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Souhrn

Bakalarskéa prace se zabyva genetickou a transkriptomickou analyzou pukavosti lusku
hrachu (Pisum sativum). Konkrétné¢ se zaméfuje na gen kodujici lipoxygenazu a jeji roli
pfi pukani lusku.

V teoretické Casti se tato prace zabyva problematikou domestikace rostlin, tedy pfeménou
planych druhii rostlin do podoby kulturnich plodin, jak je dnes zndme. Poté se vénuje Celedi
bobovité vcetné hrachu. V dal$i Casti je popsdna anatomie a morfologie lusku hrachu.
U morfologie se zamé&fuje hlavné na sev lusku, ktery ovliviiuje miru pukavosti. Nakonec jsou
zminény molekuldrni dréhy zapojené Vv procesu pukani u modelového organismu husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana), obilnin a bobovitych rostlin.

Prakticka ¢éast obsahuje anatomii lusku planého (JI11794) a kulturniho (Cameor) hrachu
a popisuje rozdily mezi jejich strukturou. V dalsi ¢asti je popsana RNA seq transkriptomicka
analyza $vi izolovanych z pukavych a nepukavych genotypt, diky ¢emuz byly identifikovany
diferencidln¢ exprimované geny. Ze ziskanych dat byly vybrany kandidatni geny pro pukavost
lusku.

Nasleduje analyza genové exprese vybranych kandidatnich genti pro lipoxygendzu
a polyfenoloxidazu. Pficemz pro dalsi praci byl vybran pouze gen pro lipoxygenazu. Dale
se zabyva sekven¢ni analyzou DNA rodicovskych genotypi a hledanim polymorfizmu.
Ten poslouZi k porovnavani genotypl populace rekombinantnich linii (RIL) vzniklé kiizenim
rodi¢ovskych genotypti kulturniho (JI92) s planym (JI64) hrachem a fenotypu pukani.
V neposledni fad€ se vénuje mapovani genu pro lipoxygendzu s vyuZitim syntenie genomu
bobovitych rostlin. Vysledkem je genomova lokalizace genu pro lipoxygenazu. Tato prace

ukdzala vliv lipoxygenazy na proces pukani lusku.



Summary

This bachelor thesis is about genetic and transcriptomic analysis of the pea pod shattering
(Pisum sativum). The work is particulary focused on the gene encoding lipoxygenase and its
role during pod shattering.

Theoretical part describes the topic of plant domestication, the process
of the transformation from wild into cultivated plants as we know today. The next part is
devoted to legume family, including pea. The anatomy and morphology section of the pea pod,
Description of the pod suture, involved in process of the shattering. Lastly, the molecular
pathways of pod shattering in model organism Arabidopsis thaliana, cereals and legumes are
mentioned.

Experimental part consists of comparative pod anatomy of the wild (JI1794)
and cultivated (J192) pea and description of the differences between their structure. Next part
describes RNA seq transcriptomic analysis of pod sutures isolated from the shattering
and non-shattering genotypes. This was used for the identification of the differentially
expressed genes and for the selection of candidate genes for pod shattering. Among these,
genes encoding lipoxygenase and polyphenol oxidase. For the further work was chosen only
lipoxygenase gene. Based on the DNA polymorphism of the parental genotypes genetic
mapping was conducted one of the recombined imbreeding line population obtained by cross
of cultivated genotype (J192) with the wild genotype (J164). Last part is devoted to mapping
of the lipoxygenase gene using syntheny among the genomes of related legume species.
Altogether, this thesis shows the relationship between lipoxygenase gene and the pod shattering

in pea.
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1 Uvod

Zemédélstvi je v dnesni dobé zavislé na domestikovanych plodinach. Hrach i jiné kulturni
plodiny byly piivodné plané rostliny s mnoha pro ¢lovéka ne zcela vyhodnymi vlastnostmi.
Proto doslo pred piiblizné 12 tisici lety k procesu domestikace, diky ¢emuz doslo k postupné
pieméné planych rostlin v kulturni plodiny. Tento proces byl pravdépodobné zpocatku
neuvédomély, az pozdé€ji zac¢alo dochazet k vybéru semen rostlin s nejlep§imi vlastnostmi,
coz dalo vznik kulturnim plodinam tak, jak je zname dnes.

Diky domestikace doslo nejen u hrachu, ale i jinych luskovin k eliminaci pukavosti lusku.
Tento znak slouzi k co nejvetsi disperzi semen od matetské rostliny. U planych rostlin
tak dochazi nejen uplnému oddéleni chlopni lusku, ale i jejich spiralizaci. Tento jev vSak
zpusobuje v zemeédélstvi kazdoro¢ni ztraty urody. V prubéhu ¢asu tak doslo k prechodu planého
pukavého hrachu na nepukavy kulturni hrach. Lusky plan¢ho a kulturniho hrachu se lisi
V anatomické struktuie hibetnich $vi, které hraji roli v mife otevieni lusku. Lusk plané¢ho
hrachu obsahuje oproti kulturnimu lusku vétsi mnozstvi lignifikovanych bunék. Tento stav je
ovlivitovan fadou molekularnich drah podilejici se na lignifikaci, tenzi a usporadani bunck.
Urcitou roli v tomto procesu milZze mit i enzym lipoxygenaza.

Lipoxygendza je enzym fadici se k nehemovym dioxygendzam obsahujici Zelezo.
Jeho funkce je katalizace procesu oxygenace polynenasycenych mastnych kyselin obsahujici
(Z,2)-1,4-pentadienovy systém za vzniku hydroperoxidu nenasycenych mastnych kyselin.
Dtlezitou roli hraje pfi vzniku obrannych sloZek, jako jsou naptiklad jasmonaty, divinylethery,
listové aldehydy, které pomdhaji chranit rostliny pfed hmyzem a patogeny. Tento gen
pro lipoxygenazu je vysoce exprimovan ve Svech lusku planého hrachu, avSak ma-li

tato skute¢nost souvislost s pukanim, neni dosud zcela znama.



2 Cil prace

1)
2)

3)

Teoreticka ¢ast — literarni reSerSe na téma pukavosti/rozpadavosti, vyvoje lusku, klasu.
Prakticka ¢ast — kombinace postupti a znalosti botaniky (anatomie lusku, histochemie)
a molekuldrni genetiky, s vyuzitim rekombinantnich inbrednich linii (RIL) kiiZench
planého a kulturniho hrachu segregujici znak pukavosti lusku. Analyza genové exprese
gRT-PCR vybranych kandidatnich genti, sekven¢ni analyza genomové DNA
rodi¢ovskych genotypt.

Statistické vyhodnoceni, korelace mezi fenotypovym projevem a genetickymi daty.



3 Literarni prehled

3.1 Pocatky domestikace

Zacatek zeméedélstvi je klicovou udalosti v lidské historii a hraje hlavni roli v domestikaci
rostlin (Hradilova et al., 2017). Tento fenomén nastal v obdobi zvaném holocén piiblizné
pied 12 tisici lety, diky cemuz se péstovanim plodin staly z lovct sbéraci. Péstované plodiny
se tak staly hlavnim zdrojem potravy a v dne$ni dobé jsou podstatné pro nasSe pieziti
(Purugganan, 2019).

V disledku domestikace neboli zdomacnéni vznikaly fenotypové zmeény rostlin zpocatku
neuvédoméle. Velky vliv na tento jev méla i ptirodni selekce (Ross-lbarra et al., 2007). Teprve
pozd&ji dochazelo k cilenému sbéru semen zrostlin s nejvhodnéjsimi vlastnostmi,
coz zpisobilo béhem nékolika generaci postupnou pfeménu z planého druhu rostlin
na produktivni kulturni plodinu.

Na transformaci planych rostlin v kulturni Ize nahliZzet jako na zrychlenou evoluci,
reprezentujici ptizpisobovani péstovani a sklizeni lidmi doprovazeno genetickymi zménami
(Hradilova et al., 2017). Tyto zmény se tykaly napiiklad: zvySeni poltu semen, zmény
ve velikosti plodu, zlepSeni fertility a kliCivosti, ztraty dormance, neutralni fotoperiodizace
kveteni, omezeni Sifeni semen, zmény v dobé¢ kveteni, eliminaci, toxickych nebo inhibujicich
latek, pigmentu semen a mechanickych ochrannych organt jako chlupt ¢i trnti (Ross-lbarra
et al., 2007; Smykal, 2009b, Smykal et al., 2018).

Do dnesnich dob vsak dochazi u kulturnich druhti k neustalému vylepSovani vlastnosti
atvorbé novych odrid. Tomuto kondni se tika Slechténi. Pokrok ve Slechténi umoznila
schopnost planovat kombinovani geneticky podminénych znaki a selektovanim tak dosahnout
co nejvice vyhovujicich parametri. Podminkou téchto zmén je, ze musi byt stalé a geneticky
fixované. Stalost je totiz jednou ze zakladnich charakteristik novych odrid (Houba

et Dostalova, 2009a).

3.2 Domestikace bobovitych rostlin

Celed’ bobovitych (Fabaceae) zahrnuje jeden z nejvétsich poéti druhti domestikovanych
rostlin (Smykal et Mikic¢, 2009, Smykal et al., 2015). Je to tieti nejvetsi ¢eled” krytosemennych
rostlin, hned po ¢eledi vstavacovitych (Orchidaceae) a hvézdnicovitych (Asteraceae) (Smykal,
2015). Navzdory stézejni pozici bobovitych rostlin jakozto plodin obsahujici proteiny dtlezité

Vv lidském jidelnicku, je o jejich domestikaci malo znamo (Hradilova et al., 2017).

3



Fylogeneticky rGznorod¢é bobovité rostliny spolecné s obilninami byly jedny z nejstarSich
domestikovanych plodin v riznych geografickych oblastech, kde domestikace probihaly
nezavisle na sob¢ (Ogutcen et al., 2018).

Nalezeny byly luskoviny z doby pied 10. a 9. tisici lety pfed nas$im letopoétem,
coz naznacuje tomu, ze domestikace lusténin pfedchazela domestikaci obilovin (Smykal
et Mikic, 2009). Domestikacni centra se li§i v podminkach domestikace souvisejici s vysevnim
systémem plodin, zemépisnou lokaci a na potiebach lidi zijicich v danych oblastech. (Ogutcen
et al., 2018). Jednou z oblasti je Tell EI-Kerkh v Syrii, kde byly nalezy ¢ocky, vikve, cizrny
a hrachoru. Ostatni luskoviny byly domestikovany na jinych mistech. Naptiklad ke zdomacnéni
s6ji doslo v Cing, vigny zase v Africe. Domestikace fazole nastala ve Stfedni a Jizni Americe
(Smykal et Miki¢, 2009). Za ptvodni oblast, kde probihaly pocatky domestikace hrachu
se povazuje Stfedomoii, hlavné tedy blizky vychod. Dodnes se hrach volné vyskytuje v ¢astech
jizni Evropy, zapadni Asii. Nalézt jej mlZeme 1 v severni Africe (Smykal, 2011). Kromé
rozdilnosti lokalit, kde dochazelo k domestikaci, se muzZe tento jev lisit i rychlosti jeho pribéhu.
Mohlo také dojit v pribéhu casu k vicendsobnym ¢i paralelnim domestikacnim udalostem,
které ptispély fenotypové diverzité dnesnich plodin (Ogutcen et al., 2018).

Diky tomuto zdomacnéni doSlo ke zméné celkového vzhledu bobovitych rostlin,
coz se tyka napiiklad uceleného vzristu, tvorbé silnych méné vétvenych stonkt. Rostliny
se také staly fotoperiodicky neutralni, zlepsila se jejich velikost i kvalita semen a v neposledni

fadé se omezila jejich dormance.

3.3 Domestikace a pukavost

Podstatny vliv méla domestikace i na zabranéni samovolného Sifeni semen (Smykal,
pak i moznost adaptace jejich potomstva na rizné podminky. Semena se tak dostavaji dal
od matefské rostliny a jejich patogent, popifipadé Skudct. Zaruci se i mensi konkurence
mezi potomstvem. V podminkach zemédélstvi vSak tento fenomén zptisobuje ztratu znacné
Casti urody (Ogutcen et al., 2018; Tu et al., 2019). Ztraty se pak mohou i navysit obzvlasté
Vv obdobi suchého a horkého pocasi (coz je velmi bézna situace na Blizkém vychodg).
Za takovych podminek lusky planych rostlin vyschnou, chlopné se od sebe rozdéli a semena
se rozsypou (Zohary, 1989). Be¢hem domestikace se vSak podafilo eliminovat tento znak,
¢imz se plodiny staly zavislé na ¢lovéku, nebot’ semena musela byt dale rozptylena lidskou

silou (Meyer et Purugganan, 2013). K vyvoji nepukavosti doslo zcela ptirozené v disledku
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sklizn¢, kdy byli upifednostiiovani nepukavi mutanti, ktefi byli dale vyseti (Smykal et al., 2015).
Na pocatku zemédélstvi tak byla pravdépodobné lidmi kontrolovéna ptirozena disperze semen
pro zajisténi vétsi efektivity sklizn¢ (Meyer et Purugganan, 2013). V dnesni dobé muize
dochazet k navySeni ztrat, paklize uroda neni sklizena tradicnimi zpusoby, ale je pouzita
mechanicka moderni technika.

Zabranéni pukavosti je tedy zasadni pro vét$i vynos. Proto je zapotfebi porozumét
genetickému principu pukavosti u domestikovanych plodin. Timto tématem se zabyvali
botanici vice nez stoleti. Jednu z nejvyznamnéjSich studii o plodinach Zakon homolognich sérii
napsal N. I. Vavilov. Zde se zabyval nékolika sdilenymi znaky mezi obilninami a lu$téninami,
ptic¢emz jednim z nich byla i pukavost, kdy pozoroval podobnost mezi taxonomicky piibuznymi
druhy. Cim vétii je piibuznost mezi druhy, tim vétsi je vyskyt podobnych znak®i mezi nimi

(Ogutcen et al., 2018).

3.4 Hospodaisky vyznamné druhy ¢eledi bobovitych (Fabaceae)

Celed’ bobovité (Fabaceae) je tieti nejvétsi Geledi kvetoucich rostlin a je délena do ti
podceledi: Caesalpinioideae, Mimosoideae a Papilionoideae (Smykal et al., 2015). Dohromady
zahrnuji 800 rodd s vice nez 20000 druhy. Tato celed’ je rozSifena po celém svéte,
pficemz v tropech a subtropech lze najit spiSe dieviny a v mirnych pasech ptevladaji byliny
(Smykal et Miki¢, 2009; Novak, Skalicky 2012). Na Obrazku 1 je vidét fylogeneticky vztah
kmenu Fabeae v ramci ¢eledi Fabaceae. Tento kmen je povazovan za jeden z nejpokrocilejsich
a obsahuje pét rodu: Lathyrus L. (okolo 160 druhtt), Lens Mill. (4 druhy), Pisum L. (2-3 druhy),
Vicia L. (160200 druh) a monotypicky rod Vavilovia Fed. (Smykal et al., 2011).
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Obrazek 1: Fylogenetické postaveni kmene Fabeae v ramci Fabaceae (ptevzato z Ellis, 2011).



Celed’ bobovité je charakteristicka svou stavbou kvétu, ktery se sklada z korunniho listku
oznaceny jako pavéza (vexillum), dvou kiidel (allae) a ¢lunku (carina) vzniklého sristem dvou
listkt. Kvétenstvi je hroznovité. Listy jsou stiidavé, palistnaté a vétsinou slozené. Casto jsou
zakonCené uponkem (Chrtek, 2021). Typické pro tuto celed’ je plod nazyvany lusk,
podle kterého také ziskala sviij nazev luskoviny (Smykal et al., 2015). Rostliny jsou dulezité
I pro svou symbiozu kofent s nitrogennimi hlizkovymi bakteriemi rodu Rhizobium.

Tato cCeled hraje vyznamnou a nezastupitelnou roli v zemédélstvi. Pro naSe
sttedoevropské podminky jsou z hlediska péstovani nejrozsifenéjsi vikev, bob, s6ja, Cocka
¢i hrach, pticemz stiedem zajmu jsou piedevsim jejich semena.

Jednou z hospodarskych vyznamnych luskovin je bob sety (Vicia faba), bohuzel nyni jeho
péstovani znacné ustoupilo vzhledem k dovozu semen so6ji. Bob sety je jednoleta rostlina.
Lodyha je dlouha v rozmezi 50-170 cm. Lusky jsou 3-20 cm dlouh¢ obsahujici 3 az 8 semen.
Semena jsou hlavné vyuzita pro ptipravu krmnych smési pro zvitata (Houba et Hunady, 2009).
Velice zadanou luskovinou je soja lustinata (Glycine max. Merr.) kvili svému vysokému
obsahu bilkovin (36—40%) a oleje (22-28%). Je to samospras$na rostlina dorUstajici vysky
20 az 200 cm (Houba et Hybl, 2009). V neposledni fad¢ je zde ¢ocka jedla (Lens culinaris
Medic.), rovnéz jednoleta samosprasna rostlina. Je to po strance lidské vyzivy velmi oblibena
luskovina, nebot’ jeji semena obsahuji vyznamné mnozstvi bilkovin, sacharidd, vitamind,
fosforu, hotéiku, vapniku, zeleza, drasliku a selenu (Houba et Dostalova, 2009b).

Do této Celedi patfi i hrach sety (Pisum sativum). Hrach je jednoleta rostlina doristajici
az do vysky 1,8 m. Tento druh je diploidni (2n = 2x = 14) (Burnie et al., 2007; Hancock, 2012).
Listy se skladaji z 1-3 part vej¢itych az podlouhlych listkt a palisty jsou napadné velké. Kvéty
jsou bile nebo nartizovélé, nékdy se svétlejsimi ¢i tmavsimi purpurovymi zilkami a jsou velké
okolo 30 mm (Burnie et al., 2007; Chrtek, 2021). Z kvétnich ¢asti vznika plod, konkrétné tedy
lusk, jehoz ukolem je uzavirat jedno a vice semen a chranit je béhem zrani, poptipadé zajistit
i jejich nasledné rozsifeni. V obdobi zralosti se plody oteviraji a uvoliuji semena do okoli.
Proto se tyto plody oznacuji jako pukavé (Vinter, 2008). Krom¢ hrachu setého 1ze v§ak dodnes
najit i plan€ rostouci druhy, mezi néz patii napiiklad P. fulvum nebo poddruhy P. sativum subsp.
elatius a P. sativum subsp. humile (Smykal, 2009a). Rod Pisum fylogeneticky pochazi
z vychodni ¢asti sttedomotské oblasti, kde ma i nejvétsi genetickou diverzitu (Smykal et al.,
2017) a kde také pted 15-10 tisici lety prob&hla pravdépodobné jeho domestikace.

V soucasnosti je hrach vyznamnou kulturni plodinou (Burnie et al., 2007).



3.5 Pukavé plody

Pukavé plody jsou po dozrani suché a zpravidla obsahuji vice semen. Patii sem naptiklad
vyvojové prvotni plod méchyiek (folliculus), vyskytujici se u pryskyinikovitych
(Ranunculaceae) rostlin, ktery puka na misté sristu plodolistu. U brukvovitych (Brassicacea)
rostlin nalezneme plod zvany SeSule (siliqua), ktery vznika sristem dvou plodolistd. V piipadé
tobolky (capsula) vyskytujici se u mnoha roda krytosemennych rostlin, ktera vznika z nékolika
plodolistli, dochdzi k podélnému puknuti bud’ v mistech sriistu plodolisti anebo na hibeté
plodolistli. Tobolka se miize také otevirat i zuby, dérami, vickem nebo nepravidelnym
rozpadem. Dal§im plodem je lusk (legumen) typicky pro bobovité (Fabacea) rostliny, ktery je
jednoplodolistovy, pticemz dvé poloviny plodolistu se od sebe oddéluji a Sroubovité zkrucuji

(Cernohorsky, 1964).

3.5.1 Morfologie a anatomie lusku

Jak jiz bylo uvedeno v piedchozi kapitole, plod hrachu se nazyva lusk a vznika z jednoho
plodolistu, pfi¢emz poloviny plodolistu se nazyvaji chlopné a jsou spojeny dvéma $vy: bfisSnim
a hibetnim (viz Obr. 2 A, B) (Cernohorsky, 1964). Lusk ma tvar dlouhy, protahly a zplost&ly.
K pukani lusku ¢ili k rozdéleni dvou chlopni dochézi v mistech §vu (Murgia et al., 2017).

U dozravajiciho plodu Ize rozlisit tii vrstvy vnéjsi — exokarp, sttedni — mezokarp a vnitini
vrstva, ktera se nazyva endokarp. Nékdy miuze byt vSak jen pfitomny exokarp a endokarp.
U lusténin je exokarp slozen pouze z epidermis. Mezokarp obsahuje relativng tlusty parenchym
a u endokarpu lze najit sklerenchymatické pletivo (Fahn, 1990). V mist¢ mezokarpu $vu jsou
také umisténé cévni svazky, ze kterych se nasledné vyviji struktura nazyvana "bundle cap’
buriky. Dalsi soucasti Svu jsou ‘fibre cap’, které se nachazi mezi spoji dvou cévnich svazka
(Zhang et al., 2018). Zona dehiscence se nachazi jak u biisniho, tak hibetniho $vu. V bfisnim
Svu konéi u ‘fibre cap” bunék na rozhrani mezi ‘bundle cap” bunikami a mezokarpem
(viz Obr. 2 C, D) (Ogutcen et al., 2018).
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Obrazek 2: Struktura lusku u luskovin. (A) Prifez luskem, ve kterém jsou uzavieny semena.

(B) Priifez luskem, kde je semeno pfichyceno skrz placentu ke Svu. (C, D) ZvétSeny pohled

na prutez (pievzato a upraveno z Ogutcen, 2018).

Legenda: bc: "bundle cap’, dz: zéna dehiscence, fcc: “fibre cap cell .

PtestoZze jsou zékladni struktury u luSténin stejné, mizou se lisit tloustkou riznych pletiv
perikarpu. Dvé chlopn¢ lusku se po dozrani a vyschnuti obvykle sto¢i. Je to dano anizotropnim
smrsténim ztlu§télych bunéénych stén bun€k perikarpu. Tento znak je vysledkem rozdilné
orientace mikrofibril celulozy nachazejici se v bunééné sténé (Fahn, 1990).

Béhem pukani lusku dochazi k oddéleni dvou chlopni od sebe, diky kombinaci zmensené
adheze bunécnych stén v dehiscen¢ni zon€ a vznikajicimu pnuti ve vysychajicich buiikach
endokarpu a exokarpu lusku. Pti¢emz tento jev je u lusku kulturniho hrachu zna¢né omezen
(viz Obr. 3) (Hradilova et al., 2017).



Obrazek 3: Rozdily v pukavosti zralych luski (a) planého (P. elatius, JI64) a (b) kulturniho
hrachu (P. sativum, J192) (ptevzato z Hradilova et al., 2017).

Histologické analyzy ukazaly, ze lusky planych a kulturnich rostlin se 1isi zejména
stupném lignifikace bunék nachazejicich se ve Svech (Murgia et al., 2017). Regulace jejich
vyvoje, uspoiadani vrstev a jejich histologické vlastnosti (tloustka bunécné stény, lignifikace,
hydratace) by mohly byt kli¢ovymi faktory pro vytvoreni pozadovaného pnuti v lusku.

Rozdil mezi lusky planého a kulturniho hrachu je mimo jiné ve velikosti dorzalniho
utvaru nazyvaném “bundles caps’, ktery hraje roli v intenzité otevieni lusku (Hradilova et al.,
2017). U planych rostlin dosahuje sklerenchymatické "bundles caps” az k lignifikované
epidermalni desti¢ce (viz Obr. 4a), diky ¢emuz dochazi k plnému rozevieni lusku umoziujici

tak Sifeni semen, zatimco u kulturnich rostlin k tomuto nedochazi (viz Obr. 4b).



Obrazek 4: Dorzalni §vy lusku planého a kulturniho hrachu. (a) Prifez dorzalnim $vem
planého hrachu, barveno fluoroglucinolem. (b) Prifez dorzalnim $vem kulturniho hrachu,

barveno fluoroglucinolem (pievzato z Hradilova et al., 2017).

Legenda: BC — "bundle cap’; DZ — zéna dehiscence; C — cévni svazky, EN — endokarp, v¢etné

sklerenchymu; EP — epidermis; LP — lignifikovana epidermalni desticka; % — poutko.

3.6 Molekulirni podstata pukani

Mechanismus pukani ovliviiuje spousta genetickych faktort at’ uz velkého, nebo malého
ucinku. Prestoze byly objeveny a popsany transkripéni faktory kontrolujici pukavost
u husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) a nékterych obilnin, je znalost molekularni podstaty

pukani u lusténin dosud spise omezena (Ogutcen et al., 2018).

3.6.1 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.)

Pukavost byla studovana pfedevsim na modelu husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana)
patiici do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae), kde plodem je SeSule (Ferrandiz et al., 1999).

U husenic¢ku je pukavost kontrolovana slozitou siti obsahujici mnoho transkripénich
faktori (Ogutcen et al., 2018). Dva hlavni transkripéni faktory jsou MADS-box kodujici geny
SHATTEPROOF 1 (SHP1) a SHATTEPROOF 2 (SHP2). Ukazalo se, ze SHP1 a SHP2 ptisobi
na vrcholu genetické kaskady pti vyvoji zoény dehiscence lusku. Paralelné se SHP1 a SHP2
pusobi dva b-HLH transkripéni faktory INDEHISCENT (IND) a ALCATRAZ (ALC),
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kdy mutace v ALC vedou k nepukavym plodim (Dong et Wang, 2015). Transkrip¢ni faktory
SHP1 a SHP2 ovliviiuji IND a ALC tak, ze zvysi jejich expresi (Aguilar-Benitez et al., 2020).

Aktivity téchto transkripénich faktori jsou omezovany geny FRUITFULL (FUL)
v plodolistu a REPLUMLESS (RPL) v ramecku (Ogutcen et al., 2018). FUL negativné ovliviiuje
expresi SHP1 a SHP2. Tudiz kdyz je FUL potla¢eno, zvysi se tim exprese SHP1, SHP2 a tim
i IND. I u rostlin s mutaci v rpl se zvysila nepukavost diky expresi SHP1, SHP2 a IND
(viz Obr. 5) (Aguilar-Benitez et al., 2020).

Jak RPL, tak FUL jsou potfebné pro spravny vyvoj a funkci zony dehiscence i tim,
ze dojde k omezeni exprese SHP1 a SHP2 v okrajich chlopni plodolistu. NAC SECONDARY
WALL THICKENING PROMOTING FACTOR 1 (NST1) a SECONDARY WALL ASSOCIATED
NAC DOMAIN PROTEIN 1 (SND1) [znamé také jako NAC SECONDARY WALL
THICKENING PROMOTING FACTOR 3 (NST3)] jsou hlavnimi pfepinaci kontrolujici
sekundarni tloustnuti bunécné stény. Mutanti nstl ztratili schopnost pukat, kvili zabranéni
lignifikace v okrajich plodolistu. Z dat se usuzuje, ze SHP1 a SHP2 reguluje lignifikaci pravé
ovlivitovanim NST1.

Pukavost také ovliviiuji enzymy, které degraduji matrix bunétné stény, coz zpusobi
redukci adheze mezi bunkami. V z6né dehiscence lusku jsou exprimovany ARABIDOPSIS
DEHISCENCE ZONE POLYGALACTURONASE 1 (ADPG1) a ARABIDOPSIS DEHISCENCE
ZONE POLYGALACTURONASE 2 (ADPG2). Ty kéduji specifické endo-polygalaktukoronazy
(PG). Tyto geny jsou potfebné k rozruseni stfedni lamely a puknuti SeSule. Pro spravnou expresi
ADPG1 je zapotiebi IND. Exprese IND je také zodpovédna za mnozstvi auxinu v oKraji
plodolistu regulovanim vtoku auxinu do bun€k separaéni vrstvy. To se déje interakci IND
sgenem SPATULA (SPT), ktery podporuje lokalizaci PIN FORMED PROTEINS (PIN)
Vv plazmatické membrané bun€k okraje plodolistu. PIN FORMED PROTEINS 3 (PIN3)
zajiStuje spotfebu auxinu v okraji plodolistu, ¢imz tak pfipravi prostfedi potiebné
pro specificky bunéény vyvoj (Dong et Wang, 2015).

U husenicku se také vyskytuje homeoticky gen APETALA 2 (AP2), ktery fidi tfi podstatné
aspekty pfi ontogenezi kvétu. Jednd se o zalozeni kvétniho meristému, specifikaci kvétniho
organu a vV neposledni fad¢ casovou a prostorovou regulaci exprese dalsich homeotickych gent.
Béhem rané faze vyvoje kvétniho meristému se podili mimo jiné i dalsi tfi geny APETALA 7
(AP7), LEAFY (LFY), CAULIFLOWER (CAL) (Jofuku et al., 1994). AP2 koduje transkripéni
faktory patfici do rodiny APETALA 2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR (AP2/ERF). Tento

gen mimo jiné pisobi v misté zony dehiscence, kde je jeho exprese ovliviiovana genem FUL
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(Aguilar-Benitez et al., 2020). AP2 také negativné ovliviiuje nadmérny rast ramecku (replum)

a chlopné tak, ze v tomto misté reguluje genovou expresi (Ripoll et al., 2011).

FIL YAB3 AS1/2 BP

AP2

FUL — l F——RPL
SHP1

IND b—— ALC

NST1/3 ADPG1/2
Lignifikace Bunééna separace

Obrazek 5: Schematické zobrazeni genetické cesty pukani u husenicku (pfevzato

z Aguilar-Benitez, 2020)

3.6.2 Hospodai'sky vyznamné lipnicovité (Poaceae) rostliny — obilniny

Co se obilnin tyce, hovoiime o rozpadavosti klasu, pfi¢emz dochazi k oddéleni plodu,
semene — zrna od kvétni stopky matetské rostliny. K oddéleni semene od zbytku rostliny
nastava Vv oblasti specializovanych bunék, kterd se nazyva abscisni zona. Studie zabyvajici
se molekularnimi mechanizmy rozpadavosti kvétenstvi a wuvoliiovani zralych obilek
se zaméfovaly predevs§im na ryzi, pSenici a ¢irok (Ogutcen et al., 2018).

Jako jeden z hlavnich lokusi podilejici se na rozpadavosti laty u ryze (Oryza sativa L.)
byl zjistén SHATTEPROOF (SH4). Gen kodujici SH4 je transkripéni faktor s vazbou na MYB3
a hraje dulezitou roli pfi vytvareni abscisni vrstvy u ran¢ho stadia vyvoje kvétu (Li et al., 2006).
Jedina zména aminokyseliny v DNA vazajici doméné je tizce spojend s redukci volného
vypadavani semen u domestikované ryze (Dong et Wang, 2015).

U psenice (Triticum aestivum L.) Ize najit lokus Q kodujici transkripéni faktor podobny
genu AP2 u husenicku. Geny typu AP2 se tcastni riznych vyvojovych procesti zejména
u kultivované psenice, nebot’ udava charakter rozpadavosti klasu. Ovlivije i fadu dalSich

vlastnosti souvisejicich s domestikaci jako je naptiklad tvar klasu, doba kveteni, vyska rostliny
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(Zhang et al., 2011). Rozpadavost laty ¢iroku (Sorghum bicolor (L.) Moench) je fizen jedinym
genem SH1, ktery koduje transkripéni faktor YABBY (Dong et Wang, 2015). U ryze a kukufice
byly nalezeny ortology k tomuto genu (Ogutcen et al., 2018).

3.6.3 Bobovité (Fabaceae) rostliny

Genetické analyzy zabyvajici se pukavosti lusku, byly provedeny u riznych druhi
luskovin jako je napiiklad vigna, soja, fazol, hrach, cocka (Ogutcen et al., 2018).

U vigny (Vigna unguiculata L.) byly identifikovany dva geny podilejici
se na biosyntetické draze syntézy celulézu a hemiceluldzy spojené s pukanim lusku. Syntéza
celulozy je spojovana s genem CELLULOSE SYNTHASE A (CESATY) nachazejici se na vazebné
skupiné |. Syntéza hemicelulézy zase souvisi s genem MYB83 nachazejici se na vazebné
skupiné VII. Z histologickych a chemickych analyz byla zjisténa korelace mezi pukanim lusku
a obsahem ligninu ve chlopnich lusku. Podle genetickych analyz byl zjistén i hlavni lokus
pro pukani, nachazejici se na vazebné skupiné V (Aguilar-Benitez et al., 2020).

Co se tyce lignifikace u soji (Glycine max), byly identifikovany dva hlavni geny. Prvnim
znich je WRKY12, ktery koduje transkripéni faktor. Tento transkripéni faktor byl nalezen
u ¢iroku, tolice (Medicago truncatula) a husenicku, kde se ucastni syntézy ligninu. Druhy gen
PDH1 koduje protein, ktery hraje roli pti kompozici ligninu v bunécné sténé (viz Obr. 6).
Gen PDH1 neni homologni k ostatnim geniim popsanych u huseni¢ku (Aguilar-Benitez et al.,
2020). Tento gen je vysoce exprimovan ve vnitini sklerenchymatické vrstvé lusku, ktera je
bohata na lignin. Pusobi ve fazi zahajeni ukladani ligninu. PDH1 tedy podporuje pukavost lusku
tak, Ze zvysi pnuti vysychajicich bunéénych stén bunek lusku (Funatsuki et al., 2014). U sdji je
také s pukavosti spojovan gen Glycine max SHATTERPROOF 1-5 (GmSHATL1-5),
ktery ve velkém mnoZstvi exprimovan v bunikach bfiSniho Svu. ZvySeni exprese tohoto genu
muize vést k tloustnuti bunéénych stén a ptispét tak k nepukavosti (Kang et al., 2020).

Pomoci celogenomového mapovani byl nedavno zjistén gen NAC SECONDARY WALL
THICKENING PROMOTING FACTOR 1A (NST1A) (Glyma07G050600),
ktery se pravdépodobné rovnéz ucastni pukani. NST1A koduje transkripéni faktor patiici
do NAC rodiny a je paralogem genu SHAT1-5 u s6ji. Jinym kandidatnim genem asociovany
S pukavosti je Glyma09g06290. Tento je podobny geniim kodujici transkripéni faktory IND
a ALC u husenicku a koéduje helix-loop-helix protein. Tento gen je vysoce exprimovan

ve vyvijejicich se luscich (Parker et al., 2021).
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Obrazek 6: Pasobeni molekularnich drah na buriky $vu séji lustinaté (Glycine max) (a) lusk
soOji lustinaté, (b) prifez biisnim Svem lusku s6ji, (C) detailni zobrazeni ¢asti Svu (pfevzato

z Dong et Wang, 2015).

U fazolu (Phaseolus vulgaris L.) byl nalezen gen INDEHISCENT (PVIND), ktery je
orthologem genu IND u huseni¢ku. U fazolu bylo také zjisténo, ze velky vliv na pukavost
a s tim i spojenou ztratu vlaken nachazejicich se v bunécné sténé ma lokus Stringless (St).
Tento lokus se nachazi ve vazebné skupiné Pv02 (Parker et al., 2022). Diky mapovani
se zjistilo, ze Vv této oblasti se nachazi i PVIND, proto se pifedpokladalo, Ze by mohl hrat urcitou
roli pfi pukdni. Nicmén€ nebyl nalezen zddny polymorfizmus PVIND, ktery by mél spojitost
s fenotypem pukavosti lusku (Ogutcen et al., 2018).

U hrachu (Pisum sativum) je znamo n¢kolik lokust regulujici jeho pukavost luskt. Hlavni
je lokus Dpol, ktery je lokalizovany na chromosomu 5 (vazebné skuping, LG Il1) hrachu
(Weeden, 2002). Dpol je spojen s omezenim schopnosti spiralizace chlopni lusku. Kromé Dpol
je zde i vyskyt Dpoll, ktery je lokalizovan na chromosomu 7 (LG VII). Dpoll je zodpovédny
za post-domestikacni redukci pukani. V neposledni fad¢ je zde lokus Gp (Green pod), ktery byl
vyuzit i v praci Gregora Mendla. Gp ma velky efekt na pukani a je epistaticky vici lokusu Dpol.
Gp takeé specificky ovliviluje vyvoj plastidit v mezokarpu lusku, ov§em vliv tohoto na pukani
lusku neni zcela jasny (Parker et al., 2021).

Béhem domestikace ¢ocky (Lens culinaris) byl selektovany lokus Pi jakozto prvotni
regulator pukavosti. Recesivni mutace potvrdila resistenci k pukani. Tento lokus je lokalizovan
vLG IV genomu cocky a je povazovan za syntenickou oblast k Dpol lokusu hrachu.

To naznacuje, ze homologni geny by mohly byt odpovédny za znak pukani (Parker et al., 2021).
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro anatomickou analyzu byly pouzity Svy luski ze dvou kulturnich (Cameor, J192)
a dvou planych (JI1794, JI261) genotypt hrachu. Kvéty jak kulturnich, tak planych genotypi
byly oznaceny v den otevieni a poté sklizeny v odpovidajicich casovych intervalech: DAP (days
after pollination) 13 a DAP 17.

Pro analyzu genové exprese ve §vech lusku byly pouzity dva kulturni genotypy hrachu
(Pisum sativum, JI92, Cameor) a dva genotypy planého hrachu (Pisum elatius, J11794, JI261).
Pouzité byly i rekombinantni inbredni linie vzniklé recipro¢nim kiizenim kulturniho genotypu
JI92 a planého genotypu JI64. Francouzska odrida Cameor byla ziskana z INTRA, Dijon,
Francie. Genotypy JI192, JI1794 a JI261 byly poskytnuty z genové banky John Innes Centrum,
Norwich, Velka Britanie. Lusky byly sklizeny z rostlin péstovanych v 5 L kvétinadich
se substratovym mixem raselina-pisek (90:10) (Florcom Profi, BB Com Ltd., Letohrad, Ceska
republika) a kazdy tyden podstoupily fertilizaci (Kristalon Plod a Kvét, Agro Ltd., Rikov, Ceska
republika). Rostliny byly péstovany ve skleniku (leden—kvéten 2020, 2021) o denni teploté
35 az 20 °C a nocni teplote 18 az12 °C. Péstovani bylo doplnéno svétlem (Sylvania Grolux 600
W, Hortilux Schreder, Nizozemsko).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

Agarodza (Bioline Kat. ¢. BIO-41025);

Cryo-gel 12/case (Leica, kat. ¢. 39475237);

DNase I, RNase-free (Thermo Scientific, kat. ¢. EN0521);
Ethanol (VWR Chemicals, kat. ¢. 67-17-5);

Fenol (Sigma, kat. ¢. 108-95-2);

Glycerol (Tamda, kat. ¢. 13102004);

Chloroform (Lachner, kat. ¢. 67-66-3);

Isoamylalkohol (Roth, kat. ¢. 123-51-3);
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Kyselina octova (Tamda, kat. ¢. 01022010);

Mbol (10 U-ul?, Thermo Scientific, kat. &. ER0811);

Pvul (10 U-ul, Thermo Scientific, kat. ¢. ER0621);

RiboSafe RNAase Inhibitor (Bioline, kat. ¢. BIO-65027);

Taq DNA polymeraza (5 U-ul?, MyTagq, Bioline, kat. ¢. BIO-21105);

Barvivo (Bluelight DNA, EZ-Vision, kat. ¢. 1B1680-0.5ML);

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (0,5 pg-pl, Thermo Scientific, kat. ¢.SM0241);
Kyselina chlorovodikova (Penta, kat. ¢. 017-002-01-X);

Tag pufr (5%, MyTaq Red, Bioline, kat. ¢. 37112)

4.2.2 Pouzité soupravy

PureLink® Plant RNA Reagent (Thermo Scientific, kat. ¢. 12322-012);

SensiMix™ SYBR® Low-ROX Kit (Bioline, kat. &. QT625-05);

SentiFAST™ ¢DNA synthesis kit (Meridian, kat. ¢. BIO-65054)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

10x TBE pufr (Na 1 litr 5,40 g TRIS baze; 2,75 g kyseliny borité; 2 ml 0,5 mol-1"t EDTA o pH
8,0; Sigma Aldrich, CR);

Fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1);
HCl:Fluoroglucinol: Smichat 18% kyselinu chlorovodikovou s 1% fluoroglucinolem,;

Roztok 75% glycerolu s destilovanou vodou a 10% kyselinou sirovou

4.3 Seznam pouZzitych pristroje a zarizeni
4.3.1 Pristroje a zarizeni
Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf);

Elektroforéza (EasyCast B1, Thermo Scientific);
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Flowbox (PV — 100, TelSTAR);
Inkubator (Melag, P-LAB a.s.);

Lednice (No frost, Liebherr);

Nanodrop (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific);
Real-time systém (CFX Connect, Bio-Rad);

Stolni centrifuga (Mini Star, VWR);

Svételny mikroskop BX60 (Olymplus);

TIRATEST 27 025 (TIRA GmbH, Schalkau, Germany);
Termocykler (Mastercycler Pro S, Eppendorf);

Termocykler (PTC 200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research);
Ttepacka (MS 3 basic, IKA);

Ultramikrotom CM 1950 (Leica);

UV transiluminator (FireReader Platinum HD7, Uvitec Cambridge);
Vaha 572 (Kern);

Vyrobnik ledu (Ice flaker, Brema IceMacers);

Zdroj stejnosmérného napéti (Minis-300, MS Major Science)

4.3.2 Programy

Microsoft Excel 2016 (Microsoft);

Program CFX Maestro (verze 4.1.2433.1219., Bio-rad);
Program Geneious (verze 7.1.9, Biomatters);

Program FastPCR (verze 6.8.04, PrimerDigital);
Program FireReader V4;

Program Primer3 (verze 0.4.0.);

Software QuickPHOTO CAMERA (verze 3.0, Promicra)
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4.4 Pouzité experimentilni a vyhodnocovaci postupy

441 Anatomicka analyza luska hrachu na kryomikrotomu

Pro anatomickou analyzu $vu luski bylo potieba pfipravit si fezy. Byly pouzity vy dvou

genotypii: kulturniho hrachu odrady Cameor a plané¢ho hrachu J11794.

1. Vypreparovat pomoci skalpelu pfiblizn€¢ 1 mm ¢ast dorzalniho §vu a vlozit ho do piedem
ptipraveného kryogelu na hlinikovém disku.
2. Po ztuhnuti gelu vlozit preparat do kryomikrotomu a pii¢né krajet 20um fezy.

3. Rezy pokladat na podlozni skli¢ko.

4.4.2 Barveni Fezu pomoci fluoroglucinolu

K vizualizaci bun€k obsahujicich lignin bylo pfipraveno barvivo fluoroglucinol,

kterym byly pfipravené fezy barveny.

1. Pfipravit HCI:Fluoroglucinol: 18% kyselinu chlorovodikovou pfidat k 1%
fluoroglucinolu a promichat.

2. Namichat 75% glycerol s destilovanou vodou a 10% kyselinou sirovou.

3. Rezy na podloznim skli¢ku zakapnout fluoroglucinolem a nechat minutu pusobit,
poté opatrné smyt destilovanou vodou.

4. Naftezy nakapat roztok glycerolu a kyseliny sirové a nechat minutu ptisobit, poté opatrné
promyt destilovanou vodou.

5. Takto nabarvené fezy prekryt krycim sklickem.

4.4.3 lzolace RNA

Pro izolaci byly pouzity Svy lusku dvou kulturnich genotypi (JI92, Cameoru) a dvou
planych genotypti (JI1794, J1261). Svy luskii viech étyf genotypii byly stadia 13 a 17 DAP

(days after pollination).

1. Dat do mikrozkumavky 0,5 ml PureLink® Plant RNA Reagent a cca 0,1 g zmrazeného
homogenizovaného rostlinného materialu.
2. Kratce zvortexovat a nechat inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté. Mikrozkumavky

horizontalné polozit, aby byl povrch smési co nejvetsi.
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Centrifugovat 2 minuty pfi 12000 rpm, nasledné¢ pienést supernatant do Cisté
mikrozkumavky.

Ptidat 0,1 ml 5M NacCl a promichat.

K promichané smési pridat 0,3 ml chloroformu, také pofadn¢ promichat.

Centrifugovat pti 12000 rpm po dobu 10 minut pii 4 °C, poté piepipetovat vodni fazi
do ¢isté mikrozkumavky.

Pridat isopropyl alkohol o stejném mnozstvi jako je vodni faze a nechat stat 10 minut
pii pokojové teploté.

Centrifugovat pii 12000 rpm po dobu 10 minut pii 4°C.

Opatrné slit supernatant a ke vzniklému peletu poté pridat 1 ml 75% ethanolu.

10. Centrifugovat 1 minutu pfi 12000 rpm pii pokojové teploté.

11. Supernatant opatrné vylit a zbylou tekutinu odstranit pipetou.

12. Piidat k peletu 40 ul RNA-free vodu a resuspenzovat RNA.
13. Uchovavat pti —70 °C.

444

Odstranéni zbytku genomické DNA

Pied ptepisem RNA do ¢cDNA bylo zapotiebi odstranit vS§echny zbytky DNA, které by

mohly vytvotit béhem nésledné PCR amplifikaci nespecifické produkty.

Nechat rozmrazit vzorky, po celou dobu pracovat na ledu.

Ke 40 pl vzorku ptidat 4 pl 10x Baseline-Zero DNase Reaction pufru, 4 ul Baseline-
Zero DNase, 1 pl ribonukleazového inhibitoru a nechat inkubovat pti 37 °C po dobu
20 minut.

Doplnit kazdy vzorek vodou do 200 pl.

Ptidat 200 pl fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1) a zvortexovat.

Nechat rozdé€lit na dvé faze a poté znovu promichat zvortexovanim a okamzité
centrifugovat pii 13000 rpm po dobu 10 minut pii 4 °C.

Prepipetovat supernatant do nové mikrozkumavky a pfidat 300 pl
chloroform:isoamylalkohol (24:1), promichat vortexovanim a centrifugovat 5 minut
pti 13000 rpm.

Ptepipetovat supernatant do Cisté mikrozkumavky a piidat 20 ul 1M kyseliny octové
a 550 pl 96% ethanolu, nechat inkubovat ptes noc pii —80 °C.

Centrifugovat 30 minut pfi 13000 rpm pii 4 °C.
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9. Vylit supernatant a pfidat 500 pl 70% ethanol, centrifugovat pii 13000 rpm po dobu
5 minut pfi 4 °C.

10. Slit opatrné supernatant a pridat 96% ethanol, centrifugovat pti 13000 rpm po dobu
5 minut pti 4 °C.

11. Opatrné vylit supernatant a centrifugovat 1 minutu, odstranit veskerou tekutinu a poté

ptidat 30 ul vody.

445 Spektrofotometrické stanoveni kvality a koncentrace RNA

Pfed samotnym piepisem RNA do cDNA bylo potieba proméfit koncentraci a Cistotu

vyizolované RNA pomoci NanoDropu.

Stanovit koncentraci a Cistotu vyizolované RNA pomoci spektrofotometru NanoDrop.
Nejprve nanést 2 pl vody (blank), utfit buni¢inou a poté nanést 2 ul vzorku.

Mezi kazdym vzorkem otfit snimac.

P L np e

Absorbanci pfemétit na NanoDropu pii 260 nm a 280 nm.

4.4.6 Prepis RNA docDNA

Ptepis RNA do cDNA byl proveden za pomoci dvoukrokové reverzni transkripce.

1. Natedit vzorky tak, aby kazdy z nich mé&l koncentraci 1 pg-ul?, poté piidat 4 pl
5% TransAmp pufru, 1 pl reverzni transkriptazy, doplnit RNA-free vodou do 20 pl
a pipetovanim promichat.
2. Vlozit mikrozkumavky do ptednastaveného cykleru:
e 25°C: 10 minut
e 42 °C: 15 minut
e 48°C: 15 minut
e 85°C: 5 minut

e 4 °C: chlazeni
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4.4.7 Kvantitativni real-time polymerazova retézova reakce (QRT-PCR)

V dal$im kroku byla provedena gRT-PCR, kterou se zjistuje mnozstvi amplikonu
Vv realném case. K tomu je zapotiebi i referencni gen, pfiCemz pro tento ucel byl pouzit gen
pro protein fosfatdzu 2. qRT-PCR reakci se stanovovala exprese genli pro lipoxygenazu

a polyfenoloxidazu.

1. Navrzené primery suspendovat v daném objemu vody na koncentraci 100 pmol-pl™
a nasledné natedit 10x.

2. Ptipravit do 1,5ml mikrozkumavky reakéni smés (pro jeden vzorek napipetovat: 10 pl
SYBR, 3,6 ul destilované vody, 1,2 ul forward primeru a 1,2 pl reverse primeru)

3. Reakéni smés rozpipetovat do 96jamkové PCR desky a piidat 4 ul vzorku cDNA.

4. Desku vlozit do termocykleru a nastavit program (viz Tabulka 2).

Tabulka 1: Pouzité primery.

: Forward/Reverse
Primer : Sekvence (5" - 3")
primer

F CCACATTACCTGTATCGGATGACA
Protein fosfataza 2

R GAGCCCAGAACAGGAGCTAACA

F TGGAGATGTCTGCACCAAAG
Lipoxygendza

R AAGGTAAGGGGACGCAGAAT

F GGTGATTGGACCAGGGAATACTGAGTT
Polyfenol oxidaza

R TGACAAGTCCTTTCCCACATCTTGGTA

Tabulka 2: Teplotni program pro qRT-PCR.

Priibéh Teplota [°C] Pocet cyklu Cas [s]
Pocatecni denaturace 95 1 600
Denaturace 95 15
Nasednuti primeru 60 39 15
Elongace 72 20

21



4.4.8 PCR amplifikace LOX genii v rodi¢ovskych genotypech J164 a J192

Pfed osekvenovanim vybraného genu je nejdiive potfeba provést jeho amplifikaci
v rodicovskych genotypech JI64 a J192 pomoci PCR reakce. Pro tuto reakci byly pouzity

navrzené primery V programu FastPCR.

1. Ptipravit reakéni smés (pro jeden vzorek napipetovat: 3 pl 5x pufr, 9,23 ul destilované
vody, 0,7 ul mixu forward a reverse primerd, 0,07 ul Taq polymerazy).
2. K reak¢ni smési ptidat 2 ul vzorku a opatrné promichat pipetovanim.

3. Poté smés vlozit do termocykleru s nastavenym programem (viz Tabulka 4).

Tabulka 3: Navrzené primery pro lipoxygenazu.

: Forward/Reverse
Primer : Sekvence (5" -3")
primer
F GACCAAAAGCTACGTTGGCTC
Lipoxygenaza
R GGTCCTGTAAAGAGCGTTCACTT

Tabulka 4: Teplotni program pro PCR amplifikaci.

Priibéh Teplota [°C] Pocet cyklu Cas [min]
Pocatecni denaturace 95 1 5
Denaturace 95 0,5
Nasednuti primeru 55 35 0,5
Elongace 72 2
Finalni elongace 72 1 8
Udrzovani 15 - -

449 Horizontalni gelova elektroforéza

Pro ovéfeni spravného pribéhu PCR amplifikace byla provedena horizontalni gelova

elektroforéza.

1. Propftipravu 1,5% agar6zového gelu navazit 0,9 g agaru a ptidat jej do 60 ml TBE pufru.
2. Smés za obcCasného zamichani zahtivat do Uplného rozpusténi agaru a poté nechat

zchladnout.
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. Do zchladlé smési piidat nanéseci pufr a promichat.

. Nalit smés do ptedem ptipravené elektroforetické vany, vlozit hiebinky a nechat
ztuhnout.

. Po ztuhnuti gelu vyjmout hiebinek, vanicku vlozit do elektroforetické komiirky, kterou
nasledné naplnit TBE pufrem, tak aby gel byl pfevrstven cca 5 mm pufru.

. Napipetovat do jamek 5 ul vzorku PCR produktu. Do prvni jamky piijde 2 pl standardu
molekulové vahy.

. Zapojit zdroj stejnomérného elektrického proudu. Zdroj nastavit na 100 V.

. Po rozdéleni vzorkl vypnout zdroj a gel vlozit do UV transluminatoru.

4.4.10 Sekvenovani DNA

Vzorky po PCR amplifikaci byly zbaveny zbytkovych primerd pomoci 10 jednotek

Exonukleazy I a 10 jednotek Termosensitivni alkalické fosfatazy v cykleru po dobu 15 min

pti 37 °C, nasledované 15 min inaktivaci enzymu pii 85 °C. Nasledné bylo ke vzorku ptiddno

5 pmol daného primeri a byly poslany do Laboratofe sekvenace DNA, PiF UK Praha.

Diky sekvenaci byl nalezen polymorfizmus mezi genotypy rodic¢t kulturniho JI92 a planého

4.4.11 Restrikéni Stépeni pomoci CAPS-PCR

Diky sekvenovani byl vybran nejvhodnéjsi enzym pro restrik¢ni Stépeni.

. Ptipravit reakéni smés slozenou z: 8,4 ul destilované vody, 1,5 pul R pufrua 0,1 pul Pvul
enzymu.

. Reakéni smés rozpipetovat do 96jamkovych desek a do kazdé jamky napipetovat 5 pl
vzorku.
Nechat inkubovat 2—-3 hodiny pii 37 °C.
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4.4.12 Stanoveni sily potiebné k puknuti lusku

Pro urceni sily potfebné kK puknuti luskit hrachu byl pouzit ptistroj TIRATEST 27 025
(TIRA GmbH, Schalkau, Germany) na Ustavu potravinafstvi, AF Mendelu v Brné,
na pracovisti doc. Nedomové. Méteny byly lusky, které byly vysuseny na konstantni vlhkost

V suSarn€.

1. Provést méfeni stla¢ovanim po upnuti lusku do &elisti (rychlost pii¢niku: 10 mm-min™;
kritérium pro ukonceni zkousky: poruseni Svu).
2. Provést penetrani zkousku pomoci sondy tvaru koule o priméru 10 mm (rychlost

piiéniku: 10 mm-min; kritérium pro ukonéeni zkousky: poruseni §vu).
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5 Vysledky

5.1 Anatomicka analyza lusku

Pro anatomickou analyzu $vu lusku hrachu byl vybran jeden genotyp kulturniho hrachu
cv. Cameor a jeden genotyp planého hrachu JI1794. Cerstvé lusky nebyly v dobé prace
k dispozici, a proto byly pouzity lusky konzervované v PBS pufru s 1% formaldehydem
a ulozené pii 4 °C. U cv. Cameor byl pouzit lusk, ktery byl 14 DAP (days after pollination)
a uJI1794 byl pouzit lusk 17 DAP. Nejdiive bylo potieba vypreparovat cast dorzalniho $vu,
umistit jej do kryogelu na disku a nechat ztuhnout mrazem v chladici komote kryomikrotomu.
Ptipraveny preparat byl vlozen do mikrotomu a nakrajen na 20um silné fezy. Tyto fezy byly
nasledné barveny po dobu jedné minuty pfipravenym fluoroglucinolem (1% w/v fluoroglucinol
smichan s 18% HCI). Nasledné byly promyty vodou a znovu zakapnuty, tentokrat ale roztokem
75% glycerolu s vodou a 10% kyselinou sirovou. Roztok byl po jedné minuté odmyt.

Takto nabarvené fezy byly pouzity k mikroskopovani (viz Obr. 7 a 8).

Obrazek 7: Prifez Svem lusku kulturniho hrachu Cameor ve stadiu 14 DAP po obarveni

fluoroglucinolem.

Legenda: EP — epidermis; ED — epidermalni desticka; BC — "bundle cap’; DZ — zoéna

dehiscence; CS — cévni svazky; ME — mezoderm; EN — endoderm.
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Obrazek 8: Prifez Svem lusku planého hrachu JI1794 ve stadiu 17 DAP po obarveni

fluoroglucinolem.

Legenda: EP — epidermis; ED — epidermalni desticka; BC — ‘bundle cap’; DZ — zoéna
dehiscence; CS — cévni svazky; ME — mezoderm; EN — endoderm; P — poutko.

5.2 Transkriptomicka analyza S§va izolovanych z pukavych (P. elatius)
a nepukavych (P. sativum) genotypt

Pted vlastni bakalafskou praci byla provedena transkriptomicka analyza isolovanych §vii
odebranych z vyvojovych stadii kontrastnich genotypt hrachu. Isolovana RNA (Norgen RNA
isolation kit) byla odesldna do firmy Novogen, Cambridge, UK kde byla pfepsana do cDNA,
fragmentovdana a sekvenovana pomoci technologie Illumina. Nasledné byly fragmenty
mapovany na genomu hrachu (Cameor v1.0, Kreplak et al, 2019,
https://urgi.versailles.inra.fr/download/pea/) a sestaveny v transkripty, které byly anotovany.

Tato ¢ast prace byla provedena Ing. Oldfichem Trnénym, VUPT Troubsko.
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5.3 Diferencialné exprimované geny

Nasledné byly identifikovany diferencidlné exprimované geny, pti srovnani vzorkl $vii
z pukavych a nepukavych genotypi pomoci balickii DESeq2 a edgeR. Poté byla provedena
genova anotace a analyza genové ontologie (GO). Tato cast prace byla provedena
Ing. Oldfichem Trnénym, VUPT Troubsko. Vysledkem byl soubor diferencialné
exprimovanych genti (DEGs) (viz Obr. 9).

Nézev genu B ecovir® B popis/Anotace - - p71|1m23 | - LEVLTRERY - ~ - -
NA 0,333 0,138 0,627 1,948} 0 0 of
MSTRG.10655 Transcription factor MYB38 2,308 7,794 16,500 18,837 0 [
Psat3g107080 Cellulose synthase / Zinc finger, RING/FYVE/PHD-type 3,131 5,303 4,527 11,545 0,192 0,211 0,002
2?2 Receptor-like protein kinase 2 (Medicago) 1,257 0,772 0,737 1,554 0 0 0|
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein 1,877 2,214 19,410 12,387 0,323 0,314 0,868
Putative anthocyanin 5-(6"-hydroxycinnamoyltransferase) 2,327 0,845 3,586 0,951 0 0 0]
Late nodulin protein 0,096 0,170 0,104 0,075 0 0 0f
NA 0,108 2,994 10,906 13,620 ] 0 0
NA 0,967 2,051 0,956 1,912 0 0 0
Psat0s1212g0160 / Putative i 95-1j 177,031 159,764 278,216 179,251} 13,007 16,764 11,774
Psat1g195480 AP2 domain 260,690 108,181 329,292 79,922 2,178 7,442 0,798
NA 0,230 1,770 11,205 14,121} 0 0 0|
MSTRG.5181 227 CLASSICAL ARABINOGALACTAN PROTEIN 1 13,514 49,239 20,687 9,817 ) 0 0f

? Putative transcription factor WD40-like family / protein kinase 4,099 2,734 2,561 6,045 0 0 0]

Obrazek 9: Tabulka vybranych diferencialné exprimovanych genti véetné kandidatniho genu
u kulturnich (Cameor, J192) a planych (JI1794, J164, JI261) genotypt ve vyvojovém stadiu
23 DAP.
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54 Analyza exprese vybranych genti pomoci kvantitativni real-time
polymerazové retézové reakce (QRT-PCR)

Pro analyzu genové exprese vybranych gent kodujicich lipoxygenazu (Psat0s1212g0160)
a polyfenol oxidazu (Psat1g206360) byly pouzity Ctyfi genotypy: dva kulturni (Cameor, J192)
a dva plané (JI1794, J1261) z nichz byly odebrany lusky ve vyvojovych stadiich 13 a 17 DAP.
Jako referen¢ni gen byl pouzit gen pro protein fosfatazu 2 (Z25888). Reakce probéhla
v triplikatech. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v grafech (viz Obr. 10 a 11). Z grafi je patrné,
7ze exprese genu pro lipoxygendzu je znacné zvySena Vv planych genotypech,
zatimco V kulturnich nikoli. Toto v8ak neplati pro gen kodujici polyfenol oxidazu, kde spojitost

mezi jeho expresi a genotypy neni.

Lipoxygenaza
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13 ‘ 17 13 ‘ 17 13 17 13 17
Cameor JI92 JI1794 JI261
OKulturni genotyp B Plany genotyp

Obrazek 10: Relativni exprese genu pro lipoxygenazu (Psat0s1212g0160) ve $vech lusku
odebranych ze dvou kulturnich (Cameor, JI92) a dvou planych (J11794, JI1261) genotypti hrachu
ve dvou vyvojovych stadiich 13 a 17 DAP. Vztazeno k referenénimu genu pro protein
fosfatazu 2 (225888).
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Obrazek 11: Relativni exprese genu pro polyfenol oxidazu (Psat1g206360) ve Svech lusku
odebranych ze dvou kulturnich (Cameor, J192) a dvou planych (JI11794, J1261) genotypt hrachu
ve dvou vyvojovych stadiich 13 a 17 DAP. Vztazeno k referenénimu genu pro protein

fosfatazu 2 (Z25888).

5.5 Identifikace sekven¢niho polymorfismu genu LOX

Pro potfeby genetického mapovani s vyuzitim populace rekombinantnich linii (RIL)
vzniklé kiizenim kontrastnich rodi¢ovskych genotypt kulturniho (J192) a planého (J164) hrachu
bylo nutné nalezeni sekven¢niho polymorfismu. Fragment o délce 1586 bp byl amplifikovan
pomoci PCR a nasledné sekvenovan. Pomoci programu Geneious byly mezi sebou porovnany
sekvence LOX genu kulturniho a planého genotypu hrachu. Z dat ziskanych sekvenovanim byl
nalezen bodovy polymorfizmus. Nésledné se urc¢ila nejvhodnégj$i mista vhodnd ke Stépeni
restrikénimi enzymy. Vysledny polymorfizmus CGATCG se nachazel v pozici 462 bp (Stépeni
pomoci Pvul) u kulturniho rodicovského genotypu JI192, pficemz u planého rodi¢ovského
genotypu JI164 doslo k jednonukleotidové zaméné G za A (viz Obr. 12). Tato zaména by méla

zpusobit, ze u genotypu JI64 nebude tuto oblast restrikéni enzym S$tépit.
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Obrazek 12: Porovnani sekvenci LOX genu rodi¢ovskych genotypt JI64 a J192, ervené je

znazornén polymorfizmus v pozici 462 bp.

5.6 Restrikéni analyza mapovaci RIL populace

Pro analyzu genu lipoxygendzy u planého a kulturniho hrachu byly pouzity
rekombinantni inbredni linie pochazejici z k¥izeni kulturniho genotypu JI92 a planého genotypu
JI64. Na zaklad¢ sekvenacnich dat byly vybrany mozné restrikéni enzymy Mbol a Pvul $tépici
specifickd mista amplifikovaného framentu genu LOX. Nejprve byl pouZit dostupny restrikéni
enzym Mbol, avSak vysledna elektroforeticka analyza na agarézovém gelu neukazala
dostatec¢né viditelné rozdily ve vzniklych produktech stépeni. Proto byl pouzit restrikéni enzym

Pvul, diky kterému vznikly produkty §tépeni liSici se svou molekulovou hmotnosti.

5|

Obrazek 13: Elektroforeticka separace fragmentu LOX genu z RIL linii po $tépeni enzymem
Pvul.

Legenda: A) vzorek neStépeny enzymem Pvul odpovidajici planému, pukavému J164,

B) vzorek §tépeny enzymem Pvul odpovidajici kulturnimu, nepukavému JI92 genotypu.
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Vysledky z elektroforézy (viz Obr. 13) byly porovnany s naméfenymi hodnotami sily
potiebné pro puknuti lusku (méfeno v Newtonech, N) pro kazdého jedince mapovaci populace.

Pro co nejobjektivnéjsi vyjadieni miry pukavosti, bylo vyuzito méteni pomoci siloméru
na Ustavu potravinaistvi, AF Mendelu v Brng, na pracoviiti doc. S. Nedomové. K tomu byly
pouzity lusky sklizené z rostlin vypéstovanych v roce 2019 (leden—kvéten). Ty byly vysuSeny
na konstantni vlhkost v susarné a nasledné¢ méteny. Jelikoz neni znamo, které vyjadreni sily
nejlépe vystihuje fenotyp pukavosti, bylo na lusk ptisobeno silou jak vertikalné (Celistmi),
tak horizontaln¢ (kuli¢kou) (viz Obr. 14). Stanoveni sily potfebné k puknuti luski bylo
provedeno na piistroji TIRATEST 27 025 (TIRA GmbH, Schalkau, Némecko).

sila potfebna k puknuti lusku (N) sila potfebna k puknuti lusku (N)
LOX-allele  kulicka celisti logKULICKA ~ JogCELISTI LOX-allele  kulicka celisti logKULICKA ~ logCELISTI
15B A 4,61 18,75 0663700925 1,273001272 1 B 29 19,61 0462397998 1,292477594
30A A 3,05 12,2 0,484299839  1,086355831 9A B 3,55 19,06 0,550228353  1,280122896
31 A 3,24 14,97 051054501 1,1752218 13 B 4,01 20,46 0602144373 1,310905629
33 A 4,88 18,87 0688419822 1,2757719 16 B 5,19 19,15 0,715167358  1,282168778
34 A 3,36 23,57 0526339277 1,372359583 18 B 3,7 15,28 0568201724 1,184123354
35 A 1,85 15,28 0267171728  1,184123354 20 B 4,98 17,76 0,697225343  1,249442961
36 A 2,99 10,91 0475671188 1,037824751 21 B 3,58 21,01 0,552883027  1,322426052
41 A 2,79 13,9 0445604203 1,1430148 22A B 5,36 12,11 072916479  1,083144143
44 A 2,74 11,45 0,437750563  1,058805487 25 B 3,59 23,39 0,555094449  1,369030222
46A A 4,71 17,7 0673020907  1,247973266 27 B 3,69 12,53 0567026366  1,097951071
46B A 5,56 15,41 0745074792 1,187802639 29 B 2,5 12,1 0,397940009  1,08278537
56B A 5,83 20,23 0,765668555  1,305995883 30B B 3,52 21,15 0,546542663 1,325310372

Obrazek 14: Ukazka vysledku naméfenych sil potiebnych k puknuti luski RIL populace
a vyslednych alel LOX genu.
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Vysledna korelace mezi alelou A, tedy Pvul nestépenou, odpovidajici planému,
pukavému JI64 genotypu a alelou B — Pvul st€penou, odpovidajici kulturnimu, nepukavému
J192 a fenotypem pukani je uvedena na Obrazcich 15 a 16.

Z vysledku je patrné ze, U obou metod méfeni se linie nesouci alelu A piili§ nelisi

V hodnotach naméfenych sil od linii nesoucich alelu B.
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Obrazek 15: Mé&fenti sily potiebné k puknuti lusku hrachu pomoci sondy tvaru koule o priméru
10 mm (horizontalni typ méfeni).

Legenda: Alela A — nestépena restrikénim enzymem Pvul, odpovida 49 liniim planého
pukavého JI64 genotypu; Alela B — §tépena restrikénim enzymem Pvul, odpovida 53 liniim

kulturniho nepukavého JI192.
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Obrazek 16: Méfeni sily potfebné k puknuti lusku hrachu stla¢ovanim cCelistmi (vertikdlni typ

meéient).

Legenda: Alela A — nestépena restrikénim enzymem Pvul, odpovida 49 liniim planého
pukavého JI64 genotypu; Alela B — §tépena restrikénim enzymem Pvul, odpovida 53 liniim
kulturniho nepukavého JI192.

5.7 Mapovani LOX genu

V soucasné verzi genomu hrachu Cameor v1.0 neni zndma chromosomalni lokalizace
genu kodujiciho lipoxygenazu (psatOs1212g0160), a proto je umistén na neukotveném
tzv. scaffoldu, pravdépodobné v disledku nekompletniho sekvenovani. Bylo proto vyuzito
syntenie mezi ptibuznymi druhy.

Pomoci BLAST analyzy s DNA sekvenci LOX genu hrachu v databazi obsahujici
genomy Coc¢ky a cizrny (https://knowpulse.usask.ca/ ) se ukazalo, ze homologni geny u ¢ocky
(Lcu.2RBY.79g046030 — 92,1% homologie) a cizrny (cicar.ICC4958.Ca_19377 — 83,64%
homologie) lezi na chromozomech 7 (viz Tabulka 5). Dale byly zjistovany geny sousedici
s témito homology. Nasledn¢ byly hledany homologni geny téchto sousednich genit v genomu
hrachu. Zjistilo se, ze homology gent sousedicich s genem pro lipoxygenazu u ¢ocky a cizrny

se v genomu hrachu nachazi na chromozomu 4.
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Tabulka 5: Pichled gent a jejich popis pouzitych pii mapovani genu Psat0s121290160

Y Délka .
Nézev genu Cislo genu Pozice
[bp]
Squamosa promoter
LcSPL3c 1,199  Chr.7: 289021579-289022777
binding protein-like
. Geranylgeranyl
Cocka LcGGPPS1 1,763  Chr.7: 346502577-346504339
pyrophosphate synthase
Lipoxygenase Lcu.2RBY.7g046030 922 Chr.7: 350285614-350286535
Hexosyltransferase Lcu.2RBY.7g046080 1,696  Chr.7: 350678420-350680116
Squamosa promoter .
o o cicar.ICC4958.Ca_20229 1,233  Chr.7: 22243044-22244276
binding protein-like 4
) Geranylgeranyl )
Cizrna cicar.ICC4958.Ca_20591 1,842  Chr.7: 28013194-28015035
pyrophosphate synthase 1
Seed linoleate 9S- )
) cicar.ICC4958.Ca_19377 4,437  Chr.7: 5766258-5770694
lipoxygenase
Squamosa promoter
o o Psat4g139840 3,305 Chr.4: 274895179-274898483
binding protein-like 4
Hrach Polyprenyl synthetase Psat49g091240 3,104  Chr.4: 169205814-169208917
Glycosyl transferase Chr. 4: 168145001
Psat4g090920 1,046

family 8

168146047

Z toho vyplyva, Ze také gen pro lipoxygenazu psatOs1212g0160 lezi s nejveétsi

pravdépodobnosti na chromozomu 4 (viz Obr. 17). Toto bude potvrzeno s vyuzitim

celogenomového mapovani stejné mapovaci populace RIL (JI64 x JI192) pomoci DARTseq

sekvenci, kdy ziskané hodnoceni restrik¢niho polymorfismu bude vloZeno do souboru pfiblizné

20000 DNA fragment. Tato ¢ast prace je v soucasné dobé provadéna na pracovisti

prof. A. Korola, Institute of Evolution at the University of Haifa, Israel.
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Hrach Coéka Cizrna

Psat4g139840-274.8 Mbp —}— LcSPL3c-289 Mbp —— cicarlCC4958.Ca_20229-22 Mbp ——
Psat4g091240-169 Mbp —— LcGGPPS1-346 Mbp —— cicar.ICC4958.Ca_20591-28 Mbp —}—
Psat0s1212g0160 =——g— Lcu.2RBY.7g046030-350.6 Mbp —3— cicar.ICC4958.Ca_19377-5.7 Mbp =
Psat4g091000-168 Mbp —4— Lcu.2RBY.7g046080-350.6 Mbp ——
Chromozom 4 Chromozom 7 Chromozom 7

Obrazek 17: Mapovani pozice genu psat0s1212g0160 v genomu hrachu s vyuzitim syntenie
ptibuznych druht.
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6 Diskuse

Problematika pukani plodu je studovana jak z davodu praktického vyuziti,
tak i pochopeni principii. Tento fenomén Sifeni semen je V kontextu zemédélské produkce
nezadouci, nebot’ zpisobuje zna¢né ztraty ve vynosech (Vaughan et al., 2007).

V piipad€ bobovitych rostlin je mira puknuti lusku zavisla na Svech a jejich struktufe.
Na fezech §vt luskli planého a kulturniho hrachu 1ze vidét rozdily v jejich anatomii. Oba Svy
se skladaji z epidermu, ktery je tvofen exokarpem. Pod epidermis je pomérn¢é silna vrstva
mezokarpu tvofena parenchymem. V mezokarpu se nachazi i cévni svazky. Vnitini vrstvu tvoii
lignifikovany sklerenchym (Hradilova et al., 2017). Pravé obsahem a rozlozeni lignifikovanych
bunék se Svy lusku planého a kulturniho hrachu lisi. U planého hrachu je obsah ligninu zna¢né
vy$§i, diky ¢emuz je lusk schopen puknout a rozptylit tak semena do okoli. Sifeni semen
u planych luskovin tak dosahuje okruhu 1-5 metrti (Parker et al., 2021). U lusku planého hrachu
navic z lignifikovanych bun¢k nazyvajici se "bundle cap’ buiiky vznika utvar dosahujici
az K epidermalni desticce, zatimco u luski kulturnich hrachu k tomuto nedochazi. U $vu lusku
kulturniho hrachu se mezi “bundle cap” bunikami a epidermalni desti¢kou se nachazi mezera
vyplnéna parenchymem. Tato skutecnost také umoznuje vétsi schopnost otevieni a spiralizace
lusku planého hrachu.

V piedchozi praci (Hradilova et al., 2017) byla provedena transkriptomicka analyza
pukavosti lusku hrachu a pomoci metody MACE a na smésném vzorkti nékolika vyvojovych
stadii. Vysledkem byla identifikace potencialniho kandidatniho genu pomoci MACE-P015,
ktery je lokalizovany ve vazebné skupiné III. Je to jeden z hlavnich kandidatnich gent
zodpoveédny za pukavost lusku a jeho homologem je PEPTIDOGLYCAN-BINDING DOMAIN
PROTEIN (PGDB) u vojtésky (Medtr2g079050). Nicméné tato prace se vénovala jinym
kandidatnim gentim ziskanych odlisnymi metodami.

Soucasna analyza vychazela ze vzorkiit RNA pfipravenych z konkrétnich vyvojovych
stadii $vu luski planych s pouzitim moderni metody RNA sekvenovani. Nasledn¢ srovnanim
transkriptd RNA pochazejici ze $vi luskd planych (Pisum elatius) a kulturnich (Pisum sativum)
genotyptl byl ziskan soubor diferencialné exprimovanych genii. Z vyslednych hodnot se jevil
jako dobry kandidat hrajici roli v pukavosti lusku gen PsatOs1212g0160, ktery byl hodné
exprimovan u planych genotypd, zatimco u kulturnich nikoli. Jedna se o gen kodujici
lipoxygenazu a jeho umisténi v genomu bylo neznamé, respektive nachazel se na nezatfazeném
scaffoldu. Z predchozich studii je znam Dpol lokus podminujici pukani lusku, ktery se nachazi

na chromozomu 5 (ptivodni vazebna skupina III) (Weeden, 2007). Proto bylo také potieba gen
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Psat0s1212g0160 v genomu hrachu lokalizovat. Vysledky diferencialné exprimovanych gend
také odhalily dva geny lokalizované na chromozomu 5: Psat5g204160 kédujici enzym putative
anthocyanin 5-(6"- hydroxycinnamoyltransferase) a Psat5g254760 kodujici late nodulin
protein, avSak nebyl zadny zasadni rozdil v expresi téchto genti mezi planymi a kulturnimi
genotypy, proto nebyly vybrany mezi kandidatni geny zpusobujici pukavost lusku.

Lipoxygendza je enzym Siroce vyskytujici se v rostlinnych a zivociSnych bunkach (Shi
et. al, 2020). Lipoxygenazy (LOX, linoleate:oxygen reduktaza, EC 1.13.11.12) jsou nehemové
dioxygendzy obsahujici Zelezo. Funkce lipoxygenazy je katalyzace procesu oxygenace
polynenasycenych mastnych kyselin obsahujici (Z,Z)-1,4-pentadienovy systém za vzniku
hydroperoxidu nenasycenych mastnych kyselin (Rodriguez-Concepcidén, 1996; Porta
et Rocha-Sosa, 2002).

Lipoxygenazy jsou hojné zastoupeny a studovany u obilnin, kde hraji dulezitou roli
pii aktivovani zasobnich lipidd v dob¢ kli¢eni (Lampi et al., 2019; Loncari¢ et al., 2021).
Dulezitou roli maji i u rostlin pti vzniku obrannych slozek, jako jsou napfiklad jasmonaty,
divinylethery, listové aldehydy, které pomahaji chrénit rostliny pfed hmyzem a patogeny
(Loncari¢ et al., 2021). Lipoxygenazy jsou i komeréné dutlezité, nebot’ se znaéné podili
na tvorb¢ chuti a viiné u ovoce a zeleniny (Rodriguez-Concepcion, 1996). Tyto enzymy se také
ucastni rastu vegetativnich Casti rostlin. Napfiklad u luskovin se naSel vysoky obsah
lipoxygenaz ve vyvijejicich se kofenovych hlizkach, zatimco byl zaznamenan pokles
lipoxygenaz u pln¢ vyvinutych hlizkach. U rajéat se zjistila vysoka exprese geni Tomlox A,
Tomlox B a Tomlox C béhem zrani ovoce, pfi¢emz jejich exprese je ovliviiovana etylenem
ajinymi neznamymi faktory (Porta et Rocha-Sosa, 2002). Vzhledem k tomu,
ze se lipoxygenaza podili na fadé dilezitych rostlinnych pochodi je mozné, Ze mize ovliviiovat
i procesy vedouci k pukani lusku hrachu. Je vsak potfeba dalSich analyz na zodpovézeni funkce
LOX. Je mozné, zZe se jednd jen o spojitost mezi obrannou funkeci, kterd je pfitomna u planych
forem hrachu.

Dalsi kandidatnim gen byl gen pro polyfenoloxidazu (PPO). Z qRT-PCR vsak nebyl
zjistén znacny rozdil mezi expresi tohoto genu v luscich kulturnich a planych genotypech,
jak tomu bylo u lipoxygenazy. PPO je enzym oxidujici orto-difenoly na orto-dichynony pomoci
molekularniho kysliku. Nékteré PPO pfeménuji i monofenoly na orto-difenoly. PPO geny byly
identifikovany jak u zivocichud a hub, tak i u rostlin, kde se tento enzym podili na pigmentaci.

Reaktivni orto-chinonové produkty zplsobuji také hnédnuti poSkozeného ovoce
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a zeleniny (Tran et al., 2012). Zda se tedy, Ze PPO gen hraje roli spiSe v pigmentaci nezli
v procesu lignifikace, proto se s nim dale nepracovalo.

Genova exprese je vSak zavisla na vyvojovych stadiich, jak bylo zjisténo naptiklad
u fazole (Phaseolus vulgaris L.), kde se exprese genu PVIND ve stadiich 5 a 21 DAP lisi
piiblizné 40x (Parker et al., 2021). Vzhledem k dostupnosti rostlinného materialu se v této
bakalatské praci pracovalo pouze s lusky hrachu ve stadiich 13 a 17 DAP, tudiz nemuselo dojit
k zaznamenani maximalni exprese kandidatnich gent. Bylo by proto dobré se dale vénovat
expresi u vétsi Skaly stadii a zjistit tak expresi v prab¢hu ¢asu.

U LOX genu (Psat0s1212g0160) byl zjisttn DNA polymorfizmus mezi planym
a kulturnim genotypem. S vyuzitim téchto poznatkt a se ziskanymi daty z méfeni sily potiebné
k puknuti u kazdého jedince z RIL generace F6 bylo mozné porovnat korelaci mezi timto genem
a fenotypem. Pfifazeni alel k jedincim s danym fenotypem vSak neukazal souvislost
mezi expresi LOX genu a pukavosti.

To, ze se lipoxygenaza nepodili na pukani lusku hrachu se potvrdilo i mapovanim tohoto
genu s vyuzitim syntenie, ktera je zaloZzena na podobnosti genoma mezi blizce pfibuznymi
druhy (Liu et al., 2018). Homologni LOX genu byly hledany u pfibuznych druht hrachu,
coz jsou ¢ocka a cizrna, kde se nachazely na chromozomu 7. Sousedni geny byly nasledné
pouzity k hledani jejich homologii v genomu hrachu, které se nasly na chromozomu 4.
S nejvétsi pravdépodobnosti tedy 1 gen psat0s1212g0160 lezi na chromozomu 4. Toto tvrzeni
bude potvrzeno na zakladé celogenomového mapovani téze populace RIL (J164xJ192),
kdy ziskané hodnoceni restrikéniho polymorfismu bude vlozeno do souboru ptiblizné 20000
DNA fragmentti. Tato ¢ast prace je v souc¢asné dobé provadéna na pracovisti prof. A. Korola,
Institute of Evolution at the University of Haifa, Israel.

Jak bylo jiz vy$e zminéno, v genomu hrachu se nachazi lokus Dpol na chromozomu 5,
ktery je zodpovédny za pukavost lusku. Vzhledem k tomu, ze gen psat0s1212g0160 v tomto
misté nelezi, je pravdépodobné, Ze se nepodili na pukani lusku. Nevylucuje se vSak moznost,
7e se tento gen muze at’ ptimo ¢i nepiimo ucastnit molekularnich cest vedoucich k pukani.

V dalsich studii by bylo zajimavé porovnat expresi téchto gent mezi ptibuznymi druhy
jako je soja, fazol a cizrna. Tyto luskoviny byly domestikovany v rGznych ¢astech svéta

nezavisle na sobé¢ a jejich genetické zmény tak mohly nastat riznymi mechanismy.
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[ Zavér

Tato bakalafska prace se veénovala analyze genetickych a transkriptomickych cest
ovlivitujici pukavost lusku hrachu (Pisum sativum). Konkrétné byla zaméfena na gen
pro lipoxygenazu a polyfenol oxidazu. Pomoci qRT-PCR byla zjisténa vysoka mira exprese
genu pro lipoxygendzu v lusku hrachd planych genotypi, zatimco v lusku hracht kulturnich
genotypt byla nizka. Naopak gen pro polyfenol oxidazu nevykazoval vyznamny rozdil
Vv expresi mezi lusky planych a kulturnich genotypt.

Byl analyzovan polymorfizmus LOX genu u planého (J164) a kulturniho (J192) genotypu
a populace rekombinantnich linii (RIL) vzniklych jejich kiizenim. Tyto vysledky pak byly
porovnavany s fenotypovym hodnocenim sily potiebné pro puknuti lusku naméfené
U jednotlivych linii mapovaci populace (J164xJ192). Nebyla vSak zjiSténa zadnéd korelace
mezi expresi LOX genu a fenotypem pukani lusku.

Dale bylo provedeno mapovani LOX genu pomoci syntenie mezi ptibuznymi druhy.
Diky tomu bylo zji§téno, Ze se gen pro lipoxygenazu nachazi na chromozomu 4. To bude dale

potvrzeno na zakladé celogenomového mapovani téze populace.
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