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ABSTRAKT

Predmétem této prace je studium genetické podstaty jednoho z klicovych domesti-
kacnich znak u hrachu, pukavosti lusku. Praci predchazelo masivné paralelni sekveno-
vani 3' koncti cDNA (metoda MACE), diky kterému byla analyzovana mRNA izolova-
na ze $vu lusku. Byly pouzity dvé rodi¢ovské linie JI64 (Pisum sativum ssp. elatius L.)
— plany hrach s pukavymi lusky, JI92 (Pisum sativum ssp. sativum L.) — kulturni hrach
s nepukavymi lusky a déle rekombinantni inbredni linie (RILs), které vznikly recipro-
kym kiizenim obou rodicovskych linii. Pomoci MACE analyzy bylo generovano 10 mil.
¢teni a identifikovano celkem 7 tis. gentl, ze kterych bylo jen 77 se statisticky prikaz-
nym rozdilem mezi vzorky s pukavymi a nepukavymi lusky. Z nich byly do této prace
vybrany pouze tfi. Exprese téchto tii kandidatnich gend pro pukavost lusku byla stano-
vena pomoci kvantitativni PCR v redlném case (QRT-PCR). Na zédklad¢ prubéhu qRT-
PCR byly vypocteny hodnoty AC:. Vysledkem je grafické zndzornéni miry exprese

téchto kandidatnich genti obou studovanych linii hrachu v pribéhu dozravani lusk.

Kli¢ova slova: Pisum sativum L., pukavost lusku, domestikace, gRT-PCR



ABSTRACT

The theme of this work is the examining of one of the key genetic principles in do-
mestication traits in pea — pod dehiscence. First, this work was preceded by the em-
ployment of the method called MACE (Massive Analysis of cDNA Ends). The method
analyzed the mRNA which was isolated from pod sutures. The two parental lines were
used JI64 (Pisum sativum ssp. elatius L.) — wild field pea with dehiscent pods, JI192 (Pi-
sum sativum ssp. sativum L.) — landrace with indehiscent pods and RILs (Recombinant
inbred lines) of reciprocal hybridization of both. As a result of the MACE analysis ten
million reads were generated and seven thousand genes were identified — only seventy
seven genes differed with statistical significance in the samples with dehiscent and in-
dehiscent pods. For the purpose of this work only three of them were used. Expression
of these three candidate genes were assigned using Real-Time qRT-PCR for pod dehis-
cence. Base on gRT-PCR process the AC: values were calculated. The result of this
work is the graphical view of expression volume of these candidate genes for both field

pea lines during pod maturation.

Key words: Pisum sativum L., pod dehiscence, domestication, gRT-PCR
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1 UVOD

Hrach sety je stara kulturni rostlina, péstovana v mirném klimatu po celém svéte.
Pivodem je z vychodniho Stiedomofti. Jako plodina se zacal péstovat pred deseti tisici
lety, kde tvofil dilezitou soucast jidelnicku prvnich civilizaci a to hlavné kvili svym
vyzivnym semeniim bohatym na proteiny. V soucasnosti je ¢lovékem vyuzivan nejen
pro piimou konzumaci jako luSténina Ci zelenina, ale rovnéz i jako picnina. Slouzil také
Gregoru Mendelovi jako modelova rostlina, pomoci které demonstroval a formuloval
objev zakladu dédi¢nosti. Jako modelova rostlina v rostlinné biologii je hrach stale pou-
zivéan napiiklad pro studium apikalni dominance.

Proces domestikace rostlin je tématem aktivniho vyzkumu pro védce nejriznéjsich
obortl jiz fadu let. Otazky tykajici se geografického ptivodu plodin, miry nezavislé do-
mestikace pro dany druh plodin, specifickych molekularnich zmén ovliviiujici domesti-
kacni znaky a povahy umélého vybéru béhem domestikace a néasledné Slechténi rostlin
nejsou jesté zcela zodpovézeny (Gross a Olsen, 2010).

Hrach sety je ukazkovym piikladem kulturni plodiny, ktera prosla procesem do-
mestikace. Nepukavost lusku, nedormatni semena, semena se slabsi testou, Semena bez
toxickych latek atd. jsou domestika¢ni znaky, kterymi se 1isi od planych druhti hracht.
Tato prace se zabyva genetickou podstatou pukavosti lusku u hrachu (Pisum sati-
vum L.). Pro testovani kandidatnich gent, které jsou pravdépodobné za pukavost lusku
u hrachu zodpovédné, bylo pouzito metody kvantitativni Real-Time PCR. Plané druhy
ale nesou i fadu vyhodnych vlastnosti jako geny rezistence pro nejriznéjsi stresové fak-
tory, proto je také genetické pozadi téchto znakli u hrachu cilem vyzkumnych z&jma.

Vyuziti téchto poznatkid hraje dulezitou roli pfi novoslechténi.



2 CIL PRACE

Cilem této prace je piispéni k objasnéni genetické podstaty ztraty pukavosti luskt
hrachu béhem jeho domestikace pomoci analyzy exprese kandidatnich genii béhem do-

zravani luskl u planého a kulturniho hrachu.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Domestikace rostlin

Proces domestikace rostlin ale také zvirat zacal ptiblizn€ pred 10 000 lety, kdy lidé
vyménili svlij koCovny zpiisob zivota za usedly. Z lovcl se postupné stavali pastevci
aze sbéraci zemédélci (Sakuma a kol., 2011), ¢emuz napomohla izména klimatu
vV obdobi holocénu tzn. vyrazné otepleni. Nejstarsi archeologické zdznamy, které za-
znamenaly dikazy o domestikaci, byly nalezeny v tropickych a subtropickych oblastech
jihozapadni a jizni Asie, severni a stfedni Afriky a Stfedni Ameriky (Gupta, 2004).

Domestikace je unikéatni formou mutualismu, ktery se vyvinul mezi lidskymi popu-
lacemi a cilovou rostlinou. Domestikace neni kratkodoba udalost, ve kterém by rostlin-
ny nebo zivocisny druh byl nahle pfizptisoben pottebam ¢loveka. Spise se jedna o sou-
hrnny proces vyznacujici se zmé€nami na obou stranach mutualistického vztahu, tedy
lidské a rostlinnd populace se na sob¢ stavaji zavislymi v prubéhu €asu. To pifinasi silné
selektivni vyhody pro obé strany. Kromé& toho domestikac¢ni proces nenasleduje stale
stejnou vyvojovou linii, ale je diferencované formovana jednotlivymi biologickymi fak-
tory a faktory chovani dané¢ho druhu a kulturnim kontextem lidské spolecnosti. Zde je
velmi dulezity antropogenni faktor, tim je mySleno dlouhodobé lidské plisobeni a péce
orostlinu, kterym se domestikace 1i§i od ostatnich mutualistikych vztaht (Zeder
a kol., 2006).

Lidé¢ zvySovali genetickou kondici cilové populace zasahovanim do jejich zivotnich
cykld, ¢imZ je mnozili a rozSifovali jejich mista vyskytu oproti jejich planym predkim.
Avsak domestikace mohla zpoc€atku hrat jen malou roli v hospodateni lidské rasy, vétsi
Cast byla zajisténa lovenim a sbérem, které byly jakousi zdkladnou jejich Zivobyti a to-

lik nepodléhaly vlivu prostiedi jako péstovani plodin (Zeder a kol., 2006).

3.1.1 Domestikacni syndrom

Nejprve byl proces domestikace neuvédomély, teprve pozdéji lidé sbirali cilené
semena rostlin s nejvyhodnéjsimi vlastnostmi, ¢imz se postupné z planého druhu dosah-
lo produktivni kulturni plodiny. VSechny zmény, které se formovaly po mnohé genera-

ce, jsou souborné¢ nazyvany domestikacni syndrom. Miizeme sem zatadit znaky jako
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zvysSeni poctu semen, zmény velikosti a tvaru semen, zlepSeni fertility a kli¢ivosti, zkra-
ceni dormance, omezeni vypaddvani semen, zmény v dob& kveteni, zmény
v architektuie rostlin, eliminaci toxickych latek nebo inhibujicich, pigmenti semen
a mechanickych ochrannych organi jako chlupt nebo trnti. Genetické modifikace pla-
nych druhti dosahuji nékdy az takovych zmén, Ze ztratily pfirozenou schopnost rozmno-

Zovat se a tim jsou zcela zavislé na cloveku (Smykal, 2009).

3.1.2 Vyuziti ve Slechténi rostlin

vewr

a snahy o zvySovani vynosu a vykonu, coz se ptfevazné nese az do dnesni doby. Tento
silny selekéni tlak zuzuje genetickou diverzitu kultivovanych genovych zdroji nékte-
rych druhti (Jing a kol., 2010).

Pro mnoh¢ plodiny stéle jesté existuji plané formy, které predstavuji geneticky bliz-
ké modely. Ptedci a jejich domestikované formy mohou proto byt pfimo porovnavani
a experimentalné kiizeni, pficemz se nam dostava priblizeni molekularniho, vyvojového
a fyziologického vlivu vybéru béhem domestikace. Spole¢né tyto vlastnosti vytvari vy-
soce tvarny modelovy systém pro studium genomické a fenotypové evoluce béhem do-

mestikace (Olsen a Wendel, 2013).

3.1.3 Vyuziti v genomice

Metody jako mapovani kvantitativnich znakl a sekvenovani celych genomt identi-
fikovaly geny, které jsou spojeny s domestikaci a naslednou diverzifikaci plodin. Tyto
studie odkryvaji funkce gent, které jsou zapojeny v evoluci rostlin pod vlivem domesti-
kace, dale typy mutaci, paralelismus mutaci a také proteiny. Geneticka struktura a pfi-
rodni vybér domestikovanych druhii byly hlavnim cilem molekularni genetiky posled-
nich dvou dekad. Nejvétsi mnozstvi domestikacnich genli bylo nalezeno a izolovano
pomoci metod kandidatnich gend, quantitative trait locus (QTL), genome-wide associa-
tion studies (GWASs), mapovani, klonovani a posledni dobou i sekvenovani (Meyer

a Perugganan, 2013).
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3.2 Luskoviny

vvvvvv

v priméru 33 % pfijimaného dusiku z potravy, v rozvojovych zemich je to az 60 %.
Celkem luskoviny pokryvaji asi 115 milionti ha a obsahuji pfiblizn¢ 20 000 druhti. Lus-
koviny jsou casto pionyrskymi druhy zlepsujici tirodnost pidy. Luskoviny vytvaii sym-
bidzu s hlizkovymi bakteriemi rodu Rhizobium a s arbuskularnimi mykorhiznimi hou-
bami, které vazi vzdusny dusik a zaroven ziskavaji dostupny fosfat z pudy. Tyto vlast-
nosti hraji podstatnou roli v ekosystémech a rostlinné produkci, coz vede ke snaham
snizovat zavislost na komer¢nich hnojivech a snaze nahradit dovdzena proteinova krmi-

va za vyprodukované luskoviny (Gentzbittel a kol., 2015).

3.2.1 Domestikace luskovin

Luskoviny patii mezi prvni domestikované rostlinné druhy na svété. Jejich prvni
archeologické nalezy, pochazejici hlavné ze Syrie, jsou asi 10 000 let staré. Tyto pi-
vodné euroasijské rostliny se postupné rozsifily po celém svété (Miki¢, 2014). Tribus
Fabeae celedi bobovitych dvoudé€loznych rostlin zahrnuje celkem pét rodu Vicia L.
(216 druhd), Lathyrus L. (150 druhd), Lens Medik. (4-8 druht), Pisum L. (2 druhy
s n€kolika podruhy) a Vavilovia Al.Fed. (1-2 druhy). Vicia a Lathyrus jsou rozsiteny
velmi rozmanité, nalezneme je ve vychodnim Stfedozemi, Asii, severni Africe, Severni
a Jizni Americe. Vicia také kolonizovala Havaj a stiedni Atlantik jako souostrovi Ka-
narskych ostrovli, Madeira a Azory. Lens a Pisum jsou rozsiteny ve vychodnim Stfedo-
zemi a Vavilovia na zapad¢ asijskych hor (Schaefer a kol., 2012).

Bobovité rostliny maji nejvetsi pocet domestikovanych druhii. Neékteré druhy mohly
byt domestikovany pro krmivarské vyuziti, ale vétSina byla vyprodukovana za tcelem
vysokych vyzivovych hodnot semen. Ty tvoftily dilezitou slozku vyzivy prvnich civili-
zaci. Pravé u luskovin mliZe byt ocekavan projev modifikace typicky pro domestikacni
syndrom. Bobovité mohou byt excelentnim pfedmétem pro zkoumani paralelnich zmén

v morfologii, které jsou dany paralelnimi mutacemi genotypu (Weeden, 2007).
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Glycine soja
Lotus japonicus

Medicago sativa .
Lens orientalis
Cicer reticulatum
Pisum eliatus

M. truncatula

Phaseolus sp.

Arachis sp.

B[]

Obr. 1 Predpokladand centra pivodu dilezZitych luskovin
(Gentzbittel a kol. 2015)

Za domestika¢ni syndrom mizeme povazovat napiiklad kliceni rostlin, kdy luskovi-
ny rostouci volné v pfirod¢ potiebuji k vykliceni piekonat dormanci, kdezto kulturni
luskovinu staci vystavit spravné vlhkosti. Tyto zmény poukazuji na domestikaci zptiso-
benou lidskym faktorem. Nékteré druhy luskovin maji u semen vyvinutu vodéodolnou
vrstvu, kterd je impregnovana fenoly a suberinem. Tento jev se nazyva fyzickd dorman-

ce. (Smykal a kol., 2014).

3.2.2 Fylogeneze tribu Fabeae

Fylogeneticka studie podle Steeleho a Wojciechowského (2003) naznacuje, Ze
Fabeae je monofyleticka skupina sesterska k Trifolieae. Pfestoze odbér vzorki Fabeae
byl v této praci limitovan, data ukazuji, ze sekvence plastidové DNA nesouhlasi identi-
fika¢nimi morfologickymi znaky V tribu a ze rod vikev (Vicia) mtze byt parafyleticky.
Nejnovéjsi poznatky o fylogenezi bobovitych a jejich genetické diverzité se zvlastnim

zamétenim na zemédelsky vyuzitelné druhy se zabyva studie Smykala a kol. (2015).
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Vicia tetrasperma

——— Lathyrus

—— Vavilovia

——— Vicia (Faboid)

Vicia (Oroboid)

Vicia (Ervoid) a Lens
Vicia hirsuta

Trifolieae

Obr. 2 Schématické zndzornéni fylogenetickych vztahii tribu Fabeae
na zakladeé chloroplastovée DNA a jaderné kodovanych oblasti vnitiniho transkribovaného mezerniku
ribozomove DNA (ITS) Smykal a kol. (2011)

3.3 Hrach (Pisum sativum L.)

Hrach (Pisum sativum L.) patii do ¢eledi bobovitych a stejné jako soja, ocka, cizr-
na, vojtéska a fazol je dulezitou zemédélskou plodinou (Smykal a kol., 2012). Semena
hrachu jsou bohatym zdrojem proteinti a poskytuji obzvlasté pestry vyzivovy profil.
Semeno hrachu obsahuje skrob (18,6-54,1%), proteiny (15,8-32,1%), vlakninu (5,9-
12,7%), sacharozu (1,3-2,1%) a olej (0,6-5,5%). Semena téz obsahuji mineraly, vitami-
ny a mikronutrienty jako polyfenoly, saponiny, a-galaktosidazy a fytové kyseliny (Tay-
eh a kol., 2015). Diky tomu ma Siroké vyuziti napft. lidska potrava, krmivo pro zvifata,
pice, silaZ a zelené hnojeni. Stejné jako ostatni luskoviny tak i hrach fixuje vzdudny
dusik, coZ vede ke zlepSeni pidnich vlastnosti. TéZ mizZe byt hrach vyuzit jako mezi-

plodina, ktera snizuje potiebu pouziti pesticidi (Sindhu a kol., 2014).

3.3.1 Centra domestikace hrachu

Hrach je starobyla luskovina pochézejici z Blizkého vychodu a Stiedomofti, odkud
se dale &ifila na sever do oblasti dnesniho Ruska a zapadné pies starovéké Recko a Rim
logické nalezy hrachu datujeme 8000 pf. n. 1. Plané druhy Pisum sativum subsp. elatius
a subsp. sativum se piirozené vyskytuji v Evropé€, severozapadni Asii a V mirném pasu
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Afriky. Avsak P. fulvum pfirozené roste jen v oblastech Stiedniho vychodu a Pisum
abyssinicum zase jen v Etiopii a Jemenu (Konecna a kol., 2014).

Na nase uzemi se hrach dostal v jiz obdobi pravéku. V Ceské republice byla naleze-
na svraskla a kulatd semena hrachu z obdobi mladsi doby bronzové, coz je diikkazem
existence hrachu v nékolika morfologickych typech, nékteré byly urceny k vyloupavani

jiné ke sklizni za zelena (Kocar a Dreslerova, 2010).

3.3.2 Genomika hrachu

Genom hrachu je slozen ze sedmi part chromozomu (2n = 14). Jeho haploidni dél-
ka je odhadovana na 4,45 Gb (Dolezel a Greilhuber, 2010). Takto rozsahly genom je
prekazkou genomickému zkoumadni. Jelikoz je ¢eled’ bobovitych dulezitou skupinou
obzvlasté kvuli symbiotické fixaci vzdusného dusiku, byly hledany dal$i modelové rost-
liny z této Celedi. Jako vhodni kandidati byly shledany Stirovnik japonsky (Lotus japo-
nicus) a vojtéska (Medicago truncatula), kteti maji az 10x mensi genom neZ hrach
(Smykal, 2006).

Hrach sety se od druha P. fulvum a P. abyssinicum 1isi né€kolika chromozomovymi
ptestavbami. Ktizeni mezi druhy P. sativum a P. fulvum je do jisté miry omezené a mezi
druhy P. fulvum a P. abyssinicum skoro nemozné. Prestoze rod Pisum ¢ita jen 2-3 druhy
a je omezen Vv poctu definovanych taxond, ma obrovskou diverzitu v zavislosti na geo-
grafickém plivodu, taxonomické ptibuznosti a Slechtitelskych genovych zdrojich (Smy-
kal, 2011).

Genové banky po celém svété mohou nabidnout kolem 20 tisic polozek hrachu.
Plané druhy jsou oproti kulturnim zastoupeny v malé mife. V ceské narodni kolekci,
kterd patii k 10 nejvétSim svétovym sbirkam, nalezneme pies 2200 genotypl (Smykal,
2011).

Rozsahla velikost genomu a vysoké cetnost transpozonil nepochybné predstavuji
prekazku Kk pouziti genomickych nastroji u hrachu. Nedavné studie objevily nejriznéjsi
cenné genomické zdroje vyuzitim nejmodernéjSiho sekvenovani a genotypovych tech-
nologii. Tyto programy sméfuji k rychlému pokroku v cileném a u¢inném molekularnim
ktizeni vyuZzivajici bohatou diverzitu hrachovych genovych zdroji a jejich planych pii-
buznych druht. Veskeré snahy vedou k jedinému cili a to vyobrazit v§echny sekvence

genomu hrachu (Madoui a kol., 2015).
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3.3.3 Repetitivni sekvence v genomu hrachu

Genom hrachu obsahuje az 60 % repetitivni DNA. V nejpocetnéjsich koncentracich
se objevuji Ty3/gypsy retroelementy, v mensich koncentracich Ty1l/copia retroelementy
a poté jesté spousta dalSich, ale ty uz nedosahuji poctu tisici kopii, proto predstavuji
pouze minoritni ¢ast genomu. Genetickou variabilitu je mozné analyzovat pravé pomoci
retrotraspozontl. Jejich vyhodou je obrovsky pocet kopii v genomu a na rozdil od kla-
sickych transpozonti zlstava na ptivodnim misté na chromozomu. Lze je tedy vyuzit
jako skvélé molekularni markery (Smykal, 2006).

Komparativni analyza repetitivnich sekvenci P. sativum a Medicago truncatula
ukazala, ze oba druhy maji podobné repetitivni elementy i kdyz v jinych koncentracich.
Nasledné byly P. sativum a M. truncatula porovnany se sojou (Glycine max), se kterou
sdilely jen né€kolik repetitivnich sekvenci. Tyto satelitni sekvence na mitotickych chro-
mozomech poméhaji identifikovat jejich piibuzenské specifické hybridiza¢ni znaky,

které jsou cytogeneticky pfinosné pro mapovani chromozomu (Macas a kol., 2007).

3.3.4 Geny spojené s domestikaci hrachu

O genetické podstaté formovani lusku a embryogenezi hrachu neni dostatek pfistupnych
informaci. Je znama fada genu, které n¢jakym zptisobem reguluji tvar lusku, ale nejsou
identifikovany (Sinjushin, 2013). Nejmén¢ dva geny P a V piispivaji k formovani ligni-
fikované vrstvy na vnitini stran¢ zralého lusku. Mutace téchto gent zpiisobi tvorbu ne-
lignifikovaho lusku, coz ma dulezity vyznam pro Slechténi zeleninovych kultivard
s jedlymi lusky (Reid a Ross, 2011).

Geneticka kontrola pukavosti lusku je stfedem zdjmu jako nepukavost lusku pied-
stavujici jeden ze zakladnich pozadavka kulturnich luskovin. Kulturni hrach ma plod
(lusk) po dozrani odolny k pukani a rovnéz nese dalsi starobylé mutace, které jsou
uchovavany v genofondu od dob rané¢ho zeméd¢lstvi (Weeden a kol., 2002).

Ackoli nebyl hrach vystaven podrobnym analyzam genetickych zmén béhem do-
mestikace, mnoho znakt typicky modifikovanych jako domestikac¢ni syndrom bylo ana-
lyzovéno alespon ¢astecné a nejméné 11 lokusi bylo identifikovano. Lokus A ovliviiuje
dormaci semen a také jejich kvalitu (Tab. 1). Naptiklad oblast Dpol (P¥iloha 1) byla
identifikovana celkem brzy jako primarni faktor kontrolujici pukavost lusku. Doba kve-
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teni je kontrolovana alespon 6 lokusy, avSak ne vSechny byly dilezité¢ pro domestikaci.
Mnoho gent nebo QTL bylo identifikovano vlivem rostlinného habitu, velikosti semen

a kvality semen (Blixt, 1972).

Tab. 1 Vysledky genetickych studii znakii tvorici syndrom domestikaci hrachu
(Weeden, 2007)

Fenotyp planého Pocet identifikovanych | Symbol
Fenotyp kulturniho druhu
druhu lokusi lokusu
Pukavé lusky Nepukavé lusky 1 Dpo
Dormantni semena Nedormantni semena 1 A
Vysoky vzrist Nizky vzrast 1 Le
Vice bazalniho o Rms
Mén¢ bazalniho vétveni 1 (minimum) )
vétveni series
Mala semena Velka semena n¢kolik QLT
gpatné kvalita _ o R, A,
Dobra kvalita semen 4 (minimum)
semen Pl, Gty
Stimulace kveteni | Vykveteni nezalezi na délce A Sn, Hr,
dlouhym dnem dne Lf, E

Piiblizné 20 gent a QTL je odpovédnych za modifikace rostlinnych forem a funkci,
které provazely domestikace hrachu. Toto Cislo je srovnatelné s odhady poc¢tu genti po-
dilejicich se na domestikaci fazolu, kukufice a ryze (Li a kol., 2006).

Mnoho gent v hrachu je dobfe charakterizovano, je tedy mozné identifikovat pleiotrop-
ni efekt téchto gent. Je znamo, Ze substituce a za A u hrachu zlepsuje kvalitu semen
a redukuje dormanci semen. Ztrata Np pfispiva ke zvétSeni semen, ale zdroven snizuje
toleranci k zrnokaztim. Recesivni alela r zvySuje kvalitu semene (semena jsou sladsi),

ale objevuji se mala semena (Weeden, 2007).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

Byly pouzity dv¢ linie hrachu ziskané z John Innes Centre, Norwich Research Park,
Norwich, NR4 7UH, UK (proto zkratka JI). Linie JI64 (Pisum sativum ssp. elatius L.) je
plany hrach pivodem z Turecka, ma pukavé lusky a dormantni semena. Linii JI92 (Pi-
sum sativum ssp. sativum L.) fadime mezi kulturni hrach a to jako krajovou odrudu pu-
vodem z Afghanistanu, ma nepukavé lusky a nedormantni semena.

Dale bylo pracovano s ktizenci a jejich liniemi tzv. RILs, coZ jsou rekombinantni
imbredni linie. Dosud byla vypéstovana sedma generace JI92 x JI64 a reciprokého kii-
zeni J164 x J192, dohromady celkem 134 linii.

Obr. 3 Zraly lusk linie JI64 a JI92
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4.2 lzolace RNA

Pro experimentalni praci byla pouzita pletiva, kterd bezprostfedné souviseji
s pukavosti luskil (Svy luski). Predpoklada se, Zze geneticka podstata pukavosti luskl
souvisi s expresi zodpovédného genu (gent). Z téchto pletiv byla izolovana a analyzo-
vana MRNA (respektive cDNA ziskana z mRNA).

RNA byla izolovana ze $vii luski tii stadii (desetidenni lusk po odkveteni, patnacti-
denni a dvacetidenni), byl izolovan jak Sev bfi$ni (ventralni) tak hibetni (dorsalni), cel-
kem tedy od kazdého rodi¢e 6 vzorkt (ne u vSech se podafilo izolovat dostate¢né mnoz-
stvi RNA). Svy byly nafezany skalpelem na kousky o $ifce 1-2 mm a délce cca 1 cm,
hmotnost vzorku cca 100 mg. Po odebrani byly zamrazeny na -80 °C az do izolace
RNA. Izolace byla provadéna kitem NuceloSpin®RNA Plant firmy Macherey-Nagel,

Diiren, Némecko (viz manual).

Ventralni Sev

Dorsalni Sev

/

Zdroj: http://cz.clipartlogo.com/image/pea-pod-clip-
art_455689.html

Obr. 4 Dorsalni a ventralni Sev lusku

Manual:
1. Homogenizace rostlinného materialu (100 mg) v tekutém dusiku.
2. Po ptidani 350 pl Lysis Buffer RA1 se tekutina pfelije do zkumavky, v digestofi

ptikapnuto 3,5 ul B-merkaptoetanolu a promichdno pomoci vortexu.
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10.

Nésledné byla smés nanesena na kolonu NuceloSpin® Filter (fialova), poté cen-
trifugace 1 min. pfi 11 000 g. NuceloSpin® Filter separovan a odstranén a filtrat

transferovan pomoci pipety do nové zkumavky.

Poté bylo ptidano 350 pl ethanolu (70 %) a promichéano pipetou 5x nasatim a

Vypusténim.

Lyzat ptenesen na kolonu NuceloSpin® RNA Plant Column (modrd), poté cen-

trifugace 30 sekund pii 11 000 g.

Kolona byla pfemisténa do nové zkumavky a poté ptidano 350 ul Membrane

Desalting Buffer, dale centrifugace 1 min. pfi 11 000 g.

Ptidano 95 pl DNase reaction mixture. Poté inkubace 15 min. pii laboratorni tep-

loté.

Nésledné ptidano 200 pl promyvaciho pufru Buffer RAW?2, poté centrifugace 30
sekund pfi 11 000 g.

Kolona opét premisténa do nové zkumavky, nasledné naneseno 600 pl promyva-
ciho pufru Buffer RA3, poté centrifugace 30 sekund pii 11 000 g. Filtrat odstra-
nén a krok opakovan s 250 pl promyvaciho pufru Buffer RA3 a centrifugaci po
dobu 2 min. pii 11 000 g.

Kolona ptfemisténa do nové zkumavky NucelaseFree a promyta 40 ul RNase-

free H20. Nasledovala centrifugace 1 min. pfi 11 000 g.
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4.3 Reverzni transkripce RNA na cDNA

Prace s cDNA probiha z diivodu nizké stability RNA a rovnéz polymerdzova fetézo-

va reakce miize pracovat jen s DNA templaty.

RNA o vyhovujici koncentraci byla nasledné pfepsana na cDNA ve dvou krocich.

K reverzni transkripci byly vyuzity chemikalie od firmy Promega (Promega, Madison,

USA). Nejprve byla namichana reak¢éni smés dle Tab. 2, dale probéhla inkubace 5 min.

pti 70 °C, poté chlazeni 5 min. na ledu. Ve druhém kroku byla namichana druh4 reakéni

smés dle Tab. 3, ktera byla pfidana do premixu 1 a nasledn¢ inkubovana 60 min. pfi

42 °C.

Tab. 2 Slozeni reakcni smési (premix 1)

MnoZstvi na 1 reakci
Ultracista H20 9,5 ul
Primer (oligo dT) 0,5 ul
RNA vzorek (cca 100ng/pl) S5ul
celkem 15 pl

Tab. 3 Slozeni reakcni smési (premix 2)

MnoZstvi na 1 reakei
Ultracista H20 13 pl
RT-pufr 8 ul
dNTPs (12,5 mM) 2 ul
Ribonuclease inh (40U/pul) 1 pul
RT-polymerase (200U/ul) I ul
celkem 25 ul
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4.4 NavrZeni primeri pro kvantitativni Real-Time PCR

K navrzeni primerd byla pouzita plna verze software Oligo 7.0 (Molecular Biology

Insights, Colorado Springs, USA), ktera umoznuje identifikaci moznych dimert a du-

plexti v ramci jednoho i mezi pary primeru a jejich grafické znazornéni. Pfedlohou pro

navrh byly sekvence odpovidajici vybranym vysledkim MACE (Massive Analysis of

cDNA Ends) analyzy provedena firmou GenXpro (Frankfurt am Main, Némecko).

Jelikoz useky z paralelniho MACE sekvenovani byly pro navrzeni primera kratkeé,

jako matrice pro navrh poslouzily odpovidajici sekvence z databaze GenBank a piede-

v§im z nové zpiistupnéna databaze The Pea RNA-Seq gene atlas (INRA, Paris, Fran-

cie). Celkem bylo vybrano 20 kandidatnich gend. Tato prace se zabyvala tfemi z nich,

na které byly navrzeny pary primert amplifikujici usek o délce 100-130 part bazi.

Tab. 4 Primerové kombinace pro kandiddatni geny

primery poznamky
PsO2F: GCTGGATGGACCCAAGTA Produkt: 174 bp,
Tm=82,4°C
Kandidatni gen 3x 3'dimer AT,
1 Ps02R: CGAAGTGAGCCCTTTCTTA vnitini dimery
nizké
PsO9F: ATTATAAGAGAGGTGTCCGA
Produkt: 120 bp,
Kandidatni gen
Tm=61°C
2 PsO9R: GACAACATTTGGTGCAGA
Ps15F: CACCGTCATCTACTACCACA
Kandidatni gen Produkt: 132 bp,
3 Ps15R: CACCGACCAAAATTGTAATGGA Tm =65 °C
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4.5 Kvantitativni Real-Time PCR

Kvantitativni Real-Time PCR (QRT-PCR) ma schopnost kvantifikace templatové
DNA (respektive cDNA). Princip metody kvantitativni polymerazové fetézové reakce
v realném cCase je zalozen na emisi svétla fluorescenéniho barviva, vV nasem piipadé
SYBR Green, vaziciho se na dvouvlaknovou DNA, které je piimo umérna amplifikaci
templatové cDNA. Emitovana fluorescence SYBR Green, kterd nastavad po navazani na
dsDNA po kazdém cyklu PCR, je zaznamenavana v realném case, coz vede k detekci
mnozstvi dsSDNA po kazdém cyklu a vytvoreni amplifikacnich ktivek.

Vyssi koncentrace vstupni (templatové) cDNA do reakce oproti kontrole (referen¢ni
gen tzv. housekeeping gen, ktery je exprimovan v prubéhu ontogeneze piiblizné¢ kon-
stantn¢) znaci vys$i expresi pfislusného genu a naopak. Jako referencni gen byl pouzit
B-tubulin amplifikovany podle publikovanych specifickych primert (Die a kol., 2010).

Reakéni smés pro qRT-PCR byla namichana dle Tab. 5, byl pouzit komeréni kit
LC 480 SYBR Green I Master (Roche, Bazilej, Svycarsko). Reakéni smés byla rozpi-
petovana do Real-Time PCR desticky (Tab. 6). Kazdy vzorek byl nanasen ve tfech
opakovanich tzv. triplikatech. Nasledné byla desticka vlozena do termocykleru BioRad
C1000 s real-time systémem CFX96 (BioRad, Hercules, USA) a spustén PCR program
s naslednou analyzou HRM (High Resolution Melt). Schéma prubéhu PCR je znazorné-
no na Obr. 5.

Tab. 5 SloZeni reakcni smési pro Real-Time PCR

MnozZstvi na 1 reakci
Ultracista H20 1,4 ul
Primer F 0,8 ul
Primer R 0,8 ul
Sybr Master mix 5ul
DNA vzorek 2 ul
celkem 10 pl
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Tab. 6 Rozmisténi vzorkii a primerii na gRT-PCR desticce

Obr. 5 Schéma programu pro gRT-PCR na cycleru BioRad C1000

25

(P = primer)
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11_tub
JI64_V_Il.st | JI64_V_ll.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st | JI64_V_Ill.st |JI64_V_ll.st |JI64_V_Ill.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11_tub
JI64_V_Il.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st | JI64_V_Ill.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_Il.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11_tub
JI64_V_Il.st | JI64_V_ll.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st |JI64_V_Ill.st | JI64_V_ll.st |JI64_V_ll.st
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11_tub
JI92_V_Il.st | JI92_V_ll.st | JI92_V_IL.st | J192_V_Il.st | J192_V_ll.st |JI92_V_Il.st |JI92_V_Ilst |JI92_V_ll.st |JI92_V_ll.st | JI92_V_lL.st |JI92_V_Il.st
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11_tub
JI92_V_Il.st | JI92_V_ll.st | JI92_V_IL.st | J192_V_Il.st | J192_V_ll.st |JI92_V_Il.st |JI92_V_Il.st |JI92_V_ll.st |JI92_V_ll.st | JI92_V_lL.st |JI92_V_Il.st
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11_tub
JI92_V_Il.st | J192_V_ll.st | JI92_V_Il.st | J192_V_Il.st | J192_V_ll.st |JI92_V_Il.st |JI92_V_ILst |JI92_V_Il.st | JI92_V_ll.st | JI92_V_Il.st | JI92_V_Il.st
Protocol: Pavel 1.prcl
1 2 3 4 5
850 C 550 C
10:00 0:10
720 C
0:30 G
570 C 0
0:30 T
o}
" pd
3B x
1 95.0 C for 10:00
— 2 95.0 C for 0:10
3 57.0 C for 0:30
4 720 C for 0:30
+ Plate Read
— & GOTO 2 | 33 more times
6 MeltCurve 650 to 3950 C, increment 05 C
for 0:05 + Plate Read
END




5 VYSLEDKY

5.1 Vybér vzorkii RNA

Po izolaci RNA byla zméfena jeji koncentrace pomoci PicoDrop spektrofotometru
(Hinxton, Spojené kralovstvi). Byly vybrany pouze RNA s koncentraci nad 100 ng/ul
(Tab. 7).

Tab. 7 Hodnoty koncentraci RNA

(D = dorsalni sev, V = ventradlni sev)

" Jzorek Koncentrace
RNA ng/pl

43 | JI64 D I. stadium 179,9

44 | JI164 V |. stadium 669,6

45 | JI192 D I. stadium 190,5

46 | JI92 V I. stadium 179,6

47 | JI192 D 1. stadium 202,3

49 | JI64 D II. stadium 586,4

50 | JI64 V II. stadium 483,2

53 | JI64 D III. stadium 195,7

54 | J164 V I11. stadium 182,0

58 | JI92 V II. stadium 121,7
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5.2 Vysledky kvantitavni Real-Time PCR

Termocycler BioRad vygeneroval amplifikacni kiivky (Obr. 6) a hodnoty Ct, na
jejichz zaklad¢ byly vysledky qRT-PCR posuzovany.

Hodnota C: (cycle of treshold) nam udava pocet cykli, kdy intenzita fluorescence
dosahne prahu citlivosti (treshold). Cim je hodnota Ct nizsi, tim vice bylo templatové
cDNA ve vzorku a tim byla vyssi i exprese gent. Dale byly vypocteny hodnoty ACt,
jako rozdil hodnoty Ct zkoumaného genu a hodnoty C; referen¢niho genu. Hodnota ACt
respektive jeji prevracend hodnota byla nanaSena do grafu spolu s hodnotou 1, ktera

byla uréena pro referen¢ni gen B-tubulin.

Amplification

Treshold

Obr. 6 Vystup z Termocycleru BioRad C1000: Amplifikacni kiivky
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5.3 Exprese kandidatnich genii

Kandidatnigen 1

J164
JI92
Tubulin

Obr. 7 Grafické znazornéni vvhodnoceni exprese kandiddtniho genu 1
primerovd kombinace ¢. 2 (I = dorsalni Sev 1. stadia, 2 = ventrdlni Sev I. stadia, 3 = dorsalni Sev II.
stadia, 4 = ventrdlni Sev II. stadia, 5 = dorsdlni Sev IIL. stadia, 6 = ventrdini Sev III. stadia, 7 = dorsdlni

Sev L. stadia, 8 = ventralni Sev I. stadia, 9 = dorsalni sev II. stadia, 10 = ventralni Sev II. stadia)

Kandidatni gen 2

10

Jie4d
J192
Tubulin

-15

Obr. 8 Grafické zndzornéni vyhodnoceni exprese kandidatniho genu 2

primerova kombinace ¢ 9 (1 = dorsdlni Sev I. stadia, 2 = ventrdlni Sev I. stadia, 3 = dorsalni Sev II. sta-
dia, 4 = ventralni Sev II. stadia, 5 = dorsalni Sev III. stadia, 6 = dorsalni Sev I. stadia, 7 = ventralni Sev I.

stadia, 8 = dorsalni Sev II. stadia, 9 = ventralni Sev II. stadia)
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Kandidatni gen 3

%4'!!"!.‘l'l'lki§§un

Obr. 9 Grafické znazornéni vvhodnoceni exprese kandidatniho genu 3
primerova kombinace ¢. 15 (1 = dorsdlni Sev I stadia, 2 = ventrdlni Sev I. stadia, 3 = dorsdlni Sev II.
stadia, 4 = ventralni Sev II. stadia 5. = dorsalni Sev I. stadia, 6 = ventralni Sev I. stadia, 7 = dorsalni Sev

I stadia, 8 = ventralni Sev II. stadia)
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5.4 Ovéreni specifity primeri

Pomoci kiivek HRM (High Resolution Melt), které byly vygenerovany termocycle-
rem BioRad C1000 spole¢n¢ s amlifikaénimi kifivkami, bylo ovéfeno, zda se v qRT-
PCR netvorily nespecifické produkty. Kiivka HRM ukazuje zavislost teploty a intenzity
flourescence, kdy pii vysoké teploté¢ dochazi k rozvolnéni dsDNA a tim tedy klesa in-
tenzita flourescence. Jak je na Obr. 10 vidét vétsina kiivek HRM tvoii pouze jeden vr-
chol, coz je dokazuje tvorbu specifického produktu.

Po skonceni qRT-PCR byly vzorky z PCR desticky smichany s nanaSecim pufrem
a naneseny na agardzovy gel, po probéhnuti horizontalni elektroforézy, byly pod UV
zatenim vizualizovany vzorky ze vSech jamek PCR desticky (PFilohy 2, 3), ve vétsing

ptipadu byl téZ identifikovan jeden, tedy specificky produkt.

Melt Peak

-d(RFU)/dT

Temperature, Celgius

Obr. 10 Vysokorozlisovaci analyza kiivek tani (HMR)
vzorek ¢. 44 a 46, primery 1-10
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6 DISKUSE

Objasnéni genetické podstaty klicovych domestikac¢nich znakt zemédélskych plodin
vyuziti potencialu planych forem rostlin pro novoslechténi. Plané druhy ve svém geno-
mu nesou dilezité¢ geny rezistence, ale na druhé strané také pro Slechténi nezadouci
vlastnosti jako je vyS$i obsah antinutricnich latek, dormance semen nebo rozpadavost
plodi. V piipadé luskovin je jednim z nezddoucich znakt planych zastupci pukavost
dozralych luski.

Geneticka podstata ztraty pukavosti lusku béhem domestikace bobovitych byla re-
centn¢ objasnéna napiiklad u s6ji (Dong a kol., 2014). Zodpovédnym byl v tomto pii-
pad¢ identifikovan gen SHAT1-5 domény NAC transkripcnich faktord. Predpokladana
funkce tohoto genu je v ovlivnéni procesu sekundarniho tloustnuti bunééné stény.
V ptipad€ hrachu je u kulturnich forem pravdépodobny obdobny mechanismus ztraty
pukavosti lusku ovsem s odlisnou genetickou podstatou. Jiz diive byl znak pukavosti
lusku lokalizovan na LGIII v oblasti Dpo (Weeden, 2007; Bordat a kol., 2011), ale kon-
krétni gen nebyl dosud publikovan.

Tato prace se zabyvala testovanim genovych kandidati generovanych na zaklade
vysledkit MACE (Massive Analysis of cDNA Ends) analyzy. Metoda masivni analyzy
cDNA koncti byla v nedavné minulosti Gispé$né pouzita ke studiu genové exprese Zaja-
cem a kol. (2015), nebo Fondevillovou a kol. (2015). V ptipadé analyzy genové expre-
se hrachu byla pouZita mRNA z pletiv §vii luskli béhem dozravani. Srovnavany byly
genotypy plané (pukavé lusky), kulturni (nepukavé lusky) a dale RILs kiizencii obou
v F6, soubory s pukavymi a nepukavymi lusky. V 10 milionech ¢teni bylo u téchto sku-
pin identifikovano 7 tisic gend, z nichz 77 bylo v ramci pukavych/nepukavych genotypti
vyhodnoceno s miniméalnim rozdilem ve zméné, jejiz dekadicky logaritmus dvou je vét-
§i nez tii (fold change log2>3).

Pro tuto praci byli z této skupiny vybrani tfi kandidati. Testovani téchto kandidat-
nich gent bylo provedeno pomoci qRT-PCR. Jako templat byla pouzita cDNA
z genotypu J164 (plany hrach Pisum sativum ssp. elatius, lusky pukavé) a JI92 (afghan-
sky typ kulturniho hrachu P. sativum ssp. sativum, lusky nepukavé) ziskana prepisem

MRNA z pletiv $vii luskll v riiznych stadiich dozravani.
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Vyhodnoceni exprese kandidatnich gent bylo stanoveno dle metody AC: Jako
vnitini kontrola hodnoty exprese byl vyuzit referen¢ni gen pro B-tubulin (Die a kol.,
2010).

V ptipad¢ kandidatniho genu ¢. 1 miry exprese nejsou jednozna¢né mezi jednotli-
vymi vzorky. PfedevS§im u nepukavého kulturniho hrachu, kdy graf ukézal v nékterych
ptipadech silnou a v nékterych slabou expresi. Gen ¢ 1. byl tedy jako vhodny kandidat
zamitnut. U kandidatniho genu €. 2 byly prokazany jednoznacné vysledky. Na druhé
stran¢ genotyp s pukavymi lusky vykazoval niz8i expresi tohoto genu a genotyp
s nepukavymi lusky vy$si. V tomto piipad¢ ale nastava nesoulad s piedpokladem, ze
domestikované geny v plodiné byvaji obvykle exprimovany Vv niz§i mife nez identické
geny vplané rostliné. V analyze MACE k takto diferencované expresi doslo téz
Vv relativné malém poctu ptipadl. Naopak vétSina gend, které vykazovaly rozdilnou ex-
presi mezi pukavymi a nepukavymi genotypy, byla exprimovana ve vys§i mife u geno-
typt pukavych (73 oproti 4). Jako nejvhodnéjsi kandidatni gen zodpovédny za ztratu
pukavosti lusku se jevi gen ¢. 3 z divodu silnéjsi exprese V piipadé planého hrachu
a naopak slabsi exprese u hrachu kulturniho. Tento vysledek koresponduje s faktem, ze
homolog genového kandidata ¢. 3 byl na zakladé mapy SNPs u Medicago truncatula
(nejbliz§im piibuznym druhem k hrachu s tplné piectenym genomem) lokalizovan na
LG Il v misté u hrachu translokovaném na LG III a to ptiblizné v oblasti Dpo, tedy lo-
kusu, ktery je pro zodpovédnost za pukavost lusku u hrachu piedpokladan (Weeden,
2007; Bordat a kol., 2011).

7 ZAVER

Tato prace se zabyvala domestika¢nimi znaky rostlin. Konkrétné byla prace zaméie-
na na identifikaci genetické podstaty ztraty pukavosti lusku u hrachu.
Z vybranych tii genovych kandidatd byl pomoci qRT-PCR identifikovan jako nejvhod-
n¢&jsi kandidat ¢. 3. Pro potvrzeni tohoto ptedpokladu, je tfeba jesté provést nasledujici
kroky: sekvenovani odpovidajiciho useku DNA véetné promotorti u rodi¢ovskych geno-
typl a zjisténi rozdilt na urovni DNA, nésledné porovnani téchto vysledki s hodnoce-
nim fenotypu u RILs (pukavost/nepukavost lusku). V ptipadé shody se bude jednat

o silnou indicii, Ze dany kandidatni gen je zodpovédny za ztratu pukavosti lusku u do-

mestikovaného hrachu.
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12.1 Seznam priloh

Priloha 1
Priloha 2

Priloha 3

Genova mapa chromozomu Pisum satuvim L. (Bordat, 2011)
Vizualizace qRT-PCR pomoci elektroforézy na agarozovém gelu
(primery 1-10, vzorky ¢. 44, 46)

Vizualizace gRT-PCR pomoci elekroforézy na agarozovém gelu
(primery 11-20, vzorky ¢. 44, 46)
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