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Souhrn

Bakalarska prace se zabyva genetickou charakterizaci introgresnich linii planého
druhu hrachu Pisum fulvum Sibth. et Smith na pozadi kulturniho hrachu setého Pisum

sativum L.

V teoretické Casti je struéné charakterizovan rod Pisum. Dale jsou zminény vSeobecné
aspekty domestika¢niho procesu, pficemz hlavni diraz je kladen na problematiku ztraty
genetické diverzity kulturnich plodin. V zavéru reSerSe je vysvétlena pouzitd metoda

introgresni hybridizace.

Experimentalni ¢ast prace se vénuje zejména molekularni analyze 24 introgresnich
linii hrachu, ziskanych pomoci opakovaného zpétného kiizeni kulturniho hrachu setého Pisum
sativum splanou formou hrachu Pisum fulvum. Cilem byla identifikace pfitomnosti
polymorfismi. mezi jednotlivymi liniemi a zmapovani vnesenych chromozomovych
fragmentd. Zaznamenan byl také fenotypovy projev introgresnich linii a rodi¢ovskych rostlin

ve vybranych znacich.

Zjisténé poznatky pftispély K vybrani linii vhodnych pro vyuziti v dal§i vyzkumné

¢innosti.



Summary

This bachelor thesis is focused on the genetic characterization of wild pea (Pisum
fulvum Sibth. et Smith) introgression lines in cultivated pea (Pisum sativum L.) genetic
background.

The theoretical part at first briefly characterizes the Pisum genus. Subsequently,
general aspects of the process of domestication are mentioned, with the emphasis on the

matter of genetic diversity loss in crops. At the end, the basis of the introgression is explained.

The main part of the experimental section of the thesis deals with a molecular analysis
of 24 pea introgression lines obtained by backrossing wild Pisum fulvum to domesticated
Pisum sativum. The aim was to detect the presence of polymorphisms among the lines and to
map introgressed genomic fragments of wild species in defined genetic background.
Additionally, the phenotypic characterization of both introgression and parental lines was

noted.

The findings of this bachelor thesis have made a contribution to the selection of

introgression lines suitable for upcoming researches.
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1 UVOD

Hrach sety (Pisum sativum L.) pfedstavuje vyznamnou slozku v otazce lidské obzivy
I ekonomiky. Patii k nejstar§im kulturnim plodinam. S ohledem na jeho brzkou domestikaci
se vSak stale Castéji setkdvame s negativnimi dopady plynoucimi ze ztraty znacné casti

puvodni genetické diverzity.

Alely eliminované Slechtitelskym procesem z genofondu hrachu se jiz nemohou
v budoucnu projevit. Jednou z moznosti, jak znovu obohatit geneticky zaklad kulturnich
forem, je jejich hybridizace s planymi druhy. Opakovanym zpétnym kiizenim vybraného
rodi¢ovského genotypu Ize v idealnim piipad¢ dosdhnout vneseni jediného chromozomového
segmentu, jenz mize nést agronomicky vyznamny znak. Tento proces, oznafovany jako
introgresni  hybridizace, skytd prostor k vylepSeni hospodaiské kvality soucasnych
zemédélskych plodin. Jiz v soucasné dobé funguje fada projektti zalozenych na této myslence.
Nejcastéji se jedna o spojitost s hledanim rezistence vici Skiidcim a chorobam, zvySenim

tolerance k abiotickym stresiim ¢i vylepSenim dals$ich hospodaisky vyuzitelnych vlastnosti.

Bakalafska prace pracuje s introgresnimi liniemi planého a kulturniho druhu hrachu a
zabyva se jejich genetickou charakterizaci. Ziskané vysledky slouzi jako podklad k vybrani

linii vhodnych k dal§im védeckym studiim.



CILE PRACE

Literarni reSerSe na téma vyuziti introgresni hybridizace planych forem k rozsifeni

genetické diverzity kulturnich rostlin.

Osvojeni si zakladnich metod molekularni biologie a genetiky véetné izolace genomové

DNA, PCR amplifikace, restrik¢niho §tépeni a elektroforézy v agar6zovém gelu.

Identifikace polymorfismu v souboru introgresnich linii kiizenci planého a kulturniho
hrachu, genotypizace a molekularni mapovani téchto linii, statistické vyhodnoceni

zjisténych dat.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 CHARAKTERISTIKA RODU PISUM

Hrach sety (Pisum sativum L.) je jednou z nejstarSich kulturnich plodin. Od doby
domestikace, uskutecnéné pftiblizné pred deseti tisici lety, pfedstavuje spolu s ostatnimi
luSténinami nepostradatelnou slozku lidské obzivy a jako bohaty zdroj bilkovin, sacharidi,
tukt, vlakniny, vitaminti a minerali nachazi velkého uzitku 1 v soucasnosti. Z ekonomického
hlediska jsou lusténiny druhou nejvyznamnéjsi skupinou kulturnich plodin, ptedstavujici
zhruba c¢tvrtinu globalni produkce. Hrach je z nich v sou¢asné dobé druhou nejpéstované;jsi
polozkou, s pfiblizn€ 11,2 miliony tun ro¢ni celosvétové sklizn¢ (hodnota platna pro rok
2013) (FAOSTAT 2015). Vyznam lusténin vSak nespociva pouze v nutricni hodnoté.
Predpoklada se, ze nékteré jejich sekundarni metabolity (napfiklad izoflavonoidy) vykazuji
protirakovinnou aktivitu, dileZitou roli hraji také v pfirodnich a umélych ekosystémech, kdy
je tteba zdlraznit schopnost fixace vzduSného dusiku s pomoci symbiotickych bakterii.
V neposledni fadé potom hrach samotny ptedstavuje od dob prace Gregora Mendela
vyznamnou experimentalni rostlinu na poli genetiky (Bastianelli et al. 1998; Ellis et al. 2011;
Smykal 2011; Smykal et al. 2012).

3.1.1. Taxonomické zarazeni

Dle fylogenetické klasifikace se rod Pisum (hrach) fadi do celedi Leguminosae
(syn. Fabaceae), podceledi Fabeae (syn. Vicieae) (Endo et al. 2008; Kass et Wink 1996).
Na zakladé molekularni studie provedené Smykal et al. (2011) byl potom v ramci podceledi
Fabeae rod Pisum geneticky zafazen mezi rody Vicia (vikev) a Lathyrus (hrachor),
s ptihlédnutim k Gzké spojitosti s monotypickym rodem Vavilovia. Soucasti stejné podéeledi

je také rod Lens (¢ocka).

Jak uvadéji Maxted et Ambrose (2001), v rodu Pisum jsou rozliSeny tfi druhy hrachu -
P. sativum, zahrnujici kulturni P. sativum subsp. sativum a plany P. sativum subsp. elatius,
plany P. fulvum a kulturni P. abyssinicum, domestikovany pravdépodobné nezavisle na
P. sativum. K odliSeni jednotlivych druhti doSlo na =zakladé prabéhu nékolika
chromozomovych ptestaveb, které v ptfipadé snahy o vzdjemnou hybridizaci rostlin
zapric¢inuji Castou genomovou inkompatibilitu. Ta je navic podpofena teorii jaderné-
cytoplazmatického konfliktu gentt (Bogdanova 2007, Bogdanova et al. 2015; Jing et al. 2010;
Smykal et al. 2011).
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3.1.2. Pivod

Oblast ptivodu hrachu lezi ve Stredomoti, zejména na uzemi Blizkého vychodu. Plané
druhy jsou rozsifeny v Sirokém useku od franu a Turkmenistanu, pies severni Afriku az k jizni
Evropé. Urcit konkrétni centrum genetické diverzity rodu je vSak kvuli ¢asné kultivaci této

plodiny obtizné (Smykal et al. 2012).
3.1.3. Genomika

3.1.3.1. Genom

Velikost jaderného genomu hrachu je odhadovana na 4,45 Gbp tvoticich haploidni
(1C) genom, coz odpovida ptiblizné 9,09 pg DNA nachazejicim se ve stadiu 2C
(Smykal et al. 2012). Jak ukazaly diive provedené experimenty sledujici kinetiku reasociace
DNA ¢i nedavné vyzkumy vyuzivajici technologii NGS, vice jak jeho tfi ¢tvrtiny jsou tvofeny
ruznorodymi, prevazné stiedné az vysoce repetitivnimi, sekvencemi. Dominantni wlohu

piitom hraji motivy retroelementd (Macas et al. 2007).
3.1.3.2. Karyotyp

Standardni karyotyp hrachu (obr. 1) je tvofen sedmi chromozomy, odlisitelnymi na
zakladé morfologickych znakti a in situ hybridizace. Chromozomy 1 a 2 jsou
submetacentrické. Ostatnich pét chromozomii je akrocentrickych, pficemz na dlouhych
raménkach chromozomti 4 a 7 se nachdzeji oblasti sekundarni konstrikce, odpovidajici
repetitivnim sekvencim genii kodujicich 45S rRNA. Chromozomy hrachu jsou ¢islovany
netradi¢né, diky ¢emuz s ozna¢enim jednotlivych chromozomi nekoreluji ¢isla vazebnych
skupin, které se na nich nachazeji. Z tohoto diivodu se vyuziva specifického systému znacent,
kdy arabska cisla odpovidaji konkrétnim chromozomiim a fimska ¢isla oznacuji vazebné
skupiny. Vzijemny vztah chromozomu a vazebnych skupin je potom nasledujici: 1 = VI,
2=1,3=V,4=1V,5=1ll,6 =1l, 7 = VII. S ohledem na netradi¢ni ¢islovani stoji také za
zminku, Ze nejvét§i chromozom hrachu je oznacen Cislem 5, ackoliv se pro tento Ucel

konvenéné vyuziva ¢isla 1 (Ellis et Poyser 2002; Smykal et al. 2012).
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Obrazek 1. Schematické znazornéni standardniho karyotypu hrachu (pfevzato ze Smykal et al. 2012).

Na nécrtu v horni ¢asti jsou zvyraznény lokusy pro PisTR-B (Cervend), 5S rDNA (zelend) a 45S rDNA (zlutd).
Dolni ¢ast obrazku ukazuje stejné lokusy detekované FISH na izolovanych metafdznich chromozomech.

Mg¢titko = 5 um.
3.1.3.3. Genetické mapy

V pribéhu desetileti vénovanych studiu genomu hrachu vzniklo velké mnozstvi
genetickych map, zachycujicich relativni umisténi fady lokusi. K jejich tvorbé jsou
vyuzivany zejména experimentalni populace rekombinantnich inbrednich linii. Analyza
polymorfisml je potom casto zaloZena na riznych systémech genetickych markerti vcetné
izozymu, RFLP, RAPD a SSR, na fadé¢ PCR technik ¢i na aktudlni metod¢ paralelni
genotypizace (Smykal et al. 2012).

Data obsazend v dil¢ich mapach byvaji v pribéhu let doplihovdna a casto
kompletovana za vzniku konsenzudlnich map. Jak uvadéji Lorz et Wenzel (2005), klicové

kroky vedouci k vytvoreni téch aktualnich zahrnuyji:

e stanoveni sedmi vazebnych skupin (Lamprecht 1948)

e pfifazeni vazebnych skupin k jednotlivym chromozomm (Lamprecht 1961)

e vytvofeni chromozomové mapy se 128 lokusy (Lamprecht 1974)

e rozsiteni Lamprechtovy mapy Blixtem (1977) o0 41 novych gent

e zmapovani biochemickych markert (27 izoenzymovych lokusll) a vazba na kotvici
markery (Weeden et Provvidenti 1985)

e rozsifeni o dal$i molekularni markery a strukturni reorganizace Lamprechtovy verze

(Weeden et al. 1993)
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Spole¢né se sojou (Glycine max) a sekvenovanou vojtéskou (Medicago truncatula)
pfedstavuje hrach nejlépe charakterizovanou luskovinu z pohledu zmapovanych DNA
markert (Ellis et Poyser 2002; Kal6 et al. 2004). V soucasné dob¢é se mimo jiné vyuziva
napiiklad prace Bordat et al. (2011) (obr. 2). Zminéna mapa je sestavena na zakladé dat
ziskanych z 1022 linii, predstavujicich populace Sesti riznych RIL, a diky své komplexnosti
tvofi kostru pro moderni piistupy translacni genomiky vyuzitelné ve studiu lusténin

(Smykal et al. 2012).
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Obrazek 2. Konsenzualni genova mapa Pisum sativum L. vytvofena Bordat et al. (2011).
3.1.4. Geneticka diverzita

Geneticka diverzita rodu Pisum je zna¢na, odrazi taxonomickou piibuznost druht,
jejich geograficky ptivod a také Slechtitelské genové zdroje. Aktualni poznatky (Smykal et al.
2011; Smykal et al. 2012) naznacuji, ze navzdory Casté introgresni hybridizaci (viz dalsi

kapitoly prace), nastalé vramci domestikacniho procesu, je pravdépodobné, ze ackoli
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soucasné kulturni typy hrachu vykazuji znacnou variabilitu, je jeji vétSina stdle uloZena

v planych formach (Jing et al. 2012). Ty Ize proto dale vyuzit ve Slechtitelském procesu.

Studie Jing et al. (2007) ukazala, ze v genomu hrachu pfipadd primérné na kazdych
15 bp jedna zaména nukleotidu. Ke zhodnoceni genetické diverzity mezi jednotlivymi druhy
je vyuzivana zejména analyza repetitivnich sekvenci. Mikrosatelitni markery jsou schopny
rozli§it délkovy polymorfismus ve zkoumanych lokusech, v souvislosti se znac¢nou
rozmanitosti celého rodu Pisum s sebou vSak nesou riziko detekce piipadné homoplazie (stav,
kdy jsou alely v lokusu identické, avSak nemaji spole¢ny ptivod). Jelikoz je 60 - 70 % genomu
hrachu tvofeno retroelementy, nabizeji alternativu metody vyuZzivajici jako molekularni

markery retrotranspozony (Smykal et al. 2011).

Vétsina hybridd v ramci rodu Pisum je fertilnich, pokusy mezi P. sativum a P. fulvum
vsak prokazaly pouze omezenou ktizitelnost (Ben-Ze’ev et Zohary 1973). Klic¢ovy je zde fakt,
ze P. fulvum tvoti ve v§ech molekularnich analyzach odlisny klad a jedna se tedy o jiny druh
(Schaefer et al. 2012). S ohledem na velkou genetickou vzdalenost od ostatnich kulturnich
i planych forem hrachu se proto P. fulvum jevi jako slibny kandidat pro obnovu diverzity
ztracené v prubéhu domestikaéniho procesu (Jing et al. 2010; Smykal 2011). Nejvice
pozornosti bylo v tomto sméru vénovano studiu moznosti jeho vyuziti jako donora rezistence
k zrnokazu (Brunchus pisorum) a padli (Erysiphe pisi) (Byrne et al. 2008; Fondevilla
et al. 2007).

3.2 DOMESTIKACE ROSTLIN

Definice publikovana Allabym v oxfordském slovniku (2010) vysvétluje pojem
domestikace jako c¢lovékem uskute¢niovany selektivni vybér a péstovani rostlinnych ¢i
chovani zivociSnych druhli za ucelem jejich piizplisobeni se lidskym potiebam, pticemz pro
zajiSténi pfeziti a optimalni produkce domestikovanych druhli je potiebné provést znacné
zasahy do prirodnich ekosystému. Ackoli se tedy sterminem domestikace setkavame jak
u zivocCichu, tak u rostlin, nasledujici odstavce se budou zminéné problematice vénovat

zejména z botanického hlediska.

Hned v uvodu je dobré si uvédomit, Ze domestikace samotna piedstavuje v celém
evolué¢nim konceptu pouhou epizodu. Stejné tak jako prochéazely rostliny diverzifikaci jiz pred

zasahem cloveka, ani se skoncenim domestikacni etapy nedoslo k jejimu zastaveni. Plodiny

15



jsou i nadale vystaveny velkému mnozstvi odlisnych selekénich tlakt a jejich geneticky vyvoj

se ubira riznymi drahami (Abbo et al. 2014).
3.2.1. Efekt hrdla lahve

Béhem poslednich deseti tisic let doslo k postupné domestikaci tady rostlinnych
druhti, jejichz zastupce lze mimo jiné nalézt mezi ofechy, kofenim, ovocem a zeleninou,

cerealiemi nebo mezi lusténinami, do jejichz skupiny se fadi také hrach (Zohary et al. 2012).

Z ptuvodnich divokych forem byli uvédomélou lidskou volbou selektivné vybirani
jedinci vykazujici ve svém fenotypovém projevu agronomicky vyhodné znaky, zatimco
geneticky variabilngj$i ale méné produktivni hybridi byli ¢asto z dalSich péstitelskych pokust
vylouceni. Opakovanym upiednostiiovanim nckolika malo vybranych genotypt dochézelo
K neustalému poklesu miry prvotni diverzity a k postupnému zuzovani genetického zakladu
U nasledujicich populaci. Tento princip zodpovédny za fakt, ze tada soucasnych plodin
predstavuje pouze zlomek ptvodni variability, nachazejici se v divokych druzich, je

oznac¢ovan jako efekt hrdla lahve ¢i ,,bottleneck effect (obr. 3) (Smykal 2009).
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Obrazek 3. Znazornéni efektu hrdla lahve (upraveno dle Tanksley et McCouch 1997).

Rlzné barvy reprezentuji odli$né alelické varianty.

Alely eliminované Slechtitelskym procesem z genofondu populace se jizZ nemohou ve
fenotypu projevit. | kdyz se velikost populace postupné obnovi, ta nadale zistava zminénym
efektem poznamenana. Zlepseni hospodaiské kvality rostlin bylo docileno na ukor fixace fady
Skodlivych alel a za znacného omezeni schopnosti adaptace na zmény podminek prostiedsi,
vyplyvajici ze zmenseni genetického zékladu. Casto se objevuje ztrata rezistence k nemocem
¢1 patogenim a vétSi zranitelnost vlivem plsobeni biotickych nebo abiotickych stresovych
podnéta (Ellis et al. 2000; Warschefsky et al. 2014). Jednou z moznosti, jak znovu obohatit

genomy modernich zeméd¢lskych plodin o ztracené formy gent, je néavrat k jejich planym



predkim a vyuziti jejich genetické diverzity (Doebley et al. 2006; Kumar et al. 2004;
Tanksley et McCouch 1997; Warschefsky et al. 2014; Zamir 2001).

3.2.2. Domestika¢ni syndrom

Velka ¢ast genetické variability pfitomné u divokych forem se negativnim zptisobem
projevuje na schopnosti rostlin adaptovat se na nastalé hospodaiské podminky. Vysledkem
domestika¢niho procesu tedy bylo nahromadéni vyznamnych alel a pozvolna specializace
druhi vedouci k maximalizaci vynosu a k idealizaci vlastnosti agronomicky cenénych organt

(Gur et Zamir 2004; Warschefsky et al. 2014).

Jak zminuje Abbo et al. (2014), dne$ni domestikované rostliny se od svych planych
predkid odlisuji v mnozstvi morfofyziologickych znak. Vétsina znich je spojena
S hospodéiskym uplatnénim, zejména potom s nepukavosti plodi a plodenstvi, kli¢ivosti
semen bez dormantni fidze a S vlastnostmi souvisejicimi s ekonomicky dulezitymi Castmi
(napf. zpusob ristu, velikost zasobnich organti, barva, pozivatelnost). Obdobné rozdily mezi
planymi a kulturnimi rostlinami zplsobené vlivem domestikace oznacujeme pojmem

domestika¢ni syndrom (Hammer 1984).
3.3 HYBRIDIZACE

Ani uplynuti n¢kolika milionil let od doby vzniku jednotlivych druht nestacilo vzdy
k tomu, aby se mezi jejich populacemi vyvinuly dostatecné ucinné reprodukéné izolacni
mechanismy, branici toku genti. To druhiim umoznuje vzajemné¢ hybridizovat a inkorporovat
tak do svého genomu alely pochazejici z cizich genofonda (Ellstrand et al. 1999; Jansky
2006). Bylo zjisténo, ze mezidruhova hybridizace se objevuje alespoit u jedné cCtvrtiny
rostlinnych druhd a pfiblizn¢€ u jedné desetiny druhi Zivoc¢isnych (Mallet 2005). Ackoli je
tedy v ptirodé pomérné Casta, jeji mira se mezi jednotlivymi skupinami zna¢né lisi a nelze ji

povazovat za vSudypiitomnou (Ellstrand et al. 1999).

VétSina z dosud publikovanych praci se zabyva prevazné otdzkou mezidruhové
hybridizace. Je vSak tfeba zminit, Ze ke stejnému procesu mize dochazet také v ramci
jednoho druhu, a to mezi zastupci populaci, které od sebe byly diive izolovany a nyni se

odlisuji frekvenci alel konkrétnich genti (Culley et Hardiman 2009).
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3.3.1. Disledky hybridiza¢niho procesu

Dle Gottlieba (1984) je pomérn¢ otevieny a plasticky systém rostlinné morfogeneze,
vyplyvajici z pritbéhu embryogeneze, ze struktury pletiv a rostlinného téla celkové, vseobecné
shovivavéjs$i k rozsahlym genomovym zménam, nez je tomu v pifipadé¢ zvifat. To je
pravdépodobné dano také odlisnym zptusobem zivota. Rostliny jsou po vykli¢eni semen
fixovany na dané misto a potfebuji vykazovat dostate¢nou miru plasticity vici podminkam

okolniho prostfedi, coz je do zna¢né miry umoznéno genovou nadpocetnosti.

Piesto vSak hybridiza¢ni proces predstavuje vyrazny zasah do struktury genetické
informace organismu. Ve stejném okamziku muze dochazet k pozitivnim i negativnim
genovym interakcim, které se navic mohou vkazdé generaci vyznamné liSit diky
rekombina¢nimu procesu. Vyvolané zmény jsou s ohledem na okolni podminky casto
neptiznivé a dochazi k outbredni depresi snizujici celkovou fitness jedince (Culley
et Hardiman 2009; Edmands 2002; Ellstrand 1992). Jak ale dokazuji studie provedené na
nékolika druzich slune¢nic (Helianthus spp.) (Lexer et al. 2003; Riesberg et al. 2003) nebo
prace Langevin et al. (1990), v nékterych ptipadech ptedstavuje hybridizace diky naristu
variability, epistatickym zméndm, ztrat¢ Skodlivych alel (pfipadné zamaskovanim jejich
ptitomnosti) ¢i pfenosu vyhodnych alel dulezity faktor ptispivajici ke zvysSeni adaptability

organismu.
3.3.2. Introgresni hybridizace

V ptipadé¢ hybridizace mezi planymi a kulturnimi populacemi ve volné ptirodé
dochazi v soucasnosti primarné k jednosmérnému toku genti z kulturnich plodin do divokych
variant (Ellstrand et al. 1999; Papa et Gepts 2003). V pribéhu domestikace ¢asto dochazelo
ke zméné reprodukéniho systému z cizosprasného na samosprasny (Dempewolf et al. 2012),
coz omezilo tok gend a vedlo k fixaci prevazné recesivné podminénych domestikac¢nich
znakt. Cilenym kfizenim kulturnich a planych forem je vSak mozno dosdhnout opa¢ného
vysledku a obohatit tak genofond dnesnich kultivari o alely pfitomné u jejich planych predkt
(Ellstrand et al. 1999; Langevin et al. 1990). V ptipad¢, kdy dochazi k opakovanému kiizeni

jednoho z rodicovskych genotypii, oznacujeme proces terminem introgresni hybridizace.
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3.3.2.1. Vyznam intogresni hybridizace

Pocet kvetoucich rostlinnych druhti Zijicich na Zemi je odhadovan na 300 000. Presto
zavisi soucasny energeticky piijem celé lidské spolecnosti z 80 % na necelém tuctu z nich
(mj. pSenice, jeCmen, ryze, rajce, brambor). UZ nyni jsou na celosvétovou produkei jidla
kladeny obrovské naroky. S predpokladem nartstajiciho poctu obyvatel planety ji vSak bude
potieba béhem nadchazejicich dvou az tii dekad nejméné zdvojnasobit (McCouch
et al. 2013). Komplikace nastavaji v souvislosti s nedostatkem vodnich zdroju a pud, snizujici
se kvalitou pidy, antropogennim efektem, naruSenim pfirozeného prostiedi organismu
a v neposledni fad¢ také ve spojeni se zménami klimatu. Bylo zjisténo, Ze i relativné mirné
klimatické vykyvy, zaznamenané v uplynulém stoleti, zasdhly velké mnozstvi rostlinnych
druhi a vyrazné ovlivnily jejich rozsifeni, Cetnost, fyziologii a fenologii (Jarvis et al. 2008).
Proto, aby bylo mozno zminéné dvojnasobné produkce potravy dosdhnout, je tedy dilezité
najit vhodny a dlouhodobé udrzitelny zplsob =zajiStujici uchovani maximalni miry
biodiverzity, jez by organismim pomohla vyrovnat se se zménénymi podminkami. Jednim
Zzmoznych feSeni je pritom pravé vyuziti potencidlu, ktery nabizi metoda introgresni

hybridizace.
3.3.2.2. Potencial planych forem a jejich geneticka diverzita

Plané formy rostlin jsou zdrojem velkého mnozstvi alel, které jiZz nejsou u soucasnych
kulturnich plodin vlivem domestika¢ni epizody pfitomny. Jak bylo zjiSténo, s nejvétsi
genetickou variabilitou se setkavame v populacich vyskytujicich se na mistech s extrémnimi
podminkami (Nevo et al. 1997). Pravé divoké formy dokazaly v podobnych podminkach
dlouhodob¢ piezivat. Jejich genomy vSak byvaji zatizeny fadou alel podmiiiujicich
fenotypové znaky, které jsou z agronomického hlediska spise nezadouci. Ackoli Slechténim
doslo k casteéné eliminaci téchto nezadoucich forem gent, spolu s nimi byla v dasledku
cilené selekce odstranéna téz tfada takovych, které by mohly byt hospodaisky vyznamné

(Warschefsky et al. 2014; Zamir 2001).

Jiz Darwin (1859) pfiklada problematice tykajici se genetické diverzity
domestikovanych druhti velky vyznam, kdyz v abstraktu uvadéjicim své stézejni dilo On the
origin of species by means of natural selection, or the preservation of favoured races in the
struggle for life vybizi k jejimu podrobnéjsimu studiu. Skuteény potencial, ktery se skryva
v genomu planych forem, v§ak zaznamenali poprvé ve vétsi mife az Bessey (1906) a Vavilov

(1940). Jak znazornuje obrazek 4, rozdil v alelické variabilit¢ mezi domestikovanymi
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a nekulturnimi formami plodin je c¢asto markantni. Vysoka uroven genetické diverzity
ptitomné u planych druhl je zplsobena zejména absenci dlouhodobého selekcniho tlaku
ze strany Slechtitell. Zachovani maximalni variability je pro divoké druhy vyhodné z divodu
usnadnéni adaptace na Siroké rozpéti piirodnich podminek a ekologickych nik (Chan et Sun
1997; Ram et al. 2007). Dle né€kterych studii (Abo-elwafa et al. 1995; Aldrich et al. 1992)
navic plané druhy v porovndni s kulturnimi plodinami castéji vykazuji vyS$§i miru

polymorfismu.

P, sativum

‘ Plané i kulturn{
... typy P. sativum

P, fulvum

= . :
P, abyssinicum P, elatius (E s. subsp. elatius)

Obrazek 4. Geneticka diverzita druhii a poddruhii rodu Pisum (ptevzato ze Smykal 2011).

Péstované kulturni typy jsou ohrani¢eny ¢ervenou elipsou.

Vyuziti divokych ptibuznych dnesnich rostlinnych kultivart coby zdroje genetické
variability ztracené v pribéhu domestikace je jednou z moznosti, jak v mnoha ohledech
vylepsit hospodatskou kvalitu souc¢asnych zeméd¢lskych plodin (Zamir 2001). Jak dokazuje
fada dosud publikovanych praci, velky pocet planych druhli nasel na tomto poli uplatnéni jiz
dnes. Mezi nejéastéjsi pokroky zaznamenané v souvislosti s vnitrodruhovou hybridizaci patii
vylepSeni rezistence vuéi skudcim a chorobam (Malik et al. 2003; Pavek et Corsini 2001),
tvotici ptiblizné tfi Ctvrtiny veskerych praci (Hajjar et Hodgkin 2007). Dale potom zvySeni
tolerance Kk abiotickym stresim (Farooq et Azam 2001), zvySeni vynosnosti ¢i nutri¢ni
hodnoty (Pan et al. 2000) a vylepSeni fady jinych kvalitativnich znakt, vyznamnych

z agronomického hlediska.
3.3.2.3. Princip introgresni hybridizace

Podstatou introgresni hybridizace je nékolikanasobné zpétné kiizeni plané ¢i exotické

formy rostliny s ji pfibuznym domestikovanym kultivarem. Z fady studii (Chen et al. 2001;
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Linh et al. 2012) je patrné, ze Sance jediné introgresni hybridizace na vyznamné vylepSeni
sledovaného znaku je pomérné miziva. V praxi se proto vyuziva pyramidového systému, kdy
kazdy z u¢inénych krokli znamena alespon ¢astecné vylepseni vybraného znaku v porovnani
S mirou jeho projevu, zaznamenanou v piedchozi rostlinné generaci (Gur et Zamir 2004,

Tanksley et McCouch 1997).

Kultivar Plana

‘ forma

| Kultivar  Fy4 hybridI

Zpétné kiizeni

|

Opakované zpétne krizeni s cilenou
selekci nasledované samoopl ozenim

}

Chromozomy 1 2 3 4 5 6

IL1-1

"
¢
¢
4
{
4
¢
4

IL1-2

ILE-4

Obrazek 5. Stézejni kroky introgresni hybridizace (upraveno dle Zamir 2001).
Chromozomy kulturni formy jsou vyznaceny Cervené, zelend barva znazoriuje segmenty inkorporované

z planého druhu. Ve spodni ¢asti jsou zobrazeny hypoteticky ziskané introgresni linie (IL).

Postup introgresni hybridizace je schematicky zndzornén na vySe uvedeném
obrazku 5. Prvni faze procesu spoc¢iva ve zkiizeni vybraného planého druhu, zastupujiciho
ulohu samce, s druhem kulturnim. Hybridizaci vznikli jedinci F1 generace (tj. prvni ziskana
introgresni linie, IL1) jsou nasledné za vzniku F2 generace (IL2) zpétné€ kiiZeni s plivodnim
domestikovanym druhem. Analogickym zptsobem, kdy je nové vznikla introgresni linie vzdy
zktiZena se stejnym rodiem, se postup dale opakuje. Jak podotyka Mallet (2005), ziskat prvni

generaci hybridud je zpravidla nejtéz8i. Ti navic Casto vykazuji nizsi viabilitu a fertilitu. Dalsi
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kroky zpétného kiizeni vSak byvaji daleko pfimocarejsi. V Sesté generaci je mozno izolovat
vzajemné nezavislé rostliny, pfi¢emz kazdé z nich je heterozygotni v jiném chromozomovém
segmentu. Konecnym krokem Slechténi je potom samooplozeni rostlin, jez je zapotiebi
k ziskani jedincu, ktefi budou ve vnesenych segmentech homozygotni. To zpravidla vyzaduje

nejmén¢ dalsi dveé experimetalni generace (Zamir 2001).

Stézejni myslenkou celého pfistupu je fakt, ze s kazdym zpétnym kiizenim dochazi
v nové vzniklych introgresnich liniich k poklesu obsahu genomové DNA plan¢ho druhu
na polovinu. Takova redukce ve vysledku umoznuje zkoumani vlivu pifitomnosti konkrétni
skupiny alel ¢i lokusi, pochazejicich z divoké formy, na vysledny fenotypovy projev hybridni
rostliny. Lokalizovani polohy vnesenych chromozomovych segmentti na jinak uniformnim
genetickém pozadi domestikovaného kultivaru umoziuji genetické markery a s jejich pomoci
sestavené molekuldrni mapy. Diky nim lze na zdkladé nové pfitomného polymorfismu
v genomu rostliny odlisit, ze kterého rodi¢e konkrétni forma genu pochdzi. Rozpoznéani
introgresi vnesenych segmentd, ovliviiujicich fenotyp zddanym zpisobem, a nasledna
eliminace negativnich znak, pfenesenych z plané formy spolu se chténymi lokusy, zpravidla
vyzaduje mezi tfemi az Sesti experimentalnimi generacemi (Tanksley et McCouch 1997;

Zamir 2001).

Pii volbé vhodnych rodi¢ovskych druhti se bere vuvahu nejen kvalita jejich
hospodaiského projevu, ale také vzajemna geneticka vzdalenost. Cim rozdilngjsi genotypy se
stranu je vSak nutno podotknout, Ze pfiliSna geneticka vzdalenost miize v nékterych piipadech
pfinaSet problémy pramenici z akumulace velkého poctu genomovych inkompatibilit

(Stelkens et Seehausen 2009).
3.3.2.4. Uskali introgresni hybridizace

Volba introgresni hybridizace coby metody vedouci k vylepSeni zadanych znakt
u domestikovanych rostlin je v mnohém vyhodnd. Skryva vSak také né€kolik uskali. Mezi
hlavni se fadi pomérn€ znacna €asova narocnost vicendsobného zpétného kiizeni. Ta je dana
jak generacni dobou, rozdilnou dle vybéru experimentalnich rostlin, tak tim, ze vySlechténi
vysledné hybridni linie, liSici se pouze v malém fragmentu chromozomu, trva ptiblizné deset
pokusnych generaci (Warschefsky et al. 2014; Zamir 2001). Dalsi problém vyplyva z faktu,
ze jak ptimi hybridi, tak jejich nejblizs$i potomci vznikli zpétnym kiiZenim, ¢asto nenapliuji

Mrwe

ocekdvanou miru hospodaiské kvality. Toto byvd =zapfi¢inéno absenci dulezitych
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domestikacnich znakl (mj. pukani luskl, posun doby kli¢eni) ¢i rozdily v adaptaci na okolni
prostiedi. Komplikace mlze plsobit inkompatibilita mezi genomy kulturni a plané formy,
sterilita hybridi F1 generace nebo snizenad fertilita segregujicich generaci. Riziko také
predstavuje moznost vyskytu tfady pleiotropnich interakci ¢i negativniho vlivu lokusi
kvantitativné dédénych znakl (Acosta-Gallegos et al. 1998; Warschefsky et al. 2014;
Zamir 2001).

3.3.2.5. Introgresni hybridizace jako alternativa k transgenozi

Radu vySe zminénych nedostatkll vyvaZuje moznost vyuZiti introgrese jako
alternativniho zpiisobu ke strategiim zabyvajicim se genovym inZenyrstvim. To se snazi
podobného vysledku u rostlin dosdhnout zejména s pomoci transgend, pri¢emz organismy
vzniklé uvedenym zplsobem oznacujeme jako geneticky modifikované (Holst-Jensen 2009;
Tanksley et McCouch 1997, Warschefsky et al. 2014; Zamir 2001). Ackoli prozatim nebylo
védecky prokazano, ze takto geneticky upravené plodiny predstavuji veétsi riziko nez
kterékoliv jiné, dosavadni znalosti tykajici se moznych dopadi tvorby a vyuzivani
transgennich populaci jsou stile mizivé (Hails et Morley 2005). Jak zdirazituje Zamir (2001),
s ohledem na etickou stranku véci by mély byt technologie genového inZenyrstvi v oblasti

Slechtitelstvi aplikovany pouze v piipadech, kdy neni jiné volby.
3.4 GENOVE BANKY

Poznatky tykajici se potencialniho vyuziti genetické diverzity divoce rostoucich rostlin
Kk vylepSeni hospodatskych plodin vedly ve spojeni se stale aktualngj$im problémem vymirani
krajovych druhti a naruseni pfirozeného prostredi organismu k zalozeni rozsahlych genovych
bank (Vavilov 1926; Zamir 2001). V soucasné dobé je po svété rozmisténo vice nez 1 700
téchto instituci, jejichz tlohou je uchovavat genotypy domestikovanych a planych forem,
stejn€ tak jako odrid s dosud nevyuzitym potencidlem. Genové banky predstavuji moderni
ulozisté genetické variability. Jako snadno ptistupny zdroj usnadnuji Slechtiteliim vyhledavani
vhodnych experimentalnich vzorkid, diky cemuZ doSlo v této oblasti v uplynulych letech

ke zna¢nému pokroku (McCouch et al. 2013; Tanksley et McCouch 1997).
3.4.1. Genové banky a jejich vyuziti

Podobn¢ jako prace Skovmand et al. (2001) nebo Rygulla et al. (2007) se dosavadni

Slechtitelské pokusy zaméfuji predevSim na identifikaci jedincti vykazujicich co
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nejmarkantnéjsi projev ve znaku, ktery ma byt u domestikovanych plodin vylepsen, a na
jejich naslednou hybridizaci. Jedna se vSak o Casové i finanéné narocny proces, jenz je navic
nutno pro kazdy dalsi cilovy znak opakovat. Uvedeny zplsob se tak vyplaci pouze

v okamziku, kdy je exprese znaku vysledkem interakce malého poctu gend.

V piipadé komplexnich nebo kvantitativné dédénych vlastnosti, na jejichz vyvoji se
Vv riizné mite podili vice rozdilnych lokusti najednou (tzv. quantitative trait loci, QTL), muze
byt celkovy potencial ukryty v genomu stejné rostliny piehlédnut (Tanksley et McCouch
1997). Warschefsky et al. (2014) véii, ze pokrok by mohlo piinést nahrazeni tohoto dosud
spisSe zdrzenlivého a prevazné Ucelového vybéru systematickym kiizenim planych druha
s jejich ptibuznymi elitnimi kultivary. Konecnym vysledkem zminénych hybridizacnich
pokusti by byla fada introgresnich linii, tvotficich dohromady genetickou knihovnu. Uplatnéni,
které jeji sestaveni a vyuzivani nabizi, je velmi §iroké. Jiz nyni se miizeme s fadou takovych
setkat a je pravdépodobné, Ze v nejblizSich letech bude jejich pocet diky projektim fady

organizaci 1 soukromych Slechtitell jesté navySen.
3.4.2. Tvorba a vyvoj genetickych knihoven

Polozky ulozené v genetickych knihovnach jsou predstavovany jednotlivymi
introgresnimi liniemi, odvozenymi z uniformniho genetického pozadi kulturni plodiny. Kazda
z téchto linii nese ve svém genomu jedinecny chromozomovy segment pochézejici z planého
druhu, jehoz poloha je diky pokrokiim molekularni biologie definovana genetickymi markery
(Fonceka et al. 2012, Zamir 2001). Knihovna (soubor linii) je sestavena tak, aby se jednotlivé
introgresi vnesené segmenty svou délkou vzdy ¢asteéné prekryvaly (Warschefsky et al. 2014).
To umoziuje nésledné sestaveni fyzické genomické mapy, jejiz vysledné rozliSeni se odviji

od zvoleného poc¢tu markert.

Progresivni vyvoj genetickych markerli pomaha v sestavovani stale piesnéjSich map.
Ty diky tomu nejen zefektiviuji pfenos zadanych planych znakti do genomu kultivart (Hajjar
et Hodgkin 2007), ale v soucasné dobé uz umoznuji i bliz§i studium QTL ovlivijicich
variabilitu ve fenotypu. Na zakladé zmapované genetické vybavy jsou Slechtitelé schopni
u jednotlivych rostlin pfedpovédét jejich agronomicky potencial. Markery byvaji vyuZzivany
k identifikaci konkrétnich linii nesoucich zadané geny, pfiCemz timto zplsobem je mozno
jednodusSe eliminovat az tfi Ctvrtiny vzorkd a obejit tak zdlouhavé a technicky narocné

multienvironmentalni testovani v terénu (McCouch et al. 2013).
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Radé §lechtitelt se jiz podaiilo vétsi ¢i mensi genetické knihovny introgresnich linif,
vyuzivajici plané formy rostlin, sestavit. Na pilotni praci Eshed et Zamir (1995) provedenou
na planém a domestikovaném typu rajcete, kdy bylo poprvé vyuzito fizené introgrese
chromozomovych segmentl, navidzalo mnoho dalSich experimentld s riznymi plodinami.
Von Korff et al. (2004) vyslechtili zpétnym kiizenim introgresni linie je¢mene, byly
vytvofeny linie se substituovanymi chromozomovymi segmenty ryze (Wan et al. 2004).
Smykal et Kosterin (nepublikovano) sestavili knihovnu ¢itajici 105 introgresnich linii planého
druhu hrachu Pisum fulvum na pozadi kulturniho hrachu Pisum sativum. Obrazek 6 zobrazuje
knihovnu Fonceka et al. (2012) tvofenou 122 liniemi se substituovanymi chromozomovymi
segmenty mezi planym a kulturnim druhem podzemnice olejné (Arachis hypogaea L.).
Je jisté, ze takové experimentalni populace rostlin najdou uplatnéni jak ve studiu molekularni
podstaty mnoha fenotypovych projevii a v budoucich projektech zabyvajicich se mapovanim

QTL, tak v praktické strance Slechtitelského procesu.
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Obrizek 6. Grafické znazornéni genotypti 122 linii (horizontalni osa) se substituovanymi chromozomovymi
segmenty ziskanymi kiizenim planého a kulturniho druhu podzemnice olejné (pievzato z Fonceka et al. 2012).
Vertikalni osa znazoriiuje 21 vazebnych skupin. Cerné oblasti zastupuji chromozomové segmenty pochézejici

z plané rostliny zobrazené na genetickém pozadi kulturni plodiny.
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Pro maximalni vyuziti biodiverzity uloZzené v genovych bankach navrhuje McCouch
(2013) ve svém komentaii tiibodovy plan. V prvnim kroku by bylo tieba provést sekvenovani
genomi vSech unikatnich polozek daného rostlinného druhu. Ziskand data by nasledné
pomohla rozlustit mechanismy, které rostliny vyuzivaji k adaptaci na okolni prostiedi. Druha
¢ast programu by spocivala v analyze fenotypovych projevil polozek ulozenych v genovych
bankach a v zaznamenani souvisejicich ekologickych a geografickych informaci. Kombinace
genetickych dat s témito informacemi a jejich nasledné zptistupnéni vefejnosti, které je tietim
bodem névrhu, by umoznila vypracovani modelovych studii ptedpovidajicich kone¢nou
hospodaiskou kvalitu rostlin. To by vedlo ke zrychleni, zefektivnéni a zlevnéni celého

Slechtitelského procesu (Zamir 2001).
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4 MATERIAL A METODY

41 ROSTLINNY MATERIAL

Soubor 24 introgresnich linii hrachu BC,.3F; generace vzniklych hybridizaci plané
formy Pisum fulvum genotyp WL2140 (ptivod Udoli kiiZe, Jeruzalém, Izrael) s kulturni
formou Pisum sativum subsp. sativum genotyp WL1238 (ptivod NordicGenebank, Svédsko)
(Bogdanova et al. 2009) a naslednym dvou aZ tfinasobnym opakovanym zpétnym kiizenim
s hrachem setym Pisum sativum kultivar Terno (pivod SELGEN, Ceska republika). Genotyp

WL1238 je Casto vyuzivanou testovaci linii S mnoha zmapovanymi morfologickymi znaky.

Experimentalni rostliny byly péstovany v aredlu katedry botaniky Ptirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci ve sklenikovych podminkach, v obdobi od tinora do
cervna roku 2014. Rostliny byly umistény ve 24 tiilitrovych kvétinacich naplnénych
zahradnickym substratem (Profi zahradnicky substrat, AGRO, Ceska republika) smichanym
s ornici v poméru 1 : 1. V jednom kvétinaci byly vzdy 3 rostliny patfici ke stejné introgresni
linii. Po zhodnoceni individualniho fenotypového projevu byly ze vSech rostlin odebrany
vzorky listl, znichz byla izolovana genomova DNA, nezbytna k provedeni naslednych

molekularnich analyz. Po dobu vypracovani bakalarské prace byly vzorky DNA uchovavany

pii teplotach 4 °C nebo -20 °C.
42 HODNOCENI FENOTYPOVEHO PROJEVU

U jednotlivych introgresnich rostlin BC,3F, generace bylo v kvétnu 2014 provedeno
vizualni hodnoceni fenotypového projevu deseti znakli. Zaznamendna byla vySka rostlin,
pocet internodii do prvniho kvétu, délka internodia, pfitomnost anthokyanové skvrny na bazi
palistl, pfitomnost bazalniho vétveni stonku, barva kveétd a lusk, typ listd
(normalni/afila/tendriless) a ptitomnost voskové vrstvy na jejich povrchu. Dale probé&hlo
hodnoceni homozygozity linii dle jejich morfologie (tj. zda vSechny rostliny patiici ke stejné

linii vykazuji v uvedenych znacich stejny fenotypovy projev).
43 1ZOLACE GENOMOVE DNA

Genomova DNA zjednotlivych introgresnich rostlin byla izolovana z pfiblizné
100 mg cerstvého listového materidlu za vyuziti komeréné dostupného kitu Invisorb Spin

Plant Mini Kit vyuzivajictho metodu adsorpce na silikat. Postupovano bylo dle navodu
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vyrobce. Pied samotnou izolaci byl rostlinny material lyzovan Vv homogenizatoru

vyuzivajicim kombinovany systém vicesmérného pohybu a lyza¢nich kulic¢ek.

POSTUP DLE NAVODU VYROBCE

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)

9)

Radné oznagit veskeré zkumavky popisem.

K homogenizovanému materialu umisténému Vv 1,5 ml mikrozkumavkach piidat 400 ul
Lysis Buffer P a 20 ul Proteinase K (100 pug/ml), kratce zvortexovat, inkubovat pfi
65 °C po dobu 30 min.

Pielit lyzovany material na kolonku Prefilter, centrifugovat 1 min. p#i 12 000 rpm.
Ptidat 10 ul RNAase A (10 ug/ml), ponechat 10 - 15 min pii pokojové teploté.

Ptidat pfidat 200 pl Binding Buffer P a dikladné zvortexovat.

Premistit suspenzi do kolonky Spin Filter, nechat 1 - 2 min inkubovat pii pokojové
teploté, centrifugovat pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

Vylit filtrat, vratit kolonku zpét a napipetovat 550 ul Wash Buffer 1. Centrifugovat
zkumavky 1 min. pti 12 000 rpm.

Vylit filtrat, vratit kolonku zpét a napipetovat 550 ul Wash Buffer II. Centrifugovat
zkumavky 1 min. pii 12 000 rpm.

Vylit filtrat, vratit kolonku zpét a napipetovat 550 ul Wash Buffer II. Centrifugovat
zkumavky 1 min. pti 12 000 rpm.

10) Vylit filtrat, vratit kolonku zpét, centrifugovat zkumavky 2 min. pti 12 000 rpm.
11) Eluovat DNA ptidanim 100 pl Elution Buffer D predehiatého na teplotu 65 °C.

12) Zopakovat pfedchozi bod, nechat inkubovat 3 min. pfi pokojové teploté.

13) Centrifugovat vzorky pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

14) Ziskanou genomovou DNA pro kratkodobou potiebu uskladnit pti teploté¢ 4 °C,

4.4

dlouhodobé pii teploté -20 °C.
SPEKTROFOTOMETRICKA ANALYZA DNA

Spektrofotometrickym méfenim na piistroji NanoDrop 1000 byla zjisténa koncentrace

a Cistota DNA vyizolované v pifedchozim kroku. Vysledky byly ziskany na zdkladé¢ poméru
absorbanci DNA pfti vinovych délkach 260 a 280 nm.
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45 ELEKTROFORETICKA SEPARACE DNA, PCR PRODUKTU
A PRODUKTU RESTRIKCNIHO STEPENI

Ke kontrole integrity ziskané genomové DNA, k ovéfeni spravnosti pribéhu nasledné
provedenych polymerazovych fetézovych reakci (PCR) a k vizualizaci vysledkt restrik¢éniho
Stépeni byla vyuzita separace vzorkli horizontalni elektroforézou Vv 1,5% nebo
2,0% agardzovém gelu. Gely s vysledky elektroforézy byly hodnoceny v UV transiluminatoru
pfi vinové délce 302 nebo 312 nm a zdokumentovany pomoci digitalniho fotoaparatu

s oranzovym filtrem. Snimky byly zpracovany pocitacové v grafickém programu IrfanView.

PosTup

1) Rozvarit 1,5 g agar6ézy ve 100 ml 0,5x TBE pufru (pro 2% gel 5,5 g agarozy v 275 ml
0,5x TBE pufru) v mikrovinné troub¢, v piipadé odpaieni ¢asti roztoku doplnit do
destilovanou vodou na ptivodni hmotnost.

2) Pridat 2 ul fluorescen¢niho barviva GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain a dikladné
promichat.

3) Nalit agarozu vychladlou na 50 - 60 °C do vanic¢ky ur¢ené na horizontalni elektroforézu,
ve které jsou umistény hiebeny. Nechat ztuhnout do konzistence gelu.

4) Po ztuhnuti umistit vanicku s gelem do elektroforetické komory, pievrstvit TBE pufrem
a vyjmout hiebeny.

5) Do jamek nanést 2 ul (pfip. 4 pl, dle velikosti jamek) standardu molekulové hmotnosti
GeneRuler 100bp DNA Ladder. Barevné vzorky nanaset po 5 pul (ptip. 8 pul), v ptipadé
bezbarvych vzorkli nanést smés vzorku s bromfenolovou modii (v poméru 5:2 ve
prospéch vzorku) o stejném objemu.

6) Zapojit elektrické pole nastavené na napéti 100 - 120 V (ptip. 280 - 320 V, dle rozméra
elektroforetické komory), nechat probihat elektroforézu asi 35 min.

7) Odpojit elektroforetickou komoru od zdroje napéti a prohlédnout gel v UV

transilumina¢ni komofte, zdokumentovat.
46 MOLEKULARNI MARKERY

S ohledem na dostupné morfologické mapy genomu hrachu byly pro molekularng-
genetickou analyzu experimentalnich introgresnich linii s vyuZitim metody PCR tucelné
vybrany konkrétni genové specifické jednolokusové DNA markery formatu CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences) (Aubert et al. 2006; Konovalov et al. 2005) a nékolik
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mikrosatelitnich (SSR) markerti (Lorindon et al. 2005; Smykal et al. 2008). Celkem bylo
zvoleno 12 markera (viz tabulku 1) testujicich vyskyt restrikéniho ¢&i  délkového

polymorfismu, a to pfevazné na vazebnych skupinach Il a VI.

Tabulka I. Seznam markert pouzitych k detekci vyskytu polymorfismu

marker sekvence primeru (3°-5°); NCBI cislo reference
forward (F), reverse (R) polozky
F - CCGAAGAGGATTACCCCTAYCGTGC Aubert
ThiolP X66061
R -GCTTCTCCCCAGCTACCACCCC et al. 2006
F-ATGGGTGTTTTTAATGTTG
DRR49 U31669 Brauner
R - AGTTGTAATCAGGATGAG et al. 2002
F - GGGTTTGGTAGGTTTGGTAGAGG Aubert
RNAHel PSCC24A19u
R - GCTATCAAAATTGTAGTGGGTGGG et al. 2006
F-CTCACTACACACGAATTCCGAG Deulvot
Dof6 AB087851
R - TGAATGTGTCCAATACGGCTG etal. 2010
F- ACATGCCCTTTGACTTTGATG Aubert
Xyft AF223643
R - AAACAAAAGATGGCACAGTGG et al. 2006
F - AACAATGGAGACTCCTCCGT Hecht
FVE1250 AY830931
R - CACAACCTCACAATTCGCAATCACC et al. 2005
F - GAACATGCCTACTACTTACAG Brauner
Sodmt uU30841
R-CTCTCTTTCTCATATACTTCAC et al. 2002
F- ACTGCTAAGGCTTTGGCTGA
CipPor X63060 Brauner
R - AGATTTTGTTAGGCTTGGATCACT et al. 2002
F-GATTTCTACCATGTCATGACAGC
PIN1 Aubert
R - AACAGGTGAAGCACTTGAACTCC et al. 2006
F - GGAAACGCCTGCTGGGAG
TuBA1 U12589 Brauner
R - AACAGTTGGAGGCTGATAAT et al. 2002
AD141 F - AATTTGAAAGAGGCGGATGTG Loridon
R - ACTTCTCTCCAACATCCAACGA et al. 2005
AD270 F-CTCATCTGATGCGTTGGATTAG Loridon
R - AGGTTGGATTTGTTGTTTGTTG et al. 2005

4.7 PCR AMPLIFIKACE

Amplifikace definovanych sekvenci DNA byly provedeny metodou PCR. Reakce
probihaly v termocycleru v 96-jamkovych mikrotitra¢nich destickach nebo v 8-jamkovych

stripech o objemu 0,2 ml dle teplotniho profilu uvedeného v tabulce II.
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Ptiprava PCR premixu probihala z divodu zabranéni mozné kontaminace vzorkl ve
sterilnim boxu dle nize uvedeného protokolu. Slozeni reakéni smési o celkovém objemu 15 pl
je zaznamenano v tabulce 111, k 13 ul PCR premixu bylo vZzdy pfidano po 2 ul DNA vzorku
0 ptiblizné koncentraci 20 - 60 ng/ul (originalni vzorky fedény 1:10). Pouzité primery uvadi
tabulka I.

Tabulka I1. Teplotni profil PCR reakce (program CAPS_55)

krok tas t‘;f'g;a f;’l:fl:
pocateéni denaturace DNA 5 min 95 1
denaturace DNA 30s 95
annealing 20s 55 35
extenze 150s 72
finalni extenze 10 min 72 1

PosTupP

1) Chemikalie pro PCR nechat rozmrazit a umistit do chladiciho stojanku.

2) Do 2 ml mikrozkumavky pftipravit dle tabulky II potiebné mnozstvi PCR reakéni smési.

3) Do tadné popsanych mikrotitracnich desti¢ek nebo zkumavkovych stripti rozpipetovat
reakéni smés po 13 pl, nasledné ptidat po 2 pl testovaného vzorku DNA.

4) Umistit mikrotitraéni desky nebo zkumavkové stripy do PCR termocycleru, spustit
teplotni program CAPS_55 (viz tabulku I).

5) Amplifikovany PCR produkt uskladnit pro kratkodobou potiebu pii teploté 4 °C,
dlouhodobé pfi teploté -20 °C.

Tabulka I11. Slozeni PCR reakéni smési o celkovém objemu 15 pl

koncentr,a ce pro1test | pro 26 testi
pracovniho (] ]
roztoku a a
pufr 5X 3 78
destilovana voda 9,23 240
primer mix (F/R) 5 mmol/l 0,7 18,2
Taq pol 5U/ul 0,07 1,82

4.8

RESTRIKCE PCR PRODUKTU

Ziskané PCR produkty byly za Gc¢elem zjisténi vyskytu polymorfismu enzymaticky
Stépeny. Tabulka IV uvadi restrikéni enzymy vyuzité v této praci. Produkty restrikéniho

Stépeni byly elektroforeticky separovany, gely s vysledky separace fadné zdokumentovany.
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Tabulka 1V. Seznam pouzitych restrikénich enzymu s odpovidajicimi teplotami

$tépeni, prislusnymi pufry a s korespondujicimi molekularnimi markery

. Lo re:rt];i;(nc;ni teplofg ét]épeni pufr
ThiolP Mboll 37 modry
DRR49, Dof6 Rsal 37 zluty, Tango
PIN1, FVE1250, RNAHel Alul 37 zluty, Tango
TubAl Taql 65 Taq pufr
Sodmt, CipPor Bell 55 zeleny

Restrikce byla provedena dle niZze uvedeného protokolu. Slozeni reakéni smési pro

restrik¢ni $tépeni o celkovém objemu 15 pl je zaznamenano v tabulce V, k 10 ul premixu bylo

vzdy piidano po 5 ul DNA vzorku.

Tabulka V. SloZeni reakéni smési pro restrikéni §tépeni 0 celkovém objemu 15 pl

pro1ltest | pro 26 testi
[nd] [pl]
10x pufr 15 39
destilovana voda 8,42 12,63
restrikéni enzym 0,08 2,08
PosTup
1) Chemikalie pro restrik¢ni §té€peni rozmrazit a nasledné umistit do chladiciho stojanku.
2) Do mikrozkumavky odpovidajici velikosti ptipravit dle tabulky V potiebné mnozstvi
reakéni smési.
3) Rozpipetovat reakéni smés po 10 pl do fadné popsanych 8-jamkovych zkumavkovych
stripi nebo do 96-jamkové mikrotitraéni desky.
4) Pridat po 5 pul PCR produktu.
5) Umistit zkumavkové stripy nebo mikrotitracni desku Vv zavislosti na teploté potiebné ke
Stépeni (viz tabulku IV) do PCR termocycleru nebo inkubatoru.
49 HODNOCENI ZISKANYCH DAT

Vizuélni a molekularni data ziskand z jednotlivych introgresnich linii byla uklddana ve

formé tabulek a zpracovavana v pocitacovém programu Microsoft Excel.
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410 SEZNAM POUZITEHO VYBAVENI A CHEMIKALII

PRISTROJOVE VYBAVENI

homogenizator FastPrep-24, MB Biomedicals; Invisorb® Spin Plant Mini Kit, STRATEC
Molecular GmbH; vortex MS2 Minishaker, IKA; termoblok MB-102, BIOER; centrifuga
Centrifuge 5415 R, Eppendorf; centrifuga MPS 1000 Mini PCR Plate Spinner, Labnet;
minicentrifuga Spectrafuge Mini, Labnet; NanoDrop 1000, Thermo Scientific; sterilni box
PV-102, TelSTAR; PCR termocycler PTC-200, MJ Research; soupravy pro horizontalni
gelovou elektroforézu Owl A6, Thermo Scientific a Wide Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad;
elektroforeticky zdroj napéti PowePac Basic Power Supply, Bio-Rad; digitalni

fotoaparat s oranzovym filtrem EDAS 290, Kodak
LABORATORNI VYBAVENI

automatické pipety Research Plus, Eppendorf; plastové S$picky; kadinky; Erlenmeyerovy
banky; odmérny valec; mikrocentrifuga¢ni zkumavky; 96-jamkové mikrotitraéni desky;
8-jamkové zkumavkové stripy; laboratorni ptredvazky; navazovaci lziCky; bunicita vata,

ochranné rukavice; stojany; ledova tiist’
CHEMIKALIE A ROZTOKY

agaréoza BlO-41025 Molecular Grade, Bioline; standardy molekulové hmotnosti
GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific, Biogen; fluorescenéni barvive GelRed ™
Nucleic Acid Gel Stain, Biotium; 0,1% bromfenolova modi v 30% glycerinu, Promega;
10x TBE pufr (108 g TRIS baze, 55 g kyseliny borité, 40 ml 0,5 mol/l EDTA (pH 8,0),
doplnit destilovanou vodou do objemu 1 1); destilovana voda; polymeraza MyTaq RED
DNA, Bioline; pufr 5x MyTaq  Reaction Buffer Red, Bioline (s obsahem 15mmol/l MgCl,,
5mmol/l dNTPs a nanaseciho barviva); primery, Generi Biotech (viz tabulku I11); restrikéni
enzymy, Thermo Scientific, Biogen (viz tabulku 1V); pufry pro restrikéni enzymy 10X,
Thermo Scientific, Biogen (viz tabulku 1V); TE pufr (12 g TRIS baze, 2 ml 0,5 mol/l EDTA,

doplnit destilovanou vodou do objemu 1 | a upravit pH na 8,0)
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5 VYSLEDKY

Vysledky vizualniho hodnoceni fenotypového projevu rodi¢ovskych rostlin
a 24 experimentalnich introgresnich linii jsou zaznamenany v tabulce VI. Jak je patrno,
vétsina linii (20) vykazovala homozygotni projev. V ptipade, kdy se jednotlivé rostliny
piislusejici ke stejné linii v projevu vybraného znaku lisily, je tak v tabulce uvedeno nebo je
zapsana nejmensi a nejvétsi naméfena hodnota. V ptiloze (obrazky 1 - 4) jsou pro porovnani

uvedeny fotografie projevu nékterych znaki.

Markantni rozdily byly zaznamenany v souvislosti s vySkou jednotlivych rostlin,
pohybujici se vV rozmezi od 20 do 120 cm (viz graf I.). Kratka internodia o délce 3 az 5 cm,
recesivni znak lele pochazejici z P. sativum genotypu WL1238, se vyskytla u 19 linii. Kvéty
vétsiny IL byly bilé barvy (aa), 6 linii mélo kvéty zbarveny rizové, jedna linie fialové. Zluté
kvéty, vyskytujici se u planého rodi¢ovského genotypu WL2140, nebyly ptfitomny u zadné z
introgresnich linii. Zluta barva luskd (gpgp) byla zjisténa u 5 linii, z toho se v jednom ptipadé
jednalo o heterozygotni zaloZeni znaku. Zelené lusky jedné linie nesly tmavé pigmentové
skvrny, 5 linii v dobé fenotypového hodnoceni lusky nemélo. NejvEtsi zastoupeni (21 linii)
vykazovaly IL sredukovanou listovou plochou (afila), podminénou jako recesivni znak
puvodem z rodicovského genotypu Terno. U jedné linie se mimo list typu afila vyskytl také
puvodni recesivni znak tendriless (tltl) rodi¢e genotypu WL1238. Chybé&jici voskova vrstva

(wbwb) na povrchu listu se vyskytla pouze u 2 linii.

Graf I. Celkova vyska introgresnich linii a jejich rodi¢ovskych rostlin

120

100

pozn.: linie jsou fazeny vzestupné dle vysky, vychozi genotypy jsou zvyraznény Cervene;
v ptipadé, kdy byly rostliny patfici ke stejné linii odlisného vzrtistu, je v tabulce uvedena hodnota nachazejici se

mezi nejnizsi a nejvyssi namefenou vyskou
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Tabulka V1. Vizualni hodnoceni fenotypového projevu introgresnich linii a jejich rodi¢ovskych genotypt

i oy pocet kratka anthokya- - barva voskova homozygozita
oznaceni vyska o, 8 : , bazalni barva typ
linie [cm] Stel‘lln:ch |ntern0Fi|a nova Vvétveni kvétu Iuslfu listu vrstya dle _
nodi (LG 13 le) skvrna (LG V; agp) (LG II; wb) morfologie
1 60 -70 17-19 ano ne ne bila zelena afila ano ano
2 70-80 15-17 ne ne ne bila - afila ano ano
3 40 17-18 ano ne ne bila - afila ano ano
4 60 -70 19-20 ano ne ne bila zelena afila ano ano
5 50 17 ano ne ne bila zelena afila ano ano
6 50 20-21 ano ne ne bila zelena afila ano ano
7 50 19 ano ne bila zelena afila ne ne
8 20-30 15-17 ano ne ne ruzova zluta afila/tendriless ano ne
9 20-25 15 ano ne ano ruzova zelena (pigment) afila ano ano
10 40 - 50 17 ano ne ne bila zelena/zluta afila ano ne
11 100 - 120 22 -23 ne ne ne bila - afila/normalni ano ne
12 30-40 14-15 ano ne ne ruzova zelena afila ano ano
13 30-40 12-13 ano ano ne zelena afila ano ano
14 40 - 50 17 -18 ano ne ne bila zluta afila ano ano
15 50 20 ano ne ne bila - normalni ano ano
16 80 20 ano ne ne bila zelena afila ano ano
17 40 15 ano ne ne bila zluta afila ano ano
18 40 - 50 14 - 15 ano ano ne riazova zelena afila ano ano
19 100 - 120 16 - 17 ne ne ne rizova zelena afila ano ano
20 30-40 14 - 16 ano ne ano bila zelena afila ano ano
21 70-80 20-21 ne ne ne bila zluta afila ano ano
22 30-40 16 - 17 ano ne ne bila zelena afila ano ano
23 20 -25 12 -13 ano ne ne rizova zelena afila ne ano
24 80-90 22 -23 ne ano ne bila - afila ano ano
Terno 80 - 100 15-18 ano ne ano bila zelend afila ano -
WL2140 20-30 10 ne ne ne zluta zelena (pigment) normalni ano -
WL1238 40 - 50 12 ano ne ne rizova zluta tendriless ano -

legenda: LG = vazebna skupina, na které je dany znak umistén u P. sativum subsp. sativum genotyp WL1238; le, gp, wb - geny podmiiiujici dany znak




V ramci projektu ¢islo ME10062, uskute¢néného za spolufinancovani MSMT vV letech
2010 - 2012 v programu KONTAKT, byla izolovana genomova DNA z rodi¢ovskych rostlin
(cv. Terno, WL2140, WL1238). Dale byla provedena fada PCR reakci se specifickymi
primery, pfi¢emz v piipad¢ potieby probéhlo Stépeni ziskanych PCR produkti restrik¢nimi
enzymy. Nasledna elektroforeticka separace vzniklych DNA fragmentt vedla ke zjisténi
pfitomnosti polymorfismu v jednotlivych lokusech. Vysledky ziskané v rdmci projektu byly

vyuzity K vyhodnoceni nize uvedenych dat.

V této bakalaiské praci byla za pouziti izola¢niho kitu ziskana genomova DNA z 24
rostlin, pfedstavujicich populace introgresnich linii. Horizontalni gelovou elektroforézou
Vv agar6zovém gelu byla nasledné zkontrolovana jeji integrita. Spektrofotometrickou analyzou
na piistroji NanoDrop 1000 byla zjisténa koncentrace izolované DNA, ¢inici 40-80 ng/pl.
Cistota DNA ziskana z poméru absorbanci A260/280 se pohybovala v rozmezi 1,8 az 2,0, coz

poukazuje na neznecisténou DNA.

Izolovand genomovda DNA byla dale s vyuzZitim metody PCR amplifikovana
S vybranymi specifickymi primery, uvedenymi v tabulce 1. Primery byly ucelné zvoleny tak,
aby korespondovaly s lokusy vyskytujicimi se zejména na vazebnych skupinach III
(lokalizace lokusu Dpol pro pukavost luskt) a VI (nese lokus Gty zodpovidajici za dormanci
semen hrachu). Celkem bylo pouzito 10 genové specifickych markerti ve formatu CAPS-PCR
(3 pro LG I, 1 pro LG IV a 6 pro LG VI) a 2 SSR lokusy (LG III). Primérna vzdalenost
mezi jednotlivymi markery je 57,5 cM v ptipadé LG 11l a 13,2 cM u LG VI.

Marker Xyft byl i ptes vyskyt na jiné vazebné skupiné (IV) testovan s ohledem na
pfedpokladanou moZnost rozliSeni piitomnosti vSech tfi rodicovskych genotypl. Tato
domnénka byla po provedeni elektroforetické separace PCR produktu potvrzena. Xyft byl
nakonec jedinym pouzitym markerem, kde se vlivem délkového polymorfismu projevila
piitomnost alely odpovidajici P. sativum subsp. sativum genotypu WL1238 (viz obr. 7).
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Obrazek 7. Elektroforetické rozdéleni PCR produkti sledovanych vzorkd pfi vyuziti primert pro

v

fragment genu Xyft. legenda: 1-24 - vzorky jednotlivych IL; L - standard molekulové hmotnosti; $ipky vyznacu;ji

piislusnost detekovaného fragmentu (alely) ke konkrétnimu genotypu

Elektroforetickd analyza délkového polymorfismu byla obdobné provedena také
u PCR produktti mikrosatelitnich markert AD270 a AD141 (viz obrazek 8). U vzorku IL
Cislo 17 v8ak bylo ve druhém piipadé mozno identifikovat pouze jeden z detekovanych
fragmentt (pfislusnost kultivaru Terno). Na zakladé toho zde neslo spolehlivé rozhodnout o

pfitomnosti z&dné z péti moznych kombinaci sledovanych genotypt hrachu.

8) AD141 13 EENEERE 19 20 21 22 23 24

O —
100 bp === — --g-- —

Obrazek 8. Elektroforetické rozdéleni PCR produkti sledovanych vzorkd pii vyuziti primera pro SSR lokus
AD141. legenda: 13-24 - vzorky jednotlivych IL; L - standard molekulové hmotnosti;

¢erveny obdélnik znaci neznamy fragment

PCR produkty ostatnich molekularnich marker byly podrobeny restrikénimu Stépeni
odpovidajicimi enzymy (viz tabulku IV) a takto ziskané¢ segmenty DNA byly nasledné
elektroforeticky rozdéleny (viz obrazky 9a a 9b). Vysledky vizualni analyzy vsech

elektroforetogramul jsou zaznamenany dale v tabulce VII.
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Obrazky 9a, 9b. Elektroforetické rozdéleni ¢asti fragmenti gent RNAHel a DRR49 ziskanych restrikénim

Sté€penim vzorkt IL pfislusnymi enzymy. legenda: 1-12 - vzorky jednotlivych IL; L - standard molekulové

hmotnosti

Z celkového poctu 288 detekovanych fragmenti odpovidalo 61 (21,2 %) planému

hrachu P. fulvum genotyp WL2140. Genotyp kulturniho druhu P. sativum byl pfitomen ve

203 piipadech (70,5 %), z toho byl 195krat (67,7 %) zaznamenan genotyp kultivaru Terno

a 8krat (2,8 %) genotyp WL1238. Celkova mira heterozygotnosti byla vypoétena na 8 %
(23 pfipadd). Stav Terno/WL2140 se vyskytoval u 20 polozek (6,9 %), stav Terno/WL1238

byl zjistén u 3 piipadd (1 %). V jednom piipadé nebylo mozno piislusnost detekovanych

fragmentu identifikovat.
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Tabulka VII. Hodnoceni genotypového projevu introgresnich linii § vyuzitim vybranych molekularnich markert

vazebna skupina VI VI VI VI VI VI 1 1 i 1 i v
relativni vzd. [cM] 28 37 45 75 86 94 10 70 149 180 240 79
e marker | 5Nt | ThiolP | DRR49 | RNAHel | Dofé | FVE1250 | TuBAL | Sodmt | AD141 | CipPor | AD270 | Xyft

1 T T 2140 T/2140 T T T

2 T/2140 T 2140 B . 1238
3 T/2140 T 2140 2140 2140
4 T T T T/2140 T

5 T T T T T T T/2140 T T

6 T T T T 40 T T T T

7 T T T T T T T 40 T T

8 T T T T T 40 T T T :
9 4 T 40 ol T/2140 T 40 T T :
10 T T T T T T T/2140 T 40 T T T
11 T T 40 T T 40 T 40 T T/2140 40 T
12 40 40 T T T T T/2140 T 40 T 40 :
13 40 40 T T T T T T T/2140 40 10 T
14 T T T T/2140 T T T T 10 T T T
15 40 40 T 40 T T 40 T T T T T
16 T 40 T T T T 40 T 40 T T
17 T T T T T T 40 T T/2140 | T/2140 | T/2140
18 T/2140 40 T T T T T T T T T/2140 JIEPED)
19 40 T T T T T T T T T T 1238
20 T/2140 T 40 40 T 40 40 40 T T T T
21 T T T 40 T T 40 T T T T T
22 T T T T T T T/2140 40 T T T T/1238
23 T 2140 T T T T 40 40 T T T T/1238
24 2140 | 2140 T T T T T/2140 T T/2140 il 2140 1238

legenda: 2140 - genotyp lokusu odpovidajici P. fulvum genotyp WL2140; 1238 - genotyp lokusu odpovidajici P. sativum subsp. sativum genotyp WL1238;

T - genotyp lokusu odpovidajici P. sativum kultivar Terno; T/2140 - heterozygotni genotyp Terno/WL2140; T/1238 - heterozygotni genotyp Terno/WL1238



6 DISKUSE

V bakalaiské praci bylo analyzovano 24 introgresnich linii (IL) hrachu BC;:3F4
generace, vzniklych zkfizenim plané formy Pisum fulvum genotyp WL2140 s kulturni formou
Pisum sativum subsp. sativum genotyp WL1238 a naslednym dvou az tfinasobnym

opakovanym zpétnym kiizenim s hrachem setym Pisum sativum kultivar Terno.

Pocate¢ni fertilita hybridi byla vzhledem k odliSnému karyotypu mezi planym
P. fulvum a kulturnim P. sativum nizka. Zejména u prvnich generaci se projevilo naruseni
meiotické rekombinace a segregace alel (Errico et al. 1991; De Martino et al. 2000). | pies
tuto omezenou kfizitelnost se vSak nakonec podafilo vyslechtit fadu introgresnich linii,
nesoucich kombinaci vySe zminénych genomu. Bylo tak potvrzeno, Ze ackoliv je P. fulvum
fylogeneticky nejvzdalenéj$im planym druhem (soucast sekundarniho genofondu), mtze stale

hybridizovat s ostatnimi pfislusniky rodu (Smykal et al. 2014).

Nejvétsi rozdily mezi jednotlivymi IL byly ve fenotypovém projevu zaznamenany
v souvislosti s vyskou rostlin. ZvySena variabilita znaku s velkou pravdépodobnosti
poukazuje na pritomnost hybridniho efektu a s tim souvisejici transgresivni segregace. Jedna
se o jev vznikajici jako dusledek rekombinace alel, projevujici se vznikem extrémniho
fenotypového projevu (jak V pozitivnim, tak v negativnim sméru) piesahujiciho oba
rodicovské (Rieseberg et al. 1999). Je vsak tieba zminit, Zze do velké miry se vtomto

projevuje také vliv prostiedi (napt. dostupnost Zivin, umisténi v porostu).

U experimentalnich IL 1 u rodiCovskych rostlin bylo provedeno mapovani
introgresnich fragmentd P. fulvum genotypu WL2140 s vyuzitim 10 genové specifickych
markert ve formatu CAPS-PCR a 2 SSR lokusi. S ohledem na moznosti prace byly k
mapovani vybrany vazebné skupiny (LG) Il a VI. LG Il byla zvolena z divodu pfitomnosti
lokusu Dpo1l, spojeného s domestika¢nim znakem pro pukavost lusku (Blixt 1972), na LG VI
se nachazi lokus Gty ovliviiujici dormanci semen (Blixt 1974). Krom¢ uvedenych markeri
byla obdobna molekularni analyza provedena i s mnoha dal§imi (napt. Hopl, Gsp, ThioPer,
Sus3, Gpic, Gsnl, A278), zjisténé vysledky zde vsak nejsou prezentovany. Jednalo se
0 pripady, kdy nebyl u rodicovskych rostlin detekovan polymorfismus, kdy nebylo mozno
svédomité rozhodnout pfislusnost k zadnému z rodi¢ovskych genotypt, ¢i kdy se vybrané

markery nevztahovaly k vazebné skupiné III ani VI. Vyjimku tvoii pouze Xyft, prezentovany
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i pres souvislost s LG IV. Tento byl jedinym testovanym markerem schopnym vzajemné
odlisit alely P. sativum genotyp WL1238 a P. sativum kultivar Terno.

Genotyp kulturniho druhu P. sativum (WL1238 nebo kultivar Terno) byl zaznamenan
v 70,5 % (203 ptipada), genotyp P. fulvum WL2140 v 21,2 % (61 ptipadi). Zjisténa mira
heterozygotnosti odpovidala 8 % (23 ptipadi). V jednom piipad¢ nebylo mozno detekované
fragmenty pfifadit, vysvétlenim tohoto zjisténi by mohlo byt nechténé cizospraseni rostliny ¢i
ptitomnost nezadouci pfimési v pocatecnich fazich vyvoje dané linie. Dle predpokladu se
rostliny ve fenotypovém projevu nejcastéji piiblizily kulturnimu hrachu setému P. sativum
kultivar Terno. Vzhledem k tomu, ze s kazdym kiizenim klesa podil planého genotypu v IL
0 polovinu, pochazi teoreticky u generace vzniklé dvojnasobnym zpétnym kiizenim (BC,
generace) 87,5 % genetického materidlu ze zminéného kulturniho druhu, u BCj
generace potom asi 93,75 %. Rozdilnost zjisténé a ocekavané hodnoty mize odkazovat na
fakt, ze nejmén¢ v prvnich dvou generacich po kiizeni nebyla provddéna cilena skarifikace
(rozruSeni integrity) osemeni. Na zaklad¢ toho miize byt zastoupeni nékterych fragmentii
(pfedevsim v okoli Gty lokusu) niz$i, nez ocekavané. Roli mohlo sehrat také narusSeni
Stépnych pomérid nékterych IL vlivem omezené kiizitelnosti, ¢i nedostatecny soubor 24
introgresnich linii. K ziskani reprezentativnich dat by bylo zapotiebi provést molekularni

analyzu spiSe na stovkach ¢i tisicich podobnych IL.

Tato bakalaiska prace je soucasti vétSiho celku (program FP7 projektu LEGATO),
pouzité¢ postupy tedy byly voleny spiSe s ohledem na osvojeni si zakladnich molekuldrnich
technik. Zvolena metoda CAPS-PCR markert patii ke spolehlivym, ale ¢asové naro¢nym
zpusobim genetické analyzy. V budoucich projektech by misto ni bylo mozno vyuzit
modernich next-genration sekvenovacich technik (NGS) a celogenomovych pfistupi SNP
detekce. Prostor pro dalsi praci skyta také rozsifeni studia polymorfismt na ostatni vazebné
skupiny a zejména $lechténi dalSich generaci IL. K ziskani idealni linie s 99,9% zastoupenim
genomu kulturniho druhu hrachu bude tfeba dosahnout alespoit BCs generace, coZ je otazka

nejméné dvou let, nasledovanych nekolikolikerym samosprasenim.
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7 ZAVER

V literarni reSerSi bakaldiské prace jsou shrnuty zakladni poznatky tykajici se
problematiky vyuziti introgresni hybridizace planych forem k rozsifeni genetické diverzity
kulturnich rostlin. Praktickd ¢ast prace se zabyva fenotypovym popisem a molekularni

analyzou 24 introgresnich linii kiiZzenct planého a kulturniho druhu hrachu.

Ziskand data byla statisticky vyhodnocena a byla vypoctena mira pokryti genomu
kulturniho hrachu Pisum sativum fragmenty planého druhu Pisum fulvum. Zjisténé vysledky
se lisily od ptfedpokladanych hodnot. To pravdépodobné souvisi s omezenou vzajemnou
ktizitelnosti zminénych druhl, vliv ale mohl mit také malo reprezentativni soubor 24

introgresnich linii.

Pies uvedené odchylky ptispély vysledky prace k vybrani linii vhodnych k rozsifeni
stdvajici uzké genetické diverzity kulturniho hrachu. Toto nabizi moZnost navazujici
vyzkumné ¢innosti, zejména potom Vv oblasti detailngjsi genotypizace pomoci SNP markert
a fenotypového testovani vybranych znaktl. Casti z téchto bodi se jiz nyni vénuje aktudlné
probihajici mezinarodni projekt LEGATO, Vjehoz ramci je tym Univerzity Palackého
vV Olomouci pod vedenim Skolitele Ing. Petr Smykala, Ph.D. zodpovédny za vyvoj vice nez

150 introgresnich linii P. fulvum a P. elatius.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

5S rDNA oblast DNA kodujici 5S rRNA protein
45S rDNA  oblast DNA kodujici 45S rRNA protein

455 rRNA  ribozomalni RNA se sedimenta¢nim koeficientem 45S

BC,3F4 4. filidlni generace ziskana 2-3 nasobnym zpétnym kiizenim
bp pary bazi

C mnozstvi jaderné DNA reprezentujici jednu uplnou kopii jaderného genomu
CAPS Stépené amplifikované polymorfni sekvence

cM centimorgan, jednotka relativni vzdalenosti genti na chromozomu
CVv. Kultivar

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotid trifosfat

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

F1, F2 1. filidlni generace, 2. Filidlni generace

FISH fluorescencéni in situ hybridizace

IL introgresni linie

LG vazebna skupina

MSMT Ministerstvo kolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské republiky
NCBI National Center for Biotechnology Information

NGS sekvenovani nové generace (next-generation sequencing)

P. rod Pisum

PCR polymerazova fetézova reakce

PisTR-B satelitni repetice Pisum sativum

RAPD nahodna amplifikace polymorfni DNA

RFLP delkovy polymorfismus restrikénich fragmentt

SNP jednonukleotidovy polymorfismus

spp. druhy (species)

SSR kratké tandemové repetice

Taq pol Taq polymeraza

TBE Tris-boratovy pufr

TE Tris-EDTA pufr

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan

QTL lokusy kvantitativnich znakt
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10 PRILOHY

Obrazek 1. Rizovy kvét introgresni Obrazek 2. Introgresni rostlina s anthokyanovou

linie ¢islo 19. skvrnou na bazi palistiL.

Obrazek 3. Introgresni rostlina s listy typu afila, Obrizek 4. Dlouha internodia zaznamenana

znakem pochazejicim z Pisum sativum kultivar Terno. u introgresni linie 19.



