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ABSTRAKT
Molekularni fylogeneze a geneticka diverzita nejbliZ§ich pribuznych rodu Pisum

Tématem této prace bylo studium genetické diverzity a fylogeneze vybraného plan¢ho
druhu Lathyrus neurolobus Boiss. & Heldr., ktery je pfibuzny kulturnimu hrachu seté-
mu, pomoci modernich metod molekularni fylogenetiky. Z genotypt L. neurolobus zis-
kanych z Katedry botaniky PfF UP v Olomouci byla izolovana genomicka DNA a vzor-
ky byly podrobeny analyze pomoci SSR a iPBS markerti. Bylo zjiS§téno, ze pro posou-
zeni genetické diverzity je vhodna metoda iPBS markeri, kde je primérna hodnota po-
lymorfniho informac¢niho obsahu velmi vysoka (PIC=0,928). Podle vyhodnoceného
polymorfismu markert a vytvofenych dendrogramii bylo zjisténo, ze pro hledani sou-
vislosti mezi mistem ptivodu a umisténim v dendrogramu, bude vhodna metoda SSR
markert, ale jen v pfipad€ vybéru informativnich markert. Také byla potvrzena ptenos-

nost SSR markerti navrzenych pro hrach do planého druhu z jiného rodu.

Kli¢ova slova: fylogenetika, Fabeae, Lathyrus neurolobus, SSR, iPBS

ABSTRACT
Molecular phylogeny and genetic diversity of the genus Pisum closest relatives

The topic of this work was studied genetic diversity and phylogeny of selected wild
species Lathyrus neurolobus Boiss. & Heldr., which is closely related to cultivated pea,
using modern methods of molecular phylogenetics. Genotypes of L. neurolobus were
obtained from Department of Botany at Palacky University in Olomouc, genomic DNA
was isolated of these genotypes and samples were subjected to analysis using SSR and
iIPBS markers. It was found that for assessment of genetic diversity is suitable method
of iPBS markers, where the average value of polymorphic information content is very
high (PIC=0,928). According to evaluated markers polymorphism and assembled den-
drograms was found that for search of relationship between place of origin and place-
ment in dendrogram, will be appropriate the method of SSR markers, but only in case of
selection informative markers. There was also confirmed transferability of SSR markers

designed for pea to wild species of another genus.

Key words: phylogenetics, Fabeae, Lathyrus neurolobus, SSR, iPBS
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1 UVOD

Do velmi rozmanité ¢eledi bobovité (Fabaceae Lindl.) patii skupina plodin, oznac¢o-

vané jako lusténiny ¢i luskoviny, pattici do tribu Fabeae Rchb. Tribus Fabeae zahrnuje

vvvvvv

Pteména planych forem na kulturni souvisi s centry ptivodu kulturnich rostlin, ktera
byla poprvé definovana ruskym botanikem N. I Vavilovem a zahrnuji oblasti Blizkého
vychodu, Afriky, Stiedni Ameriky, jizni a jihovychodni Asie a Cinu (Smykal, 2009).
Pro poznani pivodu plodin a diverzifikaci jsou tfeba fylogenetické analyzy pro rekon-
strukci vztahit mezi druhy. Hrach sety je povazovan za jednu z nejstarSich kulturnich
plodin, jeho péstovani zacalo pted deseti tisici lety a béhem let tato plodina prosla do-
mestikacnim procesem a doSlo k mnoha zméndm. Tato plodina je také znamé jako mo-
delova rostlina, na které Gregor Mendel popsal zdklady dédicnosti. Nékteré dnes pésto-
vané a vyuzivané druhy vikvi a hrachorii byly domestikovany pozdéji a piivodné se vy-
skytovaly jako plevelné nebo doprovodné druhy diive domestikovanych plodin (Smy-

kal, 2009).

Pro studium genetické diverzity se pouzivaji DNA markery, napf. mikrosatelitni ne-
bo retrotranspozonové, kdy se sleduje variabilita v sekvencich DNA. Mikrosatelitni,
SSR markery, jsou velmi oblibené diky své velké variabilité¢ a kodominantnimu charak-
teru. Jsou také velmi efektivni pro studium planych druhii rostlin. Retrotranspozonové
markery maji dominantni charakter a metoda iPBS je univerzalné pouzitelnd pro rost-
linnou 1 Zivoc€iSnou fisi. Retrotranspozonové markery jsou obecné€ povazované za velmi

vykonné ve fylogenetickych analyzach.



2 CiL PRACE

Cilem této prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma geneticka diverzita, do-
mestikace, fylogeografie a molekularni fylogeneze celedi Fabaceae s dirazem na rody
Pisum, Vicia a Lathyrus. Dale byly popsany nékteré metody vyuzivané molekularni
fylogenetikou.

V praktické Casti byla izolovana genomicka DNA druhu Lathyrus neurolobus Boiss.
& Heldr., jednoho z nejblizsich piibuznych druhu Pisum sativum L. S pouzitim metod
SSR a iPBS markert, zalozenych na polymorfismu DNA, byla testovana geneticka di-

verzita a fylogenetické vztahy L. neurolobus.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Celed Fabaceae Lindl.

24

2005; Smykal a kol., 2015), nékdy oznacovanou jako motylokvété (Papilionaceae) ne-
bo vikvovité (Viciaceae), ktera patii do fadu bobotvaré (Fabales). Zastupci této rozma-
nité Celedi mohou byt dieviny, kete a jednoleté i vytrvalé byliny. Rozsifeny jsou témért
po celém svéte, v tropech a subtropech prevladaji dieviny, v mirnych pasech byliny.
Listy jsou stfidavé, palistnaté, vétSinou slozené, ¢asto zakoncené iponkem nebo hrotem.
Kvéty nejcastéji v hroznovitych kvétenstvich nebo jednotlivé, jsou soumérné a oboupo-
hlavné. Ty¢inky jsou volné nebo srostlé, dvoubratré nebo jednobratré. Korunni listky se
oznacuji jako pavéza, 2 kiidla a ¢lunek vznikly sriistem dvou listkli. Plodem je lusk,
ktery puka 2 chlopnémi nebo se otevira vickem, pfipadné je nepukavy (analogie nazky)

nebo poltivy (analogie struku) (Novak a Skalicky, 2012).

Do c¢eledi Fabaceae zarazujeme uzsi skupinu asi 380 druht luskovin/Iusténin spa-

vvvvvv

din. Tribus Fabeae ma celosvétovou distribuci: z péti roda v tribu, jsou Vicia L. (216
druhti) a Lathyrus L. (150 druhi) nejrozmanitéjsi ve Vychodnim Stfedomofi, ale po-
stupné se rozsifili po celé Evropé a oba maji své zastupce 1 v Asii, severni az tropické
Africe a Severni a Jizni Americe. Rod Vicia také kolonizoval Havaj a stfedoatlantské
souostrovi Kandry, Madeiru a Azory. Zbyvajici tfi rody jsou malé a vétSinou lokalni pro
urcité misto: Lens Mill. (4-8 druhii) a Pisum L. (2 druhy a né€kolik poddruhti) jsou nej-

rozmanit€j$i v oblasti Vychodniho Stfedomoti; rod Vavilovia Al.Fed. s jednim zastup-

cem. Zastupci Fabeae byly zavleCeny do Australie a Polynésie evropskymi osadniky
(Schaefer a kol., 2012).

Druhy skupiny luskovin/lusténin se déle rozliSuji na poddruhy, pé&stitelské formy a
odridy. Pocet kulturnich druhti s vyznamnéj§im podilem na svétové produkci je ale
ziti maji v potravinarstvi a krmivaistvi, kde jsou pfedmétem zajmu semena nebo zelena
hmota v Cerstvém nebo konzervovaném stavu. Jsou vyznamnym zdrojem bilkovin. Dal-
$i vlastnosti luskovin je péstitelska hodnota, kterd poméha udrzovat plidni Grodnost a
zlepSovat fyzikalni vlastnosti pady. Pozitivni je zejména schopnost symbidzy

s hlizkovymi bakteriemi z rodu Rhizobium, které maji schopnost pfijimat vzdusny dusik

10



a preménovat jej na dusi¢nany nebo amoniak, které jsou vyuzitelné pro hostitelskou
rostlinu (Houba a kol., 2009). Fabaceae jsou péstovany na 12-15 % obd¢lavatelné pady
na svété a predstavuji asi 27 % svétoveé primarni produkce plodin (Graham a Vance,
2003; Schaefer a kol., 2012).

3.1.1 Rod Pisum

Jednd se o velmi riiznorody rod, jehoz pfesné rozd€leni na plané a kulturni druhy je
nejasné. Do rodu hrach patii jednoleté byliny s typicky poléhavou, vystoupavou nebo
popinavou lodyhou. Listy jsou sudozpetené a zakoncené tponkem, velké palisty. Kvéty
jsou bud’ jednotlivé, nebo v hroznech. Plodem jsou mnohosemenné lusky, které se ote-
viraji v obou $vech. Opyleni je entomogamické (Slavik, 1995). Druhy rodu hrach maji

diploidni poc¢et chromozomii 14.

Hrach (Pisum sativum L.) je jednim z nejstarSich domestikovanych plodin a nejroz-
Sifenéjsi lusténina. K domestikaci doslo asi pted 10 000 lety (Ambrose, 1995; Zohary a
Hopf, 2000; Smykal a kol., 2011) a staleti selekce a §lechténi vyustily v tisice odrad
hrachu (Smykal, 2011).

3.1.2 Rod Vicia

Druhy rodu vikve jsou nej€astéji jednoleté nebo vytrvalé, pfimé, poléhavé, popinavé
nebo vystoupavé byliny s uponky. Nicméné, hlavni domestikovany druh Vicia faba L.
nevykazuje popinavost a postradd Gponky. Pestrobarevné kvéty jsou v hroznech, kazdy
muze nést 1-40 jednotlivych kvétd. Kvéty vytvaii nektar a nejcastéjsSimi opylovaci jsou
vcely. Plodem jsou neopadavé, suché lusky otevirajici se obéma Svy. Obsahuji 2—-8 se-
men. VéEtSina druhd vikve ma diploidni pocet chromozomu 14. Vyuziti vikvi v zemédél-
stvi je omezeno, kvili pfitomnosti toxina (pi. lektin). Pro lidskou vyZivu je dnes pésto-
vana Vicia faba. I pfes dlouhou historii selekce na nizky obsah toxint, tento druh zpt-

sobuje favismus (Bryant a Hughes, 2011).

3.1.3 Rod Lathyrus

Diky poctu piiblizné 160 druhti 1ze ocekavat teoreticky velkou genetickou diverzitu
rodu hrachor (Gurung a Pang, 2011). Druhy rodu hrachor jsou jednoleté nebo vytrvalé
byliny. Podle morfologickych znaki 1ze rod rozdélit do 13 sekei (Kupicha, 1983; Gu-

rung a Pang, 2011). Nejcasté&ji S plazivou, vystoupavou az pfimou nebo popinavou lo-

11



dyhou. Listy jsou sudozpetené, nékdy zakonéené uponkem nebo hrotem. Kvétenstvi v
uzlabnich hroznech, ¢asto redukované na jeden kvét. Opylovani je entomogamické.
Plodem jsou neopadavé lusky, které se oteviraji v obou $vech a nemaji prepazku (Sla-
vik, 1995). Vsechny jednoleté druhy a vétSina vytrvalych ma diploidni pocet chromo-
zomu 14, v rod¢€ se nachazi i nékolik polyploidnich druhti (Gurung a Pang, 2011). Mno-
ho druhd rodu Lathyrus se pouziva jako kryci plodiny, krmivo (Lathyrus cicera L.),
jako okrasné rostliny (L. odoratus L.), potrava (L. sativus L.) nebo jako hnojivo. V nég-
kterych druzich jsou pfitomny toxiny, které zptsobuji lathyrismus (Oskoueiyan a kol.,
2014).

3.1.4 Lathyrus neurolobus Boiss. & Heldr.

Tato drobna vytrvala rostlina (Obr. 1) patii mezi krétské endemity a je zajimava pro
svou jedine¢nou pozici v rodu, z hlediska geografického i taxonomického (Kupicha,
1983; Kenicer a Norton, 2008). Tento druh je endemitem, ktery se nachazi v zapadni
casti Kréty nejCastéji ve vlhkych lesich v okoli potokl, na okrajich ficek a
Vv raSeliniStich na krytych severné€ orientovanych stanovistich v udoli Fasas. Geograficka
izolace druhu se odrazi v morfologii rostliny, ktera se lisi od vSech ostatnich Euroasij-

skych druhti v rodu (Kenicer a Norton, 2008).

Samosprasna bylina s vétsim poctem kiidlatych zelenych stonkti do vysky 50 cm.
Jeden par prisedlych nebo fapikatych listi zakonceny jednoduchym nebo nékolika-
vétvenym uponkem. Listky jsou ovalné, paralelné zilkované se sitovanou zilnatinou.
Palisty jsou poloSipovité. Kvétenstvi se sklada z jednoho nebo dvou kvéti na 0Zlabi.
Kvéty jsou 6-9 mm dlouhé (Obr. 2). Kalich je zvonkovity, zeleny s nadechem fialové,
na vnitinim povrchu jsou trichomy. Koruna je modro-fialova s tmavsimi zilkami. Lusk
se silnou zilnatinou ma hnédou barvu a obsahuje 4-8 semen (Kenicer a Norton, 2008).
L. neurolobus kvete od kvétna do ¢ervna a jako hemikryprofyt ma obnovovaci pupeny

pii povrchu zem¢ (Bergmeier a Abrahamczyk, 2007).
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Obr. 2 — Morfologie kvétu L. neurolobus. A — kvét, B — fez kvétem, C — vrchol
¢nélky, D — lusk (upraveno dle Kenicer a Norton, 2008)

L. neurolobus ma omezeny vyskyt na plose asi 30 km, na zapadnim a severozapad-
nim uboci pohoti Lefka Ori, v soucasné dob¢ i v $irSim okoli oblasti Elos (Obr. 3). Vy-

skytuje se v kiemicitych fylit-kiemencovych oblastech. Tato oblast je pomérné bohata
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na povrchové vody, protoze na bfidlicovych padach srazky nepronikaji tak rychle do

zemgé. Roste v rozmezi vySek od 160—800 m (Bergmeier a Abrahamczyk, 2007).

| |

355N+ s R R
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Obr. 3 — Rozsifeni L. neurolobus v zapadni ¢asti Kréty (Bergmeier a Abrahamczyk,
2007)

3.2 Geneticka diverzita

Z ptiblizn€ 215 tisic druht rostlin na Zemi patii pouze 7 tisic mezi kulturni rost-
liny, oznacované jako plodiny. Vice nez 95 % lidské vyZivy je zavislé na 30 hlavnich
plodinach. Zemédélstvi zacalo asi na deseti riznych mistech na Zemi, ale nejlep$i pod-
minky pro péstovani a Slechténi poskytl Euroasijsky kontinent. Mezi centra pivodu
plodin podle Vavilova patii zejména podhtii Himalaji, Hindukuse, Blizkého vychodu,
Balkanu, Apenin a And, které se vyznacuji ¢asto se ménicimi velmi riznorodymi pod-
minkami prostfedi. Pro horské polohy jsou typické vykyvy teplot a silné ultrafialové
zafeni, coZ umoznilo vznik mutaci. Kazdy druh je adaptovan na své nalezi$té, ale uvnitf
druht existuji 1 jemnéjsi a citlivéjsi stupné adaptace populaci na mensi rozdily mezi
podobnymi lokalitami. Témto adaptovanym populacim uvnitf druhu se tikd ekotypy.
V poslednich dvou az tfech tisici letech dochédzi k néartstu lidské populace a rychlym

zménam piirodniho prostfedi, a tudiz se nckteré druhy nestaci adaptovat a vymizi
(Chloupek, 2008).

Postupna pfemeéna planych forem na kulturni, nazyvana jako proces domestikace, se
odehrala na riznych mistech a u vSech hlavnich plodin byla dovrSena pfiblizné pted 4

tisici lety (Smykal, 2009). Tento proces piinesl mezi plodiny mnoho vlastnosti, jako
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napt. zvySeni poctu semen, hromadné kliCeni semen, soucasné zrani vSech rostlin i
vSech plodenstvi na rostlin€, nerozpadavost klast, nepukani luskd, zvétSeni nékterych
organd, zesileni neékterych pletiv, zlepSeni fertility a kliivosti, zkraceni dormance, ne-
umérné zveétSeni zasobnich organt, nadmérné zvyseni obsahu zasobnich latek, elimina-
ce toxickych a inhibujicich latek, eliminace trnt a chlupt aj. Dulezitymi faktory do-
mestikace jsou introgrese, tj. vneseni a exprese gent urcit¢ho druhu do genomu jiného a
geneticky drift, tj. nahodné zmény v Cetnosti alel urcité populace (Chloupek, 2008).
Prvotni zemédé€lci vyuzivali pro nasledujici generace vétSinou maly pocet vybranych
jedincti a v dasledku toho maji dnes péstované plodiny malou genetickou diverzitu.
Mnoho genetického potencialu nebylo vyuzito nebo se vytratilo. Proces redukce diver-
zity, spojeny s malou velikosti populace a pusobenim genetického driftu, byl pojmeno-
van jako tzv. efekt hrdla 1dhve, jehoz sila zavisi na velikosti populaci béhem procesu

domestikace a dob¢ puisobeni (Smykal, 2009).

Geneticka diverzita mize byt posuzovana na urovni genovych rezerv (gene-pool),
populaci, individui, genomu, lokusu nebo sekvence DNA (Krestovich a McFerson,
1992; Chloupek, 2008). Plané druhy piedstavuji zdroj gent pro rezistence k chorobam a
Sktidetim i pro tolerance k nepfiznivym ristovym podminkam (Chloupek, 2008). Cesta
pfenosu gentl zdjmu se provadi klasickym Slechténim, tj. kiizenim vhodnych rodict a
vybér nejlepsich potomkd, jinou cestou jsou v souc¢asné dobé genové manipulace (Smy-
kal, 2009).

3.2.1 Geneticka diverzita Fabaceae

Do ¢eledi bobovité (Fabaceae) patii nejvyznamnéjsi zastupci domestikovanych plo-
din: hrach, cizrna, s6ja, podzemnice, bob, fazol a ¢ocka. U luskovin jsou doklady do-
mestikace omezené, ziejmé ale je, ze Cocka, bob, cizrna a hrach patii mezi velmi staré
kulturni plodiny. Na velikosti a tvaru semen lze pozorovat, Ze postupné dochazelo

k omezovani pukani luskt (Smykal, 2009).

3.2.2 Geneticka diverzita genofondovych kolekci rodu Pisum

PoloZky (genotypy) hrachu jsou shromazdény a uchovavany v nékolika hlavnich ge-
novych bankach po celém svété (Smykal a kol., 2008). Patii sem napt. John Innes Cen-
tre (JIC; 3 557 polozek), Mezinarodni centrum pro zeméd¢lsky vyzkum v suchych ob-
lastech (ICARDA, 6 105 polozek) a Vavilovuv institut slechténi rostlin (6 790 polozek)
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(Smykal a kol., 2011). Ceska narodni kolekce hrachu soustfedéna na pracovisti
v Sumperku ma pies 2 200 polozek. Pro posouzeni genetické diverzity jsou popularni
DNA markery, naptiklad SSR (simple sequence repeats, mikrosatelity), které maji vy-
soky polymorfizmus a kodominanci, na druhou stranu maji vysokou mutac¢ni frekvenci
(Vigouroux a kol., 2002) a ¢astou homoplazii tj. stav, ve kterém jsou alely shodné, ale
ne podle puvodu (Bhargava a Fuentes, 2010). Dalsi typy markerd pouzivané ke studiu
diverzity zahrnuji retrotranspozony, jako jsou SSAP (sequence-specific amplification
polymorphism) (Ellis a kol., 1998, Smykal a kol., 2011) a IRAP (inter-retrotransposon
amplified polymorphism), jde o dominantni markery (Kalendar a Schulman, 2006;
Smykal, 2006).

K charakterizovani rozlozeni genetické diverzity hrachu byly vyuzity mikrosatelity i
retrotranspozony. I pfesto, Ze rod Pisum obsahuje jen 2—3 druhy a n¢€kolik taxonomicky
definovatelnych jednotek, je velmi rozmanity a tato diverzita zavisi na geografickém
pavodu, taxonomické piibuznosti a Slechtitelskych genovych zdrojich. S pouzitim téch-
to markerid bylo analyzovano 4 429 polozek hrachu z hlavnich genofondovych kolekci.
Cilem bylo sestavit svétovou reprezentativni kolekci hrachu. Analyza jasn¢ oddé¢lila
plané druhy a poddruhy (P. fulvum Sibth. & Sm., P. sativum subsp. elatius (M. Bieb.)
Asch. & Graebn. a P. abyssinicum A. Braun) od kulturni formy hrachu. Byly odliseny i
polozky kulturniho hrachu z Afghanistanu, Etiopie a Ciny, coZ pravdépodobné naznacu-
je jejich samostatny ptivod. Mezi zastupci planého hrachu je velké geneticka variabilita

(Smykal, 2011).

3.3 Fylogenetika

Soucasti systematické biologie je taxonomie, véda o taxonech, tj. jakykoliv pfiroze-
ny a rozliSeny soubor zijicich nebo vymizelych organismi, ktery je vyhranény. Taxo-
nomie se zabyva jejich poznavanim, vymezovanim, tfidénim a vytvafenim ptirozené
klasifikace organismu. Je spojena s fylogenetikou, ktera se snazi o rekonstrukci histo-
rického vyvoje organismi a zjisténi jejich ptibuznosti. RozliSuji se 3 druhy taxoni: ta-
xony monofyletické, které zahrnuji vyluéné jednoho spolec¢ného predka tohoto taxonu a
vSechny jeho potomky; taxony parafyletické, které zahrnuji spole¢ného piedka, ale ne
vSechny jeho potomky, spole¢ny piedek parafyletického taxonu neni vyluény (byl pred-
kem 1 jiného taxonu); a taxony polyfyletické, které nezahrnuji spole¢ného predka, jsou

jen sbérnymi skupinami zalozené na nezavisle vzniklé podobnosti. Dalsi pojem pouzi-
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vany ve fylogenetice je taxon monotypicky, jde o nadfazeny taxon, ktery obsahuje pou-
ze jediny taxon podfazeny (napf. rod s jedinym druhem). Fylogeneticka (kladisticka)
klasifikace piijima pouze monofyletické taxony a snazi se, aby klasifikace co nejvérnéji
odrazela pribuznost organismu. Klasifikace pfisuzuje sesterskym skupinam stejnou hie-
rarchickou troven a stava se hypotézou o sesterskych vztazich a monofyleticky taxon je
klasifikovan spise svym vyluénym ptivodem (pfedkem) nez vlastnostmi. Zavedeni prin-
cipu kladistické klasifikace vedlo ke zna¢nym zménam v taxonomii (Rosypal, 2003).
Vyvoj druhil organismil v procesu evoluce se nazyva fylogeneze. Tento proces je repre-
zentovan fylogenetickym stromem. Ve fylogenetice se pouzivaji morfologické nebo

molekularni vlastnosti (napft. proteinové a genetické markery).

3.4 Molekularni fylogenetika

V soucasné dob¢ se ve fylogenetice masivné uplatiuji molekuldrni markery, nejcas-
néji sekvence DNA, ziskané pomoci molekuldrné biologickych metod. Tato data mohou
byt pouzita napiiklad pro rozpoznavani jednotlivych organismu, jejich tfidéni, pro zjis-
tovani piibuznosti jedincl v rdmci druhu nebo populace a pro rekonstrukei fylogeneze
druhti ¢i vysSich taxonil. Vyuzitim molekularnich dat pro ucely fylogenetiky a systema-

tické biologie se zabyva samostatny obor molekularni fylogenetika (Flegr, 2005).

3.4.1 Metody molekularni fylogenetiky

Molekularni markery hraji zasadni roli ve vSech aspektech genetiky a moderniho
Slechténi rostlin. Jednou ze dvou hlavnich skupin transponovatelnych elementa
Vv eukaryotickych genomech jsou retrotranspozony. Jsou vSudypiitomné, velmi hojné,
rozptylené po celém genomu a jejich copy and paste mechanizmus replikativni transpo-
zice vede k nové inzerci v genomu, bez vystiizeni pivodniho elementu. Celkova struk-
tura i domény retrotranspozontl, odpoveédné za rizné faze jejich replikace, jsou vysoce
konzervativni ve vSech eukaryotech. Diky jejich hojnosti a aktivité v rostlinnych geno-
mech byly vyvinuty rtizné markerové systémy vyuzivajici polymorfizmus retrotranspo-
zoni (Kalendar, 2011).

Rozptylené repetitivni sekvence tvoii transponovatelné elementy se dvéma hlavnimi
skupinami, které se li§i zplisobem jejich mnozeni: retrotranspozony (tfida I) a DNA
transpozony (tfida II). Retrotranspozony se transponuji pomoci RNA meziproduktu.

Podle pfitomnosti dlouhych terminalnich repetic (LTR) se retrotranspozony rozd¢luji na
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LTR retrotranspozony a non-LTR retrotranspozony, li§ici se svoji strukturou a transpo-
ziénim cyklem (Kalendar, 2011). U mnoha plodin se 40-70 % z celkové DNA sklada

z LTR retrotranspozonu (Pearce a kol., 1996).

Retrotranspozony jako molekularni markery, patii k metodam zalozenym na poly-
merazové fetézové reakci (PCR), vyznacuji se Mendelistickou dédi¢nosti s velkou gene-
tickou variabilitou (Manninen a kol., 2000). Piitomnost nebo absence transponovatel-
nych elementi mutze byt pouzita pro konstrukci fylogenetickych stromt druht
v disledku rozdilné distribuce retrotranspozonti mezi organismy. Proto byly retrotrans-
pozony navrzeny jako vykonné fylogenetické markery s velmi malou nebo zddnou ho-

moplazii (Shedlock a Okada, 2000; Alzohairy a kol., 2014).

Mezi metody retrotranspozonovych molekularnich markert patii SSAP (sequence-
specific amplified polymorphism), RBIP (retrotransposon-based insertion poly-
morphism), IRAP (inter retrotransposon amplified polymorphism), REMAP (retro-
transposon-microsatellite amplified polymorphism) a iPBS (inter-primer binding
sequence). Diky obecné pouzitelnosti metod, jednoduchosti provedeni a rozliSeni geno-
typu je tento systém markerd pouzivan ve studiich genetické diverzity nebo v markery
asistované selekci (Kalendar a Schulman, 2006).

iPBS

Nutnost znalosti sekvenci pro navrh specifickych primera je u metod vyuzivajicich
retrotranspozonové markery nevyhodou, ktera je vSak u iPBS metody pifekonana. Meto-
da iPBS amplifikace (Obr. 4) je zalozena na piitomnosti vazebného mista primeru
(PBS, primer binding sequence) reverzni transkriptazy, které je soucasti vnitini retro-
transpozonové domény. LTR retrotranspozony a vSechny retroviry obsahuji konzerva-
tivni sekvenci tRNA slouZici jako PBS pro tRNAIM®, tRNA™®, tRNA™®, tRNA™, tR-
NA%" tRNAY tRNAMY, tRNAT™ tRNA™ a tRNA®". Prodluzovani 3' konce piislus-
nych tRNA ma za nésledek ptestavbu retrotranspozonové nebo virové RNA do dvoure-

tézcové DNA a jeho nasledné zaclenéni na nové misto (Kalendar, 2011).

Jde tedy o mimotadné univerzalni a ucinnou metodu, ktera umoziuje ptimou vizua-
lizace polymorfismii mezi jednotlivci, rychlé klonovani LTR segmenti genomové DNA
a provadeéni in silico databazového vyhledavani. V mnoha druzich rostlin jsou retro-
transpozony vnofené, smiSené a prevracené. S pouZzitim PBS primert mohou byt jedno-

duse amplifikovany. PCR amplifikace probihd mezi dvéma vnofenymi PBS ve dvou
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LTR sekvencich. PBS sekvence jsou vnofeny blizko sebe a diky tomu mohou byt pouzi-

ty pro klonovani LTR (Kalendar a kol., 2010).

=>

<=

aggctctgataCCA-nan-TG
ggatgctgataCCA-nnn-TG
gggctctgataCCA-nan-TG
gacctttgataCCA-nan-TG
tggcaatggaaCCA-nnn-TG
ggatgccgataCCA-nnn~-TG
ccttgccgataCCA-nnn-TG
ttgeteegatgCCA-nan-TG
agctcacgatgCCA-nnn-TG
ggctcatgatgCCA-nnn-TG
tggcaacggcgCCA-nnn-TG
cagcggagtcgCCA-nnn~-TA
tggctctgataCCA-nnn-TG

CHT 5 T e TR SE—— T8

Sy

CA-nnn-TGGtatcagagcct
CA-nnn-TGGtatcagcatcc
CA-nnn-TGGtatcagagcce
CA-nnn-TGGtatcaaaggtc
CA-nnn-TGGttccattgcca
CA-nnn-TGGtatcggcatce
CA-nnn-TGGtatcggcaagqg
CA-nnn-TGGcatcggagcaa
CA-nnn-TGGcatcgtgaget
CA-nnn-TGGcatcatgagcc
CA-nnn-TGGcgeegttgeca
TA-nnn-TGGcgacteccgetg
CA-nnn-TGGtatcagagcca

atgctctgataCCA-nan-TA TA-nnn-TGGtatcagagcat
CCRA. s s TG/a t/CA.. ... TGG

PBS <-3'LTR‘5 5‘LTR’3-> PBS

Obr. 4 — Schéma iPBS amplifikace (Kalendar a kol., 2010)

Vysvétlivky: dva retrotranspozony v opacné orientaci a to bud’ dostate¢n¢ blizko pro
ucinnou amplifikaci (jak je zndzornéno) nebo vnotené. Diagram dvou strukturnich prv-
ki retrotranspozonii, LTR a PBS. Znazornéni ptredpoklddaného produktu spolu s orien-
taci PBS primeru. PCR produkt obsahuje LTR a PBS sekvence spolu se sekvenci mezi
LTR segmenty.

Mikrosatelity (1-10 nukleotidl) a minisatelity (>10 nukleotidi) jsou podkategorie
tandemové repetitivni DNA, které spolu s rozptylenymi repeticemi tvoii repetitivni ob-
lasti genomu. Mikrosatelity nebo SSR (simple sequence repeats), STR (short tandem
repeats) a SSLP (simple sequence lenght polymorphisms) se nachazi v prokaryotech i
eukaryotech a jsou rozmistény po celém genomu, zejména v euchromatinu eukaryot,

kodujici a nekodujici jaderné a organelové DNA (Vieira a kol., 2016).
SSR

SSR pattily v poslednich 20 letech k nejpouzivanéj§im markerim pro genotypizaci
rostlin, protoze jsou velmi informativni, kodominantni, multialelické a zaroven repro-
dukovatelné a ptenosné mezi piibuznymi druhy (Mason, 2015; Vieira a kol., 2016).
SSR jsou obzvlast’ uzite¢né pro plané druhy pfi studiich genetické diverzity, k odhadu

toku genil a miry crossing overu, v evolu¢nich studiich k posouzeni vnitrodruhovych
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genetickych vztahli. U kulturnich rostlin se SSR bézné pouzivaji pro vytvoreni genetic-
kych map, mapovani lokusii pro kvantitativni znaky (QTL), pro odhad stupné ptibuz-
nosti mezi genotypy, pro markery asistovanou selekci a fingerprint odrad rostlin (Jonah
a kol., 2011). SSR byly uzite¢né pro vytvoieni integrovanych map a pro kombinované,
fyzikélni a sekvencni mapy, které poskytuji Slechtitelim a genetikim néstroj pro propo-

jeni fenotypové a genotypové variability (Vieira a kol., 2016).

Vyvoj SSR markert ma 4 stupné, nejdilezitéjsi je znalost sekvenci, ve kterych se
vyskytuji SSR, dale navrh oligonukleotidii (primertl) komplementarnich oblastem ob-
klopujicich SSR, ovéteni primerd pomoci PCR a elektroforetické separace produktl a

na zavér detekce polymorfismi mezi jednotlivci (Mason, 2015).

Mikrosatelity byly puvodné ziskavany z kodujicich i nekodujicich oblasti rostlin-
nych genomu a k vyhledavani SSR bylo pouzito n€kolik zdrojii, véetné riznych DNA
knihoven (napt. genomové a cDNA knihovny) a vefejnych databazi (Vieira a kol.,
2016). Pokrok v sekvenovani nové generace (NGS) poskytl novy zpisob detekce mi-
krosatelitd. V poslednich desetiletich je ve vefejnych databazich k dispozici obrovské
mnozstvi sekvenci, které jsou pouzivany pro vyzkum mikrosateliti a to diky mnoha
NGS projektim (Schnable a kol., 2009; Vieira a kol., 2016). V soucasné dob¢ jsou plat-
formy 454 a Illumina nejpouZzivanéjsi pro ziskavani novych SSR markerti (Grohme a
kol., 2013). Pro identifikace sekvenci obsahujici SSR, musi byt nasyntetizovany speci-
fické primery (18-25 bp), komplementarni k sekvenci okolo mikrosatelitu a néasledna
amplifikace a testovani polymorfismi. Nasledna genotypizace je pomérné jednoducha a
levnd metoda. Varianty alel daného SSR lokusu mohou byt identifikovany pomoci

agar6zové nebo polyakrylamidové gelové elektroforézy (Vieira a kol., 2016).

3.4.2 Molekularni fylogenetika celedi Fabaceae

Rekonstrukce fylogenetickych vztahti Fabaceae je dilezita pro porozuméni pivodu
a diverzifikace celedi. Prvni molekularni fylogenetické analyzy Fabaceae zacaly s plas-
tidovym genem rbcL a pozdgji s vice variabilni genem matK. Analyzy zavisi na postup-
ném sekvenovani genomi. Diky dostupnym genomiim u modelovych lusténin Medi-
cago truncatula Gaertn., Lotus japonicus (Regel) K. Larson, a znalosti chloroplastového
genomu u Lathyrus sativus, Pisum sativum a nékolika dalsich, bylo dosazeno rychlého
pokroku ve fylogenetickych analyzach. Monofylie celedi Fabaceae byla opakované

demonstrovana pomoci molekularni systematiky (Smykal a kol., 2015).
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Na zakladé morfologickych znaki jsou uznavany 3 hlavni podceledi: Mimosoideae
(4 triby, 3270 druhti); Papilionoideae (28 tribt, 13 800 druh®); Caesalpinoideae (4
triby, 2 250 druht) (Lewis a kol., 2005). Papilionoideae je monofyleticka skupina a
povazuje se za nejvetsi podceled’, vSichni zastupci sdili spoleéného piedka, ktery ma za
sebou 50 kb inverzi ve svém chloroplastovém genomu pied asi 50 miliony lety (Doyle,
1995; Smykal a kol., 2015). Nejvétsi skupina Papilionoideae je Hologalegina se 75 ro-
dy, v¢etné velkych triba Galegeae, Fabeae, Trifolieae, Genisteae aj., které spojuje ztra-
ta jedné kopie chloroplastové obracené repetice. Z ekonomického a védeckého hlediska
je nejvyznamnéjsi tribus Fabeae a Trifolieae, které spole¢né tvoti 11 rodd a téméf 800
druhii (Smykal a kol., 2015).

Papilionoideae mohou byt dale rozdéleny do 4 klad: Phaseoloids (tropicky klad;
Glycine Willd., Phaseolus L., Cajanus L. a Vigna Savi), Galegoids (klad mirného pasu;
Pisum, Lens, Lathyrus, Vicia, Medicago L. a Cicer L.), Genistoids (Lupinus L.) a Dal-
bergoids (Arachis L. a Stylosanthes Sw.) (Lewis a kol., 2005). Do Mimosoideae a Cae-
salpinoideae patti vétsinou kefe a dieviny, mnohé cenné na dievo (Acacia spp. Mill.),
barviva (Indigofera tinctoria L.), pryskytice (Trachylobium verrucosum (Gaertn.) Oliv),
gumy (Senegalia senegal Britton), insekticidy (Derris elliptica (Wall.) Benth), 1é¢iva
(Senna occidentalis (L.) Link.), potravu (Tamarindus indicus L.) a krmivo (Bauhinia
spp. L.) (Smykal a kol., 2015).

Molekularni fylogenetické analyzy se v posledni dobé zamé&tily vice na urovné aktu-
alné uznanych rodd, podrodii a mnoho tradi¢nich seket, jejichZz molekuldrni data ukazu-
ji, ze nejsou monofyletické. Rody Pisum a Vavilovia jsou sesterské skupiny a jsou vno-
feny v rodu Lathyrus, ktery je spolu s rodem Lens vnofen v rodu Vicia. Toto seskupo-
vani je podpofeno analyzami plastidového genomu Fabeae: Lathyrus sativus a Pisum
sativum maji spolecné 4 ztraty genu (infA, rspl6, rpl22 a rl23) a ztratu prvniho intronu
clpP a cis-intronu rps12 (Magee a kol., 2010; Schaefer a kol., 2012). Pisum a Lathyrus
maji dale spolecny fytoalexin pisatin, ktery nebyl nalezen v rod¢ Vicia a Lens. V témér
vSech druzich rodd Vicia a Lens se nachazi fytoalexin wyeron, jehoz pfitomnost by

mohla byt synapomorfni pro tyto rody (Schaefer a kol., 2012).

Na zéklad¢ fylogeneze podle nové generovanych sekvenci jaderné a chloroplastoveé
DNA (rbcL, matK, trnLtrnF, trnS-trnG, psbA-trnH a ITS oblasti) druht tribu Fabeae
z Atlantskych ostrovll, Severni a Jizni Ameriky, Afriky a Eurasie bylo zjisténo, ze jejich

puvod je se vychodnim Stfedomoii ve stfednim miocénu (23—16 Ma). Piedek dnesnich
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zastupci Fabeae byl pravdépodobné jednoleta rostlina s chromozomovym ¢islem
2n=14 s rovnomérné chlupatou, dorziventralné stlacenou ¢nélkou. Ze svého centra ve
Stiedomofti se tribus rozsifil nejméné 15krat do stiedni a zapadni Evropy, 24krat do
Asie, 2krat do tropické Afriky a nejméné 7krat pies Atlantik nebo Pacifik do Severni a
Jizni Ameriky. Stfedoatlantské ostrovy byly kolonizovany 4krat, ale neslouzili jako
odrazovy mustek pro Sifeni do Ameriky. Biogeograficka analyza ukézala, ze dalkové
Sifeni rostlin neboli Long Distance Dispersal (dale jen LDD; zde definovano jako roz-
ptylené pies oceany) je u Fabeae pomémné bézné. Béhem piiblizné 18 miliont let se

podafilo rekonstruovat 12 LDD udalosti (Obr. 5) (Schaefer a kol., 2012).

Migrace do Ameriky pfes Beringliv pevninsky most byla pravdépodobna pro ale-
spon jednu linii rodu Vicia (pfedkové tichomotskych Vicia nigricans Hook. & Arn., V.
gigantea Hook. a havajské V. menziesii Spreng.). V ¢asovém okné 9-5 Ma dosahly
amerického kontinentu dal$i Fabeae linie (napf. Vicia sekce Australes, Lathyrus sekce
Notolathyrus) a to LDD udalosti ze Sttedomotské oblasti pies Atlantik. To naznacuje
ptiznivé podminky pro rozptylovani semen v pozdnim miocénu. Napiiklad pro jihoame-
rickou sekci Notolathyrus byl navrzen jeji pivod ve vychodnim Stfedomoii, odkud se
Sifila do severni Eurasie. Beringliv pozemni most umoznil jeji migraci do Severni Ame-
riky a na konci tfetihor se rozsifila do Jizni Ameriky. S otevienim Beringova prilivu
(5,5-5,4 Ma) se stala migrace po zemi na americky kontinent do¢asné nemozna. Pozdéji
doslo znovu ke spojeni, coZ umoznilo pozemni migraci chladu-adaptovanym liniim. U
nékterych druhil neni moZzné rozhodnout mezi migraci po zemi nebo LDD pfes oceany

(Schaefer a kol., 2012).
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Obr. 5 — Mapa biogeografické historie Fabeae (Schaefer a kol., 2012)

Vysvétlivky: hvézdicka — centrum pivodu Fabeae; Sipky znamenaji smér Sifeni do urci-
té geografické oblasti a jsou barevné odliSeny (Asie — 24krat; stfedni a zapadni Evropa

— 15krat; tropicka Afrika — 2krat; Jizni Amerika — 2krat ze Stfedomoii a 1krat ze Sever-
ni Ameriky; Severni Amerika — 2krat ze Stfedomofi, 3krat z Asie a 3krat z Jizni Ameri-

Ky; Makaronézie — 4krat ze Sttedomofi)

Lathyrus

Molekularni fylogenetické studie rodu Lathyrus zaloZené na jadernych (ITS) a chlo-
roplastovych (trnL-F, trnSG) markerech vedly k odhadtim fylogeneze s rody Pisum a
Vavilovia vnofenymi v rod¢ Lathyrus a zaroven rody Pisum, Vavilovia, Lathyrus a Lens

vhotfenymi v rod¢ Vicia (Smykal a kol., 2015).

Mnoho analyz se v posledni dobé zamétuje na obecné prehlizené sttedomotské dru-
hy rodu Lathyrus (L. gleosperma Warb et Eig., L. neurolobus, a L. nissolia L.), které
mohou byt, na rozdil od Kavkazského druhu Vavilovia, velmi zajimavé pro §lechténi
novych odrid Pisum diky prospé€snym vlastnostem, jako napf. tolerance k suchu a vytr-
valé formy zivota. VSechny tyto druhy maji podobnost s Pisum a mohou byt zahrnuty

ve Slechtitelskych programech. (Schaefer a kol., 2012)
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Vicia

Rod Vicia byl podle morfologickych znaki rozdélen do dvou podrodu, Vicilla a Vi-
cia. Podrod Vicia byl rozdélen do 5 sekci. Analyza téchto sekci ukazala, ze Vicia faba
musi byt umisténa daleko od ostatnich ¢lenti sekce Faba, kvuli odlisnému poétu chro-
mozomu. V. bithynica (L.) L., V. oroboides Wulfen a V. sepium L. maji 2n=14 chromo-
zomu, zatimco V. faba ma 2n=12, coz ztézuje kiiZeni rostlin pro Slechtitelské tcely
(Schaefer a kol., 2012). U druhu Vicia faba neni dosud ptesn¢ znamy plany piedek. Ja-
ko mozny ptfedek byla navrzena V. faba subsp. paucijuga (Alef.) Murat. z Pakistanu a
Afghanistanu, dal$i mozny piedek je V. pliniana (Trabut) Murat. z Alzirska. Podle mor-
fologické podobnosti byla navrzena V. narbonensis L. jako piedek, nicméné diky pie-
kazkam v kiizeni byl tento navrh vyvracen. Podle vysledkt z fylogenetickych analyz
ani jeden z navrha na piedka druhu Vicia faba neni spravny a neni jisté, jestli predek

neni jiz vymizely (Smykal a kol., 2015).
Pisum

Klasifikace rodu Pisum se v prubéhu let ménila z rodu s 5 druhy na monotypicky
rod, dale na rod se 2 druhy. Nedadvné analyzy molekularni fylogeneze zjistily, ze rod
Pisum je vnoifen v rodé Lathyrus (Schaefer a kol., 2012). Analyzy molekularni fyloge-
neze prokazali, Ze rod Vavilovia a jeji druh V. formosa je sesterska skupina k rodu Pi-

sum.

Fylogenetické studie zaloZzené na inzercich retrotranspozonovych markertt podporuji
model Pisum sativum subsp. elatius jako parafyleticka skupina, mezi kterou jsou vnoie-
ny vSechny plané formy P. sativum (Nasiri a kol., 2010; Smykal a kol., 2015). Fyloge-
neticky vztah Pisum byl rekonstruovan s pouzitim molekularniho, multilokusového pfi-
stupu, ktery zjistil, ze P. fulvum a P. sativum subsp. abyssinicum tvofi sesterské klady.
Pisum sativum subsp. elatius je umisténo mezi P. fulvum — P. sativum subsp. abys-

sinicum a kulturni P. sativum (Smykal a kol., 2015).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzity material

Rostlinny materidl pouzity pro experimentalni ¢ast prace byl poskytnut Katedrou bo-
taniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého. Jednalo se 0 usu$ené nadzemni
¢asti 10 rostlin Lathyrus neurolobus uchovavané v silikagelu v chladu. Vzorky se lisily

mistem nalezu (Tab. 1) a byly ziskany ze sbérové expedice na Krété.

Tab. 1 — Rostlinny material pro DNA analyzy

Cislo | Oznaceni podle Y
, , Souradnice
vzorku mista nalezu
1 Paleo-1 35°24'01.6"N, 23°46'45.6"E
2 Elos-01 35°21'36.0"N, 23°38'08.0"E
3 M 3-4 35°22'05.0"N, 23°42'18.0"E
4 Milanos-3 35°21'36.0"N, 23°38'08.0"E
5 Milanos 3-2 35°21'36.0"N, 23°38'08.0"E
6 Milanos 3-3 35°21'36.0"N, 23°38'08.0"E
7 Milones 1 35°22'12.7"N, 23°42"227.2"E
8 Milones 2 35°22'12.7"N, 23°42"227.2"E
9 Milones 2-2 35°22'12.7"N, 23°42"27.2"E
10 | Milones 3-3 35°22'12.7"N, 23°42"27.2"E

4.2 Metodika molekularnich analyz

4.2.1 1zolace DNA

Pti prvni izolaci bylo z kazdého vzorku odebrano 40 mg vysusenych pletiv prytu. Pfi
opakované izolaci byla tato navazka snizena na 10 mg. Vzorky byly homogenizovany
v homogenizatoru FastPrep-24™. DNA byla izolovana pomoci manualu Invisorb® Spin
Plant Mini Kit (Stratec Molecular, 2011), ktery je urCen pro izolaci a purifikaci DNA

riznych rostlinnych druhti a to z ¢erstvého, mrazené¢ho nebo suSené¢ho materialu.

4.2.2 SSR analyza

Pro analyzu bylo pouzito 24 SSR markert z prace Loridon a kol. (2005), ktery jich
ptivodné navrhl 216 pro P. sativum. V praci Bac¢ovské (2015) bylo na druhu Lathyrus
neurolobus otestovano 51 markerd. A 24 z nich mohlo byt pouzito pro druh Lathyrus

neurolobus.
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Reakéni smés pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) je v tabulce 2. Smési pro
jednotlivé SSR primery byly pfipraveny postupnym piidavanim slozek do 1,50 ml mi-
krozkumavek a rozd€leny do 96 jamkovych 0,20 ml PCR desek po 14,50 ul. Nakonec
bylo ptidano 0,80 ul templatové DNA. Pfipravené desky byly vlozeny do komory ter-
mocykleru TProfessional Basic Gradient (Biometra) s nastavenym odpovidajicim pro-
gramem reakce, ktery byl ptevzat od Loridon a kol. (2005) (Tab. 3).

Tab. 2 — Reak¢ni smés pro SSR analyzu

Slozky reakce 1 reakce
Deionizovana voda 10,78 ul
Pufr 3,0 ul

Primery 0,60 pl
MyTaq polymeraza 0,12 pl
Celkem 14,50 nl
+ Templatovda DNA | 0,80 pl

Tab. 3 — Program PCR reakce podle Loridon a kol. (2005)

54

Teplota (°C) | Cas Pocet opakovani
Pocate¢ni denaturace 94 4 min 1 x
Denaturace 94 30s
Nasednuti primert 55 30s 30 x
Elongace 72 40 s
Kone¢na elongace 72 10 min 1 x

4.2.3 iPBS analyza

Pro analyzu bylo pouzito 16 iPBS primert podle Kalendar a kol. (2010), u kterych

byla podle Bacovské (2015) ovérena jejich pouzitelnost pro druh L. neurolobus.

Reakéni smés pro PCR je uvedena v tabulce 4. Smési pro jednotlivé iPBS primery
byly pfipraveny postupnym piidavanim slozek do 1,50 ml mikrozkumavek a rozdéleny
do 96 jamkovych 0,20 ml PCR desek po 14,50 ul. Nasledné bylo pfidano 0,80 ul tem-
platové DNA. Piipravené desky byly vlozeny do termocykleru TProfessional Basic
Gradient (Biometra). Casovy a teplotni profil reakce byl ptevzat od Kalendar a kol.
(2010) (Tab. 5).
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Tab. 4 — Reak¢ni smés pro iPBS analyzu

Slozky reakce 1 reakce
Deionizovana voda 11,18 pl
Pufr 3,0 ul

Primery 0,20 pl
MyTaq polymeraza 0,12 pl
Celkem 14,50 nl
+ Templatova DNA 0,80 ul

Tab. 5 — Program PCR reakce podle Kalendar a kol. (2010), optimalizace teploty na-

sedani primera Bacovskou (2015)

Teplota (°C) | Cas Pocet opakovani
Pocatecni denaturace 95 3 min 1x
Denaturace 95 15s
Nasednuti primert 55 60 s 35 x
Elongace 68 60 s
Konec¢na elongace 72 5 min 1 x

4.2.4 Priprava geli a elektroforéza

Agarozova elektroforéza

Posouzeni kvality izolované DNA a separace produktti po PCR u analyzy SSR a
1PBS byla provadéna na 1% a 1,5% agar6ézovém gelu. Jako velikostni marker byl pouZit
Quick-Load® 100 bp DNA Ladder (Obr. 6). Vizualizace DNA probihala v UV transi-
luminatoru Vilber Lourmat a gely byly nasnimany pomoci GDS programem Vision-

Capt verze 14.2.
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Base Pairs  Mass (ng)

-1,517 45
- 1,200 35
- 1,000 a5
- 900 27
- 800 24
- 700 21
- 600 18
- 500517 97
- 400 38
- 300 29
- 200 25
-100 48

Obr. 6 — Quick-Load® 100 bp DNA Ladder

Zdroj: https://www.neb.com/products/n0467-quick-load-100-bp-dna-ladder

Polyakrylamidova elektroforéza

Na polyakrylamidovém (PAA) gelu bylo provadéno piesné stanoveni velikosti PCR
produktii u 4 SSR markerti pro posouzeni genetické diverzity rostlin druhu L. neurolo-

bus.

Bylo pfipraveno 50,0 ml polyakrylamidového gelu. Do kadinky se postupné ptfidalo
34,65 ml destilované vody, 5,0 ml 10x TBE (pufr Tris-borat-EDTA), 10,0 ml zasobniho
roztoku akrylamidu/bisakryalmidu, 334,5 ul TEMED (N,N,N',N'-tetrametyletylendi-
amin) a 334,0 ul 10% roztoku APS (persiranu amonného). Smés byla promichana a cely
obsah nalit mezi sklenéné elektroforetické desky, kam se nakonec umistil hfebinek pro

vytvofeni nanasecich jamek.

PCR produkty byly nandSeny na gel v objemu 10,0 pl. Elektroforéza probihala 10
minut pii napéti 100 V, poté bylo napéti zvySeno na 310 V po dobu 120 minut
Vv zévislosti na ofekavané velikosti separovanych produktl. Vizualizace produktii byla
provedena barvenim stiibrem. Po ukonceni elektroforézy byl gel pienesen do nadoby
s fixacnim roztokem a na tfepacce inkubovan 3 minuty. Poté byl pienesen do dalsi na-

doby s roztokem dusi¢nanu stéibrného a na tiepacce inkubovan 5 minut. Po inkubaci se
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stiibrem byl gel 2x promyt destilovanou vodou a pfemistén do dalsi nddoby s vyvojkou

a za mirn¢ho tfepani inkubovan 15 minut. Gely byly zataveny do folie a naskenovany.

4.2.5 Vyhodnocovani vysledkii

Vysledky SSR a iPBS analyz ve form¢ elektroforetogrami byly vyhodnoceny po-
moci matice podobnosti. Pfitomnost specifického amplikonu byla oznacena jako 1 a
absence jako 0. Matice byly zpracovany volné dostupnym programem FreeTree verze
9.1 (Hampl a kol., 2001) pomoci UPGMA metody (Unweight Pair Group Method with
Arithemetic Mean) a Jaccardova koeficientu podobnosti (Jaccard, 1908). Dendrogramy
byly vytvoteny v programu TreeView verze 1.6 (Page, 1996). Pro kazdy SSR a iPBS
marker byly vypocitany hodnoty DI (index diverzity), PI (index pravdépodobnosti) a
PIC (polymorfni informac¢ni obsah) podle Russell a kol., (1997):

DI =3 p;

=l B

PI=Yp}+Y 3(22.2,)
iml  jeidl

" n 1\\| N

PIC=1-| 20} |-3 T 2pip]

b, i=l Joo

Vysvétlivky: n — pocet alel, p; — frekvence i-té alely, p; — frekvence j-t¢ alely
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Izolovana DNA

Izolace DNA byla provadéna dvakrat. Pti testovani kvality izolované DNA byla de-
tekovana vyrazné¢jsi fragmentace DNA a ve vSech vzorcich se na elektroforetogramu
tvofil tzv. smear, namisto jednoho vyrazného pruhu. To bylo divodem pro provedeni
druhé izolace ve stejnych podminkach, ale za snizeni navazky. Vysledek byl stejny, coz
ukazuje na fakt, ze k ¢aste¢né fragmentaci DNA doslo béhem skladovani vzorkd. Jed-
nim z vysvétleni snizené kvality mize byt nedostate¢né rychlé vysuSeni rostlinného
materialu. Mohlo to byt také zpisobeno skladovanim usuSené¢ho materialu v silikagelu,
kdy béhem skladovani postupné Kklesla jeho kvalita. Vinod (2004) uvadi, Zze v piipadé
dlouhodobého uchovavani mrazeného rostlinného materialu je nutné predejit i kratkému

rozmrazeni, které by vedlo k degradaci DNA.

5.2 Vyhodnoceni analyzy SSR markert

Pro analyzu 10 vzorkd Lathyrus neurolobus bylo pouzito 24 SSR markert (Tab. 6).
Byla stanovena pfiblizna velikost produktli, kterd se nejcastéji pohybovala v rozmezi
80-200 bp a nejvétsi produkt mél piiblizné 500 bp u markeru AD237. Stejné markery
pouzité u Pisum sativum mély podle Loridon a kol. (2005) pfibliznou velikost 180—380
bp a nejvétsi produkt mél 670 bp u markeru B17. Rozdily ve velikostech mohly byt
zpusobeny pouzitym zpusobem separace. Loridon a kol. (2005) pouzival k separaci
PAA gely a vizualizaci autoradiografii nebo barvenim PAA geli stfibrem. Separace na
PAA gelech ma vétsi rozliSovaci schopnost a zaroven maji pouzité metody vizualizace
vétsi citlivost neZ ma tradiéné vyuZzivany etidium bromid u agarézové elektroforézy
(Lee a kol., 2012). U markeri AA456 a A6 nebyl detekovan zadny PCR produkt, proto
mohou byt povazovany jako nevhodné pro druh L. neurolobus. Velikostni rozdil pro-
duktt u druht P. sativum a L. neurolobus nebo neptitomnost produktd u L. neurolobus
mohou byt také dany rozdily v DNA odlisnych druht. Nékteré SSR markery navrzené
Loridon a kol. (2005) pro hrach byly pouzity pro analyzu dalSiho velmi blizce ptibuz-
ného druhu Vavilovia formosa, ale pouze 18 % testovanych vzorku poskytlo produkty a
nebylo mozné odlisit rozdily mezi dvéma populacemi (Smykal a kol., 2017). Pfenosnost
mikrosatelitnich markerti mezi rody byla studovana v praci Reddy a kol. (2010), kdy

byly mj. pouzity i nékteré z SSR markerti navrzenych pro hrach u zastupct rodu Lens.
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Pfenosnost mikrosatelith mezi rody je urcena jejich tspéSnou amplifikaci, ktera se vyja-
difuje v procentech. U SSR markeri odvozenych od hrachu to bylo pouze 25 %. Autofi
Smykal a kol. (2017) a Reddy a kol. (2010) neuvadi velikosti produktt, ani dalsi statis-
tické hodnoty, proto mohou byt vysledky analyzy L. neurolobus dale porovnavany jen s

druhem P. sativum.

Pro dal$i analyzu byly vybrany 4 markery: AA163.2, D21, B13 a B16, které mély
jen jeden dobte zietelny PCR produkt, ve vsech ptipadech v rozmezi 140-180 bp. U
ostatnich markert byly pfitomny nespecifické produkty nebo byly pruhy slabsi a obtiz-
né se vyhodnocovaly. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7. Po pfesnéjsi analyze na PAA
gelu s vétsi rozliSovaci schopnosti, ktera se 1isi podle koncentrace gelu a je mozné rozli-
Sit az jednonukleotidové rozdily (Schlétterer, 1998), se potvrdila pfitomnost jedné alely
u markerit AA163.2, D21 a B16. Tyto uniformni markery maji velikosti 130 bp a 150
bp. Hodnoty DI a PIC=0 a PI=1 znamenaji, Ze tyto markery nejsou vhodné pro studium
genetické variability. Pfi testovani genetické diverzity hrachu se ale marker AA163.2
ukazal jako uziteény a podle Ahmad a kol. (2012) mél 2 alely a velikost okolo 290 bp,
hodnota PIC byla 0,245. Podle Kumari a kol. (2013) byl dale u hrachu testovan marker
D21, ktery byl polymorfni se 2 alelami a velikosti 200-300 bp, jeho hodnota PIC byla
0,477. Rozdily mezi L. neurolobus a P. sativum jsou patrné i u tfetiho uniformniho
markeru B16, ktery ma u hrachu 3 alely a velikost 370—400 bp . Na rozdil od prvni ana-
lyzy se zjistilo, ze marker B13 je polymorfni a ma 3 alely (Obr. 7), coz nebylo mozné
urCit z agar6zového gelu s nizsi rozliSovaci schopnosti. Hodnoty DI=0,66 a PIC=0,61
jsou primérné. Porovnani s hrachem neni mozné, protoze v praci Loridon a kol. (2005)
nejsou pro marker B13 dostupné data. Podle Bafovské (2015) mé¢l marker B13 u L.

neurolobus pouze jednu alelu o velikosti 159 bp.

Celkem bylo v SSR analyze detekovano 6 alel, primérné 1,50 alel na lokus. Pro
srovnani u hrachu se podle riznych autorii liSil primérny pocet alel na lokus. Podle
Burstin a kol. (2001) to bylo 3,60 alel na lokus pfi studiu 31 SSR markerti u 12 genoty-
pu, Loridon a kol. (2005) uvadi 3,80 alel na lokus pfi mapovani P. sativum pomoci 216
SSR markerii a novéjsi prace podle Kumari a kol. (2013) udava pramérné¢ 2,10 alel na
lokus pfi studiu 21 SSR markerti u 28 genotypt. Hodnota polymorfniho informaéniho
obsahu u L. neurolobus je primémé 0,15. U hrachu je to podle Ahmad a kol. (2012) a
Kumari a kol. (2013) mezi 0,40-0,50. Aby mohl byt marker uzite¢ny pro studium gene-
tické diverzity hrachu, mél by mit podle Loridon a kol. (2005) hodnotu PIC vice nez
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0,60. Vzhledem k nizkému poctu detekovanych alel a nizkym hodnotam jednotlivych
ukazatelti pro SSR markery bude tieba pro dosazeni lepsich vysledkl s vyssi vypovida-

jici hodnotou analyzovat vétsi mnozstvi SSR markert.

Tab. 6 — Analyzované SSR markery

Pocet Piiblizna
SSRmarker| p g rodukti | velikost (bp)

1] AA163.2 1 160
2 AD85 1 180
3 B14 2 100-190
4 AAA4T6 1 100
5 B4 1 100
6 134 2 80-490
7 AAL 1 80
8 AD237 2 100-500
9 AB100 1 100
10 AB36 3 80—200
11 AD174 1 80
12 C20 1 100
13 B13 1 180
14 D21 1 160
15 AD270 2 90-200
16 B16 1 140
17 B17 3 180-450
18 AD134 1 480
19 37 1 90
20 AA278 1 90
21 AA206 1 80
22 AA456 z4dny produkt
23 Ab zadny produkt
24 AD141 1 \ 100

Tab. 7 — Vyhodnoceni vybranych SSR markert

SSR marker | Velikost (bp) | Pocet alel | DI Pl PIC
AA163.2 150 1 0,00 | 1,00 0,00
D21 150 1 0,00 | 1,00 0,00

B13| 150-160 3 0,66 | 0,15 0,61

B16 130 1 0,00 | 1,00 0,00
priamér 1,50 0,17 | 0,79 0,15

informacni obsah

32

Vysvétlivky: DI — index diverzity, Pl — index pravdépodobnosti, PIC — polymorfni




Obr. 7 — Elektroforetogram, polymorfni SSR marker B13 (M — hmotnostni marker

20 bp DNA Ladder; 1-10 genotypy L. neurolobus: 1 — Paleo-1, 2 — Elos-01, 3 — M 3-4,

4 — Milanos-3, 5 — Milanos 3-2, 6 — Milanos 3-3, 7 — Milones 1, 8 — Milones 2, 9 — Mi-
lones 2-2; 10 — Milones 3-3)

5.3 Vyhodnoceni iPBS analyzy

Pro analyzu 10 vzorki L. neurolobus bylo pouzito 16 iPBS markeru (Tab. 8), u kte-
rych byl nejprve stanoven priblizny pocet produktl a piiblizna velikost, ktera se pohy-
bovala v rozmezi 300-1390 bp. U markeru iPBS2241 nebyl na gelu pfitomny zadny
dani primert (Ta), tento marker fungoval a m¢l pti Ta 55°C pfibliznou velikost 1000—
2700 a pocet produktii 8. Pravdépodobné doslo k chybé pti PCR. Dalsich 5 iPBS mar-
kert nemélo zadny polymorfni fragment. Celkem 10 iPBS markerti bylo polymorfnich a
u 9 z nich byly polymorfizmy velmi dobte zietelné, proto byly vybrany pro dalsi analy-

ZU.

Vybrané iPBS markery jsou uvedené v tabulce 9. Celkem bylo nalezeno 85 pruht a
58 z nich bylo polymorfnich. Pocet fragmentti na marker se pohyboval v rozmezi 6-13,
s pramérem 9,444. Pocet polymorfnich fragment na marker mél pramér 6,444. Baloch
a kol. (2015a), ktery pomoci 12 iPBS markert studoval polymorfizmy na 138 tureckych

polozkach hrachu, zjistil celkem 106 pruht s praimérem 8,830 fragmentt na marker,
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z nich 81 bylo polymorfnich s primérem 6,750 polymorfnich fragmentl na marker.
Primérné hodnoty celkového pocétu fragmentl i polymorfnich fragmentti na marker se
od sebe u dvou blizce piibuznych druhli vyznamné nelisi. Analyza iPBS markert byla
provedena i na kulturnich a planych zastupcich rodu Lens ze stejné Celedi Fabaceae.
Baloch a kol. (2015b) testoval 10 iPBS markerti na 7 polozkach ¢ocky, kdy z celkem
151 fragmentt bylo 150 polymorfnich s primérem 15 polymorfnich fragmentii na mar-

ker.

U L. neurolobus byla hodnota indexu diverzity v rozmezi 0,812-0,966 s pramérem
D1=0,929; hodnota indexu pravdépodobnosti byla v rozmezi 0,001-0,021 s primérem
P1=0,005 a polymorfni informacni obsah se pohyboval v rozmezi 0,812-0,966
s prumérnou hodnotou PIC=0,928. U hrachu byla podle Baloch a kol. (2015a) hodnota
polymorfniho informac¢niho obsahu v rozmezi 0,330-0,840 s primérem PIC=0,610, u
¢ocky byla tato hodnota vyssi, podle Baloch a kol. (2015b) to bylo v rozmezi 0,840—
0,970 s primérem PIC=0,90. Aby mohly byt markery klasifikovany jako informativni,
méla by hodnota PIC byt vyssi nez 0,50 (Sharma a kol., 2009). To je splnéno u hrachu,
hrachoru i ¢o¢ky. Témto ziskanym vysokym hodnotam PIC piedchazi testovani, opti-
malizace a vybér markert, které dobife funguji pro urcity druh. Proto z 83 univerzalnich
retrotranspozonovych markeri navrZzenych v praci Kalendar a kol. (2010) maze vyka-
zovat polymorfizmy, a tak byt vyuzito pro studium genetické diverzity, jen nékolik pro
dany druh. Na obrazku 8 je ukazka dvou polymorfnich iPBS markert iPBS2271 a
iIPBS2394.
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Tab. 8 — Analyzované iPBS markery

IPBS marker | Pocet produkti | Ptiblizna velikost | Polymorfizmus
1 |iPBS2076 56 720-1350 ++
2 [IPBS2077 3 400-1250 -
3 [1IPBS2078 6-8 480-1300 ++
4 |i1PBS2228 4 600-1220 -
5 |iPBS2229 2 1120-1350 -
6 |iPBS2232 5-10 620-1300 ++
7 |iPBS2239 67 700-1350 +
8 |iPBS2241 zadny produkt

9 |iPBS2247 59 490-1390 ++
10 | iPBS2249 1-7 660-1310 ++
11 |iPBS2251 2-8 350-1270 ++
12 |iPBS2271 4-7 720-1160 ++
13 | iPBS2277 5 300-1120 -
14 | iPBS2383 2 390-500 -
15 | iPBS2390 1-3 410-1100 ++
16 | iPBS2394 24 700-1160 ++

Vysvétlivky: Polymorfizmus: (-) neni polymorfni; (+) polymorfni; (++) dobfte zte-

telny polymorfizmus

Tab. 9 — Vyhodnoceni vybranych iPBS markert

. . Pocet fragmenti

iPBS marker | Velikost (bp) Celkem | Polymorfii DI Pl PIC
iPBS2076 | 280-1380 13 8 0,940 0,004 0,939
iPBS2078| 480-1300 9 5 0,931 0,005 0,929
iPBS2232| 620-1300 10 8 0,966 0,001 0,966
iPBS2247| 780-1450 13 5 0,966 0,001 0,965
iPBS2249| 770-1300 7 6 0,812 0,021 0,812
iPBS2251| 760-1250 12 11 0,943 0,003 0,943
iPBS2271| 690-1280 10 7 0,961 0,001 0,961
iPBS2390| 430-1250 6 3 0,922 0,006 0,920
iPBS2394| 600-1160 8 5 0,919 0,005 0,919

priamér 9,444 6,444 0,929 0,005 0,928

celkem 85 58

Vysvétlivky: DI — index diverzity, Pl — index pravdépodobnosti, PIC — polymorfni

informacni obsah
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Obr. 8 — Elektroforetogram, polymorfni iPBS markery iPBS2271 a iPBS2394 (M —
hmotnostni marker Quick-Load® 100 bp DNA Ladder; 1-10 genotypy L. neurolobus: 1
— Paleo-1, 2 — Elos-01, 3 — M 3-4, 4 — Milanos-3, 5 — Milanos 3-2, 6 — Milanos 3-3, 7 —

Milones 1, 8 — Milones 2, 9 — Milones 2-2; 10 — Milones 3-3)

5.4 Posouzeni genetické variability dosaZené jednotlivymi metodami
Doposud nebyly analyzované mikrosatelitni ani retrotranspozonové markery pouzity
pro studium genetické diverzity kulturnich i planych druhd rodu Lathyrus. Ziskané
primérné hodnoty polymorfniho informaéniho obsahu PIC naznacuji, Ze pro studium
variability by byla vhodné&jsi metoda iPBS, kde primérna hodnota PIC=0,928, oproti
metodé SSR, kde byla hodnota niZsi nez 0,50, coZ je hranice, aby byl marker povazovan
za dostatecné informativni pro analyzy genetické diverzity. Nicméné& pouhé 4 analyzo-
vané SSR markery zpochybiiuji rozhodovani o vhodnéjs$i metod¢ a bude jich tieba ana-

lyzovat vEétsi mnozstvi.

Na zaklad¢ vyhodnoceného polymorfizmu u SSR markert byl sestaven dendrogram
(Obr. 9), na kterém mizeme pozorovat rozliSeni genotypti do dvou klastra (I. a IL.).
Klastr I. muze byt dale rozdélen do dvou subklastrii I.A a 1.B. Subklastr LA je tvofen
pouze jednim genotypem Milanos-3. Subkrastr I.B je tvotren 5 genotypy (Paleo-1, Milo-
nes 3-3, Milones 2-2, Milanos 3-2, Milones 2). Klastr 1. se sklada ze 4 genotypt (Milo-
nes 1, Milanos 3-3, Elos-01 a M 3-4). Analyzou SSR markera se jiz diive n€kolikrat
podaftilo odlisit zastupce hrachu. Rana a kol. (2016) metodu SSR markeri doporucuje

pro charakterizaci genofondovych kolekci. Pfi analyze 151 polozek hrachu z celého
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svéta se jim pomoci 20 SSR markerd podatilo rozlisit genotypy do 3 klastrd, které od-
povidaly geografické oblasti. V této praci byl analyzovan nizky pocet mist genomu, a
proto se vliv lokality nalezu nijak neprojevil na rozliseni jednotlivych analyzovanych

genotypul.

Milanos-3 } LA

100 Paleo-1

100 Milones 3-3

Milones 2-2 - I.B

100 ———  Milanos 3-2

Milones 2

Milones 1

100 Milanos 3-3

= M

Elos-01

01

M3-4

Obr. 9 — Dendrogram podobnosti na zakladé 4 SSR markert

Podle vyhodnoceného polymorfizmu iPBS markert byl sestaven dendrogram po-
dobnosti (Obr. 10), na jehoz zakladé muzeme pozorovat rozliSeni genotypt do dvou
klastri (I. a IL.). Klastr 1. je tvofen pouze jednim genotypem Milones 1. Klastr II. mlzZe
byt rozdélen do dvou subklastri II.A a I1.B. Subklastr II.A je tvofen skupinou 7 genoty-
pa (M 3-4, Milanos 3-3, Milanos 3-2, Milanos-3, Milones 3-3, Elos-01 a Paleo-1). Sub-
klastr 11.B se sklada ze 2 genotypti (Milones 2 a Milones 2-2). Baloch a kol. (2015a),
ktery metodou iPBS analyzoval turecké polozky hrachu, nepozoroval zadnou spojitost
mezi mistem vyskytu a rozliSenim do klastri, 1 kdyz byly shromdzdény z riznych geo-
grafickych oblasti Turecka. To plati i v piipadé L. neurolobus, rozliSeni do klastrii neni
v souladu s mistem nalezu. Pouze genotypy rozlisené do subklastru I1.B maji stejné mis-

to nalezu.
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Obr. 10 — Dendrogram podobnosti na zakladé 9 iPBS markera

Dendrogramy ziskané na zakladé SSR a iPBS markert se od sebe dost lisi. Za pftija-
telny mize byt povazovan dendrogram na obrazku 10, protoZe je vytvofen na zakladé 9
1PBS markerii. Zatimco dendrogram na obrazku 9 je sestaven pouze ze 4 SSR markert,
z nichz 3 byly uniformni. Solberg a kol. (2015) studoval genetickou diverzitu 29 polo-
zek hrachu ze severni Evropy a podatilo se mu poloZzky jasn¢ odlisit s pouhymi 5 SSR
markery, které mély primérné 4,4 alely na lokus. To znamend, Ze pokud jsou dobie
zvolené markery, nemusi jich byt vysoky pocet, aby bylo dosazeno kvalitnich vysledki.
Na obrazku 11 je vysledny dendrogram sestaveny celkem z 13 markert. Tento dendro-
gram je identicky s predchozim, ktery byl ziskan na zaklad¢ iPBS markert. Pfidanim
dat z SSR analyzy nebyl vysledny dendrogram ovlivnén.

Podle Yildiz a kol. (2015), ktery se zabyval ¢eledi Malvaceae, jsou iPBS markery
velmi informativni pro studium genetické diverzity a k odliSeni genotypti. Nicméné pro

shlukovou analyzu souvisejici s geografickym ptvodem polozek, je G€inngjsi metoda

SSR markert.
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Obr. 11 — Dendrogram podobnosti na zaklad¢ 4 SSR a 9 iPBS markert
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6 ZAVER

Lathyrus neurolobus je sttedomotsky plany druh z rodu Lathyrus, ktery v sobé skry-
va potencial pro $lechtitelské programy hrachu. Stejné jako dalsi ptibuzné plané druhy
hrachu ma nékteré prospésné vlastnosti. Jedna se o vytrvaly druh, ktery je tolerantni
vuci suchu.

Tato bakalafska prace byla zamétena na studium genetické diverzity Lathyrus neu-
rolobus. Byla testovana pouzitelnost vybranych SSR a iPBS markert pro stanoveni fy-
logenetickych vztahii v rdmci druhu a na sestavenych dendrogramech se sledovalo, zda

utvotené klastry souvisi s geografickou lokalitou nalezu.

Transponovatelné elementy, zejména retrotranspozony, predstavuji velkou ¢ast rost-
linnych genomt, jejich replikacni systém vytvaii genetickou diverzitu a to z nich déla
vyborny zdroj molekularnich markerti (Schulman a kol., 2004). Mnoho retrotranspozo-
novych markertt mohlo byt dosud vyuzito jen v jednom druhu, ale diky nedavno vyvi-
nuté metod¢ iIPBS markeri mohou byt univerzalné pouzivany u vsech rostlinnych i zi-
vocisnych druhi. iPBS markery jiz byly vyuzity ke studiu genetické diverzity a odliSeni
genotypt ne¢kolika druhii rostlin ¢eledi bobovité, napt. u hrachu a ¢ocky. Nicméné neby-

ly vyuzity ke zkoumani genetické diverzity u zddného planého druhu.

Pro posouzeni genetické diverzity L. neurolobus se metoda iPBS markert ukazala
jako velmi informativni. Z 83 univerzalnich markert bylo analyzovano 16, ze kterych 9
vykazovalo zietelné polymorfni fragmenty. V dfivéjSich fylogenetickych analyzach
¢ocky a hrachu bylo podle Baloch a kol. (2015a,b) pozorovano, ze polozky ze stejné
geografické oblasti jsou umistény do riznych klastrit na dendrogramech. Tato skutec-

nost byla pozorovana i v této praci.

Pro nékteré z SSR markert navrzenych pro hrach plati pfenosnost mezi druhy a rody
a je mozné diky nim zkoumat i plané druhy. SSR markery patii uz dlouho dobu mezi
nejpopularnéj$i markery pro charakterizaci genetické diverzity. Hlavni studie hrachu s
vyuzitim SSR markerti se zamétovaly piedev§im na charakterizace genofondovych ko-
leket, odliSeni odriid a ur¢eni genetické historie a geografického ptvodu.

Zde byly pfesnéji analyzovany 4 SSR markery a pouze marker B13 mohl byt pova-
Zovan jako uzitecny pro studium genetické diverzity, dalsi 3 markery byly uniformni. U
druhu L. neurolobus ale funguje diky pfenosnosti mezi rody dalSich 22 SSR markeru.

Proto by dalsi analyzy mély byt zaméfeny praveé na tyto markery.
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Jak jiz osvédc¢end metoda SSR markert, tak i pomérné nova metoda iPBS markera,
mohou byt pro budouci studium zastupcii ¢eledi bobovité velmi uzite¢né. Proto bych
rdda vyuzila poznatky a zkuSenosti nabyté pii zpracovavani bakaldiské prace

V navazujici diplomové praci.
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