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SHRNUTI

Evoluce plisobi na variabilitu pfitomnou v jedincich daného druhu (populace)
ajako vysledek dlouhodobého piisobeni se projevuje adaptaci k mistnim podminkam
prostiedi. Sou¢asné moznosti a nastroje genomiky, spole¢n¢ s dostupnymi bioklimatickymi
faktory, nam umoznuji zjistit tuto adaptaci na Grovni genomu a poskytnout tak spojeni
mezi fenotypem (projevem znaku) a genotypem (DNA sekvenci). Prace si klade za cil
ziskat genomicka data na vybraném souboru polozek planych forem/druhti rodu hrachu
(Pisum sp.) vedouci k odhaleni ekologickych a geografickych faktorti podilejicich se
na adaptaci k mistnim podminkam prostiedi.

Teoreticka Cast prace se zabyva adaptaci druhu a studiem adaptace pomoci
ekologické genomiky. V rdmci teoretické Casti je také popsdn mechanismus regulujici
iniciaci kveteni rostlin, vzhledem k tomu, Ze nacasovéani kveteni (pfechod z vegetativni
do reproduktivni faze) je dilezitou adaptacni reakci u rostlin. Blize se pak této
problematice vénuje u ptikladu bobovitych rostlin.

Prakticka cast je zaméfena na analyzu ELF3 genu u hrachu (Pisum sp.), ktery byl
identifikovan v ramci puvodné definovaného HR lokusu (Weller et al. 2012) a je
ortologem ke genu Early flowering 3 (ELF3) u huseni¢ku (Arabidopsis thaliana).
V rostliné tento gen ovlivituje cirkadidnni rytmus, rust rostliny a kveteni. Predmétem této
bakalaiské prace je predevsim sekvencni analyza daného genu u vybranych vzorkd hrachu,
zahrnujicich jak kulturni, tak plané formy hrachu. Dale pak hodnoceni fenotypového

projevu téchto rostlin a jejich geografické a bioklimatické zatazeni.



SUMMARY

Evolution effects on variability that is present in individuals of a species
(populations) and as a result of long-term exposure there is adaptation to local
environmental conditions. Current possibilities and tools of genomics, together with
available bioclimatic factors allow us to determine the adaptation at the genomic level, thus
providing connection between the phenotype (expression of a feature) and genotype (DNA
sequences). The aim of this work is to obtain genomic data for a selected set of items
including landraces forms/species of pea (Pisum sp.) which lead to the detection
of environmental and geographic factors involved in adaptation to local environmental
conditions.

The theoretical part deals with the adaptation of the species and its study using
ecological genomics. Within the theoretical part, a mechanism regulating the initiation
of flowering of plants is also described, since timing of flowering (transition from
vegetative to reproductive phase) is an important adaptation reaction in plants. Closer then
it deals with this issue on the example of leguminous plants.

The practical part is focused on analysis of the ELF3 gene in pea (Pisum sp.),
which was identified within the originally defined HR locus (Weller et al., 2012) and is
an orthological gene for the Early Flowering 3 (ELF3) gene in Arabidopsis thaliana. This
gene affects circadian rhythm, plant growth and flowering. The subject of this bachelor
thesis is mainly sequential analysis of this gene in selected pea samples, including both
cultural and wild forms of pea. Furthermore there is evaluation of phenotypic expression of

these plants and their geographic and bioclimatic classification.
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1 UvOoD

Piisobeni evolucniho procesu je jiz dlouho pfedmétem zkoumani védeti po celém
svété. Pfi dlouhodobém plisobeni biotickych a abiotickych vlivii prostiedi dochézi
k adaptaci populaci na mistni podminky, coz mize vést az k speciaci (vzniku nového
druhu). Pravé adaptace a speciace jsou projevem evoluc¢niho procesu. Diive se k jejich
studiu vyuzivalo pouze pozorovani zmén fenotypového projevu. S rozvojem molekularné-
genetickych metod je umoznéno zkoumani adaptace na urovni genomu. S vyuzitim
poznatkl z geografie a ekologie je tak mozné ziskat celkovy pohled na adaptaci urcitého
druhu v globalnim méfitku, a to jak na Grovni fenotypové (projevy znaki), tak také
genetické (sekvence DNA).

Mistni klimatické podminky vytvéieji selekeni tlak na geny podmifiujici vyznamné
reprodukéni znaky u rostlin jako je doba kli¢eni semen a kveteni. Dulezitou adaptacni
reakci je predevSim spravné nacasovani kveteni, tedy prechod z vegetativni
do reproduktivni faze, v zavislosti na okolnich podminkach. Rostliny si tak vyvinuly fadu
mechanismu, kterymi jsou schopné regulovat kveteni v kontextu Kk ro¢nimu obdobi,
predevsim pak vzhledem ke kvalité a délce dostupného osvétleni. Diky tomu jsou schopné
nacasovat cyklus tak, aby pfechod do reproduktivni faze nastal ve chvili, kdy jsou
pro rostlinu zrovna optimalni vnéjsi podminky.

Béhem domestikace rostlin byly tyto pfirozené mechanismy vétsinou modifikovany
nebo zcela eliminovany. Vyraznym piikladem takového zasahu do rostlinnych pochodi je
odstranéni fotoperiodické zavislosti kveteni Vv souvislosti stim, jak c¢lovék presouval

jednotlivé druhy rostlin do jinych zemépisnych Sitek.



2 CILPRACE

Teoreticka ¢ast
e Literarni reSerse na téma ekologické genomiky, adaptace druhu.
Prakticka ¢ast
e Sekvenéni analyzy kandidatnich gend, fidicich nebo podilejicich se na sledovanych
znacich (regulace kveteni, chladuvzdornosti a dormance semen), na souboru
vybranych geograficky a bioklimaticky strukturovanych polozek planych forem
hrachu.

e Asociacéni analyza vybraného fenotypového projevu a genetickych dat.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Adaptace druhu

V zavislosti na rozsiteni druhu se jeho rizné populace adaptuji na mistni abiotické
a biotické podminky prostiedi, hovotime o tzv. lokdlni adaptaci. Biotickymi podminkami
se rozumi piedevsim vztah druhu k jinym druhtm a jeho celkova role v ekosystému. Jedna
se napiiklad o kompetici podobnych druhti o svétlo, Ziviny, vodu ¢i opylovace nebo
0 vnitrodruhové vztahy, které jsou ¢asto pro jedince prospésné.

Abiotické podminky prostiedi predstavuji teplota, mnozstvi dostupné vody a zivin,
ménici se svételné podminky véetné fotoperiody atd. Uzce tak souvisi s klimatem
na daném misté. Z tohoto duvodu pak pravé klima muze byt potencilni selektivni silou
Vv ptirozenych populacich a hraje tak dulezitou roli v adaptaci druhu (Jump a Pefiuelas,
2005).

Jednim z pfedpokladanych disledkli zmén klimatu je migrace rostlinnych druht
do vyssich nadmoftskych vysek a Sifek, predevsim tehdy, pokud jiz v prostiedi, ke kterému
jsou prizptisobeny, nemohou dale ptezivat. Mezirocni proménlivost klimatu je vSak
normalni jev a pii absenci dlouhodobych klimatickych zmén je vétSina druhti schopna ji
tolerovat, a to diky fenotypové plasticité. Pokud vsak klimatické zmény dosdhnou miry,
kterou jiz jedinci (a tedy druhy) nejsou schopny tolerovat, pak jsou distribu¢ni a evolu¢ni
zmény nevyhnutelné (Lynch a Biirger, 1995).

Vzhledem k tomu, Ze vétSina rostlinnych druhd neni schopna migrovat dostatecné
rychle na to, aby unikla ménicim se klimatickym podminkam, adaptace tak u nich hraje
dilezitou roli a umoziuje jim reagovat na ménici se podminky prostfedi. Piesto vyznam
adaptace v odpovédi rostlinnych druhii na minulé zmény klimatu byva zpochybiovan
(Jump a Penuelas, 2005).
tlak pfirodniho vybéru. V riznych prostiedich jsou vytvareny rizné tlaky vybéru, coz vede
ke genetické ruznorodosti. Velkou roli hraje také heterogenita zivotniho prostiedi, jako je
nadmoiska vyska, expozice nebo dostupnost vihkosti. Takto jsou pomérné Casto vytvareny
vyznamné piekazky toku gentl, napf. prostfednictvim G¢inkl na fenologii, a tim se zvySuje
geneticka diferenciace mezi Castecné izolovanymi nebo zcela izolovanymi populacemi

(Linhart a Grant, 1996).
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3.2 Studium adaptace

Lokalni adaptace je spolecnym znakem pro vétSinu druhli, které jsou Siroce
rozSitené nebo zabiraji prostorové heterogenni prostfedi. Vyzvou pro ekology a evolu¢ni
biology je za pomoci genomiky a biogeografickych modeli poznat, jaké ekologické sily
pohani adaptaci a udrzuji adaptivni diverzitu v ramci globalnich zmén (Fitzpatrick a Keller,
2015).

Rostliny poskytuji jedinecnou pfilezitost ke studiu mechanismii a evolucnich
procest adaptace k riznym podminkam prostiedi. Diky dopliujicim se pokusim jak
Vv laboratornich podminkach, tak v ptirozeném prostiedi, je mozné testovat hypotézy, které
odrazi dlouhodobou ekologickou a evolu¢ni historii (Anderson et al. 2011). Vzhledem
k dulezitosti poznani, jak genetického hlediska, tak také ekologického kontextu,

se pii studiu adaptace druhu uplatiluje ekologicka genomika.

3.3 Ekologicka genomika

Ekologicka genomika je mezioborova védni disciplina, kterd umoziiuje porozumet
genetickému mechanismu, jakym organismus reaguje na podminky pfirodniho prostiedi.
Moderni metody zahrnujici sekvenovani velkych souboril, genotypové analyzy a méfeni
genetické exprese na urovni celého genomu Spolu s bioinformac¢nimi technologiemi
poskytuji nebyvalé moZnosti pfi komplexni analyze evolu¢ni odpovédi. Ekologicka
genomika se snazi tyto moderni metody propojit a vyuzit genomického pfistupu
Vv ekologickém kontextu (Ungerer et al. 2008).

3.3.1 Prtinos ekologického kontextu

Rozmanité formy organismli a fyziologickych systémt se Vv pfirodé¢ vyvinuly
v dusledku evoluéni odpovédi béhem milionu let vyvoje. Mnoho poznatkii, které v dnesni
dobé mame, bylo ziskano studiem organismu v laboratornich podminkach, kde byly tyto
organismy péstovany nebo chovany izolované od ptirozeného prostredi, pfistupem, ktery
ignoruje nebo minimalizuje ekologicky kontext. Je tedy prozkoumana fada biologickych
segmentl, avSak neni znamo, jak tyto segmenty vznikly a pfetrvaly do dneSnich dni, coz
muze vést kneuplnému vysvétleni skutecnosti a k nespravnym védeckym zéveéram
(Ungerer et al. 2008).

Pravé s timto problémem se potyka studium vétSiny modelovych organismil, coz
jsou druhy, od kterych pochazi nejvétsi mnozstvi poznatkli v rdmci genetickych zaklada.

Tradi¢ni modelovou rostlinou je husenicek, Arabidopsis thaliana, ktery ptredstavuje zdroj
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mnoha poznatkli ve funk¢ni genomice rostlin, avSak je toho velmi malo znamo
0 ekologickém kontextu této rostliny v prostfedi naruseném clovékem (Song a Mitchell-
Olds, 2011).

I kdyZz dosavadni pfistup piinesl mnoho uzite¢nych informaci, existoval zde
po celou dobu nevysloveny ptfedpoklad, ze genetické loci a genetické cesty zjiSténé
Vv laboratofi budou pravdépodobné stejné jako ty, které piisobi v pfirozeném prostredi. Tyto
predpoklady vSak nemusi byt pIn¢ opravnéné (Ungerer et al. 2008).

Dobte ilustrujicim ptikladem o dualezitosti ekologického kontextu mulze byt
experiment mapovani kvantitativnich znakt (quantitative trait loci, QTL) pro dobu kveteni
u Arabidopsis thaliana pomoci rekombinantnich inbrednich linii provedeny jak
za geograficky a klimaticky rozdilnych podminek v terénu, tak také ve wvysoce
kontrolovanych podminkach ristové komory. Béhem tohoto experimentu byly nckteré
QTL detekovany za vSech moznych podminek, jiné byly zjistény pouze v podskupinach
prostiedi, ato v pfirozenych podminkach, stejné jako v prostiedi riastové komory, které
odpovidalo podobné fotoperiod€. Dilezité ovSem je, ze zde byla také skupina QTL, ktera
byla zjisténa pouze v piirozenych polnich podminkach. To predikuje zapojeni dalSich gent
v ramci piechodu rostliny do generativniho stavu za ekologicky pfislusnych podminek
(Weinig et al. 2002).

Ekologicky pfistup v genomice je tedy kliCovy pro genetickou komplexnost
zjisténych poznatkd, ale muze hrat roli také pii vyzkumu v oblastech, kde nejsou
k dispozici prakticky zadné ptredchozi znalosti. Jedna se napiiklad o urovani roli gend
neznamé funkce. V poslednich letech se objevuje stale vice novych sekvenacnich dat
v podob¢ celych genomovych sekvenci pro fadu organismi. Pficemz ale funkce mnoha
gent neni plné znama a Casto byva odvozovana na zakladé sekven¢ni homologie s geny
Vv jinych organismech. Ekologicky kontext miZze pomoci pii identifikaci role téchto gend,
protoze jejich stavajici funkce mohou byt spojeny s ekologickym a evolu¢nim ptivodem

organismi (Ungerer et al. 2008).

3.3.2 Diilezitost genetického pristupu v ekologii

Molekularni a genomické nastroje jsou velmi uzite¢né pii studiu biologickych jevu,
které spadaji na pole ekologie. Umoziiuji objevovani novych a zasadnich poznatki, které
by bez genetického ptistupu nebylo mozné odhalit. V nékterych ptipadech byly diky témto
technikam objeveny nové organismy nebo netuSené biologické funkce v ekosystémech

(Ungerer et al. 2008).
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Bylo tak naptiklad mozné zjistit dlouho diskutovanou ulohu alelochemikalii (toxiny
vyluované z kofenit invaznich rostlin) pifi kompeti¢nich interakcich mezi organismy
a vysvétlit tak jejich pravdépodobnou kli¢ovou roli pro uspésnou invazi nepuvodnich

rostlin do ustalenych rostlinnych spolecenstvi (Baldwin, 2003).

3.3.3 Ekologicka genomika pri studiu adaptace

Cilem studii ekologické genomiky je identifikovat geny a genetické cesty, které
jsou zékladem dilezitych ekologickych déju. Ekologicka genomika si klade za cil také
urcit, do jaké miry se tyto geny a cesty projevuji ve funkcni variabilité v pfirod¢ a snazi se
taktéz charakterizovat ekologické a evolucni dasledky této variability. V souCasnosti je
tento pristup nejsnaze aplikovatelny pii studiu organismi S dostupnymi genomickymi
informacemi. Nejvice genomickych dat je dostupnych u modelovych organismi, u kterych
vSak naopak ekologicka stranka neni pfili$ dobife prostudovana. Pfenesenim genomickych
nastrojii z modelovych organismii na piibuzné organismy, které za sebou maji bohatou
historii ekologického studia, mize pomoci rozsifit pocet a rozmanitost druht, které jsou

pifedmétem tohoto typu védeckého zkoumani (Ungerer et al. 2008).

3.4 Mechanismy regulujici iniciaci kveteni rostlin

Dtlezitou adaptaéni reakci u rostlin je pfedev§im nacasovani prechodu
z vegetativni do reproduktivni faze v zavislosti na okolnich podminkéach. Tento d¢&j
piedstavuje pro rostlinu nejvyznamnéjsi vyvojovou zmeénu, jejiz nacasovani musi rostlina
kvili svému usedlému zplsobu Zzivota pfizpisobit podminkdm mistniho prostiedi.
Reproduktivni fazi se rozumi zejména vznik a vyvoj reproduktivnich organti obsaZenych
v kvétu, tedy iniciaci kveteni. Kveteni mize byt ohrozeno piedevsim nevhodnou teplotou,
ale jeho prub¢h taktéz zavisi na optimalnich svételnych podminkach a distribuci vodnich
srazek (Prochazka et al. 1998).

Mnoho druhti rostlin ma velmi specifické naroky predevsim na délku fotoperiody
a zaroven na charakteristické teploty, které jsou pottebné pro indukci kveteni. Pokud tyto
naroky nejsou splnény, kveteni mize byt zpozdéno nebo je zcela zamezeno (Weller
a Ortega, 2015).

Desetileti vyzkumu odhalily, ze kveteni mtize byt zahajeno vlivem jak vnéjsich, tak
vnitinich podnétli. Mezi klasické vnéjsi podméty patii sezonni zmény klimatu, jako jsou
ménici se teploty prostfedi nebo délky dne. Vnitini podnéty predstavuji rizné endogenni
drahy rostliny, jsou nezavislé na vnéjSich podminkach a ¢asto jsou oznacovany za tzv.

autonomni (Amasino a Michaels, 2010), jedna se nejcastéji o ontogenetické faze vyvoje.
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3.4.1 Fotoperiodismus rostlin

Podle toho, zda rostliny vyzaduji uréitou délku fotoperiody, aby vykvetly, jsou
rozdélovany na fotoperiodicky citlivé nebo neutralni. Neutralni rostliny jsou takové, které
nemaji zadné fotoperiodické pozadavky. Rostliny fotoperiodicky citlivé se pak rozdé€luji
do dvou zakladnich skupin, a to na rostliny dlouhodenni a kratkodenni.

Dlouhodenni rostliny (LDP — ,long-day plants®) pochazeji obvykle z oblasti
mirného pasma, byvaji citlivé na vernalizaci a kvetou pii fotoperiodé, ktera je tzv. kriticka
nebo delsi, pripadné je osvétleni nepietrzité. Kritickou periodou se rozumi maximalni
popiipadé¢ minimalni délka fotoperiody ve 24 hodinovém cyklu, kterd jesté indukuje
kveteni. Zatimco u kratkodennich rostlin (SDP — ,short-day plants®) je kveteni
indukovano pfi fotoperiodé, kterd je kritickd nebo kratsi. Takovéto rostliny obecné
pochazeji z nizSich zemépisnych Sitek, obvykle z oblasti blizko rovniku (Prochazka et al.
1998).

Fotoperiodicka indukce kveteni zahrnuje sled po sob¢ jdoucich fazi, které se mohou
castecné Casove prekryvat. V prvni fazi dochazi k ptijmu fotoperiodického signalu. Tento
signal je obvykle pfijiman listy, ale bylo zjisténo, Zze rostliny mohou pfijimat
fotoperiodicky signal také jinymi organy jako naptiklad délohami ¢i stonkem
(Prochazka et al. 1998). Rostliny ziskavaji primarni informaci o svételném prostiedi, diky
které mohou detekovat délku dne pomoci fotoreceptord (Weller a Ortega, 2015).
Fotoreceptory jsou nasvétlo reagujici proteiny, u kterych absorbci svétla dochazi
ke konforma¢nim zménam. Jedna se o biologickou aktivaci, ktera je ptedavana dale
a zpusobuje zmény v dalSich proteinech, z nichz nékteré nasledné aktivuji geny. Mezi
fotoreceptory patii fytochromy, napi. phyA, phyB nebo phyC, které jsou schopné detekovat
cervené svétlo a dlouhé Cervené svétlo v rozsahu vinovych délek 600-700 nm. Dale se pak
vyskytuji kryptochromy, napt. CRY2, které detekuji modré a UV svétlo 0 vinové délce
400-500 nm (Prochazka et al. 1998)

Vysledkem ptijatého fotoperiodického signalu jsou indukované listy, které dale
syntetizuji tzv. florigenni stimul, ktery ptedstavuji produkty FT gent (Flowering locus T).
FT geny koduji proteiny, které funguji jako mobilni signal pro kveteni, tzv. florigen
(Laurie et al. 2011). V dalsich fazich je pak tento stimul v rostlin¢ transportovan
do cilovych meristémi, kde vyvolavd zmény na molekuldrni urovni vedouci
k morfogenetickym procesim. Tyto morfogenetické zmény jsou zakonceny tvorbou kvétu

jako reproduktivniho organu (Prochazka et al. 1998).
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Indukci kveteni mohou zpusobovat v rostling taktéz fytohormony, predevsim
gibereliny, které¢ reguluji hlavni aspekty rustu a vyvoje rostlin. Hlavnim uw¢inkem
giberelinti je prodluZzovani internodii stonku, avSak u nékterych rostlin mohou nahradit
fotoperiodicky ucinek dlouhého dne a indukovat kveteni (Prochazka et al. 1998).
Pravdépodobné plsobi gibereliny v rostliné tak, ze aktivuji gen Leafy (LFY), ktery je
jednim z geni, které jsou v rostliné odpovédné za vyvoj kvéti. U mnoha druhi rostlin je
pro kveteni nezbytné ur¢ité mnozstvi giberelini v rostliné, aby mohla zaéit kvést (Taiz
a Zeiger, 2010).

Do procesu kveteni je pak zapojeno mnoho dalSich fytohormontd. Tvorbu kvétnich
Casti a podporu kveteni mohou napiiklad zajistovat také cytokininy a auxin
(Prochéazka et al. 1998). Jsou transportovany do vyvijejiciho se kvétniho meristému,
apokud je jejich ptenos naruSen, je naruSen také vyvoj kvétnich organd. Dal$im
fytohormonem zapojenym v kveteni je ethylen, ktery obvykle kveteni inhibuje, ale
u nékterych druhtt maze kveteni taktéz indukovat. Znamé je jeho komercni vyuziti pii

indukci kveteni u ananasu a piibuznych bromeliovitych rostlin (Taiz a Zeiger, 2010).

3.4.2 Cirkadianni hodiny

Klicové geny, které u rostlin spousti expresi FT gend dulezitych pro indukci
kveteni, jsou geny Constans (CO) a Gigantea (Gl). CO je zinc-finger protein, ktery
pravdépodobné plisobi jako transkripéni faktor. Gl je pro rostliny specificky protein, ktery
se zapojuje do funkce cirkadiannich hodin (Fowler et al. 1999; Putterill et al. 1995).
Do funkce cirkadiannich hodin je vSak zapojena fada dalSich gent, jejichz exprese

a aktivita se cyklicky méni v prubéhu dne a noci diky zménam vnéjsiho prostiedi.
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Obrazek ¢. 1 - Fotoperiodicka regulace kveteni u Arabidopsis thaliana (pievzato
z Greenham a McClung, 2015)
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Legenda: Schéma zobrazuje, jak probiha fotoperiodicka regulace kveteni u Arabidopsis
thalian, kdy musi dojit k synchronizaci vnitini exprese gend s podminkami vnéjsiho
prostfedi. a) Fotoperiodické snimani probiha v listech — cirkadianni hodiny regulované
genem GIGANTEA (GI) a FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX 1 (FKF1) aktivuji
transkripci FLOWERING LOCUS T (FT) prostiednictvim koherentni piedavaci smycky
agenu CONSTANS (CO). FT protein (florigen) je floémem pienaSen k vrcholovym

meristémum, kde spousti transkripci genti identity kvétového meristému (FMI).
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Pokracovani legendy k Obrazku ¢. 1 : b) a e) Oscilace mnozstvi transkriptu Gl
a FKF1v pribéhu kratkého a dlouhého dne v disledku regulace cirkadiannich hodin.
A tvorba komplexu téchto dvou geni. ¢) Casové regulovana transkripce gentt CYCLING
DOF FACTOR (CDF), jejichz proteiny se vazi na promotor genu CONSTANST (CO)
a potlacuji tak jeho transkripci. d) Potlaceni transkripce CO prostiednictvim CDF geni
a Vv dusledkd toho nizka transkripce FT gend. f) Komplex GI-FKF1 produkovany béhem
dlouhého dne degraduje CDF proteiny, coz umoziuje transkripci CO. g) CO protein,
stabilizovany FKF1 a svételnou signalizaci pies PHYTOCHROME A (PHYA),
CRYPTOCHROME 2 (CRY2), se akumuluje a vaze na FT promotor pro vyvolani
transkripce a nasledné akumulace FT mRNA. Protein FKF1 aktivovany svétlem taktéz
stimuluje transkripci FT gent vazbou na promotor. V dlouhych dnech tedy vzrlsta
pocetnost FT mRNA a néslednd translace proteinu FT na hladiny dostate¢né k indukci

prechodu z vegetativniho k reprodukénimu ristu.

3.4.3 Vernalizace

Vernalizace neboli jarovizace je pojem oznacujici efekt chladového piisobeni nutny
k vyvolani procesu kveteni, ktery se ¢asto vyskytuje u rostlin mirného pasma. Jedna se
0 dlouhodobé piisobeni nizkych teplot, které obvykle podmiiiuje fotoperiodickou indukeci
kveteni nebo zvysuje citlivost rostlin k fotoperiodickému signalu. Vernalizace samotna
vS§ak mtiZe iniciovat diferenciaci kvétu. U nékterych druhi rostlin je vernalizace nezbytna,
tzv. obligatorni, u jinych miZze mit fakultativni charakter, coz je pfipad, kdy efekt
chladového puisobeni pouze urychluje nastup kveteni (Prochazka et al. 1998).

PoZadavek dlouhodobého pisobeni nizkych teplot je adaptivnim rysem, ktery
rostlindAm umoziuje zamezit nastupu kveteni pied zimou. Rostliny tak mohou vykvést az
na jafe, kdy jsou pro reprodukci pfiznivé podminky. U Arabidopsis a nékterych druht
obilovin bylo zjisténo, Ze vernalizace ma tlumici u¢inek na geny, které potlacuji kveteni.
Proces umlCovani exprese téchto genl, popsany u Arabidopsis, zahrnuje pfijimani
komplexti modifikujicich chromatin ke skupiné represorti kveteni, které jsou umlceny
pomoci epigenetické modifikace histont (Kim et al. 2009).

Pravé u Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, ze klicovym genem pro efekt
chladového pusobeni je Flowering locus C (FLC) a jeho produkt. Protein kodovany FLC
patii do skupiny tzv. MADS-box proteini a je represorem kveteni. Vernalizace, jez
umoznuje kveteni pozdné kvetoucim ekotyptim, snizuje hladinu transkriptu FLC a tim
I hladinu proteinu v rostliné. Ke snizeni mnozstvi proteinu dochéazi ve vsech pletivech

rostliny a az v nasledujicich generacich pak dochazi k navraceni aktivity FLC. Existuje
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pfimy vztah mezi délkou piisobeni nizkych teplot a mirou uml¢ovani aktivity FLC, ktera

urcuje, jak velkou odezvu bude mit vernalizace na stimulaci kveteni (Sheldon et al. 2000).
Na regulaci kveteni v disledku chladového plsobeni se podili taktéz gen Frigida

(FRI). Jedna se o specificky rostlinny gen, ktery je potfebny pro vysokou tGroven exprese

FLC genu (Johanson et al. 2000).

Obrazek €. 2 - Umlcovani exprese genu FLC ptusobenim chladnych teplot (pievzato

ze Song et al. 2012)
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Legenda: Schéma zobrazuje ménici se expresi genu FLC v pribéhu roku. Osa X — po sobé

Time

jdouci ro¢ni obdobi, Osa Y — mnozstvi exprese FLC genu. Nejvice je exprese genu

potlacena na jare (Spring). Snizeni hladiny proteinu FLC umoZziiuje nastup kveteni.

3.5 Geny podilejici se na regulaci kveteni — integratorové geny

Vzhledem K existencionalni  dilezitosti  spravného  nadasovani  kveteni
pro maximalizaci reprodukéni schopnosti si rostliny v pribéhu evoluce vytvotily mnoho
riznych mechanismi, kterymi lze kontrolovat ¢as kveteni. Vyzkum na Arabidopsis
vyrazné€ prispél k pochopeni téchto mechanismli na molekuldrni urovni. Bylo zji§téno, ze
riznorodost rostlinnych mechanismil regulace kveteni je umoZnéna rozlicnymi vnitinimi
drahami, které spojuje mala skupina gent, tzv. integratorové geny kveteni. Mezi tyto geny
patii predevsim Flowering locus T (FT) a Twin sister of FT (TSF) (Amasino, 2010).

Dal8imi geny, u kterych bylo prokazéano, Ze integruji signal z rozli¢nych rostlinnych
vnitinich drah, jsou Supressor of overexpression of Constans 1 (SOC1) / Agamous like 20
a gen Leafy (LFY) (Parcy, 2005).
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3.5.1 FT geny

Pravdépodobné pravé FT geny a jejich homology hraji klicovou roli v regulaci
kveteni. Jak jiz bylo vySe zminéno, produkty FT gent jsou proteiny, které funguji jako
mobilni signal pro kveteni, tzv. florigen. Ve studiich zabyvajicich se ryzi (Oryza sativa)
a Arabidopsis, bylo dokadzano, ze FT protein je silny stimulant kveteni, ktery je
transportovan z cév listii k vrcholovym meristémam (Corbesier et al. 2007; Tamaki et al.
2007).

3.5.2  Supressor of overexpression of Constans 1 (SOC1)

Tento gen kdduje MADS box transkripéni faktor. Rostliny mutantni pro tento gen
kvetou pozdné jak v kratkém, tak také v dlouhém dni. SOC1 je exprimovan pievazné
v listech a ve vrcholu prytu. Exprese genu s ¢asem nartsta a dale pak dochazi k prudkému
vzristu exprese ve vrcholu pii piechodu rostliny z vegetativni faze do reproduktivni

(Borner et al. 2000).

3.5.3 Gen Leafy (LFY)

Gen LFY hraje klicovou roli ptfi vyvoji kvétu. Lze jej povazovat jak za gen
odpovédny za naCasovani kveteni, tak také za gen ovliviiujici meristém (Parcy, 2005).
Exprese tohoto genu piedchazi pfrechodu rostliny z vegetativni faze do reproduktivni, kdy
je aktivita tohoto genu nejdiive zjistovana v primordiich mladych listd, a maximalni
aktivita je pak detekovana v meristémech mladych kvétu. (Blazquez et al. 1998). Bylo
zjisténo, Ze rostliny se zvySenym poctem kopii genu LFY nebo konstitutivni expresi toho
genu kvetou ¢asné (Blazquez et al. 1997). Zda se, Ze aktivita tohoto genu je ovliviiovana
delkou dne, nebot’ rostliny, které konstitutivné exprimuji gen LFY, kvetou pozdéji

Vv kratkém dni nez v dlouhém dni (Nilsson et al. 1998).
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Obrazek ¢. 3 — Geneticka regulace ¢asu kveteni u Arabidopsis (pievzato z Ausin et al.
2005)
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3.5.4 Geny podminujici tvorbu kvétenstvi a kvétu

Signaly pro kveteni vrostliné vedou Kkaktivaci skupiny gent, které jsou
oznacovany jako tzv. geny identity kvétového meristému, anglicky floral meristem identity
(FMI) geny. Tyto geny jsou zodpovédné za zménu meristému na bocich vrcholu prytu
(Long a Barton, 2000). Do této skupiny gend se fadi pfedev§im gen Apetala 1 (AP1),
Apetala 2 (AP2), gen Cauliflower (CAL) a jiz zminény gen Leafy (LFY) (Parcy, 2005).

3.6 Kveteni u bobovitych rostlin

Celed’ bobovitych zahrnuje byliny i dfeviny. Tato &eled” piedstavuje ekologicky
vyznamnou skupinu rostlin. Rostliny z této celedi se péstuji jako krmivo pro hospodarska
zvitata, dale jako zelené hnojeni, nékteré druhy se pouzivaji pro ziskavani olejd,
a predevsim plody mnoha druhti slouzi jako dilezitd potravina. Na kveteni u této skupiny
rostlin ma vliv zejména délka dne a teplota. Zplisob rtistu a citlivost na tyto faktory jsou tak
dulezitymi znaky pro produkci téchto plodin (Weller et al. 2009).

Geneticka riiznorodost kveteni byla zdokumentovana u mnoha druhii rostlin z této

Celedi. Geny, souvisejici s kvetenim byly prozkoumény jak u kratkodennich druhti (SD
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plants) jako jsou so6ja (Glycine max) nebo fazol (Phaseolus sp.), tak také u dlouhodennich
druhti (LD plants), napi. u cizrny (Cicer arietinum), ¢ocky (Lens culinaris) nebo lupiny
(Lupinus sp.). Nejvice je vSak geneticka kontrola kveteni prozkoumana a vysvétlena
u hrachu (Pisum sativum). Hrach se pouziva pro genetické studium jiz od pokust Gregora
Johanna Mendela. Pfi studiich zamétenych na kveteni se uplatnilo pfedevsim pouziti
mutantd, kdy zejména u hrachu existuje dostupné mnozstvi mutantd dané zejména
roz$itenim této rostliny (Weller et al. 2009).

Pravé pti studiu mutantt, kdy dochazelo k porovnavani ptirodnich a indukovanych
genetickych variant, bylo odhaleno na 20 lokust souvisejicich s kvetenim. Bylo tak mozné
popsat homologni/ortologni geny k modelové rostliné Arabidopsis thaliana, a neni
ptekvapenim, ze vétSina zdkladnich genli a genetickych cest zodpovédnych za kveteni
u Arabidopsis thaliana je néjakym zpisobem, byt’ v jiné formé ¢i velikosti, ptitomna také
u bobovitych rostlin (Weller et al. 2009).

3.6.1 Geny Fidici kveteni u hrachu

Podobn¢ jako u Arabidopsis thaliana dochazi u hrachu k odezvé na fotoperiodu
aregulaci kveteni pomoci chladového pilisobeni (vernalizace). Jsou znamy dva hlavni
lokusy odpovédné za fotoperiodickou odpovéd’ u hrachu, které oddaluji kveteni v kratkém
dni. Jedna se o recesivni alelu v High response (HR) lokusu, ktera zptisobuje brzké kveteni
v kratkém dni a ¢aste¢né snizuje fotoperiodickou odpoveéd’, a recesivni alelu v Sterile nodes
(SN) lokusu, ktera zpisobuje kompletni utlumeni fotoperiodické odpoveédi (Weller
a Ortega, 2015).

Oba tyto lokusy jsou ortologni s geny, jenz fidi cirkadianni hodiny u Arabidopsis
thaliana. V piipadé¢ HR lokusu se jednd o ortologni gen Early flowering 3 (ELF3),
u lokusu SN zase existuje predpoklad, ze se jedna o ortologa ke genu Lux arrhythmo (LUX
nebo také PHYTOCLOCK 1). Pomoci sekvenac¢nich analyz bylo zjisténo, Ze recesivni alela
HR lokusu se Casto vyskytuje v genomech domestikovanych hrachi a prave tento lokus tak
mohl zapfticinit, Zze se hrach zacal péstovat jako jarni plodina a mohl se rozsifit do vétSich
zemé&pisnych Sifek (Weller a Ortega, 2015).

Dale existuji dalsi dva pfirozené se vyskytujici lokusy u hrachu. Jednim je Late
flowering (LF) lokus, ktery inhibuje kveteni v kratkém i v dlouhém dni, a dalsi je Early (E)
lokus, ktery je zatim nejméné prozkouman. VSechny ctyti lokusy spolu interaguji a alelicka
Casovych usekil potfebnych pro kveteni v pfirozenych podminkach (Weller a Ortega,
2015).
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lokus HR a SN, se vSak podatilo objevit pii analyze indukovanych mutantt dalsi kandidatni
lokusy, které by mohly byt spojené s fotoperiodickou odpovédi (Weller a Ortega, 2015).
Piedevsim se jedna o lokus Die neutralis (DNE), ktery ma ziejmé v odpovédi
na fotoperiodu podobnou roli jako SN lokus a je povazovan za ortologni gen k Early
flowering 4 (ELF4) genu u Arabidopsis thaliana (Liew et al. 2009). Zda se, Ze tyto tii
dalezité¢ lokusy u hrachu HR, SN a DNE jsou ortologni ke genim ELF3, ELF4 a LUX
u Arabidopsis thaliana, kdy pravé tyto tii geny jsou dulezité pro funkci cirkadidnnich
hodin. Diky témto genim totiz vznikéa dilezity proteinovy komplex, tzv. vecerni komplex,
ktery pfimo ovliviiuje rust rostliny. Proteinovy komplex je tvofen proteiny kodovanymi
genem ELF3 a ELF4 a je regulovan transkripcnim faktorem, ktery koduje pravé gen LUX.
Tvorba a funkce komplexu je pravdépodobné regulovana jesté dalsimi regulacnimi faktory,
avSak spojeni genti ELF3-ELF4-LUX tvoii molekularni zéklad cirkadiannich hodin

a ovliviwgje tak cirkadianni rytmus, rast a kveteni (Nusinow et al. 2011).

Obrazek ¢. 4 — Porovnani genetické drahy pro kveteni u hrachu a Arabidopsis

thaliana (vytvoi‘eno autorem)
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vysévanim dnesnich kultivart hrachu. Plané formy hrachu totiz obvykle kli¢i na podzim,
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pres zimu pak jsou ve vegetativnim stavu a k prechodu do generativniho stavu dochézi
az na jafe postupné s tim, jak se prodluzuje délka dne. Pokud vSak nejsou dny dostate¢né
dlouhé, k ptfechodu do generativni faze viibec nedochazi. U téchto rostlin je tak pro kveteni
dalezité, aby prosly zimnim cyklem a nasledné byly vystaveny dostate¢né dlouhym dntim.
Dnesni kultivary hrachti se vSak vysévaji na jafe a nemaji takové pozadavky na délku
fotoperiody jako jejich plani pfedchidci. Nejspi$ zrovna ztrata citlivosti k fotoperiodé
pomohla hrachu k adaptaci na nova prostiedi a umoznila tak jeho rozsiteni (Weller et al.
2012).

Pii studiu genetické diverzity na mnoha liniich hrachu bylo zjiSténo, ze vétSina
jarnich kultivarti nese pravé v HR lokusu recesivni alely, a to nejspiSe zapfticinuje brzké
kveteni té€chto rostlin v kratkém dni. V provedené studii vSechny linie hrachu vykvetly
V dlouhém dni, rozdil byl vSak patrny béhem kratké fotoperiody. Zatimco se totiz
u planych forem hrachu objevovalo kveteni v kratkém dni pozdé nebo k nému vibec
nedoslo, domestikované formy s recesivni hr mutaci vykvetly brzy. Krom¢ toho se pfi
studiu introgresnich linii hrachu, které byly bud’ HR dominantni nebo hr recesivni, zjistilo,
ze hr recesivni genotyp rostlin ovliviiyje také to, ze se v kratkém dni méné vétvi a nemaji

velké naroky na kvalitu osvétleni béhem prodlouzené fotoperiody (Weller et al. 2012).

Obrazek ¢. 5 — Porovnani po¢tu nodu do nastupu kveteni u rostlin péstovanych

v dlouhém a v kratkém dni (pfevzato z Weller et al. 2012)
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Legenda: Seda barva — kveteni v dlouhém dni; bila barva — kveteni v kratkém dni;
T symbol — rostlina nekvetla v kratkém dni; rizova barva — vzorky nesou recesivni
hr mutaci (6C)

Jak jiz bylo vySe zminéno, HR lokus odpovida ortolognimu genu ovliviiujicimu
cirkadianni hodiny u Arabidopsis thaliana. Jedna se o gen Early flowering 3 (ELF3). Tento

gen koduje pro rostliny specificky protein, ktery se ti€astni vnitinich fyziologickych drah
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Vv rostliné a ovliviiuje odezvu rostliny na fotoperiodu. Rostliny s recesivni hr mutaci tento
protein nevytvareji, tvorba proteinu je praveé diky hr mutaci v ur€ité pozici zastavena. Bylo
objeveno, ze v piipad¢ této recesivni hr mutace je v sekvenci genu piidan navic jeden
cytosin (C). Misto ptivodnich 5C se tak v sekvenci objevi 6C, coz zptsobi posun ¢teciho
ramce a nasledné chybu v tvorbé proteinu, a to kviili nové vzniklému stop kodonu. Zda se
tedy, ze hr mutace v ELF3 genu zabrani tvorbé specifického proteinu zapojeného
do funkce cirkadiannich hodin a rostlina se tak stane méné citliva na délku fotoperiody.
Podobny mechanismus byl nalezen také u ¢ocky (Lens), kde diky jediné zaméné bazi
v sekvenci ortologniho genu k ELF3 dochazi taktéz k posunu c¢tecitho ramce a ukonceni
tvorby proteinu, coz, zda se, vedlo stejné jako u hrachu k adaptaci na zménénou délku
fotoperiody (Weller et al. 2012).

Piedpoklad, Ze hr mutace snejvétsi pravdépodobnosti souvisi s domestikaci
rostlin, je na misté. Jednim ze spoleénych znakd pfi kultivaci rostlin byla totiz ztrata
mechanismu, jenz zabraniuje kveteni pii nepfiznivych podminkéch. Zastaveni tohoto
mechanismu bylo vysledkem ztraty funkce genii zodpovédnych za fotoperiodickou
odpovéd a odpovéd’ na chladové pilisobeni tzv. vernalizaci. Diky témto zméndm se
zkracuje rastovy cyklus rostliny, ktery umoziuje V regionech mirného pasma piesun
ze zimniho vysévani na jarni, ¢imz dochézi k rozsifeni do mist, kde je doba pro sezonni
rast rostliny omezena nebo je zde Spatna dostupnost vodnich zdroji (Weller et al. 2012).

Ptes velké rozsifeni dnes$nich kultivard hrachu to vypada, Ze recesivni hr mutace
vznikla pomérné nedavno, a to predevsim kviili velké ptibuznosti skupiny hrachti, které
sdili ve svém genotypu hr mutaci. Tato mutace vSak ziejm¢é umoznila rozsiteni rostliny
z oblasti Blizkého vychodu do Stiedozemi a dale pak do severnéjSich oblasti Evropy
(Weller et al. 2012). Z fylogeografickych studii vyplyva, ze ptivod divokého hrachu je
pravé na Blizkém vychodé, odkud se poté rozsitil na Kavkaz, iran a Afghanistan a smérem

na zapad pak az k Stfedozemnimu mof#i (Smykal et al. 2011).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Laboratorni vybaveni:

Homogenizator (FastPrep-24; MP Biomedicals); Homogeniza¢ni keramické
kulicky (Ceramic Sphere 1/4, zirkonium oxide, Life Science, MP Bio); Homogeniza¢ni
zkumavky (1,5 ml); Nanodrop (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific);
Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf); Stolni centrifuga (MCF 2360); Elektroforéza
(Widi Mini Sub; Bio Rad); Zdroj stejnosmérného napéti (PowerPac Basic; Bio-Rad);
UV transiluminator (FireReader; Uvitec Cambridge); Thermocycler (PTC-200 Peltier
Thermal Cycler, MJ Research); Vaha (572; Kern); Mrazici box (Sanyo-Ultra Low -86 °C)

4.2 Chemikalie:

Agar6za (SERVA, Némecko); Alkalicka fosfataza (1 U/ul, Thermo Scientific);
Exonukleaza Exo I (4 U/uL, Thermo Scientific); Destilovana voda; Fast AP/Fast Alkaline
Phosphatase pufr (10x, Thermo Scientific, USA); Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invisorb,
Stratec, Némecko) — Lysis Buffer P, Proteinasy K, Binding Buffer P, Wash Buffer I., Wash
Buffer Il., Elution Buffer D; RNaza A (Sigma Life Science, Sigma Aldrich, USA), Marker
molekulové hmotnosti - GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (0,5 pg/ul, Thermo
Scientific, USA); Barvivo SimplySafe™ (1 ml, EURX); Taq DNA polymeraza (5U/pl,
MyTagq, Bioline); Taq pufr (5x, MyTaq, Bioline, UK); TBE pufr (1x; Tris, kyselina borita
a EDTA; Sigma Aldrich, CR)

4.3 Rostlinny material:

V bakalatské praci bylo pouzito celkem 94 vzorki hrachu (Pisum sp.), které byly
ziskany z nasledujicich genovych bank: John Innes Centre v Anglii (JIC,UK); Nordic Gene
Bank, Sweden; IPK, Germany; USDA, USA; ICARDA; AGG, Australia; VIR, Russia;
CzechNPC, CZ; Israeli genebank; Jim Weller 2012 a P. Smykal, UPOL.
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Tabulka €. 1 (prvni ¢ast) — Seznam vzorki

Vzorek Pivod Taxon Zdroj Vzorek Pivod Taxon Zdroj
723 Israel Pisum elatius JIC, UK PIS 2850 Italy Pisum elatius | IPK, Germany
Pisum sativum StGeorgiu- . . P. Smykal,
JI11096 Turkey (cultigen) JIC, UK HU Hungary Pisum elatius UPOL
Pisum sativum Nordic Gene . . .
NGB5839 Sweden . PIS2844 Spain Pisum elatius | IPK, Germany
(cultigen) Bank, Sweden
JI79 Afghanistan Pisum §at|vum JIC, UK JI2629 Ukraine Pisum elatius JIC, UK

(cultigen)

. - . . P. Smykal,
1G52524 Turkey Pisum elatius ICARDA UP-Turl Turkey Pisum elatius UPOL
PI193835 | Ethiopia P'S(L::n?g::)“m USDA, USA | 1652520 Turkey | Pisumelatius |  ICARDA

12602 Libya |Psumsatvum f 00 91796 (ATCL el | pisum futvum | 31c, Uk

(cultigen) 1633)

J11594 Ethiopia |7 /SUm satvum 5,0y IG112136 Israel | Pisumfulvum | ICARDA

(cultigen)

. Pisum sativum CRB191 Pisum sativum | .
TG52 Afghanistan (cultigen) JIC, UK (POL 6806) Poland (cultigen) Jim Weller 2012
J12608 Libya |FiSumsatvum f- 5~y 11794 lsrael | Pisumelatius |  JiC, UK
(cultigen)
. . . J1 1228 Pisum sativum
1G140897 Armenia Pisum elatius ICARDA (WL1771) Sweden (cultigen) JIC, UK
. . . CRB324 . Pisum sativum | ..
1G140973 Armenia Pisum elatius ICARDA (ZP130) Spain (cultigen) Jim Weller 2012
1G52532 Turkey | Pisumelatius | ICARDA ATC4285 | Morocco P'S(”C':n?:::)”m AGG, Australia
1G52507 Turkey Pisum elatius ICARDA 1G52459 M orocco Pisum elatius ICARDA
Caucas Russia Pisum elatius P. Smykal, ATC3237 China Pisum §at|vum AGG, Australia
UPOL (cultigen)
. . Elmali . . P. Smykal,
Ji64 Israel Pisum elatius JIC, UK (PS028) Turkey Pisum elatius UPOL
VIR320 Israel Pisum elatius VIR, Russia JI2546 Georgia Pisum elatius JIC, UK
W6-26112 Georgia Pisum elatius USDA, USA 1G52442 Syria Pisum elatius ICARDA
- ; . - Pisum
PIS7475 Macedonia | Pisum elatius | IPK, Germany PI1358615 Ethiopia . USDA, USA
abyssinicum
1G52508 Turkey Pisum elatius ICARDA JI241 Israel Pisum elatius JIC, UK
i | i P. Smykal, . . .
UPOL_ARM2| Armenia Pisum elatius UPOL 1G52443 Syria Pisum elatius ICARDA
1G141436 Armenia Pisum elatius ICARDA JI3553 France Pisum elatius JIC, UK
Chakaten | Armenia Pisum elatius P.Sr;gl[al, 713 Israel Pisum elatius VIR, Russia
. Pisum sativum JI2 L Pisum
J194 Afghanistan (cultigen) JIC, UK (ATC1067) Ethiopia abyssinicum JIC, UK
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r wr

Tabulka €. 1 (druha ¢ast) — Seznam vzorka
Vzorek Pivod Taxon Zdroj Vzorek Pivod Taxon Zdroj
ATC7008 China | PiSum satvum | ) o Australia | 31261 Turkey | Pisumelatius | JIC, UK
(cultigen)
J192 Afghanistan | Fisum sativum -5, - VIR2759 | Ethiopia Pisum VIR, Russia
(cultigen) abyssinicum
722 (=J13263) Israel Pisum elatius VIR, Russia 1G140971 Armenia Pisum elatius ICARDA
1S18912 Israel Pisum elatius | Israeli genebank | 1G140562 Armenia Pisum elatius ICARDA
1G52518 Turkey Pisum elatius ICARDA 1G108291 Tunisia Pisum elatius ICARDA
PO17 Israel Pisum elatius VIR, Russia W6-2107 Turkey Pisum elatius USDA, USA
TG2548 Georgia Pisum elatius JIC, UK 1G52565 Jordane Pisum elatius ICARDA
. . . J11040 (ATC . Pisum sativum
1S24324 Israel Pisum elatius | Israeli genebank 1500) Afghanistan (cultigen) JIC, UK
1S18914 Israel Pisum elatius | Israeli genebank | ATC6931 China PIS(L;T“?:::)um AGG, Australia
JI2724 Spain Pisum elatius JIC, UK 1G52414 Syria Pisum elatius ICARDA
1S18911 Israel Pisum elatius | Israeli genebank JI11028 Nepal Plsum §at|vum JIC, UK
(cultigen)
. . . - Pisum
721 (J13262) Israel Pisum elatius VIR, Russia L02-0253 Ethiopia . CzechNPC,CZ
abyssinicum
Chakaten 11 Armenia Pisum elatius P. Smykal, P1358617 Ethiopia P'S.“f“ USDA, USA
UPOL abyssinicum
W6-2101 Turkey Pisum elatius USDA, USA 1S18910 Israel Pisum elatius | Israeli genebank
714 (J13275) Israel Pisum elatius VIR, Russia 1S18908 Israel Pisum elatius | Israeli genebank
W6-26109 Georgia Pisum elatius USDA, USA 1S22287 Israel Pisum elatius | Israeli genebank
1G52503 Turkey Pisum elatius ICARDA 712 (J13273) Israel Pisum elatius VIR, Russia
P013 Israel Pisum elatius VIR, Russia 1G119794 Spain Pisum elatius ICARDA
PIS 2854 Hungary Pisum elatius | IPK, Germany P1344537 Italy Pisum elatius USDA, USA
PIS2853 Hungary Pisum elatius | IPK, Germany 1G64350 Algeria Pisum elatius ICARDA
J12055 Italy Pisum elatius JIC, UK PIS7388 France Pisum elatius | IPK, Germany
. . . . P. Smykal, . .
Serbia Serbia Pisum elatius UPOL P1344006 Greece Pisum elatius USDA, USA
JI3557 Portugal Pisum elatius JIC, UK PIS1675 Italy Pisum elatius | IPK, Germany
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4.4 lzolace genomové DNA

Pfed samotnou izolaci genomové DNA byl pouzity rostlinny material
homogenizovan V homogenizatoru FAST Prep (MP Biomedicals). Nasledné¢ byla
provedena izolace genomové DNA pomoci Invisorb Spin Plant Mini Kitu (Invisorb). Jedna
se 0 komercné vyrabény kit vhodny pro izolaci bunééné DNA z Siroké $kaly rostlinnych
druht a typi tkani, ktery funguje na principu adsorpce DNA na silikat. Postup izolace se
fidil navodem od vyrobce.

Postup:

1. Homogenizovany material (drcené listy) vlozit do 1,5 ml mikrozkumavky typu
Eppendorf.

2. Pro lyzi materidlu ptidat 400 pl Lysis Buffer P + 20 pul Proteinase K.

3. Kratce vortexovat a inkubovat 30 min pfi 65 °C, obc¢as promichat.

4. Centrifugovat pii 14 000 rpm po dobu 15 min. Poté odebrat supernatant do nové
1,5 ml mikrozkumavky typu Eppendorf.

5. Nasledn¢ ptidat 10 pl RNAase A roztoku a ponechat pfi pokojové teploté
10 az 15 min.

6. Pridat 200 pl Binding Buffer P a kratce vortexovat.

7. Pote napipetovat nebo pielit do popsané Spin Filter kolonky a nechat stat
1 az 2 min.

8. Centrifugovat pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

9. Odstranit, co protece, vratit zpét kolonku a napipetovat 550 pul Wash Buffer I.

10. Centrifugovat pti 12 000 rpm po dobu 1 min.

11. Odstranit, co protece, vratit zpét kolonku a napipetovat 550 ul Wash Buffer II.

12. Centrifugovat pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

13. Odstranit, co protece, vratit zpét kolonku a napipetovat 550 ul Wash Buffer II.

14. Centrifugovat pfi 12 000 rpm po dobu 1 min.

15. Odstranit, co protece, vratit zpét kolonku a poté centrifugovat ,,nasucho*
pti 12 000 rpm po dobu 2 min.

16. Pro eluci DNA pienést kolonku do ¢isté mikrozkumavky a napipetovat 2krat
po sobé 150 ul predehiatého (65°C) Elution Buffer D a inkubovat po dobu 3 min.

17. Nakonec centrifugovat pti 12 000 rpm po dobu 1 min. Izolovanou DNA uschovat

pro pozdéjsi praci pii 4 °C nebo -20 °C.

28



4.5 Spektrofotometrické méreni DNA

Koncentrace a ¢istota DNA se méiila spektrofotometricky (NanoDrop, Thermo
Scientific). Po ocCisténi optického ¢idla piistroje buniéitou vatou doslo k naneseni
a prométeni blanku (destilovana voda nebo elu¢ni roztok), a poté byly proméfovany
jednotlivé vzorky. Na NanoDrop byly vzdy naneseny 2 pl vzorku. Nasledné pfistroj
promé&fil absorbanci pii 260 a 280 nm vyjadfujici hodnoty Cistoty a koncentrace DNA.

4.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je molekuldrni metoda, kterd umoziiuje
syntetizovat urcity usek DNA v mnoha kopiich. Pomoci polymerazové tetézové reakce byl
amplifikovan vzdy urcity usek genu ELF3. Pro amplifikaci byly pouzity primery uvedené

v Tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 2 — Seznam primeri

Forward/ ] )
Oznacdeni Sekvence primeru Zdroj:
Reverse
Weller et al.
ELF3-FF Forward | 5-GTTTAGAGTTTAGGATAGAAAAGGGGTAGG-3' 2012
Weller et al.
ELF3-11R Reverse 5-GCAATTTCTTTTCTGGCTTTCC-3' 2012
Weller et al.
ELF3-7F Forward 5-TGTTTGCAGTCCAAGTGTTTG-3 2012
Weller et al.
ELF3-RR Reverse 5-GATCCTCCATGTCAATATACACCACTAC-3' 2012

Syntéza probihala enzymaticky pomoci termostabilni DNA Taq polymerazy
V pfistroji zvaném thermocycler. Ptiprava polymerazové fetézové reakce byla provedena

podle nasledujiciho postupu:

1. Nejdiive byla pfipravena reakéni smés. Soucasti reakéni smési byl pufr (MyTaq
pufr 5x), DNA-polymeraza (Taq polymeraza), forward primer (ELF3-FF/ ELF3-
7F), reverse primer (ELF3-11R/ ELF3-RR) adestilovana voda. Pouzity pufr
obsahoval smés nukleotidii (AINTP) a hotecnaté ionty. Pro jednu PCR reakci bylo
pouzito 13 ul reakéni smési a 2 ul DNA templatu. Jednotlivé slozky pro jednu PCR
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reakci byly namichany v nasledujicim mnozstvi: 3 ul MyTaq pufr 5x (BIOLINE);

9,23 ul voda pro PCR; 0,7 ul smés primert (forward, reverse); 0,07 ul Taq

polymeraza (BIOLINE).

Tabulka €. 3 — Priprava reakéni smési

Reakéni slozky Objem pro jednu reakci [pl]
MyTaq pufr 5x (BIOLINE) 3
Voda pro PCR 9,23
Smés primert
Forward primer (ELF3-FF/ ELF3-7F) 0,7
Reverse primer (ELF3-11R/ ELF3-RR)
Taq polymeraza SU/ul (BIOLINE) 0,07
Celkovy objem 13
Vzorek (DNA templat) 2

2. Ptipravend reakéni smés pro PCR byla dikladné zvortexovana a stocena

na minicentrifize. Nasledn¢ byla pomoci davkovaci pipety rozpipetovana na desku.

Do kazdé mikrozkumavky bylo napipetovano vzdy 13 pl reakéni smési a 2 pl vzorku

DNA templatu.

3. Nasledné byla deska stocena na minicentrifuze a vlozena do thermocycleru. Samotny

prubéh PCR reakce byl slozen z péti krokd, ato preinkubace, denaturace, annealingu,

elongace a finalni extenze.

Tabulka &. 4 — Casovy a teplotni pribéh PCR reakce

Krok Teplota (°C) Cas (min) | Polet cykli
Preinkubace 95 5 1
Denaturace 95 0,5

Annealing 55 1 35
Elongace 72 3
Finalni extenze 72 5 1

4.7 Gelova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy byly ovérovany vzniklé PCR produkty (amplifikované

useky genu ELF3). Byla provadéna horizontalni gelova elektroforéza na 1,5% agar6zovém

gelu (SERVA). Piiprava byla provadéna nasledovné: Pro ptipravu 80 ml  1,5%

agar6zového gelu bylo navazeno 1,3 g agardézy a piidano 80 ml TBE pufru pomoci

odmérného valce.
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Smés byla poté zahiivdna v mikrovinné troubé do uplného rozpusténi agardzy,
obvykle 2 az 3 minuty. Nasledné¢ se nechala smés ochladit asi na teplotu 50 °C a bylo
pfidano 1,5 ul barviva SimplySafe (EURX). Poté byla smés nalita do pifipravené
elektroforetické vany (Bio-Rad), byly nasazeny hiebinky podle poctu vzorku a gel se
nechal ztuhnout (cca 15 az 20 minut).

Po ztuhnuti gelu byly hiebinky vyjmuty a elektroforeticka vana s gelem byla vlozena
do elektroforézy s TBE pufrem. Nasledné byly do prvni jamky na gelu napipetovany 2 ul
markeru molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 100 bp Plus, Thermo Scientific)
a do ostatnich jamek bylo poté postupné pipetovano vzdy 5 ul ptipravenych PCR produktt
(PCR produkty neni tieba ptidavat s nanasecim pufrem, jsou jiz obarvené MyTaq pufrem).
Po ptipojeni elektroforetické aparatury ke zdroji napéti (cca 100 az 120 V) se nechala
elektroforéza probihat cca 35 min. Po ukonceni elektroforézy byl gel zdokumentovan

na UV transluminatoru (FireReader; Uvitec Cambridge) pomoci programu UVITEC.

4.8 Sekvenovani

Pted odeslanim amplifikovanych usekd na sekvenovani bylo nutné provést purifikaci
PCR produkt. Purifikaéni proces neboli pfecisténi nukleovych kyselin se pouziva
pro odstranéni veskerych nezadoucich latek. Nejcastéj$imi kontaminanty mohou byt rizné
soli, nezadouci enzymy, ale predev§im piebytecné primery, které je nutno zcela odstranit
pro uspésné sekvenovani jen s jednim vybranym primerem. K tomuto ucelu miize slouzit
precisténi PCR produkti pomoci komeréné€ dostupnych kit zachycujicich amplifikovanou
DNA a umoznujicich jeji promyti. V ptipadé amplifikace vice produkti se pouziva
vyfiznuti a vyc€isténi PCR produkti z gelu. Nejrychlejsi a nejlevnéjsi cestou pak je
enzymatické odstranéni prebyte¢nych primeri. Purifikace byla provadéna v thermocycleru
a pii jeji pfipravé byla pouzita Exonukleaza I (Thermo Scientific) a Alkalicka fosfataza
(Thermo Scientific). Nejdiive byla ptipravena reakéni smés, ve které bylo mnozstvi slozek

zvoleno podle poctu vzorku dle Tabulky €. 5.

Tabulka ¢. 5 — Reakéni smés pro purifikaci

Reak¢ni slozky Objem [pl]
Pufr (10x) 110
Voda 380
Exonukledza Exo 1 (Thermo Scientific) 44
Alkalick4 fosfataza Fast AP (Thermo
— 16,5
Scientific)
Rozpipetovano po 5
Produkt PCR 5
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Nasledné byla reakéni smés rozpipetovana po 5 ul na desku a bylo pfidéno vzdy
5ul PCR produktii (vzorkd). Stocena deska na minicentrifize byla poté vlozena
do thermocycleru, kde byla ponechiana po dobu 15 min pii 37 °C a nasledn¢ 1 min
pii 85 °C. Takto precistené PCR produkty se odesilaly na sekvenovani.

Do jamek bylo napipetovano vzdy 5 pl PCR produktd s 5 pl sekvena¢niho primeru
(5 pmol/ul). Vzorky byly poté odesilany na Sekvenacni analyzu pomoci BigDye
Terminator kit (Thermo Fisher Scientific) do Laboratotfe sekvenace DNA, PfF UK Praha

nebo Macrogen, Amsterodam, Nizozemi.
4.9 Software

4.9.1 Bio-Statistické zpracovani sekvenc¢nich dat

Program Genious (verze 7.1.9)

Pro editaci a vizualizaci DNA sekvenci byl pouzit program Genious (verze 7.1.9).
Byla pouzita funkce ,,multiple alignment®, translace sekvenci do proteinu a tvorba
fylogenetickych stroml z genomové DNA a z CDNA.
Program PopART

Program PopART (www.popart.otago.ac.nz) je zdarma dostupny geneticky
software, ktery byl vyuzit pro tvorbu sitovanych stroml na zakladé evolu¢nich vztahi
mezi populacemi.
Program MEGA 7

Program MEGA 7 (http://www.megasoftware.net) byl pouzit pro vizualizaci
sekvenci a tvorbu fylogenetickych stromti metodou nejvétsi pravdépodobnosti ,,Maximum

Likelihood Tree“ (Tamura et al. 2013).
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4.9.2 Geoinformatika

Geograficky informacni systém - GRASS GIS (Geographic Resources Analysis
Support System)

Software GRASS GIS byl pouzit pro tvorbu rastri délky dne pro jednotlivé dny
v roce, coz bylo dale vyuzito pfi odecitani délky fotoperiody z GPS dat pro jednotlivé
vzorky hrachu.
(https://grass.osgeo.org)

ArcGIS for Desktop 10.4

Prostfednictvim programu ArcGIS for Desktop 10.4 bylo mozné vypocitat délku
fotoperiody v tydnech a ziskat ji pro jednotlivé body, tedy vzorky s geografickou polohou,
a nasledné¢ bylo mozné je zanést pomoci tohoto programu do mapy.

(http://desktop.arcgis.com/en)
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5 VYSLEDKY

5.1 Amplifikace fragmentu ELF3 genu

Byla provedena izolace genomové DNA u vybranych polozek hrachu (Pisum) a jeji
uspésnost byla provéfena pomoci agarézové gelové elektroforézy, kdy bylo ovéfeno, ze
doslo k ziskani vysokomolekularnich latek (viz Obrazek ¢. 6). Kvalita izolace genomové
DNA byla nasledné vyhodnocena spektrofotometricky.

Obrazek ¢. 6 — Elektroforetogram izolované genomové DNA hrachu

M 12335678 9 10 11121314 151617

e lalalalaiata L LI L LT

Legenda: M — marker relativni molekulové hmotnosti, 1-17 — izolovana genomova DNA.

Nésledné byla u vybranych vzorkd hrachu, celkem 94 vzorkl pfevazné planych
forem P. sativum subsp. elatius, provedena PCR amplifikace dvou vybranych ¢asti ELF3
genu. Pro amplifikaci prvni ¢asti genu o celkové délce 1341 bp byly pouzity primery
forward ELF3-FF a reverse ELF3-11R, nasedajici v pozici 953-982 a 2320-2341. V prvni
¢asti genu se nachazi exon 1 (207bp), intron 1 (283 bp) a exon 2 (851bp). Pii amplifikaci
druhé ¢asti genu byly pouzity primery forward ELF3-7F a reverse ELF3-RR, nasedajici
V pozicich 3634-3654 a 4751-4778. V ramci druhé Casti genu se nachazi ¢ast exonu 3
(52 bp), intron 3 (81 bp) a casteéné exon 4 (1 132 bp). Oblast genu obsahujici intron 2
0 délce 1278 bp byla pti amplifikaci genu ELF3 vynechana (Obrazek €. 7).
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Obrazek ¢. 7 - Schéma ELF3 genu (vytvoreno autorem)

‘5C’ HR/“6C’ h
STOP
ATG
»
| ——— : E o
> <
ELF3-7F ELF3-RR

» <
ELF3-FF ELF3-11R

Legenda: ATG — umisténi start kodonu; STOP — umisténi stop kodonu; E1 — exonl;
E2 — exon 2; E3 — exon 3; E4 — exon 4; I1 — intron 1; 12 — intron 2; I3 — intron 3;
'5C" HR/ '6C" hr — HR lokus s dominantni HR alelou (5 cytosint) nebo recesivni hr alelou
(6 cytosinl); ELF3-FF a ELF3-7F — forward primery; ELF3-11R a ELF3-RR — reverse
primery; S'UTR — nekddujici oblast na 5" konci; 3'UTR — nekddujici oblast na 3' konci
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Uspésnost amplifikace PCR produktd byla naslednd zhodnocena s vyuzitim
agarozové gelové elektroforézy. Vzniklé PCR produkty byly naneseny na 1,5% agar6zovy
gel spolu s2 pl markeru molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 100 bp Plus, Thermo
Scientific). Po ukonéeni elektroforézy byl gel zdokumentovan na UV transluminatoru
(FireReader; Uvitec Cambridge) pomoci programu UVITEC. Z vysledného
elektroforetogramu byla porovnanim s markerem molekulové hmotnosti odectena piiblizna

velikost PCR produkti, kterd u obou amplifikovanych c¢asti ¢inila vice nez 1000 bp.

Obrazek ¢. 8 — PCR produkty z amplifikace prvni ¢asti ELF3 genu pomoci primert
forward ELF3-FF a reverse ELF3-11R u 64 vzorki hrachu
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Legenda: M — marker relativni molekulové hmotnosti; 1-64 — PCR produkty

Nasledné byla provedena purifikace PCR produktii a vzorky byly poté odesilany
na sekvenovani pomoci BigDye Terminator kitu (Thermo Fisher Scientific).

Pfi sekvenovani doslo k pieéteni amplifikovanych tsekt z obou stran.

5.2 Sekven¢ni analyza

Ziskané sekvence byly nahrany do programu Genious, kde doslo k jejich editaci
a predevsim ke spojeni Forward a Reverse sekvenci. Nasledné byl proveden ,,multiple
alignment* a sefazené sekvence byly dale upravovany. V programu Mega7 byla provedena
analyza exonu 1, u které vsouboru 94 vzorkd byly zjistény 4 synonymni
a 7 nesynonymnich zdmeén nukleotidl (viz Ptiloha €. 2 na CD). Pfi analyze exonu 2 bylo

odhaleno 33 synonymnich a 25 nesynonymnich zamén nukleotidti (viz Ptiloha ¢. 3 na CD).
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Intron 1 vykazoval celkem 14 zmén v sekvenci, jednalo se o 8 SNP, a dale

0 jednoduché delece ¢i inserce nebo delece ¢i inserce ve dvou oblastech s tandemovymi

repeticemi. Bylo zjiSténo, ze mnoho z nukleotidovych zdmén, deleci a inserci vykazovalo

velkou frekvenci. Polymorfismus s ¢etnosti vétsi nez 10 % byl dale analyzovan a podle

vysledkti se v souboru 94 vzorka s velkou cCetnosti nachazelo celkem 30 SNP, ztoho

20 tranzici a 10 transverzi. Dale bylo zjisténo 5 deleci a jedna inzerce s vice nez 10%

Cetnosti a tyto vSechny se nachazely v oblasti intronu 1 (viz Tabulka ¢. 6).

Tabulka ¢. 6 — Analyza polymorfismu s vice neZ 10% cetnosti (exonl-intronl-exon2)

Cislo Sl Délka L. . Cetnost vyskytu
" od ATG Zaména Typ polymorfismu .
polymorfismu Kodonu (bp) v souboru 94 vzorkd
EXON 1 1 60 1 T->C SNP (transition) 19.1%
2 305 1 G->A SNP (transition) 23.4%
3 333 1 G->A SNP (transition) 22.3%
4 337 0 (GTT)4->(GTT)5 | Insertion (tandem repeat) 18.1%
5 334 3 (GTT)4->(GTT)3 | Deletion (tandem repeat) 27.7%
6 343 1 A->T SNP (transversion) 24.5%
7 408 1 T->C SNP (transition) 19.1%
8 420 1 A->G SNP (transition) 22.3%
INTRON 1 -
9 426 1 T->A SNP (transversion) 13.8%
10 454 1 (T)10->(T)9 Deletion (tandem repeat) 17.0%
11 455 1 -G Deletion 27.7%
12 455 1 G->T SNP (transversion) 25.5%
13 456 1 -T Deletion 18.1%
14 458 3 -GTT Deletion 26.6%
15 477 1 T->C SNP (transition) 17.0%
16 681 1 A->G SNP (transition) 27.7%
17 760 1 T->A SNP (transversion) 11.7%
18 831 1 T->G SNP (transversion) 12.8%
19 838 1 C->T SNP (transition) 17.0%
20 844 1 A->G SNP (transition) 17.0%
21 850 1 T->G SNP (transversion) 12.8%
22 871 1 G->A SNP (transition) 13.8%
23 871 1 G->T SNP (transversion) 11.7%
24 891 1 C->T SNP (transition) 13.8%
25 892 1 G->C SNP (transversion) 18.1%
EXON 2 26 894 1 T->C SNP (transition) 18.1%
27 896 1 T->A SNP (transversion) 13.8%
28 898 1 G->A SNP (transition) 10.6%
29 912 1 G->A SNP (transition) 13.8%
30 927 1 A->G SNP (transition) 13.8%
31 938 1 T->C SNP (transition) 13.8%
32 973 1 G->T SNP (transversion) 20.2%
33 1082 1 A->G SNP (transition) 16.1%
34 1122 1 G->A SNP (transition) 17.2%
35 1131 1 T->C SNP (transition) 18.3%
36 1198 1 G->A SNP (transition) 17.2%

37




Objevena byla variabilita v pozici 189 az 194 bp od ATG. U vétsiny vzorka byla
pfitomna HR dominantni varianta, kdy se v sekvenci vyskytovalo pét cytosini za sebou
(5C). Recesivni hr mutace s Sesti cytosiny v sekvenci (6C) byla objevena u celkem sedmi
vzorkt a jednalo se o vzorky: JI2608, 1G52524, JI79, P1193835, JI2602, JI1594 a TG52,
tzn. kulturni formy hrachu (viz Tabulka ¢. 1).

Obrazek €. 9 — HR lokus
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Legenda: ¢erveny ramecek — HR lokus; 1-6 — jednotlivé vzorky; vzorek 3 a 4 — ptitomna
hr mutace (6C).

V ramci prvni sekvenované casti byly nasledné¢ spojeny pfitomné exony, tedy
exon 1 a exon 2. Takto vytvoiena cDNA byla vyuzita pii tvorbé fylogenetického stromu
v programu Mega7 (viz Piiloha ¢. 1). Poté byla tato sekvence translatovana v programu
Genious a byla tak ziskana sekvence proteinu.

V daném souboru 94 vzorkl bylo zjisténo celkem 37 haplotypti na urovni DNA
(genomova, exonl-intronl-exon2), 36 haplotyptt na urovni cDNA (exonl-exon2)

a 33 haplotypti na urovni ELF3 proteinu (viz Tabulka ¢. 7).

Tabulka ¢&. 7 — MnoZstvi zjiSténych variant

Druh analyzy Pocet haplotypli
Analyza genomové DNA 37
MnoZstvialel v cDNA 36
Analyza ELF3 proteinu 33

Podle sekven¢niho polymorfismu v ELF3 proteinu byly vzorky zafazeny do celkem
33 haplotypt obsazenych ve skupinach A az E (viz Tabulka ¢. 8). Pfi analyze proteinu
(viz Priloha ¢. 4 na CD) bylo dale zjisténo, ze u celkem 12 vzorki byl pfitomen piedcasny
stop kodon. Jednalo se o tyto vzorky: 723, JI11096, NGB5839, JI79, 1G52524, P1193835,
JI2602, J11594, TG52, J12608, 1G140897, 1G140973 (viz Tabulka ¢. 1). Nutno podotknou,

ze sedm z téchto dvanacti vzorkt obsahuje recesivni hr mutaci.
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Tabulka ¢. 8 — Zaiazeni vzorkua do 33 haplotypu podle analyzy ELF3 proteinu

Cislo |Oznaceni haplotypu | Pocet vzorki v haplotypu _
1 Al 2 17
2. A2 8 86
3. A3 3 -
4, A3 (stop160) 1 160
5. A3 (stop251) 1 251
6. B1 7 —
7. C1 9 -
8. Cc2 4 —
9. Cc3 1 —
10. (o} 1 —
11. Cc5 1 —
12. cé6 1 —
13. C7 1 —
14. Cc8 1 —
15. Cc9 1 -
16. C10 1 —
17. c11 1 —
18. C12 7 —
19. C13 2 —
20. C14 1 —
21. C15 2 —
22. Cl6 2 —
23. C17 1 —
24, C18 1 —
25. C19 9 —
26. C20 4 —
27. c21 8 —
28. D1 6 —
29. El 1 —
30. E2 1 —
31. E3 2 —
32. E4 2 —
33. E5 1 —




Ke kazdému z jednotlivych haplotypti dle ELF3 proteinu byla vybrana vzdy jedna
referencni sekvence a v programu POpART byl sestaven z cDNA (exonl-exon2) sitovany
strom na zadklad¢ evolucnich vztahii mezi t€émito sekvencemi, ktery vyjadiuje ptibuznost

jednotlivych haplotypi (viz Obrazek ¢. 10).

Obrazek ¢. 10 - Sitovany Neighbor-Joining strom identifikovanych haplotypu

dle proteinu

Legenda: Jednotliva pismena s ¢isly odpovidaji 33 haplotyptim ziskanych analyzou ELF3

proteinu.

V ramci druhé sekvenované ¢asti nebyla objevena takova variabilita jako v prvni
¢asti, sekvence byly téméf identické. V ziskané délce 844 bp z oblasti exonu 4 bylo

objeveno 6 SNP s Cetnosti vice nebo rovno 10 %.

40



Z databaze NCBI byly ziskany publikované sekvence Dr. Wellera (Weller et al.
2012) rozdélené do 15 haplotypti, které byly porovnany se sekvencemi ziskanymi v rdmci
této bakalarské prace. Jednalo se prevazné o kulturni polozky, jejichz sekvence byly
zafazeny do shodnych skupin jako sekvence ziskané sekvenovanim stejnych polozek
v pribéhu této prace. U dvou vzorku JI64 a JI1096 vsak doslo k zarazeni sekvenci

do jinych skupin, coz mohlo byt zpisobeno heterogenitou polozek.

5.3 Hodnoceni fenotypového projevu — nastupu kveteni

V podminkach pfirozené se prodluzujiciho dne (49°34'29.62"S, 17°16'51.04"V,
Olomouc-Holice) v obdobi (bfezen — ¢erven) byl odecitan pocet nodu a doba do zacatku
kveteni. Dals§i udaje byly ziskdny od Dr. J. Wellera z UTAS zrostlin péstovanych
pii konstantni fotoperiod¢é dlouhého dne (16h svétla /8h tmy). Jedna se o predbézné udaje
ziskané jen na omezeném poctu rostlin, bez statistického zpracovani variability.

Ziskané udaje o poctu nodu byly rozdéleny do tii kategorii N1-3, kdy do kategorie
N1 byly zatazeny rostliny s po¢tem noda 8 az 20, do kategorie N2 rostliny s po¢tem nodd

20 az 30 a do kategorie N3 rostliny s po¢tem nodi 30 a vice (viz Tabulka ¢. 9).

Tabulka ¢. 9 — Kategorie N1-3 podle po¢tu nodi spolu se zastoupenim vzorki

Kategorie Pocet nodi |Pocet vzorku v této kategorii
N1 8az20 32
N2 20az 30 19
N3 30avice 11
Netestovano 32
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Ve spolupréci s Dr. Janem Brusem z katedry geoinformatiky, PtF UP byly nésledné
vzorky s dostupnymi tdaji o poétu nodi zaneseny do mapy podle jejich GPS soufadnic.
Barevné rozliSeni odpovida kategoriim N1-3 podle po¢tu nodt do prvniho kvetouciho nodu

(viz Obrazek ¢. 11).

Obrazek ¢. 11 — Geografické rozsiieni vzorkua zaiazenych do kategorii N1-3 podle

poctu nodi do prvniho kvetouciho nodu
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Podle ziskanych udaji o poc¢tu dni do nastupu kveteni pak byly testované rostliny
rozdéleny do tii kategorii K1-3, kdy do kategorie K1 byly zatfazeny rostliny, které vykvetly
v ¢asovém useku 60 dni nebo méné, do kategorie K2 byly zafazeny rostliny, které
pro kveteni potiebovaly vice nez 60 dni, avSak méné nez 100 a do kategorie K3 byly

zatazeny rostliny, které vykvetly po 100 a vice dnech od jejich vyseti (viz Tabulka ¢. 10).

Tabulka ¢. 10 — Kategorie K1-3 podle poctu dni do nastupu kveteni spolu

se zastoupenim vzorki

Kategorie Pocet dni do kveteni |Pocet vzorku v této kategorii
K1 25az 60 véetné 16
K2 60 az 100 21
K3 100 a vice 10
Netestovano 47
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Nasledné byly vzorky v kategoriich K1-3 podle po¢tu dni do kveteni zaneseny

do mapy s pomoci Dr. Jana Bruse z katedry geoinformatiky, PfF UP (viz Obrazek ¢. 12).

Obrazek ¢. 12 — Geografické rozsiieni vzorka zarazenych do kategorii K1-3 podle

poctu dni do kveteni
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Pti porovnani fenotypového projevu a ziskanych genomickych dat bylo zjisténo, Ze

vzorky vykazuji ndznaky korelace, nckteré haplotypy byly spiSe brzy kvetouci

a unekterych haplotyptt pievazovalo pozdni kveteni. V souvislosti s geografickym

roz§itenim bylo zjiSt€no, Ze rané typy jsou Cast&jsi v jiznich oblastech, coZz muize byt

spojeno s vétsimi teplotami a nedostatkem vodnich zdroji v pozdnéjsich obdobich ristu

rostliny.
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5.4 Odecet délky fotoperiody z GPS dat

Ve spolupraci s Dr. Janem Brusem z katedry geoinformatiky, PfF UP byly

Z databaze WorldClim ziskany tydenni délky dne pro dané lokality ptivodu analyzovanych

vzorkt hrachu. Pro jednotlivé zemépisné rovnob¢zky, ze kterych byly vzorky ziskany, pak

byly sestaveny grafy ménici se délky fotoperiody (Vv tydnech) v pribéhu roku, které byly

dale pouzity pro sestaveni prehledu zmén délky fotoperiody v zavislosti na zemépisné

Sifce.

Obrazek ¢. 13 - Prehled zmén délky fotoperiody v zavislosti na zemépisné Siice
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Legenda: osa x — jednotlivé tydny v mésici; osa y — po¢et hodin

35 7 9 111315171931 23 2527 20 31 33 35 37 39 41 43 4547 49 51 53

Pomoci GPS dat jednotlivych vzorkl byla sestavena mapa s vyznacenym vyskytem

jednotlivych proteinovych haplotypli vyjadiujici geografické rozSiteni ELF3 haplotypt

(viz Obrazek ¢&. 14). Rozsiteni haplotypi v globalnim méfitku nebylo rovnomérné.
V Evropé se piednostné vyskytovaly haplotypy C10-13, v severni Africe pak piibuzné
skupiny haplotypt C14-19 a E1-5. Velka rozmanitost haplotypt byla zjisténa v oblasti
Blizkého vychodu, odkud pravdépodobné hrach pochazi.
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Obrazek €. 14 — Geografické rozsifeni ELF3 haplotypt
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Podle mista ptivodu byly vzorky rozdéleny do tfi skupin, a to na vzorky vyskytujici

se mezi 30. - 35. rovnobézkou, dale na vzorky vyskytujici se mezi 35. - 40. rovnobéZzkou

a vzorky vyskytujici se mezi 40. - 49. rovnobéZkou. V téchto skupinach bylo porovnano

zastoupeni jednotlivych haplotypti, kategorii N1-3 podle poc¢tu nodil a zastoupeni kategorii

K1-3 podle poc¢tu dni do nastupu kveteni.

Skupina vzorku ¢&. 1 (30. - 35. rovnobézka)

Do této skupiny bylo zatfazeno celkem 22 vzorkl planych forem hrachu.

Graf ¢. 1 — Zastoupeni ELF3 haplotypu ve skupiné vzorki ¢. 1 (30. - 35. rovnobézka)
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Graf ¢. 2 — Zastoupeni kategorii po¢tu nodi (N1-3) ve skupiné vzorki ¢. 1

(30. - 35. rovnobézka)
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Graf ¢. 3 — Zastoupeni kategorii poc¢tu dni do kveteni (K1-3) ve skupiné vzorki ¢. 1
(30. - 35. rovnobézka)
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Skupina vzorki ¢. 2 (35. - 40. rovnobézka)

Do této skupiny bylo zatazeno celkem 22 vzorkl planych forem hrachu.

Graf ¢. 4 — Zastoupeni ELF3 haplotypu ve skupiné vzorki €. 2 (35. - 40. rovnobézka)
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Graf ¢. 5 — Zastoupeni kategorii po¢tu nodu (N1-3) ve skupiné vzorku ¢. 2
(35. - 40. rovnobézka)
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Graf ¢. 6 — Zastoupeni kategorii doby do kveteni (K1-3) ve skupiné vzorki ¢. 2
(35. - 40. rovnobézka)
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Skupina vzorku ¢&. 3 (40. - 49. rovnobézka)

Do této skupiny bylo zafazeno celkem 25 vzorka planych forem hrachu.

Graf €. 7 — Zastoupeni ELF3 haplotypii ve skupiné vzorkii €. 3 (40. - 49. rovnobézka)
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Graf ¢. 8 — Zastoupeni kategorii po¢tu nodi (N1-3) ve skupiné vzorki ¢. 3
(40. - 49. rovnobézka)
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Graf ¢. 9 — Zastoupeni kategorii doby do kveteni (K1-3) ve skupiné vzorku ¢. 3
(40. - 49. rovnobézka)
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5.5 Analyza vzorki kulturnich hrachu

Celkem 25 analyzovanych vzorkli se fadilo mezi kulturni formy hrachu. Tyto

polozky patiily dle fenotypového projevu mezi Casné kvetouci s nizkym poctem nodi

do nastupu kveteni (viz Tabulka ¢. 11). Jejich rozdéleni do haplotypu dle ELF3 proteinu

bylo velmi riiznorodé, avsak nejéastéjsi bylo zastoupeni haplotypu A se stop kodonem, a to

celkem u osmi vzorkt z celkovych 25 (viz Graf ¢. 10).

Tabulka €. 11 — Analyza kulturnich poloZek vzorki hrachu

Vzorek PGvod Taxon Kategorie pocet nodii |Kategorie kveteni |Haplotyp dle proteinu
JI92 Afghanistan Pisum sativum (cultigen) N2 K1 c1
J11096 Turkey Pisum sativum (cultigen) N2 K1

J11594 Ethiopia Pisum sativum (cultigen) N1 K1

JI79 Afghanistan Pisum sativum (cultigen) N1 K1

NGB5839 Sweden Pisum sativum (cultigen) N1 K1

P1193835 Ethiopia Pisum sativum (cultigen) N1 K1

TG52 Afghanistan Pisum sativum (cultigen) N1 K1

VIR320 Israel Pisum elatius N1 K1

ATC7008 China Pisum sativum (cultigen) N1 K1

194 Afghanistan Pisum sativum (cultigen) N1 K1

CRB191 (POL 6806) Poland Pisum sativum (cultigen) N1 K1

ATC3237 China Pisum sativum (cultigen) N1 K1 C19
ATC4285 Morocco Pisum sativum (cultigen) N1 K1 C19
CRB 324 (zP130) Spain Pisum sativum (cultigen) N1 K1 C19
J1 1228 (WL1771) Sweden Pisum sativum (cultigen) N1 K1 C19
P1358615 Ethiopia Pisum abyssinicum N1 K1 C19
JI2 (ATC1067) Ethiopia Pisum abyssinicum N1 K1 -
VIR2759 Ethiopia Pisum abyssinicum N1 K1

ATC6931 China Pisum sativum (cultigen) N1 K1 D1
111040 (ATC 1500) Afghanistan Pisum sativum (cultigen) N1 K1 D1
L02-0253 Ethiopia Pisum abyssinicum N1 K1 D1
P1358617 Ethiopia Pisum abyssinicum N1 K1 D1
112602 Libya Pisum sativum (cultigen) N1 K1

112608 Libya Pisum sativum (cultigen) N1 K1

111028 Nepal Pisum sativum (cultigen) N1 K1 D1

Graf ¢. 10 - Zastoupeni kulturnich ELF3 haplotypi dle proteinu ve skupiné

kulturnich poloZek vzorki hrachu

mC17-21

C19

m A-stop

D1

mB1




6 DISKUZE

Cilem této prace bylo ziskat genomicka data (genu ELF3) na vybraném souboru
polozek planych forem/druhd rodu hrach (Pisum sp.), které by mohly vést k odhaleni
ekologickych a geografickych faktor podilejicich se na adaptaci K mistnim podminkam
prostiedi, a porovnat tyto vysledky s jiz dostupnymi udaji z analyzy omezeného poctu
vzorkt hrachu, kterou provedl Dr. Weller (Weller et al. 2012). Ten zjistil 15 haplotypi
na vzorcich hrachu zahrnujicich jak kulturni, tak také plané formy hrachu. Naopak tato
bakalaiska prace byla zaméfena predevsim na analyzu planych forem, a piestoze nebyla
provedena sekvenacni analyza kompletniho genu, bylo nalezeno vice forem (haplotypt).
Na zdklad¢ analyzy cDNA exonul a exonu2 bylo zjiS§téno na 36 variant. Po zaméfeni se
na analyzu proteinu této ¢asti genu bylo zjisténo 33 haplotypil.

Prace Dr. Wellera identifikovala HR lokus jako jeden z hlavnich lokust
odpovédnych za rozsiteni péstovani hrachu do vyssich zemépisnych §ifek. Predpokladem
je, ze hr recesivni mutace se podili na schopnosti hrachu kvést v kratkém dni a umoziuje
tak jeho fotoperiodickou adaptaci. Piedev§im kulturni hrach se musel podobné jako jiné
plodiny béhem své domestikace dale adaptovat a doba kveteni je jednou z klicovych
vlastnosti. V této praci byla recesivni hr mutace s Sesti cytosiny v sekvenci (6C) namisto
péti cytosinll (5C) objevena u celkem sedmi vzorkl a to u vzorkl: JI2608, 1G52524, JI79,
P1193835, JI12602, JI1594 a TG52, kdy se u vsech polozek jednalo o kultivované hrachy.
Jevi se tedy, Ze by tento pfedpoklad mohl byt spravny. K podobnému zavéru dosla také
skandindvska studie zabyvajici se adaptaci doby kveteni u Svédskych krajovych odriidy
hrachu. Pocet dni v této studii pozitivné koreloval s délkou vegetacniho obdobi v misté
puvodu vzorki a také byl vyznamné spojen s alelickou variabilitou v HR lokusu. Primérny
rozdil v po¢tu dni do kveteni byl 15,43 dnii mezi dvéma detekovanymi haplotypy s HR
dominantni a hr recesivni alelou. Zaroven také bylo zjisténo, Ze HR dominantni haplotyp
ovlivituje, zda bude mit exprese genu Late flowering (LF) vliv na kveteni (Vahnala et al.
2016).

Kromé hr recesivni mutace bylo vsak pfi analyze proteinu zjisténo, ze se ELF3
protein pravdépodobné netvoii az u 12 vzorkl. Pievazna vétSina téchto vzorkd byly
kultivary. Avsak stop kodon byl objeven také u ¢tyf planych polozek hrachu, a to u vzorku
723 puvodem z Israele, vzorku 1G52524 pivodem z Turecka a dvou vzorkti ptivodem
z Arménie 1G140897 se stop kodonem v pozici 160 od ATG a 1G140973 se stop kodonem
v pozici 261 od ATG. U téchto planych polozek se prokazatelné vyskytuje mutace

(u1G52524 hr recesivni mutace), ktera vede ke tvorbé stop kodonu a k nefunkénosti
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proteinu. Je tedy mozné, Ze tyto polozky mohou byt pfedchidei kulturniho hrachu, ov§em
s nezavislou mutaci ELF3 genu, nebo se jedné o polozky, které se dostaly do volné ptirody
Z kulturniho péstovani. Zarovenn je u nich znamé, ze jsou vyrazné¢ zimuvzdorné, coz
znamena, ze tato mutace muze hrat roli také v zimuvzdornosti rostlin hrachu (Lejeune-
He’'naut et al. 2008). Co se tyce geografického rozsiieni, haplotypy se stop kodonem se
vyskytovaly ptevazné v oblastech Blizkého vychodu, Arménie, Afghanistanu, Ethiopie
a dalsich oblastech pro kveteni hrachu ptiznivych, a je tedy pravdépodobné, ze za citlivost
k fotoperiodé¢ u hrachu neodpovida pouze gen ELF3, ale také dalsi geny jemu podobné,
které pak ovliviiuji celkovy proces kveteni.

Podobné studie zabyvajici se alelickou variabilitou genti zodpovidajicich za kveteni
byly provedeny také u jinych bobovitych rostlin. Naptiklad u typické kratkodenni rostliny
s6ji (Glycine max) je ¢as kveteni spojovan s FT geny a pak také s n€kolika E (E1-8)
lokusy, u kterych byla snaha zjistit jejich roli v kveteni a v geografické adaptaci rostliny
(Tsubokura et al. 2014). Bobovité rostliny vsak nejsou jedinymi dilezitymi plodinami,
velky diraz se klade také na studium kveteni u obilovin. Pfikladem je studie gent
zapojenych ve fotoperiodické odezvé u ryze (Oryza sativa), jejimz vysledkem bylo zjisténi,
ze zacClenéni genetického polymorfismu téchto genii do genofondu kultivované ryze ziejme
umoznilo jeji adaptaci k rozdilnym fotoperiodam v rtiznych zemépisnych sitkach (Huang
et al. 2012). Lokalni adaptace na zakladé polymorfismu gend zodpovidajicich za kveteni
byla taktéZ zkoumana u historickych vzorka je¢mene (Hordeum vulgare L.) pochazejicich
predev§im ze severni Evropy ve snaze o zjiSténi divodu rychlé expanze jeCmene
do severskych oblasti (Aslan et al. 2015).

V soucasnosti se Casto misto analyzy kandidatnich genli vyuZziva celogenomové
asocia¢ni mapovani. Toto mapovani slouzi k odhaleni genomovych oblasti asociovanych
sdanym zkoumanym znakem. Mnohdy tak dochazi k identifikaci novych dosud
neznamych gent ¢i lokusi, které nelze zjistit na zakladé bézného testovaciho kiiZeni.
Studie lokalni adaptace ke klimatickym podminkam v souvislosti s kvetenim byla
provedena na piipadu tolice (Medicago truncatula), ktera umoznila identifikovat
kandidatni geny pro kveteni podilejici se na adaptaci k podminkam zivotniho prostredi
(Burgarella et al. 2016).
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7 ZAVER

V ramci bakalaiské prace byl analyzovan gen ELF3 u 94 vzorkl pfevazné planych
forem hrachu (Pisum sp.), u kterych bylo zjisténo celkem 37 haplotypt na arovni DNA
(genomova, exonl-intronl-exon2), 36 haplotypi na turovni c¢cDNA (exonl-exon2)
a 33 haplotypti na urovni ELF3 proteinu (viz Tabulka ¢. 8). Bylo zjisténo, ze tento gen
ELF3 vytvari funkéni protein jak v planych, tak také v nékterych kulturnich hrasich.
U mnohych rostlin byl vsak objeven stop kodon, ktery zna¢i existenci nefunkcéniho
proteinu genu ELF3. Tento stop kodon byl nalezen pievazné u kulturnich polozek, ale také
u nékolika planych forem. Zaroven byla zjiSténa c¢asteéna geograficka zavislost
Vv rozmisténi haplotypt dle zemépisnych Sifek. Bude zapotiebi podrobnéjsi studie
kompletniho ELF3 genu u vétSiho poctu geograficky strukturovanych vzork a také

detailngjsi analyzy fenotypu umoznujici testovani hypotézy korelace/asociace doby kveteni

s alelami ELF3.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AP1
AP2
CAL
CO gen
DNA
DNE gen
E

ELF3 gen
ELF4 gen
FLC

FT

FRI gen
Gl gen
HR

LDP

LF gen
LFY gen
LUX
PCR
QTL
SDP

SN

SNP
SOC1
sp.

TSF

uv

Apetala 1

Apetala 2

Cauliflower

gen Constans
Deoxyribonukleova kyselina
gen Die neutralis

Early

gen Early flowering 3

gen Early flowering 4
Flowering locus C
Flowering locus T

gen Frigida

gen Gigantea

High response

Long-day plants

gen Late flowering

gen Leafy

Lux arrhythmo

Polymerase chain reaction
Quantitave Trait Loci
Short-day plants

Sterile nodes

Single Nucleotide Polymorphism
Supressor of overexpression of Constans 1
Species

Twin sister of FT

Ultraviolet
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