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1 UvOoD

1.1 Celed’ Leguminosae

Taxonomie této Celedi je dosud ne zcela jednotnd a existujici tii alternativni
moznosti zafazeni: 1) Leguminosae je chapana jako celed a Mimosoideae a
Caesalpinioideae jako podceledi, nebo 2) Leguminosae = Fabaceae, zahrnujici tii
podceledi: Faboideae (= Papilionoidae), Mimosoideae a Caesalpinioieae, a nebo 3)
Fabaceae (= Papilionaceae) je chapana jako celed’ stejné jako Mimosaceae a

Caesalpiniaceae (Lewis et al. 2005).

Celed” Leguminosae zahrnuje byliny a dfeviny, s vyjimkou rostlin
adaptovanych na vodni prostredi. Rostliny pattici do Leguminosae (Fabaceae) rostou
Casto na pidach ochuzenych o dusik, proto na svych kofenech maji specialni
Utvary - hlizky, které jim vyrastaji po infekci nitrogennimi bakteriemi rodu
Rhizobium, coz jim dava vyhodu ve srovnani s jinymi druhy rostlin. Jedna se o
symbidzu, kde bakterie metabolizuji atmosféricky dusik na amonny iont, ktery
vyuziva hostitelské rostlina za uplatek v podobé jednoduchych cukrii a peptidd, které
si naopak bakterie berou od rostliny. Rostliny ¢eledi Leguminosae maji listy stfidavé,
nejcastéji slozené, jednoduSe zpefené nebo dlanité¢ slozené, vzéacnéji jednoduché,
palistnaté, vyjimecné palisty chybéji. Listy v pfipadé rodu Lathyrus L. a Pisum L.
jsou ukonéené tiponkem. Kvétenstvi je hroznovité (rod Vicia L.), méné Casto jsou
kvéty jednotlivé (rody Lathyrus, vzacnéji Vicia, Pisum a Vavilovia (Stev.) Fed.
Kvéty jsou oboupohlavné, soumérné, kalich srasta z péti listkl, korunu tvoii pét
listki volnych rozliSenych na pavézu, kiidla a clunek, kde pavéza je v roviné
soumérnosti. V pupenu pavéza obaluje ostatni ¢asti kvétu (sestupné estivace). Dva
sousedici listky - kiidla, a ¢lunek srustajici ze dvou zbylych listki. Ty¢inek byva 10
v kruhu, bud’ 10 nitkami srostlych, nebo 9 srostlych a jedna volna pod pavézou.
Vzé&cngji jsou volné vSechny. Pylova zrna jsou samostatna, trikolpatni vyjimecné
tetrakolpatni. Apokarpni gyneceum je tvofeno jednim plodolistem, semenik je
svrchni, vajicka Cetna nebo pouze jedno, pficna, s jednim az dvéma integumenty,
¢nélka je termindlni, vyristajici na bfiSnim Svu. Plodem je lusk (legume) pukajici v
jednom nebo ve dvou Svech, lusk ve vétsing ptipadech postrada prepazky, vzacné se
vyskytuje s podélnou prepazkou. Muze byt nepukavy jako obdoba nazky, s jednim

nebo vice semeny, nebo zaskrcovany a ldmavy na jednosemenné dily (obdoba struku



napf. u rodu Coronilla L). Semena bez endospermu nebo s endospermem nepatrné
vyvinutym jsou casto se strofiolou (masity vyrustek na bazi poutka). Embryo této
¢eledi ma velmi mohutné vyvinuté délohy bohaté na Skrob (30-60%) a bilkoviny (20-
40%) a zralé semeno vétSinou postrada endosperm. Kliceni je epigeické (délozni
listky jsou vynaseny nad povrch jen u nékterych rostlin napi. Phaseolus L.) nebo
hypogeické (délozni listky zlstavaji pod zemi, napi. Pisum) (Skalickd & Skalicky
1995). Celed” zahrnuje 850 rodt a 24 tisic druhii rozsifenych téméf po celém svété
(Lewis et al. 2005). Dieviny rostou spiSe v teplejSich oblastech, bylinné a vyvojové

star§i dfeviny v meridionalnim az temperatnim pasu (Skalicka & Skalicky 1995).

Tabulka €. 1: Hlavni diagnostické znaky podceledi.

Caesalpionideae Mimosoideae Papilioloideae
stromy, kefe, lidny stromy, kefte, lidny, byliny, kefe, stromy,
ziidka vodni byliny liany
relativné velké kvéty malé kvéty usporadané | Typické hraskovité
do hlavky nebo klasu (motylokvété) kvéty
zygomorfni kvéty aktinomorfni, radialné zygomorfni kvéty
soumerné
okvétni listky v poupéti | okvétni listky se v okvétni listky v poupéti
sttechovité poupéti nepiekryvaji, ale | stiechovité
jen dotykaji
pokud je stiedni okvétni | stfedni listek nepiekryva | stfedni okvétni listek
listek pFitomen, ostatni, je ve stejném (klasicka pavéza nebo
prekryva ostatni tvaru a velikosti prapor) piecniva ostatni
(ty obcas chybi)
kalis$ni listky obvykle kalis$ni listky (a okvétni) | kali$ni listky srostlé v
volné na bazi spojene kalich
semena bez semena s otevienym u tvrdych semen pupek
pleurogramu ( pokud je | pleurogramem (hilum) piitomno,
uzavieny ) postrada take pleurogram chybi
hilum
klicek rovny klicek rovny klicek zaktiveny
listy dvakrat zpefené, listy dvakrat zpefené listy jednoduché nebo
vzacné jednoduché nebo | Casto se jednou zpetené, nékteré
slozené specializovanymi zakonc¢ené tiponkem,
zlazami, australské pouze nékteré druhy
akaty maji phylloides dvakrat zpefené
ty¢inky (1-) 10 a vice, ty¢inky (3-) 10 a vice ty¢inky (9-) 10 a vice,
nékdy dimorfické nebo | n¢kdy pies 100 nékdy dimorfické
heteromorfické
nejvice napadnou ¢asti | nejvice ndpadnou Casti nejvice napadnou ¢asti
jsou okvétni listky jsou tyCinky jsou okvétni listky
polyads vzacné polyads bézné pyl je v samostatnych




zrnkach

hlizky na kotenech hlizky na kofenech hlizky na kotenech
méng¢ Casté, ale Casto v | pfitomny pritomny
symbi6ze s houbami

(dle Lewis et al. 2005)

1.2 Podceled’ Fabeae

Podceled’ Fabeae (syn. Vicieae) zahrnuje pét rodi, z nichz nékteré patii mezi
ekonomicky vyznamné luskoviny péstované na zrno: hrachor, Lathyrus (160 druhi),
¢ocka, Lens Medik. (4 druhy), hrach, Pisum (2-3 druhy) a vikev, Vicia (140 druhu).
Zbyvajici monotypicky rod je Vavilovia formosa (Schaefer et al. 2012). Pod¢eled’ je
morfologicky charakterizovana zpefenymi listy, casto ukoncenymi Uponkem, a
¢nélkou zakoncenou kartackem. Tvar ¢né€lky a uspotadani chloupkd na ¢nélce jsou
jednim z hlavnich diagnostickych znakt mezi rody Fabeae (Kupicha 1981, Endo et
al. 2008). Tato podceled pravdépodobné vznikla ve vychodnim Stfedomoti v obdobi
Miocénu pied 10-20 miliony let. Béhem doby své existence se nejméné 39 krat
rozsitila na izemi Eurasie, 7 krat do Ameriky, 2 krat do tropické Afriky a 4 krat na
Uzemi Makaronésie (Schaefer et al. 2012).

Taxonomicky je podéeled” Fabeae velmi zajimavou skupinou. Podceled
Fabeae byla v ramci ¢eledé¢ Leguminosae povazovana za monofyletickou vétev a
vlozena do podceledi Trifoleae (Kupicha 1981, Wojciechowski et al. 2004, Steele &
Wojciechowski 2003, Lock & Maxted 2005). V ramci Fabeae, rod Vicia je
kladisticky vlozeny do rodt Pisum, Lens a Lathyrus takze je k nim parafyleticky
(Steele & Wojciechowski 2003, Endo et al. 2008). Fylogenetické vztahy podceledi
nejsou dosud uspokojivé vyfeSeny, piedev§im vzhledem k nedostate¢nému poctu
analyzovanych druht. Schaefer et al. (2012) provedl molekularni analyzu 262 druhi
tj. 70% druht z této podceledi, kterd prokazala, ze rody Vicia a Lathyrus nejsou
monofyletické: rody Pisum a Vavilovia byly zahrnuty do rodu Lathyrus a rod Lens
byl zahrnut do rodu Vicia. Déle bylo zjisténo, Ze Vicia hirsuta, Vicia sylvatica a dalsi
predevsim endemické druhy (V. capreolata Lowe, V. costae A. Hansen, V.
ferreirensis Goyder a dalsi) Makaronésie (tj. Kanarskych, Azorskych ostrovi a
Madeiry) jsou zahrnuty v malém, ale dobfe podporovaném sesterském kladu vSech
ostatnich roda v podceledi. Komer¢ni vyznam domestikovanych zastupcii podceledi
Fabeae i rozmanitost volné Zijicich druhii zajistuje pomérné staly taxonomicky
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vyzkum (Smykal et al. 2015). Za poslednich 50 let byla pouzita cela fada
molekularnich markertt k odvozeni fylogenetickych vztah ve skupiné. Rané dilo
zahrnovalo chemotaxonomickou préaci badatele jako je Simola (1966), ktery se
zamé&fil na aminokyseliny a flavony jako pfipadné markery. Prvni studie analyzujici
DNA vyuzivaly RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Croft et al. 1999)
a RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) metody (Asmussen & Liston
1998).

Ne¢kolik rodi z podceledi bylo studovano pomoci sekvenacni analyzy
chloroplastového genu pro ribuldzu bisfosfat karboxylazu (rbclL) (Kass & Wink,
1996, Doyle et al. 1997) a pozdé&ji pomoci chloroplastového genu pro maturdzu K
(matK) (Wojciechowski et al. 2004). Tyto dvé oblasti chloroplastovych (cpDNA)
genll jsou bézn¢ pouzivany pro rekonstrukci fylogeneze na vysS$i taxonomické
urovni, jako je mezi rody v Celedi. Steele & Wojciechowski (2003) prokéazali
vyuzitelnost matK pfi studiu fylogeneze jednotlivych druht podceledi Trifolieae a
Fabeae. V této praci vytvaii Lathyrus a Pisum jednu skupinu, zatimco Vicia neni
formulovéana jako monofyleticka skupina, ale byla oznacena za parafyletickou s rody
Lathyrus, Pisum a Lens, které jsou vlozené do ni. Dals§i velmi Casto vyuzivanou
oblasti genomu chloroplastu je oblast pro tRNA, jako je trnL-F, tato oblast se
ukazala byt informativni pro rod Vicia (Fennel et al. 1998) a v kombinaci s trnS-G
oblasti i u rodu Lathyrus (Kenicer et al. 2005). Jaderné¢ kodovany Internal
Transcribed Spacer (ITS) rDNA byl pouzit v mnoha studiich pod¢eledi, v¢etné rodu
Lens (Mayer & Bagga 2002), Pisum L. (Polans & Saar 2002), Vicia (Endo et al.
2008) a v kombinaci s oblastmi cpDNA, u rodu Lathyrus (Kenicer et. al 2005,
Kenicer 2007).

- Loy WS ST s

rt— Pisum sagvum var gbetanicum
a7 Prsum saovum Kenicer Toumyou136

n -—fPtsansauvunsspsawun
‘ ,d Prsum sativuem var ponderosum

= Prsum satvum ssp humile HS 1182 Israel
[Pisum sauvum SSp el30us |

| | ”
— 53
100 Vavilovia aucheri
Lathyrus neur
100 ‘ Jge— Lathyrus ariculatus
108 “—— | athyrus clymenum
—— Lathyrus oclrus
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Obrazek ¢. 1: Fylogenetickd pifibuznost, ¢ervené vyznacené jsou druhy kterymi se

zabyva tato diplomova préce (dle Schaefer et al. 2012).

Pro ziskani vysledkt byly v diplomové praci pouzity metody AFLP, SSR a

sekvenace jaderné a chloroplastové DNA.
1.3 Popis jednotlivych roda

1.3.1 Rod Pisum L.

Jedna se 0 jednoleté byliny s pfimymi lodyhami. Kofeny jsou vietenovité a
dlouhé. Sudozpetené listy jsou zakonceny uponkou, v mladi slozené podle stiedové
zilky. Palisty jsou bylinné a velké. Uzlabni kvétenstvi je dlouhé a stopkaté s
chudokvétymi (1 - 2 kvétymi) hrozny. Kalich je zvonkovity. Koruna bilé barvy byva
Casto nariizovéld, namodrald nebo 2 — 3 barevnd. Pavéza a kiidla maji velkou epel.
Tyc¢inky jsou uspotfadané jako devét srostlych a jedna volna. Semenik je piisedly,
¢nélka dorzoventralné zplostéla a na vrcholu rozsifend, na vnéjsi strané ryhovana a
na vnitini stran€ pod vrcholem chlupat4. Plodem je lusk otevirajici se v obou Svech,
mnohosemenné, podlouhlé, na vrcholu ztzené v zobanek, nezaskrcované. Semena
kulovitd aZ zaoblen¢ mnohohranné s podlouhlym hilum. Jedna se diploida 2n = 14.
Asi 2 - 3 druhy s rozsitenim po jizni Evropé, Stiedozemi, jihovychodni Asii, severni
Africe véetné Etiopie (P sativum subsp. abyssinicum) (Chrtikova 1995, Ambrose &
Maxted 2001, Smykal et al. 2015).

Na zékladé¢ morfologickych charakteristik bylo uréeno nejdiive pét druht
rodu Pisum (Gorovov 1937), pozdégji byly tyto oznaceny jako poddruhy podle
Makashevy (1979). Karyologicka bariéra P. sativum a jednozna¢né fenotypové
rozdily podporuji teorii druhti (Lamprecht 1963). Centrum genetické rozmanitosti
hrachu je siroka oblast vedouci ptes Turecko, Syrii, Irak, Izrael a Libanon. Rozsifuje
se dale na vychod do stfedni Asie (pfedevsim Iran, Afghanistan, Pékistan a
Turkmenistan) (Smykal et al. 2011). Etiopie je povazovana za sekundarni centra
diverzity (van der Maesen et al. 1998). Podle Vavilova (1949) naopak patii Etiopie
spole¢né se Stfedomotim a stiedni Asii do primarnich center, zatimco Blizky vychod
jako sekundarni. Fylogeneticky existuji dvé volné zijici populace popsané jako
poddruhy P. sativum L. nebo jako druhy P. sativum subsp. elatius Bieb. a P. sativum

subsp. sativum (P. humile Boiss a Noe, syn. P. syriacum (Berger) Lehm. (Ben-Ze'ev
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& Zohary, 1973). Tyto dvé plané skupiny jsou morfologicky, ekologicky a také
geneticky odlisné. Pomoci kiizeni provadéné Ben-Ze'ev & Zohary (1973) zahrnujici
genotypy P. sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Aschers. & Graebn., P. sativum subsp.
sativum (P. humile Boiss. et Noe), P. fulvum Sm. a kulturni P. sativum, mizZeme tyto
druhy definovat jako primérni genofond P. sativum shromazdéné vcetné volné
Zijicich P. sativum subsp. elatius. Sekundarni genofond je pak ulozen v P. fulvum a
do terciarniho genetického fondu spada pouze Vavilovia formosa (Stev.) Fed.
(Smykal et al. 2015). Domestikace kultivovaného hrachu z tzv. severnich populaci
byla navrzena Ben-Ze'ev & Zohary (1973), ale zdroj by mél byt rovnéz ze "severniho

P. elatius" (Kosterin et al. 2010; Smykal et al. 2011).

P. sativum L.

o subsp. sativum (zahrnuje var. sativum and var. arvense)

o subsp. elatius (Bieb.) Aschers. & Graebn
(zahrnuje var. elatius, var.brevipedunculatum and var. pumilio)

. P. fulvum Sibth. & Sm.
o P. abyssinicum A.Br. v soucasnosti spise povazovany za poddruh P. sativum
subsp. abyssinicum

o Vavilovia formosa (P. formosum) (Stev.) Fed.

Ve své diplomové praci se vénuji druhu Pisum sativum subsp. elatius (Bieb).
Aschers. & Graebn. Tedy druhu, ktery pfedstavuje divoce rostouciho pfibuzného k

polni ploding - hrachu.

Druh Pisum sativum subsp. sativum, P. s. subsp. elatius (Bieb.) Aschers. &

Graebn.

P. s. subsp. elatius ma kvéty dvojbarevné. Lusky jsou dlouhé 7 - 12 mm,
semena byvaji velmi husté pokryta papilami. Stopky jsou 4krat delsi neZ palisty. U
P. s. subsp. sativum pokryti semen papilami chybi, jsou hladka nebo vrascita. Stopky
jsou pouze 2krét delsi nez palisty. Kvete bile nebo dvoubarevné. Lusky jsou stejné
dlouhé, ale zfidka mohou dosahovat az 30 mm. Podle nékterého taxonomického

Clenéni tento poddruh zahrnuje jesté dveé varianty (Ambrose and Maxted, 2001,
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Shehadeh) i kdyz jejich taxonomicka hodnota je diskutabilni. Jedna se v podstaté jen
o odliSeni pigmentovanych (var. arvense) a bélokvétych (var. sativum) kulturnich

hrachq.

e P.s.subsp. e. var. sativum
e P.s.subsp. e. var. arvense

Pisum sativum subsp. elatius zahrnuje tfi varianty:

e P.s.subsp. e. var. elatius, vysoky 60 - 200 mm, ktery mize kvést ve
svazecku po 2 - 3 kvétech, ale standartné kvete po jednom. Stopky ma 2 - 4krat delsi
nez palisty. Listky ma sparované po 3 - 4, vzacnéji po 2. Kvéty jsou velké 25 - 30
mm.

e P. s. subsp. e. var. brevipedunculatum, vysoky 30 - 60 mm, ktery
kvete po jednom kvétu. Stopky ma stejné dlouhé jako palisty. Listky ma sparované
po 2 - 3, vzacné&ji po jednom. Kvéty jsou velké 20 - 22 mm.

e P.s. subsp. e. var. pumilio, vysoky 10 - 30 cm. Listky ma sparované
po 1 - 3, eliptické nebo elipticky obvej¢ité, obvykle + zubaté. Lusky ma
45 - 45 x 7 - 8 mm velké. Kvéty jsou velké 15 - 18 mm (Shehadeh - nepublikovano).

1.3.2 Rod Vavilovia / druh Vavilovia formosa (Stev.) Fed.

Vavilovia byla dlouho na seznamu nezvéstnych, ne-li vyhynulych rostlin.
Poprvé vavilovii popsal botanik Steven v roce 1812 jako Orobus formosus Stev. V
roce 1939 taxonomicky upravil tuto rostlinu Andrey Fedorov a pojmenoval ji po N. .
Vavilovovi. Expedice v roce 2009 (Akopian 2010), odstartovala zvyseny zajem o
tuto rostlinu u botaniki, pro které predstavuje takovou malou senzaci. A to naptiklad
z divodu, Ze je to monofyleticky taxon, ale taky z diivodu, zZe by mohla ptedstavovat

fylogeneticke pojitko mezi rody Lathyrus a Pisum (Miki¢ et al. 2010).

Druh Vavilovia formosa (Stev.) Fed.

Vavilovia je vytrvald vysokohorska bylina (najdeme ji v 1300-2800 m n. m.,
ale 1 ve vysSich polohéach) s dlouhymi podzemnimi oddenky. Podzemni oddenky jsou
pro rostlinu nepostradatelné¢, umoziuji ji prezivat na kamennych pldach,
pohyblivych sutich nebo ptezit spasani herbivord. Stonky jsou 5 - 15 cm dlouhé,

poléhavé, §tihlé, neokiidlené a lysé. List je sloZzeny s malym semisagitalnim palistem,
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ma jeden par klinovitych az obvejCitych listkll. Listy jsou zakoncené zietelnou
Spickou, na stonek nasedaji ptimo. Kvét je velky, fialové nebo rizové barvy. Lusky
jsou ¢arkovité podlouhlé, 20 - 35 mm dlouhé. Semena byvaji po 3 - 5 (Davies 1970).
Semena jsou kulovitd nebo ovalnd s tmavymi skvrnami na povrchu. Stejné jako u
rodu Pisum se jedna o diploida 2n = 14 chromosomd, jeho karyotyp je slozen z
submetacentrickych chromozomi ~ a metacentrickych (Miki¢ et al. 2010).
Geografické rozsifeni je omezeno ekologii - preferuje vysokohorske sut'€ (viz priloha
¢. 1). Centrum biodiverzity je stfedni a vychodni ¢ast Kavkazu (Arménie, Gruzie,

Rusko), Taurus (Turecko, Irdk), Iran a Libanon (Akopian 2010, Miki¢ 2012).

1.4 Studium genetické diverzity rodu Pisum

Jing et al. 2010 popisuje genetickou diverzitu jako reakci jedinci druhu na
zivotni prostfedi. Vysledkem této reakce je kumulativni mutace, rekombinace a
selekce. Velkou roli v diverzité hraje i velikost aredlu druhu. Pravé podle velikosti
aredlu lze posoudit, jak se dany druh dokaze pfizptisobit riznym podminkam
prostiedi. Z planého druhu Pisum sativum byly vybirany ty rostliny, co nesly
vyhodnéjsi znaky pro zemédélce. Upfednostiovany byly vétsi semena, ten¢i osement
a nejvyss$i mozny vynos. Tento silny vybér zzil genetickou variabilitu plivodniho
druhu a vznikl kulturni hrach. PrestoZe je kulturni hrach znam nékolik tisicileti, stale
se uchovavaji piivodni genetické zdroje, z kterych byl vySlechtén. Mapuji se 1 dalsi
populace ptibuznych planych druhti a jejich znaky jako potecionalni zdroj genetické

variability (Jing et al. 2010).

P. sativum L. zahrnujici (P. sativum subsp. sativum a subsp. elatius Asch. &
Grain) najdeme ve stiedni Evropé, Stfedomofii a v severozdpadni Asii. Zatimco P.
fulvum Sight Sm. nalezneme pouze na Blizkém vychod€. Pisum sativum subsp.
abyssinicum A. Braun se péstuje (spolu s P. sativum subsp. sativum) ve vychodni
Africe. Tento taxon je plivodem z Etiopie a Jemenu a ma velmi nizkou genetickou

diverzitu.

Primarni genovy pool kulturniho hrachu se sklada z Pisum sativum / elatius
komplexu. I kdyZ je obtizné ho definovat, protoZe existuje urcita hranice fertility
zpusobena jaderné-cytoplasmatickym konfliktem, ktery je v rdmci druhu P. sativum
(Bogdanova et al. 2009, Bogdanova et al. 2015). Sekundarni genovy pool zahriuje

P. fulvum a P. sativum subsp. abyssinicum. Podle novych poznatki o
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fylogenetickych vztazich do sekundarniho poolu patii i druhy rodu Lathyrus,
zejména Uzce piibuznych druht L. ochrus, L. clymenum, L. articulatus L. a L.
neurolobus Boiss. & Heldr. (Schaefer et al. 2012). Terciarni genovy pool v soucasné
dobé tvoii Vavilovia formosa (Steve.) Fed. a nékteré druhy rodu Vicia a Lathyrus
(Smykal et al. 2015).

P1i studiu genetické variability se nejCastéji pouziva molekularnich markerd.
S ohledem na finan¢ni stranku a kvalitu analyz je dosud nejCastéji pouzivano
mikrosatelitnich marker. V praci Jing et al. (2010) pouzili na studium diverzity
metodu RBIP (Retrotransposon-Based Insertion Polymorphism). Jednd se PCR
reakci, detekujici inzerci retrotransposonu v daném lokusu. Nasledné se detekuje

piitomnost nebo absence retrotranspozomu (Jing et al. 2010).

U kulturnich plodin muizeme studovat genetickou diverzitu pomoci
deskriptort, které se lisi pro kazdou plodinu a nabyvaji riznych morfologickych
znakt. Takto bylo zaméfeno nékolik studii (Sardana et al. 2007, Sarikamis et al.
2010, Azmat et al. 2012). S riznymi technikami se setkavame i v oblasti molekularni
biologie. Pomoci sekvenacnich analyz, SSR, AFLP, RBIP a dalSich metod bylo
mozné v pribéhu poslednich dvou desetileti studovat genetickou variabilitu mnoha
druhi rostlin v¢etné hrachu (Baranger et al. 2004, Loridon et al. 2005, Smykal et al.
2008, 2011 atd.). Ze vsech studii vyplyva spoleény nazor: Pisum je rozmanity rod a
jeho geneticka diverzita je velmi strukturovana (Ellis 2011, Smykal et al. 2011,2013)
(Smykal 2015).

V diplomové préci jsem se zabyvala analyzou genetické diverzity planého
predchiidce kulturniho hrachu Pisum sativum subsp. elatius a druhem Vavilovia
formosa, ktery je dle Schaefer et al. 2012 blizce ptibuzny. V této praci byla geneticka

diverzita studovana pomoci sekvenacnich analyz, SSR a AFLP.
Hybrid mezi Vavilovia formosa (Stev.) Fed. a Pisum L.

Diky ptibuznému fylogenetickému vztahu a stejnému poctu chromozomil
(2n = 14), Ize hrach a vavilovii omezené kiizit (Atlagic et al. 2010). Jediné informace
o pokusech vytvofit hybridy mezi vavilovii a jinym druhem pochazi od Dr. Golubeva
z N. I. Vavilova institutu (VIR) v Petrohradé, v Rusku. Jednalo se o kombinaci

matetské rostliny V. formosa a otcovské Pisum sativum. Vzniklo nékolik normalné
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vyvinutych semen F1 generace, ale pouze jedna rostlina byla Zivotaschopna. Hybrid
byl s bazalnimi vétvemi, mél dlouhd internodia, bez bocnich vétvi. Listy byly
trojéetné, okrajové, vEtsi nez vrcholovy listek. Rostlina neprodukovala semena ani
nedorostla do generativni faze. Zvadla v disledku chlorézy (mozna v dusledku
jaderné-cytoplasmatického konfliktu, Bogdanova et al. 2007, 2009). Reciproké
ktizeni produkovalo opét F1 hybridni rostliny s bocnimi vétvemi o mnohem del§imi,
nez byva u Pisum ¢i Vavilovia. Hybridi mély i kvéty a lusky, které obsahovaly bud’
nezrald nebo neoplozena semena (Golubev 1990). Bohuzel hybridni F1 rostliny

nebyly zachovany.
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2 METODIKA

NapIni této diplomové prace bylo zjisténi genetické variability druht

Vavilovia formosa a Pisum sativum subsp. elatius pomoci riznych molekularnich

metod. U rodu Vavilovia byla testovana metoda mikrosatelitnich repetic (SSR),

AFLP a sekvenaéni analyza useku mat K, ITS, trn H - psb A, trn F - L, rbcL, trn S -

G, rpl 32, rpl 32 - Ndh.

U rodu Pisum byla pouzita metoda SSR, AFLP. Sekvenovani (viz tab. ¢. 6)

rodu Pisum probéhlo u 11 vzorkl, kde byl vzdy jeden vybran jako zastupce celé

populace.

2.1 Rostlinny material

Tabulka ¢. 2: Rostlinny material pouzity pii praci (Vavilovia formosa)

Vavilovia formosa GPS-N GPS-E (mn. m)

1. populace |24 jedinct, hora Ughtasar, Arménie 39°41'11.37" | 46°03'36.01" 3330
2. populace |6 jedinci, hora Ughtasar, Arméni

Pop jecinen, fiora Lghtasal, ATMENE | 59041118 01" | 46°03'31.85" 3401

3. populace 17jedincfl, pOhOf'i Taurus, Turecko 36036I13.61" 3005l3903 2055

Sekvenacni analyze byly podrobeny vzorky z herbafovych polozek (viz

tab. ¢ 3) a vzdy jeden vzorek z populace 1 (Arménskd) a 3 (Tureckd). Tyto populace

jsou popsany v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 3: Herbatové polozky pouZité pii sekvenacéni analyze.

RBGE number Zemé GPS-N GPS-E (mn.m.)
E00158112 Turecko 39° 09' 54" 45° 59' 42" 3200 - 3300
E00158111 Turecko 37° 23' 60" 31°10' 12" 2100
E00294270 Libanon 39°52'26.4" |41°15'32.4" |3200
E00162353 Turecko 38° 23' 24" 39°40'04.8" |2134 - 2438
E00162350 Turecko

E00162351 iran 35°57' 18" 51° 02' 60" 2110
E00294269 Arménie 3500
E00162357 Turecko 39° 25' 12" 39°12' 18" 2500
E00162354 Dagestan 35°57' 18" 51° 02' 60" 2250
E00162360 Turecko 37°49'40.8" |35°08' 60" 2850
E00162359 Turecko 38° 10" 30" 42°53' 60" 2900
E00162356 Turecko 3200
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E00162355 Turecko 37°43'58.8" |30°24'57.6"
E00400314 Arménie 37°39'25.2" |31°16'37.2" |2100-2200
E00400315 Nachi¢evan

E00400316 Turecko 37°39'25.2" |31°17' 24" 2800-2900
E00400318 irén 34°17'49.2" | 36° 06' 54" 3200
E00162349 Turecko 37°49'01.2" |35°10'01.2" |3000
E00162358 Turecko 37°20'02.4" |43°48'07.2" |3400
3576 Turecko 3200
175 Turecko 39° 25' 12" 39°12'18" 2500
24517 Turecko 37°43'58.8" |35°08 60" 2700
24504 Turecko 38° 02' 60" 42° 57' 00" 3000
Wienna Herbarium

W39 Turecko

W40 Turecko

w41l Turecko

W42 iran 2400
Komarov Herbarium

K26 iran

K27 iran

Yerevan Herbarium

ERE180384 Arménie 39°41' 15" 46° 06' 14" 3320
ERE170020 Arménie 39° 40" 48" 46° 05' 24" 3335
ERE13411 Arménie 3000
ERE151385 Arménie 3100
ERE62829 Arménie

Pozn: RBGE (Royal Botanic Garden Edinburgh) number odpovida cislu herbdarové

polozky v této instituci.
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2.2 Mad’arsko, lokalita Villany (hora Szarsomlyd)

Diky spolupraci $kolitele této prace, pana Ing. Petra Smykala, Ph. D. a
jeho madarského kolegy, pana L. Erdése, Ph. D., mi byla umoznéna cesta do
Mad’arska na pfirozenou lokalitu vyskytu druhu P. sativum subs. elatius. Staz byla
zrealizovana v fijnu 2014 a financovana pomoci projektu PrF-2013-003

IGA_Prf_2014001, IGA_Prf_2015_001.

Naplni staZze bylo poznani pfirozené lokality druhu, seznameni se s
metodikou sbéru vzorkd na lokalit¢ a métfeni délky a poctu internodii u nalezenych
jedincti v kontextu s zivotni strategii druhu (podzimnim kli¢eni a pfezimovani
V podminkdch stiedni Evropy). Po dobu mého pobytu mi byl privodcem pan Dr. L.
Erdds, katedra ekologie, Univerzita Szeged. Pan Dr. Erddés vyjednal u Mad’arského
ministerstva Zivotniho prostiedi povoleni &islo 7452 - 2/2014 a 7452 - 8/2014 pro

sbér vzorku.

Obec Villany se nachazi 30 km jihovychodné¢ od meésta Pécs na jihu
Mad’arska. Piesné misto nalezu hrachu bylo nedaleko obce - hora Szarsomly6 (GPS
koordinaty, 442 m n. m.). Tato lokalita byla roku 1944 prohlaSena za rezervaci a
predstavuje v podstaté nejsevernéjsi (s vyjimkou lokalit v oblasti Balatonu) hranici

areadlu druhu P. sativum subsp. elatius.

Jizni svahy hory byly tvofeny mozaikou ze stromil kefovitého vzristu,
nejvice to odpovidalo asociaci Inulo spiraeifoliae-Quercetum pubescentis a ze
skalnich srazii, kde dominovala spiSe asociace Sedo sopianae-Festucetum dalmaticae
(Erdés et al. 2012). Vsechny vzorky z 2. populace byly odebrény z této mozaiky (viz
priloha ¢. 2a). V severni Casti rezervace byly i stromy vysSiho vzristu. Tam jim
vapenné podlozi umoznilo 1épe Cerpat Ziviny. Severni ¢ast nebyla tak xerotermni
jako jizni. V celé rezervaci bylo objeveno mnoho endemitd a chranénych druhd
rostlin jako jsou napfiklad: Orlaya grandiflora (L) Hoffm., Festuca
dalmatica (Hack.) K. Richt, Ceterach javorkeanum (Vida) So6, Colchicum
hungaricum Janka, Convolvulus cantabrica L., Ranunculus illyricus L., Trigonella
gladiata M. Bieb. a v neposledni fadé studovany druh Pisum sativum subsp. elatius
(M. Bieb.) Asch. et Graebn. (Erdés et al. 2013).
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Lokalitu jsem navstivila dvakrat, vzdy na cely den. Na lokalité, kde by
mohl byt n¢jaky jedinec rodu Pisum, byl vyty¢en ¢tverec 4 x 4 m. Tato plocha byla
zaméfena pomoci GPS soufadnic. V tomto ¢tverci se pak hledali jedinci druhu,
pokud byl néjaky objeven, byla zmétena jeho vyska a spocitany internodia. KdyZ se
ve Ctverci zadny nevyskytoval, byla zaznamenana "0". Takto se postupovalo skoro

po celém jiznim svahu (viz priloha ¢. 2b). Z nékterych ctverct byl odebran vzorek na

analyzu DNA.

Obrézek ¢. 2: Mapa s celkovym aredlem druhu Vavilovia formosa a zaroven
vyznacené haplotypy druhu (zelené byl zvyraznén haplotyp, kde byla detekovéana
repetice, ¢erné byl zvyraznén haplotyp bez 7 bp repetice v matK. Modra prezentuje
populaci z Arménie, Mt. Ughtasar a ¢ervena populaci z Turecka, Mt. Kizlar Sivresi
(Kenicer et al. 2009).
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B)

Obrézek ¢. 2 (A, B): A) Mapa s celkovym aredlem druhu Pisum sativum subs.
elatius. B) Zvyraznéni nékterych populaci z Turecka (HI, Hisar; XS, Xaniasor; BAG,
Bagyaki; KEB, Kebapéik; YES, Yesilkoy; GUR, Gurbuz). (Cervené je znazornén
haplotyp P. elatius, zelené¢ haplotyp P. sativum a Seda barva predstavuje

neotestované polozky.)

Pozn.: V obrazku ¢. 2 byly nékteré body symbolizujici areél Pisum sativum subsp.

elatius na mapé nepresné zaznaceny. Zpusobily to chyby GPS pristroje.

Tabulka ¢. 5: Vzdalenosti v kilometrech mezi populacemi z Turecka vyznacené v

orazku ¢. 2 B.

Xaniasor | Hisar | Bagyaki | Kebacik | Yesilkoy | Gurbuz
Xaniasor 0.00
Hisar 94.54| 0.00
Bagyaki 79.01| 19.57 0.00
Kebacik 62.72 | 33.57 16.29 0.00
Yesilkoy 58.78|35.81| 21.63 7.93 0.00
Gurbuz 142.00| 47.48| 64.30 80.12 83.21 0.00




2.3 lzolace DNA

Isolace genomové DNA byla provadéna v laboratoii molekularnich markeru,
katedry botaniky PfF v Olomouci. Genomova DNA byla vyizolovéna z ptiblizn¢ 100
mg rostlinného materialu vysusené¢ho pomoci silikagelu nebo z herbaiovych polozek.
Izolace byla provedena pomoci kitu-kolonek INVITEK (firma Invitek, Némecko).
Pti provadéni tohoto kroku se postupovalo podle protokolu vyrobce, ktery je popsan

v bakalarské praci (Chaloupska 2013).

2.4 PCR amplifikace - sekvenovani

PCR reakce byly provedeny pomoci cykleru MJ Research Gradient Cycler
podle Smykal et al. (2010) s pouzitim primeru (Generi-Biotech, CZ) pro ITS, trnSG a
usekt matK (viz tab. ¢. 6). Objem jednoho vzorku odpovidal 15 pl. Pfiprava PCR
mixu byla provedena dle tabulky ¢. 7. Podrobny postup byl popsan v bakalarské
praci (Chaloupské 2013). Program byl nastaven na pocateéni denaturaci pti 94 °C po
dobu 5 min, nasledovalo 40 cykla denaturace po 30 s na 94° C, 30 s pro nasednuti
primert pii 55 °C, 90 s pii 72 °C + prodlouZena konecna inkubace po dobu 10 minut
pti 72 °C. Produkty byly separovany na 1,5% agarézovéem TBE gelu, s vyuzitim
velikostniho standardu (100bp MW ladder, Fermentas, CZ) a vizualizovany
barvenim GelRED (BIOTIUM) pomoci UV transluminatoru a dokumenta¢niho
zatizeni (Kodak EDAS 290).

Tabulka €. 6: Pouzité primery pro sekvenacni analyzu.

Primer | Sekvence (3°-5") Citace

trn H-F CGCGCATGGTGGATTCACAAATC Schaefer et al. 2012
psbA-R GTTATGCATGAACGTAATGCTC Schaefer et al. 2012
trn S-F GTAGCGGGAATCGAACCCGCA Shaw et al. 2005
trn G-R CCTCTCAACGAGCAATTCGAG Shaw et al. 2005
Rpl32-F | GGAACTGGCATACAATTAGTATAG Shaw et al. 2005
Rpl32-R | TACGGCAGGATTGAAAGCCTTTTC Shaw et al. 2005
ITS 4-F TCGATGCCTTACATGCAGTG Kenicer et al. 2005
ITS5-R TAGAAACGCATATGGGTAAAAGAG Kenicer et al. 2005
matK1L-F | TTCAGTGGTACGDAGTCAAATG Kenicer et al. 2005
trn K2-R AACTAGTCGGATGGAGTA Kenicer et al. 2005
trn G-F CATCATTAGCTTGGAAGGCTAAG Schaefer et al. 2012
trn S-R CTTTAGTCCACTCAGCCATCTCTC Schaefer et al. 2012
rbcL -F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC | Schaefer et al. 2012
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GTAAAATCAAGTCCACCRCG

rbcL -R Schaefer et al. 2012
Rpl32-F | GGAACTGGCATACAATTAGTATAG Shaw et al. 2005
Ndh -R TAGGAACTGGAAGAGGGATGAAAG Shaw et al. 2005

Sekvenace vzorkii byla provedena u rodu Vavilovia na herbafovych
polozkach uvedenych v tabulce ¢. 3 a vzdy u jednoho jedince z populaci 1(arménska)
a 3 (turecka) uvedené v tabulce ¢. 2. U rodu Pisum byla sekvenace provedena u
jednoho jedince z populaci 1 (mad’arska, oblast jezera Balaton), 2 (mad’arska, oblast
Villany), 3 (srbskd), 4 (turecka - Antalya), 5 (tureckd - Thermessos), 6 (turecka -
Bagyaki), 7 (tureckd - Kebab¢ik), 8 (turecka - Gurbuz), 9 (turecka - Hisar), 10
(turecka - Xaniasor) a 11 (turecké - Yesilkoy) (viz tab. ¢. 4).

Tabulka ¢. 7: Rozpis pro PCR mix

Slozeni PCR reak¢éni smési dle standardniho protokolu vyrobce napf. s

vyuzitim MyTaq =" polymerézy (Bioline).

(v ul) 1x 10x 20x 30x
10x pufr (Bioline) 1,50 | 15,00 | 30,00 45,00
Voda 9,60 | 96,00 | 192,00 288,00
10 MM dNTP 0,30 | 3,00 |6,00 9,00
Primer mix (5mM F/R) 1,53 15,30 | 30,60 45,90
Taq (MyTag RED) 5u/pl 0,08 |080 |1,60 2,40
Mix 13,00

DNA vzorek (v pFiblizné koncentraci 30-100 ng/ul) | 2,00

Celkovy objem reakce (ul) 15,00

Elektroforeticka separace PCR produkti

Rozdéleni PCR produktt bylo provadéno horizontalni gelovou elektroforézou
(BIO-RAD). Ziskané PCR byly separovany na 1,5% agar6zovém gelu (SERVA),
s obsahem barviva GelRED (BIOTIUM) v 0,5x TBE pufru pfi napéti 2 V/cm.
Separace probihala po dobu piiblizné 45-60 minut pii 75-120 V, poté byl gel
dokumentovan pomoci UV transluminatoru (Kodak EDAS 290). Vysledny snimek

byl zpracovéan v grafickém programu (PowerPoint).
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Precisténi PCR produktu pro sekvena¢ni analyzu pomoci - SureClean (Bioline):

1. K15 pl PCR produktu pfidat stejny objem SureClean roztoku.
2. Po diikkladném promichani nechat inkubovat 10 min pii pokojové teploté.
3. Centrifugovat (Eppendorf Centrifuge 5415 R)10 min p#i (14,000 rpm).

4. Odpipetovat veSkery supernatant a vysrazenou DNA promyt 2 nasobnym

objemem 70% etanolu.
5. Vortexovat (MS2 Minishaker) a opét centrifugovat (10/14,000 rpm).

6. Supernatant odpipetovat a pellet nechat vyschnout. Poté rozpustit v

demineralizovana H,O. (Ziskany objem je 20-40 ul).

Sekvenace byla provadéna v servisni laboratofi Pf¥F UK, Praha pomoci BigDye
metody dle protokolu AppliedBiosystems na sekvenatoru ABI Prism 3130 Genetic
Analyzer. Nasledné byly sekvence manualné upravovany v programu Geneious 7.1.7
(Biomatters Ltd). a CLUSTAL alignment za pomoci webové dostupného rozhrani
(http://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgibin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalinan.html).

2.5 SSR (Simple Sequence Repeats):

Jednd se o metodu, kterda vyuzivd PCR amplifikaci. Primery v PCR
amplifikaci jsou specifické pro dany mikrosatelitni lokus. Detekce probihala pomoci
2-3% agar6zového gelu umoznujici vSak jen omezené rozliSeni velikosti fragmenti

maximalné v rozdilu 10-20bp.

Tabulka 7: Teplotni program pro PCR amplifikaci.

Krok Pocet cykli [Teplota [Cas
Denaturace DNA  |1x 95°C 4 min
Denaturace DNA 95°C [80s
Nasednuti primerd a5y 55°C [30s
Syntéza DNA 72°C 90s
Syntéza DNA 1x 72 °C {10 min
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O druhu Vavilovia formosa neexistuji informace ptipadného zkouseni
mikrosatelitti, proto byly pouzity mikrosatelity vyvinuté pro Lathyrus sativus L.
pouzité v praci (Yang et al. 2014) a Pisum sativum (Loridon et al. 2005). Pro
ptipadné porovnani byly ze stejného ¢lanku vybrany i primery pro Pisum. Pied
zacatkem bylo vyzkouseno vice primeri na jednom vzorku Pisum a Vavilovia,
nasledné se fungujici mikrosatelity aplikovaly na cely set vzorkl. VSechny zkouSené

mikrosatelity obsahuje tabulka ¢. 19 (viz vysledky).

U rodu Vavilovia byly primery vyzkou$eny na jednom jedinci z populace 1
(Arménie) a 3 (Turecka), v souboru nebyly zahrnuty vzorky z herbafovych polozek

vzhledem k fragmentované genomové DNA.

U rodu Pisum byly fungujici primery aplikovany na vSechny populace,

kromé populace (viz tab. ¢. 4).

Ptiprava PCR reakce probéhla stejné jako v ptipadé sekvenovani dle tabulky
¢. 6. Stejny byl 1 teplotni program. Separace produktu na 1,5% agar6zovém gelu

probihala pomaleji mezi 70-80 min pii 70-100V.

2.6 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism):

Dulezitym krokem byla stejnd koncentrace vzorki genomové DNA (50
ng/ul). Koncentrace byla spektrofotometricky zmeéfena (Thermo SCIENTIFIC,
NANODROP 200) a nasledné zfedéna na poZadovanou koncentraci. AFLP metoda
zahrnovala Ctyfi kroky: restrikci, ligaci, preselektivni amplifikaci a selektivni

amplifikaci.

Béhem restrikce byla DNA rozstipdna pomoci restrikénich endonukledz
Msel a EcoRIl (Fermentas, CZ). Msel rozpoznavala 4bp sekvenci (TTAA) a EcoRl
6bp sekvenci (GAATTC). Po tomto kroku byla DNA "rozstipana" a vznikly lepivé
konce. Na tyto konce byly pii ligaci pomoci T4 ligazy (Fermentas) pfipojeny
synteticky vyrobené adaptory, kde byla znama jejich sekvence (Kitner et al. 2008).
Preselektivni a selektivni amplifikace probihala jako klasickd PCR reakce, kde z
velkého mnozstvi produkti vznikaly pomoci téchto kroka specifikované useky, které
byly zadouci. U preselektivni amplifikace byl definovan jeden nukleotid smérem

dovniti fragmentu od adaptoru a u selektivni definujeme dal$i dva nukleotidy
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smérem dovniti od adaptoru a nukleotidu zatazené¢ho béhem predchazejiciho kroku

(Vos et al. 1995). Pro lepsi orientaci (viz obr. ¢. 3)

Genomic
DNA TN
a GAATTC TThA g
—_—— CTTARG BATT
Step 1 | EcoR I'Mse | digestion
L)
ARTTC T
@ ART
Eco linker Mza linkar
c TAZ
,\\:"-’ TAA Step 2 | Ligation of linkers :{/
™ .' "
“\‘ CARTTC TTRC f
GTTRAG ARTG
Eco+ Apre-
selective primer "'\* y
CALTTCH NTT
ETTARGH MAR
Pre-selective \-— _ Mse + C pre-
Eco+ATA amplification FCR selective primer
selective primer ‘“\ L
T CAATTCANN HNGTTAC
Fluorescent GTTAASTHNN HHCAATG—
dye
’ Selective \\“"— Mse + CAC
Step 4 amplification PCR salective primer
Y
CAATTCATA GTGTTAC
STTAAGTAT CACAATG

Obrazek ¢&. 3: Zobrazeni AFLP dle Meudt & Clarke 2007.

2.6.1 Restrikce

Chemikalie poti‘ebné k restrikci:

a) sterilni ddH,0

b) pufr dodany s EcoRl (PROMEGA)

¢) restrikéni endonukleazy Msel a EcoRI (Fermentas, CZ)

Pribéh restrikce:

1. Chemikalie (pufry) po rozmrznuti zvortexovat (MS2 Minishaker) a umistit do

chladiciho stojanku.
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2. Pripravit potfebné mnozstvi reakéni smési (v poradi voda-pufr-primery) dle
tabulky €. 9.

3. Do oznacené PCR desky(4tititude), (obsahuje 96 jamek po 0,2 ml) rozpipetovat
reakéni smés po 15 pl.

4. Do reak¢ni smésiv desce napipetovat 5pul vzorku DNA v pozadované
koncentraci.

Pozn.: Kroky 2 - 4 probihaji ve sterilnim boxu (TelSTAR PV - 102) z divodu
zabraneni mozné kontaminace vzorkaii.

5. Celou desku vlozit zavickovanou kratce do centrifugy(VWR).

6. Desku vlozit do PCR cykleru (Eppendorf vapo protect, Mastercycler proS) a
spustit teplotni program 37 °C na 2,5 hodiny.

6. Po ukonceni teplotniho programu je nutné piejit hned k dalsimu kroku - ligace.

Tabulka €. 9: Protokol ptipravy restrikéniho mixu

ddH,0O 12,790 | 127,90 | 255,80 | 383,70
pufr dodany s EcoRI | 2,000 20,00 | 40,00 60,00
Msel 0,125 1,25 2,50 3,75
EcoRl 0,063 0,63 1,26 1,89
Mix 15,000

DNA vzorek 5,000

Celkem 20,000

2.6.2 Ligace

Chemikalie potiebné k ligaci:

a) sterilni ddH,0

b) pufr dodany s ligazou (PROMEGA)

c) adaptory Msel a EcoRI

d) lighza (PROMEGA)
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Pribéh ligace:

1. Pfipravit potiebné mnozstvi reakéni smési (v poradi voda-pufr-adaptory-ligaza)
dle tabulky ¢. 10.

2. Do desky obsahujici pravé dokoncenou restrikci rozpipetovat reakéni smés po
5l

Pozn.: Kroky 1 - 2 probihaji ve sterilnim boxu (TelSTAR PV - 102) z divodu
zabranéni mozné kontaminace vzorkil.

3. Celou desku vlozit zavickovanou kratce do centrifugy (VWR).

4. Desku vlozit do PCR cykleru (Eppendorf vapo protect, Mastercycler proS) a
spustit teplotni program 37 °C na 3 hodiny.

5. Po ukongéeni teplotniho programu lze vzorky kratkodobé uchovavat v lednici, nebo

1 dlouhodob¢ zamrazené pii —20 °C.

Tabulka €. 10: Protokol ptipravy liga¢niho mixu

ddH,0O 30 |30 60 90
10x pufr dodany s ligazou 0,5 5 10 15
EcoRI adaptor 0,5 5 10 15
Msel adaptor 0,5 5 10 15
Ligaza 0,5 5 10 15
Mix 50

2.6.3 Preselektivni amplifikace

Chemikalie potiebné k preselektivni amplifikaci:
a) sterilni ddH,0

b) pufr dodany s polymerazou (5x) (PROMEGA)

¢) nukleotidy (Fermentas, CZ)

d) primery EcoRI a Msel (Fermentas, CZ)

e) GoTag polymeraza (5 U/ul) (PROMEGA)
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Pribéh preselektivni amplifikace:

1. Ptipravit potiebné mnozstvi mastermixu (v potadi voda-pufr-nukleotidy-primery-
polymeraza) dle tabulky ¢&. 11.

Pozn.: Sekvence primeri pouzité v tomto kroku jsou obsazeny v tabulce ¢. 15.

2. Do nové oznacené desky rozpipetovat mastermix po 18 pl.

Pozn.: Kroky 1 - 3 probihaji ve sterilnim boxu (TelSTAR PV - 102) z divodu
zabraneni mozné kontaminace vzorkaii.

3. Z vysledku ligace odebrat 2 pl a pfidat k mastermixu.

4. Celou desku vlozit zavickovanou kratce do centrifugy(VWR).

5. Desku vlozit do PCR cykleru (eppendorf vapo protect, Mastercycler proS) a
spustit teplotni program (viz tab. ¢. 12).

Pozn.: Vysledek z preselektivni amplifikace je prred dalsi pouZitim nutné 7x ziedit dd
H,O!

Tabulka €. 11: Protokol pfipravy mastermixu pro preselektivni amplifikaci.

ddH,O 11,85 |118,5 |237,0 | 3555
pufr (5x) 450 [450 [90,0 |[1250
dNTP 0,50 |5,0 10,0 | 15,0
Eco A*primer 0,50 5,0 10,0 15,0
Msel*primer 0,50 50 10,0 15,0
Polymeraza 0,15 1,5 3,0 4,5
Maestermix 18,00

vysledek z ligace | 2,00

Celkem 20,00

Tabulka ¢. 12: Teplotni program pro preselektivni amplifikaci.

Denaturace DNA | 1x 94 °C 3 min
Denaturace DNA 94 °C 30sek
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Nasednuti 20x 56 °C Imin
primeru

Syntéza DNA 72°C 1min 45 sek
Syntéza DNA 1x 72°C 5 min
Chlazeni 1x 4°C Neomezené

2.6.4 Selektivni amplifikace

Chemikalie poti‘ebné k selektivni amplifikaci:
a) sterilni ddH,0

b) pufr dodany s polymerazou (5x) (PROMEGA)
¢) nukleotidy (Fermentas,CZ)

d) primery EcoRI a Msel (Generi-Biotech, CZ)

e) GoTag polymeraza (5 U/ul) (PROMEGA)

Prubéh selektivni amplifikace:

1. Pfipravit potfebné mnozstvi mastermixu (v potadi voda-pufr-nukleotidy-primery-
polymeraza) dle tabulky ¢&. 13.

2. Do nové oznacené PCR desky rozpipetovat mastermix po 8 pl.

Pozn.: Kroky 1 - 3 probihaji ve sterilnim boxu (TelSTAR PV - 102) z divodu
zabranéni mozné kontaminace vzorkii.

3. Ze 7x zfedéného preamplifikatu odebrat 2 pl a ptidat k mastermixu.

4. Celou desku vlozit zavickovanou kratce do centrifugy (VWR).

5. Desku vlozit do PCR cykleru (Eppendorf Vapo Protect a nebo Mastercycler proS)

a spustit teplotni program (viz tab. ¢. 14).

Tabulka ¢. 13: Protokol pfipravy mastermixu pro selektivni amplifikaci.

ddH,0O 3,74 37,4 68,8 106,2
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pufr (5x) 2,00 20,0 40,0 60,0

dNTP 0,20 2,0 4,0 6,0
Eco A***primer 1,00 10,0 20,0 30,0
Msel***primer 1,00 10,0 20,0 30,0
Polymeréaza 0,06 0,6 1,2 1,8
Maestermix 8,00

ziedény preamplifikat | 2,00
Celkem 10,00

Pozn.: Primery*** pouzité v praci pro Pisum a Vavilovia jsou uvedeny v tabulce ¢.

15.

Tabulka ¢. 14: Teplotni program pro selektivni amplifikaci.

Denaturace DNA | 1x 94 °C 3 min 30 sek
Denaturace DNA 94 °C 30 sek
Nasednuti 17x 60,1 °C | 30 sek
primeri

Syntéza DNA 72°C 1min
Chlazeni 1x 4°C Neomezené

Tabulka ¢. 15: Primerové kombinace preselektivni a selektivni amplifikace pro rody

Vavilovia a Pisum.

Sekvence preamplifikacnich primeri
EcoRI5— G ACT GCG TACCAATTCA-3
Msel 5'— G ATG AGT CCT GAG TAAC -3

Sekvence amplifika¢nich primeri
Vavilovia | EcoRI*** | Msel*** | Kombinace

AGC CTG 1.2
AGC CGAT |194
AGG CTG 2.2

AGG CGAT (294

Pisum
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‘ACA ‘ CAATG ‘ 4.641

Detekce AFLP probéhla pomoci vertikalni elektroforézy (Thermo
SCIENTIFIC T-rex) mezi "malym a velkym" sklem na 6% polyakrylamidovém gelu

barveném stiibrem. Dle protokolu Kitner et al. 2008.

2.6.5 Priprava gelu:

Chemikalie pouzité p¥i pripravé skel:

a) saponat (pur)

b) 100% ethanol (EtOH) (Lachner)

c) Rain Repelent (Turtle WAX)

d) 3-methacryloxypropyl-trimethoxysilane (SERIA)

e) 8 % kyselina octovd (CH3COOH) v 96% EtOH, (100 ml 96% EtOH + 500 ul
8 % CH3COOH) (Lachner)

f) 0,5xTBE
Postup pri pripravé denaturacniho PAA gelu:

1.Velké sklo (tam bude ptichycen gel se vzorky i béhen hodnoceni) je nutné potadné

ocistit saponatem, splachnout vodou z vodovodu a nasledné i destilovanou vodou.
2. Sklo osusit laboratornimi utérkami.

3. Pretfit 2x ddH,O do sucha a pienést do digestoie (MERCI) na polystyrenové

viko.

4. Osetfit 2x silanem (3 pl) a kyselinou octovou v etanolu (1 ml), chemikélie se

rozetfou papirovym ru¢nikem od okrajii do stiedu, nechat 5 min stat.

5. Malé sklo s vytezem oplachnout vodovodni vodou a destilovanou, osusit a oSetfit

Rain Repelentem (ptipravek na odpuzovani vody).

6. Par kapek ptipravku rozettit po okrajich a pak smérem do stfedu, nechat 5 min

Stat.
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7. Prettit 1x destilovanou vodou a 1x EtOH.
8. Velke sklo pretiit 4x EtOH, umistit po okrajich spacery.

9. Mal¢ sklo oSetenou stranou s Rain Repelentem umistit na velké sklo a spacery

zafixovat svorkami.
10. S brylemi pfipravit gel a nanést injek¢ni stiikackou mezi skla.

Chemikalie pouzité pfi piipraveé 86 % akrylamidu na jednu elektroforézu:

e 70 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu - bis akrylamid 19:1 (MERCK)
e 476 ul 10 % roztoku peroxodisiranu amonného (NH4),S;05 (SIGMA)
e 46,7 ul N, N, N’, N’ - tetramethylendiamin (MERCK)

11. Po naplnéni vlozit obracenou stranu hiebinku mezi skla a zafixovat svorkami.
12. Nechat hodinu tuhnout.

13. Po hodiné¢ omyt piebytecny zaschly gel, vytdhnout hiebinek a umistit na
elektroforézu (Thermo SCIENTIFIC, OWL S3S) (malé sklo sméfuje k

elektroforéze).

14. Nalit 900 ml 0,5xTBE, v horni casti elektroforézy asi 1 cm nad vyfez v malém

skle a zbytek nalit do dolni ¢asti, aby sklo bylo ¢aste¢né ponotfené.

15. Na 40 min spustit nahfivani, nastavit na vykon 75 W, maximalni proud a nap¢ti

(2000V, 120 mA).

16. 10 min pfed ukon¢enim nahfivani provést denaturaci vzorkd.

17. K vysledku selektivni amplifikace pfipipetovat 5 ul bronfenilové a xylenove
modfi 1:1 (SIGMA), kratce cely blok zvortexovat (VWR) a pfemistit na vyhiaty
termocykler (Eppendorf vapo protect, Mastercycler proS) na 97 °C po dobu 3 min.

18. Po ukonceni programu vlozit blok mezi dvé "chladitka", zastavit elektroforézu,
umistit hiebinek do nahfatého gelu a zadit plnit jamky 2-3 pl vzorky pomoci osmi

kanalové pipety.

19. Opét zapnout elektroforézu a nechat bézet 1hod a 40 min.
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Pozn.: Cas separace vzorkii zdvisi na molekuldrnich hmotnostech (délkdch)
rozdelovanych PCR produktii. Orientacné je mozné se ridit pomoci barviv v
nandSecim pufru, jimiz jsou bromfenolova modr a xylenova modr, které ukazuji
pritbéh elektroforézy. Pricemz plati, ze v 6% polyakrylamidovém gelu se
bromfenolova modr pohybuje stejné rychle jako retézec DNA dlouhy priblizne 60
paru bazi a xylenova modr jako tetezce DNA dlouhé 220 parii bazi. Obvykla doba

separace vzorkii je 1-3 hodiny.

20. B&hem probihajici separace vzorkil pfipravit roztoky potiebné na zviditelnéni

vysledné reakce.
a) Fix/Stop roztok = 10% CH3COOH (Lachner)
e 165 ml CH3COOH doplnit do 2000 ml ddH,O
b) 1% HNOj3 (Lachner)
e 18 ml konc. HNO3 pomalu nalit do 1l ddH,O, pak doplnit do 1200 ml
¢) 1% AgNO3; (VWR Chemicals)

e 29 dusi¢nanu rozpustit 11 ddH,O, pak doplnit do 1200 ml, pfidat 3 ml
formaldehydu

d) Vyvojka = 3% Na,CO3; (VWR Chemicals)

e 459 NayCOgzrozpustit v 11 ddH,0, pak doplnit do 1500 ml a dat vychladit do

lednice na 10 °C
e pied pouzitim piidat 2,25 ml formaldehydu (Lachner) a 300 pl 1% roztoku
NH.QSQOg
2.6.6 Postup pri vyvolavani gelu:
1. Po ubéhnuti doby potiebné k separaci, odpojit od zdroj (111 ajor Science MP 2000

P), prenést sklo na podlozku, vytahnout hiebinek a spacery.

2. Malé sklo na okraji odchlipnout od velkého opatrné nozem, pfemistit do fotomisky

s Fix/Stop roztokem tak, aby ptilepeny gel byl smérem vzhtru.

36



3. Fotomisku umistit na tfepacku (GFL 3017) v digestoii (MERCI) a nastavit na 65

otacek/min, nechat v roztoku 20 min.
4. 4x promyt v destilované vodé¢, roztok slit zpét do lahve.

5. Pouzit 2. roztok = 1% HNOg;, sklo s gelem ponechat 5 min na tfepacce ve

fotomisce.

6. 4x promyt v destilované vodé, roztok slit zpét do 1ahve. (Pfi dalSim vyvolavani se

muze jesté 1x pouzit).
7. Do dalsi fotomisky nalit 1% AgNOj3 ponofit sklo a nechat na tfepacce 35 min.

8. Ix kratce promyt v destilované vod¢, roztok slit zpét do lahve. (Pfi dal$im

vyvolavani se mlze jesté 1x pouzit).

9. Pouzit vyvojku, nechat sklo v roztoku do té doby, dokud neza¢nou tmavnout

okraje gelu, pak zalit Fix/Stop roztokem a ponechat 10 min na tfepacce.

10. Sklo ponotime do destilované vody a na tfepacce nechdme 10 min, pak vlozime

do suSarny (HS 62A).

Hodnoceni probihalo subjektivné na prosvétlovaéece (ELLA NHQLR, ELLA
NBX 2). Vysledna matice hodnocenych fragmenti v dané velikosti byla hodnocena
jako ptitomnost (1) a absence (0) zapsana do Microsoft Excelu 7. Nésledné se matice
importovala pomoci poznamkového bloku do programu FREE TREE, kde byla
navolena jako metoda vytvofeni pro vysledny fylogram UPGMA dle Jacardova
koeficientu. Fylogram byl vytvofen a upravovan v programu FigTree v. 1.4.0.

Ukéazka hodnoceného skla u druhu P. sativum subsp. elatius (viz priloha ¢. 3).

Na sledovani interakce mezi dvéma populacemi (Arménské populace byly
az prilis blizko u sebe, proto byly sjednoceny v jednu a brany jako subpopulace) byl
pouzit i program STRUCTURE (Falush et al. 2007) a to pomoci Bayesianské
analyzy . Hodnota K (shluk) byla nastavena na 1-10 s 10 opakovanim. Pro kazdy K
(shluk) byl pouzit 1 000 000 MCMC (Markov Chain Monte Carl) opakovani po dobu
100 000 burn-in interakci. STRUCTURE Harvester (Earl & von Holdt 2012) byl
pouzit pro shrnuti grafického vystupu, ktery byl dotvofen v programu Distruct
(Rosenberg 2004).
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Za pouziti programu GenAlex 6 software (Peakall & Smouse 2006) byly
provedeny i statistické analyzy (AMOVA) na posouzeni genetické variability mezi

populacemi.

Analyza AMOVA byla provedena pouze u druhu Vavilovia formosa, stejné
tak hodnoty z programu STRUCTURE.

2.7 Niche modelling

V ramci této diplomové prace byla rovnéz vypracovana studie tykajici se

pouze druhu Vavilovia formosa na zakladé Niche modellingu.

Niche modelling pfedpovida potencionalni rozsiteni studovaného druhu v
minulosti a soucasnosti. Pouziva pro to znalost lokalit vyskytu druhu v soucasné
dobé (GPS soufadnice), ekologickych podminek prostfedi a udaje porovnava s
ekologii druhu. Pro analyzy vyskytu druhu v minulosti bere v Gvahu paleoklimaticka
data. Z dostupné databaze (WorldClim) extrahuje bioklimatické parametry (srazky,
teploty, oslunéni, apod.) a ze stranek sveétové piidni databaze tdaje o vlastnosti pudy
na lokalité. Z téchto dat za pomoci algoritmu Maximum Entropy (MaxEnt) (Philips
et al. 2006) ziskdme mapy aredlu druhu pro posledni interstadial, posledni glacial a

soucasnost. Zaroven Niche modelling predikuje potencionalni mista vyskytu druhu.

Ekologické podminky pro rostliny se v pribéhu let méni, diky Niche
modellingu jsme schopni ¢astecné zmény predpokladat, a tim vcas a efektivnéji

chrénit rostliny, kterym by jinak hrozilo vyhynuti.
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3 VYSLEDKY

3.1 Sekvenacni analyza

Po tuspésné amplifikaci vybranych fragmenti ITS a cpDNA, ovérené
elektroforetickou separaci 5 pl PCR produktu, byla zbyvajici ¢ast pfecisténa pomoci
SureClean a po zméteni koncentrace byla namichana sekvenacni reakce obsahujici
500 ng PCR produktu a 5 pmol sekvena¢niho primeru v celkem 14 pl a odeslana
k sekvenaci. Ziskané sekvence byly analyzovany pomoci softwaru, véetné piipadné
editace. Polymorfni pozice byly identifikovany pomoci softwaru Geneious 7.1.7 a

nasledné ptevedeny do Excel tabulky.

Prvni sekvenovani prob&hlo na dvou jedincich Pisum z populace 1 a 3 (viz
tab. ¢. 4) a dvou jedincich Vavilovia z populace 1 a 3 (viz tab. ¢. 2). VSechna data ze
zacatku nebyla podrobena analyze z finan¢nich divodd. Po pouziti programli na

vyhodnoceni sekvenovani bylo zjisténo, ze ve vétSin€ pripadi sekvence nebyly Cisté.

Tabulka ¢. 16: Vzorky Vavilovia formosa, které obsahuji 7 bp repetici GATTGGT v

sekvenci matK a vzorky, kde doslo k vyméné nukleotidu A za G v sekvencich ITS.

ITS (G/A) matK (repetice)
Cisla vzorkii | E00400315 E00400314
E00400318 E00162354
E00400314 ERE180384
E00162353 ERE170020
E00162360 ERE13411
E00162355 K 26
zastupce pop. z Turecka |K 27
zastupce pop. z Arménie | zastupce pop. z Arménie

Pozn.: Veétsina cisel vzorkit véetne K 26 a 27 jsou uvedeny v tabulce ¢. 3 kromé

zastupcii (pop. = populace) z Armenie a Turecka.

Tabulka €. 17: Vyhodnoceni informovanosti tisekti cp DNA a ITS.

Useky DNA | Informativnost
trn H-psb A |1 SNP

trFL 74dny SNP

rbcL 74dny SNP
nizka kvalita

trn SG sekvenovani
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rpl 32 Multiband
ITS 1 informativni SNP
mat K 7 bp indel
rpl 32 - Ndh | Multiband

Pozn: SNP (Single Nucleotide Polymorphism).

Tabulka ¢. 18: Rozdéleni populaci Pisum na zakladé sekvenci do dvou haplotypu.

Zemé Lokalita Haplotyp
1. pop. |Madarsko | Balaton Elatius
2. pop. |Madarsko | Villany Elatius
3. pop. | Srbsko Sv. Prohor Elatius
4.pop. |Turecko |Antalya Humile
5.pop. |Turecko | Thermessos Humile
6. pop. | Turecko |Bagyaki Humile
7.pop. |Turecko |Kebapcik Humile
8. pop. |Turecko |Gurbuz Humile
9.pop. |Turecko |Hisar Humile
10. pop. | Turecko | XaniaSor Humile
11. pop. |Turecko |Yesilkoy Humile

Sekvenovani herbafovych polozek ukazalo, ze druh Vavilovia formosa ma
dva odlisné haplotypy, které byly dolozeny jak molekularni analyzou, tak
izolovanym geografickym rozmisténim, to je mozné vidét na obrazku ¢ 2 Dle
sekvenacni analyzy se jednalo o 7 bp deleci a o repeticit GATTGGT na pozici 670 bp
pfi pouziti matK (v amplifikovanem fragmentu pomoci matk1777L a trn2K primert.
Vzorky, pro které toto plati, byly zahrnuty do tabulky ¢. 16. Ostatni markery nebyly
tolik informativni (viz tab. ¢. 17). Dikaz o repetici GATTGGT a 7 bp indelu

znazornéné v programu Geneious v sekvencich matK (viz priloha ¢. 4).

Na zéklad¢ sekvence vzorkt Pisum sativum subsp. elatius byly vzorky
rozdéleny do dvou haplotypt dle Ben-Ze’ev & Zohary (1973) na haplotyp P. humile
Boiss and Noé a P. elatius Bieb. Vysledky byly shrnuty do tabulky ¢. 18.

3.2 Mikrosatelity (SSR)

Puvodné méla byt studie zalozena na vysledcich z mikrosatelitt (viz tab. ¢.
19) a sckvenacnich analyz, z kterych mély byt patrné mezipopulacni i

vnitropopulacni rozdily, ale u druhu Vavilovia formosa je nebylo mozné zcela pouzit
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(viz obr. ¢. 4), pravdépodobné vzhledem k fylogenetické vzdalenosti mezi rody
Pisum, pro které byly mikrosatelity vyvinuty.

Tabulka ¢. 19: Pouzité primery v praci. (Primery se liSily v zéavislosti na daném
druhu, v tabulce byly pro ndzornost zvoleny znacky. "0" = marker nebyl pouzita "1"
byl pouzit, dile se objevuje zelend barva znazorujici funkénost markeru a Cervena
barva vyznacujici, ze marker nefungoval (tj. neprobéhla bud’ zadna, nebo jen

nespecifickd amplifikace).

SSR Sekvence (3°-57) Citace Pisum | Vavilovia
A5 -F GTAAAGCATAAGGGGATTCTCAT Loridon et al. 2005
A5 -R CAGCTTTTAACTCATCTGACACA

A6 -F CTTAAGAGAGATTAAATGGACAA Loridon et al. 2005
A6 -R CCAACTCATAATAAAGATTCAAA

A7 -F CTTGAAATACTAAGGCACCATA Loridon et al. 2005
A7 -R GTGAACACTCTTTGTTTTACCA

A9 -F GTGCAGAAGCATTTGTTCAGAT Loridon et al. 2005
A9 -R CCCACATATATTTGGTTGGTCA

AA 31-F CATTTGTGTAGTTGTAATTTCATT Loridon et al. 2005
AA 31-R TGAGAATGGATCATGTTATGAT

AA 99-F AACAATAACATGGCAAAGATT Loridon et al. 2005
AA 99-R ACCTTGCGATATAATTGATG

AA 163,2-F TAGTTTCCAATTCAATCGACCA Loridon et al. 2005

AA 163,2-R AGTGTATTGTAAATGCACAAGGG

AA 278-F CCAAGAAAGGCTTATCAACAGG Loridon et al. 2005

AA 278-R TGCTTGTGTCAAGTGATCAGTG

AA 476-F TAGTTTTGAACTTTGGCCGTAT Loridon et al. 2005

AA 476-R CACACCCTAATCTAGGCTATCC

AB 23-F TCAGCCTTTATCCTCCGAACTA Loridon et al. 2005
AB 23-R GAACCCTTGTGCAGAAGCATTA
AB 36-F GTCGGTGGCGACTCTTGCTA Loridon et al. 2005
AB 36-R GCAGAAGCATTTGTGCAGTTGA
AB 65-F CTCGTATCCAAAGATTCGTAGA Loridon et al. 2005
AB 65-R AGGGTTAATCGGAGTTTTATGA
AB 122-F AATGCAGTTGCAATTTCGTTCTC Loridon et al. 2005

AB 122-R GCGTCCCAAAACGCATAGG

AD 237-F AGATCATTTGGTGTCATCAGTG Loridon et al. 2005
AD 237-R TGTTTAATACAACGTGCTCCTC
AD 60-F CTGAAGCACTTTTGACAACTAC Loridon et al. 2005
AD 60-R ATCATATAGCGACGAATACACC
AD 85-F CGGGTACTAAATCTATGGTGAA Loridon et al. 2005
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AD 85-R TGAAAGATGAAGCTCAAGTGTT

AD 100-F TACACCCAAGACGACAAGCCT Loridon et al. 2005
AD 100-R GGAGCTTCCGCTTGATTCTCT

AD 141-F AATTTGAAAGAGGCGGATGTG Loridon et al. 2005
AD 141-R ACTTCTCTCCAACATCCAACGA

AD 144-F AGGCGTCAGCAGATTGACTATT Loridon et al. 2005
AD 144-R TGCCATCGGAAACAACTCTAAA

AD 146-F TGCTCAAGTCAATATATGAAGA Loridon et al. 2005
AD 146-R CAAGCAAATAGTTGTTTTGTTA

AD 174-F GGAGGGATGATTCTAACAAGGT Loridon et al. 2005
AD 174-R AACTCCCACTCCTCGAACTATT

AD 175-F CTTGTGCAGAAGCATTTGATTA Loridon et al. 2005
AD 175-R AGAGACAATGGATGCTCATAGT

AD 186-F TCAATGACGTGTTGATCGAGGA Loridon et al. 2005
AD 186-R CCATGCTTTGCACCGAAAGTAA

AD 237-F AGATCATTTGGTGTCATCAGTG Loridon et al. 2005
AD 237-R TGTTTAATACAACGTGCTCCTC

AD 270-F CTCATCTGATGCGTTGGATTAG Loridon et al. 2005
AD 270-R AGGTTGGATTTGTTGTTTGTTG

B14-F GAGTGAGCTTTTTAGCTTGCAGCCT Loridon et al. 2005
B14-R TGCTTGAGAACAGTGACTCGCA

BLOX 13,1-F | CTGCTATGCTATGTTTCACATC Burstin et al. 2001
BLOX 13,1-R | CTTTGCTTGCAACTTAGTAACAG

BLOX 13,1-F | GAACTAGAGCTGATAGCATGT Burstin et al. 2001
BLOX 13,1-R | GCATGCAAAAGAACGAAACAGG

SAT 5-F ATTTTGGCCTCCACCGACATC Loridon et al. 2005
SAT 5-R TGCTTTAGGTGGTTGTTGTTG

Ls 074-F ATGCTTCAGATGCAAAAGAT Shiferaw et al. 2012
Ls 074-R TCAAAAGTTGAAACAGAGAGC

Ls 848-F TTGAAACTATTGAGGCAACAT Shiferaw et al. 2012
Ls 848-R AGACTTTCAAGGAAAATGCTT

Ls 989-F GGGCTTTTACACTGATATGT Shiferaw et al. 2012
Ls 989-R AACAGCATAAATACCCCTTTT

MtBB02-F AAGTGCCAAAGAACAGGGTTT Shiferaw et al. 2012
MtBB02-R AACCTACGCTAGGGTTGCAG

MtBFO5-F TCACAACTATGCAACAAAAGTG Shiferaw et al. 2012
MtBF05-R GTGGGTCGGTGAATTTTCTGT
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Pozn: 1) Ls 74, 2) Ls 848, 3) Ls 989, 4) Mt BFO5, 5) Mt BB02, 6) AD 175, 7)B14, 8) AD 141, 9)AD
270, 10) A5, 11) AB 122, 12) AB 36, 13) AD 174, 14) AB 65, 15) AD 60, 16) AB 23, 17) AD 146, 18)
AB, 19) AD 144, 20) SAT 5, 21) AA 278, 22) A7, 23) AD 270

Obrazek ¢. 4: Elektroforetickd separace na agarosovém gelu nékterych zkousenych
mikrosatelitd u Vavilovia formosa (jako DNA byl pouzit vzorek arménské populace
1).

U druhu Pisum sativum subs. elatius vybrané SSR (viz tab. ¢. 19) fungovaly,
a proto byly amplifikovany u vSech populaci. Vétsina markert, které byly pouzity na
vSechny populace, neukazovaly Zadnou variabilitu (viz obr. ¢. 54). Pomoci ostatnich
markert byla dokéazana variabilita, kde délkovy polymorfismus amplifikovanych
fragmentl jednotlivych vzorku je az 50bp, a to i v rdmci jedné populace (viz obr. ¢.
5B-E). N¢které z téchto variabilnich markert potvrdily i pfitomnost heterozygotnich

jedinct tohoto druhu (viz obr. ¢. 5D,E).

A)
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Obrazek €. 5 (A-E): Nekteré vytezy gelt dokladajici vysledky SSR u Pisum sativum
subsp. elatius. A) Neinformativni mikrosatelit na ptikladu AA 476. B), C) Variabilni
mikrosatelity AD 270 a AD 175 bez heterozygota. D), E) Variabilni mikrosatelity
AD 186 a AD 141, kde je ptitomen heterozygot (M, 100 bp DNA marker; S, srbské
populace a H, madarska z oblasti jezera Balaton. Cisla oznacuji jedince danych

populaci . Heterozygoti jsou zvyraznény ¢erveng).

Pouzitim ctyfech mikrosateliti (A9, AB 273, AD 270 a Bl4) se
heterozygotnost u 96 vzorki u populace Hisar, Yesilkoy a Xaniasor rodu Pisum

ukézala okolo 1% v daném vzorku.

3.3 AFLP

Jelikoz mikrosatelity u Vavilovia formosa nefungovaly, byla vyzkousena
AFLP metoda nejprve na populacich rodu Vavilovia (viz tab. ¢. 2) a nasledné na

vSech populacich rodu Pisum (viz tab. ¢. 4).

U Vavilovia byla analyza zalozena na testovani Cétyfech primerovych
kombinaci (viz tab. ¢. 15) a na vyhodnoceni 143 fragmentii v rdmci mezipopulacni i
vnitropopulacni variability. Tabulka ¢. 20 odkazuje na pomér vyhodnocenych a
polymorfnich fragmentd u kazdého primeru. Vysledkem AFLP u Vavilovia byl
fylogram (viz obr. ¢. 6), vystup z programu STRUCTURE (viz obr. ¢. 74,B) a
statistické analyzy za pouziti GenAlex (AMOVA) (viz tab. ¢. 21).

Tabulka ¢&. 20: Udaje o fragmentech pouZitych pii skorovani (Ng) a o polymorfnich

fragmentech (Npg) vSech primerovych kombinaci.

45



Primery pouzité pri amplifikaci Ng | Npg

1.2 |EcoRI primer E-GC / Msel primer M-TG |45 |28 (62.2%)

1.94 | EcoRI primer E-GC / Msel primer M-GAT |37 |28 (75.7%)

2.2 |EcoRI primer E-GG / Msel primer M-TG |36 |21 (58.3%)

2.94 | EcoRI primer E-GG / Msel primer M-GAT |25 |17 (68.0%)

Obrazek ¢. 6: Fylogram znazoriujici mezipopulaéni i vnitropopulacni genetickou
variabilitu druhu Vavilovia formosa. (Arm, arménska populace; Tur, turecka,
nasledujici ¢islo za tureckou populaci je ¢islo jedince. Prvni ¢islo u arménskych

populaci se shoduje s ozna¢enim populace 1 a 2, druhé udava ¢islo jedince).

Z fylogramu na obrazku €. 6 byla vyvozena mezipopulacni i vnitropopulacni

geneticka variabilita druhu Vavilovia formosa. Fylogram byl rozdélen na dvé
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zakladni vétve (arménskd a turecka pop.) Nejvétsi mezipopulacni variabilitu podle
fylogramu byla u 2. arménské populace. Nejvétsi vnitropopulacni variabilitu méla 1.

arménska populace.

L{K) (mean +- SD)

2000 |
0 -
m
g ®
T —2000f o % ¢
‘B
s
2 —a000 |
= o
*5 —6000 |
k=
=
©  —8000|
=
—10000 |
—12000 |
1 2 3 4 5 6 7 8

Graf ¢. 1: Stfedni hodnoty pravdépodobnosti z programu (STRUCTURE - Harvester)
prokazdé K od 1 - 8.

Na zéklad¢ informaci obsazenych v grafu ¢. 1 byly vybrany shluky 2 a 4,
které byly vlozeny do obrdzku ¢. 7 A) a B).

Armenie Turecko

A)
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Armenie Turecko
B)

Obrazek ¢. 7: Vystup z programu STRUCTURE. A) K = 2 a B) K = 4. Potadi vzorkt
zleva doprava: arménska subpop. 1 vzorky 1-24, arménska subpop. 2 vzorky 1-6 a

turecka pop. vzorky 1-17.

Analyza z programu STRUCTURE (viz obr. ¢ 7A4) potvrdila striktni
rozdéleni na arménskou a tureckou populaci. Podle hodnoty K = 2 byla turecka
populace variabilngj$i. Vyssi variabilita arménské populace byla u K = 4 (viz obr. ¢.
7 B).U tohoto shluku byla detekovana v mensi mife a rizné $kale podobnost obou
populaci. To mohlo byt zpisobeno tim, jak se druh §ifil nebo, jak spolu populace

komunikovaly (kfizeni), ¢i kumunikuji.

Tabulka ¢. 21: Piehled genetickych hodnot rozmanitosti dvou populaci Vavilovia
formosa na zakladé 143 AFLP fragmentt. (NS, pocet vzorka; NBP, pocet fragmentt
na populaci; NPoB, pocet polymorfni fragmentii; NPrB, pocet nalezenych privatnich
fragmentti; NFPA, pocet fixovanych privatnich fragmentd; NG, pocet genotypt; GD,

genotypova diverzita; P, procento polymorfnich lokusi; HE, océekavana

heterozygotnost).

Arménie | Turecko
Ns 30 17
Ngp 97 107
Npos 39 30
Nprg 36 46
NEeps 7 24
NG 30 10
GD 1 0.79
P (%) 27.27 20.98
He 0.098 0.077
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AMOVA analyza odhalila molekularni odchylku (78,96%), ktera je
pfitomna mezi dvéma populacemi, zatimco mensi ¢ast (21,04%) predstavuji
odchylky pozorované v populacich. Mezi populacemi byl pozorovan rozdil i diky Fst
(fixacni index) = 0,78, ktery byl vypocitan v programu Arlequin ver. 3.5.1.2
(Excoffier & Lischer 2010). Fst index nabyva hodnot 0-1, proto se jednd o

vyznamny rozdil. Ostatni vyznamné parametry byly zahrnuty do tabulky ¢. 21.

U druhu Pisum sativum subsp. elatius byla testovana pouze jedna primerova
kombinace (viz tab. ¢. 15). Pro mezipopulacni srovnani bylo vybrano 3 - 14 jedinct z
kazdé populace, ktefi prezentovali danou populaci (viz obr. ¢. 8). Bylo ziskano 101

fragmentd.

P b=

aaH-510
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Obrazek ¢. 8: Fylogram znazoriiujici mezipopulacni genetickou variabilitu druhu
Pisum sativum subsp. elatius. (Kazda populace byla pro vétsi nazornost zvyraznéna
odli$nou barvou a zaroven prvni pismeno odpovida nazvu populace (viz tab. ¢. 4). U
nekterych vzorka se prvni pismeno z nazvu populace skryva za pismeny MCH. Ty
jsou v obrazku vpravo nahote. H u téchto vzorkl popisuje populaci z Mad’arska z

oblasti Balatonu).

Populace ve fylogramu (viz obr. ¢. 8), MCH-S = srbské p., H = mad’arska p.
z obl. Balatonu a M = mad’arska p. z obl. Villany, byly vyhodnoceny natolik odlisné
od ostatnich populaci z Turecka, ze se musel fylogram rozstépit na dvé vétve. Ostatni

populace z Turecka dohromady utvofily druhou ¢ast fylogramu.

Vnitropopula¢ni variabilita byla u rodu Pisum vyhodnocena pro kazdou
populaci zvlast. Variabilita byla zndzornéna pomoci 11 fylogramti do obrazku €. 9

A-K.

0.04 003
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Obrazek ¢. 9 (A-K): Fylogramy znazoriiujici vnitropopulacni genetickou variabilitu
druhu Pisum sativum subsp. elatius. (A-K: Antalya, Bagyaki, Gurbuz, Hisar,
Mad’arsko-Balaton, Kebapc¢ik, Mad’arsko-Villany, Srbsko, Thermessos, Xaniasor,
Yesilkoy).

Podle fylogramt (viz obr. ¢. 9) bylo mozné stanovit populaci s nejvetsi a
nejmensi vnitropopulacni variabilitou. Téméf nulova variabilita byla zjisténa v
populaci Bagyaki (viz obr. ¢. 9B). Nejvétsi vnitropopulacni variabilitu méla pak

populace Antalya (viz obr. ¢. 94).

Druh Pisum sativum subsp. elatius nebyl podroben STRUCTURE analyze
ani testu AMOVA, ale diky programu GenAlex byla pro kazdou populaci zvlast

vypocditana heterozygotnost a v procentech polymorfni fragmenty (viz tab. ¢. 21).

Tabulka ¢. 22: Hodnoty heterozygotnosti a Udaje o informativnich fragmentech pro

kazdou populaci oddé€lené.

Pisum sativum subsp. elatius | poget vzorkii | Heterozygotnost | Polymorfismus (%)
1. pop. |okolijezera Balaton, Mad’arsko 23 0.120 47,37
2. pop. |oblast Villany, Mad’arsko 12 0222 62.86
3. pop. | Srbsko 12 0,098 46,34
4. pop. | Antalya 30 0,268 77,19
5. pop. | Thermessos o5 0,228 60,34
6. pop. | Bagyaki 14 0,004 06,00
7-pop. | Kebapcik 20 0,028 07,25
8. pop. | Gurbuz 44 0,046 7424
9. pop. | Hisar 29 0,197 7121
10. pop. | Xaniasor 12 0,253 67,50
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| 11. pop. | Yesilkoy |19 0,157 52,38

Pomoci udaju (viz tab. ¢ 22) byla podrobné popsana heterozygotnost P.
sativum subsp. elatius s ohledem na pocet vzorku. Polymorfismus byl chapan jako

informacni hodnota fragmentti pouzitych z vyhodnocovani geli.

3.4 Niche modelling

Udaje o geografickém arealu druhu Vavilovia formosa, pfesné soufadnice

jednotlivych polozek a udaje o ekologii druhu umoznily modelovani za pouziti

algoritmu (MaxEnt) dle Philips et al. 2006 u tohoto druhu.
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C)

Obrazek ¢. 8 (A-C): Vysledky z Niche modellingu. A) Posledni interglacial (pied

130 mil.l.). B) Posledni glacidlni maximum (pied 22 mil. 1.). C) Soucasna situace.

Barevnou Skalou nalevo u obrdzku ¢. 8 byl zndzornén pravdépodobny
vyskyt Vavilovia formosa béhem let (od modré barvy = zadna pravdépodobnost, az

po Cervenou barvu = nejvyssi pravdépodobnost vyskytu, bilé ¢tverce znazornuji
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skutecny dolozeny vyskyt druhu). Druh nejvice prosperoval béhem posledniho

glacialu. V soucasné situaci druh Vavilovia formosa ubyva.
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4 DISKUZE

Rody Pisum a Vavilovia jsou blizkymi piibuznymi. Poprvé to zjistili
molekularnimi  metodami v préci Steele et al. (2004), kde sekvenovali
chloroplastovou DNA, Usek matK. Piibuzensky vztah rodu potvrdil Lock & Maxted
(2005) 1 bez pouziti molekularnich technik. Fylogeneticky jsou tak ptibuzni, Ze pfi
experimentalnich pokusech Golubev et al. (1990) dolozil vznik hybrida. V piirodé

by hybridy vzniknout nemohly, protoZze oba druhy maji odliSnou ekologickou niku.

Z tohoto ditvodu byla v diplomové praci studovana geneticka diverzita
druhd Vavilovia formosa a Pisum sativum subsp. elatius. Bylo analyzovano né€kolik
vzorkid ze tfi populaci V. formosa a z 11 populaci P. sativum subsp. elatius podle
vzoru Schaefer et al. 2012, ktery pouzil v praci vice vzorka od kazdého druhu naptic¢
Celedi Fabaceae, coz mu umoznilo detailnéj$i pohled na fylogenezi druhi a v

mensim méfitku nahlédnout do vnitrodruhové diverzity.

Na zaklad¢ jednoho informativniho SNP v sekvenci psbA doslo podle
Schaefer et al. 2012 k rozliseni u rodu Vavilovia na dva haplotypy, jimz odpovidaly
dva analyzované a diive taxonomicky determinované ,,druhy“ - V. formosa a V.

aucheri.

Obdobné jako Fedorov (1939) rozlisoval Grossheim (1949) dva druhy
vavilovie, diive zafazené do samostatného rodu Alophotropis, A. aucheri (Jaub. &
Spach) Grossh. a A. formosa (Stev.) Grossh. Hlavni rozdil mezi druhy mél byt ve

tvaru listkil. Vejéity tvar listkti mél mit A. aucheri a obvejcity tvar A. formosa.

Podobnych vysledkit bylo dosazeno pomoci sekvenci (viz tab. ¢. 6)
aplikovanych v této praci na herbafové polozky (viz tab. ¢. 3). U Vavilovia formosa
byl odhalen jeden informativni SNP v sekvenci ITS a 7 bp indel ¢i repetice
GATTGGT v matK. To poukazuje na skutecnost, ze se pravdépodobné bude jednat
nejméné¢ o dva rozdilné haplotypy. Tato skute¢nost je patrna i z geografického
hlediska. Repetice byla objevena u 8 vzorkli z oblasti Arménie, Dagestanu,
Nachi¢evanu a franu, ostatni vzorky z Arménie a Turecka mély v sekvencich indel.
ZaznaCenim odlisnych vzorkti do mapy pomoci ruznych barev (viz obr. ¢. 2) lze

sledovat dva oddélené arealy, které mohou mit hybridni zénu v Arménii.
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Sekvenac¢ni analyza probihala n€kolikrat. Pfi prvnim sekvenovani doslo na
analyzu vzdy jednoho vzorku jako zastupce populace (viz tab. ¢. 2 a 4), kromé
populace 3 - 11 v piipadé Pisum. Po tupravé sekvenci se vybrani zastupci pfifadili k
odpovidajicim haplotyptim druht. Populace 3 - 11 u Pisum nebyly sekvenovany,

protoze tento set DNA vzorkd byl obdrzen pozdéji.

Béhem druhého sekvenovani byly podrobeny analyze vzorky z herbafovych
polozek (viz tab. ¢. 3) a zastupci zbylych 9 populaci hrachu. Tato sekvenaéni analyza
dokézala 2 haplotypy Vavilovia formosa. U hrachu byl kazdy zastupce populaci
ptifazen pomoci morfologické a ekologické analyzy dle Ben-Ze’ev & Zohary (1973)
do 2 haplotypt: Pisum elatius a P. humile Boiss and Noé (=P. syriacum (Berger)
Lehm.) (viz tab. ¢ 18). V préci pojednava o 3 haplotypech P. elatius, P. humile a
Pisum fulvum Sibth. and Sm. Haplotyp P. elatius odpovida vzorkiim z Mad’arska a
Srbska. Vzorky z Turecka maji haplotyp P. humile. Tyto vysledky podporuje prace
Smykal (2011), kde po dosazeni geografického plvodu studovanych polozek
planych typt hrachu P. s. subsp. elatius, bylo mozné uspofadat do jednoho haplotypu
polozky ze severozapadni a centralni &asti Stredomoii (Spanélsko, Francie, Itilie,
Makedonie a Recko), zatimco do druhého patiily vzorky z jihozapadniho Stfedomoii
(Maroko, Tunisko, Alzirsko). Na Blizkém vychod¢ (Turecko, Jordansko, Libanon,
Syrie a lzrael) se nachazely oba tyto haplotypy, coz by odpovidalo piivodnimu centru
diverzity rodu Pisum. Nejvychodngjsi areal rozsiteni (Arménie, Gruzie a Iran)
zastupuji polozky se stejnym haplotypem, jako byly nalezeny v jihozapadnim
Stfredomofi. Haplotypy byly identifikovany na zaklad€ chloroplastové DNA jako v
diplomové préci. Druhé sekvenovani vyhodnocoval Ing. Petr Smykal, Ph.D.

Odlisnd geneticka variabilita byla prokazana i u symbiotickych bakterii,
které u Fabaceae vytvaii hlizky poutajici vzdusny kyslik. Je mozné, ze pravé vyskyt
bakterii rodu Bosea a Phyllobacterium mohou naznacovat jiny poddruh rodu
vavilovie a vysvétlit tak rozsahlou genetickou variabilitu lokality severni Ossetie.

Bylo sebrano 16 vzorka z lokality severni Ossetie, kde byla jiz pted tim
dokazana nejvétsi geneticka variabilita rostlin druhu Vavilovia formosa. Vysledky
ukazaly, ze se na tvorb¢ hlizek podili rizné druhy bakterii. Nejéastéji byl dokézan
vyskyt rodu Rhizobia, ale detekovany byly i rody Bosea a Phyllobacterium.
Detekce probéhla pomoci AFLP fingerprintingu, sekvenovani rDNA 16 S a ITS a za
pouziti genti nodC a nodX (Safronova et al. 2014).
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Diverzita rodu Pisum byla extenzivné studovana, ale vzdy na vzorcich
pochazejicich jiz z genovych bank a pfedevsim u kulturnich forem (Jing et al. 2010,
Smykal et al. 2008, Sinjushin & Akopian 2011). Podobn¢ jsou na tom i jiné druhy z
Celedi Fabaceae, vyjimky tvofi studie o druhu Vicia cracca L. (Travnicek et al.
2010) nebo druh Lathyrus pannnonicus Jack. (Schlee et al. 2011). V této préci
analyzované vzorky pochézely z terénu, ve vétSin€ ptipadl ze sbért vedouciho préce.
Hlavnim cilem prace bylo u druhu Pisum sativum subsp. elatius prozkoumat
heterozygotnost, ktera souvisi s moznou cizosprasnosti druhu. Podobnému tématu se
experimentalné vénovala prace Dostalové et al. (2005). Pomoci polnich pokust se
autofi zaméfili na kiizeni dvou odrud Pisum sativum: Zekon a Arvika, kde v F1
generaci sledovali dominantni alely z odrady Arvika. Na zaklad¢ ziskanych udaji
ptedpokladaji, ze pravdépodobnost kiiZzeni u komerénich odrid hrachu je extrémné
nizka (nula v jejich experimentech). Prace monitorovala i $kidce a opylovace béhem
pokust, nejcastéjsi vyskyt byl kvétopase hrachorového (Bruchus pisorum), kyjatky
hraskové (Acyrthosiphon pisum), tfasnénky hrachové (Kakothrips robustus), véely
medonosne (Apis mellifera) a ¢melakt (Bombus sp.). V neotevienych kvétech hrachu
je nejpravdépodobnéj$im kandidatem ptenosu pylu Bruchus pisorum. Podle Orzéez
et al. (1999) se jedna o samosprasny druh. Cizosprasnost bude pravdépodobné
zpusobena tim, Ze u rodu Pisum je pyl aktivni az 24 hodin, a pfestoZe se jedna o rod
samosprasny, jeho kvéty obsahuji nektaria jako lakadla pro opylovace. Proto je
mozny pienos pylu z jedné rostliny na druhou. To mize byt divodem urcité miry

heterozygotnosti (Orzaez et al. 1999).

Heterozygotnost rodu Pisum byla zkouména pomoci mikrosateliti a na
zaklad¢ matice ziskané z AFLP, kde byl pro vypocet pfedpokladané heterozygotnosti

zvolen program GenAlex.

Mikrosatelity mély byt hlavni metodou pii studiu genetické diverzity obou
druhd, ale u druhu Vavilovia formosa se mikrosatelity (viz tab. ¢. 79) nepodaftilo
optimalizovat (viz obr. ¢. 4).To mohlo byt zpisobené tim, Ze vybrané primery byly
vyvinuty pro jiné druhy, v tomto piipadé pro druhy Pisum sativum (Loridon et al.
2005), Lathyrus sativus (Yang et al. 2014) a Medicago truncatula Gaertn (Shiferaw
et al. 2012). Z tohoto diivodu byla Vavilovia formosa podrobena analyze AFLP.
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U druhu Pisum sativum subsp. elatius nékteré mikrosatelity fungovaly, z
vySe vyjmenovanych to byly primery pro Pisum sativum uvedené v préci Loridon et
al. (2005). Mikrosatelity pro druhy Medicago truncatula, Lathyrus sativus a nékteré
vyrobené pro Pisum sativum nefungovaly. Pravdépodobné proto, Ze jejich sekvence
druh Pisum sativum subsp. elatius neobsahoval. Domnivam se, ze ze stejného

divodu nebyly mikrosatelity funkéni u druhu Vavilovia formosa.

Stejné jako sekvence byly i mikrosatelity zkouméany ve dvou vinach. Béhem
prvni se zkoumaly vzorky populaci 1 - 3 a v druhé viné populace 4 - 11 (viz tab.
¢. 4). Tuto analyzu provadél v ramci svého stipendijniho pobytu na UP (zafi-
prosinec 2014) Dr. Debjyoti Bhatacharya z Indie. Nejvyznamnéjsi vysledky prace
pomoci metody SSR u Pisum jsou popsany ve vysledcich v obrazku ¢. 5 (A-E).

Detekce metody SSR probihala na 1,5 - 2% agar6zovém gelu. Ve vétsiné
publikovanych praci napf. (Loridon et al. 2005) detekce probihd pomoci

fluorescen¢niho znaceni, které je piesnéjsi (Schuelke 2000).

Vyhodnoceni SSR (AD 237, A9, AA 278 a AD 270) u rodu Pisum pomoci
fluorescenéniho znaceni probihalo béhem mésice dubna roku 2015. Proto kapitola
"vysledky" v této praci hodnoceni z fluorescencniho znaceni neobsahuje. Na analyzu
bylo poslano 96 vzorkl prezentujici ¢ast populaci Antalya, Thermessos, Yesilkoy,
Hisar, Gurbuz, Kebap¢ik, Mad’arsko - Balaton a Mad’arsko - Villany. Heterozygotni
stav byl objeven u tfech vzorki z populaci Thermessos, Gurbuz a Yesilkoy celkem

8krat. Heterozygotnost téchto vybranych vzorkl se pohybuje okolo 2%.

Z agardzy byly fragmenty odecitany na zakladé markeru, ktery se odliSuje v
nasobcich 100 bp. Dale maximalni rozliSovaci schopnost i 2-3% agar6zového gelu je
kolem 10-15 bp. Z toho vyplyva, ze pokud byl mikrosatelit v ramci populace
variabilni pouze v fadu 10 bp, na agaréze bude vypadat podobné jako ostatni. Pfi
vyhodnocovani gelti pak miZeme usoudit chybné zavéry, které by mohly byt
zpusobené lidskym faktorem. Pies mozné problémy s detekci vnitropopulacni
variability byla prace zamétena i na miru heterozygotnosti a tu Ize odhadnout i z
agarozového gelu. Heterozygotnost druhu Pisum sativum subsp. elatius se na zakladé
analyzy 4 mikrosateliti (AD 237, A9, AD 270 a B14) a 96 vzorkd prezentujici

populaci Hisar, Xaniasor a Yesilkoy pohybuje okolo 1%.
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U kultivard ¢ocky Lens culinaris Medik. bylo zjisténo mozné kiizeni v
rozmezi od 0,06% do 5,12%. Ktizeni zavisi na kultivaru, lokalit¢ a roku. Existuji
dokonce ditkazy o tom, Ze stupen kiizeni mize byt dédi¢ny. Cocka pravdépodobns
bude mit zna¢ny potencial pro evoluéni zmény. Kultivary rostouci blizko u sebe nebo
ve formé smési mohou vést k pfirodnimu nebo védomému vybéru a lokalnim
adaptacim (Horneburg 2006). To by mohlo vysvétlit, pro¢ u n¢kterych populaci rodu
Pisum (viz tab ¢ 5) které, i kdyz jsou blizko u sebe, maji pomérné vysokou
variabilitu. Co¢ka je pfevazné samospra$ny druh stejné jako Phaseolus vulgaris L., a
presto dochazi ke kiizeni. Tok genti probiha ve sméru z domestikovanych na plané

3krat rychleji nez v opa¢ném piipade (Papa & Gepts 2003).

Podle Suso et al. (1999) je pravdépodobnéjsi cizosprasnost druhu Vicia faba
L. v oblasti Stfedomofi v subtropickém a mirném pasu. Vysledky diplomové prace
tuto myslenku potvrzuji u populaci z Turecka a Srbska u druhu Pisum sativum subsp.

elatius.

Bob, ¢oc¢ka, fazol, hrach nebo cizrna (Cicer arietinum L.), studovand v praci
Rubio et al. (2010), jsou oznaCovany jako samosprasné druhy, ale v urcitém
procentu jsou i cizospra$né. Pravdépodobné se bude jednat o ptirozenou adaptaci na

boj proti inbredni depresi.

Metoda AFLP u Vavilovia formosa odhalila vnitropopulacni i
mezipopulaéni variabilitu druhu. Z hodnoceni ¢ty pouZitych primerovych kombinaci
Msel a EcoRI (viz tab. ¢. 15) bylo ziskano celkem 143 fragmentd. Hodnoceni na
prosvétlovaéce (ELLA NHQIR, ELLA NBX 2) hodnotil pan Dr. M. Kitner, ktery v

ptipadé¢ vavilovie pracoval se ziskanou matici i u dalsich analyz.

Fylogram (viz obr. ¢. 6) znazoriiuje mezipopula¢ni a vnitropopulaéni
variabilitu druhu Vavilovia formosa. Fylogram se vétvi na 2 zakladni vétve, kde
prvni vétev obsahuje vzorky z Turecka a druhd vzorky z Arménie. To doklada i
geograficka vzdalenost populaci. I mezi armenskymi populacemi 1 a 2 se vyskytuje
variabilita, ale v tomto ptipad¢ se bude spiSe jednat o subpopulace, a proto se v
dalsich analyzach sloucily do populace jedné. Opét to potvrzuje i sbér vzorkid na
lokalit¢ v Arménii. Plivodni oznaceni populaci "Arménie 1" a "Arménie 2" (viz tab.
¢. 2) oznacuje stejnou lokalitu, pouze jiny transekt sbéru. V piipadé¢ "Arménie 1"

byla vavilovie v trasektu velmi Cetnd. I ostatni rostliny byly v hojném poctu, coz
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mohlo byt zptisobeno tim, ze tam dlouho nebyla zadné eroze podkladu. Tady je vétsi
pravdépodobnost klonality rostlin nez u populace "Arménie 2", kde Vavilovia rostla
na relativné nedavno spadlé sut'ové lavin€. V tomto transektu nebyla tak Castd a jiné

rostliny se témét nevyskytovaly.

Z fylogramu a z tabulky ¢. 21 je patrné, ze arménskd populace je
variabiln¢j§i nez tureckd. Podle analyzy AMOVA je mezi dvéma populacemi
ptitomna molekularni odchylka (78,96%), zatimco mensi ¢ast (21,04%) je v ramci
populace. Zajimava je i hodnota piepokladané heterozygotnosti, i kdyz je u obou
populaci mensi nez 1%. Druh bude pravdépodobné samosprasny. Toto podporuji i
data zcelo-genomové DArTseq analyzy (Diversity Arrays Technology Ltd.
Austrélie) ¢tyt vybranych vzorka (dva nejvice vzdalené vzorky z kazdé populace
podle AFLP vysledkt) detekujicich asi 3000 SNP z 15000 analyzovanych, které
dokladaji velmi nizkou heterozygotnost mezi 0,005 a 0,01 (Smykal et al.,
nepublikovano).

Jedna se o horsky druh, ktery ma spodni hranici aredlu 1500 m n. m. a horni
az 3500 m n. m. Z hlediska moznosti opylovaci muzeme piedpokladat, ze
potencionalni heterozygoti se budou vyskytovat na dolni hranici vySkového
vymezeni druhu. Vavilovia byla podrobena i analyze pomoci programu
STRUCTURE. Na zakladé toho jsme ziskali informace o genetické podobnosti obou
populaci. Pomoci programu STRUCTURE - Harvester byly vybrany 2 shluky jako
nejvice informativni pro tuto analyzu (viz graf 1). Dle shluku K = 2 byla populace z
Turecka vyhodnocena jako variabilnéjsi na zakladé jednoho vzorku. U vzorkl z
Arménie byla vyssi variabilita pro K =4 (viz obr. ¢. 7).

U druhu Pisum sativum subsp. elatius byla mezipopula¢ni variabilita
zvizualizovana pomoci fylogramu (viz obr. ¢ 8). Laboratof botaniky na UP je
vybavena 2 prosvétlovackami, na kterych lze odecitat fragmenty ze 3 gelt. To by
bylo v mém ptipadé velmi naroéné. AFLP 253 vzorku byla rozmisténa na 4 gelech.
Kwvtli lepsi manipulaci pfi vyhodnocovani vysledkli mezipopulacni variability bylo
vybrano 3-14 vzorkl jako potencionalni zastupci populaci. Vsechni jedinci do
mezipopula¢ni diverzity nebyli zahrnuti. To mohlo zplsobit nadhodnoceni nebo
podhodnoceni diverzity mezi populacemi. DalSim faktorem, ktery hral vyznamnou
roli pfi hodnoceni, byl problém s plisni v laboratofi, ktera se pravdépodobné Zivila

mocovinou na nedokonale oplachnutych sklech s polyakrylamidovym gelem. Pliseni
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zpusobila, Ze fragmenty obarvené stiibrem se po par dnech infekce staly Spatné
viditelnymi. Tento ptipad postihl gel, ktery obsahoval vzorky populaci z Mad’arska a
Srbska. AFLP hodnoceni je subjektivni zalezitosti, pokud neni vyhodnocena na
zéklad¢ softwarového fingerprintingu, aplikovatelného v pfipadé¢ fragmentacni
analyzy na sekvenatoru. Proto vysledky z fylogrami (viz obr. ¢. 7, 8, 9) mohou byt
Castecn¢ zkreslené. Fylogram (viz obr. ¢. 8) se vétvi na dvé zdkladni vétveé. Na
populace z Turecka a na populace 1-3 (z Madarska a Srbska). To bud’ muze
potvrzovat hypotézu o 2 haplotypech (Smykal 2011) zjisténych béhem sekvenace

chloroplastové DNA, nebo nadhodnocenou mezipopulaéni diverzitu druhu.

Vnitropopulaéni variabilita P. sativum subsp. elatius je vidét na
fylogramech (viz obr. ¢ 9). VyS88i variabilitu reprezentuji populace Antalya,
Mad’arsko - Villany, Thermessos, Xaniasor a Yesilkoy. Mensi variabilitu maji
populace Bagyaki, Srbsko, Mad’arsko - Balaton, Gurbuz, Hisar a Kebabc¢ik. V
pfipadé populace Bagyaki se jednd o variabilitu téméf nulovou. Tady musime
zohlednit i informace o geografické vzdalenosti populaci, odhadnuté velikosti a
aredlu populace z tabulek ¢. 4 a 5. Reprezentativni vzorek populace se pohybuje od
20 do 100/150 nasbiranych vzorkl. Populace z oblasti Bagyaki reprezentuje 17

vzorkll a to miZze zplsobit podhodnoceni variability.

Kviili absenci spolecné analyzovanych vzorki pti hodnoceni mezipopulacni
variability nebylo moZné podrobit vyslednou matici statistické analyze AMOVA a
programu STRUCTURE jako u druhu Vavilovia formosa. Z tohoto divodu byla
spocitana pomoci programu GenAlex alesponi heterozygotnost pro kazdou populaci
zvlast (viz tab. ¢. 22). Podle vysledki z tabulky ¢. 22 by nejvétsi procento
hetorozygott pripadlo na populaci Antalya. Toto vyvraci metoda SSR, ktera
detekovala heterozygoty pievazné v srbske populaci, ktera podle vysledkt AFLP (viz
tab. ¢. 22) patii mezi populace na heterozygoty slabsi. Heterozygoti z populaci Hisar,
Xaniasor a Yesilkoy se shoduji s tvrzenim vyplyvajicim z tabulky.. Vyhodnoceni
SSR pomoci fluorescencniho znaceni detekovalo heterozygoty v populaci

Thermessos, Gurbuz a Yesilkoy. Gurbuz opét patii mezi populace na heterozygoty
slabsi (viz tab. ¢. 22).

Diky profesoru S. Pirintsosovi (University of Crete, Heraklion, Recko) bylo

mozné zahrnout do této prace i vysledky z Niche modellingu zpracované pro druh
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Vavilovia formosa. Postup byl podobny jako u druhu Zelkova abalicea (Lam.) Boiss.,

s kterym pan Pirintsos pracoval diive ( viz prace Bosque et al. 2013).

Zapadni Kavkaz a pobfezni oblasti Cerného mofe maji nejvyhodngjsi
vlhkostni a teplotni podminky v severni Eurasii pro rust listnatych a teplych
smiSenych lest. Dolukhanov (1989) a Grichuk (1984) naznacuji, Ze tyto oblasti jsou
pravdépodobné ttocistém pro teplomilnou floru béhem nejchladnéjsich fazi
posledniho glacialu. To ale neplati pro vavilovii. Naopak se druhu béhem posledniho
glacialu dafilo nejlépe (viz obr. ¢. 8 B). Adaptace na suché a studené klima béhem

glacialu umozinovalo druhu Vavilovia formosa expanzi.

Naopak dne$ni teplé a vlhké klima vavilovii neprospiva (viz obr. 8 C).
Pravdépodobné ji to bere jedinou vyhodu, kterou tato rostlina méla v poslednim

glacialu oproti ostatnim druhtim na stanovisti.
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5 ZAVER
Témét vSechny molekularni metody pouzité v praci potvrdily

mezipopulaéni a vnitropopulacni variabilitu druhd Vavilovia formosa a Pisum

sativum subsp. elatius.

Sekvenacéni analyzy dokézaly ptitomnost odlisnych haplotypti. V ptipadé
Vavilovia formosa se jednalo o 2 haplotypy, které vykazovaly Ccaste¢nou
geografickou strukturovanost s prekryvem v Arménii a Dagestanu.

U Pisum pak piitomnost haplotypu P. elatius a P. humile. Toto tvrzeni je

podlozeno i geografii obou druhi.

Mikrosatelity se ukazaly jako nezdolnad piekazka pro druh Vavilovia
formosa, ale u hrachu se s jejich pomoci podafilo dokazat urcitou vnitropopula¢ni
variabilitu. Mira heterozygotnosti druhu byla odhadnuta na 1% (detekce 96 vzorka

na agardze) a 2% (detekce 96 odlisnych vzorkli pomoci fluorescen¢niho znacent).

Podle metody AFLP byla u vavilovie jasné¢ dokézdna odliSnost mezi
populacemi z Arménie a Turecka. Arménskd populace byla vyhodnocena jako
variabilnéj$i nejen na zakladé fylogramu, ale za pouziti programu STRUCTURE a

statistické analyzy AMOVA.

AFLP u druhu Pisum sativum subsp. elatius odhalila mezipopulacni i
vnitropopulacni variabilitu, kterd populace rozdé€lila ve fylogramu do dvou vétvi. Na
populace z Turecka a na populace 1-3 (z Madarska a Srbska). Pomoci dalSich
fylogramt (pro kazdou populaci zvlast’) byla populace z Antalye vyhodnocena jako
program GenAlex zaméfeny u hrachu na analyzu polymorfnich lokusi a

predpokladanou heterozygotnost, ktera nabyva hodnot od 0,004 do 0,268.

Niche modelling poukazuje na znepokojujici informaci, druh Vavilovia
formosa mizi. Nejlépe se mu dafilo pii poslednim maximalnim glacialu, kdy jako
horska rostlina adaptovana na sucho a chlad, méla logicky oproti ostatnim znacné

vyhody.
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6 PRILOHY

Priloha ¢. 1: Fotografie z lokality Vavilovia formosa, hora Ughtasar v Arménii.

Cervené je vyznadena Vavilovia (zdroj: P. Smykal).

Pfiloha ¢. 2 a: Mad’arsko oblast Villany: fotografie z lokality Pisum sativum subsp.
elatius (zdroj: M. Chaloupska).
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Piiloha ¢&. 2 b: Mad’arsko oblast Villany: vyznaéeni vyméfenych étverci. (Cervena
kolec¢ka ptedstavuji Ctverce, kde hrach nebyl nalezen, a modra, kde nalezen byl)
(zdroj: L. Erdos).

Piiloha ¢. 3: Ukazka hodnoceného skla v ptipadé vysledki mezipopulacni variability
u druhu P. sativum subsp. elatius (vlevo ¢ast vzorki z Antalye, vpravo cast z

Thermessosu) (zdroj: M. Chaloupska).
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