti Promega (Promega,
Madison, USA). Nejdiive byla pfipravena reak¢éni smés dle Tab.3 a nasledné probéhla
inkubace 5 min. pti 70°C, pak chlazeni na ledu po dobu 5 min. Nésledné byla namichana
druha reak¢ni smés podle Tab.4, ktera byla pfimichana do premixu 1 a inkubovana pfi

teploté 42°C 60 min.

Tab. 3 Slozeni reakcni smési (premix 1)

Mnozstvi na 1 reakci
Ultracista H20 9,5ul
Primer (oligo dT) 0,5ul
RNA vzorek (ccal00ng/pul) Sul
Celkem 15ul

Tab. 4 Slozeni reakcni smési (premix 2)

Mnozstvi na 1 reakci
Ultracista H20 13 pl
RT-pufr 8 ul
dNTPs (12,5 mM) 2 ul
Ribonuclease inh (40U/ul) 1 ul
RT-polymerase (200U/ul) 1 ul
Celkem 25 ul

4.5 NavrZeni primeru

Pro navrzeni primera byla vyuzita plna verze software Oligo 7.0 (Molecular Biology
Insights, Colorado Springs, USA). Tento software umoziiuje identifikaci potencidlnich
dimeri a duplexii v ramci jednoho nebo i vice primert a jejich grafické zobrazeni. Diky
vysledkim MACE (Massive Analysis of cDNA Ends) analyzy, kterd byla provedena
firmou GenXpro (Frankfurt am Main, Némecko) byly pro navrh vybrany odpovidajici
sekvence. AvSak useky pofizené z paralelniho MACE sekvenovani byly pro navrZeni
ptilis kratké, pro navrh primert byly vyuzity odpovidajici homologni sekvence (ortology)
z databaze GenBank a z databaze The Pea RNA-Seq gene atlas (INRA, Paris, Francie).
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Ve finéle bylo vybrano 20 kandidatnich gend. V této praci se vénujeme tfem gentim,
pro které byly navrzeny pary primerd amplifikujici usek o délce 100-130 part bazi

(Tab. 5),

Tab. 5 Primerové kombinace pro kandidatni geny

Primery Poznamky

Ps04F: GCTGGATGGACCCAAGTA | Produkt: 174 bp, Tm=
82,4 °C, 3x3° dimer AT,

Kandidatni

en 4 PsO4R: vnitini dimery nizké
8 CGAAGTGAGCCCTTTCTTA
Kandidatni PsO9F: Produkt: 120 bp,
gen 9 ATTATAAGAGAGGTGTCCGA Tm= 61 °C

PsO9R: GACAACATTTGGTGCAGA

Kandidatni Ps15F: CACCGTCATCTACCACA Produkt: 132 bp,
gen 15

Ps15R: Tm=65°C

CACCGACCAAAATTGTAATGGA

4.6 Kvantitativni Real-time PCR (RT-gPCR)

Kvantitativni Real-Time PCR (RT-qPCR) je modifikaci klasické PCR, ktera slouzi
ke kvantifikaci templatové DNA. Principem kvantitativni polymerazové fetézové reakce
vredlném cCase je emise svétla fluorescencniho barviva. Flourescencéni barviva
se vyuzivaji, jelikoz samostatné produkty nejsou schopné fluorescence a zaroven zadnym
zpiisobem neovliviiyji pribéh reakce. V naSem piipad€é bylo pouzito barvivo SYBR
Green, které bylo navazano na dvouvldknovou DNA. Emise fluorescenéniho zéteni
vznika po navazani dvouvldknové DNA po kazdém cyklu PCR. Intenzita fluorescencniho
zafeni je pfimo umérnda mnozstvi produktu. Kazdy cyklus PCR je zaznamenavan

Vv realném case, a to vede k detekci mnozstvi dsDNA a vytvoreni amplifikacnich kiivek.

Vyssi koncentrace templatové cDNA do reakce oproti kontrole znaci vySsi expresi
pfislusného genu a naopak. Kontrolu vtomto piipadé piedstavuje provozni (tzv.
housekeeping) gen, ktery je v pribéhu ontogeneze zhruba stejné exprimovan. Jako
provozni gen byl pouzit B-tubulin, ktery byl amplifikovany podle publikovanych
specifickych primert pro hrach (Die et al., 2010).

31



Pro RT-qPCR byla namichana reakéni smés podle Tab 6. a byl pouzit komer¢ni kit
LC 480 SYBR Green | Master (Roche, Bazilej, Svycarsko). P¥ipravena reakéni smés byla
nasledné rozpipetovana do Real-Time PCR desky (obrazek ¢.7) VSechny vzorky byly
nanaseny ve tiech opakovanich vtzv. triplikatech. Poté byla desticka vlozena
do termocykleru BioRad C1000 s real-time systémem CFX96 (BioRad, Hercules, USA)
a zahgjen PCR program (obrazek ¢. 8) snaslednym vygenerovanim kiivky tani

(tzv. melting curve kiivky).

Tab. 6 Slozeni reakcni smési pro RT-qPCR

MnozZstvi na 1 reakci
Ultracista H20 1,4 ul
Primer F 0,8 ul
Primer R 0,8 ul
Sybr Master mix 5ul
DNA vzorek 2 ul
Celkem 10 pl
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Unk | Unk | Unk | Unk | Unk | Unk | Unk | Unk | Unk | Unk | unk | unk
A BEXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT BEXT EXT EXT

VIR320 | VIR320 | VIR320 |34 92X64 |34 92X64 [34 92X64 bba 92X64 bba 92X64 bba 92X64193 64X32 |93 64X52 [33 64X52

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB
VIR320 | VIR320 | VIR320 |[34 92X&4 |34 92X64 |34 92X64 bba 92X64 bba 92X64 bba 92X64 (93 64X52 |93 64X92 |93 64X92

w

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
€ EXT EXT EXT EXT BEXT EXT EXT EXT EXT BEXT BEXT EXT
Cam Cam Cam |41 92X64 [41 92X64 [41 52X64 |60 64X52 |60 64X52 |60 64X32 |95 64X92 [53 64X52 (33 64X52

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
D TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB
Cam Cam Cam _ [41 92X64 [41 52X64 [41 92X64 [60 64X92 [60 64X52 [60 64X92 [55 64X52 |35 64X92 |95 64X52

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk NTC NTC NTC
E EXT EXT EXT XT EXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT
16 6452 |16 6492 |16 64X52 #2= 64X52 122 £4X52 122 £4X32 |61 64X52 |61 64X32 |61 64X52 | H20 H20 H20

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk NTC NTC NTC
F TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB EXT BEXT EXT
16 64X92 116 64X52 116 64X592 H2a 64X92 22 64X92 22 64X92 |61 64X92 |61 64X92 |61 64X52 | H20 H20 H20

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk NTC NTC NTC
G EXT EXT EXT EXT BEXT EXT EXT BEXT EXT TUB TUB TUB
23 64X92 |23 64X92 |23 64X92 145 64X92 |45 64X92 45 64X52 |63 64X92 |63 64X92 |63 64X92 | H20 H20 H20

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk NTC NTC NTC
H TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB TUB
|23 64X52 (23 64X52 |23 64X52 |45 64X92 145 64X92 |45 64X92 |63 64X92 [63 64X52 |63 64X52 | H20 H20 H20

Obrazek €. 7 RozloZeni vzorkit na RT-QPCR desce
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Obrazek €. 8 — Schéma pritbéhu RT-QPCR reakce
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5 VYSLEDKY

5.1 Vybér vhodnych vzorki RNA

Pro dalsi analyzu byly vybrany vhodné koncentrace RNA, které¢ byly zméieny
pomoci PicoDrop spektrofotometru (Hinxton, Spojené kralovstvi). Jako vhodné byly

zvoleny vzorky RNA s koncentraci nad 100 ng/ul (Tab.7 a 8).

Tab. 7 Vybrané hodnoty koncentraci RNA rodicovskych linii

vzorek koncentrace RNA ng/ul

JI64 D I. Stadium 179,9
JI64 V |. Stadium 669,6
JI92 D |. Stadium 190,5
JI192 V I. Stadium 179,6
JI92 D Il. Stadium 202,3
JI64 D Il. Stadium 586,4
JI64 V 1. Stadium 483,2
JI64 D I1l. Stadium 195,7
JI64 V Il11. Stadium 182

JI192 V II. Stadium 121,7

Tab. 8 Vybrané hodnoty koncentrace RNA RILs linii

vzorek koncentrace RNA ng/ul
linie 16 102,62
linie 23 30,60
linie 42a 47,00
linie 45 56,50
linie 60 36,30
linie 93 151,40
linie 99 281,60
linie 61 127,90
linie 63 137,10
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5.2 Vysledky MACE analyzy

Na nésledujicich grafech (obrazek ¢.9,10,11) lze sledovat vysokou expresi tii
sledovanych geni u linie JI64 s pukavym typem lusku a u smési linii RILs, které byly
vyhodnoceny jako pukavé. Kandidatni gen Psl5S vykazuje nejvyssi expresi linii

Cv v

kandidatnich genil u linii s pukavymi lusky vyssi nez u linii s lusky nepukavymi.

. Ps04
o 25
=
.
w 20
=
> 154
S
® 10
£
0 + . . .
JI 64 RILs puk JI92 RILs nepuk

Obrazek €. 9 - Vysledky MACE masivniho paralelniho sekvenovani 3' koncii ¢DNA -

normalizované pocty (prepocet podle koncentraci vstupnich vzorkii), kandidatni gen Ps04

100 1 Ps09

normalizované po¢

. — I

JI64 RILs puk JI92 RILs nepuk

Obrazek ¢. 10 - Vysledky MACE masivniho paralelniho sekvenovani 3' koncit c¢DNA-
normalizované pocty (prepocet podle koncentraci vstupnich vzorkii), kandidatni gen Ps09
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Ps15

600 1
500 A
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300 4
200 4

100 1

normalizované po¢

JI 64 RILs puk JI92 RILs nepuk

Obrazek ¢. 11 - Vysledky MACE masivniho paralelniho sekvenovani 3' koncii c¢DNA-
normalizované pocty (prepocet podle koncentraci vstupnich vzorkii), kandidatni gen Psl5

5.3 Vysledky RT-qPCR

Diky RT-qPCR za pouziti Termocycler BioRad byly vygenerovany amplifikacni
ktivky a hodnoty Ct (obrazek ¢. 12) pomoci kterych byly posuzovany vysledky RT-qPCR.
Ct hodnota (cycle of treshold) urcuje pocet cykll, kdy hodnota fluorescence piekona
prahovou hodnotu citlivosti (treshold). Pokud je tato prahova hodnota ptekrocena dochazi
k amplifikaci produktu v reakci. Cim mensi hodnota Ct, tim vy3§i po¢ate¢ni mnoZzstvi
amplifikované cDNA a tim 1 vys$$i exprese gentl. Byly ziskany hodnoty Ci zkoumaného
genu a hodnoty C; provozniho genu. Z rozdilu téchto hodnot byly vypoc¢itany hodnoty
AC4, které byly dale normalizovany k hodnot¢ exprese linie J192 za vzniku AAC:. Hodnota
AAC; vznikla rozdilem hodnoty AC;vzorku a ACt hodnoty kontrolniho genu. Poslednim
krokem byl vypocet normalizovaného expresniho poméru 224! ktery udava relativni
mnozstvi cilové molekuly s kalibratorem. Tyto hodnoty byly vneseny do grafu spolu

s chybovymi tseckami pro stiedni chybu priméru.
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Obriazek €.12 - Amplifikacni kiivky pribehu PCR reakci z termocycleru BioRad

5.4 Exprese kandidatnich gent

V prvni fazi experimentl byly testovany exprese kandidatnich gent pouze
u rodic¢ovskych linii. Nasledujici grafy (obrazek ¢.13,14,15) normalizovanych relativnich
expresi znazoriuji exprese hodnocenych kandidatnich geni. mRNA pro qPCR byla
izolovéna z dorzalniho a ventralniho §vu rodict u mladych a starSich luskd. U gent Ps04
a Ps15 lze vysledovat vyssi expresi u linie s pukavym typem lusku. Naopak u genu Ps09

byla exprese vyssi u linie s nepukavym typem lusku.

Ps04
50000

40000
30000 -
20000 -
10000 -

lativni exprese 28ACt

aroven re

ventral | ventral dorsal | dorsal Ilfventral I ventral dorsal | dorsal Il
1 |

JI64 JI192

Obrazek €. 13 - Exprese kandidatniho genu Ps04
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Obrazek €. 14 - Exprese kandidatniho genu Ps09

Ps15
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JI164 JI1 92

Obrazek ¢&. 15 - Exprese kandidatniho genu Psl5

Ve druhé fazi experimentli bylo pracovano jednak s rodicovskymi liniemi a dale
S vybranymi kontrastnimi RILs v sedmé generaci s jednozna¢né identifikovanym
fenotypem (pukavy ¢i nepukavy lusk). Na rozdil od kandidatnich gent Ps04 a Ps09
jejichz zvysené nebo snizené exprese neodpovidaly v ¢asti ptipada fenotypu v porovnani
s fenotypem rodicovskych linii, v ptipad¢ kandidatniho genu Ps15 byla identifikovana
shoda. Na obrazku €. 16 mlizeme sledovat rozdily v expresi u hodnocenych linii pro
kandidatni gen Ps15. Nejvyssi exprese dosdhla rodi¢ovska linie JI 64 s pukavym typem

lusku. Dalsi linie s vysokou expresi mizeme zafadit linie 42a, 93. 99.
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Tyto linie byly fenotypovée vyhodnoceny jako pukavé. Naopak rodicovska linie JI92
spolu s liniemi 16, 45, 61 a 63 vykazovala nizkou expresi sledovaného genu. Fenotypoveé
byly vyhodnoceny jako nepukavé. U jediné linie (61) s fenotypove pukavym typem lusku,
byla troven exprese odpovidajici nepukavému typu lusku. Pomoci PCR a elektroforézy
(neni soucasti této prace) bylo diky délkovému polymorfizmu alel odhaleno, ze se v tomto
ptipadé jedna o heterozygota, prestoze se jedna o imbredni linii v sedmé generaci. Tento

fakt by mohl vysvétlit rozdil u fenotypového a genotypového hodnoceni.

< 120 - PS]'5

3

o 100 -

= 80 4

S

S 60 -

Z w1

?: 20 -

-

)g 0 4

2 parent fline 422 line 93 line 99 |line 61 |line 16 line 45 line 60 line 63| parent

-

= Ji64 RILs puk RILs RILs nepuk JI92
puk het

Obrazek €. 16 — Rozdily v expresi u hodnocenych linii

5.5 Ovéreni specifity primert

V piipadé Real-Time PCR jsme pouzili barvivo SyberGreen. Diky tomu je mozné
snadno kontrolovat, zda v prubéhu reakce vznikaji nespecifické produkty. K tomu slouZi
kiivka tani (tzv. melting curve kiivka), kterd ptredstavuje zménu intenzity fluorescence
Vv zévislosti na zmén¢ teploty (obrazek ¢. 17). Na obrazku ¢. 18 mizeme pozorovat
vrcholy kiivek tani., Jednd se o vrcholy dvou typl kfivek pro kandidatni gen Ps15
a rovnéz provozni gen (B-tubulin). Ve vsech ptipadech kiivky vykazuji jediny vrchol, coz

naznacuje specifické PCR produkty.

Vzorky z PCR desky byly po ukonceni RT-qPCR smichany spolu s nanasecim
pufrem a naneseny na agarozovy gel. Po horizontalni elektroforéze byly vzorky z jamek
desky pomoci UV zafeni vizualizovany a takto byla rovnéz vyhodnocena specifita PCR

reakci (obrazek ¢. 19, Ptiloha).
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Obrazek €. 17 — Vystup z RT-qPCR — kriivky tani

Melt Peak
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Obrazek €. 18 — Vystup z RT-QPCR —vrcholy kiivek tani
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6 DISKUZE

Zrani plodii rostlin je Casto ukonceno rozpadem a rozsifenim semen do okoli. U
planych druht se jednd o dulezity znak, avSak u kulturnich plodin je to nezadouci
vlastnost (Fuller & Allaby, 2009). Semena hrachu se $ifi balistickym zptisobem, ktery
je fizen zoénou dehiscence. Centralni Sev lusku podstupuje explozivni protrzeni podél
z6ny dehiscence, diky tomu lusk praskne a semena se rozptyli do okoli (Ambrose & Ellis,
2008). Béhem rozptyleni plodi se dvé poloviny lusku od sebe oddé¢li v dasledku
kombinace snizeni adheze bungk stén zoény dehiscence a napéti stanovené specifickymi
mechanickymi vlastnostmi bunék endokarpu a exokarpu. Tyto dva hlavni aspekty
se objevuji u ¢eledi Fabaceae a Brassicaceae, které vytvareji suché pukavé plody (Grant,
1996; Dong & Wang, 2015). Stény lusku postupné sesychaji, dochazi k smr$tovani
endokarpu a vngjsi casti exokarpu (Armon et al., 2011). Rozhodujici faktory pro
vytvofeni napéti v lusku v ¢eledi Fabaceae jsou vlastnosti lignifikovaného sklerenchymu
a exokarpu bohatého na pektin. Regulatory, které jsou klicové pro vytvaieni
pozadovaného napéti, jsou ovliviiovany geometrickym uspofaddnim vrstev a jejich
histologickymi vlastnostmi (tloustka a sloZeni bunécné stény, lignifikace a hydratace).
SloZeni a vlastnosti bunéénych sten luskt koreluji u vigny zlaté (Vigna radiata (L.) R.
Wilczek) a vigny ¢inské (Vigna unguiculata var. sesquipedalis Bertoni.) (Suanum et al.,
2016).

Hlavni QTL kontrolujici pukani luskd u soji (Glycine max (L.) Merr.) je gqPDH1
(QTL for Pod Dehiscence 1). qPDH1 byl nedavno klonovan a prokazalo se, ze koduje
dirigent-like protein exprimovany 3 dny po opyleni, v dobé, kdy dochazi k ulozeni
ligninu do bun¢k endokarpu. Biosyntéza ligninu je s nejvétsi pravdépodobnosti ovlivnéna
gPHD1 (Suzuki et al, 2010; Funatsuki et. al, 2014). U Arabidopsis jsou pro diferenciaci
sklerenchymu a lignifikaci endokarpu a bunék chlopni kli¢ové geny NST1 (NAC
SECONDARY WALL THICKENING PROMOTING FACTOR 1) aSDN1
(SECONDARY WALL ASSOCIATED NAC DOMAIN PROTEIN 1), které jsou
identifikovany jako hlavni regulatory jejich exprese (Zhong et al., 2010). Lignifikace
endokarpu a bun¢k chlopni je ztracena spolu s pukavosti u dvojitého mutanta nstlsdnl
(Mitsuda & Ohme-Takagi, 2008). Dalsi rozhodujici bod pukavosti je mechanicka
stabilita/nestabilita zony dehiscence, ktera by mohla byt aktivovana explozivnim napé&tim
Svi (Grant, 1996). Snizena adheze bunééné stény muze byt zpiisobena ptisobenim endo

1,4 glukanasy nebo endopolygalakturonazy, rozkladajici stfedni lamelu v separaéni

41



vrstvé (Christiansen et al., 2002). Za domestikaci soji (Glycine max (L.) Merr.)
je zodpovédny gen SHATTERING1-5, ktery patii do rodiny NAC a indukuje sekundarni
tloustnuti bunécné stény a prispiva k tloustnuti bunék v pruhu sklerenchymatickych
vlaken (FCC — fiber cap cells) ve vngjsi ¢asti Svu lusku soji (Glycine max (L.) Merr.)
(Dong et al., 2014).

U Arabidopsis thaliana Schur. byly objeveny MAD box geny SHATTERPROOF 1
(SHP1) a SHATTERPROOF 2 (SHP2), které se podileji na specifikaci zony dehiscence
(Liljegren et al., 2000). Gen SHATTERPROOF spolu s genem INDEHISCENT (IDEH)
jsou hlavnimi regulétory vytvoreni lignifikované vrstvy, kterd zptisobuje pukavost. Dalsi
MAD box geny, které jsou zapojeny do tvorby zony dehiscence je FRUITFULL (FUL).
FUL potlacuje expresi SHP i IND coz zpisobuje vytvofeni funkéni zony dehiscence

a lignifikaci bun¢k. Diky tomu je zajisténa pukavost SeSule (Ferrandiz & Fourquin, 2014).

Homologni geny definujici identitu zoény dehiscence jsou INDEHISCENT,
SPATULA, SHATTERPROOF, bZIP a SHATTERING (Ferrandiz et al., 2000; Girin et al.,
2011; Dong et al., 2014), byly identifikovany v genomu Pisum L. a jejich vyskyt byl
testovan v RNA, ktera byla izolovana ze §vi lusku planého a domestikovaného hrachu,
jako kontrast byly pouzity RILs, které vznikly kiiZzenim domestikovaného a planého
rodice s pukavymi a nepukavymi lusky. V pfipad€ homolognich genit SHATTERPROOF
a SHATTERING byly zjistény rozdily v expresi mezi rodi¢ovskymi liniemi hrachu.
Ostatni homologni geny (INDEHISCENT, SPATULA, a bZIP) vykazovaly vyznamnou
diferenciaci v expresi mezi pukavymi a nepukavymi fenotypy. U lusténin je rozpadavost
plodu fizeno jednim nebo dvéma dominantnimi geny nebo QTL. Jeden kontrolni lokus
byl nalezen u ¢ocky (Lens culinaris Medik.) (Ladizinsky,1998), zatimco 2 lokusy u vigny
zlaté (Vigna radiata (L.) R. Willczek.) (Isemura et al., 2012) vigny ¢inské (Vigna
unguiculata var. sesquipedalis Bertoni) (Kongjaimun et al., 2012), u hrachu (Pisum L.)
byly nalezené 2 lokusy (Weeden et al, 2002; Weeden, 2007), podobn¢ tak i u fazolu
obecného (Phaseolus vulgaris L.). Bordat et al., ve své publikaci v roce 2011 lokalizoval

lokus Dpol, ktery je zodpovédny za ztratu pukavosti u lusku hrachu na LGIII.
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Zékladni elementy rozpadani plodi byly popsany u Arabidopsis thaliana, v posledni
dob¢ byly identifikovany homologni geny i u jinych druhi rostlin, napt. kukufice seté
(Zea mays L.), pSenice seté (Triticum aestivum L.), ryze seté (Oryza sativa L.), soji
lustinaté (Glycine max (L.) Merr.), ¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor (L.)
Moench), nebo rajce jedlé (Solanum lycopersicum L.) (Dong & Wang, 2015; Ballester &
Ferrandiz, 2016).

V nasi studii byla pomoci metody MACE vytvofena skupina genii, ze které byly pro
tuto diplomovou praci zvoleny 3 kandidatni geny. Exprese téchto genti byla postupné
testovana pomoci RT-qPCR. Pracovali jsme s pletivy §vi luskt, které pfimo souviseji
s jeho pukavosti po dozrani (zona dehiscence). Z téchto ¢asti byla izolovana mRNA, ze
které byla odvozena cDNA. Do této prace byly vybrany dvé linie, linie JI64 (Pisum
sativum subsp. elatius, plany druh, s pukavymi lusky) a linie JI92 (Pisum sativum subsp.
sativum, kulturni hrach s nepukavymi lusky). Déle byly pouzity RILs v sedmé generaci,
vzniklé vzajemnym kiizenim rodi¢ovskych linii. Z celkovych 134 RILs bylo vybrano 9
kontrastnich linii sjasnym fentotypem (pukavé nebo nepukavé lusky). Pomoci
Termocycler BioRad byly vygenerovany amplifika¢ni kiivky a hodnoty Ct podle kterych
byla vyhodnocena exprese jednotlivych kandidatnich genii. Jako provozni gen byl pouzit
B-tubulin (Die et al., 2010). Jak uz bylo zminéno, prace se zam¢ftila na tfi kandidatni geny,
Ps04, Ps09 a Psl15. V piipadé kandidatnich gentt PsO4 a Ps15 byla vysoka exprese
u rodi¢ovské linie s pukavym typem lusku, naopak u kandidatniho genu Ps09 byla
exprese vysSi u rodiCovké linie s nepukavym typem lusku. Pfi porovnani expresi
kandidatnich gent u rodi¢ovskych linii a kontrastnich RILs se ve vysledku jevi Ps15 jako
nejvhodnéjsi kandidatni gen, jehoz mira exprese se shoduje u rodi¢ovskych linii
u kontrastnich RILs. Gen Ps15, ktery je s vysokou pravdépodobnosti odpovédny za ztratu
pukavosti lusku u kulturniho hrachu (Pisum sativum L.) vykazoval nizkou expresi, ale
vysokou expresi u hrachu planého. Na zaklad¢ syntenie se znamym genomem Medicago
trunculatula a SNP mapou (Tayeh et al., 2015) bylo prokazano, ze kandidatni gen Ps15
je ptitomen u hrachu v LGIII v oblasti Dpol. V této oblasti je znak pro pukavost lusku
hrachu ptfedpokladan, a proto by gen Ps15 mohl byt za pukavost u lusku zodpovédny.
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7 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na studium genetické podstaty pukavosti lusku, ktera je
povazovana za jeden z hlavnich domestika¢nich znakt u hrachu (Pisum sativum L.). Bylo
pracovano s rodi¢ovskymi liniemi JI64 a JI92 a s rekombinantnimi inbrednimi liniemi,
které vznikly reciprokym kiizenim rodicovskych linii. Prace byla zaméfena na analyzu
tf1 kandidatnich genti Ps04, Ps09 a Ps15. Pomoci RT-qPCR byla zjisténa jejich exprese
Vv pletivech $vii dozravajich luskii u rodicovskych linii a vytipovan nejvhodnéjsi kandidat,
kterym je gen Ps15. Déle byla detekovana genova exprese u vybranych kontrastnich RILs
S pukavymi a nepukavymi lusky. U kandidatniho genu Ps15 byla prokézéna rozdilna
exprese u linii s pukavym a nepukavym fenotypem. Dale bylo prokazano, Ze kandidatni
gen Psl5 je lokalizovan u hrachu v LGIII, v oblasti Dpol, tedy oblasti, ktery byla
na zaklad¢ predchozich praci identifikovana jako zodpovédnou za ztratu pukavosti lusku
hrachu béhem domestikace. Pro potvrzeni naseho predpokladu by byla vhodna analyza
exprese dalSich RILs, stejné jako zptesnéni lokalizace Dpol oblasti, ke kterému by mohlo

pomoci planované brzké zvefejnéni genomu hrachu.
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12 PRILOHY

12.1 Seznam priloh
Obrazek €. 19. ..o Vizualizace produkti RT-qPCR
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PP M H1 H2 G1 G2 F1 F2 E1 E2 D1 D2 C1 C2 B1 B2 A1 A2 M H3 H4 G3 G4 F3 F4 E3 E4 D3 D4 C3 C4 B3 B4 A3 A4 M bp

—
7 23T 23T 23X 23X 16T 16T 16X 16X CaT CaT CaX CaX VIT VIT VIX VIX ™ 23T45T 23X 45X 16T 42T 16X 42X CaT 41T CaX 41X VIT 34T VIX 34X
— - ~ 500
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45T 45T 45X 45X 42T 42T 42X 42X 41T 41T 41X 41X 34T 34T 34X 34X = 63T 63T 63X 63X 61T 61T 61X 61X 60T 60T 60X 60X 56T 56T 56X 56X bp
-— -

b,
—

500

— " 500

100
LR BB T e L RmE . Puame L eme

M HY9 H10G9 GI10F9 F10 E9 E10 D9 D10C9 C10 B9 B10A9 A10M HI11 H12G11G12F11 F12 E11 E12 D11 D12 C11 C12 B1l B12 All1A12 M

bp
- bp
63T HOT 63X HOX61T HOT61X HOX60T 99T 60X 99X 56T 93T 56X 93X ™™ HOT HOT HOXHOXHOT HOT HOXHOX99T 99T 99X 99X 93T 93T 93X 93X .
500 - = -0
- o - .
100 pu ™ - - - e - .-..--.. 100

Obrazek ¢. 19 — Vizualizace produktii RT-qQPCR
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P160808ab qPCR Ps15

Na gel naneseny 2 u | PCR vzorku a 1 pl
nanaseciho pufru

M - Quick load 100 bp ladder (NEB) 100 ng

X — Ps15 (GOI)
T — B-tubulin (provozni gen)

Vzorky:

23— 23 (64x92) pukavy lusk

42 —42a (64x92) pukavy lusk
45 — 45 (64x92) nepukavy lusk
60— 60 (64x92) nepukavy lusk
93 -93 (64x92) pukavy lusk
99 — 99 (64x92) pukavy lusk
16— 16 (64x92) nepukavy lusk
61— 61 (64x92) nepukavy lusk - heterozygot
63 — 63 (64x92) nepukavy lusk
56 — 56a (92x64) nepukavy lusk
34— 34 (92x64) nepukavy lusk
41-41 (92x64) pukavy lusk

Ca — Cameor

VI -VIR320



