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Souhrn

Tato bakalaiska prace s nazvem Genetické mapovani Gritty lokusu hrachu (Pisum
sativum L.) je rozdélena na dvé osnovni ¢asti.

Prvni teoreticka cast se zabyva genetickymi aspekty domestikace rostlin s dirazem
na dormanci semen.

Druha prakticka ¢ast kombinuje postupy a znalosti botaniky (testovani dormance
semen vybranych linii) a molekularni genetiky, s vyuzitim rekombinantnich inbrednich
linii (RIL) k¥izenct plané formy hrachu P. elatius VIR320 a kulturni formy hrachu
P. sativum WL1238 segregujici ve znaku dormance semen.

Cilem prace je zmapovani rekombinac¢niho intervalu a statistické vyhodnoceni

korelace mezi fenotypovym projevem a genetickymi daty.



Summary

This bachelor work titled Genetic mapping of Gritty locus in pea (Pisum sativum
L.) is divided into two parts.

The first theoretical part deals with the genetic aspects of domestication of plants
with emphasis on seed dormancy.

The second part combines practice and knowledge of botany (testing seed
dormancy of selected lines) and molecular genetics, using recombinant inbred lines (RIL)
hybrids of wild form of pea P. elatius VIR320 and cultivated form of pea P. sativum
WL1238 segregating for seed dormancy.

The research aims to map the recombination interval and statistical evaluation

of the correlation between phenotypes and genetic data.
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1 CIiLPRACE

Teoreticka ¢ast

Literarni reSerSe na téma genetické aspekty domestikace rostlin s dirazem

na dormanci semen.

Prakticka ¢éast

Kombinace postupt a znalosti botaniky (testovani dormance semen vybranych linif,
mapovaci populace hrachu) a molekularni genetiky, s vyuzitim rekombinantnich
inbrednich linii (RIL) kifizenc planého a kulturniho hrachu segregujici
pro dormanci semen.

PCR amplifikace vybranych genové specifickych markerti, sekvenaéni analyza,
identifikace polymorfismu potiebného pro mapovani (SNPs).

Aplikace téchto polymorfnich markert na soubor RIL linii.

Mapovani rekombina¢niho intervalu.  Statistické vyhodnoceni, korelace

mezi fenotypovym projevem a genetickymi daty.



2 UVOD

Domestikaéni syndrom zahrnuje znaky, omezujici vypaddvani semen,
synchronizujici dozravani, minimalizujici dormanci neboli vegetacni klid semen. V mnoha
ptipadech doslo také ke zméné opylovani z cizosprasného na samosprasné, v extrémnim
piipadé jako u bananu pak ke ztraté tvorby semen. Mnoho rostlin pteslo z viceletosti
na jednolety charakter rastu.

Vzhledem k existenci mnoha ve vysledném projevu vzajemné provazanych gent je
naSe soucasna znalost téchto genti podminujicich domestika¢ni znaky stale pomérné
omezena. Je jisté, ze vétSina znakl je podminéna recesivnimi (tedy podfizenymi) geny a
jde tedy o ztradtu ¢i omezeni projevu urcité vlastnosti, a ne jeji vylepSeni Ci ziskani.
To v podstaté¢ odpovida povaze mutaci, které mnohem castéji vedou pravé k ztraté
nez vylepseni funkce dané¢ho genu. K tplné ztraté funkce u dosud identifikovanych genti
dochazi jen zifidka. Z dosud znamych 20 genli polovina vykazuje mutace vedouci
k nefunkénimu proteinu, zbyvajici polovina ma mutace, vedouci k zaméné aminokyselin
vysledného proteinu. Na zdkladé¢ dosud identifikovanych genli byl vysloven nézor,
ze vétsinu ,,domestikacnich genti* ptredstavuji regulacni geny, tedy takové, které ,,zapinaji

¢i,,vypinaji* jisté procesy v té¢lech rostlin.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Domestikace rostlin

Vznik zemédé€lstvi byl jednim z kli¢ovych bodl v lidské historii a jeho hlavni ¢asti
byl vyvoj novych forem rostlin, které byly lidmi vybrany a staly se domestikovanymi
plodinami. Domestikace divokych rostlin na kulturni plodiny muze byt vidéna jako
zrychlena evoluce, vysledek jak lidského, tak ptirodniho vybéru (Abbo a kol., 2012, 2014).
Domestikace je Casto popisovana jako nova kvalita, ve které jsou morfologické a genetické
zmény nalezeny u péstovanych rostlin ve srovnani s voln¢ Zijicimi populacemi (Zohary,
Hopf a Weiss, 2012; Hancock, 2012).

Jelikoz ve vétsing pripadi dosud neexistuje reprodukéni bariéra mezi planymi a
domestikovanymi formami téhoz druhu, je mozné tohoto vyuzit pro genetické mapovani
domestikacnich znakti. Weeden (2007) pomoci kiiZeni planych a kulturnich forem hrachu
objevil piiblizné¢ 20 lokusit zodpovédnych za zmény planych forem a funkci
pti domestikaci hrachu.

Mezi vSemi domestika¢nimi znaky, dva zaujimaji centralni pozici, nebot’ byly jiz
od pocatku urcujici pro Gspé$nost péstovani. Témito znaky jsou ztrata dormance semen
béhem kultivace a druhym je ztrata volného Sifeni semen (Fuller a Allaby, 2009).
Ve specifickém pripade lusténin ztrata dormance byla selektovana jesté jednou a to diky
potieb¢ bobtnani semen pro jejich uvareni a ztravitelnost.

Z pohledu genetického existuje nekolik faktori ovliviiujicich proces domestikace
jako je fenotypova variabilita daného znaku, pocet a rozsah plsobicich gent, dédivost, sila
selekce, Cetnost mutaci, mira cizopraseni, velikost populace a mira rekombinace,
nebo naopak mira vazby mezi selektovanymi geny (Abbo a kol., 2014).

Diky pokroku molekularni genetiky a genomiky (znalosti DNA sekvence druhu)
se zjistilo, ze pocatky zemédélstvi byly zalozeny na vybéru a upiednostiiovani jen
vybranych genotypll. Prvotni zeméd¢€lci vyuZivali jen maly pocet vybranych jedinct,
nasledkem ¢ehoZ maji nynéjsi péstované rostliny malou genetickou diverzitu. Tento proces
je pojmenovan a prirovnavan k tzv. efektu hrdla 1ahve (viz Obrazek 1). Obecné se uvadi,
ze kulturni plodiny primérné maji 60% genetickou diverzitu ve srovnani se svymi planymi

dnes rostoucimi predchidci, ptibuznymi druhy.
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Obrazek 1: Efekt hrdla lahve (bottleneck effect) (ptevzato z http://pixgood.com/bottleneck-
effect-definition.html)

B i
J‘B‘f‘,}'. 4
P i o
fo Uulh
)i'\)
9
L
> A
a Y
— A — —_>
® o > 50 "f )
Parent Bottleneck Surviving Next
population (drastic reduction individuals generation

in population)

3.1.1 Domestika¢ni syndrom

Proces domestikace vyvolal zmény predstavujici adaptaci ke kultivaci a sklizni
doprovazené zménami genetickymi. Tyto zmény zahrnovaly znaky jako zvySeni poctu
semen (skliziiového indexu), zmény velikosti a tvaru semen, pigment semen, zlepSeni
fertility a kli¢ivosti, pohlavi kvétu - oboupohlavnost, zmény v architektufe rostlin, zkraceni
nebo Uplnou ztratu dormance, omezeni vypadavani semen, zmény v dobé kveteni,
eliminace toxickych nebo inhibujicich latek, mechanickych ochrannych organti jako
chlupt nebo trnti, vétsi zasobni organy (semena, hlizy), partenokarpie - bezsemennost,
samosprasnost, zmény ploidie, fotoperiodismus (viz Tabulka 1). Tento spole¢ny soubor
znakl byl zji$tén 1 u neptibuznych plodin geograficky vzdalenych oblasti a byl nazvan
"domestika¢nim syndromem" (Hammer, 1984; Harlan, 1992). Domestika¢ni syndrom
se vyskytuje také u luSténin, jako je napf. hrach (Pisum sativum L.), Coc¢ka (Lens culinaris
Medik.), cizrna (Cicer arietinum L.), fazol (Phaseolus wvulgaris L.), vigna (Vigna
unguiculata (L.) Walp.), séja (Glycine max L.) aj. (Weeden, 2007).

Tato geneticka modifikace vedla v mnoha v ptipadech k vysoké ¢i Gplné zavislosti
na cloveku, predevSim ztraté ptirozené schopnosti reprodukce. Mén¢ domestikované
rostliny, jako napt. konopi, mrkev nebo salat, se vraceji zpét k plivodni formé¢, ale 1 napft.

fepka a soja, které jsou vysoce domestikované, trpi stale vysokymi skliziovymi ztratami
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v disledku praskani SeSuli, luskli a vypaddvani semen. Tyto vlastnosti nebyly cilem

vybéru, ale odrazem tehdejsich skliziiovych, secich a péstebnich postupd.

Tabulka 1: Domestifikaci modifikované znaky Pisum sativum (Smykal, osobni sd¢leni)

znak plané formy domestikované formy
pukavost lusku ano ne
dormance semen ano ne
vySka rostliny vysoka nizka
vétveni stonku ano ne
velikost semen mala velka
kvalita semen nizka vysoka
pocet semen nizky vysoky
pigmentace semen ano ne
obsah antinutri¢nich latek ano ne
kveteni dlouhy den neutralni
mechanické ochranné organy ano ne

3.1.2 Centra puvodu

Hrach (Pisum sativum L.) patfi mezi nejstar§$i domestikované plodiny.
Pied zacatkem kultivace byl hrach spolu s vikvi (Vicia spp.), hrachorem (Lathyrus spp.) a
cizrnou (Cicer spp.) soucasti kazdodenniho jidelni¢ku lovcd a sbéraci na konci doby
ledové na Blizkém vychod¢€ a v Evropé. Dokladaji to nalezy téchto luskovin ve Spanélské
Santa Marii datované do doby pfed 9 - 12 tisici lety. Archeologicky rozpoznatelné
poziistatky luskovin se castéji objevuji vnalezech z 10. - 9. tisicileti pfed naSim
letopoctem, coz je dokonce diive jak kulturni obiloviny (Zohary, Hopf a Weiss, 2012).

Proces postupné domestikace planych forem rostlin na kulturni probehl
v geografickych mistech, centrech piivodu kulturnich rostlin, kterd poprvé definoval rusky
botanik N. I. Vavilov (Centres of Origin of Cultivated Plants, 1926). Tato centra ptivodu
zahrnuji Cinu, severovychodni Asii, Indii, Turecko, Irak, Stfedozemi, Etiopii, stfedni
Ameriku a jizni Amriku (viz Obrazek 2). Jako oblast puvodu a prvotni domestikace hrachu

se poklada Stfedozemi a predevsim Blizky vychod.
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Oblast vyskytu planych zastupcti P. sativum se nachazi v iranu, Turecku, Syrii,
Izraeli, severni Africe (Maroku, Alzirsku a Tunisku) a V jizni Evropé (Francii, Italii,
Balkanu a Recku). Vzhledem k ranému péstovani hrachu je viak obtizné uréit piesnou
polohu mista ptivodni genetické diverzity a domestikace, ptredevsim proto, ze velka Cast
Stftedomoii a Blizkého vychodu byla vyznamné zménéna lidskou ¢innosti a ménicimi se
klimatickymi podminkami. Kromé toho, spolehlivé a prikazné udaje ¢asto chybi nebo jsou
neuplné. Luskoviny péstované na zrno byly zdkladni plodiny "zemédélské revoluce
Starého svéta", které usnadnily vytvafeni trvalych lidskych sidel (Smykal a kol., 2012).

Rod Pisum obsahuje plany hrach sety (Pisum sativum subsp. elatius a P. sativum
subsp. sativum), ktery se volné v ptirod¢ vyskytuje v jizni Evropé€, zapadni Asii véetné
Malé Asie a jeho areal saha az do severni Afriky. Piibuzny volné Zijici druh P. fulvum
se vyskytuje jen na Blizkém vychod¢, a to v Jordansku, Syrii, Libanonu a Izraeli. Dalsi
plany druh, popi. poddruh P. abyssinicum, v soucasnosti roste pouze jako péstovany nebo
zplanély druh v Jemenu a Etiopii a byl pravdépodobné zdomestikovan nezéavisle na
P. sativum (Smykal a kol., 2012).

V pribéhu staleti vybéru a kiiZzeni se vyvinuly tisice odrid (genotypt) hrachu,

udrzované v mnoha genovych bankach po celém svété (Smykal a kol., 2012).

Obrazek 2: Centra puvodu kulturnich rostlin (N. . Vavilov, 1926) (ptfevzato
z http://oregonstate.edu/instruct/css/330/two/)
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3.2 Dormance semen

Dormance semene je hlavni fyziologickou adaptaci na heterogenitu zivotniho
prostiedi, ktera ovliviiuje piirozenou populaéni dynamiku (Bewley a kol., 2013).
Dormance poskytuje strategii rozdéleni kli¢eni v Case, aby se snizilo riziko umrti rostlin a
pfipadné vymirani druhti v nepifiznivém obdobi. Vleeshouwers a kol. (1995) definovali
dormanci jako: "vlastnost semene, stupen urcujici jaké podminky by mély byt splnény, aby
semeno vykli¢ilo" (Vleeshouwers a kol., 1995). Tento jev cyklické dormance (Baskin a
Baskin, 1985) je regulovan rGznymi faktory. Je tu heterogenita semen na Urovni
jednotlivych rostlin (Matilla a kol., 2005) zavisla na v€ku a vyzivé matetské rostliny
béhem zrani semen, poloze semen na mateiské rostlin€, velikosti a tvaru semen, dobé¢
sklizn¢ semen a dobé jejich skladovani (Probert, 2000). Pfes vSechny tyto variace,

dormance ma jasny geneticky zaklad (Graeber a kol., 2012).

3.2.1 Typy dormance

Klasicky koncept dormance semen formuloval Harper (1957) rozliSujici tfi typy.

Primarni dormance

1) Vrozenou dormanci maji rostliny, jejichz semena jsou nekli¢iva ihned po dozrani
na matetské rostliné. K ukonc¢eni tohoto typu dormance je tfeba vystavit semena po urcitou
dobu zvlaStnim podminkdm, které dany druh k prfekonani dormance potfebuje. Semena
mnohych druhit potfebuji k vykliceni zvlas$tni podnét, bez néhoz nevyklici,
ani kdyz dormance jiz skonc¢ila. Byva to Casto vystaveni svétlu nebo pravidelnému stiidani

teploty, k jakému dochazi v povrchovych vrstvach pidy béhem dne a noci.

Sekundarni dormance vznika u kli¢ivych semen leZicich v pidé jako reakce na urcité,
vétSinou nepfiznivé, podminky.

2) Ve stavu vnucené dormance je semeno udrZzovano pusobenim vnéjSich podminek,
kdyz tyto podminky pominou, dojde brzy 1 k ukon¢eni dormance.

3) Indukovana dormance je stav fyziologicky podobny primarni dormanci. Sekundarné
dormantni semena nevykli¢i ihned po nastupu pfiznivych podminek, ale k ukonceni

dormance potiebuji projit obdobim podminek vhodnych pro ukonceni dormance.
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Dormantni tfidy byly definovany Nikolaevem (1969, 1977) a nedavno
prezkoumany Finch-Savagem a Leubner-Metzgerem (2006).
1) Fyziologicka dormance, nejrozsifenéjsi forma, pravdépodobné zahrnuje metabolismus
abscisové kyseliny (ABA) a giberelinu (GA). Tyto ristové hormony zavisi na vnéjsich
podminkach, jako je svétlo, teplo a vlhkost.
2) Morfologicka dormance se vztahuje na semena, kterd maji nevyvinuté embryo a
vyzaduji ¢as na rast a kliceni.
3) Morfofyziologicka dormance se¢ nachazi u semen, které maji malo vyvinuta embrya a
navic maji fyziologické podminky pro jejich dormanci. Tato semena vyzaduji pro ukonéeni
dormance skarifikaci, nebo aplikaci GA a podstatné delsi dobu pro vyvin.
4) Fyzicka dormance zahrnuje vyvoj vrstev palisidovych bunék osemeni nepropustného
pro vodu, tzv. tvrdosemennost (Baskin a kol., 2000). Tato nepropustnost je porusena
az mechanickou nebo chemickou skarifikaci (Finch-Savage a kol., 2006). Tvrdosemennost
je typicky jev u vétSiny luskovin. Tento atribut poskytuje lep$i mozZnosti pro pieziti
Vv ptirodé. Piitomnost tvrdych semen nejen Ze brani rychlému a jednotnému kliceni, jak je
pozadovéano pro péstovani, ale také prodluzuje dobu vykli¢eni (Quinlivan 1971; Maass
2005). Tento typ dormance je nalezen nejméné u 17 rostlinnych rodin, véetné agronomicky
vyznamnych rodin jako je Fabaceae, Malvaceae, Cannaceae, Geraniaceae, a
Convolvulaceae (Baskin a kol., 2000) a je pfitomen u planych ptedkt kultivovanych
luskovin (Dueberrn de Sousa a Marcos-Filho, 2001; Zohary a Hopf, 2012; Abbo a kol.,
2014).
5) Kombina¢ni dormance se nachazi u pro vodu nepropustnych semen v kombinaci

s fyziologickou dormanci.

3.2.2 PrerusSeni dormance

Interakce mechanismli dormance s akumulovanymi a soucasnymi podminkami
prostiedi urcuji, jaky podil semen v semenné bance bude klicit v daném Ccase.

Meteorologické a pliidni fyzikalni vlastnosti vytvari mikroklima vnimané semenem.

[ 24

vodni potencidl pidy urcuje maximalni potencial vody, kterého semeno miize dosahnout.

15



vvvvvv

to spojeno s pozary (Hanley a Fenner, 1998) nebo vegetacnimi priirvami, které jsou teplejsi
nez okolni lesni pudy (Vazquez-Yanes a Orozco-Segovia, 1982). Navic vodni a teplotni
rezimy spolu interaguji.

Svétlo hraje roli v pocatku kliceni kviili fytochromovému mechanismus.

Kyslik nebo naopak oxid wuhli¢ity indikuji pfitomnost pfipadnych kompetitort

v okoli.

3.2.3 Kiliceni

Kliceni za¢ind absorpci vody dormantnim suchym semenem a je zakoncen
vyrostenim kotfinku ptes tkané obklopujici embryo. Kliceni nastavd, kdyz rist embrya
ptekonava omezeni ulozené osemenim (Bewley a kol., 2013).

Existuji tfi faze absorpce vody semenem (imbibice): Béhem faze I maji sucha
semena velmi nizky vodni potencidl, ktery zptisobi rychly influx vod. Propustnost osemeni
hraje ustiedni roli v piijmu vody. Faze Il zahrnuje prasknuti osemeni. Ve fazi III praskne

endosperm a objevi se vy¢nélek kofinku (Finch-Savage a Leubner-Metzger, 2006).

3.3 Povrch semene, osemeni hrachu (bobovitych)

Krytosemenné semeno se vyviji z oplodnéného vajicka a v zavislosti na fazi vyvoje
se obvykle skladd z embrya vzniklého oplodnénim vajecné buiiky pylovou la¢kou, nutri¢ni
tkané endospermu a z ochranného osemeni (testa) odvozeného z vnitiniho, vnéj$iho nebo
obou integumentl (Bradford a Nonogaki, 2009). Osemeni se sklada ze Ctyt vrstev, smérem
od povrchu jsou to voskova kutikula, epidermis, hypodermis a wvnitini parenchym

(viz Obrazek 3).

3.3.1 Voskova kutikula

Vnéjsi bunécné stény jsou zpravidla pokryty voskovou kutikulou, jsou nepravidelné
ztlust€lé a nazyvaji se koncové Cepicky. Jejich tvary urcuji strukturu povrchu osemeni

(Glines, 2013). Struktura této vrstvy je obecné spojena s vodni nepropustnosti tvrdych
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semen (White, 1908; Hamly, 1932, 1935; Bevilacqua a kol., 1989.). Kutikula tvofi
souvislou vrstvu pokryvajici celé semeno s vyjimkou pupku (hilu) a je povazovana

za prvni prekazku bobtnani (imbibice) semen.

3.3.2 Epidermis

Epidermis tvoii jednu wvrstvu palisddovych radidln¢ protahlych sklereidt
nazyvanych Malphigiho buinky s nerovnomérné ztlustélymi bunéénymi sténami. (White,
1908; Spurny, 1963; Ma a kol., 2004.; Shao a kol., 2007).

U néekterych druhi lusténin, jako je naptiklad séja, je povrch semen modifikovan
také sekrecni aktivitou podstény (Yaklich a kol., 1986), ktera mize ukladat hydrofobni
proteiny na kutikule (Clarkson a Robards, 1975; Gijzen a kol., 1999).

Sklereidni vrstva je oblast makrosklereidnich bunéénych stén oddélujicich
koncové Cepicky od bazalni ¢asti. Tato hrani¢ni ¢ara je oznaCovana jako ,,svételna cara“
nebo linea lucida. Jeji vzhled je odvozen od mistnich rozdilti v indexu lomu a napomaha
k zménam V depozici polysacharidi a impregnaci (Hamly, 1935; Harris, 1983; Bhalla a
Slattery, 1984; Bevilacqua a kol., 1987). Lumen makrosklereidi byva nepravidelny a

zuzuje se smerem k povrchu semene kviili ztluStovani bunéénych stén.

3.3.3 Hypodermis

Subepidermalni vrstva bunék se ¢leni na osteosklereidy (bunky ve tvaru kosti),
také nazyvané jako sloupcovité nebo pilitovité buiiky, které maji ztlustlou sekundarni
bunéénou sténu, a lagenosklereidy (bunky ve tvaru bangk). Tato vrstva obsahuje
vzduchem plnéné mezibunééné prostory vyplyvajici z formovani bunék beéhem
diferenciace testa a masivni depozice bunéénych stén ve stfedni ¢asti (Harris, 1983; Miller
a kol.,, 2010). V mist¢ a okoli hilu vrstva osteosklereidi splyva se silnosténnym

hvézdicovitym parenchymem.

3.3.4 Parenchym nebo zZivna vrstva

Nejvnitingjs§i cast osemeni se sklddd z parenchymatickych bunck, které jsou

protahlé v tangencidlnim sméru a vytvaii vzduchem naplnéné mezibunécné prostory. Casto
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maji 5 - 12 vrstev s vnitini vrstvou v piimém kontaktu s endospermem (Hamly, 1932,
1935). Nekteti autofi nazyvaji parenchymatickou oblast "zivnou vrstvou" vzhledem ke své
funkci v prub&éhu vyvoje embrya (van Dongen a kol., 2003).

Cévni systémy osemeni jsou zabudovany do parenchymu a jejich struktury se
mezi lusténinami lisi. Nékteré druhy maji rozsahlé vaskularni systémy, které tvofi sité skrz
celé osemeni (napft. fazole, Offler a Patrick, 1984; sdja, Thorne, 1981). Zatimco jiné druhy
maji relativné jednoduché cévni systémy pouze s jedinym cévnim svazkem a dvémi
bocnimi vétvemi (napi. hrach, Spurny, 1963; Hardham, 1976; bob, Offler a kol., 1989).

Béhem zrani osemeni parenchymatické buiky ztraceji protoplast a rozpadaji se

na fragmenty.

Obrazek 3: Struktura osemeni bobovitych (Fabaceae) (ptevzato ze Smykal a kol., 2014)
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Legenda: A - pficny fez osemenim divokého Pisum sativum subsp. elatius (vlevo),
schématicky (vpravo); B - zobecnéné schéma semene bobovitych (Fabaceae); C - pfi¢ny

fez osemenim Pisum sativum v oblasti hilu.
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3.3.5 Proantokyanidiny a tvrdosemennost

Proantokyanidiny (PA), oligomery flavan-3-ol jednotek, ziskaly zvlastni pozornost
kvuli jejich hojnému vyskytu v osemeni (Dixon a kol., 2005; Zhao a kol., 2010). PA jsou
také znamé jako chemicky zdklad tfislovin, polymernich flavonoidl, které rostliny
produkuji jako sekundarni metabolity ve vnitinim integumentu nebo endotelu (Winkel-
Shirley, 2001). Pomoci mutantti Arabidopsis s pruhlednou testou (tt) byla objevena PA
biosyntéza a jeji regulace (Lepiniec a kol., 2006) a 20 gent, které ovliviiuji metabolismus
flavonoidii (Bradford a Nonogaki, 2009).

Na regulaci transkripce anthokyanidin reduktizy (ANR), kli¢ového enzymu
produkujiciho epikatechin (Baudry a kol., 2004), se podili zejména sada tii transkripénich
faktortt (TT2, TT8 a TTGI). Zjistilo se, Ze mnoho z téchto biosyntetickych procest
ovliviiuje dormanci semen Arabidopsis, indikujici Glohu pigmenti v tomto procesu
snizovat i pigmentace a tvrdost semen, coz je také typické v pribéhu procesu domestikace
(Plitmann a kol., 1989) (viz Obrazek 4), také se tim muze ménit povrch osemeni z hrubého
(Gritty) u planych forem (viz Obrazek 5) na hladké transparentni u kulturnich forem
(viz Obrazek 6).

Lusténiny se lisi podle typti PA monomerd, které polymeruji za vzniku tfislovin.
Nejlépe studované PA u M. truncatuly jsou slozeny ptevazné z epikatechinu nebo
katechinu (Duenas a kol., 2003). Epikatechin vykazoval vyznamné pozitivni vztah
pti vzniku tvrdosemennosti a s tim souvisejici dormance a kli¢ivosti semen.

Epikatechin ma vlastnosti autooxidace s kyslikem O2. Role epikatechinu
pravdépodobné brani vstupu O a chrani tak embryo proti oxidaci, proto jsou semena
schopna udrzet si vitalitu. Pti pomalé a trvalé oxidaci Oz na povrchu semene, se snizovala
jeho tvrdosemennost a dochazelo tak ke kli¢eni (Zhou a kol., 2010).

Tvrdosemennost je adaptivni vlastnost rostlin, které piezivaji v nepfiznivych
podminkach. Naopak je to negativni vlastnost z hlediska potravinarského vyuziti,

kdy snizeni ptijmu vody vede k prodlouzeni doby vateni (Zhou a kol., 2010).
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Obrazek 4: Porovnani kultivovanych a planych semen hrachu (Smykal a kol., 2014)

Legenda: A, C - kultivovany Pisum sativum cv. Cameor s transparentnim osemenim; B, D
- plany P. sativum subsp. elatius JI64 s pigmentovanym a hrubym (Gritty) povrchem

osemeni.
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Obrazek 5: Snimek povrchu osemeni plané¢ho druhu P. elatius L100 pofizeny

elektronovym mikroskopem (Soukup a Smykal, osobni sdéleni)
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Obrazek 6: Snimek povrchu osemeni kulturniho druhu P. sativum cv. Cameor pofizeny

elektronovym mikroskopem (Soukup a Smykal, osobni sdéleni)
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3.4 Genomika hrachu

Velikost jaderného genomu hrachu se odhaduje na 9,09 pg DNA/2C, coz odpovida
haploidni velikosti genomu (1C) 4,45 Gbp. GC obsah hrachu je 37,7 %, ale spolu s mnoha
eukaryotami se tento GC obsah méni a zda se, ze je distribuovan v relativné dlouhych
oblastech podobného slozeni bazi. Piiblizné¢ 30 % zbytkii C jsou Smethyl-cytoziny a
genomu hrachu za pouziti DNA kinetiky a méfeni chovani pii taveni vyplynulo, ze 75
az 97 % genomu je tvofeno heterogenni populaci repetitivnich sekvenci. Nedavné
vyzkumy pomoci next generation sequencing (NGS) potvrdily vyskyt riznych rodin
repetic a ukdzalo se, ze asi 50-60 % jaderné DNA hrachu se sklddd z velmi a mirné

opakovanych sekvenci (Smykal, 2012).

3.4.1 Geneticka mapa hrachu

Standardni karyotyp hrachu se sklada ze sedmi chromozomu. Z toho pét
chromozému je akrocentrickych a dva (4 a 7) se sekundéarni konstrikci odpovidajici
seskupeni gendi 45S rRNA (viz Obrazek 7). Cislovani chromozémt hrachu je netradiéni
Vtom, Ze nejveétsi chromozom, tradicné s nazvem chromozém 1, je ve skutec¢nosti
chromozoém 5 s ptitazenou vazebnou skupinou (LG) III (Smykal, 2012).

Chromozémy hrachu jsou rozliSitelné na zédkladé morfologie a in situ hybridizace a
tyto chromozomy maji vztah k vazebnym skupinam. Je jasné, Ze je tu prostor pro redefinici
jmen chromozémt hrachu, ale Zadna systematicka pifejmenovani nebyla doposud
odsouhlasena. Z tohoto divodu d¢isla chromozomii a cisla vazebnych skupin jsou
oznacovana arabskymi a fimskymi ¢islicemi, resp. 1 = VL 2 =1,3=V,4 =1V, 5 = 1ll,
6 =11a7=VIl (Smykal, 2012).

Klic¢ové kroky vedouci k vytvofeni aktualni mapy zahrnuji: ur€eni sedmi vazebnych
skupin (Lamprecht, 1948), piifazeni vazebnych skupin K uréitym chromozoémutm,
konstrukce chromozoémové mapy se 128 lokusy (Lamprecht, 1961), obnoveni
Lamprechtovi mapy Blixtem (1972) sptfidanymi vazebnymi daty k 128 lokusim a
41 novymi geny, mapovani biochemickych markr (27 izoenzymi) a vazba na kotvici
markry (Weeden, 1985), pridani molekularnich markri a strukturni reorganizovani

Lamprechtovi verze. Aktualni mapy (viz Obrazek 8 a Obrazek 9) vyplyvaji z mapovacich
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postupti pro sest riznych rekombinantnich inbrednich linii (RIL) populace (Bordat a kol.,
2011; Weller, 2012). Mame dlouhou historii geneticky mapujicich studii hrachu, byly
pouzity rizné typy polymorfismii: morfologické markery, izoenzymy, RFLP, RAPD, SSR,
EST, PCR techniky a nedavno pouzité paralelni genotypizace.

Obrazek 7: Karyotyp hrachu Pisum sativum (Smykal a kol., 2012)

¥ a % 5,
IlIIIl!

Legenda: Arabska cisla predstavuji typ chromozému a fimskd vazebné skupiny (LG)

(Neumann a kol., 2002; Fuchs a kol., 1998). Horni obrazek piedstavuje schéma karyotypu
hrachu s lokusy pro PisTR-B (Cerveny), 5S rDNA (zeleny), 45S rDNA (zluty). Spodni
obrazek ukazuje stejné lokusy detekované pomoci metody FISH na izolovanych

metafaznich chromozémech, Bar =5 um.

23



Obrazek 8: Genova mapa Pisum sativum L. (Bordat a kol., 2011).
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Obrazek 9: Mapa Gty lokusu na vazbné skupin¢ VI (Bordat a kol., 2011; Weller a kol.,

2012)
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

Semena plané formy hrachu VIR320 (Pisum sativum subsp. elatius) pivodem
z VIR kolekce, Rusko a kulturniho hrachu WL1238 (Pisum sativum subsp. sativum)
pivodem z Nordic Gene Bank, Svédsko a znich odvozenych 96 rekombinantnich
inbrednich linii (RIL) v generaci F9:10 (Bogdanova a kol., 2009).

Semena byla vyseta po tiech semenech do zahradnického substratu namichaného
s ornici v poméru 1:1 do 96 tfilitrovych kvétindch. Rostliny byly péstovany ve sklenicich
katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci casti Holice
v obdobi od dubna do ¢ervna roku 2014.

Odebrané vzorky listd z jednotlivych rostlin byly uchovavany pii -75 °C az do doby
izolace genomové DNA, ktera byla dale pouzita v molekularnich analyzach. Pii testovani

byly vzorky uchovavany kratkodob¢ v lednici pti 4 °C nebo dlouhodobé pii -20 °C.

4.2 Makroskopické hodnoceni povrchu semen (Gritty znak)

Laboratorni vybaveni: stereomikroskop (Olympus ZS30), 12-jamkova kultiva¢ni deska

(Biolite, Schoeller), pinzeta

Postup
1) Do 12-jamkovych desek bylo vlozeno vzdy po tiech semenech hrachu.

2) Pod stereomikroskopem byly hodnoceny rozdily v povrsich semen.

4.3 Testovani dormance semen

Laboratorni vybaveni: 12-jamkova kultiva¢ni deska (Biolite, Schoeller), bunicita vata,

voda, brusny papir, pinzeta

Postup
1) Do jamek desky bylo vlozeno na bunicitou vatu vzdy po tiech semenech hrachu.
2) Kazda deska byla popsana.
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3)
4)
5)
6)
7)

Semena byla zalita malym mnozstvim vody.

Semena byla nechana pti pokojové teploté bobtnat a klicit.

V pribéhu dvou dnti byl zaznamenan pomér klic¢icich a dormantnich semen.

Vzorky byly vyfotografovany (viz Pfiloha).

U semen, ktera nekli¢ila ani po dvou dnech, byla provedena skarifikace brusnym
papirem, aby se mechanicky narusilo osemeni pro jeho lepsi propustnost pro vodu

a nasledné kliceni.

4.4 1Tzolace genomové DNA

Genomova DNA z RIL byla vyizolovana z pfiblizné¢ 300 mg rostlinného materialu

uchovavaného pii -80 °C.

Laboratorni vybaveni: Invisorb Spin Plant Mini Kit (firma STRATEC Molecular GmbH,
Némecko), vortex (MS2 Minishaker), inkubator (Termo Block MB - 102, BIOER.),

centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415 R), automaticka pipeta (Eppendorf Research plus),

Spicky

Postup dle navodu vyrobce

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

Veskeré zkumavky byly oznaceny popisem.

K listu bylo ptidano 400 ul Lysis Buffer P a 20 ul Proteinase K (100 pg/ml).

Kratce byly vzorky zvortexovany.

Vzorky byly inkubovany 30 min pii 65 °C.

Homogenit byl ptelit na kolonku PREFILTR.

Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pti 12 000 rpm.

Do zkumavky bylo pfidano 10 ul RNAase A (10 pug/ml) a ponechano pii pokojové
teplot¢ 10 - 15 min.

Do zkumavky bylo ptidano 200 ul Binding Buffer P a zvortexovano.

Vzorek byl prelit do kolonky SPIN FILTR a nechan 1 - 2 min stat.

10) Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pti 12 000 rpm.

11) Bylo vyhozeno, co proteklo, vratila se zpét kolonka a bylo napipetovano 550 ul

Wash Buffer I.

12) Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pti 12 000 rpm.
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13) Bylo vyhozeno, co proteklo, vratila se zpét kolonka a bylo napipetovano 550 ul
Wash Buffer I1.

14) Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pii 12 000 rpm.

15) Bylo vyhozeno, co proteklo, vratila se zpét kolonka a bylo napipetovano 550 ul
Wash Buffer I1.

16) Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min pti 12 000 rpm.

17) Bylo vyhozeno, co proteklo, vratila se zpét kolonka a centrifugovalo se 2 min
pii 12 000 rpm.

18) Po sob¢ bylo do zkumavky napiptovano 2x 100 ul ptedehiatého Elution Buffer D
na 65 °C a inkubovalo se 3 min.

19) Zkumavky byly zcentrifugovany 1 min p#i 12 000 rpm.

4.5 Meéieni koncentrace DNA (NanoDrop)

Byla zméfena koncentrace vyizolované genomové DNA a koncentrace PCR

amplifikace na NanoDropu.

Chemikalie a roztoky: destilovana voda, TE pufr
Laboratorni vybaveni: NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), automaticka pipeta (Biohit),

kadinka, bunicita vata

Postup
1) Byly napipetovany 2 pl destilované vody na NanoDrop pro vyblankovani.
2) Poté byly napipetovany 2 ul TE pufru opét pro vyblankovani.
3) Nasledné byly napipetovany 2 ul vzorku DNA a byly zméteny hodnoty absorbanci
pfi vlnovych délkach 260 nm a 280 nm, hodnota 260/280 nm a koncentrace v ng/ul.

4.6 PCR amplifikace vybranych genii s pozici na LGIII

Vysledky PCR amplifikace byly ovéfeny pomoci elektroforézy na agarézovém gelu

a zviditelnény UV zafenim.
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Chemikalie a roztoky: MyTaq

RED

polymeraza (Bioline), 5x koncentrovany pufr

pro MyTagREP obsahujici Mg, dNTP i nanaseci barvivo (Bioline), voda, primery (viz
Tabulka 2) (Generi-Biotech, CZ)

Tabulka 2: Pouzité primery

Primer Sekvence (3°-5") Accession Citace
number

FVE-F1250 AACAATGGAGACTCCTCCGT AY3830931 Hecht a kol., 2005
FVE-R1250 CACAACCTCACAATTCGCAATCACC - Hecht a kol., 2005
FVE-F2290 GGGATGTTGAAAGTCAACCTAACCGTC |- Weller a kol., 2012
FVE-R2290 CCTTAACAACAGGACTAGAGCCA - Weller a kol., 2012
LKP1-F AGAATGGGCGACGAAGGTAT JX946298 Weller a kol., 2012
LKP1-R AAACCGCACCGTCCTCTAC - Weller a kol., 2012
Dof6-F CTCACTACACACGAATTCCGAG AB087851 Deulvot a kol., 2010
Dof6-R TGAATGTGTCCAATACGGCTG - Deulvot a kol., 2010
KAQO2-F AGAGTTCTAGTGATGGCATCCTT AF537322 Bordat a kol., 2010
KAO2-R CACTGAAAGTGCCTCGTAGCCAT - Bordat a kol., 2010
RNADhel-F GGGTTTGGTAGGTTTGGTAGAGG PSCC24A19u | Aubert a kol., 2006
RNAhel-R GCTATCAAAATTGTAGTGGGTGGG - Aubert a kol., 2006
PCT-F TTGGCAAAAACGATAAACCTGT BV165466-7 |Deulvot a kol., 2010
PCT-R CACGGCACATCTGGAATAACTT - Deulvot a kol., 2010
Sus3-F GCCTCGATTCCGAAACCAACG AJ311496 Aubert a kol., 2006
Sus3-R GATGCGTTTGAGCATCTCCTC - Aubert a kol., 2006
Laccase-F710 GAGTGGTGGAAGGAACAAGTTATG Pers. Comm. |vlastni
Laccase-R1900 |CCTTGAATCTGATAGCAACCCAAC Pers. Comm. |vlastni
UDPglyc-F513 |ACTCCAATGATCTTCCACGAGG Pers. Comm. |vlastni
UDPglyc-R1557 | GTTACAAAGGGACAACTTGCCA Pers. Comm. |vlastni

Laboratorni vybaveni: sterilni box (Tel[STAR PV - 102), 2ml zkumavky, 0,2ml

mikrozkumavky, zkumavkové stripy (Trefflab, Switzerl), 96 jamkova deska na PCR
(4titude), PCR termocykler (MJ Research PTC - 200), automaticka pipeta (Eppendorf

Research plus), spicky
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Postup

1) Prace byla provadéna ve sterilnim boxu.

2) Chemikalie pro PCR byly po rozmrznuti umistény do chladiciho stojanku.

3) Do 2ml mikrozkumavky bylo pfipraveno potiebné mnozstvi reakéni smési
bez DNA vzorku dle Tabulka 3.

4) Do oznacenych 0,2ml mikrozkumavek nebo zkumavkovych

rozpipetovana reakéni smeés po 18 pl.

5) Do reakéni smési byly napipetovany 2 pl vzorku DNA.

stript  byla

6) Mikrozkumavky nebo zkumavkové stripy byly vloZzeny do PCR termocykleru a byl

spustén program CAPS (viz Tabulka 4).

Tabulka 3: Slozeni PCR reakéni smési [ul]

1x 10x 20x 30x
5x pufr 4 40 80 120
voda 13 130 260 390
primer mix (5 mM F/R) 1 10 20 30
Taq (5 units/ul) 0,1 1 2 3
DNA vzorek (20-80 ng/pl) 2 2 2 2
celkem 20 20 20 20
Tabulka 4: PCR teplotni program CAPS

Krok Polet cyklii | Teplota Cas

Denaturace DNA 1x 95 °C 4 min

Denaturace DNA 95 °C 30s

Nasednuti primeru 35x 55 °C 30s

Syntéza DNA 72 °C 90s

Syntéza DNA 1x 72 °C 10 min
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4.7 Restrikce PCR produktu (CAPS-PCR, Cleavage Amplified

Polymorphic Sequence)

Vysledky restrikce PCR produktu byly zviditelnény pomoci elektroforézy

na agardézovém gelu.

Chemikalie a roztoky: restrikéni enzym (viz Tabulka 5) (Thermo Scientific, Biogen, CZ,
enzymy testované pro polymorfismus rodi¢it), odpovidajici pufr (napt. zluty, Cerveny),
voda, PCR produkt

Tabulka 5: Restrikéni enzymy s pouzivanymi pufry a teplotami $tépeni

Restrikéni enzym Pufr Teplota Stépeni
Alul zluty 37°C
Haelll cerveny 37°C
Msel pufr 2 37 °C
Rsal pufr 1 37 °C

Laboratorni vybaveni: zkumavkové stripy (Trefflab, Switzerl), 96-jamkova deska
(4titude), PCR termocykler (MJ Research PTC — 200), inkubator (Termo Block MB - 102,
BIOER), automaticka pipeta (Eppendorf Research plus), spicky

Postup

1) Chemikalie pro restrikci byly po rozmrznuti umistény do chladiciho stojanku.

2) Do 2ml mikrozkumavky bylo pfipraveno potfebné mnozstvi reakéni smési bez PCR
produktu dle Tabulka 6.

3) Do oznacenych zkumavkovych stripti nebo desky byla rozpipetovana reakéni smés
po 10 pl

4) Do reak¢éni smési bylo napipetovano 5 pul PCR produktu.

5) Zkumavkové stripy nebo deska byly vlozeny do PCR termocykleru nebo
inkubatoru podle potiebné teploty stépeni DNA enzymem (viz Tabulka 5).
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Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pro restrikei [pl]

1X 10x 20X 30x
10x pufr 15 15 30 45
voda 8,42 84,2 168,4 252,6
enzym 0,08 0,8 1,6 2,4
DNA/PCR 5 5 5 5
celkem 15 15 15 15

4.8 Kvantifikace DNA, elektroforeticka kontrola integrity

Chemikalie a roztoky: agaroza (BI0-41025, Agarose Molecular Grade, Bioline), standard
(marker) pro urceni velikosti DNA fragmentti na gelu (GeneRuler 100bp DNA Ladder, kat.
¢. SM0241, Thermo Scientific, Biogen), 10x TBE (na 1 litr 5,40 g TRIS baze; 2,75 g
kyseliny borité; 2 ml 0,5mol/l EDTA o pH 8,0), barvivo GelRed (Biotium)

Laboratorni vybaveni: 250ml Erlenmayerova batka, predvazky (Kern 572),
elektroforeticka vana aforma na gel (BIO-RAD), elektroforeticky zdroj napéti (BIO-
RAD), hiebeny, automaticka pipeta (Eppendor Research plus), $picky, 1zicka, silikonova
chnapka, dokumentaéni systém (Kodak EDAS 290)

Postup

1) Dle velikosti elektroforetické vany (80 ml) bylo do 250ml Erlenmayerovy banky
navazeno 1,2 g agardzy na 1,5% roztok agardzy.

2) Do barky bylo nalito 80 ml pufru 0,5x TBE a vSe bylo dano vafit do mikrovinné
trouby.

3) Lahev byla vyjmuta z mikrovinné trouby, promichana krouzivym pohybem a dana
zpét, dokud se agardza UipIn€ nerozpustila.

4) Po vychladnuti asi na 50-60 °C byly ptfidany 2 ul zasobniho roztoku barviva
GelRED a agaroza byla nalita do elektroforetické formy na gel.

5) Do elektroforetické formy na gel byly umistény hiebeny a gel se nechal 30 min

ztuhnout.
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6)

7)
8)
9)

Po ztuhnuti byly hiebeny vyjmuty a gel byl vlozen do elektroforetické vany
s pufrem TBE.

Do jamek byly napipetovany vzorky po 7 ul a marker po 5 pl.

Elektroforéza byla spusténa na 45 - 60 min pii napéti 80 - 150 V.

Poté byl gel zdokumentovan pomoci UV transiluminatoru (vlnové délky 280 -

302 nm) a digitalniho fotoaparatu s oranzovym filtrem.

10) Vysledny snimek byl zpracovan v PC v grafickém programu IrfanView.

4.9 PreciSténi PCR produktu (pro sekvenovani)

Pted sekvenovanim byly pomoci komeréniho kitu odstranény zbylé primery a

neinkorporované nukleotidy (ANTP).

Laboratorni vybaveni: GenElute™ PCR Clean-Up kit (Sigma-Aldrich, USA), vortex
(MS2 Minishaker), inkubator (Termo Block MB - 102, BIOER.), centrifuga (Eppendorf
Centrifuge 5415 R), automaticka pipeta (Eppendorf Research plus), spicky

Postup dle navodu vyrobce

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)

8)
9)

Veskeré zkumavky byly oznaCeny popisem.

GenElute plasmid mini spin kolonka byla vloZena do stanovené zkumavky.

Do kazdé mini spin kolonky bylo ptidano 0,5 ml Column Preparation Solution a
zkumavky byly centrifugovany 1 min pfi 12 000 rpm, eluat byl vylit.

Do PCR produktu bylo pfidano Binding Solution v pomé&ru 5:1 a v§e promichano.
Roztok byl pfeveden do vazebné kolonky a centrifugovan pti 12 000 rpm 1 min.
Eluat byl vylit, ale zkumavka byla ponechana.

Vazebna kolonka byla vracena do zkumavky, bylo na ni naneseno 0,5 ml
nafedéného Wash Solution a bylo centrifugovano pti 12 000 rpm po dobu 1 min.
Eluat byl vylit, ale zkumavka byla ponechana.

Vazebna kolonka byla vracena do zkumavky a centrifugovalo se pii 12 000 rpm
po dobu 2 min a to bez jakéhokoli dalSiho promyvaciho roztoku, aby se odstranil

prebyte¢ny etanol.

10) Zbytkovy eluat byl vyhozen i se zkumavkou.
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11) Kolonka byla ptenesena do Cerstvé 2ml zkumavky, na stfed kolonky se aplikovalo
50 pl Elution Solution a inkubovalo se pti pokojové teploté po dobu 1 min.
12) Pro eluci DNA byla kolonka centrifugovana pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

4.10 Sekvenovani, nalezeni polymorfnich mist (SNPs), Geneious software

Sekvenace byla provedena formou servisu v laboratofi sekvenace DNA na PiF UK
v Praze (https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna),
kam byla dodana piecisténa PCR reakce (pfiblizné 100 - 200 ng DNA) spole¢né
s odpovidajicim sekvena¢nim primerem (5 pmol) v celkovém objemu 8 ul. Sekvenace byla
provedena metodou BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, UK) dle protokolu na sekvenatoru 3130x1 Genetic Analyzer (2010) firmy
Applied Biosystems. Ziskany elektroferogram byl analyzovdan pomoci programu
GENEIOUS verze R7 (Biomatters Ltd.). Sekvence byly porovnany se sekvencemi
ziskanymi pomoci BLAST (Altschul a kol., 1997) analyzy, ktera byla provedena
na strankadch NCBI a pfedevsim pak mezi rodi¢ovskymi genotypy pro nalezeni potfebného

polymorfismu pro mapovani.

4.11 Sestaveni genetické mapy pomoci softwaru JoinMap 4.1

Pro vytvofeni genetické mapy byl pouzit program JoinMap (Stam, 1993) ve
zkuSebni verzi, tj. bez moznosti ukladani, tisku a s jinymi omezenimi. Byl zvolen rezim
RIL a byly spocitany vsechny parové rekombinacni frekvence. Markery byly nejprve
otestovany metodou dobré shody na ocekavany pomér 1 : 1 za pouziti analyzy chi -
kvadrat. Vazebné skupiny byly stanoveny vybranim LOD (likelihood of odds) hodnoty 5 a
4. LOD skore nad tuto kritickou mez bylo povazovano za propojené. Byla vybrana
mapovaci funkce Kosambi, ktera predpoklada urCitou miru interference mezi
crossing-overy v meidzy. Rekombinacni frekvence byly pievedeny do mapovych
vzdalenosti (cM) pomoci funkce Kosambi. Vysledna grafickda mapa byla zpracovana

v programu PowerPoint.
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5 VYSLEDKY

Jako test miry dormance semen rekombinantnich inbrednich linii (RIL) byl pouzit test
bobtnani a kliceni semen (viz Obrazek 10). 3 - 5 semen z kazdé RIL linie bylo vystaveno
podobu 1 az 3 dnii pasobeni vody za pokojové teploty a poté zaznamenany pocty
nabobtnalych za 1 den a semen s vykli¢enym klickem za 3 dny. Z celkem 96 testovanych
linii populace VIR320 x WLI1238 bylo 21 dormantnich a 75 kli¢ilo po 3 dnech
(viz Ptiloha).

Obrazek 10: Test dormance semen na rodi¢ich po 3 dnech
VIR320 - dormantni WL1238 - klic¢ici

Pomoci isolaéniho kitu byla vyizolovana genomova DNA z 96 rostlin
rekombinantnich inbrednich linii (RIL). Kvalita a ¢astecné i mnozstvi DNA bylo

zkontrolovano pomoci elektroforetické analyzy na agarézovém gelu (viz Obrazek 11).

Obrazek 11: Izolovana genomova DNA z RIL kiiZenct
M 1 2 3 4 9 10 11 12 13

100 bp

——

Legenda: M - ladder, 1-13 - izolovana DNA ze vzorkta RIL
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Byla provedena PCR amplifikace vzorki rodicd VIR320 a WL1238 s vybranymi
specifickymi primery (FVE1250, FVE2290, Dof6 aj.) a poté bylo provedeno restrikéni
Stépeni s enzymy testovanymi pro polymorfismus rodi¢t (Msel, Alul, Rsal aj.). Vysledky
byly analyzovany pomoci elektroforézy (viz Obrazek 12, 13, 14 a 15).

Nékteré PCR produkty vzorkd rodi¢t nebyly v kombinaci s restrikénimi enzymy
polymorfni, proto pfi ndsledném Stépeni PCR produktii vzorkii RIL nebyly tyto enzymy
pouzity.

Obrazek 12: Restrikce s enzymem Msel
FVE1250 FVE2290 Dof6é UDPglyc Laccase LKP1 PCT KAO2 RNAhel Sus3

— Ce——

Legenda: ¢erveny ramecek - neni polymorfismus

Obrazek 13: Restrikce s enzymem Alul
FVE1250 FVE2290 Dof6 UDPglyc Laccase LKP1 PCT KAO2 RNAhel Sus3

Legenda: ¢erveny ramecek - neni polymorfismus
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Obrazek 14: Restrikce s enzymem Haelll
FVE1250 FVE2290 Dof6é UDPglyc Laccase LKP1 PCT KAO2 RNAhel Sus3

“h ([T T "
== F - .. =
.| * - ___l-r'-

B — e :w - =

Legenda: ¢erveny ramecek - neni polymorfismus

Obrazek 15: Restrikce s enzymem Rsal
FVE1250 FVE2290 Dof6é UDPglyc Laccase LKP1 PCT KAO2 RNAhel Sus3

ﬁ#g.wxww V .‘,”‘” Wm P
B
~ {7
—S R
—— - =

Legenda: ¢erveny ramecek - neni polymorfismus

PCR produkty rodi¢ovskych genotypt byly pie¢istény pomoci PCR Clean-Up kitu
a byly odeslany k sekvenaci. U vsech ziskanych sekvenci byla provedena analyza shody
s databazovymi sekvencemi pomoci BLAST vyhledavani (viz Tabulka 7). Ziskané
sekvence byly analyzovany pomoci softwaru Geneious (viz Obrazek 16).

Sekvence s primerem FVE je polymorfni v oblasti §tépené pomoci Pstl, sekvence
s primerem Laccase a RNAhel je polymorfni v oblasti $tépené pomoci Alul, sekvence
s primerem LKP1 je bez polymorfismu a sekvence s primerem Dof6 je polymorfni
Vv oblasti Stépené pomoci Msel, ale rozdil v délce je jen cca 30 - 40 bp a hned na zacatku

fragmentu (viz Obrazek 16).
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Tabulka 7: BLAST analyza shody

. ) Total | Query E .
Accession Popis Identity
score | cover | value
Pisum sativum PsDof6 mRNA for DNA
AB087851.1 binding with one finger 6 protein, 1138 | 97% 0.0 98%
complete cds
PREDICTED: Malus x domestica
XM_008341030.1 187 68% | 3e-43 71%
laccase-14 (LOC103402291), mRNA
Pisum sativum LKP1 (LKP1) gene, 3'
JX946298.1 833 97% 0.0 99%
UTR
Pisum sativum FVE (FVE) mRNA,
AY830931.1 595 52% | 4e-129 | 97%
complete cds
Medicago truncatula clone mth2-28n22,
AC131248.14 148 56% | 6e-32 77%
complete sequence
P.sativum mRNA for cholinephosphate
Y09101.1 ) 215 14% | le-51 100%
cytidylyltransferase
Pisum sativum mRNA for sucrose
AJ311496.1 ) 641 74% | 3e-124 | 99%
synthase isoform 3 (sus3 gene)
Medicago truncatula UDP-
XM_003626738.1 | glucuronosyltransferase 3A1 1324 | 81% 0.0 83%
(MTR_8g009070) mRNA, complete cds

Obrazek 16: Sekvence
a) FVE

270 280
P A A T T A G T A T G CEh

A A : AECEC > C A
VIR320 AT PO RGE ATT T(i

WL1238 ZET&E a2 T 11 ﬁ%:g%"“‘ﬂ_
]

Pstl (283)

A A A G RO CE]

200

Haelll (295

AR A RS

CEEEmABMANBEA ACGC C J

T [
Haell (295)
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J8H5J20801R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J8H5J20801R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J8H5J20801R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J8H5J20801R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J8H5J20801R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J8H5J20801R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J8H5J20801R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_37051132
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_37051132
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_37051132
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658008132
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658008132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429326207?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J8HH0MMP01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_429326207
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_429326207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/61611728?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J8HKC5RH01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_61611728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_61611728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/50400047?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J8HPEF5901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_50400047
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_50400047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1657381?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J8HSUM1801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1657381
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1657381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13160141?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J8HV6V4801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_13160141
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_13160141
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357512994
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357512994
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357512994

b) Laccase

150 0 170 18
L‘CGATAACCATCAGA. A G T A A G A A CH I G CH AT
= A A |‘

WS A WA MAANAAA A A AN

Taql$144)
VIR320 E'CGATAACCATCAGA AR T A CE T C A AT AT CICIGICEGANTEC

WL1238 \/\GATAACCATCAGA
Taql!144)
c) RNAhel

60 70 80 a0 100
.'MG CTAGAGTGAAGAAAAATAGCACATGCTATAAATTAGGTRCCACTC

A Lo/ N
A I\ | )\ | |
VIR320 CGEGQCTAGAGTGAAGAAAAATAGCACATGCTATAAATTAGGTGCCACTC
n [ ' I {
A ,«\ \ /\f\. ." “‘ = }I l |‘ \l |1

WL1238 Al Y A ‘ Al
AGEGA CTAGAGTGAAGAAAAATAGCACATGCTATAAATTAGGTTCCACTC

Alul'(59)
d) LKP1

170 180 190 200 210 220
IGTATGCACGATGATTGTTCTTCATGAATAGATTAATAGTGTCTGA TAACAAGTAGGGAA'

Msel(200)
VIR320 IGTATGCACGATGATTGTTCT TCATGAATAGATTAATAGTGTCTGA TAACAAGTAGGGAA'

WL1238 I'G‘TATGCAC(‘;ATGATTGTTCTTCATGAATAGATTAATAGTGTCTGATAACAAG;TAGGIE;AA'
Msel (200)
e) Dof6

:AT’Z?;AAGGCGT ﬁ TCATCAZ&CATCTTAATS(gATGCTTTG
—xJ—f"']— ," \ A
AN WV ,‘_‘QAQ‘AAAA“AA‘A&A‘A‘“Alll

VIR3y)) SMTTGAAGGCGT===G} -CATCAACATCTTAATCATGCTTTC
“L_I A 'Nlll_]/\

WL1238 Xy,\/\’\/v\" n Y\ ““1““““““ LA“‘ A“‘

FATCGAAGGCGT TCATCAACATCTTAATCATGCTTTC
Tagl'(49) Msel (o8] ‘Msel (76)

39



Vyizolovana genomova DNA  Zzrekombinantnich inbrednich linii  byla
naamplifikovana pomoci PCR s vybranymi specifickymi primery, poté byly PCR produkty
restrikéné $tépeny s enzymy dle vysledku testu polymorfismu rodi¢a (viz Obrazek 17) a
vysledky z restrikéniho $t€peni byly zapsany do tabulky (viz Tabulka 8).

Vsechna restrikéni Stépeni byla polymorfni kromé restrikéniho S$tépeni PCR
produktu s primerem Dof6, proto neni ani zahrnuto v Tabulce 8 a v genetické mapé
(viz Obrazek 18).

Obrazek 17: Cast restrikce naamplifikovanych vzorki RIL

B B B A B A A A A B

‘ﬂwww-awww-w.a,

a) Laccase/ Alul

b) RNAhel/ Alul

B AAB A A B B B A

- w @wew
- ww -

c) FVE1250/ Nlalll

B B B B A B B B B B

—an=_ 8222

.u-ﬂﬂ- --~““

d) KAO2/ Msel
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A B BABUBAAA B

e) Sus3/ Msel

f) UDPglyc/ Rsal

A B BBBBAAA B

A Bl B o __
—— “ '"*-w
"'

— —— —

g) PCT/ Rsal

. S S — ——

h) Dof6/ Msel i
Legenda: A - VIR320, B - WL1238
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Tabulka 8: Cast hodnoceni polymorfismu RIL linii

[} — - —_ — —

S 8§ EEf 25 2 8 Qg
g 2 % S5 & & u ¢ Z

LL

VIR320 A A A A A A A A A
WL1238 B B B B B B B B B
1 1/2 B A A B B B B B A
2 0/3 B A A B A A A B B
3 21 B B B B B B B A B
4 2/1 A B B B A A A B B
5 30 A A A B B B B B A
6 2/1 A A B B B A B A B
7 2/1 A A A B A A A A B
8 0/3 B B - A A A A B A
9 30 A A B A A A A B A
10 0/3 B A B A B B B B A
11 2/1 A B A B B B B B A
12 1/2 B A A B B B B B A
13 1/2 B A B A B A B B B
14 0/3 B A B B A A A A B
15 2/1 A A B A B B B B A

Legenda: A - VIR320, B - WL1238

Pomoci programu JoinMap byly spocitiny rekombina¢ni frekvence, které byly
pievedeny do mapovych vzdalenosti v cM (viz Obrazek 18).

Mapa odpovidd mapé sestrojené Wellerem a kol. (2012), ale s nasi mapou ma
spolecné jen 2 markery, coz neni dostacujici pro pfesné urceni. V mapé Bordata a kol.
(2011) je konfliktni Sus3 gen, ktery je v nasi mapé€ pted geny FVE a PCT a v mapé Bordat
a kol. (2011) je az za nimi. V nasi map¢ je rekombinacni vzdalenost markerd RNAhel a
Sus3 25 cM, mezi Sus3 a FVE 8 cM, mezi FVE a PCT 5 cM a mezi PCT a KAO2 27 cM
(viz Obrazek 18).
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Obrazek 18: Geneticka mapa

Bordat a kol. 2011

RNAhel

FVE
PCT
Susd

Kao2

vlastni prace

5 a

115ch 5

Weller a kol. 2012

RNAhe| 3
4

Sus3

FVE 79

PCT

Kao2

RNAhel

Gritty

FVE
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6 DISKUZE

Gritty (Gty) lokus byl poprvé navrzen jako lokus zodpovidajici za dormanci semen
hrachu, jednalo se o spojitost mezi drsnou strukturou povrchu semen planych forem hrachu
(Pisum sativum subsp. elatius a subsp. sativum) a nepropustnosti osemeni pro vodu. Nami
pouzité RIL populace vyvraci tuto p¥imou spojitost vzhledem k absenci Gritty znaku,
tj. drsnost povrchu osemeni, u planého VIR320 rodi¢e. Znak dormantnosti je u rodice
VIR320 pozorovatelny, ale neni pfimo spojeny ani s povrchem, ani s pigmentaci osement,
nebot’ VIR320 piedstavuje vyjimku i v tomto sméru, ma Sedaveé-zelené osemeni. Naopak
druhy rodi¢ WL1238 piedstavujici kulturni hrach sety, je svrastélosemenny (1r) typ
zahradniho hrachu s dal§imi morfologickymi markery (Bogdanova, 2012). Bohuzel
svrasté¢losemennost, jako diisledek blokace konverze cukrli ve Skrob, je znak ovlivilujici
negativné¢ hodnoceni dormance, nebot bchem procesu vysychani semen vznikaji
mechanické pukliny usnadnujici ptijem vody. I kdyz Gritty znak jako takovy, tj. struktura
povrchu osemeni, neni v genotypu VIR320 piitomen, je fenotyp dormance semen dobie
reprodukovatelny. Vhodnéjsi mapovaci populace ktizeni JI64 (plana forma hrachu
Z Turecka) a JI92 (kulturni forma hrachu z Afganistanu) byla v dob¢ prace ve stadiu F3:4
generaci, coz je prili§ brzy pro mapovani vzhledem k vysokému podilu heterozygotnich
jedinct. Piesto jsou dosazené vysledky cenné a umoziiuji dal$i mapovani. V piipadé J164 x
JI92 populace se segregujicim Gritty znakem, je patrné, ze tento znak segreguje nezavisle
na dormanci semen.

Nase vysledky, tj. pofadi genti, odpovidaji mapé Weller a kol. (2012), i kdyz ma s nasi
mapou spolecné jen 2 markery. V mapé€ Bordata a kol. (2011) je konfliktni Sus3 gen, ktery
je v nasi mapé pred geny FVE a PCT a v map¢ Bordat a kol. (2011) je az za nimi. Nase
mapa vzhledem k poétu pouzitych markerd i linii neni zdaleka tak pfesnd jako mapy
Bordat a kol. (2011) a Weller a kol. (2012). Pro mapovani jsme pouzili jiné genotypy
mapovaci populace. Velikost pouzité RIL populace limituje rozliSovaci schopnost, nebot’
jeji maximalni teoretické rozliseni je na hranici 1 ¢cM (1 rekombinant ze 100).

Fenotyp dormance byl testovan na semenech zroku 2009/10, ktera byla poté
uskladnéna v pokojové teploté. Mohlo vSak dojit k postupnému sniZeni dormance
vzhledem ke skladovani semen 4 - 5 let. Nyni ¢ekdme na novou generaci semen

pro opakovani testovani.
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Do budoucna by bylo mozné pokracovat v praci zmapovanim celého genomu
s pokrytim v8ech vazebnych skupin pomoci metody DArTseq. V soucasnosti je k dispozici
kolem 15 tisic SNP sekven¢nich markerti na kazdou linii. Dulezita je také co nejvétsi
objektivizace hodnoceni fenotypového projevu, tj. bobtnavosti a kli¢eni semen (jako miry

stanoveni dormance), S vyuzitim anatomickych a chemickych analytickych postupt.
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7 ZAVER

Nase geneticka mapa odpovida mapé Bordat a kol. (2011) pro potadi gend v oblasti
Gritty lokusu. Nové mapované vybrané kandidatni lokusy UDPglyc a Laccase se vSak
v daném intervalu nenachazeji. Prace ptispéla k piesné&jSimu vymezeni Gritty lokusu a jeho
vztahu k fenotypu dormance semen hrachu.

Vysledky prace nepotvrdily hypotézu, Ze struktura povrchu osemeni ma souvislost
s dormanci semene. Na zéklad¢ prace kolegl z katedry analytické chemie PiF UP vsak
vime, ze pigmentace semen (resp. pfitomnost vybranych typa fenolickych latek) ma
néjakou souvislost s dormanci semen. Pokracuje se se zjiSténim slozeni a mnozstvi
fenolickych latek v osemeni, ktery ma velky vyznam jak pifi tvrdosemennosti a
nepropustnosti osemeni pro vodu, tak pii sledovani obsahu fenolickych latek u vice ¢i
mén¢ pigmentovanych semen. Genetické studium je také kombinovano s anatomickou
analyzou osemeni jak kontrastnich rodi¢ovskych genotypt, tak RIL linii.

Pro dal$i mapovani znaku dormance semen bude vhodné&jsi pouzit mapovaci populaci
ktizeni JI64 (plana forma hrachu) a JI92 (kulturni forma hrachu), ktefi jsou typickymi

predstaviteli plané a kulturni formy.
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8 PRILOHA

Ptiloha 1a: Testovani dormance semen RIL populace pied zacatkem testovani

— e e —
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9 SEZNAM ZKRATEK

ABA — abscisova kyselina

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool
CAPS — Cleavage Amplified Polymorphic Sequences
Cv. — convariety

DArTseq — Diversity Arrays Technology

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleotid trifosfat

EST — Expressed Sequence Tag

FISH — Fluorescent In Situ Hybridisation

GA — giberelin

Gty — Gritty

L. — Carl Linné

NGS — Next Generation Sequencing

PA - proantokyanidiny

PCR — Polymerase chain reaction

RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA
RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism
RIL — rekombinantni inbredni linie

SNP — Single Nucleotide Polymorphism

SSR — Simple Sequence Repeat

subsp. (= ssp.) - subspecies
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