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ABSTRAKT

Genetické aspekty domestikacniho znaku pukavosti lusku u hrachu

Domestikace rostlin byl zprvu pravdépodobné neuvédomély, posléze cileny proces,
kdy ptisobenim cloveéka vznikaly kulturni plodiny z planych druhti. Nékteré plodiny se
diive vyskytovaly jako plevely prvnich kulturnich druhti a v priitbéhu domestikace byly
selektovany v samostatné plodiny. Pocatky domestikace miZeme datovat do mladsi
doby kamenné, kdy ¢lovek zménil zplisob Zivota ze sbéracsko-loveckého na zemédél-
sko-pastevecky. Svou roli zde patrné sehrdla i zména klimatu po posledni dobé ledové.
Plané druhy se od kulturnich plodin odliSuji v souboru znakti domestika¢niho syndro-
mu. Domestikované plodiny maji naptiklad vétsi plody (lilek rajée - Solanum lycoper-
sicum L.), obsahuji mensi mnozZstvi toxickych latek (solanin, lilek brambor -
S. tuberosum L.), je potlaceno ptirozené Siteni semen a dormance (hrach - Pisum L.) atd.
Samovolné vypadavani semen bylo v minulosti, ale i sou€asnosti velkym problémem a
jiz od pocatki zemédelstvi byla vyvijena snaha tento znak potlacit.

Rostliny si vyvinuly rtizné mechanismy Sifeni semen do svého okoli, kviili zachova-
ni vlastniho druhu. Luskoviny si vytvofily explozivni zptsob Siteni semen. Sesychajici
chlopné lusku vytvafi napéti na oba Svy a po dosaZeni kritické sily se lusk prudce ote-
vie, pfitom zméni orientaci (Spickou Sikmo nahoru) a semena jsou vystielena az n¢kolik
metril do okoli.

Cilem této prace bylo zuzit mapovaci interval genu pukavosti lusku (Dpol) u hrachu
(Pisum L.) a zaméfit se na vyhodnoceni fenotypu rekombinantnich inbrednich linii
(RILs). Bylo pracovéno s n¢kolika RILs liniemi vzniklymi kiiZzenim kontrastnich rodi-
covskych genotypu P. elatius Steven ex M. Bieb. JI64 x kulturni hrach P. sativum L. JI92 a
recipro¢nim kiizenim JI92 x JI64; P. elatius Steven ex M. Bieb. VIR320 x kulturni hrach

P. sativum L. WL1238. Dal$im cilem byla srovndvaci anatomickd analyza stavby lusku

v oblasti ventralniho i dorzalniho $vu a stavby endokarpu.

Klic¢ova slova: Domestikace rostlin, domestikacni syndrom, Fabaceae Lindl., genetické

mapovani, hrach, lusk, Pisum L., pukavost.



ABSTRACT

Genetic aspects of domestication atribute of pea pod shattering

At the beginning, the plant domestication was probably a non-conscious process.
Later, it changed to a targeted process, when the cultural crops were developed from
wild species due to human activities. Some crops occurred as a weed of the first cultural
species in the past and were selected for individual crops during the domestication. The
very beginning of the domestication can be found in neolithic era, when humans chan-
ged their way of life from picking & hunting to agriculture & shepherdy. Change
of climate after the last ice age was probably one of the reasons. Wild plants as a whole
differ from cultural crops in set of domestication characters. Domesticated crops have
for example bigger fruits (tomato plant - Solanum lycopersicum L.), contain lower
amount of toxic substances (solanine, potato - S. fuberosum L.), natural spreading
of seeds and dormancy were inhibited (pea - Pisum L.) etc. Spontaneous releasing
of seeds was a big issue already in the past, and is a big issue also now. Afford to avoid
this behavior was exerted from the beginning of agriculture.

Plants developed various mechanisms of seed spreading into their surroundings
for the purposes of species preservation. Legumes developed explosive seed spreading.
Shrinking pod valves exert tension on both junctions and once the critical force was
reached, the pod suddenly opens. During this action, the pod orientation changes (the tip
obliquely upwards) and the seeds are catapulted up to several meters into surroundings.

The objective of this work was to narrow mapping interval of the pod shattering ge-
ne (Dpol) in pea (Pisum L.) and focus on evaluation of phenotype of recombinant in-
bred lines (RILs). Several RILs formed by crossbreeding of contract parent genotypes
of P. elatius were used Steven ex M. Bieb. JI64 x clutural pea P. sativum L. JI92 and reci-
procal crossbreeding JI92 x J164; P. elatius Steven ex M. Bieb. VIR320 x cultural pea
P. sativum L. WL1238. Next objective was a comparison anatomical analysis of pod

structure in the area of ventral and dorsal junction and endocarp structure.

Key words: Plant domestication, domestication syndrome, Fabaceae Lindl., genetic

mapping, pea, pod, Pisum L., shattering.
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UVOD:

Domestikace a pozdéji i Slechténi rostlin se od pocéatkti zaméfovaly na urcité cile.
Zprvu praveky Clovek sbiral chutné plody a poméhal tak rozsifovat dany druh, pozdéji
zacal vysévat pouze ty plodiny, které mély vétsi plody s vyssi nutriéni hodnotou. V mi-
nulosti se Slechténi zamétrovalo predevsim na co nejvyssi vynos a diky dzkému vybéru
rodicovskych genotypil se u plodin znacné snizila genetickd diverzita. Soucasné Slech-
Set uziteéné geny (predevSim geny rezistence) z planych druhti do kulturnich plodin.

Vnaseni gentl z planych rostlin do plodin s sebou nese i moznost vneseni problema-
tického znaku resp. ptivodniho znaku planého druhu. U luskovin je to piredev§im dor-
mance semen a pukavost luski (Hammer, 1984). Proto je nyni snahou odhalit pozici
téchto gend a navrhnout na n€ jednoduché molekuldrni markery pro rychlou analyzu.
evoluce a odhaleni genomovych oblasti vystavenych procesu selekce. Genetické udaje
jsou odrazem fylogenetické historie a také postupu populacni genetiky (Fuller er al.,
2012).

Tato prace je zaméfend na studium genetické podstaty pukavosti luski u hrachu (Pi-
sum L.). Byly zde pouzity metody genetického mapovani pomoci CAPs-PCR pro ziZeni
intervalu, ve kterém by se gen mél nachazet, resp. pro zpfesnéni jeho pozice na vazebné
skuping III genomu hrachu (Pisum L.). Metoda CAPs kombinuje techniku PCR a RFLP.
Principem je nalezeni vhodné kombinace amplifikace specifického fragmentu a St€peni
vhodnou restrik¢éni endonukledzou.

Vysledky analyzy CAPs-PCR mapovani je nutno korelovat s fenotypovym proje-
vem, a proto se prace zameéfila také na vyhodnocovani fenotypu u RILs linii. Fenotyp
byl vyhodnocovan formou pozorovani v posledni fazi dozravani. Pro zpfesnéni vyhod-
noceni fenotypu byla provddéna anatomickd analyza rodiCovskych linii. Pracovalo se
zde s anatomickymi fezy barvenymi histochemicky podobné jako v praci Ferrandiz a

Fourquin, 2014.



LITERARNI PREHLED

1 DOMESTIKACE ROSTLIN

Pocatek domestikace rostlin miZeme datovat do mlads$i doby kamenné (neolitu)
(Harlan, 1992, Smith, 1998). Impulzem bylo nékolik faktorti. Byla to zména klimatu,
protoze v dob¢ pted 11 000 lety ustoupila doba ledova a Zemé se zacala oteplovat (Tas-
sel et al., 2010). V zavislosti na zmén€ podminek ¢lovek zménil svoji Zivotni strategii a
piesel z koCovného Zivota k usedlému a postupné zacal rozvijet zemedélstvi. Prvnimi
plodinami Blizkého vychodu v dobé neolitu byla diploidni pSenice jednozrnka (7Triticum
monococcum L.), tetraploidni pSenice dvouzrnka (7. diccocum Schrank), jeCmen (Horde-
um vulgare 1.), Co¢ka (Lens culinaris Med.), hrach (Pisum sativum L.), cizrna (Cicer arie-
tinum L.) a vikev setd (Vicia sativa L.) (Zohary a Hopf, 2000).

Domestikované rostliny se li§i od svych planych piedkid v nékolika morfofyziolo-
gickych znacich, z nichZ vétSina je spojena s Sifenim semen, klicenim, habitem rostliny,
velikosti, zbarvenim semen a jejich pozivatelnosti (Hammer, 1984). Kulturni rostliny
jsou dynamické genetické subjekty, a proto ne vSechny morfologické, fyziologické,
biochemické rozdily mezi plodinami a jejich divokymi pfedky lze pficist ddvnym do-
mestikacnim epizoddm (Abbo et al., 2013).

Dnes je popséano pfiblizné 2 750 tisic druha vyssich rostlin, ale domestikovdno bylo

pouze 1%. (Bennet et al., 2011) V soucasnosti vyZiva lidstva zdvisi pouze 30 druzich

Vev s

Vv s

Bamhart. Patfi sem tfi nejvyznamné&j$i kulturni plodiny celého svéta a to pSenice (7ri-
ticum aestivum L.) z BEuroasie, ryze (Oryza sativa 1.) z Asie a kukufice (Zea mays L.)
z Ameriky. K t€émto plodindm Ize pfifadit 1 ¢irok (Sorghum Moench), jako zastupce afric-
kého ptvodu.

Dalsi dulezitou celedi je také celed’ Fabaceae Lindl., kterd byla pravdépodobné para-
leln¢ domestikovédna s obilninami. (Abbo et al., 2011) Zastupce Celedi Fabaceae jsou

velmi dileziti v potravé ¢lovéka, jako zdroj bilkovin rostlinného ptivodu.



1.1 Proces domestikace

Domestikaci rostlin mizeme definovat jako proces postupné genetické a morfolo-
gické premény planych forem na kulturni produktivni plodinu. Zpoc¢éatku se pravdépo-
dobn¢ jednalo o neuvédomély proces a teprve pozdéji dochdzelo k cilenému vybéru
semen z rostlin majicich vyhodné vlastnosti (Allaby, 2008). Tento proces byl u hlavnich
plodin dovrSen pfiblizné pted Ctyfmi tisici lety a prob¢hl na nékolika mistech na svéte.
Dle N. I. Vavilova (1926) rozliSujeme centra ptivodu kulturnich rostlin.

Pfi studiu domestikace se setkdvame s pojmem ,,founder crops®, ktery popisuje prv-
ni domestikované plodiny. Od téchto zakladajicich plodin se odrazil proces domestika-
ce, ktery pokracuje i nadédle (Abbo et al., 2009). Jako prvni byla pravdépodobné domes-
tikovana pSenice Triticum turgidum L. subsp. dicoccum, T. monococcum L. subsp. mo-
nococcum a jeCmen (Hordeum vulgare 1L..) v dob& 10500 az 10100 let pted nasim leto-
poctem. Pozdé&ji byla v jihovychodni Asii domestikovana ¢ocka (Lens culinaris Med.) asi
10100 az 9700 let pted nasim letopo¢tem, hrach (Pisum sativum L.), vikev (Vicia ervilia
L.) a cizrna (Cicer arietinum L.) 9900 aZz 9500 let pfed nasim letopoctem. Pravdépodob-
n¢ vSechny ctyfi luskoviny byly kultivovany jiz diive spole¢né s obilninami. Pfiblizné
ve stejnou dobu jako luskoviny byl domestikovan i len (Linum usitatissimum L.) (obré-

zek 1) (Zohary a Hopf, 2000).

Asikli ik

I‘.issune;e-rﬂyluulhka +

Shillourokambos

& 4qd

@ 10500-10000 pf. n. 1. @ 10000-9500 pi. n. I.
© 9500-2000 pi. n. 1.

" T. monococcum subsp. MoRococcum
‘ T. turgidum subsp. dicoccum

= Hordeum vuigare ‘ Lens culingris
.. Cicer arietinum Pisum sativum
* Linum usitatissimum @ Vicia ervilia

Obr. 1: Archeologicka nalezisté zakladajicich plodin v jihovychodni Asii (Zohary a Hopf, 2000)
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Rostliny byly domestikovany kvili dosaZeni vyhodnych a dileZitych znaki pro ¢lo-
véka. Mezi tyto znaky patii naptiklad zvétSeni velikosti a poCtu semen ¢i zdsobnich hliz,
tvaru semen, zlepSeni jejich kliCivosti a chutovych vlastnosti, eliminace toxickych I4-
tek, pigmentli semen a mechanickych ochrannych tutvart (trny, ostny, ...). Dal§imi zna-
ky planych druhii byla odolnost k nékterym chorobdm a Skiidcim, mrazuvzdornost,
vypadavéni semen (rozpadavost ¢i pukavost) atd. Je vSak zcela jisté, Ze dva znaky byly
opravdu klicové pro tspésné péstovani a to odstranéni dormance semen a zabranéni
vypadavani semen z klast, luskti a jinych typt ploda (Hilu, 1993).

Stupent domestikace Casto ovliviiuje zavislost plodiny na ¢lovéku. U nékterych rost-
lin miZe vést az k plné zdvislosti, coz vede ke ztraté prirozené schopnosti reprodukce
napt. kukufice (Zea mays L.), bandnovnik (Musa L.) atd. Naopak mén¢ domestikované
rostliny maji tendenci navracet se zpét k ptivodni formé piikladem je konopi (Canabis
sativa L.), mrkev (Daucus carota L.), locika seta (Lactuca sativa L.) (Cacas et al., 1996).
Pouze proso (Panicum miliaceum L.) a oves (Avena sativa L.) tvoii v sou€asnosti stabil-
n¢jsi ferdlni populace schopné prezivat delsi casové useky jako plevelna piimés v kultu-
rach jinych polnich plodin (Kocar a Dreslerova, 2009).

Nékteré plodiny jsou ¢asto polyploidni a to jak v disledku allo- nebo autopolyploi-
die, naptiklad pSenice (Triticum aestivum L.) - 6X, fepka olejka (Brassica napus L. sub-
sp. napus) — 4x, bavinik (Gossypium L.) — 2x, 4x, tabdk (Nicotiana tabacum L.) — 4x,
jahodnik obecny (Fragaria vesca L.) — 8x, lilek brambor (Solanum tuberosum L.) — 2X,
3x, 4x aj. (Huang et al., 2002; Wendel, 1989; Murad et al., 2002; Ames a Spooner,
2008; Huaman a Spooner, 2002). Pfesto n€které plodiny jako ryZe (Oryza sativa L.),
je€men (Hordeum, vulgare L.) a kukufice (Zea mays L.) byly domestikovédny, aniZ by
prosly zménou ploidie (Doebley et al., 2006).

Vyhodou polyploidie pro organismus je predevSim rozsiteni jeho adaptacnich
schopnosti a u kulturnich plodin naptiklad zvysSeni vynosu diky robustnéj$imu ristu,
Casto lepSi konkurenceschopnosti apod. Vznik polyploidniho stavu je ¢asto kompliko-
vany a v piipad¢ pSenice (Triticum aestivum L.) tento proces musel probéhnout opako-
van¢. Tetraploidni i hexaploidni druhy pSenic jsou piirozenymi alopolyploidy, kteii
vznikly mezidruhovym kiiZenim a ndsledné spontdnnim zdvojenim chromozomu (amfi-

diploidie) pted 2,5 az 4,5 miliony lety (Matsuoka, 2011).
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Spontanni polyploidizace pSenice - vznik mezirodovych a mezidruhovych hybrida

Aegilops speltoides Tausch X Triticum boeticum Boiss.
2n=14 2n=14
genom BB genom AA

=T. dicoccoides Kimicke
4n =28
genom AA BB

(tetraploid) 14 parti chromozomt

= z ni péstovand dvojzrnka T. dicoccum Schrank

= zni T. durum Desf., T. turgidum L., T. polonicum 1.

T. dicoccum Schrank X Aegilops tauschii Taush
4n =28 2n=14
genom AA BB genom DD

= T. aestivum L., T. spelta L., T. compactum Host ...
6n =42
genom AA BB DD

(allohexaploid) 21 parG chromozomu

1.2 Rychlost domestikace

Kulturni plodiny vznikaly ze svych planych pfedkt ¢innosti ¢lovéka, a proto jsou

domestikacni centra shodnd s mistem vyskytu planych druhii (primdrni centra diverzity)

a s podminkou vyskytu lidské populace. Centra ptivodu kulturnich plodin byla poprvé

definovana ruskym botanikem N. I. Vavilovem v roce 1926. Z archeologickych nalezli

muzeme v soucasnosti pomoci molekuldrni genetiky a genomiky urcit pravdépodobné

misto a rekonstruovat Casovou periodu domestikace. Casto dochdzelo k domestikaci

na vice mistech nebo v riznych ¢asovych perioddch. Jedna se napiiklad o domestikaci

dyn€ (Cucurbita pepo L.), je€mene (Hordeum 1.), fazolu (Phaseolus L.) (Fuller et al.,

2012).
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Terénni experimenty prokazaly, Ze k domestikaci plodiny staci pouhych 20 let, jsou-
li k tomu sprdvné podminky a znalosti (Hillman a Davies, 1990). Z toho plyne, Ze dlou-
hé obdobi pre-domestikacni kultivace neni podminkou pro Uspé$ny vyvoj zemeédelstvi
(Allaby, 2008). Proces domestikace byl ovliviiovan raznymi faktory, jako je pocet a
rozsah piisobeni gend, fenotypova variabilita znaku, ¢etnost mutaci, velikost populace,
typ reprodukce atd. Pomoci analyz a pocitacového modelovani bylo zji$téno, Ze zména
nerozpadavého klasu je u pSenice jednozrnky (7. monococcum L.) podminéna pouze
jednim genem a v piipad¢ jeho mutace je tento domestikacni znak fixovan jiz béhem
200 let (Hillman a Davies, 1990).

Je nutné uvédomit si, Ze na pocatcich domestikace dochdzelo spiSe k nahodnému
vybéru a rychlost domestikace tudiz nebyla tak velka. Dochazelo také ke zpétnému kii-
Zeni s ptivodnimi formami a geneticky i biologicky dominantnimi planymi druhy. Také
je nutno vzit v potaz mélo rozvinuté zeméd¢€lstvi a malé schopnosti prvnich zemédélcii
branit se nepfiznivym piirodnim podminkdm. Dal$i otdzkou, ale i limitem v prvnich
fazich zemé&délstvi (9000-5000 pft. n. 1.) bylo rozsiteni prvnich domestikovanych forem
a Sifeni vlastnich znalosti o zemédélstvi. Pozdéji, od doby zdmotskych objevil, dochédze-
lo stale snadnéji k introdukci rostlin 1 mezi kontinenty, pfedevSim po roce 1492. Timto

otevienim svéta se vSak zacaly §ifit i Skidci a choroby, které daly impulz ke vzniku slo-

vvvvv

1.3 Centra diverzity a ptivodu plodin

Na svété nalezneme nékolik oblasti, které jsou oznacovéany jako centra diverzity
plodin a rozdéluji se na primdrni a sekundarni (Vavilov, 1992). Primarni centrum je
takovd oblast, kde vznikl a vyskytuje se plany druh plodiny a zdroven se zde kulturni
druh oddélil od planého predka. V jedné lokalité se Casto vyskytuje pland forma vedle
kulturni.

Sekundarni centra jsou pak takovd, kde proces vzniku novych forem probehl nebo
stdle probihd, ale nemusi se zde vyskytovat jeho plané formy. Nachdazeji se zde druhy a

formy, které jsou geneticky velmi riznorodé a byly do oblasti v¢lenény introdukci (dpl-
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nd absence planych ptedkil). Piikladem je rod pSenice (Triticum L.) v Etiopii, obdobné
jako je¢men (Hordeum L.), len (Linum L.), oves (Avena L.) 1 hrach (Pisum L.).

Studiem domestikacnich zmén se zabyvalo mnoho védcu a jiz v prvnim stoleti naSe-
ho letopocCtu se objevily spisy zabyvajici se timto problémem. Jedna se napiiklad o dilo
Historia Naturalis sepsané Pliniem StarSim (77 n. 1.), kniha De Re Rustica od Columelli
(60 n. 1.), pozdé&ji se domestikaci zabyval Charles Darwin v dile Variation of Animals
and Plants under Domestication (1868) a také botanik Alfonse De Candolle v praci
Géographie Botanique Raisonée (1855).

Nejvyznamnéj$i praci vSak bezesporu byla kniha ruského botanika Nikolaje Ivano-
vice Vavilova Centers of Origin of Cultivated Plants vydana v roce 1926. V této publi-
kaci je svét rozdélen do deseti center podle piivodu kulturnich druhti. Z hlediska dualezi-

v v s

tosti domestikovanych rostlin je nejvyznamnéjSim centrem Blizky vychod.

Blizky vychod, mald Asie, je centrem puvodu pSenice (Triticum L.), Zita (Secale 1.),
jeCmene (Hordeum 1.), ovsa (Avena L.), nékterych luskovin, méku (Papaver L.), Inu
(Linum L.) a ovocnych druhti. Celkové do tohoto centra mizeme zatadit asi 83 druhil
(obrazek 2-1).

Dalsim centrem je Indie, kde ma ptivod ryze (Oryza sativa 1.), proso (Panicum mi-
liaceum L.), lilek (Solanum L.), okurka (Cucumis sativus L.) a nékteré luskoviny (obré-
zek 2-2). Zv1ast je pak vyclenénd indomalajska oblast, kterd je centrem ptiivodu cukro-
vé titiny (Saccharum officinarum 1.), kokosové palmy (Cocos nucifera L.), bandnovniku
(Musa L.) a dalSich druhti ovoce (obrazek 2-3).

Stifedni Asie zaujima Thajsko, Barmu, Vietnam a tyto oblasti jsou centrem ptivodu
pro pSenici (Triticum L.), révu vinnou (Vitis vinifera L.), bavinik (Gossypium 1.), len
(Linum L.), mrkev (Daucus carota 1.), cibuli (Allium cepa L.) a nékteré luskoviny jako je
hrach (Pisum L.) a Cocka (Lens culinaris Med.) (obrazek 2-4).

Cina jako centrum diverzity plodin ma nejvys§i zastoupeni druhd a to asi 138.
Z oblasti Ciny pochézi ryZe (Oryza sativa L.), proso (Panicum miliaceum L.), pohanka
(Fagopyrum esculentum Mill.), s6ja (Glycine max (L.) Merr.), mak (Papaver 1L.), konopi

(Canabis sativa 1.), citrusy a Cajovnik ¢insky (Camellia sinensis L., Kuntze) (obrazek 2-
5).
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V Africe je centrum diverzity umisténo v oblasti Etiopie. Tato etiopskd oblast je
mistem ptivodu pro kdvovnik (Coffea L.), ¢irok (Sorgum bicolor L.), jeémen (Hordeum
vulgare L.), n¢které druhy luskovin a koteni (obrazek 2-6).

Stiedozemi zaujimajici oblast tdhnouci se od Portugalska po hranici Turecka na ev-
ropské stran¢ a pobtezni linii Afriky, je centrem ptvodu pSenice (Triticum L.), jemene
(Hordeum 1.), fepy (Beta L.), hoicice (Sinapis L.), olivovniku (Olea L.), chmele (Humu-
lus 1.), nékterych druha brukvovitych atd. (obrazek 2-7).

Amerika je zastoupena tfemi centry pivodu. Nejméné druha kulturnich plodin ma
centrum lezici v oblasti Brazilie a Paraguaye (asi 13 druhi). Pivodni jsou zde plané
fazole (Phaseolus L.), maniok (Manihot Mill.), podzemnice olejna (Arachis hypoaea L.),
ananasovnik (Ananas Mill.) a kauCukovnik (Hevea brasiliensis (Willd, ex Juss.) Miill. Arg.) (Ob-
razek 1-8).

Dalsim centrem ptivodu je Stifedni Amerika a Mexiko. Do této oblasti patii kukufi-
ce (Zea mays L.), fazole (Phaseolus 1.), tykev (Cucurbita pepo L.), laskavec (Amaran-
thus L.), povijnice batitova (I[pomoea batatas 1.), kakaovnik (Theobroma cacao L.),
ovocné a pfadné druhy rostlin (obrazek 2-9).

Posledni oblasti jsou Andy, které jsou centrem ptivodu pro brambor (Solanum tube-

rosum L.), lilek rajCe (S. lycopersicum L.), tabék (Nicotiana L.), nékteré druhy zeleniny a

podobné (obrazek 2-10) (Vavilov, 1992).

1-Blizky vychod; 2-Indie; 3-Indomalaisie; 4-Stfedni Asie; 5-Cina; 6-Etiopie; 7-Stfedozemi;
8-Brazilie a Paraguay; 9-Stfedni Amerika a Mexiko; 10-Andy

Obr. 2: Centra ptivodu kulturnich druhti
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1.4 Domestikované druhy rostlin

Domestikace a historie Slechténi druht méla velky vliv na rozmanitost soucasnych
modernich plodin. VétSina agronomickych a evoluéné dulezitych rysu je kvantitativni
povahy. Fenotypova variace téchto vlastnosti je zpiisobena kombinaci segregace ve vice
kvantitativni lokusech (QTL = Quantitative Trait Locus), podminkami prostfedi a in-
terakci mezi geny.

Clovék se v priibéhu procesu moderniho §lechténi vzdy snaZil piibliZit se tzv. ideo-
typu. Ideotyp je hypoteticky idedlni forma rostliny, kterd m4d maximdlni vynos vuci
svému genetickému potencidlu. V kazdém z téchto domestikacnich a Slechtitelskych
krokt, doslo ke zméné genofondu (Abbo et al., 2011). Vice doméci, ptivodni genofon-
dové rezervy, maji uzsi rozsah diverzity. Kultivary maji uzsi fenotypovou rozmanitost
ve vztahu k mén¢ domacim krajovym odraddm, napi. kukufice (Zea mays L.), ale
v nekterych piipadech dojde 1 k rozSifeni fenotypové rozmanitosti, jak dokldda napii-
klad tvar ovoce, velikosti a barva raj¢at (Solanum lycopersicum L.).

Plodiny péstované v souCasnosti maji obecné malou genetickou diverzitu, nékteré
alely mohou byt v genomu pfitomny, ale nemohou byt vyuZivany nebo doslo k jejich
ztraté v procesech Slechténi. Tato redukce je spojena s malou velikosti populace, gene-
tickym driftem, dobou pusobeni a byva oznacovédna jako tzv. efekt hrdla ldhve (bottle-
neck effect).

V tabulce (tabulka 1) jsou uvedeny nejzndmé&jsi a nejvyznamnéjsi domestikované

druhy.

Tab. 1: Vybér nejvyznamnéjSich domestikovanych plodin

bananovnikovité

bananovnik (Musa L.
(Musaceae Juss.) ( )

hrach (Pisum sativum L.), cizrna (Cicer L.), s6ja (Glycine max (L.
Merr.), podzemnice (Arachis hypogaea L.), fazol (Phaseolus vulgaris L.),
¢ocka (Lens culinaris Med.)

bobovité
(Fabaceae Lindl.)

hot¢ice (Sinapis L.), kifen (Armoracia rusticana Gaertn., Mey. et Scherb.),
repka (Brassica napus 1.), brukev (Brassica olarecea L.), Fedkev (Ra-
phanus sativus 1.)

brukvovité
(Brassicaceae Burnett)

hvézdnicovité slune¢nice (Helianthus annuus 1.), locika (Lactuca sativa L.), ¢ekanka
(Asteraceae Bercht. et J. Presl) | (Cichorium endivia 1.)
lilkovité brambor (Solanum tuberosum 1.), paprika (Capsicum annuum L.),
(Solanaceae Juss.) rajce (Solanum lycopersicum L.)
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lipnicovité
(Poaceae Barnhart)

je¢men (Hordeum vulgare L.), pSenice (Triticum aestivum L.), oves
(Avena sativa L.), Zito (Secale cereale 1.), ryze (Oryza sativa L.), €irok
(Sorgum bicolor (L.) Moench), proso (Ponicum miliaceum 1.), kukufice
(Zea mays 1.), cukrova titina (Saccharum officinarum L.)

tykvovité
(Cucurbitaceae Juss.)

okurka (Cucumis sativus 1L.), tykev (Cucurbita pepo L.), meloun (Cu-
cumis melo L.)

pryscovité
(Euphorbiaceae Juss.)

maniok (Maninot esculenta Crantz), skocec (Rieinus communis L.), kau-
¢ukovnik (Hevea brasiliensis (Willd. ex Juss.) Miill. Arg.)

rdesnovité
(Polygonaceae Juss.)

pohanka (Fagopyrum esculentum Mill.)

routovité
(Rutaceae Juss.)

pomerancovnik (Citrus chinensis (L.) Osbeck), citronik (Citrus limon (L.)
Burm.f.), mandarinka (Citrus reticulata Blanco)

ruzovité
(Rosaceae Juss.)

jablont (Malus domestica Borkh.), hruSen (Pyrus communis L.), slivoi
(Prunus domestica 1.), broskvon (Prunus persica (L.) Batsch), mandloii
(Prunus dulcis (Mill.) Webb), merunka (Prunus armeniaca L.), jahody
(Fragaria vesca L.)

slézovité
(Malvaceae Juss.)

bavinik (Gossypium L.), ibiSkovec (okra) (Abelmoschus esculentum
Moench.) (kenaf) (Hibiscus cannabinus L.)

1.5 Domestika¢ni syndrom u rostlin

Proces domestikace 1ze rozdélit do tif fazi (Harris, 1989). Prvni fazi je sbér volné
rostoucich jedlych plodi a jejich uchovavani, druhou fazi je péstovani volné rostoucich
rostlin (tzv. pre-domestikace) a tieti fazi je fixace domestikacniho syndromu (vznik sku-
te€ného zemédélstvi) (Allaby, 2010).

Domestika¢ni syndrom je predstavovan trvalou fenotypovou zménou, kterd odliSuje
plany druh od kulturni plodiny souborem vlastnosti (tabulka 2). Tento znak je obvykle
bran jako definitivni ukazatel domestikované plodiny. Zvlastnosti je, Ze znaky domesti-
kac¢niho syndromu si jsou velmi podobné i u domestikovanych druhti vzdalenych oblasti

napii¢ vétSinou kulturnich plodin.

Tabulka 2: Znaky domestika¢niho syndromu

plody, semena Pt. rajce (S. lycopersicum L.)

VEtsi zdsobni orga
CIS1 zasobnt ofgany hlizy Pt. brambor (S. tuberosum L.)

Pf. ik
Tvar plodu, semene - papttia :
(Capsicum annuum L.)

ne-rozpadavost klasu
ne-pukavost lusku

< Pt. je¢men
Sifeni semen

(Hordeum vulgare L.)
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Pf. hrach (P. sativum L.)

Dormance semen a hliz

(sniZenf nebo jeji ztrata)

Pt. fepka olejka
(Brassica napus L.)

Vernalizace (rostliny jsou citlivéjsi na fotoperiodu) | Pf. pSenice (7. aestivum L.)
dlouhodenni Pt. pSenice (T aestivum L.)
Lo kratkodenni Pt. kukutice  (Zea mays L.)
Fotoperiodismus o .
neutralni Pt. fazol
(Phaseolus vulgaris L.)
apikalni dominance Pt. slune¢nice
(Helianthus annuus L.)
odnoZovani Pt. je¢men
. . Hordeum vulgare L.
Architektura rostliny , - (. . & )
popinavost Pt. réva vinnd
(Vitis vinifera L.)
ketovitost Pt. ostruzinik malinik
(Rubus idaeus 1..)
. (bezsemenost) Pf. ananasovnik
Partenokarpie

(Ananas comosus (L.) Merr.)

Pohlavnost kvétu

Samospras$nost (izolace homozygota)

Pt. hrach (P. sativum L.)

Zmeény ploidie

(zvySovani sad chromosomt1)

Pt. pSenice (T. aestivum L.)
(6x)

Viceletost X jednoletost

Dvouleta vegetacni forma — ozima
Jednoleta vegetacni forma — jarni

Pt. pSenice
Pt. kukufice

(T. aestivum L.)
(Zea mays L.)

Glykoalkaloidy (solanin, chakonin)

Pt. brambor (S. tuberosum L.)

Eliminace toxickych latek | Hofkost (amygdalin) Pt. plody mandloné
(Amygdalus communis L.)
Antokyany Pt. réva vinna
(Vitis vinifera L.)
ZvySeni obsahovych latek | Sacharosa Pt. fepa cukrova

(Beta vulgaris L. var. altissi-
ma)

Clovék zdmémé vybiral semena rostlin, které byly svymi vlastnostmi vhodné

pro péstovani a zajisStovaly kvalitnéjsi stravu a tim uplatiioval genetickou selekci. N¢-

které kulturni plodiny vS§ak byly v minulosti nejdiive pouze plevely mezi dfive domesti-

kovanymi plodinami. Napf. Zito (Secale cereale L.) a oves (Avena sativa L.) existovaly

nejprve jako plevely a aZ po n¢jakém Case se zacaly selektovat a péstovat odd€lené.

Rod Pisum L. patii do Siroké skupiny rostlinnych roda, které si vyvinuly balistické

Siteni semen do okolniho prostiedi. Proces puknuti lusku se odehrava v tzv. z6n€ dehis-

cence podél ventralniho 1 dorzdlniho Svu. Buiiky exokarpu jsou zde zesileny a skleren-

chymatické vrstvy endokarpu jsou usporddany diagondlné v rovindch kolmych na sebe.

Sesychajici stény lusku se zmensuji, staci se v opacném sméru a po dosdhnuti maximal-

niho pnuti se chlopné lusku dynamicky odd€li a semena jsou vystielena do okoli.
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Ambrose a Ellis (2008) testovali balisticky efekt Sifeni semen u pukavych linif pla-
ného hrachu P. elatius Steven ex M. Bieb. JI 224 a JI 1794. Semena byla rozptylena az

do vzdalenosti az 357 cm od mateiské rostliny (tabulka 3).

Tabulka 3: Balisticky efekt $ifeni semen hrachu (Pisum L.) (pfevzato a upraveno dle

Ambrose a Ellis, 2008)

JI1794 J1224

vyska rostliny vyska rostliny
85 cm 32 cm
Promér 85,8 cm 71 cm
Median 52,5 cm 54 cm
Minimum lcm 14 cm
Maximum 357 cm 274 cm

Dormance semen je také duleZity znak i pro moderni Slechténi plodin. Plané druhy
riznymi mechanismy ovliviiji klicivost semen ve volné piirod¢ a zajist'uji si tak za-
chovani svého druhu pro piipad neptiznivych podminek. Naptiklad u lupiny (Lupinus
angustifolius 1.) jsou semena planych druhtl tvrdd a nepropustnd pro vodu a pouze malé
procento semen nabobtnd (genotyp Moll / -). U kulturnich druht lupiny doslo k mutaci a
vzniku recesivni alely (genotyp moll / moll), takové rostliny lehce kli¢i a vyuZzivaji se
v zemedelstvi (Nelson et al., 2006).

Primérni domestikovanou vlastnosti u pSenice (Triticum aestivum L.) je nerozpada-
vost klasu (nonshattering) a sekundarnimi znaky je redukce pluch (zjednoduSeni mldce-
ni), zmény rostlinné architektury, zvySeny obsah sacharidid v zrnu, velikost a ztrita
dormance semen (fotoperiodicka necitlivost).

Ryze setd (Oryza sativa L.) byla prvotné¢ domestikovdna od svého divokého piedka
Oryza rufipogon Giift. v Cing asi pied 9000 lety, kdy byla vytvofena skupina japonica,
kterd pak nahradila primitivnéj$i druhy (indica) v Indii pfed asi 4000 lety. (Flint-Garcia,
2013). Domestikaci bylo dosaZeno sniZeni rozpadavosti klasu prostfednictvim genu Sh4
koédujici jaderny transkripéni faktor, ktery fidi vyvoj odlucovaci vrstvy. Jednonukleoti-
dova substituce (G/T) ve druhém exonu Sh4 vede ke znéné kddovani aminokyselin a

cvvs

zpusobuje niz$i schopnost vazby protejnu SH4 na DNA (Li et al., 2006). Doslo také
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k redukci dormance semen pomoci regulacniho genu fidici zrani semen a ke zvySeni
poctu zrn (Sugimoto et al., 2010).

Uvadi se, Ze zacatek domestikace s6ji (Glycine max (L.) Merr.) byl asi pied 3000 az
5000 lety v Ciné. B&hem tohoto procesu doslo k velkému sniZeni genetické variability
s6ji. Domestikace s6ji se soustied’ovala piredev§im na vétsi velikost semen, upraveni
fotoperiody, svétlejsi barvu semen a zabranéni pukavosti lusku (nonshattering) (Flint-

Garcia, 2013).

1.6 Geny spojené s pukavosti u rostlin

Jak uZ bylo feceno, jednim z kli¢ovych znakii domestika¢niho syndromu je rozpada-
vost (pukavost) plodi. Nejvétsi zdjem byl vZdy o studium rozpadavosti klasu u pSenice
(Triticum L.) a ryze (Oryza L.) a o studium pukavosti SeSule fepky (Brassica napus L.) a
lusku s6ji (Glycine max L.).

U obilovin je ztrita rozpadavosti klasu obvykle zpisobena absenci nebo modifikaci
odlucovaci vrstvy na bazi klasku. U rostlin ¢eledi Brassicaceae a Fabaceae se jedna
o samovolné otevieni ventrdlniho i dorzalniho Svu u suchého zralého plodu. Piistupy
molekuldrni genetiky vedly k identifikaci nékolika transkrip¢nich faktorti podilejicich se
na regulaci pukavosti u modelového druhu husenicku, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, a
podafilo se identifikovat homologni geny v ostatnich vyznamnych druzich
brukvovitych, vcetné fepky olejky (Brassica napus L.) (Lewis et al., 2006). Na tuto
praci navdzala dal$i vyzkum Cristina Ferrdndiz et al. a spolu publikovali préice
zabyvajici se pukavosti plodu husenicku (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) a tolice

(Medicago L.) (viz niZe).

Siteni semen u bobovitych rostlin je zprostfedkovavano tstiednim balistickym me-
chanismem, tzv. pukavosti. Lusk hrachu vznika z jednoho plodolistu a dynamicky puka
dvéma Svy v misté srustu plodolistu i v misté centrdlniho svazku cévniho (Ambrose et
al., 2008). Jak lusk zraje, sesychd a jeho stény se zmensSuji v opaénych smérech. Vytvaii
se tak napéti mezi chlopnémi a to se uvolni prasknutim $vi a vystfelenim semen. Studi-

um genomu hrachu bylo zjednoduseno pomoci identifikace vzdjemnych syntenii mezi

20



genomy hrachu (Pisum L.), tolice (Medicago truncatula Gaert.), Stirovniku (Lotus japo-
nicus Willd.) a s6ji (Glycine willd.). Pomoci ndstroji bioinformatiky byly sestaveny kon-
senzudlni mapy, které umoznuji hledat pozici téméf jakékoliv genové sekvence
na chromosomech hrachu (Bordat et al., 2011).

Bylo zjiSténo, Ze u cocky (Lens culinaris) je pukavost fizena jednim lokusem (Ladi-
zinski, 1998), zatimco u vigny zlaté (Vigna radiata (L.)Wilezek) dvéma lokusy (Isemura et
al., 2012), kdy jeden fidi pocet zakrut po délce lusku a druhy se podili na otevieni lus-
ku. Podle studie Weeden et al. 2002, Weeden 2007, je pukavost hrachu fizena obdobné
dvéma lokusy. Semi-dominantni a monogenni Dpol lokus je vdzan na vazebnou skupi-
nu LGIII (Weeden, 2007), zatimco Dpo2 a GP lokusy byly zjistény pouze u nékterych
kfizenct (Weeden et al., 2002).

V posledni dobé byly identifikovany homologni geny pukavosti, (Nanni et al., 2011,
Gioia et al., 2013) Oba tyto geny patii do rodiny MADS-boxovych geni s Sirokou $ka-
lou funkci (tvorba kvéti, kontrola kveteni) a bylo prokdzéano, Ze se podileji na pukavosti
SeSule husenicku (Arabidopsis thaliana) (Liljegren et al., 2000). Plod vétSiny brukvovi-
tych, jako je pravé plod husenicku (Arabidopsis sp.), puka Ctyfmi Svy v zén¢ dehiscence
(DZ = dehiscence zone). Ve zralé SeSuli DZ zahrnuje odlucovaci vrstvu (AL = abscissi-
on layer) a k ni pfiléhajici vrstvu lignifikovanych bunék. Pfi sesychdni dochdzi ke zvy-
Sovani mechanického napéti a naslednému oddéleni chlopni. MADS-box geny FRUIT-
FULL (FUL), SHATTERPROOF 1 a 2 (SHP1/2) a helix-loop-helix gen pukavosti IN-
DEHISCENT (IND), jsou hlavnimi reguldtory tvorby z6ny pukavosti a jejich funkei je 1
drevnaténi pfesné podskupiny bunck podél DZ a diferenciace odlucovaci vrstvy (Lilje-
gren et al., 2004). Gen FUL u plané rostliny standardniho typu (WT = wild type) potla-
Cuje expresi SHP a potazmo i expresi IND a ALCATRAZ (ALC), fenotypovym projevem
je pak pukavost SeSule (obrdzek 3-A). Dvojity mutant shpl, shp2 nevytvéii funkéni DZ,
nedochdzi k lignifikaci a plody ndsledné nepukaji (obrdzek 3-B). Histochemické barveni
floroglucinolem v kyselém prostfedi, je postaveno na reakci barviva s latkami fenolické
povahy (pf. lignin). Lignifikované bunky reaguji s floroglucinolem za vzniku tmavé

fialového zbarveni (Ferrdndiz a Fourquin, 2014).
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A-tez SeSuli WT rostliny; B-fez SeSuli double-mutanta shpl shp2; AL-odlu¢ovaci vrstva; E-endokarp;
LL-lignifikovand vrstva; MVB-stfedové svazky cévni

Obr. 3: Pii¢ny fez SeSuli husenicku (Arabidopsis thaliana) (Ferrdndiz a Fourquin, 2014)

Genetické analyzy pukavosti u lusku s6ji vedly k identifikaci majoritnich QTL loku-
sti. Piitomnost téchto QTL lokust (gPDHI) byla identifikovdna pomoci genetického
mapovani (Funatsuki et al., 2006, 2008, 2012). Na rekombinantnich inbrednich liniich
(RILs) spolu se znalosti fenotypu a genomové sekvence, bylo moZné nalézt jednonukle-
otidové polymorfismy (SNP) slouZici nasledné jako markery pro mapovéni. Doprovod-
nymi mikrosatelitnimi markery (SSR = microsatellites markers) pro pukavost byly
Sat_093 a Sat_366 lokusy. Diky rekombina¢ni udélosti identifikované mezi obéma té-
mito doprovodnymi markery, byl vymezen gPDH1 lokus v malém genetickém intervalu
47 kb, ohrani¢eny markery SNP10 a SNP6. Sekvenc¢ni analyzou byl identifikovan indel
(insertion/deletion) 113 bp v promotorové oblasti genu Gm16g25600 kédujici bZIP-typ
transkripéni faktor (Gao a Zhu, 2013).

Rezistence k pukavosti u sdji (Glycine max (L.) Merr.) spo¢iva v masivni lignifikaci
sekundarnich buné¢nych stén v pruhu sklerenchymatickych vlaken ventralniho cévniho
svazku (FCC = fibre cap cells) a v praci Yang Dong et al. (2014) byl identifikovan gen
z oblasti QTL gPDH]1, ktery kéduje NAC-doménovy gen, ktery ma funkci jako sekun-
déarni Clanek aktivace zesileni bunécné stény. Gen leZici na Sestnactém chromosomu byl
oznacen jako SHATTERINGI-5 (SHATI-5). Tento gen funk¢né aktivuje sekundédrni
biosyntézu bunécné stény a vyrazné podporuje sekundarni tloustnuti bunécnych stén
v pruhu sklerenchymatickych vldken. Plody planého druhu séji (Glycine soja Sieb. a
Zuce.) a kulturni s6ji (Glicine max Merr. (L.)) byly zkoumdny po strdnce anatomické a také
pomoci homologni genomické analyzy Glycine versus Arabidopsis.

U dvanécti vybranych kandidétnich genu byla analyzovdna nukleotidovd rozmani-
tost a pouze u gentd Glyma04g39210 a Glymal6g02200 bylo nalezeno jeji dramatické
sniZzeni u kulturniho druhu, coZ naznacuje piitomnost selekce. Prochdzenim QTL map
sOji (Grant et al., 2010), se potvrdilo, Ze gen Glymal6g02200 je umistén v ramci identi-

22



fikované QTL oblasti spojené s pukavosti (pod dehis 1-5) a kéduje NAC-doménovy
transkripcni faktor (homologie s AtNST1/2 Arabidopsis thaliana), a proto byl oznacen
jako SHATTERINGI-5. Bylo provedeno stanoveni expresniho profilu SHATI-5 genu
(pomoci kvantitativni real-time PCR) a nasledné¢ byla provedena také detekce SHATI-5
proteini (GmSHATI1-5 a GsSHAT1-5) pomoci specifické protilatky. Ukazalo se, Ze
proteiny jsou obsaZeny v buinikdch pruhu sklerenchymatickych vldken u ventrdlniho Svu
ve fazi dozravani.

Exprese GmSHAT1-5 (gen SHATI-5 u Glycine max) je patnictindsobné vyssi nez
u alely G. soja, coz bylo dokdzéno jak real-time PCR z bunék oblasti pruhu skleren-
chymatickych vldken ventrdlniho cévniho svazku tak i real-time PCR z bunék odluco-
vaci vrstvy ziskanych laserovou mikrodisekci. Biologickd funkce byla ovéfena pomoci
komplementace mutantii Arabidopsis thaliana. Expresse GmSHAT1-5 and GsSHAT1-5
byla v mutantnich rostlindich kontrolovana promotorem husenicku (pAfSNDI a
PAINSTI) a vyslednym projevem byl fenotyp vykazujici pukavé SeSule. Prokézalo se, Ze
oba tyto proteiny maji konzervativni funkci pro aktivaci sekundarni bunécné stény
u huseniCku (Arabidopsis Heynh. in Holl & Heynh). Testovany byly také cis-regulaéni domé-
ny, pomoci transgennich konstrukt s mutaci v hlavnich vazebnych mistech GAPP pro-
teinil (Hosoda et al., 2002) od AGAT do ACTA. Bylo zjisténo, zZe element AGAT po-
tlauje expresi histochemického markerového genu GUS::GsSHATI-5 in vivo. Repre-
sivni prvek vyznamné zvysuje specifickou expresi GmSHAT1-5. DNA polymorfismus
v SHAT1-5 lokusu sdji odhalil zménu sekvence v promotoru genu absenci tif nukleotida

GAT (obrazek 4) (Dong et al., 2014).

GsSHAT1-5 GmSHAT1-5
T e — —/\—-/\“—/\_

TAAGATATT TA-—ATT

proces domestikace

5000 let
FCC

odlucovaci
vrstva

. ey 7\

; .

|'|i.|l|“..',
Vi ke et

Glycine soja Glycine max

Obr. 4: Vyvoj domestikace s6ji (Glycine Willd.) (Dong et al., 2014)
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V prosinci 2014 (Funatsuki et al., 2014) bylo publikovano, Ze hlavni gen Pdhl kont-
rolujici pukavost lusku, kéduje dirigent-like protein, ktery je soucasti DIR superrodiny
(obrazek 5). Pukavé genotypy vykazuji vysokou expresi genu Pdhl v lusku a to zejmé-
na ve sklerenchymatické vrstvé endokarpu v dob¢ zahdjeni ukladani ligninu do bunéc-
nych stén (3 dny po opyleni). ZvySena lignifikace je pfimo imérna sile stoceni luskl pii
nizké vlhkosti. Recesivni alely pdhl jsou geograficky strukturoviny a vyskytuji se pre-
devsSim v genotypech z polosuchych oblasti 4iny a také v modernich odridach ze Se-
verni Ameriky. Naopak puvodni alela Pdhl je piitomna v genotypech z Japonska,

v prostiedi s vlhéim klimatem.

10 Mb 20 Mb 30 Mb
Chr 16 #
Sca184_401k el Sca1 84 267K

(29547kb) ORF1 -——0ORF2 Glyma16g25600 (29681kb)]

,_,_--—';" '\“/v = |

BAC H88I22—;
A GPDH1 e
 vw .
Glyma16g25570.1 Glyma16g25580.1
(Gras family transcription factor) (Dirigent-like protein)

Obr. 5: Gen Pdhl kédujici dirigent-like protein séji (Glycine Willd.) (Funatsuki et al., 2014)

U nepukavych genotypi je gen pdhl defektni. Byl identifikovan jednonukleotidovy
polymorfismus v kédujici sekvenci genu, ktery md, u genotypl rezistentnich
k pukavosti, za nésledek vznik pfedcasného stop kodonu. Tento polymorfismus se di

lehce detekovat pomoci metody CAPs-PCR (Funatsuki et al., 2014).

Medicago truncatula Gaerm. je taxonomicky nejbliz§i modelovy druh pro luskoviny
jako je hrach (Pisum L.), Cocka (Lens will.), bob (Vicia L.) a cizrna (Cicer L.). Jeho ge-
nom je tvofen Sestndcti pary chromosomil a k dispozici jsou sekvenované genotypy,
soubory mutantnich linii a detailni fyzické a genetické mapy (Young et al., 2005). Rod
Medicago L. ma asi 87 druhti a u nékterych se vyskytuji stocené (M. noena Boiss.) nebo
stoCené a ostnaté lusky (M. truncatula Gaertn.) nebo jsou lusky rovné (M. ruthenica (L.

Ledeb. M. polyceratia (L. Trauvt.) (obrdzek 6). Nékteti autofi spojuji tuto zvlastni morfolo-

24



gii se zvySenou odolnosti proti Skiidctiim respektive s nizsi dostupnosti pro hmyz (Small

a Brookes, 1984), jini s adaptaci na podminky a lep$i Sifeni semen.

A-plod M. truncatula; F-plod M. noena; K-plod M. ruthenica; P-plod M. polyceratia;
meéfitko = 0,5 cm

Obr. 6: Morfologie luski tolice M. truncatula Gaertn. a M. noeana Boiss. (Fourquin et al., 2013)

V sekvenci genu SHP u druhit Medicago L. se sto¢enymi lusky byla nalezena jedno-
bodové nukleotidovd zdména, kterd ovliviiuje stoc¢eni luskl. Jednd se o zdménu prvniho
nukleotidu v tripletu, ktery zplsobi pfi translaci navdzani jiné aminokyseliny. Druh,
ktery ma v sekvenci ACA kdéduje aminokyselinu threonin (Thr) a fenotypove se projevi
rovnym luskem, zatim co sekvence GCA kdéduje alanin (Ala) a vysledkem je stoCeny

lusk (Fourquin et al., 2013).

Studie vazebnych map poukdzala na makrosyntenii mezi hrachem (Pisum sp.), tolici
(Medicago truncatula), Stirovnikem (Lotus japonicus), s6ji (Glycine max) a dalSimi
luskovinami (Aubert et al., 2006, Kalo et al., 2004, Choi et al., 2004), coZ naznacuje
vyznamnou Kolinearitu mezi genomy téchto druhti. Byly vytvofeny tzv. konsenzudlni
mapy (pfiloha 1) mezi t€émito druhy (Bordat et al., 2011).

Syntenie vztahli mezi vazebnymi skupinami hrachu (P. sativum) a chromosomy toli-
ce (M. truncatula) umoznila vytvorit bodovy graf kolinearity (obrdzek 7). Recipro¢ni
homologie je postavend na zdvislosti chromosomu respektive vazebnych skupin hrachu
(osa Y) ku postaveni chromozomii tolice (osa X). Zachovani syntenie se projevuje, pou-
ze pokud jsou homology umistény v diagondlni linii, pfipadné pokud jsou k ni postave-

ny kolmo (Bordat et al., 2011).
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Obr. 7: Graf kolinearity P. sativum a M. truncatula (Bordat et al., 2011)
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2 HRACH (Pisum L.) JAKO EXPERIMENTALNI MODEL PRO
LUSKOVINY

Celed Fabaceae a piedevsim hrach (Pisum L.) provazi lidskou spoleénost jako plo-
dina jiz dlouhou dobu. Archeologické ndlezy dokazuji, Ze hrach (Pisum L.) byl vyuzivan
JiZ v dob¢ kamenné a bronzové. Podobné jako u jinych plodin, jednou z nejvétSich pre-
kazek domestikace hrachu (Pisum L.) byly znaky, které pozd¢ji vedly k domestikacnimu
syndromu jako pukavost luskli a dlouhd dormance semen v disledku existence nepro-
pustné vrstvy osemeni atd. (Smartt, 1990, Smykal et al., 2014).

Hrach byl také vyznamny jiz v historii, jako model pro genetiku. V druhé poloviné
19. stoleti na né&j svou pozornost upnul Johan Gregor Mendel a prostiednictvim pokusii

s kifZenci definoval zakony dédi¢nosti (Smykal et al., 2015).

2.1 Taxonomie hrachu (Pisum L.)

Taxonomie a vztahy mezi druhy v rodu Pisum L. se v minulosti ¢asto ménily v za-
vislosti na autorech a typu studii. I v sou€asnosti je botanickd spolecnost stile nejednot-
nd v ndzoru na zatazeni jednotlivych druhii. Rod hrach (Pisum L.) fadime do tribu Fa-
beae spole¢né s rodem hrachor (Lathyrus L.), Cocka (Lens Mill.), vikev (Vicia L.) a Vavi-

lovia AlFed. (Maxted a Ambrose, 2001, Smykal et al., 2011, Mackinder et al., 2014).

Zatazeni rodu Pisum do systému dle ITIS (2011)
Ri%e: Plantae
PodfiSe: Viridaeplantae
Oddéleni: Tracheophyta
Pododdéleni: Spermatophytina
Ttida: Magnoliopsida
Nadtdd: Rosanae
R4d: Fabales

Celed’: Fabaceae

Rod: Pisum L.
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2.2 Geneticka diverzita rodu hrach (Pisum L.)

Genetickd rozmanitost druhti plodin je vysledkem pfirozeného vybéru z planych
predkt a lidskych zdsahli zemédélct a Slechtitelt. Genetickd diverzita je rozpozndvana
na bazi znalosti primarni struktury DNA, sekvenci jednotlivych nukleotidii. Morfolo-
gické znaky, které se pouzivaji standardné¢ pro odliSeni odrtid, jsou velmi nepfesné, pro-
toZe k jejich projevu je potieba vétSinou exprese vice genil. Jejich piesnost byla pieko-
ndna markery genetickymi, zejména markery jako jsou retrotranspozony a mikrosatelity
(Smykal et al., 2010). Tyto repetitivni sekvence jsou vysoce polymorfni a maji vysokou
mutaéni frekvenci (10~ az 10” na lokus a generaci), vys§i ne? je frekvence bodovych
mutaci (Smykal, 2011).

Je znamo, Ze organismy s vySSim stupném genetické diverzity 1épe reaguji na zmény
Zivotnich podminek, dokaZi se jim lépe pfizpusobit a jsou i vhodné pro Slechténi varia-
biln¢jSich odrid ¢i kultivart. Genetickou diverzitu mizeme studovat na vice trovnich
(jednotlivec, druh, populace). Mutacemi nebo selekci vznikaji v genomu nové alely ge-
num, které ptisobenim genetického driftu mohou byt ndhodné fixovany v populaci.

PfenaSeni genli mezi populacemi prostfednictvim migrujicich jedinc je jeden
z vyznamnych evolucnich faktorii. Probihd na vSech trovnich populace, i kdyZ jsou
jednotlivé druhy reproduk¢né izolovany. Genovy tok je pak realizovan mezidruhovym

kiizenim (Flegr, 2009).
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3 BIOLOGIE RODU HRACH (Pisum L.)

Zastupci rodu hrach (Pisum L.) jsou pievazné jednoleté dvoudélozné rostliny z Cele-
di bobovitych (Fabaceae). Vyjimkou je jediny zadstupce rodu Vavilovia AlFed., Vavilovia
formosa (Steven) AlFed., kterd se vyskytuje jako vytrvala bylina (Miki¢ et al., 2013).
Hrach se rozmnoZuje generativn¢, samospraSenim. Samosprasnost je zajiSténa proteo-
gynii a kleistogamii (opylenim jesté v poupéti tésné pred rozkvetem).

Genetickd vybava bun¢k obsahuje 7 parti chromosomil (n=7) a velikost genomu hra-
chu je 4 300 Mb. Genom obsahuje velké mnozZstvi repetitivnich sekvenci (Macas et al.,
2006), ma vysoky sekvencni polymorfismus s primérnou frekvenci jedné zamény

na 15 nukleotidi (Jing et al., 2007).

3.1 Anatomie a stavba lusku

Lusk (lat. legumen) je suchy pukavy plod vznikly z jednoho plodolistu apokarpniho
gynecea. Jednd se o oplodi, kde polovina plodolistu tvofi jednu chlopen lusku. Lusk ma
chlopné dvé¢ a otevird se dvéma Svy (ventrdlnim a dorzalnim) (obrdzek 8). V oblasti §vi
probihaji cévni svazky. Anatomie lusku u hrachu (Pisum L.) byla doposud studovédna
prevazné na kulturnich formach Pisum sativum, a proto vSechny informace uvedené

v nésledujicich kapitolach se vztahuji pravé k tomuto druhu.

Biisni Sev (sutura ventralis)

Poutko (funiculus)

Testa

Délohy

Prikarp

Hibetni Sev (sutura dorzalis)

Obr. 8: Pri¢ny fez luskem hrachu (Pisum L.) (Vinter, 2009)
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Chlopné se Casto Sroubovité staci. Atkins et al., 1977 popisuje, Ze v oplodi rozezné-
vame tfi vrstvy: exokarpem, mezokarpem a endokarpem (obrdzek 9). Tloustka stény

lusku je v priiméru 1 mm, zdleZi vSak velmi na druhu a také na stavu oplodi.

ENDOKARP MEZOKARP EXOKARP

F-vlaknita vrstva endokarpu; IE-vnitini epidermis; OE-vnéjsi epidermis; P-parenchymaticka vrstva
endokarpu; SG-Skrobova zrna; V-zakonceni cévnich svazki; VB-cévni svazky;

Obr. 9: Pii¢ny fez perikarpem lusku hrachu (Pisum sativum) (Atkins et al., 1977)

Vnéjsi povrch lusku tvoii exokarp. Tato vrstva je tvofena vnéjsi epidermis (OE =
outer epidermis), kterd zaujima asi 3% tloustky perikarpu. Epidermis sestdva
z dlazdicovitych buné€k bez trichomt, buiiky jsou hojné¢ kutinizovany obsahuji praduchy
(primérnd hustota: 20 praducht na mmz) (Pate a Kuo, 1981).

Vicevrstevny mezokarp je tvofen tenkosténnymi parenchymatickymi bunkami
s velkymi vakuolami. Sklada se z osmnécti az dvaceti dvou vrstev bunck a zaujima az
84% tloustky perikarpu. Vrstvy buné€k lezici bliZze k epidermis obsahuji pfevdaZnou ¢ést
chlorofylu a obsahuji hlavni vaskularni sité (Zilnatinu), zatim co vnitfni vrstvy mezo-
karpu obsahuji $krob, ktery se vyskytuje nejvice v blizkosti cévnich svazki. Fotosynte-
ticky aktivni vrstva mezokarpu asimiluje CO, z vnéj$i atmosféry prostiednictvim pri-
duchti nachézejicich se ve vnéjsi epidermis. Béhem dozravéani lusku obsah chlorofylu
prudce klesd pravé ve vnéjSich vrstvach (Atkins et al., 1977). Vnitini vrstvy mezokarpu
pfiléhajici ke sklerenchymatickym vlaknim maji dobie vyvinuté krystaly Stavelanu

vapenatého (obrédzek 10) (Pate a Kuo, 1981).
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C-krystal; E-endokarp; F-vldknitd vrstva endokarpu; IE-vnitini epidermis

Obr. 10: Krystaly v buitkdch mezokarpu (Pisum sativum) (rastrovaci elektronova mikroskopie) (Pate
a Kuo, 1981)

Ti{ az pétivrstevny endokarp je sloZen predevs§im z vldknitého sklerenchymatického
pletiva zaujimajici asi 13% tlouStky oplodi. Mezi vrstvami sklerenchymatickych vldken
(2 az 3) a vnitini epidermis (IE = inner epidermis) se miiZe nachdzet tenkosténny paren-
chym (3-4 vrstvy). Vnitini epidermis je tvofena tenkosténnym parenchymem, ma vy-
pouklé vnéjSi kontury (obrdazek 11), neobsahuje priaduchy a ma hydrofilni kutikulu
(Drew, 1994). Chloroplasty se nachdzeji také ve vnitini epidermis, ale jsou mensi nez
chloroplasty mezokarpu a obsahuji i mensi Skrobova zrna. Diky vypouklym konturdm
ma vnitini epidermis vétsi povrch pro asimilaci CO, uvolnéného ze semene pii vystave-
ni lusku slune¢nimu zéfeni. Plynova dutina lusku hrachu obsahuje asi 0,5 az 1,5% CO,

(Atkins et al., 1977).

E-endokarp; IE-vnitini epidermis

Obr. 11: Vypouklé stény vnitini epidermis (Pisum sativum) (elektronovad mikroskopie) (Pate a Kuo,
1981)
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Usporadani cévnich svazkl je typické jako u ostatnich luskovin. Dvojce cévnich
svazkl, kterd lezi podéln¢ a doddva Ziviny semeni a odpovidd margindlnim cévnim
svazklim pestiku. Tteti cévni svazek vede podél povrchu lusku (Drew, 1994). VSechny
tfi cévni svazky se zbihaji na obou koncich lusku a jsou doprovazeny siti mensich terci-

arnich zilek, které prochédzeji bo¢nimi sténami lusku a smétuji k nejvnitfnéjSim vrstvdm

mezokarpu, kde kon¢i (Atkins et al., 1977).

3.2 Vyvoj plodu

Poupata se u hrachu zaklddaji postupné v tzlabi listi s ristem rostliny. V prabéhu
vyvoje miize dochdzet k redukci kvétnich orgdnt opadem poupat, kvétl nebo i malych
luski po oplozeni. Po opyleni blizna a ¢nélka zasychd a stény semeniku se méni
v oplodi (perikarp). Rust oplodi do délky a Sitky je rychly, probihd 2 az 5 dni po opyleni
(DAA = Days After Anthesis) a je v podstat¢ dokoncen 8 dni po opyleni (obrazek 12-
A). Nasledné se rychle zvétSuje primér oplodi a piizpiisobuje se tak vyvoji semen 6 az
12 dni po opyleni (obrazek 12-B). Poupé¢ a kvét vystihuje obdobi -2 a 0 DAA (Ozga et
al., 2003).

Obr. 12: Vyvoj oplod{ hrachu (Pisum L.) (Ozga et al., 2003)

Agronomickou zralost u luskovin rozd€lujeme podle tii stupiii zralosti na zelenou,
Zlutou a plnou. Pii zelené zralosti pokracuje ukladani zasobnich ldtek do semen a délo-
hy lze tlakem od sebe oddélit. Zlutd zralost se projevuje typickym zbarvenim luski
ve spodni tfetiné a semena maji polotuhou konzistenci. V plné zralosti jsou rostliny

témé&f suché, semena jsou tvrda a ukladani zasobnich latek je dokonceno.
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Zralost luskovin se objektivn€ urCuje stanovenim vlhkosti semen, ktera je v plné zra-
lost 14 — 20 % (Houba et al., 2009).

Vyvoj od kveteni do zralosti se rozliSuje na tfi faze a to fazi iniciacni, elongacni a
vlastni maturaci (zrani). Iniciacni faze nastdvd v dobé 1 az 2 dny po opyleni (DAA =
Day After Anthesis). Endokarp je vtéto fazi tvofen tfemi vrstvami: tranzicni-
pfechodovou, stfedni vrstvou a epidermis. Tranzi¢ni vrstva md parenchymatické, ten-
kosténné bunky s velkymi vakuolami, podobné jako u mezokarpu, ale jsou hustéji na-
skladané. Stfedni vrstva je tvofena tfemi vrstvami meristematickych bunék, které se
na konci iniciacni faze zacnou délit a posléze jsou diferencovéany v bunky sklerenchy-
matické. VétSina bun€k obsahuje malé vakuoly, velkd jadra s vyraznymi jadérky, velké
mnoZzstvi ribosomil v husté cytoplazmé, Golgiho apardt (GA), drsné endoplazmatické
retikulum (ER). Bunky vnitini epidermis maji Ctyfuhelnikovy profil, hustou cyto-
plazmu, obsahuji hojn¢ amyloplasty a chloroplasty.

Mezokarp je tvofen parenchymatickymi tenkosténnymi bunikami, které jsou veétsi
nez bunky endokarpu.

Elongacni faze nastava 3 az 4 dny po opyleni a endokarp je obvykle tvofen jiz Ctyi-
mi vrstvami. Nov¢ vzniklou vrstvou je vrstva protahlych bunék vytvotfenych z bunék
sttedové vrstvy bliZze k tranzi¢ni vrstvé. Buiky stifedové vrstvy maji nyni fidsi cyto-
plazmu, vétsi vakuoly, zvinénou plazmalemu s velkym mnoZstvim vackl, drsné ER
s cisternami v blizkosti plazmalemy a GA ma vyvinuté dictyosomy s malymi cisternami
s hustym obsahem. Buiiky nemaji sekundarni bunécnou sténu. Tranzi¢ni vrstva a vnitini
epidermis jsou bez vyraznych zmén oproti poc¢atecni fazi.

Maturace je zahdjena 4 az 5 dnti po opyleni. V této fazi jsou jiz podlouhlé bunky ze-
sileny a hovotfime o pre-sklerenchymatické vrstvé, bunky tranzicni vrstvy jsou zvétSeny

Pozdéji, 8 dni po opyleni, jsou vytvofeny 2 az 3 vrstvy sklerenchymu, ktery je tvo-
fen mrtvymi buitkami se sekunddrni buné¢nou sténou (Vercher et al., 1987).

V zavislosti na genotypu je lusk pln¢ zraly asi 36 dni po opyleni.
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MATERIAL A METODY

4 MATERIAL

V préci bylo pracovano s rekombinantnimi inbrednimi liniemi (RIL) hrachu. Jednalo
se 0 96 Fj linii vzniklych zkiiZenim rodi¢ovskych genotypt VIR320 (P. elatius Steven ex
M. Bieb.) X WL1238 (kulturni hrach P. sativum L.) (Bogdanova et al., 2009), 67 linii F4.5
generace reciproCniho kiizeni linek J164 (P. elatius) x J192 (afghdnsky typ kulturniho
hrachu P. sativum) (Domoney et al., 1994) a ¢aste€n¢ se 180 RILs liniemi vzniklym
zkiiZzenim L100 x Cameor v generaci Fs.4.

Rodicovské linie se od sebe fenotypoveé odliSovaly nejen pukavosti luska, ale i
habitem, pfitomnosti ¢i absenci mechanickych metamorféz na koncich lodyhy nebo
antokyanové skvrny v dzlabi palisti atd. (obrdzek 13 a pftiloha 2 a7z 4). Naptiklad

u P. sativum (WL1238) byl vypracovan seznam genetickych markert s jejich zatazenim

do vazebnych skupin (Bogdanova et al., 2009).
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Obr. 13: Rodicovské linie (zleva WL1238, VIR320, J164, J192)
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S IZOLACE DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci komercniho kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qia-

gen, Némecko) za pouZiti origindlniho ndvodu a roztoki.

Na analyzu bylo odebrdno ptiblizn¢ 100 mg Cerstvého materidlu, respektive mla-

dych palistd. Materidl byl homogenizovan v kapalném dusiku pomoci tfeci misky a

tloucku. K homogenétu bylo ptidano 400 pl pufru AP1 a 2 ul zdsobniho roztoku RNase

A (100 mg/ml). Déle postupovano dle ndvodu vyrobce:

1.

nok »n

o =2

10.
11.
12.
13.

14.

Inkubace 10 minut pfi 65 °C. B€hem inkubace cca 3x promichat.

Ptidat 130 pl pufru AP2, promichat a inkubovat 5 minut pii 0 °C.

Lyzat ptemistit do QIAshedder spin kolony umisténé v zdsobni zkumavce 2 ml.
Centrifugace 2 minuty pii 20 000 x g.

260 pl kapalné frakce ze zdsobni zkumavky ptfenést bez poruseni peletu do nové
mikrozkumavky (1,5 ml).

Ptidat 390 ul pufru AP3 (s ethanolem) a smés jemné promichat.

Smés aplikovat na DNeasy mini spin kolonu umisténé v zdsobni zkumavce 2 ml.
Centrifugace 1 minutu pii > 6 000 x g.

DNeasy mini spin kolonu pfemistit do nové zdsobni zkumavky a na kolonu na-
nést 300 ul promyvaciho pufru AW.

Centrifugace 1 minutu pti > 6 000 x g. Odstranit kapalinu ze zadsobni zkumavky.
Nanést na kolonu 300 pl pufru promyvaciho pufru AW.

Centrifugace 2 minuty pii 20 000 x g.

Kolonu piemistit do nové mikrozkumavky 1,5 ml a na stied kolony aplikovat
100 pl ptedehiatého (65 °C) elu¢niho AE pufru. 5 minut inkubovat pfi laborator-
ni teploté

Centrifugace 1 minutu pfi > 6 000 x g,
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6 KVANTIFIKACE DNA

Ke kvantifikaci DNA byla pouZita horizontalni agar6zova elektroforéza (OmniBio,
Ceskd republika). Koncentrace agarosévého gelu byla 1 % (agarésa - SERVA Electro-
phoresis GmbH, Némecko) a pouzit byl TAE pufr (SERVA Electrophoresis GmbH,
Némecko). Vizualizace byla zajiSténa fluorescenénim barvivem ethidium bromid (Sig-
ma-Aldrich, USA). PouZivan byl jeho vodny roztok (10 mg/ml) a naniSena byla
1/50 000 objemu. Do jamky bylo nanaseno 2ul velikostniho (hmotnostniho) standardu a
10 pl vzorku. Kvantifikace byla provadéna porovnanim izolované DNA s hmotnostnim
standardem (obrdzek 14) Quick load 100 bp ladder (New England BioLabs, Ipswich,
USA) pomoci UV transluminatoru (Vilber Lourmat, Sud Torcy, Francie) a dokumen-

ta¢niho zafizeni KODAK DC290 (KODAK, USA).

Base Pairs  Mass ing)

1,517 45
— 1,200 35
1,000 95
Q00 27
— 800 24
— 700 21
— G000 18
00517 97
400 38
300 29
— 200 25
100 45

Obr. 14: Standard Quick-Load 100 bp DNA Ladder (NEB, USA)
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7 PCR AMPLIFIKACE DNA

Reakéni smés PCR byla ve vSech experimentech michdna dle tabulky 4 a v ramci
mapovani byly pouZity rizné druhy primera (tabulka 5). Pro PCR byl odvozen cyklus

termocykleru viz tabulka 6.

Tab. 4: Reak¢ni smés pro PCR

1 reakce
Ultracistd voda 36 ul
Pufr pro Green Taqg (Promega) 10 ul
dNTPs (12,5 mM) 0,6 ul
Primer F (10 pmol/ul) 1 ul
Primer R (10 pmol/ul) 1 ul
Taq DNA-polymerdza (5U/ul) (Promega) [0,4 ul
Templiatovd DNA 1 ul
soucet 50 ul
Tab. 5: PouZité primery
Primer Sekvence Zdroj Vyrobce
IND-F GATCCATCAAAATTAGAATCTAGCA . .
Primer 3 IDG, Belgie
IND-R CTGTATTCCGGATGGCAAGT
bZIP-F GCCATGAAAACAGGITACTCC Fast PCR |IDG, Belgie
bZIP-R ATCCGACATAGAGTGGAATTGC
NIP-F GGATTCTACTAACCACATGGACC Aubert et .
IDG, Belgie
NIP-R CTGCATGTCAGAGGTCCATAGG al ., 2006
Tab. 6: Reakéni cyklus PCR
Teplota |[Cas Pocet opakovani
Pocate¢ni denaturace 94 °C 3 min 1 x
Denaturace dsDNA 94 °C 30s
Annealing primertl 55 °C 30s 35 x
Elongace 72 °C 2 min
Konecni elongace 72 °C 10 min 1 x
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8 METODA CAPs-PCR

Metoda CAPs v sobé zahrnuje metodu PCR (Polymerase Chain Reaction) a RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Prvnim krokem je amplifikace segmentu
DNA pomoci PCR (viz kapitola 7). Poté nésleduje St€peni fragmentu restrikéni endo-
nukledzou a vyhodnoceni restrikce elektroforetickym stanovenim. Touto metodou mu-
Zeme odlisit bodové mutace a jednotlivé alely.

CAPs byla provadéna s restrikénimi enzymy viz tabulka 7. Objem restrikéniho mixu
byl michdn na 10 pl (tabulka 8) a do reakce byly davany 2 ul PCR produktu. Reakce
probihala jednu hodinu pfti 37 °C.

Tab. 7: Restrikéni enzymy

Enzym Restrik¢éni misto Reakéni pufr Vyrobce
5. . TITAA ... 3’
3. AATAT ... 5

5...GLANTC ... 3"

Mse 1

CutSmart Buffer NEB, USA

Hinf1 3. . . CINANG...5 CutSmart Buffer NEB, USA
5...AG{CT...3

Alu 1 3. . TCTGA...5 CutSmart Buffer NEB, USA

Mbo 1 > ... VGATC .. .3 CutSmart Buffer NEB, USA

3°...CTAG?. .. 5

Tab. 8: Reak¢ni smés pro restrikci

1 reakce
Ultracista voda 10,2 ul
10x pufr (CutSmart) 1,5 ul
Enzym 0,3 ul
soucet 10 ul
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9 JoinMap MAPOVANI

Pomoci programu JoinMap (Stam, 1993) byla vytvofena mapa v reZimu RIL a byly
spoCitany vSechny parové rekombinacni frekvence. Nejprve byly testovdny markery
tzv. metodou dobré shody (pomér 1 : 1) za pouZiti analyzy X?(chi kvadrat), posléze
byly stanoveny vazebné skupiny dle LOD (linklod) hodnoty 5 a 4. Pro vyjadfeni miry
interference mezi crossing-overy v meiéze byla vybrdna mapovaci funkce Kosambi.
Nakonec byly pomoci této funkce rekombinacni frekvence prevedeny do mapovych

vzdalenosti (cM).

10 ANATOMICKE REZY

Anatomické tfezy luskll byly provadény dvéma technikami. Prvni pouZitou techni-
kou bylo jednoduché fezani segmentu lusku na ru¢nim mikrotonu Bresser (Bresser,
USA) ve spolupraci s katedrou fyziologie rostlin PfF UK v Praze (metodika viz kapito-
la 10.2). Druhou technikou bylo vyuziti fixace segmentu lusku do parafinovych blocka
a nasledné fezani rotaCnim miktoronem LEICA RM 2255 (LEICA, Némecko). Tato

Cast prace byla provdadéna na Mendelové université (metodika viz kapitola 10.3)

10.1 Fixaz materialu

Z rodi¢ovskych luskli v zelené zralosti byly vyfezdny segmenty, které obsahovaly
ventrdlni a dorzdlni Svy. Segmenty byly fixovany ve 2 % vodném roztoku formaldehy-

du (Dr.KulichPharma, CR) nejméné 7 dnii pii teploté 4 °C.

39



W

10.2 Pri¢né iezy zhotovené pomoci ru¢niho mikrotonu

Vzorky linie Cameor a VIR320, které se fezaly na ru¢nim mikrotonu byly po vymy-
ti fixdze (10 min pod tekouci vodou) vkladany do vlhéené dien¢ bezu (tzv. bezova du-
Se), upevnény Sroubem v mikrotonu a fezany bfitvou. Tloustka fezu u linie Cameor
byla 10 um, u linie VIR320 15 pm.

Na barveni byly pouZzity tfi typy histochemickych latek: 1 % floroglucinol (Sigma,
USA) s 35 % HCI (Sigma, USA), toluidinovd modf O (Merck Millipore, USA) a Su-
dan IIT 7B (Sigma, USA). Barveni probihalo dle protokold Soukup (2014). K pozoro-
vani preparatil byl pouZit svételny mikroskop Olympus BX51 (Olympus, Japonsko) a
preparaty byly foceny pomoci kamery Apogee Alta U4000 (Apogee, USA).

Priprava floroglucinolu:
1. 2 g floroglucinolu rozpustit v 80 ml 20 % EtOH

2. Prefiltrovat a smichat s 20 ml koncentrované HCI

Priprava okyseleného glycerolu:

Smichat 75 ml glycerolu s 15 ml H,O a 10 ml koncentratu H;SO4

Barveni preparatu barvivem Sudan III 7B:

1. Barveni preparitu v roztoku po dobu nejméné 90 minut pii laboratorni teploté

2. Rychlé oplachnuti ptrebytku roztoku barviva v roztoku detergentu (0,5 % vodny
roztok SDS).

3. Odmocit ve vode.

4. Osuseni a zakdpnuti 65 % vodnym roztokem glycerolu.

10.3 Piicné iezy zhotovené pomoci rota¢niho mikrotonu

Pted dalsi praci bylo potieba vymyti fixdze (10 min pod tekouci vodou). Dehydrata-

ce materidlu byla provddéna pomoci etanolové fady (tabulka 9) a nasledné byl do seg-
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mentl infiltrovdn xylen (tabulka 10). Takto pfipravené segmenty byly podrobeny infil-

traci parafinu.

Inkubace segmentu ve smési xylen-parafin pii laboratorni teploté 9 h.
Inkubace pii 42 °C 20 h, ptidavat priabézné parafin.
Inkubace pii 58 °C 45 h, pridavat priabézné parafin.

B L=

Inkubace pii 58 °C 96 h, slévat smés xylen-parafin a pridavat rozehtéaty parafin.

Tab. 9: Etanolova rada

EtOH [%] inkubace

10 30 50 70 90 15 min

96 96 100 100 45 min

Tab. 10: Infiltrace xylenu

inkubace

EtOH:xylen 3:1 1:1 13 60 min

xylen 100% 61 min

xylen 100% 20 h

Po infiltraci parafinu do materidlu, byly segmenty zafixovany do parafinového

blocku a temperovany v laboratorni teploté nejmén¢ 2 h.

Rezy zhotovené rotaénim mikrotonem byly pieneseny nejprve do vodni 1zné a pak
na pozitivné nabitd podloZzni sklicka a vyhlazeny na topné desce. Takto pfipravené pre-
paraty bylo mozno skladovat pfi laboratorni teploté. Pfed mikroskopii bylo nutné pro-
vést u téchto ezl odstranéni xylenu (tabulka 11). Po této tpravé bylo mozno skladovat
prepardty pii -25 °C. Nasledovalo zavodnéni preparatu v obricené etanolové fadé a

nakonec inkubace minimaln¢ 10 min v ddH,O (tabulka 12).
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Tab. 11: Odstranéni xylenu

inkubace
xylen 100% 20 min
EtOH : xylen 1:1 10 min
EtOH 100% 10 min
Tab. 12: Hydratace preparatu
EtOH [%] inkubace

90 | 70 | 50 [ 30 | 10 | 6min

Preparaty byly barveny 1 % floroglucinolem (Sigma, USA) s 35 % HCI (Sigma,
USA) dle protokold Soukup (2014). Pfed pozorovanim byl na prepardt aplikovan tzv.
okyseleny glycerol. K mikroskopii byl pouzit invertovany svételny mikroskop Olym-
pus IX70 (Olympus, Japonsko) a preparaty byly foceny fotoaparatem Olympus E-450
(Olympus, Japonsko).

Piiprava floroglucinolu:
1. 2 gfloroglucinolu rozpustit v 80 ml 20 % EtOH

2. Prefiltrovat a smichat s 20 ml koncentrované HCI

Piiprava okyseleného glycerolu:

Smichat 75 ml glycerolu s 15 ml H,O a 10 ml koncentratu H,SO4
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VYSLEDKY

PCR AMPLIFIKACE DNA

PCR byla provddéna dle standardnich postupti. Jako templatovda DNA pro reakci
byla pouzita izolovand genomovd DNA zrodicovskych genotypti a RILs linii.
Na agar6sovém gelu byly pozorovany PCR-produkty.

Byla provedena amplifikace oblasti genu INDEHISCENT (IND) (obrazek 15) a ge-
nu NIP (obrizek 16) u RILs linii odvozenych z rodi¢ovskych genotypti VIR320 a
WL1238. Takto se podarilo amplifikovat vSechny RILs linie tohoto kiiZeni. U rodicov-
skych genotypt byla amplifikovdna také oblast genu bZIP (Basic-leucin zip (bZip)

transkrip¢ni faktor).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 000 bp — ga Hﬂ”*‘*“***-"-“--
500 bp —

Obr. 15: Ukéazka PCR amplifikace oblasti genu INDEHISCENT u kiiZeni VIR320 x WL1238

RS e e e e e B | e B e Bt R R 7 P o il b

500bp — 7

Obr. 16: Ukdzka PCR amplifikace oblasti genu NIP u kiiZeni VIR320 x WL1238
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METODA CAPS-PCR

PCR produkty byly podrobeny piisobeni restrikénich endonukledz. Na rodicovskych
genotypech bylo provedeno testovani v oblasti genit IND a bZIP restrikénimi enzymy
Msel, Hinfl, Alul, Mbol (obrazek17). JelikoZ kombinace genu IND s plusobenim re-
strikénitho enzymu Hinfl vykazovala polymorfismus u genotypti VIR320 a WL1238,
byly takto testovany vSechny RILs linie vzniklé z tohoto kiiZeni (obrazek 18).

Stejnym postupem byla amplifikovdna a posléze restrikéné St€pena i oblast genu
NIP. Polymorfismus byl detekovin na rodiCovskych genotypech pomoci restrikéniho

enzymu Hinfl (obrdzek 19), a nasledn¢ takto byly testovény i linie vzniklé z tohoto kii-

zeni (obrazek 20).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1000bp _ 1o -il
P o
o] &
500 b i
T . o |
12 513 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1000bp o -
500 bp i ; “ m - i
e “ m Sl A R .;- “ *
1 Quick-load 100 bp DNA Ladder (150 ng) 12 Quick-load 100 bp DNA Ladder (150 ng)
2 IND VIR320 Msel 13 IND VIR320 Alul
3 IND WL1238 Msel 14 IND WL1238 Alul
4 bZIP VIR320 Msel 15 bZIP VIR320 Alul
5 bZIP WL1238 Msel 16 bZIP WL1238 Alul
6 IND VIR320 Hinfl 17 IND VIR320 Mbol
7 IND WL1238 Hinfl 18 IND WL1238 Mbol
8 bZIP VIR320 Hinfl 19 bZIP VIR320 Mbol
9 bZIP WL1238 Hinfl 20 bZIP WL1238 Mbol
10 IND VIR320 kontrola bez Stépeni 21 IND WL1238 kontrola bez Stépeni
11 bZIP VIR320 kontrola bez Stépeni 22 bZIP WL1238 kontrola bez Stépeni

Obr. 17: Testovani rodi¢ovskych genotypti VIR320 a WL1238 metodou CAPS-PCR v oblasti gentt IND
a bZIP
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500 bp

1

Quick-load 100 bp DNA Ladder

(150 ng)

genotyp 1 - VIR320 x WL1238

genotyp 9 - VIR320 x WL1238

genotyp 2 - VIR320 x WL1238

genotyp 10 - VIR320 x WL1238
genotyp 3 - VIR320 x WL1238

genotyp 11 - VIR320 x WL1238
genotyp 4 - VIR320 x WL1238

genotyp 12 - VIR320 x WL1238
genotyp 5 - VIR320 x WL1238

genotyp 13 - VIR320 x WL1238
genotyp 6 - VIR320 x WL1238

genotyp 14 - VIR320 x WL1238
genotyp 7 - VIR320 x WL1238

genotyp 15 - VIR320 x WL1238
genotyp 8 - VIR320 x WL1238

genotyp 16 - VIR320 x WL1238
Quick-load 100 bp DNA Ladder
genotyp 17 - VIR320 x WL1238
genotyp 26 - VIR320 x WL1238
genotyp 18 - VIR320 x WL1238
genotyp 27 - VIR320 x WL1238
genotyp 20 - VIR320 x WL1238
genotyp 28 - VIR320 x WL1238
genotyp 21 - VIR320 x WL1238
genotyp 29 - VIR320 x WL1238
genotyp 22 - VIR320 x WL1238
genotyp 30 - VIR320 x WL1238
genotyp 23 - VIR320 x WL1238
genotyp 31 - VIR320 x WL1238
genotyp 24 - VIR320 x WL1238
genotyp 32 - VIR320 x WL1238
genotyp 25 - VIR320 x WL1238
genotyp 33 - VIR320 x WL1238

Quick-load 100 bp DNA Ladder
genotyp 34 - VIR320 x WL1238
genotyp 43 - VIR320 x WL1238
genotyp 35 - VIR320 x WL1238
genotyp 44 - VIR320 x WL1238
genotyp 36 - VIR320 x WL1238
genotyp 45 - VIR320 x WL1238
genotyp 38 - VIR320 x WL1238
genotyp 46 - VIR320 x WL1238
genotyp 39 - VIR320 x WL1238
genotyp 47 - VIR320 x WL1238
genotyp 40 - VIR320 x WL1238
genotyp 48 - VIR320 x WL1238
genotyp 41 - VIR320 x WL1238
genotyp 49 - VIR320 x WL1238
genotyp 42 - VIR320 x WL1238
genotyp 50 - VIR320 x WL1238
Quick-load 100 bp DNA Ladder
genotyp 51 - VIR320 x WL1238
genotyp 59 - VIR320 x WL1238
genotyp 52 - VIR320 x WL1238
genotyp 60 - VIR320 x WL1238
genotyp 53 - VIR320 x WL1238
genotyp 61 - VIR320 x WL1238
genotyp 54 - VIR320 x WL1238
genotyp 62 - VIR320 x WL1238
genotyp 55 - VIR320 x WL1238
genotyp 63 - VIR320 x WL1238
genotyp 56 - VIR320 x WL1238
genotyp 64 - VIR320 x WL1238
genotyp 57 - VIR320 x WL1238
genotyp 65 - VIR320 x WL1238
genotyp 58 - VIR320 x WL1238
genotyp 66 - VIR320 x WL1238
Quick-load 100 bp DNA Ladder

genotyp 67 - VIR320 x WL1238
genotyp 76 - VIR320 x WL1238
genotyp 69 - VIR320 x WL1238
genotyp 77 - VIR320 x WL1238
genotyp 70 - VIR320 x WL1238
genotyp 78 - VIR320 x WL1238
genotyp 71 - VIR320 x WL1238
genotyp 79 - VIR320 x WL1238
genotyp 72 - VIR320 x WL1238
genotyp 80 - VIR320 x WL1238
genotyp 73 - VIR320 x WL1238
genotyp 81 - VIR320 x WL1238
genotyp 74 - VIR320 x WL1238
genotyp 82 - VIR320 x WL1238
genotyp 75 - VIR320 x WL1238
genotyp 83 - VIR320 x WL1238
Quick-load 100 bp DNA Ladder
genotyp 84 - VIR320 x WL1238
genotyp 93 - VIR320 x WL1238
genotyp 85 - VIR320 x WL1238
genotyp 94 - VIR320 x WL1238
genotyp 87 - VIR320 x WL1238
genotyp 95 - VIR320 x WL1238
genotyp 88 - VIR320 x WL1238
genotyp 96 - VIR320x WL1238
genotyp 89 - VIR320 x WL1238
VIR320

genotyp 90 - VIR320 x WL1238
WL1238

genotyp 91 - VIR320 x WL1238

100 prazdna
101 genotyp 92 - VIR320 x WL1238
102 prazdna

Obr. 18: Testovani RILs linin{ v oblasti genu /ND restrikénim enzymem Hinfl
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1 Quick-load 100 bp DNA Ladder (150 ng) 7 WL1238 Mbol

2 VIR320 Msel 8 VIR320 Alul

3 WL1238 Msel 9 WL1238 Alul

4 VIR320 Hinfl 10 VIR320 kontrola bez Stépen{
5 WL1238 Hinfl 11 VIR320 kontrola bez Stépen{
6 VIR320 Mbol

Obr. 19: Testovani rodi¢ovskych genotyptt VIR320 a WL1238 metodou CAPS-PCR v oblasti genu NIP
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1 000

genotyp 1 - VIR320 x WL1238
genotyp 9 - VIR320 x WL1238
genotyp 2 - VIR320 x WL1238
genotyp 10 - VIR320 x WL1238
genotyp 3 - VIR320 x WL1238
genotyp 11 - VIR320 x WL1238
genotyp 4 - VIR320 x WL1238
genotyp 12 - VIR320 x WL1238
genotyp 5 - VIR320 x WL1238
genotyp 13 - VIR320 x WL1238
genotyp 6 - VIR320 x WL1238
genotyp 14 - VIR320 x WL1238
genotyp 7 - VIR320 x WL1238
genotyp 15 - VIR320 x WL1238
genotyp 8 - VIR320 x WL1238
genotyp 16 - VIR320 x WL1238
Quick-load 100 bp DNA Ladder
genotyp 17 - VIR320 x WL1238
genotyp 26 - VIR320 x WL1238
genotyp 18 - VIR320 x WL1238
genotyp 27 - VIR320 x WL1238

genotyp 20 - VIR320 x WL1238
genotyp 28 - VIR320 x WL1238
genotyp 21 - VIR320 x WL1238
genotyp 29 - VIR320 x WL1238
genotyp 22 - VIR320 x WL1238
genotyp 30 - VIR320 x WL1238
genotyp 23 - VIR320 x WL1238
genotyp 31 - VIR320 x WL1238
genotyp 24 - VIR320 x WL1238
genotyp 32 - VIR320 x WL1238
genotyp 25 - VIR320 x WL1238
genotyp 33 - VIR320 x WL1238
Quick-load 100 bp DNA Ladder
genotyp 34 - VIR320 x WL1238
genotyp 43 - VIR320 x WL1238
genotyp 35 - VIR320 x WL1238
genotyp 44 - VIR320 x WL1238
genotyp 36 - VIR320 x WL1238
genotyp 45 - VIR320 x WL1238
genotyp 38 - VIR320 x WL1238
genotyp 46 - VIR320 x WL1238
genotyp 39 - VIR320 x WL1238
genotyp 47 - VIR320 x WL1238

genotyp 40 - VIR320 x WL1238
genotyp 48 - VIR320 x WL1238
genotyp 41 - VIR320 x WL1238
genotyp 49 - VIR320 x WL1238
genotyp 42 - VIR320 x WL1238
genotyp 50 - VIR320 x WL1238
Quick-load 100 bp DNA Ladder
genotyp 51 - VIR320 x WL1238
genotyp 59 - VIR320 x WL1238
genotyp 52 - VIR320 x WL1238
genotyp 60 - VIR320 x WL1238
genotyp 53 - VIR320 x WL1238
genotyp 61 - VIR320 x WL1238
genotyp 54 - VIR320 x WL1238
genotyp 62 - VIR320 x WL1238
genotyp 55 - VIR320 x WL1238
genotyp 63 - VIR320 x WL1238
genotyp 56 - VIR320 x WL1238
genotyp 64 - VIR320 x WL1238
genotyp 57 - VIR320 x WL1238
genotyp 65 - VIR320 x WL1238
genotyp 58 - VIR320 x WL1238
genotyp 66 - VIR320 x WL1238

Obr. 20: Ukazka testovani RILs linii v oblasti genu NIP restrikénim enzymem Hinfl

47



ANATOMICKE REZY

Anatomické fezy byly provadény dvéma technikami, ru¢énim mikrotonem a pomoci
parafinové fixace vzorku a ndslednych fezil rotaénim mikrotonem. V této praci se
osvédcilo pouZiti ruéniho mikrotonu. Zdokumentované fezy byly kompaktnéjsi a 1épe
se na nich daly pozorovat okrajové struktury lusku. Rezy provedené rotaénim mikroto-
nem a podrobené fixaci v parafinu byly poskozeny a nebylo tak mozZné sledovat a po-
rovndvat mezi sebou anatomické struktury.

Obrézek 21 zndzorfiuje porovnéni fezu u genotypu VIR320 fezaného na ruénim mi-

krotonu (obrdzek 21-A) a rotacnim mikrotonu (obrazek 21-B). S genotypem VIR320 se

obecné pracovalo hlfe a pii praci bylo nutné zvysit tloustku zhotovovaného fezu

o Sum.

A-fez ruénim mikrotonem; B-fez rotaénim mikrotonem

Obr. 21: Genotyp VIR320 - srovnani technik anatomickych fez

Rezy byly provadény na kontrastnich rodi¢ovskych genotypech (celkem pies
80 preparatli). Pukavy fenotyp maji zkoumané linie VIR320, JI64, nepukany fenotyp
maji pak linie JI92, Cameor. Mezi liniemi byla porovndvéna oblast ventrdlniho Svu,
dorzdlniho §vu a oblast endokarpu (obrdzek 22 a pftiloha 6 az 30). Bylo zde pracovino
s barvivy, které reaguji s lipidy (Sudan III 7B) anebo vytvaii metachromatické zbarve-
ni (toluidinovd modi O). Déle zde bylo pouZito barveni floroglcinolem, ktery barvi
lignifikovand pletiva Cervené s rliznou intenzitou, pfi¢emz této reakce se vyuZzivalo

nejvice.
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VIR320 (P. elatius)

A- ventraln{ Sev (Cameor); B-dorzalni Sev (Cameor); C-endokarp (Cameor); D-ventrdlni Sev (VIR320);
E-dorzaln{ Sev (VIR320); F-endokarp (VIR320)

Obr. 22: Porovnani anatomické stavby luski u genotyptit Cameor a VIR320 (ru¢ni fezy, barveno floro-
glucnolem)

U linie JI92 byla objevena lignifikovand struktura blizko dorzdlniho Svu. Tyto
ztloustlé bunky se objevily, vzhledem k pozici na lusku, blizko jeho Spicky a

s postupem ke stfedu lusku se struktura vytratila (obrazek 23).
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A-fez blizko Spicky lusku; B-fez ve stfedu lusku

Obr. 23: Porovnani dorzalniho $vu u genotypt JI92 (fezy rotaénim mikrotonem, barveno floroglucino-
lem)

Kombinaci informaci z genetické analyzy a ziskanych fenotypovych dat bylo moz-
no sestavit tabulku pro kiizeni VIR320 x WL1238 (tabulka 13). Nékteré polozky ne-
byly vitdlni (uhynuly béhem nebo po vykli¢eni nebo nenasadily lusky) a nebylo je
mozno podrobit testovani (Cerven¢ oznacené). Vyhodnoceni genetické analyzy je zna-
zornéno pismeny A; B (A-polymorfismus stejny jako u plané formy; B- polymorfis-
mus stejny jako u kulturni formy). Vyhodnoceni fenotypu je zndzornéno ¢islicemi 1; 0
(1-pukavy lusk; O-nepukavy lusk).

Fenotyp RILs linii byl posuzovan formou pozorovani ve dvou po sob¢ jdoucich
generacich u kiizeni VIR320 x WL1238 (Fi0.11), JI64 x JI92 (Fa:5), JI92 x J164 (F4:s),
L100 x Cameor (F5.4) (ptiloha 5).

Tab. 13: KiiZeni VIR320 x WL1238

VIR320 ‘g T lgg, st : E E

X T i 2 QE’ § 2 'g § 6 B A
wLi238| W s (&9 & s

= 7 B A

A A 1 1 8 B A

RILs B B 0 0 9 B B

1 B B 0 0 10 A A

2 A B 0 0 11 A A

3 B A 1 1 12 A B
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DISKUSE

Identifikace znak domestika¢niho syndromu je cilem védci jednak kviili usnadnéni
Slechténi novych odrid vzniklych introgresi planych forem, ale pfedevsim také pro po-
chopeni procesu domestikace, jako formy zrychlené evoluce. Z tohoto pohledu je potieb-
né ziskat informace pro kazdou z geograficky a fylogeneticky nezdvisle domestikovanych
plodin, v naSem piipad¢ pro druhy bobovitych rostlin, tak aby bylo mozné provézt srov-
ndvaci evolu¢ni analyzu zodpovédnych genl, popf. biosyntetickych procesii. Protoze
genomy kulturnich plodin jsou vesmés komplikované (s velkym Casto polyploidnim nebo
hybridnim genomem) a také kvtli rychlejSimu ziskani vysledkl, byly dosud identifiko-
vany geny podilejici se na pukéni SeSule s vyuzitim modelové rostliny husenicku (Arabi-
dopsis thaliana (L) Heynh.) (Liljegren et al., 2000, Nanni et al., 2011, Gioia et al., 2013),
kterd ma mens$i genom a dostatecné mnozstvi dostupnych zdrojii (mutantnich linif).
V ptipad¢ Celedi bobovitych tyto pozadavky v sou€asnosti spliiuje tolice (Medicago trun-
catula Gaertn.) a Stirovnik (Lotus japonicus 1.), ktefi vSak nemaji odpovidajici kulturni
protéjSky. Jsou to predevs§im geny zrodiny MADS-box genii, FRUITFULL (FUL),
SHATTERPROOF 1 a 2 (SHP1/2) a INDEHISCENT (IND) (Liljegren et al., 2000). Gen
FUL u standardni rostliny huseni¢ku (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) potlaCuje expresi
SHP (i IND) a vyslednym projevem je tvorba pln¢ funk¢ni zény dehiscence a lignifikace
bunék, coz zpusobi pukavost SeSule (Ferrdndiz et Fourquin, 2014).

V ptipadé luskovin, byl nejdiive identifikovan u sdji (Glycine wild.) gen SHATTE-
RING 1-5 (homologni s genem AtNST1/2 huseniCku) zodpovédny za jeji domestikaci
(Dong et al., 2014). Tento gen lezi na chromosomu 16, aktivuje biosyntézu sekundarni
bunécné stény a podporuje tloustnuti bunék v pruhu sklerenchymatickych vldken (FCC =
Fibre Cap Cells) ve Svu lusku kulturni séji (Glycine max (L) Merr.). Polymorfismus
v tomto lokusu je ddn absenci tfi nukleotidi v promotoru genu zodpovidajici za zmény
genové exprese. Gao a Zhu (2013) sekvencni analyzou identifikovali indel (inzer-
ce/delece) 113 bp v promotorové oblasti genu Gml6g25600 koédujici bZIP-typ tran-
skripéni faktor. Na poznatky této priace a prace Dong et al. (2014) navdzali Funatsuki
et al. (2014) a identifikovali gen Pdhl kontrolujici pukavost lusku séji a kodujici diri-

gent-like protein. U pukavého fenotypu byla pozorovana vysoka exprese proteinu zejmé-
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na 3 dny po opyleni, kdy zacalo dochazet k uklddani ligninu do bun¢k endokarpu. Nepu-
kavé genotypy maji v sekvenci genu pdhl jednonukleotidovou zdménu, kterd pfi expresi
vytvaii pfedcasny stop kodon, tedy nefunk¢ni protein.

Tyto dva geny jsou doposud jedinymi identifikovanymi geny souvisejicimi s domes-
tikaci u luskovin, a proto bylo nutné vychdzet ze zndmé syntenie mezi druhy Pisum L.,
Lotus japonicus L., Glycine max (L) Merr., Medicago truncatula Gaertn. a dal$imi (Kalo et
al., 2004, Choi et al., 2004, Aubert et al., 2006). Znalost reciprocni homologie mezi Pi-
sum L. a Medicago truncatula Gaertn. (Bordat et al., 2011) byla také vyhodou, protoze Me-
dicago truncatula Gaertn. je fylogeneticky nejbliz§i modelovy druh pro rody Pisum L., Vi-
cia L, Lens Mill. a Lathyrus L. a k dispozici jsou jeho sekvenované genotypy, mutantni
linie a detailni fyzické a genetické mapy (Young et al., 2005). U tolice (Medicago trun-
catula Gaertn.) byl identifikovdn jednonukleotidovy polymorfismus v sekvenci genu
SHATTERPROOF a vysledkem této zdmény je zména v kddovani aminokyselin. Fenoty-
povym projevem je pak rovny lusk namisto sto¢eného (Fourquin et al., 2013).

Jednim z cili této prace bylo zuZit mapovaci interval genu pukavosti lusku (Dpol)
u hrachu (Pisum L.). Pracovéano bylo s rekombinantnimi inbrednimi liniemi (RILs) segre-
gujicimi mimo jinych znak, také ve znaku pukavosti lusku. Studie Weeden et al. 2002,
Weeden 2007 uvadi, Ze pukavost hrachu (Pisum L.) je fizena dvéma lokusy, semidomi-
nantnim a monogennim Dpol lokusem (vazebnd skupin LGIII) (Weeden, 2007) a loku-
sem Dpo2 (nalezen pouze u ne€kterych kiizencti) (Weeden et al., 2002).

Vzhledem k ukotveni markert Dpol lokusu umisténého na vazebné skupiné¢ LGIII,
bylo pouZzito nékolik genl. Mapovéna byla oblast genu INDEHISCENT (IND), NIP a
bZIP u kiiZzeni VIR320 x WL1238. Pomoci metody CAPs byly nalezeny polymorfismy
v amplifikovanych oblastech genti IND a NIP s pouzitim restrikéni endonukledzy Hinfl.
Byla snaha porovnat/asociovat tyto polymorfismy s fenotypem, zde vSak byl problém
objektivné posoudit fenotypovy projev daného genotypu RILs linie. Pomoci programu
JoinMap byla vytvofena mapa, nicméné se nepotvrdilo, Ze by byl ncktery z testovanych
kandidatnich gent s NIP markerem ve vazbé.

Testované rostliny hrachu (Pisum L.) byly péstovany ve skleniku MENDELU a prav-
dépodobn¢ kvili konstantni teploté a vlhkosti nebyl fenotypovy projev tak jasné zietelny
jako v pfirozenych venkovnich podminkdach s oscilujici teplotou a vlhkosti. Dal§im pro-
blémem byla degenerace vyvoje luskli pravdépodobné ovlivnéna vykyvem vysoké teplo-

ty. Lusky byly deformované, Spatné se vyvijely a celkové poskytovaly malo semen (nej-
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citlivéjsi byly pravé RILs linie kiizeni VIR320 x WL1238). Tabulky srovndvajici geno-
typ s fenotypem tak bohuZel nepotvrdily, Ze by se geny IND ¢i NIP podilely na pukavosti
plodii nebo byly lokalizovany v daném intervalu na LGIIIL.

Tato diplomova prace je soucasti projektu 14-11782S, financovaného Grantovou
agenturou Ceské republiky. Pro dal3i presnéjsi celogenomové mapovéni byla v ramci
projektu zvolena metodika DArTseq (Diversity Arrays Technology, Ltd. Austrélie) po-
skytujici nékolik desitek sekvencné charakterizovanych fragmentii, Casto s homologii
ke gentim tolice (Medicago truncatula Gaertn.) a ostatnich bobovitych rostlin se znAimym
genomem. Takto bude mozné ziskat vlastni mapu pro danou mapovaci populaci a
na vSechny vazebné skupiny. L.ze o¢ekdvat dalsi zptesnéni téchto dat s ohledem na publi-
kovani genomu kulturniho hrachu na ptrelomu roku 2015/16. Vysledky metodiky DArT-
seq nejsou soucasti této prace. Presto v dosavadni prici ziskand data jsou cennd a dale
pouzitelnd, nebot’ umoZni zakotveni markerd na jiz existujici mapy.

Vyhodnoceni fenotypu bylo dal§$im cilem této prace. Aby bylo vyhodnocovani ob-
jektivni, zaméfila se tato prace na objasnéni rozdilli v anatomické struktuie mezi puka-
vym a nepukavym luskem. Studium anatomickych rozdilti v souvislosti s pukavosti bylo
Jjiz provedeno napiiklad u huseniCku (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), s6ji (Glycine willd.)
nebo u tolice (Medicago L.). VSechny doposud zvetejnéné publikace se zam¢fuji na stav-
bu $vi (ventrdlniho Svu) a predev§im na lignifikované buniky v této oblasti, ptipadné
na sklerenchymatickou vrstvu endokarpu. Lignifikované struktury jsou v téchto studiich
histochemicky barveny floroglucinolem v kyselém prostfedi (Fourquin et al., 2013,
Ferrandiz et Fourquin, 2014, Dong et al., 2014, Funatsuki et al., 2014).

HuseniCek (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) md mechanismus pukani SeSule zaloZen
na lignifikaci bunék v oblasti odluc¢ovaci vrstvy Svu (Ferrandiz et Fourquin, 2014). U sdji
(Glycine wild.) byla pozornost nejprve zameiena také na studium lignifikace bun€k vent-
ralniho Svu (Dong et al., 2014), kde byl prokazan fenotypovy rozdil v masivnosti lignifi-
kace pruhu sklerenchymatickych vlaken (FCC). Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze hlavnim me-
chanismem pukavosti luskl s6ji je zvySend lignifikace bunék sklerenchymatické vrstvy
endokarpu (Funatsuki et al., 2014).

Na zédkladé téchto poznatkl bylo v této praci pracovano s kontrastnimi rodi¢ovskymi
genotypy hrachu (Pisum L.) VIR320, J164, JI92 a Cameor. Anatomické fezy byly nejprve
provadény na liniich VIR320 a Cameor pomoci ru¢niho mikrotonu a pouZzity byly histo-

chemickd barviva (floroglucinol, toluidinovd modi O, Sudan III 7B) (ve spolupraci
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s katedrou experimentalni biologie rostlin PfF UK v Praze). Z téchto tfi barviv se nejlépe
osvédcil floroglucinol, a proto byly dalsi analyzy provadény jiZ pouze s touto latkou. Po-
stupné byly zpracovavany preparaty zhotovované z dalSich rodi¢ovskych linif, tentokrat
pomoci fixace materidlu v parafinovych bloccich a nasledného fezani na rota¢nim mikro-
tonu (MENDELU). Pozornost byla zaméfovana nejen na oblast Svi uprostied lusku, ale
i na oblasti Svii v misté $picky lusku (cca 3 mm). Technika zalévani vzorkl do parafinu
se vSak neosvédcila. Prepardty byly po natezdni potrhané a pozorovéni struktur lusku
nebylo objektivni u vSech preparéti.

Hodnoceni anatomickych fezli probihalo srovndvanim mezi kulturni (JI92, Cameor)
a planou (JI64, VIR320) formou. V této prici bylo pozorovano, Ze plané formy hrachu
(Pisum elatius Steven ex M. Bieb.) maji vice lignifikované struktury lusku nez je tomu u kul-
turnich druht (Pisum sativum L.). Aby tento poznatek byl uznédn za fakt, bude potifebné
se v dalSi praci zaméfit na kvantifikaci lignifikace, potaZzmo na kvantifikaci poctu vrstev
bunék ve sklerenchymatické vrstvé endokarpu planého hrachu (Pisum elatius Steven ex
M. Bieb.). Hypotéza mechanismu pukani luski hrachu (Pisum L.) by pak mohla byt podob-
na systému pukavosti luskl séji (Glycine soja Sieb. a Zucc.), kdy zvysSena lignifikace skle-
renchymatické vrstvy endokarpu je hnaci silou otevfeni lusku. DalSim zajimavym zjiSté-
nim bylo pozorovéni lignifikované struktury (asi 70 pm dlouhé) u linie J92 pochazejici
z Afganistanu a predstavujici primitivni domestikovanou formu, na dorzdlnim Svu
v oblasti zacatku Spicky lusku. Tuto strukturu se nepodafilo identifikovat u jiné linie, coz
ale mohlo byt pfipadné zptisobeno vynechanim dané oblasti z pozorovani ¢i Spatnou kva-
litou preparatii zhotovenych pomoci parafinové fixace. Objasnéni pozice a pritomnost ¢i
absence této struktury by tak mohlo byt uzite€nym znakem. Hypotézou by mohlo byt, ze
dand struktura drzi lusk zavieny a je tieba vné&jsi sily, aby byl lusk otevien.

V kontextu s publikovanymi pracemi u s6ji (Glycine wild.), by bylo zajimavé a
vhodné, najit zptsob piesného fyzikdlnitho méfeni pukavosti (napéti Svu lusku pfi vy-
schnuti apod.), tak aby bylo moZné co nejobjektivnéji posoudit fenotypovy projev, coz je

kli¢em vedoucimu k identifikaci zodpovédného genu pro Dpol lokus.
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ZAVER

Tato diplomov4 prace se zaméfovala na domestikacni znak, pukavost lusku u hrachu
(Pisum L.) a byly zde studovany nejen genetické, ale i fenotypové aspekty. Pracovalo se
zde s rekombinantnimi inbrednimi liniemi (RILs) vzniklymi k#iZenim kontrastnich rodi-
covskych genotypit VIR320 (P. elatius Steven ex M. Bieb.) X WL1238 (kulturni hrich
P. sativum L.) (Fo generace), také s recipro¢nim kiiZenim linii JI64 (P. elatius) x JI92
(afghansky typ kulturniho hrachu P. sativum) (Fa.s generace) a s kiizenim L100 x Came-
or (F5.4 generace).

Na zdkladé syntenii a kolinedrnich map byly pfemapovéiny pozice genu INDEHIS-
CENT, NIP a genu pro transkripcni faktor bZIP. Zde byly nalezeny jednonukleotidové
polymorfismy. Vyhodnoceni fenotypu RILs linii bylo provddéno pozorovanim a pro ob-
jektivni posouzeni pukavosti byly v této praci vyuzity techniky anatomickych fezi pro-
vadéné na rodiCovskych genotypech. Ziskand genetickd data a informace o préci

s anatomickymi fezy jsou dale vyuZitelna a perspektivni pro dalsi prace.
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Testovani rodi¢ovskych genotypti VIR320 a WL1238 metodou CAPS-
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Obr. 23

Testovani rodicovskych genotyptt VIR320 a WL1238 metodou CAPS-
PCR v oblasti genu NIP

Ukézka testovani RILs linii v oblasti genu NIP restrikénim enzymem
Hinfl

Genotyp VIR320 - srovnani technik anatomickych feza

Porovnani anatomické stavby luskii u genotypti Cameor a VIR320
(ruéni fezy, barveno floroglucnolem)
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POUZITE ZKRATKY

AL abscission layer (odlucovaci vrstva)

Ala alanin

ALC  gen ALCATRAZ

bZIP  Basic-leucin zip (gen pro transktipéni faktor bZIP)
C crystal (krystal)

CAPs Cleaved Amplified Polymorhic Sequence

DAA  Days After aAnthesis (dny po opyleni)

Dpo locus pod dehiscence (lokus pukavosti lusku)

DZ Dehiscence Zone (zéna pukavosti)
E endokarp

ER endoplazmatické retikulum

F Fibre Layers (vldknita vrstva)

FCC  Fibre Cap Cells (pruh sklerenchymatickych vldken ventralniho cévniho svazku)
FUL  gen FRUITFULL

GA Golgiho aparat

GP locus yellow Pod Gene

IE Inner Epidermis (vnitfni epidermis)

IND  gen indehiscent (helix-loop-helix gen)

ITIS  Integrated Taxonomic Ingormation Systém

LG Linkage Group (vazebna skupina)

LL Lignified Layer (lignifikovana vrstva)

MVB Medial Vascular Bundle (stfedové svazky cévni)

NIP gen NIP

OE Outer Epidermis (vnéjsi epidermis)

P Parenchyma (parenchymaticka vrstva)

PCR  Polymerase Chain Reaction

QTL  Quantitative Trait Locus (kvantitativni lokus)

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism

RILs Recombinant Inbred Lines (rekombinantni inbredn{ linie)

SDS  Sodium Dodecyl Sulfate (dodecylsiran sodny)

SG Starch Grains (8krobova zrna)

SHAT 1-5 gen SHATTERING 1-5

SHP  gen SHATTERPROOF

SNP  Single Nucleotid Polymorfism (jednonukleotidovy polymorfismus)
Thr threonin

v terminus of inward projecting veinlet (zakonceni cévnich svazki)
VB Vascular Bundle (svazky cévni)

WT Wild Type (snatdardni typ)
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SEZNAM PRILOH

Priloha 1

Priloha 2

Piiloha 3

Priloha 4

Piiloha 5

Piiloha 6

Piiloha 7

Piiloha 8

Piiloha 9

Piiloha 10

Priloha 11

Priloha 12

Piiloha 13

Priloha 14

Priloha 15

Komparativni mapa mezi chromosomy (Chr) P. sativum (Ps),
M. truncatula (Mtr), L. japonicus (Lj), G. max (Gmax) (Bordat et al.,
2011)

Srovnéni rodi¢ovskych genotypi (zleva WL1238, VIR320, J164,
J192)

Srovnani rodicovskych genotypt (zleva WL1238, VIR320)
Srovnani luski rodiCovskych genotypt (Ing. P. Hanacek, Ph.D.)

Fenotypova analyza RILs linii vzniklych kfizenim JI64 x JI92;
JI92 x J164; 1.100 x Cameor

Pti¢ny fez luskem (Cameor) - ventrdlni Sev, zvétSeni 100x (fezdno
na rota¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pticny fez luskem (Cameor) - ventrdlni Sev, zvétSeni 100x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pti¢ny fez luskem (Cameor) - ventrdlni Sev, zvétSeni 400x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)
Pticny fez luskem (Cameor) - dorzdlni Sev, zvétSeni 100x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pti¢ny fez luskem (Cameor) - dorzdlni Sev, zvétSeni 100x (fezano
na ru¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pticny fez luskem (Cameor) - endokarp, zvétSeni 400x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pti¢ny fez luskem (Cameor) - ventrdlni Sev, zvétSeni 400x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno Sudan III)

YoV s v

Pticny fez luskem (Cameor) - dorzalni Sev, zvétSeni 400x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno Sudan III)

Pticny fez luskem (Cameor) - endokarp, zvétSeni 400x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno Sudan III)

Pticny tez luskem (Cameor) — ventrélni Sev, zvétSeni 200x (fezédno
na ru¢nim mikrotonu, barveno toluidinovou modii)
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Piiloha 16

Piiloha 17

Piiloha 18

Piiloha 19

Priiloha 20

Priloha 21

Priloha 22

Piiloha 23

Priloha 24

Ptiloha 25

Piiloha 26

Ptiloha 27

Piiloha 28

Piiloha 29

Piiloha 30

Pti¢ny fez luskem (Cameor) — dorzalni Sev, zvétSeni 400x (fezano
na ru¢nim mikrotonu, barveno toluidinovou modifi)

Pticny tez luskem (Cameor) — endokarp, zvétSeni 200x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno toluidinovou modii)

Pti¢ny fez luskem (VIR320) — ventrélni Sev, zvétSeni 400x (fezano
na ru¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pticny tez luskem (VIR320) — ventrdlni Sev, zvétSeni 100x (fezdno
na rotaénim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pti¢ny fez luskem (VIR320) — dorzdlni Sev, zvétSeni 400x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pticny tez luskem (VIR320) — endokarp, zvétSeni 400x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pti¢ny fez luskem (VIR320) — ventrélni Sev, zvétSeni 400x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno Sudan III)

Pticny tez luskem (VIR320) — ventrdlni Sev, zvétSeni 100x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno toluidinovou modii)

Pti¢ny fez luskem (VIR320) — ventrélni Sev, zvétSeni 200x (fezdno
na ru¢nim mikrotonu, barveno toluidinovou modii)

Pticny tfez luskem (VIR320) — endokarp, zvétSeni 200x (fezano
na ru¢nim mikrotonu, barveno toluidinovou modii)

Pti¢ny fez luskem (JI64) — dorzdlni Sev, zvétSeni 200x (fezdno
na rotacnim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pticny tfez luskem (JI64) — endokarp, zvétSeni 200x (fezdno
na rotaénim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pticny tez luskem (JI192) — ventrdlni Sev, zvétSeni 200x (fezdno
na rota¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pticny tez luskem (JI92) — ventrdlni Sev, zvétSeni 100x (fezdno
na rota¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)

Pticny tez luskem (JI92) — dorzdlni Sev, zvétSeni 200x (fezdno
na rota¢nim mikrotonu, barveno floroglucinolem)
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