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ABSTRAKT

Studim domestikacnich znakti hospodaisky dilezitych plodin je hlavni naplni této
diplomové prace. Identifikace geni domestikacnich znaki ma velky potencial pro Slechténi
rosltin. Experimentalni ¢ast byla vénovana studiu znaku pukavosti lusku, domestikaénimu
znaku hrachu (Pisum sativum L.). Cilem prace bylo vyhodnotit expresi kandidatnich genti
pukavosti lusktt u hrachu (Pisum sativum L.). Pro tento experiment byly pouzity linie
hrachu JI164 (Pisum sativum ssp. elatius L.) a JI92 (afghansky typ kulturniho hrachu Pisum
sativum ssp. sativum L.) a jejich rekombinantni inbredni linie (RILs), vzniklych
recipro¢nim kiizenim. Pomoci metody qRT-PCR (Quantitative reverse transcription PCR)
byly analyzovany kandidatni geny IDEH, SHAT, bZIP, SPT, NAC a porovnany s expresi
referen¢niho genu B-TUB.

Klic¢ova slova: Domestikace, hrach, lusk, qRT-PCR, pukavost, kandidatni geny
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ABSTRACT

The main focus of this thesis has been to study of domestication traits. Identification of
genes of domestication traits has a huge potencial for plant breeding. The experimental part
has been devoted to the study of pod dehiscence as a domestication trait in pea (Pisum
sativum L.). The goal of this work has been to evaluate the expression of candidate genes of
pod dehiscence in pea (Pisum sativum L.). For this experiment was used JI64 line pea
(Pisum sativum ssp. elatius L.) and JI92 (Afghan cultural type of pea Pisum sativum ssp.
sativum L.) and recombinant inbred lines (RILS) arising from reciprocal crossing. Using the
method of qRT-PCR (Quantitative Reverse Transcription PCR) have been analyzed
candidate genes IDEH, SHAT, bZIP, SPT, NAC and compared with the expression of the
reporter gene p-TUB.
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1 UVOD

vvvvvv

plodin na svété. Obecné jsou bobovité (Fabaceae) druhou nedilezitéjsi ¢eledi pokryvajici
zhruba 27% celkové svétové produkce plodin. Luskoviny jsou péstované na pici, ale hlavné
pro nutricné bohatd semena vyuzivana jako potravina a krmivo pro zvifata. Hrach i dalsi
péstované plodiny byly postupem ¢asu domestikovany do dnesni podoby (Zohary et al.,
2012). Jinymi slovy, €loveék vybiral plodiny s nejvyhodnéjSimi péstitelskymi vlastnostmi,
které nejvice vyhovovaly jeho potfebam, a ty pieséval, ¢imz vznikaly domestikované
plodiny z ptivodné planych forem az do nyné&jSich kulturnich odrid, kultivard a variet.
(Doebley et al, 2006). Hrach byl domestikovan pfed vice neZ deseti tisici lety v dobé
kamenné a bronzové a nyni je tieti nejpéstovanéjsi luskovinou mirného pasu (Harlan,
1975). Bilkovinna ¢ast semene pokryva 25%, coz je jeden z hlavnich divodu oblibenosti
této hospodarské plodiny (Zohary a Hopf, 2000).

Domestikované druhy rostlin byly pomoci selekce clovékem geneticky pozménény tak,
ze dnes tyto druhy témét nepieziji ve volné piirodé bez lidského zasahu. Bézné znaky
kultivarti zahrnuji napiiklad vétsi plody, s tim spojeny vyssi vynos, dale maji pozménénou
chut' a dal$i agronomicky vyhodné znaky, jako je ztrata ¢i potlaceni dormance semen,
zkracena doba kveteni, nepukavé plody Ci ten¢i obalové vrstvy semen pro snadnéjsi a
rychlejsi kliceni (Diamond, 2002).

Zemédélstvi je vSak nyni zdvislé na pomérné malém mnozstvi domestikovanych
plodin, které udrzuji nartstajici svétovou populaci lidi. Z vice nez 275 000 druht
kvetoucich rostlinnych druhli je méné nez 1% domestikovano. Z toho tfi druhy z celedi
lipnicovitych (Poaceae), konkrétné psenice seta (Triticum aestivum L.), kukufice (Zea
mays L.) a ryze seta (Oryza sativa L.), poskytuji vice nez 60% celosvétovych kalorii.
Vyzkum dasledki domestikace a studium znak domestikacniho syndromu, jsou dulezité
pro moderni rostlinnou védu a slechténi rostlin.

Domestika¢ni syndrom oznacuje rozdily mezi domestikovanymi rostlinami a jejich
pfedky. Kulturni rostliny jsou dynamické entity, proto ne vSechny parametry odliSujici
kulturni rostliny od planych druhti jsou vysledkem domestikace. Vysledky studia

domestikacnich znakli poskytuji zésadni informace pro budouci Slechténi plodin jak pro



potravu, krmivo, tak i pro farmaceutické ucely ¢i vyrobu bioplynu a bioplastt (Flint-Garcia,
2013).

Hrach je samosprasna rostlina a jeho geneticka diverzita, tedy druhova rozmanitost, je
urovana mirou cizospraseni a Cetnosti vyskytu mutaci. Diverzita je z velké Casti také
ovliviiovana odriidou, proto se Slechtitelé v dnesni dob¢é snazi najit agronomicky cenné
znaky v planych formach hrachu a zvysit tak genetickou diverzitu, tedy celkovou plasticitu
rostliny, ktera byla domestikaci zna¢né¢ ochuzena. Jedna se napiiklad o zaneseni gent
rezistence vu¢i chorobam a Skiidcim ¢i jinych vyznamnych gent, které byly bezdécné
vyselektovany béhem domestikace (Heslop-Harrison a Schwarzacher, 2007).

Obsahem této prace je literarni prehled o domestikaci plodin a experimentalni Cast je
zamétfena na testovani kandidatnich gent ovliviiujicich pukavost zralych lusk hrachu za
pouziti modernich technik molekularni biologie. Identifikace genu pro pukavost a jeho
lokalizace je dulezita pro Slechténi novych odrid hrachu. Tento znak zpisobuje vynosové
ztraty jako je tomu i u jinych predkt kulturnich plodin, napfiklad u sdji lustinaté (Glycine
max L.), kde je jiz tento gen identifikovan (Dong et al., 2014). Znalost genetickych
mechanismt usnadnuje Slechtitelsky proces, tedy urychluje vneseni zemédélsky vyhodnych
vlastnosti z planych druhii do elitnich Slechtitelskych linii. Dale obohacuji fakta o evoluci

Sifeni semen a celkové domestikaci plodin.
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1.1 Cil prace

Cilem této prace je provedeni a vyhodnoceni analyzy genové exprese kandidatnich
gend, které mohou souviset se ztratou pukavosti zralych luskd hrachu, jednim z hlavnich
domestikac¢nich znakt, kterym se od sebe odliSuje kulturni hrach (Pisum sativum ssp.
sativum L.) a plany hrach (Pisum sativum ssp. elatius L.). Exprese kandidatnich gent je
sledovana béhem vyvoje plodu jak planych, tak kulturnich linii hrachu a jejich kfizenct,

pomoci metody kvantitativni PCR v realném ¢ase (QRT- PCR).
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Historie domestikace plodin

Terminem domestikace rozumime proces zvySovani vzajemné zavislosti mezi lidskou
spole¢nosti a rostlinnymi a zivoc¢iSnymi populacemi. Je to zakladni proces biologické a
kulturni evoluce, kdy lidé modifikuji genetické vlastnosti cilovych populaci tim, Ze zasahuji
dozivotniho cyklu a umoznuji tak jejich mnozeni a expanzi na mista vzdalena od jejich
planych ptedkl (Zeder et al., 2006). Jak jiz bylo zminéno, nejstarSi kulturni plodiny
pochézeji z pivodnich planych druhi. Clovék ovliviioval fenotypové variace b&hem
domestikace, ktera zapocala jiz v dobé neolitu, tedy mlads$i dobé kamenné, Casto také
oznaCovana jako neoliticka zemédé€lska revoluce. Tehdy ¢loveék presel od lovu k chovu
zvéte a planovanému péstovani rostlin a zacal tak vyvoj ¢loveka zemédélce, ktery se usadil
vV mistech s hojnéjsim vyskytem potiebnych plodin. Zména ¢lovéka z lovce a sbératele na
zemédélce, tedy zemédélska revoluce, umoznila vznik lidskych sidel, pak mést, stath a
dnesni civilizace. (Harlan, 1975).

Domestikace neni okamzity jev, kdy by se zplaného druhu nahle transformovala
domestikovana forma, ale spiSe jde o kumulativni proces, kdy dochazi k postupnym
zménam mutualistického vztahu a po Case jsou ob¢ strany na sobé zavislé (Zeder et al.,
2006). Domestikace zvifat a promyslené péstovani uzite¢nych plodin zacalo asi pied deseti
tisici lety v lokalitach ,,arodného pilmésice®. Tedy v Piedni Asii, od Izraele pies Libanon,
Irak az po Turecko. Euroasijsky kontinent poskytl nejlepsi moznosti pro vznik a rozvoj
civilizace (Harlan, 1975; Smirnov, 1989). Plané druhy ¢lovek ovliviioval tim, Ze je sklizel,
doséval a odstranoval konkurencni druhy. Zemédélsky vyuzivané rostliny ¢loveék rozsitil na
velké plochy po celém svéte a tim se diferencovaly krajové odridy.

Domestika¢ni znaky mohou byt morfologické, biochemické ¢i vyvojové znaky urcujici
odli$ny fenotyp od svych predki (Meyer a Purugganan, 2013). Z planych forem rostlin se
staly rostliny lisici se od svych ptedki v riznych morfo-fyziologickych znacich, napiiklad
soucasnym kli¢enim semen, ztratou dormance, rychlej$im ristem, zbarvenim plodd, dale
nepukanim luski, nerozpadavosti klasti ¢i synchronizovanym zranim vSech plodenstvi na
rostlingé. Déle se domestikované rostliny lisi zesilenim nékterych pletiv a organti, vcetné

zasobnich orgénd (hliz, semen, cibuli) a nadmérnym zvySenim obsahu zasobnich latek,
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jako jsou cukry a tuky v semenech, kofenech a hlizach ¢&i ztratou hotkosti plodu.
Ekonomicky dilezité organy domestikovanych plodin jsou mimo jiné také Iépe stravitelné
pro Clovéka (Sakuma et al., 2011). Tyto zmény mnohdy zamezily planému rustu, jako
napiiklad u kukutice (Zea mays), jejiz velka palice znemoznuje vyvin jednotlivych obilek.
Pokud by z palice vykli¢ily vSechny obilky, rostlinky by se navzajem utlacily a zadna
z nich by nevyrostla do reprodukéni faze. Behem domestikace totiz doslo k morfologické
zméné klasu, kdy se z ptivodn¢ prstovité rozvétveného klasového vietene vyvinula dnesni
palice (Doebley et al., 1996).

Domestikace plodin je oblast zajmu genetiky a také archeologie. Genetikové hledaji
genetické markery domestikace v genomu domestikovanych druhii a archeologové testuji
archeologické zdznamy s komplementarnimi markery, jako dikaz lidského chovani, které
zaptiCinilo genetické a morfologické zmény spojené s domestikaci v cilovych organismech.
Expanze genetickych studii domestikace plodin nastala diky zdokonaleni technik extrakce,
amplifikace a sekvenace DNA a novych metod pro fylogenetickou analyzu. Také vyvoj
dokonalejSich technik mikroskopovani zvysil schopnost archeologti detekovat a datovat
dukazy domestikace rostlin a zvifat (Zeder et al., 2006).

Mezi archeologické markery pro rozliSeni plané a domestikované formy patii
morfologické zmény. Heiser (1988) identifikoval n€kolik morfologickych zmén semen,
které nevznikly zamérné, ale v disledku vybéru, tedy nevédomé selekce vyplyvajici
Z lidské ¢innosti. Kdyz lidé zacali sklizet a skladovat rostliny a semena po del$i obdobi,
nevédomky vytvofili nové a vyrazné selektivni prostiedi a rostliny se postupné adaptovaly.
disperzniho mechanismu semen, vétsi velikost semene a souCasné kliCeni semen
V souvislosti se ztratou dormance kliceni a redukei tloustky obalovych vrstev semene.
Zamérna selekce specifickych parametrli, jako je velikost plodd, barva ¢i tvar rostliny,
zpiisobuje také morfologické zmény, které jsou Casto pozorované v archeologickych
zaznamech.

Genetické markery domestikace jsou rozdily v DNA, které hraji dileZitou roli pfi
genetickém studiu domestikace. Jednoleté rostliny a plodiny s kratkym Zivotnim cyklem se
vyvijeji rychleji neZ vytrvalé rostliny ¢i zvitata, reaguji tedy rychleji na ménici se selektivni

tlaky béhem domestikace. Ploidita DNA plodin je vyraznym rozdilem v ramci genetického
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studia rostlin a zivoCichli a zaroven zna¢nou piekazkou pii studiu genomu z hlediska
objemné velikosti.

Jaderny, mitochondridlni a chloroplastovy genom se vyznacuje vyraznymi rozdily
Vv rychlosti evoluce, které jsou vyuzivany pfi studiu ptvodu plodin ¢i zvifat. Naptiklad
mtDNA ma az desetkrat vyssi rychlost evoluce u zvitat, proto je idedlni pro studium
genetickych rozdili mezi domestikovanou a divokou zvéfi. Méné variabilni je u zvifat
nDNA, nicméné mikrosatelity jsou také ¢asto vyuzivané (Purugganan a Fuller, 2009).

U rostlin se mitochondrialni genom vyviji pomaleji ve srovnani s chloroplastovym
genomem, Vv dasledku niz§i mutaéni rychlosti. Nejrychleji se vSak vyviji jaderny genom,
proto se pii studiu domestikace rostlin vyuziva pravé nDNA, kde je vysoky pocet
polymorfnich markert. Vyhodou je univerzalnost, protoze rDNA je u vSech rostlin. Dalsi
vyhodou jsou nekddujici oblasti rDNA, protoze jsou velmi variabilni. Také se geny rDNA
vyskytuji v mnoha kopiich, pro analyzu tedy staci 1 malé mnoZstvi vzorku DNA. Jaderna
DNA se dédi po obou rodi€ich, 1ze tedy sledovat otcovskou 1 matefskou linii (Coulibaly,
2002).

Mezidruhové kiizeni rostlin je Casté, stejné tak je Casty tok geni mezi kulturnimi
plodinami a planymi druhy. Pro testovani téchto genli je vyuzivano vysoce variabilnich
markerti, které nejsou ovlivnény prostiedim. Pfenos genti z planych do kulturnich forem
rostlin, byl nalezen na zakladé morfologickych znakl a nédsledné potvrzen molekularnimi
markery u slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.) baviniku (Gossypium sp.) a kukufice
(Zea mays). Tok genti v opa¢ném sméru, tedy z kulturnich rostlin do planych druhii byl
nalezen u dyné obecné (Cucrubita pepo L.) a fazoli (Phaseolus sp.). Tento fakt je dulezity
v souvislosti s hodnocenim rizik uniku gend z geneticky modifikovanych rostlin (Papa a
Gepts, 2003) a pfedevS§im znemoziuje analyzu plvodu plodin a oblasti domestikace

(Coulibaly, 2002).

2.1.1 Genova centra vzniku kulturnich rostlin

V roce 1859 publikoval Charles Darwin, vyznamny ptirodovédec a zakladatel evoluéni
biologie, praci ,,O pivodu druhl pfirodnim vybérem®, kterd je postavena na poznatcich
z plavby kolem svéta na slavné lodi Beagle. Popsal zde proces domestikace rostlin i

zivoCichil a predevsim podstatu pfirozeného vybéru. Darwin sledoval, ze se rodové znaky
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domestikovanych plodin objevuji Casto i v potomstvu odlisSnych druht a to ho dovedlo
k myslence, ze vlivem lidské selekce pochazi domestikované druhy z planych druht (Costa
a Wallace, 1963). Skutecnost, ze v této dobé& jesté¢ nebyly polozeny zakladni kameny
genetiky, tedy Mendelovy zdkony, je pozoruhodna. I pfestoze Darwin nebyl obezndmen
spraci Mendela, popisoval riznost zivych forem jako dusledek ptirodniho vybéru
z variability populace druhu. Darwinova teorie evoluce popisuje, ze vSechny druhy pochazi
ze spolecného predka. Tato teorie nebyla potvrzena, protoze v jejich srovnavani hraly
dualezitou roli pouze morfologické znaky. AvSak nyni, v dobé vyuZzivani metod molekularni
biologie, byla teorie témét potvrzena podobnosti funkénich bilkovin mezi odliSnymi druhy.
Fakt evoluce je potvrzen objektivnimi testy, Cerpajici z mnoha srovnavacich analyz
bilkovinnych sekvenci 1 sekvenci nukleovych kyselin, jejichz bohatym zdrojem jsou
bioinformatické databaze (Larson a Brauer, 2009).

Dalsi vyznamnou osobnosti byl Nikolaj Ivanovi¢ Vavilov, jehoZ nejvétSim pifinosem
do historie kulturnich plodin byla charakterizace a stanoveni tzv. genovych center
kulturnich rostlin (obr. 1). Vavilov byl svétové zndmy rusky badatel, védec, genetik,
Slechtitel a botanik, ktery se timto nesmrteln¢ zapsal do historie Slechténi zemédélskych
plodin. Organizoval a vedl védecké expedice po celém svéte, které mu umoznily popsat
puvod nekterych dilezitych plodin. Vavilov osobné nasbiral pfes Sedesat tisic vzorku
rostlin, z toho téméf tii tisice vzorku kukufice. Vavilova prace byla popsana v dile
nazvaném Origine and Geography of Cultivated Plant z roku 1926. Anglicka verze byla
vydana az po jeho smrti, v roce 1992 (Savage et al., 1992).

Pocatkem 20. stoleti Vavilov formuloval zakon homologickych tad v dédicné
proménlivosti spolu s teorii o centrech piivodu kultivovanych plodin. Zabyval se feSenim
mobilizace rostlinnych zdroji pro potieby lidstva. Vavilov zaméfil svoji pozornost
pfedev§im na kultivované rostliny a jejich ptibuzné druhy, které se nachazi ve volné
piirodé. Hlavnim cilem bylo identifikovat geografické oblasti s nejvétsi genetickou
diverzitou jednotlivych druhti a rodi kultivovanych rostlin a vyuZit je jako zdroj uzitecnych
vlastnosti pro Slechténi novych kultivari a hybridf. Vavilov pfijal Darwinovu myslenku, Ze
maximum druh@ a variet s rliznymi znaky jsou koncentrovany v oblastech piivodu rodi
(Kuptsov et al., 1989). Vavilov pozoroval floru kultivovanych rostlin ve vice nez 60

zemich svéta a s pomoci dalSich védct shromdzdil unikéatni soubor rostlin, asi 400 000
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druht, vhodnych jako vychozi material pro budouci $lechténi. V roce 1926 byly vysledky
zvetejnény v knize Origine and Geography of Cultivated Plant a v roce 1940 byla dokonce
vydéna i rozpracovanéjsi verze. Dalsi autofi se poté podileli na rozsiteni geografickych
center z pivodné sedmi na deset oblasti.

Objev ovlivnil mnoho dalSich odvétvi védy, predevsim Slechténi rostlin a také studium
evoluéni genetiky. Vernadsky také vénoval pozornost srovnavani evoluce a Slechtitelského
procesu a vetil, Ze Slechténi rostlin 1 zivoCichi je produktem lidské aktivity po mnoho tisic
let (Miroyan, 2006).

Vavilova kolekce kultivovanych rostlin a jejich ptibuznych, byla prvnim svétovym
pokusem o zachovani maxima genetické diverzity. Jeho cilem bylo zvySeni efektivity
vyuzivani globalnich biologickych zdroji v oblasti Slechténi. ZvI1asté se zamétil na 8 druhli
obilovin a shromazdil vS§echny moZné genetické varianty pro rozsifeni vychoziho materialu
pro Slechténi. Svétovd védeckd komunita opravnéné jmenovala Vavilova za zakladatele
teoretického zakladu rostlinného Slechténi. Dodnes je v Institutu rostlinné vyroby N. L.
Vavilova v Petrohrad¢ jedna z nejvétSich kolekci rostlinného genetického materialu
v podobé semen, kofeni a vegetativnich Casti rostlin. V porovnani s mirou diverzity
pozorovanou Vavilovem pied 100 lety se celkova genetickd diverzita v dneSni dobé znacné
zuzila.

Druhy zakon, jiz zminény, o homologickych tfadach v dédicné proménlivosti, byl
formulovan Vavilovem Vv roce 1922. Jiz v této dob¢ zietelné vidél fenotypovou podobnost
ruznych rostlinnych druhti, ktera ho navedla na formulaci zakona o homolognich sériich
dédicné proménlivosti. Vaviliv zakon se okamzité stal zdkladem pro nové odvétvi védy,
tedy komparativni genetiky (Smirnov, 1989). S vyuzitim molekularni biologie a studia
odliSnosti na genetické urovni u riiznych taxond, byla tato teorie potvrzena. Genomové
sekvenovani mnoha rostlinnych i zivo¢isSnych druhti a jejich srovnavani potvrdilo zékladni
homologii genti metabolickych drah, z ¢ehoz plyne, ze se dvoudélozné a jednodélozni

rostliny od sebe odd¢lily od spole¢ného piedka asi pied 135 — 200 miliony lety.
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Obr. 10blasti pivodu a prvni domestikacni oblasti kulturnich rostlin a domdcich zvirat

(Chloupek, 2000)

1.

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

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

Indie. Pred 3000 p7. Kr.: palma datlova, mango. Bez znamého data: cajovnik, lilek,
tykev; vodni buvol, kur domaci.

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

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

Afrika. Kolem 2000 pr. Kr.: vodni meloun, cirok, skocec (Ricinus sp.); osel, husa.
Severni Amerika. 5000 pr. Kr.: fazol, tykev, slunecnice, jahodnik; pes, krita.
Stredni Amerika. Kolem 6000 pr. Kr.: kukurice, tykev, fazol; Bez znamého data:

rajce, bavinik, avokado, papdja, slunecnice, kakao, maniok; kriita.
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9. Andské oblasti Jizni Ameriky. Kolem 2500 pr. Kr.: brambor, bataty; lama, alpaka.
Bez znamého data: podzemnice olejna, fazol.

10. Jizni Amerika. Bez znamého data: podzemnice olejna, ananas, jam, bavinik,

kakaovnik, tabak, paprika (Chloupek, 2000).

Geograficka centra piivodu se vyznacuji riznorodymi podminkami prostiedi, které se
Casto méni, proto jednostrannd selekce neni mozna. Jednd se o podhtii Himaldji,
Hindtkuse, Blizkého vychodu, Balkanu, Apenin a And. Pohofi umoznila vznik rtznych
forem rostlin v jednotlivych udolich, diky lokalni izolaci. Velké vykyvy teplot a
ultrafialové zafeni v horskych polohach zptisobily mutace a daly vznik kfizencim i u
samosprasnych rostlin. Znaky tizené dominantni alelou se nachazi u rostlin, které rostou
v samotnych stfedech genovych center, zatimco znaky fizené recesivni alelou se nachdzi
Vv rostlinach rostoucich na perifernich oblastech. Dominantni alela je vétSinou pavodné;si.
S vétsi vzdalenosti od puvodnich center klesd variabilita druhu. Nicméné pozdéji bylo
zjisténo, ze se nemusi shodovat oblasti s vysokou variabilitou s centry ptivodu. Piikladem
je pSenice seta (T. aestivum), ktera ma vysokou variabilitu v Etiopii, ale pfedek v této
oblasti nebyl nalezen, pravdépodobné zde doSlo k procesu introdukce (Harlan, 1975;
Smirnov, 1989).

2.1.2 Vyznam a ochrana genetické diverzity

U domestikovanych rostlin ¢i zvifat doslo k redukci diverzity, tzv. efektu hrdla ldhve.
Jedna se o typ genetického driftu, coz je ndhodnad zména frekvence alel v populaci, ktera se
dédi z generace na generaci, zplsobend mechanismem pohlavniho rozmnozovani.
Geneticky drift ma vyrazné nasledky v populaci s nizkym poctem jedinci, postupné mize
dojit k absenci jedné z alel, tedy fixaci alely jiné. Efekt hrdla 1dhve se vyskytuje u populace,
ktera prosla silnym sniZenim pocetnosti, ale ptezila a pozd¢ji se jeji pocetnost opét zvysila.
Geneticka variabilita byla vSak timto procesem sniZena, nebot’ n¢které alely vymiely spolu
se svymi nositeli v pribéhu snizeni pocetnosti (Cox a Moore, 1999). Rozsah sniZeni
rozmanitosti zavisi na ¢asovém useku a poctu jedincti v populaci. Vyssi redukce diverzity
milZze nastat ve specifickych oblastech genomu, které jsou spojeny s cilovymi misty

intenzivni selekce, kdy dochazi v populaci K fixaci urCité alely, pficemz mohou byt
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fixovany 1 jiné ptilehlé lokusy, ¢imz je diverzita snizovana v tzv. selektivnim cyklu. Efekt
hrdla lahve byl popsan u nékolika plodin, naptiklad u prosa (Panicum sp.), baviniku
(Gossypium sp.), bramboru (Solanum sp.) a fazolu (Phaseolus sp.) (Iqual, 2001, Zeder et
al., 2006).

Dalsi dulezity faktor domestikace je introgrese, coz je vnaseni a nasledna exprese genti
urc¢itého druhu do jiného genomu, naptiklad mezidruhovym kiizenim a naslednym zpétnym
kiiZzenim. V pribéhu domestikace hraji dillezitou roli 1 mutace a rekombinace, nicméné
s vyvojem moderniho Slechténi dochazi k ochuzovani diverzity, tzv. genetické erozi,
Vv disledku péstovani niz§iho poctu druhd a vzajemné piibuznych odriid (Papa a Gepts,
2003).

Ochrana genetické diverzity je velmi dilezita a jiz v Bibli najdeme zminku o této
zélezitosti. Botanické zahrady byly prvni mista, kde byla shromazd’'ovana sbirka okrasnych
a ovocnych stromil. Jedna z nejvyznamnéjSich botanickych zahrad je v Kew u Londyna
S padesati tisici druhy. V soucasné dob& se provadi polni sbéry pro védecké ucely
v oblastech vyskytu rostlin s vysokou genetickou diverzitou a v oblastech s vyraznym
prostiedim, kde by mohly byt pfitomny jedine¢né genotypy. Také se sbiraji plané i plevelné
druhy (Holden et al., 1993).

Rostliny byly rozdéleny z hlediska potenciondlniho obohaceni rozmanitosti na tzv.
primarni gene-pool, ktery zahrnuje péstované druhy i druhy ptibuzné, z nichz je mozno
ziskat geny pro Slechténi. Dale sekundarni-gene pool, ktery zahrnuje druhy, jejichz pienos
genl je komplikovany, naptiklad jsou potomci F; generace sterilni. Do tieti kategorie patii
rostliny tercialniho gene-poolu, u kterych je vyzadovano specialnich postupt pro pienos
gend, jako jsou napiiklad explantatové kultury ¢i genetické modifikace.

Samotnou ochranou diverzity se rozumi konzervace rostlinného materidlu a jeho
udrzovani. Uskuteciiuje se bud’ in situ, tedy v mistech ptirozeného vyvoje, ale také ex situ,
tedy v genovych bankach. V genovych bankach se Casto vyuzivaji techniky explantatovych

kultur, tedy uchovavani v in vitro podminkach (Harlan, 1975).

2.1.3 Pivod a domestikace pSenice seté (Triticum aestivum L.)
Jak jiz bylo zminéno, pSenice seta (Triticum aestivm L.) s genomem AABBDD patii

mezi tfi nejpéstovangjsi plodiny svéta, proto je tfeba uvést domestikani proces této
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dilezité plodiny. PSenice poskytuje dilezity zdroj energie, obsahuje proteiny a vldkninu a
je nezbytnou soucasti né¢kolika pokrmil, jako je chléb ci té€stoviny.

Hexaploidni pSenice pochazi ze spontanniho ktizeni tfi homolognich genomt, A, B, D,
Z nichz kazdy obsahuje sedm parti chromozomu (2n = 6x = 42). Jiz Vavilov rozpoznal, ze
kazdy genom pSenice ma vlastni geografické centrum rozmanitosti a z toho odvodil, ze i
mista pivodu jednotlivych genomi jsou tedy odlisna.

Donorem genomu A byla diploidni pSenice jednozrnka (Triticum monococcum L.), jez
ma puvod v Malé Asii (Dvorék et al., 1998). Jini autofi se pfiklanéji k tomu, Ze genom A
pochazi z Triticum uratu L., ktera ma vyssi sekvenéni podobnost s hexaploidni pSenici
(Petersen et al., 2006). Donor genomu B neni zcela objasnén, protoZe v experimentech
nedoSlo ke kompletnimu parovani chromozomi k zddnému planému druhu pSenice.
Nejvyssi stupen podobnosti genomu B vSak méla pSenice Triticum villosum L., ktera
vykazuje podobnost izoenzymu s T. aestivum. (Heider, 2013). Shu et al. (1993) vsak tuto
pravdépodobnost vyvratil svymi vysledky restrikéni analyzy, které odhalily ¢etné rozdily v
ctDNA a mtDNA posuzovanych druhi.

Tetraploidni pSenice tvrda (Triticum turgidum ssp. durum L.) s genomem AABB
pochéazi z vychodniho Stiedomofii a severovychodni Afriky a hexaploidni pSenice seta
s genomem AABBDD se ptivodné vyskytovala v oblastech Afganistanu a Turkmenistanu
(Vavilov, 1926). Puvod plané dvouzrnky (Triticum turgidum ssp. dicoccoides L.) se
nachazi v lokalitach urodného ptlmésice, tedy oblastech od Izraele az po zdpadni Iran
(Savage et al., 1992). Vavilovy zavéry byly potvrzeny diky molekularnim technikam, tedy
jihovychod Turecka byl uréen jako puvodni lokalita diploidni jednozrnky, vychod
Sttedomoti a severovychod Afriky jako ptvodni oblast vyskytu psenice tvrdé (T. turgidum
ssp. durum) a severozapadni Iran pavodni lokalitou pro hexaploidni pSenici (Dvoiak et al.,
2011).

Po dikladném studiu geografické diverzity a domestikace se vSak ukézalo, Ze se
mohou mista pivodu plodin liSit od lokalit s vysokou genetickou diverzitou danych plodin,
jak je tomu pravé u domestikované pSenice. Predpokladalo se, Ze pSenice byla
domestikovand na cipu trodného pilmésice, ale dle publikace z roku 2009 byly prvni
znamky domestikace v Diyarbakiru v jihovychodnim Turecku (Luo et al., 2009). Vavilov

dosel k zavéru, ze T. aestivum ma nejvyssi diverzitu v horskych oblastech Afganistanu,
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Turkmenistanu a franu, ale pfedek hexaploidni pdenice Aegilops tauschii L., donor genomu
D, se vtéchto lokalitach nevyskytuje, coz vyvraci teorii o evoluci T. aestivum v téchto
mistech (Dvotak et al., 1998). K objasnéni téchto nesrovnalosti bylo vyuzito rozdilu v
sekvenci nukleotidi a RFLP ve vzorcich plané a domestikované. Vysledky ukazaly, ze
nejvyssi stupenn diverzity plané pSenice je v severozapadni Casti Izraele, Libanonu a
jihozapadni Syrii. Naopak diverzita klesa v severnich a vychodnich oblastech urodného
palmésice, veetnd Turecka, Irdku a franu (Akhunov et al, 2010). Nejvyssi diverzita
Turecku (Luo et al., 2009).

Existuje nékolik rozdili mezi domestikovanou a planou pSenici, nékteré byly jiz
zminény v obecném piehledu o domestikaci plodin. Napiiklad u plané pSenice dvouzrnky
(T. turgidum ssp. dicoccoides) dochazi po dozrani obilek k rozpadu klasu, zatimco u
domestikované formy nikoliv (T. turgidum ssp. dicoccum, T. turgidum ssp. durum). Byla
provedena kvantitativni analyza SpiCky klasu u nékolika zastupci planych a
domestikovanych genotypti, ale fenotypova spojitost s rozpadavosti nebyla potvrzena
(Tzarfati et al., 2013).

Dalsim znakem domestikované psenice je mnohonasobné vyssi klicivost. Jiz pied vice
nez sto lety bylo publikovano, Ze zralé zrno domestikovanych rostlin, tedy tradi¢nich i

modernich kultivar, mé kli¢ivost az 95 % (obr. 2), jak je tomu u domestikované pSenice

dvouzrnky (T. dicoccum), zatimco plana psSenice ma kli¢ivost pouze 55 % (Cook, 1913).

Obr. 2 Test klicivosti plané psenice dvouzrnky (T. turgidum ssp. dicoccoides) a
domestikované psenice tvrdé (T. turgidum ssp. durum) (Cook, 1913)
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2.2 Domestikace rostlin z ¢eledi bobovitych (Fabaceae)

Celed’ bobovitych (Fabaceae) patii do jedné z podetné nejbohatsich eledi viibec, hned
po vstavacovitych (Orchidaceae) a hvézdicovitych (Asteraceae). Zahrnuje 730 rodu a
19400 druhti. Mnoho druhti této celed¢ ma velice dualezity hospodarsky vyznam,
domestikovanych je piiblizn¢ 41 druhd. Jiz po tisicileti jsou tyto druhy vyuzivany jako
krmivo pro zvifata, ptikladem je tolice vojtéska (Medicago sativa L.) a jetel (Trifolium sp.).
Jsou oblibenymi plodinami pro sva vysoce vyzivna semena, kterd tvofila vyznamnou
slozku potravy jiz mnoha ranych civilizaci. Neopomenutelnou vlastnosti této celed¢ je
schopnost pfirozené fixovat vzduSny dusik, ¢ehoZ se vyuZziva pro tzv. zelené hnojeni
(Weeden, 2007).

Mnoho tradi¢nich plodin z ¢eledi bobovitych, jako je cizrna (Cicer arietinum L.), ¢ocka
(Lens culinaris L.) a vikev (Vicia sativa L.) pochazi ptivodné z Blizkého vychodu. Zde ma
také hrach primarni centrum diverzity, zatimco Stfedomoii a Afrika jsou povazovéana za
sekundarni centra diverzity, tedy planého piedka zde nenajdeme, pouze piibuzné
introdukované druhy. (Zeven a Zhukovsky, 1975; Ljustina a Miki¢, 2010).

V Syrii byly nalezeny ditkazy o péstovani legumindz jiz z doby deset tisic let pi. n. L.,
konkrétné¢ semena Cocky (Lens sp.), cizrny (Cicer sp.), hrachoru (Lathyrus sp.) a bobu
(Vicia sp.) (Tanno a Willcox, 2006).

2.2.1Domestikace hrachu (Pisum sativum L.)

Semena hrachu (Pisum sativum L.) se fadi mezi historicky prvni nalezy kultivovanych
plodin. Hrach byl soucasti kazdodenniho jidelnicku evropskych lovctl jiz na konci doby
ledové, o Eemz svédéi i nalezy v Santa Marii ve Spanélsku z doby 12000 — 9000 pi. n. 1.
(Aura et al., 2005). Hréch se rozsitoval do Evropy z jihovychodu a pokracoval podél feky
Dunaje. Rozsifovani hrachu bylo velmi rychlé, existuji totiz dikazy o vyskytu hrachu ze
stejného Casového obdobi na riznych mistech. Dokonce i lingvisticky dikaz potvrzuje
ptitomnost hrachu ve vSech regionech Evropy, protoze vétSina Evropani ma vlastni nazev
pro oznaceni hrachu, stejné tak je to i u ocky. (Miki¢ et al., 2006).

V oblasti jithovychodniho Bulharska byla nalezena ¢ocka, hrachor, vikev a hrach a také
obilniny z doby 5790 — 5630 pf. n. 1. (Marinova a Popova, 2008). Vice nez 100 archeo-
botanickych nalezi z jihozapadniho Némecka z doby 5600 — 4300 pf. n. I. nasvédcuji tomu,
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ze hrach byl bézné péstovan jak v neolitu, tedy mladsi dob¢ kamenné, tak v dob& bronzove¢,
zelezné a raném stfedovéku. U Bodamského jezera byla nalezena zuhelnatéld semena
4800 pt. n. 1 az 600 n. 1. a pravdépodobné to byla i zde jedna z prvnich péstovanych plodin
spolu s ¢ockou a obilninami (Bakels, 1999). Dle dukazi z Turecka z rané doby bronzové,
tedy 2750 — 2500 pt. n. 1., se péstovala vice cizrna v porovnani s hrachem, zatimco ¢ocka se
péstovala ve stejné mife jako hrach (Sadori et al., 2006). V Rakousku byl hrach hlavni
plodinou kazdodenni vyzivy hornikii v dobé 700 — 200 pt. n. L

Hojny vyskyt planych forem hrachu v lokalitdich Blizkého vychodu je ditkazem toho,
ze pravé zde byl pivodni vyskyt hrachu. Pfikladem je ¢erveno-zluta forma hrachu Pisum
Lathyrus. (Kenicer et al., 2009). Pukavost lusku s doletem semene az dva metry od
matetské rostliny, vyrazné ptispéla k rozsifeni téchto rodii do ostatnich oblasti. V Evropé
byly nalezeny pouze plané ¢i poloplané formy vysokého hrachu P. sativum subsp. elatius,
které se vyskytuji v jiznich oblastech na Balkdné a na pobiezi Cerného mote v Recku,

Bulharsku a Srbsku (Miki¢ et al., 2009).

2.2.1.1 Znaky domestikovaného hrachu (Pisum sativum L.)

Mezi hlavni kritéria urCeni domestikované formy hrachu (Pisum sativum) patii
nepukavost luskli, vétsi velikost semen a hladky povrch osemeni, tedy obalova vrstva
semene, coZ je nejspolehlivéjsi znak pro identifikaci domestikované formy (Butler, 1998).
Plany hrach vykazuje pukavost lusku po dozrani semen, zatimco domestikovany hrach ma
lusky nepukavé, stejné jako krajové odridy, napiiklad endemicky druh z Etiopie Pisum
abyssinicum A. Br. Tento druh se vyznacuje nerovnomérnym kli¢enim, ale i piesto je
hlavni péstovanou plodinou v Etiopii. Dal§im znakem planého hrachu je velmi silna
fenotypova dormance semen zplsobend silnou obalovou vrstvou, kterd je nepropustnd pro
vodu. Mezi daldi indikator domestikovaného hrachu patii apikalni dominance s vyrazné
niz8i frekvenci tvorby postrannich vétvi a neutralni fotoperiodicka reakce a vyssi kvalita
semene (Weeden et al., 2007).

Domestikované odriidy hrachu maji jak ozimé formy vyZzadujici vernalizaci, tak i jarni

formy. PoZadavky na vernalizaci jsou rtizné. Bylo potvrzeno, Ze u domestikovaného hrachu
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ziskaného z Izraele, jsou pozadavky na vernalizaci mnohem vyraznéj$i, nez u planého

hrachu pochazejiciho z oblasti s mirnou zimou (Abbo et al., 2014).

2.2.1.2 Geny ovlivitujici znaky domestikacniho syndromu

Weeden et al. publikovali v roce 2002 teorii, ze lokus Dpol prosel béhem domestikace
mutacemi, které daly vznik nepukavym genotyplim hrachu. Oblast v genomu, ktera je
zodpovédna za pukavost lusku byla vSak identifikovana jiz diive, touto problematikou se
zabyval Blixt v roce 1972. Od tohoto roku bylo identifikovano 11 lokust zodpovédnych za
znaky domestikacniho syndromu u hrachu (Tab. 1). Lokus A je zodpovédny jak za
dormanci semen, tak za kvalitu semene, proto je v tabulce zobrazen dvakrat. Dpol lokus
byl identifikovan jako primarni faktor kontrolujici pukavost luski (Blixt, 1972). Kveteni je
kontrolovano nejméné Sesti lokusy (Murfert a Reid, 1985), ackoli ne vSechny z nich jsou
dilezité z hlediska domestika¢niho procesu. Geny domestikaéniho syndromu ovliviiuji 1

vzhled rostliny a také velikost a kvalitu semene (Weeden et al., 2007).

Tab. 1 Vysledky genetickych studii znakit hrachu zodpovédnych za domestikacni syndrom
(Weeden et al., 2007)

Pocet
Symbol
Fenotyp plané formy | Fenotyp kultivované formy identifikovanych lokusi
okust
lokust
Pukavé lusky Nepukavé lusky 1 Dpo
Dormance semen Absence dormance semen 1 A
Vysoka rostlina Nizka rostlina 1 Le
Vice bazalniho o Rms
Mén¢ bazalniho vétveni 1 (minimum) )
vétveni series
Mala semena Velka semena nekolik QTL
o R, A, PI,
Nizka kvalita semene Vyssi kvalita semene 4 (minimum) ot
y
Kveteni za dlouhého Sn, Hr,
Kveteni nezavislé na délce dni 4
dne Lf, E
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Novéjsi studie potvrdily dal§i seznam gent ovliviigjicich znaky domestikacniho
syndromu a pomoci molekuldrnich technik byly identifikovany kédujici sekvence téchto
gent. Vysledky ukazaly, Ze se hrach ptivodné vyskytoval mezi Tureckem a Irakem. Pisum
sativum ssp. elatius L. je popisovan jako ptvodni plany druh, nicméné neni zcela
vylouceno, ze by nékdy nebyl ¢lovékem kultivovan. Jeho vlastnosti jsou vSak dostacujici
pro analyzu rozdili mezi ptivodni a domestikovanou formou. Domestikované znaky, jako
jsou nepukavé lusky a tenké osemeni, jsou charakteristické pro P. abyssinicum A. Br., ktery
ma vyrazn€ nizkou genetickou diverzitu (Vershinin et al., 2003) a pravdépodobné byl
zavlecen do Etiopie pfed 4000 — 5000 lety. Lze ptedpokladat, Ze tento druh byl izolovany
Vv diisledku zaniku obchodnich cest spojenych se zanikem Egyptského kralovstvi. Existuje
fada dalSich krajovych odrid v riznych zemich, nejvyraznéji se li§i druhy nalezené
v podhiifi a vysSich svazich v Afganistanu, Nepalu, Irdnu a Pakistdnu. Tyto druhy byly
popsany jako tzv. ,afgansky typ“ (Weeden a Wolko, 1988). Posledni etapou

domestika¢niho procesu jsou nyn¢js$i komer¢ni kultivary hrachu.
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Obr. 3 Vazebné skupiny P. sativum (n = 7). Velkymi pismeny jsou vyznaceny relativni
pozice lokusti a QTLs ovliviujici morfologické a fyziologické zmeny, které nastaly béehem
domestikace. Puvodni markery jsou vyznaceny malymi pismeny. Hvézdickou jsou znaceny
lokusy, které maji pleiotropni efekt, jsou tedy zodpovédné za nekolik znaku, které byly
modifikovany béhem domestikace (Weeden et al., 2007).

Ptiblizné 20 genii je zodpovédnych za rizné domestikacni modifikace hrachu.
Srovnatelny pocet genil ovlivituje domestika¢ni znaky u fazolu, kukufice a ryze (Li et al,
2006). Naptiklad u slune¢nice jich je vSak podstatné vice (Burke et al., 2002). VétSina
identifikovanych genli jsou dobfe charakterizované a identifikuji pleiotropni interakce.
Naptiklad substituce alely A misto recesivni alely a zplisobila lepsi kvalitu semen a
snizenou dormanci semen. Delece genu Np zplsobila vétsi velikost semene, ale také nizsi
toleranci Kk napadeni hmyzimi $kudci. Gen zodpovédny za nizky vzrist mize

vV homozygotnim stavu zvysit objem kofenového systému, ktery je dale ovlivnén geny Sn a
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Hr, jez ovliviyji i citlivost k fotoperiodé (Weeden, 2007). Za tvorbu postrannich vétvi je

zodpovédny gen Rms1 (Li et al., 2006).

2.2.2 Domestikace séji (Glycene max L.)

Séja (Glycene max L.) poskytuje rostlinné oleje a proteiny lidské populaci a
hospodatrskym zvifatim jiz po staleti, proto probiha intenzivni vyzkum této plodiny.
Domestikace sOji probihala asi pfed 3000 lety v oblasti vychodni Asie, konkrétné
v severovychodni Cing (Hymowitz, 1970). Planym ptedkem s6ji Glycene max L. byla
Glycine soja Sieb. a Zucc. Béhem domestikace ¢lovek zaméfil svoji pozornost na pukavost
lusku, klicovy agronomicky znak ovliviiujici vynos. Postupem casu, vlivem procesu
selekce, byl tento nezddouci znak eliminovan.

Cilem vyzkumu bylo najit konkrétni pletivo a geneticky mechanismus piispivajici
Kk rezistenci pukavosti luskti u kulturni soji (Christiansen et al., 2002). Pomoci QTL
mapovani bylo uspésné nalezeno nékolik genti zodpovédnych za domestikacni syndromy u
n¢kolika plodin v¢etné sé6ji (Mauricio, 2001). Geny byly identifikovany u ryze (Oryza
sativa L.), kukufice (Zea mays L.) a rajcete (Lycopersicon esculentum L.), konkrétné geny
zodpovédné za architekturu rostliny (TEOSINTE, BRANCHED 1), velikost ploda (fw2.2) a
pukavost semen (sh4) (Li et al., 2006).

Obecné plati, ze plané druhy Casto nesou vyznamné geny rezistence k biotickym a
abiotickym stresovym faktortim, proto jsou vhodnym donorem pro $lechténi novych odrid.
Nicmén¢, dominantni znak pukavosti u s6ji je nezadouci, proto je vyvoj vhodnych
genetickych markerti pro detekci tohoto znaku velmi dilezity.

U s6ji byly pomoci QTL identifikovany oblasti genomu souvisejici s pukavosti lusku.
Tyto oblasti jsou rozptylené po genomu v nékolika skupindch. Neddvno bylo nalezeno
deset kandidatnich genti, bohuzel bylo nasledné zjiSt€no, ze ani jeden z nich neni
regulatorem genu rezistence k pukavosti lusku (Suzuki et al., 2009).

Publikace z roku 2013 popisuje mapovani lokusu qPDH1, ktery reguluje pukavost
lusku u s6ji. Lokus gPDH1 je velky 47 kb a nachazi se na chromozomu 16 (Suzuki et al,,
2009; Suzuki et al., 2010; Gao a Zhu, 2013). Nové¢jsi studie popisuje regulacni gen Pdhl,
ktery podporuje pukavost lusku ovlivnénim fyzikdlnich  vlastnosti  vnitini

sklerenchymatické vrstvy, konkrétn€ se jednd o vysokomolekularni komponenty bunééné
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stény, jako je lignin. Existuji dikazy, ze béhem domestikace s6ja prosla zménami, které
daly vznik odridam se snizenou frekvenci genu Pdh1l, tedy rezistentnim k pukavosti luska.
Vzorky analyzované z krajovych odrid z Japonska a jihovychodni Asie potvrdily vysokou
frekvenci zastoupeni genu Pdhl, zde probihala sklizen za vlhkych klimatickych podminek,
proto byla témét nulova rezistence k pukavosti luskd dostacujici. S rozsifenim séji do
sussich oblasti Asie, doslo k selekci genotypt s rezistenci k pukavosti (Funatsuki et al.,
2014).

V roce 2014 doslo k vyznamnému objevu bunécného mechanismu a gend, které
ovliviiji znak pukavosti luskll u této vyznamné plodiny. Hlavni buné¢ny mechanismus je
tvorba ligninové vrstvy s odlucovaci vrstvou na ventralnim Svu lusku, coz zabranuje
puknuti lusku u nepukavych odrtid. Bylo potvrzeno, ze gen NAC a geny SHATTERING1-5
(SHAT1-5), homologni s genem AtNST1/2 Arabidopsis thaliana L., funkéné aktivuji geny
pro tvorbu sekunddrni bunécné stény a vyznamné podporuje tloustnuti FCC bunék
sekundarni bunécné stény, tedy sklerenchymaticka vldkna ventralniho cévniho svazku.
Mira exprese genu NAC je 15krat vySsi nez exprese wt alely, tedy standardni alely, cemuz
je prisuzovano funk¢éni naruSeni represoru (Dong et al., 2014). Tento mechanismus je zcela
odlisny od mechanismu rozpadavosti klasu, ktery byl popsan u obilnin, kde je ztrata tohoto
znaku zpusobena absenci odlu¢ovaci vrstvy na bazi klasu (Li et al., 2006). Regulace tohoto
mechanismu mtize byt klicovym faktorem pro Slechténi budoucich variet a kultivara

leguminédz (Dong et al., 2014).

2.2.3 Domestikacni geny dalSich vyznamnych leguminoéz

Studie zroku 2013 srovnavala domestikacni znaky blizce ptibuznych i méné
ptibuznych plodin, které podléhaji domestikacnimu syndromu. Existuji rozdily genetickych
zmén, které vznikly disledkem domestikace a pozd¢jsi diverzifikace. Nicméné, pro toto
tfidéni neexistuji jasna kritéria. Zalezi na rozliSeni pojmt ,,domestikace rostlin“ a ,,evoluce
rostlin“ (Larson a Burger, 2013). Mnoho znakii domestikaéniho syndromu je kodovano
jednim ¢i dvéma geny a kultivované forma je ¢asto podminéna recesivni alelou (Kaga et al.,
2008) Proto jsou jedine¢né vlastnosti domestikacniho syndromu Vv populaci divokych
predkd vétSinou monomorfni, i kdyZz s alternativni alelou fenotypu pfislusného genofondu

(Abbo et al., 2014).
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2.2.3.1 Domestikace cizrny (Cicer L.)

Vlastnosti, které jsou monomorfni ve volné pfirod¢, ale polymorfni v domestikovaném
genofondu, byly pravdépodobné vyvinuty vlivem domestikace, jako naptiklad tvar a
velikost semen cizrny (Cicer L.), jak je patrné na obr. 4. Tvar semene plané cizrny je
hranaty, zatimco domestikované formy maji tvar zaoblenéj$i (Tanno a Willcox, 2006).
Evoluce velikosti semen vSak neni jednosmérna, u domestikované odrady psenice Triticum
parvicoccum L., ktera jiz zanikla, byla zrna mensi nez u planych druha (Kinslev, 2009). U
znakt, které maji rovnocenny polymorfismus jak v domestikované, tak v plané formée, je
nepravdépodobné, Ze by v genetickych zménach hrala dileZitou roli domestikace (Russel et
al., 2011).

Domestikovand cizrna ma nepukavé lusky, nicméné jisty stupen pukavosti mize nastat
za vySSich teplot a sucha. Plana cizrna (Cicer reticulatum L.) se vyznaCuje také
nepukavymi lusky, coz naznacuje preadaptaci k domestikaci (Ladizinsky, 1979). Dale se
plana cizrna odliSuje od domestikovanych forem vysokym stupném fenotypové dormance
diky odolnym obalovym vrstvam semene. Také vyzaduje vernalizaci, protoze pochazi
Z jithovychodniho Turecka, kde klesaji zimni teploty pod bod mrazu. To je hlavni nevyhoda

domestikované cizrny, protoze se jedna o jarni plodinu (Abbo et al., 2003).

LA AT KT XY
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Obr. 4 Priklad fenotypového vyvoje plané cizrny (Cicer reticulatum L.) — nahore, a

domestikované formy (Cicer arietinum L.) - dole (Abbo et al., 2014)

2.2.3.2 Domestikace ¢oc¢ky (Lens L.)

Domestikace ¢ocky (Lens L.)probihala v oblastech Blizkého vychodu. Dle
morfologickych a molekularnich dikazi je planym piedkem dne$ni cocky Lens culinaris
ssp. orientalis L. (Havey a Muehlbauer, 1989). Plané druhy ¢ocky se vyznaéuji tiplnou
pukavosti luski v dob& zralosti, stejné jako plané druhy hrachu. Domestikované druhy

¢ocky maji pukavost luskli netiplnou, proto musi byt sklizeny jesté pred Gplnym dozrdnim a
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vyzaduji chemickou desikaci pfed mechanickou sklizni pro minimalizaci ztrat (Ladizinsky,
1993). Co se ty¢e kli¢ivosti, u planych druhti je vyrazné nizs$i nez u domestikovanych
druhti, protoze pland forma vykazuje ptfitomnost vod¢ odolnych obalovych vrstev.
Pii experimentu z roku 1985 vyklicilo pouze ~10% semen plané ¢ocky (Ladizinsky, 1985).
Domestikované kultivary ¢ocky tvoti dvé kategorie semen, a to mala a velka, s primérnou

hmotnosti 0.01 — 0.08 g (Ladizinsky, 1979).

2.2.3.3 Domestikace fazolu (Phaseolus vulgaris L.)

Fazol (Phaseolus vulgaris L.) je jedna z nejdilezitéjsich leguminoz na svété. Tato
plodina ptedstavuje bohaty zdroj proteind, vldkniny, mineralnich latek a vitamin pro
miliony lidi jiZ po mnoho let (Broughton et al. 2003). Na zakladé morfologickych znakl a
molekularnich markeri byly stanoveny mista domestikace fazolu v Centrdlni Americe a
Andach, cozZ jsou 1 mista s nejvyssi diverzitou této plodiny (Gepts a Debouck, 1991).

Redukce pukavosti luskli u fazolu je klicovou soucasti domestikacniho syndromu.
Pokusy k objasnéni genetické kontroly tohoto procesu vedly k identifikaci lokusu (St),
ktery ovlivituje pukavost, nicméné¢ sekvence konkrétniho genu je zatim neznama (Koinange
et al. 1996). Studie z roku 2013 se zabyvala identifikaci kandidatniho genu pro St (Gioia et
al., 2013). Pro vyhodnoceni bylo vyuzito genu INDEHISCENT (IDEH), coZ je primarni
transkrip¢ni faktor u Arabidopsis thaliana L., regulujici pukavost SeSuli (Liljegren et al.,
2004). U fazolu byla amplifikovana homologni sekvence a na zakladé toho byla pomoci
inberdnich linii sestavena genetickd mapa s lokalizaci genu IDEH. Vysledky byly sporné,
pukavy a nepukavy fenotyp nekoreloval pfimo s timto genem, proto byla vyloucena piima
souvislost pro pukavost, spiSe se jedna o regulac¢ni gen lokusu St, ktery ale dosud nebyl
identifikovan (Gioia et al, 2013). Plané¢ druhy fazolu pukaji z divodu piitomnosti
vlaknitych struktur v luscich, které v pribéhu domestikace vymizely. Proto dnesni kultivary
nepukaji a ztratily tak disperzni mechanismus ve fazi plné zralosti (Koinange et al. 1996).

U A. thaliana bylo jiz identifikovano 5 transkripénich faktort, ovliviiujicich pukavost
Sesule. Jedna se o FRUITFULL (FUL), SHATTERPROOF1 (SHP1), SHATTERPROOF2
(SHP2), INDEHISCENT (IDEH), a ALCATRAZ (ALC). IDEH je exprimovany v tzkych
prouzcich pletiv blizko $vii SeSule a spole¢né s geny SHATTERPROOF1-2 jsou hlavnimi

regulatory pukavosti. Gen FUL expresi téchto genid potlacuje, fenotypovym projevem je
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pak pukavost SeSule. Interakce genti IND, ALC, SHP, a FUL umoznuje diferenciaci
lignifikované vrstvy, kterd podporuje otevieni SeSule (Ferrandiz, 2002; Liljegren et al.,
2004). Nicmén¢ ne vSechny tyto geny maji pfimou spojitost s pukavosti lusku fazolu, jde
spiSe o komplexni tlohu v rozsifovani semen, A. thaliana patti do ¢eled¢ Brassicaceae a P.
vulgaris do ¢eled¢ Fabaceae (Gioia et al., 2013).
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2.3 Fylogeneze a diverzita hrachu (Pisum sativum L.)

Rod hrach Pisum ma tfi druhy Pisum sativum, Pisum fulvum a Pisum abyssinicum. Do
planych forem patfi Pisum sativum ssp. elatius, Pisum fulvum a Pisum abyssinicum. P.
fulvum a P. abyssinicum se li$i od hrachu setého chromozomovymi piestavbami, které
zpuisobuji ¢astecnou reprodukéni izolaci. Dale existuje antagonisticky vztah mezi jadernymi
a plastidovymi genomy P. fulvum a P. sativum. Jiné déleni, z hlediska hospodaiského,
uznava rozde¢leni hrachu pouze na hrach sety polni (P. s. subsp. sativum) se tfemi varietami
a hrach rolni peluska (P. s. subsp. arvense). Tii variety hrachu polniho jsou hrach sety
polni, dfenovy (var. medullare) a cukrovy ( var. saccharatum) (Smykal et al., 2012).

RBIP analyza z roku 2010 srovnavala retrotranspozony genotypt planych forem (407
vzorkll), kulturnich forem (1021 vzorkt), Slechtitelskych linii (61 vzorkt) a krajovych
odriid (564 vzorkl) hrachu. Byla vyuzita TAM technologie, kterd umoziuje srovnavat
kodominantni polymorfni inzerce transpozoni pomoci mikroC¢ipt ¢i gelové elektroforézy.
Jako reprezenta¢ni material plané formy hrachu byl vybran genofond hrachu JIC Pisum.
Korelace mezi genetickou diverzitou a fenotypovymi znaky domestikace a geografickymi
centry puvodu odhalila novy pohled na vznik a vyvoj rodu Pisum. Nejstarsi volné Zijici
plané¢ druhy jsou P. fulvum Sibth. a Sm. a P. elatius. Vysledky potvrdily jiz diive
predikovany fakt, ze druh P. abyssinicum A. Br. vznikl kiizenim P. fulvum a P. elatius.
Plany P. elatius byl péstovan v oblastech tirodného pulmésice, pozdéji byl domestikovan a
rozSifen do oblasti jizni Eurasie a dale se diferencoval do dvou ekotypt. Prvni rozsiteni
bylo smérem na vychod do Indie a Himalaji, zde vznikly afghanské ekotypy. Druha
diverzifikace hrachu vedla ke kultivovanym odriidam hrachu, jak je zname dnes (Jing et al.,
2010).

32



2.4 Genova exprese u hrachu (Pisum sativum L.)

Studium exprese geni je kli¢ova metoda k urychleni $lechtitelského procesu. Genova
exprese se béhem vyvoje ploda tradiéné studovala pomoci Northern hybridizace. Sledovala
se tak pritomnost ¢i nepfitomnost transkriptti. Jedna se o hybridiza¢ni analyzu RNA, ktera
je analogickd k Southern hybridizaci (analyza DNA). Princip Northern hybridizace je
prenos RNA na membranu, poté znacend sonda hybridizuje s urCitou sekvenci, ktera je
komplementarni k sond¢. Detekce hybridizované sondy se provadi autoradiograficky,
v ptipad¢ radioaktivniho znaceni nebo chemickou reakci, v pfipadé ptipojeni molekuly,
kterd mize plsobit jako antigen y byt rozpoznana protilatkami. Vyhodou radioaktivity je
vysokd citlivost, ale vyzaduje specialni a vybaveni a bezpecnostni opatieni. Vysledek
poskytne specificky vzor prouzkii odpovidajici restrikénim fragmentim obsahujicim
komplementarni sekvenci k pouzité sond¢ (Kuthan, 2009). Tato metoda vSak byla pftilis
zdlouhava a naro¢na, proto se pieslo k analyze EST a kvantitativni real time gRT-PCR.

EST markery jsou kratké sekvence cDNA, které identifikuji urcity transkript. Vyhodou
je rychlost provedeni této metody a také fakt, Zze pocet sekvenci v databazich neustale
piibyva, coz umoziuje detekci podobnosti i mezi taxonomicky vzdalenymi organismy (Jing
et al., 2007). V roce 2010 bylo publikovano 26 kodominantnich a 19 dominantnich SSR
markertt hrachu odvozenych od EST. Nejhojnéjsi SSR byly trinukleotidové repetice,
konkrétné GAA mikrosatelity (Gong et al., 2010).

gRT-PCR je vysoce piesna metoda pro stanoveni exprese gend V biologickych
systémech. Data jsou analyzovany prostiednictvim procesu tzv. normalizace, ktera je
zprostfedkovand pomoci vnitiniho standardu. Je to nezbytné pro stanoveni relativni exprese
genu Vraznych vzorcich. Za timto ucelem jsou vybrany referenéni geny na zakladé
konstitutivni exprese ve vSech vzorcich. V soufasné dobé zatim nebyl identifikovan
univerzalni referencni gen, ktery by byl exprimovan ve vSech biologickych vzorcich bez
ohledu na zdravotni stav vzorku (Die et al. 2010). Ackoliv je tato metoda hojné vyuzivana,
ma nékolik uskali, jako napfiklad moznou variabilitu v extrakci RNA, nizkou efektivitu
reverzni transkripce a nizkou specifitu primerii pfi PCR. DuleZitou roli hraje také piesnost
pipetovani. Pro spravné vyhodnoceni analyzy by okolni podminky nemély ovlivnit expresi

referen¢niho genu (Nolan et al., 2006).
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Pomoci gRT-PCR byly identifikovany geny ovliviiujici proces kveteni u hrachu, lokus
LONG1, ktery ma dilezitou roli pti zprostfedkovani efektii svétla na biosyntézu giberelinu
(Weller et al., 2009). Novéjsi studie z roku 2011 popisuje identifikaci lokusu GIGAS,
zodpovédného za kveteni, ktery byl popsan na zaklad¢ porovnani s kandidatnim genem z
M. truncatula (Hecht et al., 2011).

Pro presné stanoveni exprese genti muze byt pouzita celogenomova analyza pomoci
masivniho sekvenovani transkriptomu. Jednou z metod vyuzivajici tento systém je MACE
(Massive Analysis of cDNA Ends), kterd vyuziva digitalni profilovani genové exprese.
Vyhodou je, ze metoda poskytuje expresni profily vSech zahrnutych transkripti ve
vysokém rozliSeni (Zajac et al., 2015). Kazda ¢cDNA molekula je reprezentovana jednim
cDNA fragmentem o velikosti 94 bp, ktery pochazi z oblasti 100-500 bp polyadeninového
3" konce transkriptu. Metoda odhaluje 1 rozdily v expresi transkriptl, které se vyskytuji
V nepatrném mnozstvi. Navic, metoda TrueQant eliminuje PCR kopie a zajiStuje tak

spravnou kvantifikaci (Zawada et al., 2014).
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2.5 Kandidatni geny ovliviiujici pukavost lusku hrachu (Pisum sativum
L)

Weeden et al. publikovali v roce 2007 studii o 3 oblastech genomu, které ovliviuji
pukavost lusku u hrachu. Vazebna skupina III nese oblast Dpol, u které je predpoklad
vyskytu genu zodpovédného za pukavost luskd. Dal§im lokusem ovliviiujici tento znak je
ve vazebné skupin¢€ V, ackoliv na fenotypovy projev ma mensi vliv nez lokus na tfetim
chromozomu. Tteti oblast byla sledovana pouze u jednoho kiizeni a byla oznacena jako
zluta alela Gp lokusu (Weeden et al., 2007).

Publikace o tolici vojtésce Medicago truncatula Gaertn. z roku 2013 potvrzuje, Ze
béhem evoluce doslo k mutaci genu SHATTERPROOF (SHAT), ktera zajistuje lignifikaci
luskl a tedy i nasledné puknuti. Gen SHAT byl jiz popsan i u Arabidopsis thaliana, kde
kontroluje ukladani ligninu béhem dozravani plodu (Fourquin et al.,, 2013). Spole¢né
s INDEHISCENT (IDEH) jsou hlavnimi regulatory tvorby lignifikované vrstvy, ktera
zpusobuje puknuti lusku. Mezi dal$i geny ovlivijici vyvoj plodu patti FRUITFULL
(FUL), ktery je nezbytny pro rust zarode¢ného vaku (Liljegren et al., 2004). gRT-PCR vsak
nepotvrdila pfimou korelaci mezi znakem pukavosti a vySSi expresi téchto genli u
Medicago truncatula Gaertn. Zda se, Ze pro tento proces jsou klicové regulaéni
mechanismy zminénych genti (Fourquin et al., 2013).

Bylo vybrano pét kandidatnich gena pro analyzu hrachu ovliviiujicich pukavost lusk.
Jedna se o gen NAC, SHATTERING1-5 popsané v kapitole o domestikaci soji (Dong et al.,
2014), dale gen INDEHISCENT (IDEH), ovliviiujici pukavost Sesuli u A. thaliana
(Liljegren et al., 2004). Tteti kandidatni gen bZIP, jde o transkrip¢ni faktor genu HY5, byl
odvozen také z A. thaliana a ovliviiuje biosyntézu giberelinu (Weller et al., 2009). Posledni
kandidatni gen je SPATULA (SPT), kodujici bHLP protein. Byl popsan u A. thaliana a
ovliviiuje vyvoj plodolisti (Heisler et al., 2001). Jako referencni gen pro standardizaci byl
pouzit housekeeping gen - TUBULIN, ktery byl popsan jako velice stabilni housekeeping
gen (Die et al., 2010).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1Rostlinny material

Pro analyzu exprese genli béhem vyvoje plodu bylo pouzito linii JI64 (P. s. ssp. elatius
L.) a JI92 (afghansky typ kulturniho hrachu P. s. ssp. sativum L.) a jejich rekombinantnich
inbrednich linii (RILs), vzniklych recipro¢nim kiizenim. JI64 vykazuje pukavost zralych
luskti, zatimco kulturni druh JI92 nikoliv (Domoney et al., 1994). Pro samotnou izolaci
RNA byly skalpelem vyfiznuty pletiva z oblasti ventradlniho Svu o délce 1 — 2 cm

z vyvojove mladsich (zelend a zZluta zralost) 1 vyvojovée starSich luskil (plna zralost).
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3.2 lzolace RNA

Izolace RNA byla provedena pomoci komeréniho kitu NuceloSpin®RNA Plant firmy

Macherey-Nagel, Diiren, Némecko.

1.
2.

10.

Homogenizace rostlinného materialu (100 mg) tekutym dusikem.

Poté ptidano 350 pl Lysis Buffer RAL a 3,5 ul B-merkaptoetanolu a promichano
pomoci vortexu.

Nasledné byla smés nanesena na kolonu (NuceloSpin® Filter), poté centrifugace 1
min. pii 11 000 g. NuceloSpin® Filter separovan a odstranén a filtrat transferovan
pomoci pipety do nové zkumavky.

Poté bylo ptiddno 350 pl ethanolu (70 %) a promichano pipetou 5x nasatim a
vysatim.

Lyzat ptfenesen na kolonu NuceloSpin® RNA Plant Column, poté centrifugace 30
sekund pti 11 000 g.

Kolona byla pfemisténa do nové zkumavky a poté piiddno 350 pul Membrane
Desalting Buffer, dale centrifugace 1 min. pti 11 000 g.

Pro odstranéni DNA ptidano 95 pl DNase reaction mixture. Poté inkubace 15 min.
pii laboratorni teploté.

Nasledn¢ piidano 200 ul promyvaciho pufru Buffer RAW2, poté centrifugace 30
sekund pii 11 000 g.

Kolona opét pfemisténa do nové zkumavky, nasledné¢ naneseno 600 pl promyvaciho
pufru Buffer RA3, poté centrifugace 30 sekund pii 11 000 g. Filtrat odstranén a
krok opakovan s 250 pl promyvaciho pufru Buffer RA3 a centrifugaci po dobu 2
min. pii 11 000 g.

Kolona pfemisténa do nové zkumavky NucelaseFree a promyta 40 ul RNase-free

H20. Nasledovala centrifugace 1 min. pti 11 000 g.
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3.3 Reverzni transkripce RNA na cDNA

Pro reverzni transkripci RNA byly vybrany vzorky s nejvyssi koncentraci (tab. 2), ktera
byla zméfena pomoci spektrofotometru Picodrop (Hinxton, Spojené kralovstvi). Nasledné
byla provedena dvoukrokova reverzni transkripce S oligodT primery, které hybridizuji na
vSechny mRNA se stejnou pravdépodobnosti. Pro praci byly pouzity chemikalie od firmy
Promega (Madison, USA).

Tab. 2 Koncentrace RNA v pukavych i nepukavych vzorcich (A = JI64 x J192; B = JI192 x
JI164; R = rodice; M = mlady lusk)

Vzorek (pracovni nazev) Koncentrace RNA (ng.ul-1)
1-B21M-n 174,3
2-B29M-n 167,4
3-B67S-n 126,8
4-B93M-n 165,5
5-B36M-p 271,0
6-B44M-p 277,9
7-A93M-p 292,2
8-A98M-p 442,2
9-R92M-n 176,6
10-R64S-p 100,5

Reverzni transkripce je enzymova reakce, pii niz dochazi k piepisu genetické
informace z molekuly RNA do cDNA. Tato reakce je katalyzovana enzymem reverzni
transkriptazou, ktera se vyskytuje u mnoha typt retroviri (Tamarin, 2002). V prvnim kroku
byla namichana reakéni smés Premix | pro 10 vzorkd RNA (Tab. 3). Nasledovala inkubace
pti 75°C po dobu 5 min., potom byla reakéni smés prenesena na led. Nasledné byla ptidana
reakéni smés Premix II s komponenty RT-PCR Buffer, dNTP, RNasin® Plus RNase
Inhibitor a AMV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, USA) (Tab. 4). Nasledné byla

smés inkubovana 60 min. pti 37°C.
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Tab. 3 Slozeni reakcni smési pro RT-PCR (Premix 1)

MnozZstvi na reakci (ul)
Ultracista H,O 9,0
Primer 1 OligodT (0,5 uM) 1,0
RNA 3,0
Celkem 13

Tab. 4 Slozeni reakcni smési pro RT-PCR (Premix 1)

MnozZstvi na reakci (ul)
Ultracista H,O 16,0
RT-PCR Buffer 8,0
dNTP (500 uM ) 2,0
Ribonuclease 2,0
AMVReverse 3,0
Celkem 27
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3.4 Navrh primeru pro geny IDEH, SHAT, bZIP, SPT, NAC, f-TUB

V programu Primer 3 byly navrzeny detekéni primery pro geny zajmu, jejichz exprese
byly nasledné sledovany pii qQRT-PCR. Primery byly navrzeny tak, aby se amplifikovala
oblast v blizkosti polyadeninové sekvenci exonové oblasti geni o délce 100 — 150 bp.
Primery byly poté nasyntetizovany firmou IDT (Integrated DNA Technologies, Leuven,
Belgie) (tab. 5).

Tab. 5 Sekvence primerii pro geny IDEH, SHAT, bZIP, SPT, NAC, 5-TUB

Nazev Sekvence primeru
gNACT 5" TGA CCC CAC AAT GGG ATATT 3’
gNACr 5" GAT CGA GCG AAG TTC CAA AG 3”
qSHATf 5" GGA GTT CAT GCA AAA GCG GG 37
qQSHATT 5" ACT CAC ACATTG TTT CCG GC 3’
gbZIPf 5" CGC TGG GAG GTG AGA ATC G 3’
gbZIPr 5" ATG TGT ATC CGT CGT GAA TGT 3°
qIDEf 5"ACT CCT CCT CCT AAT GCTTTG T 3°
qIDEr 5"TGA GAATGT TCT CCG GCG TT 37
qSPTf 5"TTT GCG GTG GAA TCC CGA AT 37
qSPTr 5"TCG ACA CCT TGA GAACCA CC 3’
qp-TubulinF | 5" GCT CCC AGC AGT ACA GGACTCT 3’
qp-TubulinR | 5" TGG CAT CCC ACA TTT GTT GA 3’
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3.5 Kvantitativni Real-Time PCR

gRT-PCR monitoruje fluorescenci emitovanou Vv pribéhu reakce jako indikator
tvofeného amplikonu v kazdém cyklu PCR v realném case. Termocyklery jsou specialné
obohacené o detektory pro kvantifikaci v realném case, ptiCemz fluorescence se uvoliuje
V pfimé uméie na mnozstvi amplifikované DNA pii pouziti fluorescencniho substratu
v PCR reakci. V reakci bylo pouzito barvivo DNA SYBR® Green, které fluoreskuje po
navazani na dSDNA. Pokud je dsDNA denaturovana na ssDNA, dochazi také k uvolnéni
latky z DNA, proto dochazi v pribéhu reakce k opakujicimu narustu a poklesu
fluorescence, to jak se reakce dostava do faze extenze ¢i denaturace. Existuji i dalsi metody
pro detekci amplikonu, vyuzivajici fluorescenéné znac¢ené sondy véazajici se na stfedni st
produktu ¢i fluorescencné znacené primery.

Pti relativni kvantifikaci je nutné vyhodnotit kontrolu, tedy referencni gen, ktery ndm
ur¢i, do jaké miry bylo u testovanych vzork pouZito srovnatelné mnozZstvi vstupniho
materidlu (Zvarova a Mazura, 2012). V této praci byl pouzit ,,housekeeping™ gen pro B-
tubulin, jehoZ transkripce ¢i pocet kopii v genomu je stejny u vSech testovanych vzorki
(Die et al., 2010). Reak¢ni smés pro qRT-PCR byla namichana dle tab. 6. Bylo pouzito
komeréniho kitu LC 480 SYBR Green I Master (Roche, Bazilej, Svycarsko) a nasledujiciho
PCR programu: 95°C, 10 min.; 39x (95°C, 10 s; 57°C, 30 s; 72°C, 10 s) s naslednou
analyzou HRM (High-resolution Melt Analysis). Pro analyzu byl pouzit termocykler
BioRad C1000 s real-time systémem CFX96 (BioRad, Hercules, USA).

Tab. 6 Slozeni reakcni smési pro Real-Time PCR

MnozZstvi na reakci (ul)
Ultraéista H,O 1,4
Primer F 0,8
Primer R 0,8
MasterMix (Syber Green) 5,0
DNA 2,0
Celkem 10
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3.6 Ovéreni specifity amplifikace CDNA

Pro ovétfeni specifity amplifikované c¢cDNA byla pouzita horizontalni agardzova
elektroforéza. Pro ovéfeni velikosti amplifikovanych produktti bylo vyuzito velikostniho
markeru - 100 bp Quick load DNA ladder od firmy NEB (New England BioLabs, Ipswich,
Anglie) (obr. 5).

Ease Pairs  Mass ing)

1,517 45
— 1,200 35
1,000 Q5
Q00 27
— 800 24
— T 21
— 00 158
L0057 97
400 38
300 29
— 200 25
100 45

Obr. 5 Velikostniho marker - 100 bp Quick load DNA ladder
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4 VYSLEDKY

4.1 Ovéreni specifity primeri
Specifita primerti byla ovéfena pomoci standardni PCR a elektroforetickou separaci
v agar6zovém gelu. Jak je patrné na obr. 6 a 7, primery jsou specifické, tvoti vzdy pouze

jeden produkt.

500 bp.

200 bp
100 bps

Hootd . » woe

Obr. 6 Test specifity primerii pro geny NAC a bZIP na DNA hrachu. Jamky: 1. 100 bp
Quick load DNA Ladder, 2. B21M (nepukavy) s primery gNACT, qNACr, 3. 498M (pukavy)
s primery gNACT, gNACTr, 4. R64S (pukavy) s primery gNACT, gNACr, 5. R92M (nepukavy)
s primery gNACY, gNACr, 6. kontrola, 7. B2IM (nepukavy) s primery gbZIPf, gbZIPr, 8.
A9SM (pukavy) s primery gbZIPf, gbZIPr, 9. R64S (pukavy) s primery qbZIPf, gbZIPr, 10.
R92M (nepukavy) s primery gbZIPf, gbZIPr, 11. kontrola

500 bp V\'
200p - - - e P—
100 bp :: ' . -

Obr. 7 Test specifity primeriu pro geny SPT, SHAT, IDEH na DNA hrachu. Jamky: 1. 100
bp Quick load DNA Ladder, 2. B2IM (nepukavy) s primery qSPTf, qSPTr, 3. A98M
(pukavy) s primery qSPTf, qSPTr, 4. R64S (pukavy) s primery qSPTf, qSPTr, 5. R92M
(nepukavy) s primery qSPTf, qSPTr, 6. Kontrola, 7. B2IM (nepukavy) s primery qSHATHT,
qSHATr, 8. A98M (pukavy) s primery qSHATf, qSHATr, 9. R64S (pukavy) s primery
qSHATT, qSHATr, 10. R92M (nepukavy) s primery qSHATf, qSHATr, 11. kontrola, 12.

43



B21M (nepukavy) s primery qIDEY, gIDEy, 13. A98M (pukavy) s primery qIDEf, qIDEr, 14.
R64S (pukavy) s primery qIDEf, qIDEr, 15. R92M (nepukavy) s primery qlDEf, qIDEr, 16.
kontrola

4.2 Exprese genii u planych a kulturnich forem hrachu (Pisum sativum L.)

Byla provedena relativni kvantifikace, kdy se mnozstvi fluorescence testovaného
vzorku porovnavala s mnozstvim fluorescence referencniho vzorku, tedy vnitini kontroly.
Pro zajiSténi co nejvéEtsi presnosti, byly vzorky analyzovany v triplikatech, tedy ve tfech
opakovéanich. Pti rozptylu vys$S§im nez 0,7 cyklu nebyly hodnoty do vysledkli zahrnuty, tyto
nepiesnosti vznikly pravdépodobné nepfesnym pipetovanim.

Vysledky kvantitativni QRT-PCR byly vyhodnoceny metodou ACt. Hodnota Ct udava
pocet cykld, pii kterych protne kiivka produktu prah citlivosti. Cim je tato hodnota niZsi,
tim vice bylo na poc¢atku v reakéni smési u dané amplifikované oblasti templatové DNA,
tedy exprese genu byla ve vzorku vyssi. Hodnota ACt byla vypoctena jako rozdil Ct
hodnoty genu zajmu a Ct hodnoty referen¢niho genu. Do grafu byla zanesena pievracena
hodnota ACt pro vyjadieni exprese daného genu a hodnota 1 pro gen referen¢ni. Relativni
rozdil v po¢tu kopii amplikonu vzorku a standardu (referen¢niho genu) se vypocita jako
nasobek 2,

Tab. 7 Hodnoty ACt pro gen IDEH z qRT-PCR a relativni rozdil v poctu kopii amplikonu

vzorku a referencniho genu (2

Vzorek (pracovni nazev) ACt IDEH 2ACt
1-B21M-n 0,137 1,100
2-B29M-n 4,467 22,116
3-B67S-n -0,412 0,752
4-B93M-n 4,032 16,359
5-R92M-n 6,125 69,792
6-B36M-p 1,638 3,112
7-B44M-p 9,41 680,287
8-A93M-p 7,927 243,369
9-A98M-p 6,928 121,769

44



ACH IDEH
2
0 I . - I - - - Nepukavé
2 s . - ke
N & N R
AR & - S Q
¢ x & Tubulin
b
9 g v
° é\,o q”’@ q,QE A=ll64x]I92
8 ) A Q B=1192x1i64
VY R = rodiée
M = mlady lusk
-10

Obr. 8 Vyhodnoceni gRT-PCR: exprese genu IDEH (INDEHISCENT) u testovanych vzorkii

hrachu

IDEH

ACt

-10

B Pukavé Nepukavé ® Tubulin

Obr. 9 Vyhodnoceni qRT-PCR: primérné hodnoty exprese genu IDEH (INDEHISCENT)

testovanych vzorkii hrachu

Jak je patrné zobr. 8 a 9, u genu INDEHISCENT byla naméfena nizka exprese
vV porovnani S referenénim genem pro housekeepingovy gen [-tubulin, tedy tvz.

downexprese, u vsech testovanych vzorku. Jinymi slovy, mnozstvi molekul mRNA daného
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genu bylo ve vzorku velmi nizké. Avsak u vzorkt s pukavymi lusky je downexprese témet

dvojnasobna v porovnani se vzorky s lusky nepukavymi.

Tab. 8 Hodnoty ACt pro gen SHAT z qRT-PCR a relativni rozdil v poctu kopii amplikonu

vzorku a referencniho genu (2°)

Vzorek (pracovni nazev) ACt SHAT 2t

1-B21M-n -1,767 0,294

2-B29M-n -1,557 0,340

3-B67S-n -2,172 0,222

4-B93M-n -2,29 0,204

5-R92M-n -0,013 0,991

6-R64S-p 2,135 4,392

7-B36M-p -1,507 0,352

8-B44M-p 0,977 1,968

9-A93M-p 1,433 2,700

10-A98M-p 0,117 0,294
ACt SHAT
3
2 . - I I Nepukavé
e EE —
0+ I
! $ :Q Qéﬂ o "Q d)';é\p ’L“'\,Q é’lq @Q Q \3’ é:Q_ ] an
;&8 ST .
3 A M = mlady lusk

Obr. 10 Vyhodnoceni qRT-PCR: exprese genu SHAT (SHATTEPROOF) u testovanych

vzorku hrachu
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ACt
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1,5

1
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0

-0,5
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M Pukavé Nepukavé ™ Tubulin

Obr. 11 Vyhodnoceni qRT-PCR: prumerné hodnoty exprese genu SHAT
(SHATTERPROOF) testovanych vzorku hrachu

Gen SHATTERPROOF je u nepukavych vzorki téméf dvojnasobné exprimovan ve
srovnani s referenénim genem, zatimco u pukavych je downexprese (obr. 10, 11). Mezi

hodnotami pukavych a nepukavych testovanych vzork je tedy znacny rozdil.
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Tab. 9 Hodnoty ACt pro gen NAC z gRT-PCR a relativni rozdil v poctu kopii amplikonu

vzorku a referencniho genu (2

Vzorek (pracovni nazev) ACt NAC 2t
1-B21M-n -2,637 0,161
2-B29M-n -0,057 0,961
3-B67S-n -0,065 0,956
4-B93M-n -2,477 0,180
5-R92M-n 0,991 1,988
6-R64S-p 1,678 3,200
7-B36M-p -2,843 0,139
8-B44M-p 3,097 8,556
9-A93M-p 3,562 11,811
10-A98M-p 1,051 0,161

NAC

ACt

01— T - Pukavé.
S o N
> > & 2

3

A=1164x1192
. < &2 B=J192xJI64
B 9?“ R = rodite

® M = mlady lusk

Obr. 12 Vyhodnoceni gRT-PCR: exprese genu NAC u testovanych vzorkii hrachu
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NAC

ACt

B Pukavé Nepukavé ® Tubulin

Obr. 13 Vyhodnoceni gRT-PCR: priumerné hodnoty exprese genu NAC testovanych vzorkii
hrachu

Zobr. 12, 13 muzeme vycist, Ze pukavé vzorky testované pro expresi genu NAC
vykazuji downexpresi. Opacny piipad byl vSak pozorovan u nepukavych vzorku, kde je

exprese genu NAC témer 3x vyssi v porovnani s expresi referen¢niho genu.

Tab. 10 Hodnoty ACt pro gen bZIP z gqRT-PCR a relativni rozdil v poctu kopii amplikonu

vzorku a referencniho genu (2°%")

Vzorek (pracovni nazev) ACt bZIP 2ACt
1-B21M-n 2,162 4,475
2-B67S-n 2,491 5,622
3-B36M-p 4,273 19,333
4-B44M-p 10,165 1148,074
5-A93M-p 7,507 181,899
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Obr. 14 Vyhodnoceni qRT-PCR: exprese genu bZIP u testovanych vzorkii hrachu

bzip

B Pukavé Nepukavé ® Tubulin

Obr. 15 Vyhodnoceni qRT-PCR: priimérné hodnoty exprese genu bZIP testovanych vzorkii

hrachu

Exprese genu bZIP je velmi nizka u vSech vzrokd, jedna se o downexpresi v porovnani

s housekeepingovym genem pro B-tubulin. Pukavé vzorky vSak vykazuji vyrazné nizsi
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hodnoty exprese nez nepukavé vzorky. Napiiklad pukavy vzorek 4-B44M-p ma expresi

10x nizsi v porovnani genem referen¢nim (obr. 14, 15).

Tab. 11 Hodnoty ACt pro gen SPT z gRT-PCR a relativni rozdil v poctu kopii amplikonu

vzorku a referencniho genu (2°")

Vzorek (pracovni nazev) ACt SPT 2t
1-B21M-n 1,802 3,487
2-B29M-n 1,527 2,882
3-B67S-n -0,661 0,632
4-B93M-n 1,681 3,207
5-R92M-n 3,257 9,560
6-B36M-p 0,228 1,171
7-B44M-p 4,741 26,741
8-A93M-p 5,121 34,800
9-A98M-p 4,261 19,173
SPT
ACt
2
1
1 B 0 B
07— Nepukavé
| 2 R
' : & & Pukavé.
2 = o 2 i Q;b Lo
s ¥ 8 ‘ ? [Tuboin]
3 .$ Q‘lq?j Q?’Q
QV b T
4 o
o?' A=1164x1192
. <« B=1192xJl64
R = rodice
M = mlady lusk
-6

Obr. 16 Vyhodnoceni qRT-PCR: exprese genu SPT (SPATULA) u testovanych vzorkii

hrachu
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B Pukavé Nepukavé ™ Tubulin

Obr. 17 Vyhodnoceni gRT-PCR: primérné hodnoty exprese genu SPT (SPATULA)

testovanych vzorkit hrachu

Zobr. 16, 17 lze vycist downexpresi genu SPT u vSech sledovanych vzorkl
V porovnani s referen¢nim genem. Obr. 17 vSak zobrazuje rozdil mezi expresi daného genu
u pukavych a nepukavych vzorkl, kdy pukavé maji expresi témét 2x nizs§i nez vzorky

nepukavé.
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4.3 Ovéreni specifické amplifikace produktii gRT-PCR
Produkty z gRT-PCR byly vizualizovany na agar6zové elektroforéze pro vylouceni
amplifikace nespecifickych produktd. Jak je patrné z obr. 18 — 23, amplifikovany byly

pouze specifické fragmenty z CONA testovanych vzorkl hrachu.

i R FRR: KRR Y. Vel HSCRr St L fapia b Lo e b Bk ey 1 e o s Db ) Pl B R By

o
—
500 bp 0 -

0t 4— e W @ WS-
10009 4=

Obr. 18 A: Ovéreni specifické amplifikace produktit gqRT-PCR s pouzitymi primery qIDETf,
qIDEr a gqSHATf, gSHATr. Jamky: 1. 100 bp Quick load DNA Ladder, 2. - 9. Produkty
s pouzitymi primery qIDEf, qIDEr, 3. 10. — 17. Produkty s pouzitymi primery qSHATT,
qSHATT, 18. 100 bp Quick load DNA Ladder
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Obr. 19 A: Ovéreni specifické amplifikace produktit gRT-PCR s pouzitymi primery qNACH,
gNACr a gbZIPf, gbZIPr. Jamky: 1. 100 bp Quick load DNA Ladder, 2. - 9. Produkty
s pouzitymi primery NACf, qNACr, 10. — 17. Produkty s pouzitymi primery QbZIPf,
gbZIPr, 18. 100 bp Quick load DNA Ladder
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Obr. 20 A: Ovéreni specifické amplifikace produktit qRT-PCR s pouzitymi primery QSPTF,
qSPTr a gf-TubulinF, gf-TubulinR. Jamky: 1. 100 bp Quick load DNA Ladder, 2. - 9.
Produkty s pouzitymi primery qSPTf, qSPTr 10. — 17. Produkty s pouzitymi primery Qf-
TubulinF, gf-TubulinR, 18. 100 bp Quick load DNA Ladder
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Obr. 21 B: Overeni specifické amplifikace produktit gRT-PCR s pouzitymi primery qIDEf,
qIDEr a qSHATf, qSHATr. Jamky: 1. 100 bp Quick load DNA Ladder, 2. - 9. Produkty
s pouzitymi primery QIDEf, qIDEr, 3. 10. — 17. Produkty s pouZitymi primery qSHATH,
gqSHATT, 18. 100 bp Quick load DNA Ladder
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Obr. 22 B: Oveéreni specifické amplifikace produktii gRT-PCR s pouzitymi primery qNACH,
gNACr a gbZIPf, gbZIPr. Jamky: 1. 100 bp Quick load DNA Ladder, 2. - 9. Produkty
s pouzitymi primery NACF, qNACr, 10. — 17. Produkty s pouzitymi primery QbZIPf,
gbZIPr, 18. 100 bp Quick load DNA Ladder
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Obr. 23 B: Overeni specifické amplifikace produktit QRT-PCR s pouzitymi primery qSPTT,
qSPTr a gf-TubulinF, gf-TubulinR. Jamky: 1. 100 bp Quick load DNA Ladder, 2. - 9.
Produkty s pouzitymi primery qSPTf, qSPTr 10. — 17. Produkty s pouzitymi primery qf-
TubulinF, gf-TubulinR, 18. 100 bp Quick load DNA Ladder
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5 DISKUZE

Identifikace novych markerti pro domestikaéni znaky je v zajmu Slechtiteld jiz po
mnoho let. Diivodem je mozné vyuziti potencidlu planych forem rostlin, které ve svém
genomu nesou naptiiklad rizné geny rezistence. Na druhé strané plané formy kulturnich
plodin ¢asto nesou znaky pro péstovani nevhodné. Tato prace byla zaméfena na testovani
kandidatnich gend pro pukavost lusku u hrachu, jejichz identifikace ptispéje pfti tvorbé
novych odriid bobovitych rostlin. Znak pukavosti je pfi tvorbé novych odriild nezddouci
z hlediska piipadné ztraty vynosu (Dong et al., 2014).

V poslednich letech doSlo ve vyzkumu domestikanich znakl k nékolika kliCovym
objeviim, naptiklad publikace o tolici vojtésce Medicago truncatula Gaertn. z roku 2013
potvrzuje, Ze béhem evoluce doslo k mutaci genu SHATTERPROOF (SHAT), ktera
zajiStuje lignifikaci luskd a tedy 1 nasledné puknuti. Tento gen byl identifikovan jiz 1 u
Arabidopsis thaliana, kde kontroluje ukladani ligninu béhem dozravani plodu. Dale byl
identifikovan gen INDEHISCENT (IDEH), ktery patii také do regulatoru tvorby tvorby
lignifikované vrstvy (Fourquin et al., 2013).

U s6ji (Glycene max L.) jsou geny NAC a SHATTERING1-5 (SHAT1-5) zodpovédné za
domestikaci, tedy za nepukavy fentyp. Tento objev byl publikovany v roce 2014 a bylo
potvrzeno, Ze geny funkéné aktivuji tvorbu sekundarni bunécné stény a vyznamné
podporuji tloustnuti FCC bunék sekundarni bunééné stény, tedy sklerenchymaticka vlakna
ventralniho cévniho svazku (Dong et al., 2014).

Testovani kandidatnich gentt IDEH, SHAT, NAC, bZIP a SPT bylo provedeno
technikou gRT-PCR. Pro tento ucel byly pouzity JI64 (P. s. ssp. elatius L.) a JI92
(afghansky typ kulturniho hrachu P. s. ssp. sativum L.) a jejich rekombinantnich inbrednich
linii (RILs), vzniklych reciprocnim kiizenim.

Vyhodnoceni exprese kandidatnich genti bylo stanoveno dle metody ACt. Jako vnitini
kontrola hodnoty exprese byl vyuzit housekeepingovy genu B-tubulin (Die et al., 2010). Z
vysledkl je patrné, Ze gen NAC je siln€ exprimovan u nepukavych vzorkid hrachu, coz
potvrzuje studii o kliové funkci genu NAC pro syntézu FCC bungk, které zabramuji
puknuti lusku u sdji (Glycene max L.). Obdobné vysledky vysly u kandidatniho genu SHAT
(Dong et al., 2014). Dalsim kandidatnim genem této studie byl transkripéni faktor bZIP
ovlivijici gen Pdh1, kontrolujici pukavost lusku s6ji (Glycene max L.) (Gao a Zhu, 2013).
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V naSem pripad¢ byla vysledna exprese tohoto genu u hrachu velice nizka, jednalo se o
downexpresi u vsech testovanych vzorki. Kandidatni gen IDEH vykazoval nizkou expresi
u testovanych vzorkl, nicméné u nepukavych vzorkl byla exprese vyssi nez u pukavych
vzorkl. Tyto hodnoty jsou v souladu s faktem, ze gen FUL u pukavych odrid potlacuje
expresi genu IDEH, vyslednym fenotypovym projevem je tedy pukavost SeSule U
housenic¢ku (Ferrandiz, 2002; Liljegren et al., 2004).

6 ZAVER

V této praci byly studovany domestika¢ni znaky plodin se zaméfenim na hrach (Pisum
sativum L.). Hlavni experiment spoc¢ival v analyze exprese kandidatnich genti pro pukavost
luskli hrachu v pribéhu dozravani luskli. Podatfilo se analyzovat expresni profily
kandidatnich gend pro pukavost lusku hrachu pomoci metody qRT-PCR u JI64 (P. s. ssp.
elatius L.) a JI92 (afghansky typ kulturniho hrachu P. s. ssp. sativum L.) a jejich
rekombinantnich inbrednich linii (RILs), vzniklych recipro¢nim kiizenim. Nejvyraznéjsi
rozdil v expresi u vzorkl s pukavymi a nepukavymi lusky hrachu vzorka hrachu, vykazoval
gen NAC, ktery je zodpoveédny za nepukavost luskti u kulturni soji.

Paraleln¢ s timto experimentem probiha metoda MACE (Massive Analysis of cDNA
Ends). Izolace RNA vzorki pro tuto analyzu byla soucasti této prace, kdy byly vytvofeny
smésné vzorky JI64 a JI92 a jejich rekombinantnich linii (RILs). Jedna se celogenomovou
analyzu pomoci masivniho sekvenovani, které probihd ve firmé¢ GenXPro (Frankfurt nad
Mohanem, Némecko). Analyza MACEvSak nebyla do uzavérky této prace dokoncena.
Vystupem této metody bude expresni profil vSech zahrnutych transkripti ve vysokém

rozliSeni (Zajac et al., 2015).
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