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Abstrakt
Geneticka diverzita a fylogeneze Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Pisum fulvum Sibth. & Sm. je jeden ze ti{ druhti v rodu Pisum L., do kterého jsou téz fa-
zeny druhy Pisum sativum L. a Pisum abyssinicum A.Br. Spolecné s poddruhy P. sativum
subsp. elatius M.Bieb. a P. sativum subsp. humile Boiss. et Noe. je fadime do skupiny
planych forem hrachu. P. fulvum patfi svym vztahem ke kulturnimu hrachu P. sativum
L. subsp. sativum. do jeho sekunddrniho genového poolu. Vzhledem k potenciélu vyuziti
P. fulvum jako donora gend zdjmu v procesech obohacovani genetické diverzity kulturniho
hrachu ho 1ze povazovat za vyznamny rostlinny druh, jehoZ biologické charakteristika by
méla byt v rdmci moznosti doplnéna. Druh P. fulvum se od zbytku vyvojové linie rodu
Pisum oddélil v obdobi pred 1,7 miliony let +/- 0,4 miliont let. V soucasné dobé je jeho
vyskyt omezen na vychodni ¢ast izemi Levanty, a i kdyZ se zde vyskytuje sympatricky s
dal$imi zastupci rodu Pisum, je druhem vyskytujici se zde v nejvétsi mite. Tiemi pfistupy
molekuldrni biologie DNA sekvenace jaderné oblasti ITS a chloroplastové oblasti trnSG,
DArT-Seq™ a GenoPea 13.2K SNP je v této diplomové praci charakterizovana genetické
diverzita druhu P. fulvum. Sekvenace ITS oblasti u 149 polozek vedla k identifikaci Ctyf
ribotypt, které byly dile analyzovany v biogeografickych souvislostech. Na zdkladé ana-
lyzy dat z celogenomové genotypizace DArT-Seq™ v porovnani s misty pivodu analyzo-
vanych polozek byly uréeny tfi skupiny (jizni, stfedni a severni), které miZzeme pokladat
za vnitrodruhové vyvojové linie. V piipadé analyzy dat z GenoPea 13.2K SNP byl ge-
notyp P. fulvum porovnan s genotypy ostatnich planych forem hrachu a P. abyssinicum a
byly identifikovany SNP spojené s genotypem P. fulvum. Analyzou kodominantnich SNP
dat a analyzou sekvenci trnSG byl také potvrzen u nékterych polozek P. fulvum recentni

genovy tok se zastupci ostatnich planych forem hrachu.

Klicova slova: ITS, trnSG, ribotyp, predikce distribuce, celogenomova genotypizace,
vnitrodruhova variabilita, DArT—SeqTM, GenoPea 13.2K SNP



Abstract
Genetic diversity and phylogeny of Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Pisum fulvum Sibth. & Sm. is one of the three species in genus Pisum L., which also
includes species Pisum sativum L. and Pisum abyssinicum A.Br. P. fulvum together with
subspecies P. sativum subsp. elatius M.Bieb. and P. sativum subsp. humile Boiss. et Noe.
belong to the group of wild pea. P. fulvum belongs to secondary gene pool of cultural pea
P. sativum L. subsp. sativum. Due to the potential use of P. fulvum as a donor of gene of
interest in processes of cultural pea genetic diversity enrichment, it may be considered
as an important plant species whose biological characteristics should be assembled wi-
thin the possibilities. Divergence separating P. fulvum from the rest of the evolutionary
lineage of the genus Pisum occured in the period before 1.7 million years +/- 0.4 mil-
lion years. Currently, its habitats is limited to the eastern part of the territory of Levant
where P. fulvum is more abundant plant in its range than other groups of the genus Pisum
that occurs sympatric with P. fulvum. The genetic diversity of P. fulvum is characterized
in the current thesis by three approaches of molecular biology using DNA sequencing
of ITS nuclear region and #rnSG chloroplast region, DArT-Seq™ and GenoPea 13.2km
SNP. Sequencing ITS region of 149 accessions led to the identification of four ribotypes
that were analyzed in biogeographical context. Based on the comparing the analysis of
data from genome-wide genotyping DArT-Seq™ and origin of analyzed accessions three
groups (south, central and north) which can be considered as intraspecific evolutionary
line were identified. In case of analysis of data from GenoPea 13.2K SNP P. fulvum geno-
type was compared with genotypes of other groups of pea and P. fulvum asociated SNPs
were identified. Recent gene flow between some accessions of P. fulvum and accessions
of other groups of wild pea was confirmed by analysis of codominant SNP data and by

analysis of trnSG sequences.

Key words: ITS, #rnSG, ribotyp, prediction of distribution, genome-wide genotyping,
intraspecific variability, DArT-Seq™, GenoPea 13.2K SNP
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1 Uvod

Biologicky druh Pisum fulvum Sibth. & Sm., volné pieloZeno do Cestiny jako ,,hrach plavy”,
naleZzi spolecné s dvéma poddruhy Pisum sativum L. subsp. elatius M. Bieb. a subsp. hu-
mile Boiss. et Noe. mezi tzv. plané formy hrachu z rodu Pisum L. (Ladizinski & Abbo,
2015), z kterého pochdzi v§eobecné zndmy kulturni hrich, jedna z nejstarSich hospodér-
skych vyznamnych plodin svéta a nejslavnéj$i modelovy objekt Gregora Johanna Men-
dela (1822-1884) v hybridizacnich pokusech klasické genetiky. DiileZitou soucasti evo-
lu¢niho vyvoje v rodu Pisum je i pres prevaZznou samospraSnost pii reprodukci prile-
Zitostna hybridizace i vzdalenéjSich vyvojovych linii a ndslednd introgrese genu a tato
skutecnost je zdkladnim problémem pii feseni fylogenetickych analyz jeho zastupci (Za-
ytseva et al., 2015).

Kulturni hrach byl domestikovén pfiblizné pied 10 000 lety tehdejSimi obyvateli oblasti
Urodného ptlmésice vybérem jedinct z planého hrachu, ktery je nejspise v soucasnosti
oznacovan jako P. sativum subsp. humile (Ladizinsky & Abbo, 2015; Smykal, 2011). Dle
fylogenetickych analyz pravé plané poddruhy P. sativum a nami studovany druh P. ful-
vum tvori dvé zdkladni vyvojové linie rodu Pisum, které se od sebe oddélily priblizné
pred 1,7 miliony let (Kosterin & Bogdanova, 2008; Schaefer et al., 2012; Zaytseva et al.,
2015) a navzdjem se od sebe vyznamné li§i chromozomovymi pfestavbami a rozvinutou
reprodukéni bariérou (Ben-Ze’ev & Zohary, 1973), kterd ovSem miZe byt v nékterych
pripadech kiiZeni pfekondna (Kosterin & Bogdanova, 2015). Vyvojova linie druhu P. sa-
tivum je co do genetické struktury, v¢etné Slechténych odriid, zna¢né rozmanitd a i svym
geografickym rozsifenim zaujima rozsdhlou oblast prirozeného vyskytu (Ladizinsky &
Abbo, 2015). Naopak druh P. fulvum je endemitem v oblastech vychodni Levanty, a a¢
jeho genetickd struktura na vnitrodruhové drovni je také docela rozmanitd (Vershinin et
al., 2003), nebyla doposud podrobné charakterizovdna. Tretim druhem v rod¢ Pisum je
endemitni druh oblasti Etiopie a Jemenu Pisum abyssinicum A.Br. Druh P. abyssinicum
je pravdépodobné druhem nezavisle domestikovanym na druhu P. sativum subsp. sativum
a jeho postaveni v rdmci rodu Pisum je doposud diskutované. AvSak recentni studie na-
stolily otazku, zdali druh P. abyssinicum nevznikl hybridizaci P. sativum subsp. elatius s
P. fulvum (Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2010).

Geneticka diverzita hospodafsky vyznamného rodu Pisum je v soucasnosti kromé pfi-

rozené se vyskytujicich planych forem a jednotlivych zplanélych zastupct kulturniho hra-



chu uchovévana prevazné ve formé ex situ celosvétové v genovych bankach, avsak pouze
z 2 % jsou zastoupeny plané formy a z velké Casti jsou vzorky duplicitni (Smykal et al.,
2013). Druh P. fulvum je uchovavan zejména jako potenciondlni donor gent rezistence pro
kulturni hrach k biotickym i abiotickym stresim. Doposud byla zjisténa u zastupct druhu
P. fulvum rezistence k zrnokazu hrachovému (Bruchus pisorum L.), k teckovce borové
(Mycosphaerella pinodes Berk. & Blox.), k padli hrachu (Erisiphe pisi Syd.), k zaraze
vroubené (Orobanche crenata Forssk.) a k rzi hrachové (Uromyces pisi Pers.) (Wroth,
1998; Pérez de Luque et al., 2005; Rubiales et al., 2005; Fondevilla et al., 2005, 2007;
Clement et al., 2009; Barilli et al., 2010). A 1 pfes problémy spojené s reprodukCni bari-
érou mezi P. fulvum a P. sativum (Kosterin & Bogdanova, 2015) a polygenné zaloZenou
rezistenci se jiZ, alespon ¢astecCné, povedlo ziskat introgresi jedince kulturniho hrachu s
geny rezistence z P. fulvum k zrnokazu hrachovému (Byrne et al., 2008).

Druh P. fulvum byl popsan v 2. poloviné 18. stoleti a historicky je jeho popis piipiso-
van Siru Jamesi Edwardu Smithovi (1759-1828) a Johnu Sibthorpovi (1758-1796) (Sib-
thorp & Smith, 1813). Popis spolu s kresbou (obrazek 1 A) byl zvefejnén v 2. dile knihy
Flora Graeca, kterd je oznaCovéna za nejkrasnéjs$i oxfordsky botanicky poklad. Pivod
popisovaného exemplére je zde pripisovan do Malé Asie, kde se vSak v souCasnosti nej-
spiS nevyskytuje (Sibthorp & Smith, 1813; Ladizinsky & Abbo, 2015). Dals{ historickou
kresbou, kterd byla dohledédna, je idealizovana kresba z roku 1883 (obrazek 1 B). Zde se
vSak P. fulvum objevuje zndzornén nespravné jako rostlina s nepomérné velkymi kvéty
rudého zabarveni, tlustym stonkem a celokrajnymi palisty i listky, tvofici sloZené listy 1
z vice jak dvou part listkd, které zcela odpovidaji listim u zastupct rodu Lathyrus sp.
(Zeller, 1883 v Byrne, 2005).



PISUM FULVUM. (Smith.)

}Nn_nrc ﬁRESE.

g @Y A

Obrazek 1: A Plvodni popisna kresba P. fulvum z knihy Flora Graeca (Sibthorp & Smith,
1813), ve spodni Casti obrazku jsou zvétSeny detaily kvétu a plodu. B Ide-
alizovand kresba P. fulvum z knihy Wild Flowers of the Holy Land autorky
Hannah Zeller z roku 1883 (pfevzato z Byrne; 2005).
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2 Literarni prehled

2.1 Biologicka charakteristika rodu Pisum L.

Stejné jako vétSina druht rostlin rostoucich v oblasti Stfedomoii jsou i vSechny druhy
rodu Pisum rostlinami jednoletymi. Typicky u druhd rodu Pisum prevlada pti opyleni
samospraseni s frekvenci cizospraSeni v rozsahu 0 % az 60 % v zdvislosti na druhu, ge-
notypu a stavajicim Zivotnim prostiedi. Vyznamnou vlastnosti rodl celedi Fabaceae je
symbidza s bakteriemi Rhizobium sp., které poskytuji rostlindm fixovany vzdusny dusik
vyménou za organické latky slouZici k jejich vyzivé. Pocet chromosomt u vSech druhti
rodu Pisum je konstantni 2n =14 (Warkentin et al., 2015). Velikost genomu je priblizné
4,45 Gbp s velkym obsahem zastoupeni repetitivnich sekvenci 75-95 % (Smykal et al.,
2012; Macas et al., 2015).

2.1.1 Taxonomie rodu Pisum L.

Druh P. fulvum patii do monofyletického rodu Pisum L., ktery je dle recentniho zarazeni
soucasti Celedi Fabaceae (nom. alt.: Leguminosae, Papilionaceae), pod¢eledi Papiliono-
ideae a tribu Fabeae. Celed’ Fabaceae se sklada pfiblizné ze 720-730 rodt, jejichZ sou-
Casti je priblizné 19 500 druhti. Soucésti této Celedi jsou druhy v podobé bylin, stromil,
keft i lidn (Simpson, 2010). Celed Fabaceae se dle tradi¢ni taxonomie déle d&l{ na tfi
podceledi Caesalpinioideae, Mimosoideae a Papilionoideae. Nejvice ptibuzné rody, které
jsou spolecné s rodem Pisum fazeny do tribu Fabeae, jsou Lathyrus L., Lens Mill., Vicia
L. a Vavilovia Al.Fed. (Mackinder et al., 2014, Schaefer et al., 2012). AC je taxonomie
rodu Pisum jiz v zékladnich bodech v posledni dobé ustdlend a pojmenovéni taxonomic-
kych skupin se odviji od autorti jednotlivych studii, rozliSeni jednotlivych druht spadaji-
cich do rodu Pisum je stale véci nazoru, odvijejicich se od provedenych fylogenetickych
rekonstrukei historie rodu Pisum.
Systematické zatazeni rodu Pisum dle ITIS (2011):

* fiSe: Plantae
* podfiSe: Viridaeplantae

* oddéleni: Tracheophyta

11



» pododdéleni: Spermatophytina
* tfida: Magnoliopsida

* nadfdd: Rosanae

» tad: Fabales

* Celed’: Fabaceae

e rod: Pisum L.

* druh: Pisum fulvum Sibth. & Sm.

2.1.2 Morfologie rodu Pisum L.

Rostliny z rodu Pisum jsou jednoleté byliny s vystoupavymi, popinavymi nebo piimymi
lodyhami a vietenovitymi kofeny, které zasahuji hluboko do pidy. Sudozpetené listy se
skladaji z jednoho nebo vice part listkii a z koncového tponku, ktery mize byt Casto
rozvétveny. Mladé listky jsou sloZené podél stiedni zilky. V tzlabi listd se nachézeji by-
linné palisty, které byvaji Casto v&t§i neZ jednotlivé listky. Uzlabni kvétenstvi na dlouhych
stopkach jsou chudokvété hrozny s 1-3 ndpadnymi kvéty. Motylovité kvéty jsou bilate-
ralné soumérné. Kalich je zvonkovitého tvaru s Sikmou trubici a s nestejnymi Sirokymi
zoubky, které jsou z vrchni strany kratsi. Rizné zbarvend koruna je tvofena obvejcitou azZ
okrouhlou pavézou a dvéma vypouklymi kiidly priléhajicimi k ¢lunku. Kvét obsahuje 9
navzdjem nitkami srostlych ty¢inek a 1 volnou nebo jen z Casti srostlou s ostatnimi, déle
je pritomen pestik, ktery je sloZzen z ptisedlého semeniku a z dorzalné zplostélé ¢nélky u
vrcholu rozsifujici se v bliznu. Vnéjsi strana ¢né€lky je ryhovand, na strané vnitini je pod
vrcholem chlupatd. Plodem hrachu jsou mnohosemenné, podlouhlé, Sikmo zkricené, ne-
zaSkrcované lusky na vrcholu zuZujici se v zobadnek a u planych forem pfirozené pukajici
po obou strandch. Semena jsou vétSinou kulovitd (Chrtkova, 1995; Ladizinsky & Abbo,
2015).

KIli¢ k urceni jednotlivych druhu a poddruhi

Na nésledujicich fadcich je uveden kli¢ k urCeni P. fulvum a jeho blizce pribuznych druhii,
vytvotreno dle Ladizinsky & Abbo (2015) a Smykal et al. (2013).

1. Barva korunnich listki je Zluta, Cervenohnéda az rezava. Lusk je dlouhy 2,5-3 cm a
siroky 0,7-1 cm. P. fulvum (obrazek kvétu 2 A)

* Barva korunnich listkt je od rizové po fialovou nebo bila. (2)
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2. Stopka kvétu je v dobé kveteni kratsi nez délka palista (1/3 az 2/3 délky palistd), pavéza
kvétu seviend, palisty nepravidelné zubaté, pouze jeden par listkll na listé, modroseda

barva povrchu ojinénych listkil. P. abyssinicum (obrazek kvétu 2 B)

7 Yz

* Stopka kvétu delsi nez délka palistd, palisty zubaté jen v bazalni Casti. (3)

3. Specifické znaky domestikace rostliny, barva korunnich listka je fialova nebo bila. P. sa-

tivum subsp. sativum

* Plana forma s vyrazné popinavym vzriastem. Lusk je dlouhy 8-9 cm a §iroky 0,8-1,5 cm.

P. sativum subsp. elatius (obrazek kvétu 2 C)

* Plana forma neni popinavého vzristu, kratsi internodia 20-30 cm. Lusk je 4-5 cm

dlouhy a Siroky do 1 cm. P. sativum subsp. humile

Obrazek 2: Kvéty P. fulvum a jeho blizce piibuznych druht: A kvét P. fulvum (vlastni

zdroj) B kvét P. abyssinicum C kvét P. sativum subsp. elatius (pfevzato ze
Smykal, 2011).

2.1.3 Geografické rozsireni

Rostliny rodu Pisum se vyskytuji v mirném podnebném pasu, kde jsou kulturni formy
P. sativum subsp. sativum var. sativum a P. sativum subsp. sativum var. arvense pésto-
vany celosvétové. Z planych forem ma nejvétsi rozsiteni P. sativum subsp. elatius, ktery
je prirozenou soucdsti sttedomorské kvéteny. Pro stfedomorskou oblast je charakteris-
tickym znakem ,,pravé” stredomotské klima, u kterého pomér primérného thrnu srazek
od Cervna do srpna ku primérné teploté nejteplejSiho mésice v roce odpovida hodnotdm
mensim neZ 7 (Emberger v Zeleny, 2005). Plany hrach je rozsiten na zdpadé od Iberského
poloostrova aZ po vychod po tizemi Syrie a Jorddnska. V Evropé jeho rozsiteni zahrnuje
oblasti Francie, Itdlie pfes izemi Balkanu az po Mad’arsko. Na tzemi blizkého vychodu

je rozsiten v oblastech Turecka, Syrie, Libanonu, Jorddnska, Izraele, ale i v oblastech
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Irdnu a na dzemich statl oblasti Zakavkazska . Ddle se vyskytuje v oblastech severni Af-
riky a lze ho nalézt i na stfedomorskych ostrovech Sardinie, Mallorca a Kypr (Kosterin et
al., 2010; Ladizinski & Abbo, 2015).

2.1.4 Fylogeneze rodu Pisum L.

Dle taxonomie je druh Pisum soucasti Celedi Fabaceae, podceledi Papilionoideae, jejiz
fylogenetické vztahy jsou prezentovany fylogenetickym stromem (obrédzek 3) vychézeji-
ctho z vysledkil nékolika fylogenetickych studif celedi Fabaceae (Bruneau et al., 2013).
Tribus Fabeae, kam spada rod Pisum, patii do monofyletické skupiny Hologalegina, ktera
byla jiz dfive pfedpovézena na zdkladé morfologickych a anatomickych vlastnosti jednot-
livych rodu této skupiny, a se svymi 75 rody je nejvetsi skupinou podceledi Papilionoide-
aea (Polhill, 1981). Déle je tribus Fabeae soucasti skupiny IRLC (Inverted Repeat-lacking
Clade), ktera se vyznacuje absenci 25 kBp dlouhé sekvence, jedné z paru sekvence inver-
tovanych repetic (IR), které jsou soucasti chloroplastového genomu (cpDNA) (Wojcie-
chowski, 2006; Lavin et al., 2005).

Do tribu Fabeae je véetné rodu Pisum fazeno 5 rodi, do nichz se fadi okolo 380 druht
(Schaefer et al., 2012, Smykal et al., 2015). V rod¢€ Vicia je zahrnuto 160-250 druht, v
rodé Lathyrus priblizn€ 160 druhti, do rodu Lens jsou fazeny 4 druhy, do rodu Pisum 3
druhy a do monotypického rodu Vavilovia je fazen pouze druh Vavilovia formosa (Ste-
ven) Fed.. Pravé rod Vavilovia je povazovéan za nejblize ptibuzny rod rodu Pisum. Kromé
hrachu (Pisum sativum L.) jsou do tribu Fabeae tazeny i dalsi vyznamné zemédé€lské plo-
diny Cocka jedla (Lens culinaris Medik.), bob obecny (Vicia faba L.) a vikev ¢ockova
(Vicia ervilia Willd.). Historie vzniku tribu Fabeae saha do epochy Miocénu v geologické
periodé Neogén, a proto je povaZzovan za jednu z nejmladSich skupin bobovitych rostlin.
Ptiblizné pfed 23—16 miliony let v oblasti vychodniho stfedomofi se vyvinuli pfedci dnes-
nich zdastupct tribu. Jednotlivé rody tribu Fabeae se az do soucasnosti rozsitily po kon-
tinentech Evropy, Asie, Afriky, Ameriky a po souostrovi Makaronesie. Dle rekonstrukce
ancestralnich znaku byli tito predci jednoleté rostliny s charakteristickou dorsoventralné
zplostélou rovnomérné chlupatou ¢nélkou a jejich chromozomové cislo bylo n=7 (Scha-
efer et al., 2012). Tribus Fabeae je monofyletickou taxonomickou skupinou sesterskou k
rodu Trifolium L, a jako takovy je vnorena do tribu Trifolieae. Fylogenetické vztahy mezi
jednotlivymi rody uvniti tribu nelze vyvozovat z pouhého taxonomického urceni druhd.
Podle fylogenetickych studii 1ze jako druhy monofyletické brat druhy Pisum, Lens a Va-
vilovia, kdezto druhy Lathyrus a Vicia jsou druhy parafyletické. Sesterské rody Pisum a
Vavilovia jsou vnofeny do rodu Lathyrus a rod Lens je vnotfen do rodu Vicia. V pripadé
pozadavkii ohledné monofyletismu jednotlivych druhd by spravné mély byt rody Pisum

a Vavilovia soucasti rodu Lathyrus, kam rod Pisum historicky fadil jiz Lamarck (1778),
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Obrazek 3: Schéma fylogeneze Papilionoideae v podobé stromu sestaveného na zakladé
recentnich fylogenetickych analyz (prevzato z Bruneau et al., 2013).

aniz by znal soucasné fylogenetické studie (Smykal et al., 2015). Oddéleni rodd Pisum a
Vavilovia se datuje do obdobi ptfed 9,8—4,8 miliony let a pfed 2,3-0,8 miliony let doslo
k speciacnim udalostem, které daly vznik sou¢asnym druhiim rodu Pisum. Rody Pisum
a Vavilovia se morfologicky 1i8i od rodu Lathyrus podélné sloZzenou ¢nélkou, kterd se u
jinych zastupci tribu Fabeae nevyskytuje. Spole¢né s rodem Vavilovia maji k rodu Pisum
nejveétsi afinitu néktefi zastupci rodu Lathyrus, konkrétné L. gloeosperma Warb. & Eig.,
L. neurolobus Boiss. & Heldr., a L. nissolia L., ktefi by potencidlné mohli byt vyuZiti pro

dalsi Slechtitelské programy kulturniho hrachu (Schaefer et al., 2012; Mackinder et al.,
2014).
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2.2 Fylogenetické vztahy druhu pribuznych
Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Taxonomie jednotlivych druhi, vyjadfujici fundamentdlni taxonomickou skupinu, by ze
své podstaty méla vychazet z poznani fylogenetickych vztahii mezi jednotlivymi druhy
rodu. Pouze z této pozice nam taxonomie muze predlozit systém usporadani Zivych orga-
nizmi, ktery ndm pravdivé vypovidd o jednotlivych specia¢nich udédlostech vedoucich ke
vzniku daného druhu. Ernst Mayer definoval biologicky druh jako soubor populaci, které
se skute¢né nebo potencidlné kiiZi a jeZ jsou od ostatnich takovych souborii v prirodnich
podminkéch reprodukcné izolovany (Mayr, 2009). V ramci evoluce ovSem v jistych piipa-
dech dochdzi k mezidruhové hybridizaci, protoZe bariéra zajiSt' ujici reprodukcni izolaci
neni mezi nékterymi druhy dostate¢né vyvinuta, coz ma za nasledek retikularitu evoluc-
nich linii. Soucasti evolu¢nich procest u rostlin vedoucich ke vzniku novych druhd mize
tak byt i hybridizace a ndslednd introgrese, coZ byly procesy, které hraji dtleZitou roli v
evoluénim vyvoji rodu Pisum (Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2005, 2007; Zaytseva et
al., 2015).

Procesy tvorby genetické diverzity vdzané na zmény struktury DNA u hrachu stejné
jako u vSech ostatnich Zivych organizmil jsou tvofeny deterministickymi procesy geno-
vym tokem a prirozenou nebo zdmérnou selekci spole¢né s ndhodnymi procesy gene-
tickym driftem a tvorbou mutaci. Genetickd diverzita miize byt pozorovdna na drovni
druht, populaci nebo na trovni intrapopulacni. Pfi studiu genetické diverzity vSak vzdy
vychazime ze studie jedincl asociovanych s jistou skupinou. Se zvysSujicim se stupném
genetické diverzity se jednotlivym skupindm zvySuje adaptabilita ke zméndm Zivotniho
prostiedi a v pfipadé vyuZiti clovékem lze z nich 1épe vybirat genovy zdklad dle potieby
vyuZziti (Stevenson, 2013).

Soucasti rodu Pisum jsou dle recentnich studii druhy P. sativum a druh P. fulvum (Smy-
kal et al., 2013), avSak v pribéhu doby bylo publikovdno vice zplisobli rozfazeni jed-
notlivych taxont uvniti rodu Pisum. V historii byl rod Pisum rozd€len az do 5 druhi
(Govorov, 1937; Makasheva, 1979) a v opacném piipadé byl jinymi autory prezentovan
jako rod monotypicky pouze s jednim druhem, ktery se rozliSuje na jednotlivé ekotypy
(Lamprecht, 1966; Blixt, 1974; Marx, 1977). Nasledujici studie od sebe jisté rozliSuji
druhy P. sativum a P. fulvum, ale druh P. abyssinicum jimi jesté neni povaZzovan za samo-
statny druh (Kupicha, 1981; Davis, 1970). Postaveni P. abyssinicum v rdmci rodu je stile
diskutovand skuteCnost a jeho taxonomicky status se 1i$i v zdvislosti na autorovi a typu
studie. Nékteré novéjsi studie, s ohledem na analyzy vyuZivajici metod molekuldrni bio-
logie, P. abyssinicum urcuji jako samostatny druh (Maxted and Ambrose, 2001; Vershinin
et al., 2003; ILDIS, 2005; Jing et al., 2007; Smykal et al., 2011, 2015), avSak jiné zdroje

P. abyssinicum urcuji jako jeden z poddruhti P. sativum subsp. abyssinicum (Govorov,
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1937; Rubiales et al., 2012) nebo ho navrhuji prezentovat jako ekotyp Ci varietu (Co-
nicella & Errico, 1990) nebo alespon jeho zafazeni jako druhu diskutuji (Ladizinsky &
Abbo; 2015). P. abyssinicum je endemitem vychodni Afriky, konkrétné oblasti dnesnich
stati Etiopie a Jemenu, a i kdyZ tato oblast neni nejspi§ mistem pivodniho prirozeného
vyskytu rodu Pisum, vyskytuji se zde kulturni formy P. abyssinicum, které byly nejspiSe
domestikoviny nezdvisle na domestikaci kulturnich forem P. sativum (Jing et al., 2010).
P. abyssinicum vykazuje napfi¢ svymi zastupci velice nizkou hladinu genetické diverzity,
coz odkazuje na pfitomnost efektu zakladatele (,,bottleneck™) v jeho neddvné evolu¢ni
historii. P. abyssinicum je podle fylogenetickych studii jasné vymezenou vyvojovou linii,
kterd je ve fylogenetickém stromé umisténa mezi druhy P. sativum. subsp. elatius a P. ful-
vum, proto lze usuzovat, Ze v evolucni historii P. abyssinicum byla pfitomnd hybridizace
predku téchto dvou taxond, i kdyz v soucasnosti je P. abyssinicum vice morfologicky po-
dobné druhu P. sativum (Ellis et al., 1998, Vershinin et al., 2003, Jing et al., 2010). V této
diplomové praci bude vyuzivano rozdéleni rodu Pisum dle tabulky 1, které je prezento-
véano autory Maxted & Ambrose (2001) ve spojeni s recentni klasifikaci autor Ladizinski
& Abbo (2015). Tato klasifikace je v zdakladnich rysech rozdé€leni rodu Pisum respekto-

vana v prevazné Casti recentnich studii zabyvajicich se rodem Pisum.

Tabulka 1: Klasifikace rodu Pisum (Maxted & Ambrose, 2001; Ladizinski &
Abbo, 2015).

druh poddruh varieta

P, sativum L. sativum L. sativum
arvense (L.) Poiret
elatius M. Bieb.
humile Boiss. et Noe. humile (Boiss. et Noe.) Ladizinsky
syriacum (Berg. Lehm) Ladizinsky
P. fulvum Sibth. a Sm.
P. abyssinicum A.Br.

Fylogeneticky nejbliz§im rodem k rodu Pisum je sestersky rod Vavilovia se svym jedi-
nym zastupcem V. formosa. Druh V. formosa je vytrvaly cizosprasny druh, ktery byl mimo
jiné ve své historii prezentovdna jako druh Pisum formosum (Stev.) Alef., ale recentné byl
rod Vavilovia pomoci fylogenetickych analyz potvrzen jako samostatny (Smykal et al.,
2013; Mikic et al., 2013). Brzy po oddéleni vyvojovych linii rodu Pisum a rodu Vavilovia
nastala v linii rodu Pisum dramaticka redukce velikosti efektivni populace a s tim spo-
jena redukce genetické diverzity, nejspiSe z divodu transformace druhu na samosprasny
(Zaytseva et al., 2015).
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2.2.1 Variabilita druhu Pisum sativum L.

Druh P. sativum je agregéat nékolika poddruhd, které jsou rozliSovany na zdkladé jejich
morfologie, ekologie nebo fylogenetickych vztahii. Tradi¢né jsou dle Ben-Ze’ev & Zo-
hary (1973) u planych forem rozliSovany morfologické typy ,,P. elatius” a ,,P. humile”
Mill. (nom. alt.: P. syriacum (A. Berger) C. O. Lehm., P. sativum var. pumilio Meikle).
Do skupiny ,,P. elatius” jsou fazeny dlouhé mezofilni rostliny, jejichz vyskyt je vdzan
na makchie a zalesnéné brehy rek, kdezto do skupiny ,, P. humile” patfi xerofytické rost-
liny mensiho vzristu rostouci v stepim podobnych vegetacich. Skupiny ,,P. elatius” a
,, P. humile” nejsou pfirozenymi taxonomickymi skupinami a jejich morfologické znaky
jsou spiSe zndmkou adaptace na Zivotni prostiedi vyskytu rostlin (Vershinin et al., 2003).
,,P. humile” je dale ¢lenén podle geografického vyskytu na ,,severni” a ,,jizni” typ. Taktéz
i dalsi rozliSené skupiny ,,P. abyssinicum”, ,,P. jomardi” a ,,P. arvense” jsou autory pova-
Zovény za druh P. sativum, i kdyZ mezi jednotlivymi podskupinami druhu P. sativum byly
detekoviany chromosomové inverze a translokace a pfi jejich vzdjemnych kiiZenich byla
tivum, u kterého nebylo snizeni fertility pozorovano z diivodu kompatibilnich karyotypt
(Ben-Ze’ev & Zohary, 1973; Conicella & Errico, 1990). Recentné je autory Ladizinsky
& Abbo (2015) pro obé skupiny ,,P. elatius” a ,, P. humile” pfijat statut poddruhd, P. sa-
tivum subsp. elatius a P. sativum subsp. humile a navic je jimi ,,severni” typ ,, P. humile”
oznacen jako varieta P. sativum subsp. humile var. humile (Boiss. et Noe) Ladizinsky a
,Jizni” typ jako varieta P. sativum subsp. humile var. syriacum (Berg. Lehm.) Ladizinsky.
P. abyssinicum je pravdépodobné nezavisle na P. sativum subsp. sativum domestikova-
nym endemitem vychodni Afriky, P. sativum subsp. jomardi je egyptsky poddruh a P. sa-
tivum subsp. arvense je znamy jako hrach sety polni neboli ,,peluska”. Déle se lze setkat
s poddruhy P. sativum subsp. transcaucasicum a P. sativum subsp. asiaticum, které popi-
suji skupiny odliSujici se nékterymi vlastnostmi od ostatnich zastupct druhu. P. sativum.
P. sativum subsp. transcaucasicum je skupina vikvim podobnych rostlin, které se vyuzi-
vaji jako krmivo, vyskytujicich se v oblasti Zakavkazska a P. sativum subsp. asiaticum
je oznaceni pro nepfili§ jasnou skupinu rostlin s rozSitenim od Egypta az po stiedni Asii
(Govorov, 1937; Makasheva, 1979; Kosterin and Bogdanova, 2008; Kosterin et al., 2010).
P. sativum subsp. sativum je taxonomické oznaceni pro kulturni hrach, ktery byl domesti-
kovin pfiblizné pred 10 000 lety v oblasti Urodného ptilmésice. Kulturni hréich se rozlisuje
od planych forem hrachu charakteristickymi znaky pro domestikaci. Dva hlavni znaky do-
mestikace jsou absence dormance semen a nepukavost zralych luskd (Smartt, 1990; Abbo
et al., 2013; Smykal et al., 2014). Dalsimi ¢lovékem pozménénymi znaky byla velikost a
kvalita semen, vyska rostlin, vétveni stonku, vliv délky dne na kveteni a obsah toxickych
latek (Chimwamurombe & Khulbe, 2012). Ben-Ze’ev & Zohary (1973) predpokladali na

zakladé morfologického a genetického porovnavani, ze ,,severni’ typ ,,P. humile” tvori
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geneticky zdklad pro domestikované kulturni formy, ale recentné byly jesté specifikovany
konkrétni kombinace plastidového, mitochondridlniho a jaderného genotypu, které sdi-
leji kulturni formy hrachu s nejvice piibuznymi hrachy planymi P. sativum subsp. elatius
(Kosterin et al., 2010).

2.3 Pisum fulvum Sibth. & Sm.

2.3.1 Popis druhu Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Druh P. fulvum je nejvice zastoupenym druhem ze skupiny planych hrachti v oblasti vy-

v v,

chodniho pobtezi Stredozemniho more. NejCastéji se vyskytuje v polostinu jako pnouci
rostlina po okolni vyssi vegetaci, po kefich a stromech mensiho vzristu. Ziidka ho lze
také nalézt v otevienych prostranstvich s nizkou vegetaci, bez moZnosti rlistu ve stinu,
ale tyto rostliny jsou svym vzrdstem mensi a polehlé, jen mdlo prosperujici. Lze se do-
mnivat, Ze tyto rostliny jsou pouze relikty z predeslych vyhovujicich ekosystému, které
byly lidskou Cinnosti pozménény v predeslych stoletich. Byla pozorovdna pomérné velka
vnitrodruhova variabilita ve vzristu i v produkci semen mezi jednotlivymi populacemi i
uvnitt populaci. JelikoZ P. fulvum preferuje polostinnd mista s moZnosti opory pro pnuti,
s vyjimkou lesd a sadli neni povaZzovan za plevelny druh v lidmi obd€lavanych oblas-
tech (Abbo et al., 2008). P. fulvum v oblastech svého geografického rozsiteni osidluje
rozmanitou skupinu stanovist’, které se liSi v Sirokém rozsahu fyzikédlnich, chemickych i
klimatickych podminek. Nejcastéji se P. fulvum vyskytuje ve spoleCenstvi spolu s Quer-
cus calliprinos, Pistacia sp., Ceratonia siliqua, Rhamnus sp. a na susSich stanovistich
i se Zizyphus sp. (Ladizinsky & Abbo, 2015). Jeho pfirozeny vyskyt je zaznamendn v
nadmortskych vySkdch v rozsahu od -222 m.n.m v okoli Tiberiadského jezera (ISR) az
do 1141 m.n.m v horskych oblastech Syrie. P. fulvum se také vyskytuje v pidach s SirSim
rozsahem pH (6-8) nez ostatni druhy rodu Pisum. I v narocich na vlahu je P. fulvum velice
nendro¢ny, zdznamy uvadi vyskyty v oblastech i s velice nizkym primérnym srazkovym
uhrnem dosahujici za rok okolo 100 mm srazek, ale na opacnou stranu lze nalézt hor-
ska stanovisté, kde se primérny srazkovy uhrn pohybuje nad 1000 mm (BioGIS, 2012;
Majeed et al., 2012). Na tzemi vychodni Levanty, kde se druh P. fulvum vyskytuje sym-
patricky s ostatnimi zastupci planého hrachu druhu P. sativum, ma P. fulvum jako druh
daleko Sirsi ekologickou valenci a schopnost adaptace, souvisejici s vySSi mirou genetické
diverzity (Zaytseva et al., 2015). Nastava tedy otazka, proC se P. fulvum nerozsitil déle za
hranice svého soucasného vyskytu, a doposud na rozdil od planych forem P. sativum zau-
Jimé jasné vymezené uzemi vychodni Levanty. A také pro¢ nebyl pii domestikaci vyuZit
P. fulvum spiSe nez ostatni plané formy hrachu, které maji oproti P. fulvum pozdéjsi dobu

ndstupu kveteni. Pfi porovnani s druhem P. sativum subsp. elatius je také P. fulvum 1épe
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uzpusoben na nedostatek vldhy a oproti druhu P. sativum subsp. humile, pravdépodobné
to nejblizSim pribuznym kulturniho hrachu, byla zase u P. fulvum dokazana vyrazné vySssi
efektivita volného sbéru srovnatelna pravé s druhem P. sativum subsp. elatius (Abbo et
al., 2008, 2011). Na druhou stranu se uvadi, zZe druh P. fulvum byl také soucasti zdjmu
Clovéka pri sbéru potravy a dodnes se fadi v oblastech svého vyskytu mezi dilezité jedlé
plané druhy (Mayer-Chyssick & Lev, 2014).

Velikost genomu P. fulvum je 1C = 4,69 Gbp. V porovnani s druhem P. sativum je jeho
genom vétsi piiblizné o 7,6 %. Genom P. fulvum je tvoren z 82,6 % repetitivnimi ob-
lastmi, z ¢ehoZ nejvétsi ¢ast 57,52 % genomu zaujimd retrotranspozén Ogre ze skupiny
LTR/gypsy, ktery tvori velkou ¢ast genomu u vSech druht z tribu Fabeae. Pravé vyssi
zastoupeni repetitivnich oblasti tvoii divod naristu velikosti genomu u P. fulvum. Zaji-
mavé je, Ze soucdasti genomu P. fulvum je priblizn€ 4x vice oblasti IDNA neZ v genomu
P. sativum (Macas et al., 2015).

U druhu P. fulvum se vyskytuji rostliny ve dvou formach, u nékterych jedincti se kromé
klasickych ploda vyskytuji i plody podzemni (obrazek 4), tzv. amfikarpie (Warburg & Eig,
1926; Mattatia, 1977). Rostliny, které maji pouze klasické plody, jsou oznacovany jako
P. fulvum var. fulvum Zohary a rostliny, u kterych se vyskytuje amfikarpie, jsou oznaco-
vany jako P. fulvum var. amphicarpum Warb et. Eig. Zralé lusky, jak je u planych forem
obvyklé, prirozené explozivné pukaji a umoznuji rozsifeni semen do okoli matetrské rost-
liny (Ladizinsky & Abbo, 2015).

2.3.2 Morfologicky popis druhu Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Rostliny P. fulvum jsou pnouci byliny se Stthlym stonkem dosahujici vzrastu 15-50 cm.
Listy jsou slouZeny z jednoho nebo dvou paru vyrazné zubatych listkli. Z uZlabi zuba-
tych palistl vyrista stopka nesouci obvykle jeden kvét o velikosti 10—17 mm. Nejlépe 1ze
P. fulvum rozlisit od ostatnich planych forem hrachu pomoci barvy kvétu, kterd mize byt
sloZena ze spektra barev Zlutd, oranZzovd, hnéda. Podle barvy kvétu (obrazek 2 A) také
P. fulvum nese druhové jméno, protoze ,,fulvum” znamena plav4, Zlutohnéda nebo zlata.
Plodem je 25-35 mm kréatky a 5-10 mm Siroky pigmentovany lusk. Osemeni jednotli-
vych semen byvé zabarveno od tmavé hnédé az po sametové Cernou barvu (Byrne, 2005;
Smykal et al., 2013).

2.3.3 Fylogeneze druhu Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Autori Ben-Ze’ev & Zohary (1973) ve své tradi¢ni studii zaloZené na morfologii, eko-
logii, cytogenetice a na pokusech kfizitelnosti pokladali P. fulvum jiz za pln€ rozliSeny
druh, zatimco v jinych studiich byl rod Pisum povazovan za monospecificky, a rozliSeni

P. fulvum bylo jen otdzkou miry variability uvnitf druhu (Lamprecht, 1966; Blixt, 1974;
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Obrazek 4: Podzemni plod P. fulvum (pfevzato z Ladizinsky & Abbo, 2015).

Waines, 1975; Marx, 1977; Wolff, 1980; Palmer et al., 1985; Hoey et al., 1996; Lu et al.,
1996), avSak vSechny fylogenetické studie se shoduji, Ze druh P. fulvum je nejzietelnéji
odliSend vyvojova linie z Casné fylogeneze rodu Pisum (Hoey et al., 1996; Vershinin et
al., 2003; Jing et al., 2007; Schaefer et al., 2012; Zaytseva et al., 2012).

Analyza kfiZitelnosti prokdzala reprodukéni bariéru mezi druhy P. sativum a P. fulvum,
kterd sniZovala fertilitu, avSak v piipadé pouziti P. fulvum jako pylového donora je mozné
ziskat intraspecifické hybridy (Ben-Ze’ev & Zohary, 1973). Pozdéji byli ziskéni i kiiZenci,
u kterych byl pouZzit P. fulvum jako matetska rostlina, avSak tato kombinace byla uspé$na
velice zfidka, a kiiZenci tvofili semena jen, kdyZ obsahovali paterndlné zdédéné plastidy
od P. sativum (Kosterin & Bogdanova, 2015). Predpoklada se, Ze tento jev je vysled-
kem cytoplasmaticky jaderné inkompatibility, av§ak oproti pozorované cytoplasmaticky
jaderné inkompabilité¢ mezi kiiZenim P. sativum subsp. sativum a P. sativum subsp. ela-
(Bogdanova & Kosterin, 2007; Bogdanova et al., 2009; Kosterin & Bogdanova, 2015).

Karyotyp rodu Pisum (obrdzek 5) je tvofen 7 chromozomy, chromozomy 1 a 2 jsou
metacentrické, chromozom 3 je akrocentricky a zbylé chromozomy 4, 5, 6 a 7 jsou sub-

metacentrické (Tayeh et al., 2015). Cislovani vazebnych skupin se 1i§f od &slovéni chro-
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mosomu (Ellis & Poyser, 2002). Mezi karyotypem P. sativum a P. fulvum byly prokdzany
dvé reciprocni translokace T(3-5) a T(1-7) (Errico et al., 1991). Dale byly detekovany
pomoci FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) analyzy sondou k rDNA oblasti nuk-
leolarniho organizatoru jadérka (NOR), které jsou u P. fulvum lokalizovany na 4, 5 a 7
chromosomu na rozdil od P. sativum, kde byly lokalizovany pouze na 4 a 7 chromosomu,
avSak s relativné vét§im poctem opakovani rDNA podjednotek (Bolafios-Herrera et al.,
2009).

LG VI LG 1 LGV LG IV LG 1l LG 1l LG VIl vazebna skupina
1 2 3 4 5 6 7 chromozom

‘ I ’ & ‘ ‘ ’, ! ' ‘ l ‘ " 5 P. sativum
' l " ‘ l J s " ‘ ‘ ‘ }‘! P. fulvum

Obrazek 5: Porovnéni karyotypu P. sativum a P. fulvum, Sipkou oznaCeny satelitni oblasti
(upraveno z Errico et al., 1991).

S rozvojem metod molekularni biologie se vyvinuly i nové metody, jak analyzovat po-
lozky nejenom pomoci pozorovani morfologickych znakti. S postupem Casu se tyto me-
tody zacaly vyuzivat i pro charakterizaci zastupct rodu Pisum.

Na zakladé analyzy zasobnich proteind v semenech napfi¢ jednotlivymi zastupci rodu
Pisum je profil proteini P. fulvum nejblize profilu P. sativum subsp. transcaucasicum, s
kterym vykazuje 44% homologii, a pouze 18,2 % homolognich lokusi sdili s P. abyssi-
nicum. Dale se vzdjemnd homologie s P. sativum subsp. elatius 1i§i v rozmezi od 19,4 %
az po 30 % a v rozmezi 5,3 % az 35,7 % v porovnani s hrachy kulturnimi (Jha & Ohri,
2002).

Metody sledujici polymorfismus v primarni struktufe DNA byly pouZity v fadé studii
charakterizujici genotyp jednotlivych zastupct rodu Pisum, avSak ne vSechny studie se
zabyvaji hrachy planymi a Castéji je spiSe feSena problematika fylogenetickych vztaht
uvniti druhu P. sativum, kam patii kulturni hrach. Mezi dilezité studie, zahrnujici i z4-
stupce druhu P. fulvum, patii Palmer et al. (1985), ktera na zdklad€ analyzy RFLP (Re-
striction Fragment Length Polymorphism) chloroplastového genomu, jehoz dédi¢nost je
maternalni povahy, jasné rozliSila P. fulvum od komplexu P. sativum subsp. humile, P. sa-
tivum subsp. elatius a P. sativum subsp. sativum. Komplexni studie, kterd znovu analyzo-

vala polozky, které byly soucasti jiz tradi¢ni studie autorti Ben-Ze’ev & Zohary (1973),
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vyuZzila morfologickd pozorovani spolecné s alozymovymi a RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) markery, a i kdyZ urcila P. fulvum jako nejvice rozdilnou skupinu
od ostatnich zastupcti rodu, fadila ho do jednoho druhu spole¢né s ostatnimi skupinami
z rodu Pisum. Avsak z divodu malého zastoupeni polozek P. fulvum vice jeho strukturu
genetické diverzity nerozvadi (Hoey et al., 1996).

Dulezitou skupinou molekuldrnich markerd, kterymi byla zkouména diverzita rodu Pi-
sum, byly molekuldrni markery zaloZené na sledovani inzerci ¢i absenci konkrétnich re-
trotranspozo6nti (Ellis et al., 1998; Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2005, 2010, 2012;
Majeed et al., 2012). Dvé vyznamné analyzy z pohledu fylogenetickych planych druhii
hrachu Vershinin et al. (2003) vyuZivajici SSAP (Sequence-Specific Amplification Poly-
morphisms) markery a Jing et al. (2010) vyuzivajici RBIP (Retrotransposon-Based In-
sertion Polymorphism) markery prezentovali dileZitou roli genetického toku a introgrese
mezi jednotlivymi podskupinami rodu Pisum. Jen mala Cast alel byla specificka pro jed-
notlivé druhy a poddruhy, Castéji byly jednotlivé alely spiSe specifické pro jednotlivé sub-
populace. A¢ 1ze jednotlivé skupiny od sebe rozlisit, nékteré mezi sebou sdileji jisté znaky
odkazujici k toku genti mezi nimi. Z tohoto pohledu je dileZity nejspiSe hybridni ptivod
druhu P. abyssinicum, ktery sdili ¢ast genotypu jak s P. fulvum, tak s P. sativum.

Porovndvéanim konkrétnich sekvenci lze ziskat predstavu, jak se vyvijela sekvenovana
oblast, avsak v piipad¢ druht, u kterych je didleZitou soucasti evoluce genovy tok mezi
rozdilnymi skupinami druhu, je potiebné pro odvozeni vzajemnych fylogenetickych vztahti
vyuZzit vétsi pocet sekvenci, které budou reprezentovat vétsi cast genomu sledovanych je-
dincii. Casto vyuZivanou metodou pro uréovani druhti a fylogenetické studie dle sekvence
DNA je tzv. ,,DNA barcoding”. Pro tento ucel jsou vybrané oblasti vykazujici vyssi miru
variability s ohledem na droven genetické vzdalenosti sledovanych objektt. U rostlin se
vyuziva jak chloroplastovych oblasti dédénych u vétsiny druhi uniparentalné napf. oblasti
matK, rbcL, rpoB, rpoCl, trnH-psbA a ycfl, tak jadernych oblasti dédénych biparentalné,
prevazné pak oblast ITS, kterd je soucasti ribosomdlni DNA (Cheng et al., 2016). Oblast
ITS vSak ze své povahy md mensi vypovidajici hodnotu pfi sledovani fylogeneze druhi,
u kterych se vyskytuje mezidruhovy genovy tok (Li et al., 2014).

Porovnani sekvenci oblasti ITS vedlo k deklaraci sekvenci, které koreluji s rozdélenim
rodu Pisum na druhy P. fulvum a P. sativum. Dale P. fulvum zfetelné odliSilo jako nejdiive
oddélenou vyvojovou linii v rdmci rodu. AvSak na zdkladé pozorované variability oblasti
ITS mezi zastupci druht P. sativum a P. abyssinicum nelze jednoznaéné rozliSovat jejich
ptislusnost k druhu ¢i poddruhu (Polans & Saar, 2002).

Jing et al. (2007) pouZil sekvence 39 genovych oblasti lokalizovanych napfi¢ vSemi va-
zebnymi skupinami. V pripadé vyuziti v§ech sekvenovanych genovych oblasti vznikne fy-
logeneticky strom, ktery jasné oddé€luje P. fulvum od zbytku vyvojovych linif rodu Pisum,

avSak P. abyssinicum a jista skupina P. sativum subsp. elatius vykazuje vétsi genotypovou
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afinitu k genotypu P. fulvum. V pfipadé analyzy samostatnych gend nelze u nékterych
gend zjistit korelaci, mezi genotypem a druhem. Tento jev vypovida o pfitomnosti retiku-
larity vyvojovych linii, nelze vSak jednoznacné urcit jde-li o ancestralni polymorfismus ¢i
genovy tok zplsobeny cizospraSenim a mezidruhovou hybridizaci. Déle je i mezi zastupci
druhu P. fulvum pozorovan vnitrodruhovy polymorfismus, z jehoZ sit’ovitého charakteru
v podéni fylogenetické network analyzy (obrizek 6) 1ze odvozovat komplexitu piibuzen-

skych vztahii mezi zastupci druhu reprezentovanych jejich genotypem.

P.fulvum

P. abyssinicum

P. sativum

Obrazek 6: Split-decomposition network pro P. fulvum vytvotfen na zdkladé analyzy 39
genovych oblasti. Ukazuje zfejmy sit’ovity fylogeneticky vztah jednotlivych
zastupcl druhu i genotypovou afinita P. abyssinicum k P. fulvum (upraveno
dle Jing et al., 2007).

Analyza sekvenci genil pro histon H1 podtypy His5 a His7, které jsou lokalizovany ve
vazebné skupiné LG II v genetické vzdalenosti 40 cM, urcila Cas divergence P. fulvum od
zbytku rodu Pisum do doby pfed 1,7 miliony let +/- 0,4 miliond let. U dvou poloZek P. ful-
vum zde byla prokdzana sekvence His7 ze skupiny P. sativum subsp. elatius, coz dokazuje
historicky genovy tok mezi obéma druhy. Dale ze studie vyplyva, Ze druh P. fulvum ma
oproti P. sativum o néco vySsi hodnoty efektivni velikosti populace, coz svéd¢i nejspise o
vetsi hojnosti v misté prirozeného vyskytu (Zaytseva et al., 2015).

V ramci studie genu Sus/, genu kédujiciho sukrézo syntdzu, ktery pokud je mutovan u
P. sativum zpisobuje vrascita semena a snizuje schopnost fixace dusiku, byl u druhu P. ful-
vum pozorovan vyssi intraspecificky polymorfismus (1,4 % v kédujici sekvenci genu), ale
Zadna nukleotidova substituce, kterd by méla za nésledek zménu aminokyseliny, nebyla

na rozdil od P. sativum subsp. sativum pozorovana (Dyachenko et al., 2015).
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2.3.4 Biogeografie rodu Pisum fulvum Sibth. & Sm.

P. fulvum se prirozené vyskytuje v oblastech vychodni Levanty na izemich dne$nich sttt
Syrie, Izraele, Jorddnska a Libanonu (Ladizinski & Abbo, 2015).

Oblast prirozeného vyskytu P. fulvum spadd do oblasti se stiedomoifskym klimatem.
Klimatické podminky v oblastech vyskytu jsou charakteristické humidnim obdobim tr-
vajicim pfiblizné od fijna do biezna, ve kterém naprsi vétSinovy dhrn dest ovych srazek,
ktery je ve vét§iné pozorovanych pifipadii v rozmezi 300-900 mm za rok (BioGIS, 2012;
Majeed et al., 2012), a je ndsledovano aridnim obdobim od dubna do zéfi, kdy vypar pre-
vlada nad srazkami. Primérna rocni teplota v oblastech vyskytu se pohybuje v rozmezi
16-21 °C.

V ramci studie rozsiteni zastupcd rodu Pisum v souvislosti s jejich genotypem byla pro-
vedena studie, kterd na zdkladé tif molekuldrnich markera zastupujici chloroplastovy (gen
rbcL), mitochondridlni (gen coxl) a jaderny genom (gen SCA z LG V) rozlisila 4 kom-
binace téchto markerti (A, B, C a D), a spolecné s tdaji vyskytu jednotlivych kombinaci
upresnila zdkladni rysy vyvoje rozsiteni jednotlivych skupin. Soucasti studie byl i druh
P. fulvum, ktery spole¢né s druhy P. abyssinicum a s Casti druhu P. sativum subsp. elatius
patif do skupiny A, kterd ma kombinaci alel coxI+, rbcL+ a SCF'. Skupina A je prav-
dépodobné nejpivodnéjsi kombinaci, vyskytujici se na uzemi vychodniho stfedomoif,
na nékterych stredomotskych ostrovech a v africkych oblastech vyskytu P. abyssinicum.
Dalsi kombinace jsou specifické pro druh P. sativum a vznikly mutacemi z kombinace A
na kombinaci C, z Cna D a z D na B (Kosterin et al., 2010).

2.3.5 Druh Pisum abyssinicum A.Br. ve vztahu k Pisum fulvum Sibth.
& Sm.

P. abyssinicum je endemitem oblasti severni Etiopie a zdpadniho Jemenu. Je druhem prav-
dépodobné nezdvisle domestikovanym na P. sativum subsp. sativum. PtibliZzné doba diver-
gence vyvojové vétve P. abyssinicum od zbytku rodu Pisum se datuje do doby pred 4000
lety (Ellis et al., 1998). Morfologicky i cytologicky je bliZze druhu P. sativum. V pokusech
ktizitelnosti vykazuje vyssi fertilitu s druhy P. sativum nez s druhem P. fulvum (Zohary
& Hops, 1973), avsak stale dostatecnou pro produkci fertilnich potomkd, a proto mize
byt pouzito kiizeni P. abyssinicum s P. fulvum a ndsledné vznikly hybrid kfiZzen s P. sa-
tivum pro prekonani reprodukcni bariéry mezi P. fulvum a P. sativum (Warkentin et al.,
2015). Analyza zasobnich proteinii semen vykazuje vyssi podobnost P. abyssinicum se
zastupci jednotlivych skupin druhu P. sativum nez s druhem P. fulvum (Jha & Ohri, 2002).
I sekvence oblasti ITS u poloZek druhu P. abyssinicum je vice podobna sekvencim druhu
P. sativum (Polans & Saar, 2002) a haplotyp chloroplastové cpDNA se spiSe shoduje s ha-

plotypem nékterych zastupcii P. sativum subsp. elatius (Smykal, osobni sdéleni). AvSak
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recentni studie zkoumajici fylogenetické vztahy na zdkladé molekuldrnich markert roz-
misténych napfi¢ genomem odhalily genotypovou podobnost i s genotypem P. fulvum
(Ellis et al., 1998; Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2007, 2010). Lze tedy predpokléadat,
7Ze soucasti evolu¢ni historie druhu P. abyssinicum byla i hybridizace druhti P. fulvum a
P. sativum subsp. elatius. Proto v této diplomové préci jsou zahrnuty i zastupci P. abys-
sinicum a P. sativum subsp. elatius, z divodu vymezeni vztahu jednotlivych zastupcti

planého hrachu s druhem P. fulvum.

2.3.6 Vyuziti Pisum fulvum Sibth. & Sm. pro obohaceni genetické

diverzity kulturniho hrachu

Z dtvodu urceni miry fertility mezi jednotlivymi druhy byl vytvoren systém genovych
poolt, ktery ndm vyjadfuje vyuZitelnost jednotlivych druhti jako rezervoaru gent ve vztahu
k danému druhu, v tomto pfipad€ vztahu P. fulvum k hospodatfsky vyznamnému druhu
P. sativum.

Systém genovych poold (Hancock, 2012):

* Priméarni genovy pool: patii sem vSechny nizsi taxony v rdmci daného druhu, s

kterymi mohou byt bez problém tvoreni fertilni kiiZenci.

* Sekundérni genovy pool: patii sem vSechny druhy, ktefi s danym druhem tvofi ale-

sponi z Casti fertilni hybridy. Genovy tok je moZny, ale s moZnymi obtiZemi.

 Tercidlni genovy pool: patfi sem vSechny ostatni druhy, u kterych neni moZnost
vzniku fertilnich hybridd. Genovy tok je moZny pouze za vyuZiti specidlnich labo-

ratornich technik.

Druh P. fulvum tadime k sekunddrnimu genovému poolu kulturniho hrachu. Ackoli je
mezi P. fulvum a P. sativum v jisté mife jiZ vyvinuta reproduk¢ni bariéra, 1ze v rdmci kii-
zeni ziskat fertilni potomstvo. Hlavni potencidl P. fulvum v pfipadé vyuZiti jako donora
gend zajmu jsou rezistence k Skiidciim a k patogentim. Jiz byly pomoci kiiZeni vneseny
z P. fulvum do kulturniho hrachu geny rezistence k zrnokazu hrachovému (Bruchus piso-
rum) a padli hrachu (Erisiphe pisi) (Clement et al., 2002; Fondevilla et al., 2007; Byrne,
2005, 2008). Nekteti jedinci P. fulvum byli dale urCeni jako odolni proti teCkovce borové
(Mycosphaerella pinodes), zaraze vroubené (Orobanche crenata) a rzi hrachové (Uro-
myces pisi) (Wroth, 1998; Pérez de Luque, et al., 2005; Fondevilla et al., 2005; Barilli
et al., 2010). P. fulvum je také potenciondlnim donorem genil souvisejicich s odolnosti
proti suchu, pripadné gent souvisejicich s brzkym nastupem kveteni, avsak pro tyto tcely
doposud nebyly publikovany zadné studie.

Pro vneseni gent rezistence k zrnokazu hrachovému (B. pisorum) bylo vyuzito kiizeni
kulturniho hrachu s polozkami PI 595946, PI 343955 a ATC113 (708). I pfes problémy
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s kfizenim a produkci fertilnich potomki byla v mensi ¢asti F3 populace pozorovdna
u nékterych jedincl zvySend mira odolnosti proti Skidci (Clement et al., 2009). Dalsi
studii genetické podstaty rezistence byly urCeny 3 geny spojené s timto znakem, kdy za
rezistenci u polozek P. fulvum jsou zodpovédné 3 recesivni geny, také proto je pfi prenosu
této rezistence kiiZzenim velice nizka uspéSnost (Byrne et al., 2008).

Ve studii zabyvajici se pfenosem rezistence z P. fulvum do genotypu kulturniho hrachu
k padli hrachu (E. pisi) Fondevilla et al. (2007) urcili dominantni gen Er3, ktery se 1isi
od jiz diive detekovanych recesivnich genti rezistence er! a er2. Pro kiiZeni byla pouzita
polozka P660-4, kterd ma puvod v Syrii v okoli mésta Idlib, ze které se autorim podafilo
prenést introgresi tento gen rezistence do genomu hrachu kulturniho.

Dile bylo vyuZzito mezidruhového ktizeni P. fulvum polozky JI1006 s kulturnim genoty-
pem hrachu pro prenos rezistence k houbovému patogenu teckovce borové (M. pinodes),
ovSem tato rezistence je spojend se zvySenou obranou reakci rezistentnich rostlin. Na-

Vv

padené rezistentni rostliny vykazuji vySsi aktivitu hypersenzitivni reakce, kterd zabrani
dalSimu Sifeni patogenu rostlinou. Pii napadeni rezistentnich rostlin dojde az k 30% re-
dukci listové plochy (Wroth, 1998).

Barilli et al. (2010) ve své studii urc¢ili QTL, které odpovidaji rezistenci ke rzi hrachu (U.
pisi) u mezidruhovych kfizenct P. fulvum s kulturnim hrachem, avSak tspé€snd introgrese
této polygenné zaloZené rezistence do genomu kulturnich poloZek hrachu nebyla doposud

publikovana.
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3 Cil prace

Cilem této diplomové prace je podat uceleny pohled na genetickou diverzitu druhu P. ful-
vum pii vyuZiti souCasnych znalosti a tento pohled obohatit o vysledky analyz vyuZiva-
jicich metod molekuldrni biologie k sledovani genetické diverzity v porovnani s dalSimi
dostupnymi udaji popisnymi, geografickymi nebo klimatickymi souvisejicimi s druhem
P. fulvum.
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4 Material a metody

4.1 Pouzity rostlinny material

Jednotlivé polozky P. fulvum, které byly zkoumdany v této praci, byly ziskany ze zdroji
genetickych materidli 10 genovych bank a semennych sbirek z celého svéta (tabulka 2).
Genové banky a semenné sbirky, z kterych byly ziskdny vzorky pro analyzy, jsou: Ns.
(Novosibirsk, RUS), JIC (Norwich, GBR), IGB (Bet-Dagan, ISR), VIR (St. Petersburg,
RUS), IPK (Gatersleben, DEU), USDA (Pullman, USA), AGG (Horsham, AUS), PGB
(Wiatrowo, POL), ICARDA (Aleppo, SYR), INRA (Dijon, FRA). Metodou sekvenace
jasderné ITS oblasti a chloroplastové oblasti trnSG bylo analyzovédno 149 poloZek. Celo-
genomovymi metodami Dart-Seq™ bylo analyzovano 20 poloZek a GenoPea 13.2K SNP
bylo analyzovéano 15 poloZek. Pouze v 6 pripadech byly polozky podrobeny vSem tiem

metoddm genotypizace.
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Tabulka 2: Seznam analyzovanych polozek P. fulvum, jejich ptivod, ribotyp z analyzy ITS
sekvence a provedené celogenomové analyzy. Zkratka GeP odpovidé analyze
GenoPea 13.2K SNP a DAS odpovidé analyze DArT-Seq™.

ID genova ribotyp celogen. ID genova ribotyp celogen.
polozky banka analyza polozky banka analyza

701 N. full JI1008 JIC full
J13270 JIC Sfull GeP J12206 JIC Sfull
112473 JIC full  DAS/GeP | VIR6070 VIR full
IS19261 IGB Sull JI1012 JIC full
J12203 JIC Sull L93 Ns. Sfull
J12510 JIC Sfull PI560067 USDA Sfull

JI2511 JIC Sull PI595946  USDA Sfull DAS
JI2515 JIC Sfull PIS1665 IPK full
J12517 JIC Sfull DAS J13249 JIC Sfull
JI2518 JIC full DAS AGG2239 AGG full
JI2519 JIC Sull AGG3733 AGG Sfull
J12520 JIC Sfull AGG3739  AGG Sull
J12522 JIC Sfull AGG113 AGG Sfull
J12523 JIC full  DAS/GeP | AGG3728 AGG Sull
J12524 JIC Sull AGG3747 AGG full
J12525 JIC full AGG1633  AGG Sull
J12526 JIC Sull AGG3731 AGG Sfull
J12529 JIC full AGG1497 AGG Sull
J12530 JIC Sfull AGG3881 AGG Sull
J12531 JIC Sfull AGG114 AGG Sfull
J12533 JIC Sfull AGG3730 AGG Sfull
J12535 JIC Sfull AGG3727  AGG Sfull
J12536 JIC full AGG1496  AGG full
J12540 JIC Sfull AGG3740 AGG Sfull
J12541 JIC Sull AGG1723  AGG Sull
J12542 JIC Sfull AGG3738 AGG Sfull
J12544 JIC full DAS AGG3723 AGG Sull

JI3216 JIC Sull AGG3729 AGG Sfull GeP
J11796 JIC Sfull DAS AGG3746  AGG Sull
J12470 JIC Sfull AGG3748  AGG Sull
J12472 JIC full AGG3736  AGG Sull
J12539 JIC Sfull AGG3879 AGG Sfull
J13214 JIC Sfull VIR6071 VIR Sful2
JI3215 JIC full WT301 PGB ful2
J13240 JIC Sfull 1S21628 IGB Sful2
J13245 JIC full 1S22701 IGB ful2
J13250 JIC Sfull PI595951 USDA Sful3
J13264 JIC full J11392 JIC ful3
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1D genovd ribotyp celogen. ID genovd ribotyp celogen.
polozky banka analyza polozky banka analyza
JI3268 JIC ful3 DAS JI3218 JIC ful3
P152496 USDA ful3 JI13222 JIC ful3
JI1007 JIC ful3 JI3251 JIC ful3
JI3265 JIC ful3 GeP JI2537 JIC fuld DAS
J13267 JIC ful3  DAS/GeP | JI3269 JIC fuld GeP
J13493 JIC ful3 L95 Ns. fuld
J13499 JIC ful3 L96 Ns. ful4
P1343955 USDA ful3 PIS7608 IPK fuld
P1595944  USDA ful3 PIS1319 IPK ful4
P1595945 USDA ful3 PIS5133 IPK ful4
PI595953 USDA ful3 PIS5134 IPK fuld
VIR2523 VIR ful3 PIS5135 IPK fuld
WL2140 PGB ful3 DAS PIS5138 IPK fuld
W615046  USDA ful3 PIS5139 IPK fuld
PIS5136 IPK ful3 JI1011 JIC ful4  DAS/GeP
JI1009 JIC ful3 J1224 JIC ful4  DAS/GeP
PI531199 USDA ful3 AGG3725 AGG Sful4
P1595932 USDA ful3 GeP AGG1495 AGG ful4
P1595935 USDA ful3 AGG3743  AGG Sful4
PI595949 USDA ful3 AGG3344  AGG fuld
PI595950 USDA ful3 GeP AGG3735 AGG fuld
702 Ns. ful4 AGG1494  AGG fuld
703 Ns. ful4d AGG3104 AGG fuld
706 Ns. ful4 AGG3734  AGG fuld
707 Ns. fuld AGG1724  AGG ful4
IG112136 ICARDA  ful4 DAS AGG3482 AGG ful4
1S22592 IGB fuld AGG3342  AGG fuld
1S22700 IGB ful4 AGG3737 AGG fuld
1S23464 IGB fuld AGG3741 AGG fuld
JI1006 JIC ful4  DAS/GeP | AGG3878  AGG fuld
JI1010 JIC ful4 DAS AGG3744  AGG ful4
JI2512 JIC ful4 AGG3880 AGG fuld
JI2513 JIC ful4 AGG3343 AGG ful4
JI2514 JIC ful4 AGG3722 AGG ful4
JI2516 JIC ful4 1G64207 ICARDA NA DAS
JI2521 JIC fuld JI2534 JIC NA DAS
J12527 JIC fuld DAS JI849 JIC NA GeP
JI2528 JIC fuld DAS DCGO076 INRA NA GeP
JI12532 JIC fuld
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4.2 Priprava DNA pro analyzy

4.2.1 1zolace DNA

Pro ziskani DNA ze semen hrachu byla provedena jeji izolace pomoci komer¢ni sady pro
izolaci DNA DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, DEU), dle modifikovaného ndvodu

z pouzité sady za pouZiti originalnich roztokd v nasledujicich krocich:

1.

10.

11.

12.

K pfiblizn€ 20 mg suchého homogenizovaného materidlu bylo pfiddno 400 ul roz-
toku pufru AP1 a 2 ul zdsobniho roztoku RNase A a vznikld smés byla dikladné

promichana.

Smés se inkubovala 10 minut pfi teploté 65 °C. Béhem inkubace byla smés pfiblizné

3x promichdna prevracenim mikrozkumavKky.

. Do smési bylo pfidano 130 ul pufru AP2, vznikld smés byla promichdna a poté se

nechala inkubovat 5 minut pfi 0 °C.
Probéhla centrifugace 5 minut pti 20 000x g.

Lyzat byl premistén do QIAshedder spin kolony, kterd byla umisténa v zdsobni

zkumavce 2 ml a probéhla centrifugace 2 minuty pii 20 000x g.

. Ze zasobni zkumavky bylo prevedeno 260 ul kapalné frakce bez porusSeni peletu do

nové mikrozkumavky.
Bylo pfiddno 390 ul AP3 a vznikla smés byla jemné promichana.

Smés byla aplikovdna na DNeasy mini spin kolonu, kterd byla umisténa v zadsobni

zkumavce 2 ml a probéhla centrifugace 1 minutu pii > 6 000x g.

. DNeasy mini spin kolona byla pfemisténa do nové zdsobni zkumavky, na kolonu

bylo naneseno 300 ul pufru AW a probéhla centrifugace 1 minutu pii > 6 000x g.

Po centrifugaci byla odstranéna kapalina ze zdsobni zkumavky.

Na kolonu bylo naneseno dalSich 300 ul pufru AW a probéhla centrifugace 2 minuty
pri 20 000x g.

Kolona byla premisténa do nové mikrozkumavky (1,5 ml), na stfed kolony bylo

2.2

naneseno 100 ul predehiédtého (65 °C) pufru AE. Nésledovalo 5 minut inkubace pfi

laboratorni teploté a probéhla centrifugace 1 minutu pfi > 6 000x g

Pro ziskani II. frakce byl krok 11. zopakovén jesté jednou.
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4.2.2 Elektroforeticka analyza

Pro verifikaci izolované genomové DNA, PCR produktl a urcenf jejich koncentrace a ve-
likosti byla vyuZita horizontdlni agarésovd elektroforéza. Pro separaci DNA molekul byl
pouzit 1% agarésovy gel v kombinaci s elektroforetickym pufrem 1x TAE. Pro UV de-
tekci DNA na gelu bylo pouZito fluorescencni barvivo ethidium bromid. Pro moZnost zjis-
téni velikosti PCR amplifikovanych fragmentt a jejich koncetrace byl pozit hmotnostni
standard Quick-Load® 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, Massa-
chusetts, USA).

Pouzité chemikalie:
e agardsa

* 1x TAE - 50 x zifedény 50 x TAE pufr (1 litr): 242 g Tris baze; 57,1 ml ledové
kyseliny octové; 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

* z4sobni roztok ethidium bromidu: vodny roztok 10 mg/ml

* nanaSeci pufr: 20% Ficoll; 0,05% bromfenolova modrt; TE pufr (10 mM Tris pH
8,0; 1 mM EDTA pH 8,0)

4.3 Sekvenace

V ramci této diplomové priace byly sekvenovany oblasti ITS jaderné rDNA a trnSG chlo-
roplastové cpDNA u ¢4sti polozek z celkového souboru 149 polozek P. fulvum. Samotna
sekvenace byla provedena firmou Macrogen. Pfed odeslanim vzorki na sekvenaci byla
provedena metodou PCR amplifikace sekvenovanych oblasti. Primery pro amplifikaci
ITS oblasti byly pouzity ITS-VF (5"-TCG ATG CCT TAC ATG CAG TG-3") a ITS-VR
(5°-TAG AAA CGC ATA TGG GTA AAA GAG-3") a pro oblast trnSG primery trnS-V
(5”-GAT ACS TCG SAT AAA CAA AAA GAA C-3") atrnG-V (5-CAT GTT TCG TAA
AGG GCC CCC TAA TG-3") (Kenicer et al., 2005; Schaefer et al., 2012). Nasledn¢ byla
provedena purifikace vzorki a pred odeslanim vzorku jesté byla zkontrolovana uspéSnost
amplifikace a purifikace vzorkii pomoci horizontalni agarésové elektroforézy. Pro potieby
sekvenace byla stanovena velikost sekvenovanych oblasti a koncentrace DNA vzorkl v
roztoku porovnanim s hmotnostnim markerem. Proces sekvenace byl proveden firmou

Macrogen pomoci kapilarniho provedeni Sangerovy sekvenacni metody.
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4.4 Genotypizace metodou DArT-Seq™

Genomovd DNA z 20 polozek P. fulvum, jakoZto souCést komplexni studie genetické
diverzity rodu Pisum, byla podrobena analyze DArT-Seq™ spolecnosti Diversity Arrays
Technology Ltd. v Canbefe v Australia, dle standardni metodologie DArT-Seq™ (Kilian
etal., 2012).

Metoda genotypizace DArT-Seq™ umoziuje identifikaci molekuldrnich markert na-
pti¢ celymi genomy i u druht, u kterych doposud neni publikovan sekvenovany ge-
nom. Touto metodou jsou ziskdny molekuldrni markery vyuZivajici genetické variabi-
lity genomt v podobé SNP, indeld, restrikénich mist i pfipadnych metylaci lokalizova-
nych v mistech, které rozpozndvaji metylacné senzitivni restrikéni enodonukledzy. Me-
toda DArT-Seq™ kombinuje redukci komplexity DArT s vyhodami NGS sekvenovani.
Pro analyzu rodu Pisum byla vybrana metoda redukce komplexity s vyuzitim PstI-Msel
restrikcnich endonukledz. Pstl $tépi prevazné genomickou DNA v oblastech s vétSim za-
stoupenim gent, jelikoz Pstl je metylaéné senzitivni restrikéni endonukledza. DNA je
podrobena Stépici/ligacni reakci s restrikénimi endonukledzami za pridani adaptéri kom-
patibilnich s misty pfekryvu vytvorenymi Stépenim Pstl-Msel. Sekvence Pstl adaptéru
obsahuje komplementarni sekvenci se sekvenci oligonukleotidu slouZici pro pfipojeni k
amplifikacni desti¢ce sekvendtoru Illumina, sekvenci slouZici k nasednuti sekvenacniho
primeru a sekvenci oznacovanou ,,barcode”, ktera je rozdilna pro kazdou polozku a slouzi
k identifikaci vzorkd. Adaptér Msel obsahuje kromé sekvence kompatibilni s prekryvem
v misté Stépeni také sekvenci komplementarni sekvenci slouZici pro pfipojeni k ampli-
fikacni desticce. Dale byly touto cestou vzniklé fragmenty amplifikovany v 30 cyklech
PCR pii podminkach 94 °C — 1 min, 30 cykli: 94°C —20s, 58°C - 30s, 72 °C —-45 s
a zaverecné prodlouzeni pti 72 °C — 7 min. Vysledna amplifikovand smés sekvenci byla
pfidana v ekvimoldarnim mnozstvi od kazdého vzorku do smésného vzorku, ten byl dale
podroben c-Bot (Illumina) miistkové PCR a ,,single read” sekvenovan pomoci Illumina
Hiseq2500. Sekvenace probéhla v 77 cyklech. Z vysledkd sekvenace bylo generovano
priblizné 2 500 000 (+/- 7%) sekvenci na jeden vzorek (barcode), které byly zpracovéany
pomoci DArTsoft14 za vzniku soubor markerovych dat SNP a SilicoDArT. Soubor dat
SNP prezentuje zaiznam kodominantnich markert v kddovani O — referencni nukleotid, 1
— alternativni nukleotid, 2 — heterozygotni stav (pfitomny referencni i alternativni nukle-
otid). Soubor dat SilicoDArT reprezentuje binarni zdznam dominantnich markerd SNP,
pritomnost indelq, restrikéni polymorfismus a metylacné senzitivni restrik¢éni polymorfis-
mus (Kilian et al., 2012; Sanchez-Sevilla et al., 2015; Raman et al., 2014).
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4.5 Genotypizace metodou GenoPea 13.2K SNP

Genomova DNA 16 polozek P. fulvum byla podrobena genotypizaci metodou GenoPea
13.2K SNP, ktera byla vyvinuta autory Tayeh et al. (2015) pro tcely genetického mapo-
vani a studie genetické diverzity hrachu. Tato metoda vyuZziv4 ptistup [llumina Infinium®
BeadChip, zaloZeny na hybridizaci fragmentované PCR-free amplifikované genomové
DNA k imobilizované sondé o délce 50 nukleotidl, a nasledné detekci varianty SNP po-
moci enzymaticky katalyzovaného ptipojeni fluorescencné znaceného nukleotidu v misté
SNP. V ptipadé metody GenoPea 13.2K SNP se analyzuje polymorfismus u 13 009 SNP,
jez jsou umistény v genovych oblastech hrachového genomu a byly vybrany ze souboru
248 617 SNP objevenych na zaklad¢é celogenomové sekvenace Illumina HiSeq2000 16
vzorku, véetné zastupct planych forem P. fulvum, P. sativum subsp. elatius a P. abys-
sinicum, v porovnani se sekvencemi jednotlivych mRNA transkriptii od autorti Alves-
Carvalho et al. (2015). Z 13 204 SNP je nejméné 6 110 SNP lokalizovano v sekvencich
potencidlné kédujici proteiny, z toho 4 305 SNP charakteru neménici translatovanou ami-
nokyselinu a 1805 SNP je spojeno se zménou translatované aminokyseliny. V pripadé
12 805 SNP je urcena jejich genetickd pozice napfi¢ celym genomem hrachu, kterd byla
urcena pomoci genetického mapovani 12 RILs populaci (Tayeh et al., 2015). Z vysledki
[llumina Infinium® BeadChip analyzy vznikl soubor dat prezentujici jednotlivé SNP u
konkrétnich analyzovanych polozek v kédovani AA — homozygot varianty A, BB — ho-
mozygot varianty B a AB — heterozygotni stav variant A 1 B. Mapovanym SNP je v

souboru dat déle pfifazena jejich geneticka pozice v cM v 1 ze 7 vazebnych skupin.

4.6 Modelovani potencionalniho rozSireni Pisum fulvum
Sibth. & Sm.

Z divodu studie geografického rozsiteni druhu P. fulvum i jeho potenciondlniho rozsiten{
byla pouZita dostupna volné piistupnd GPS data vyskytu poloZek P. fulvum (ptiloha 1) z
jednotlivych databazi genovych bank a www.biogis.huji.ac.il a pomoci nich byla metodou
maximalni entropie za pouZiti programu Maxent 3.3.3k (Philips et al., 2006) pfedpové-
zena potencialni distribuce P. fulvum a jeho jednotlivych skupin, které odpovidaji ITS
ribotyptim. Pro modelovani potenciondlni distribuce bylo pouZzito GPS lokacim odpovi-
dajicich 19 bioklimatologickych proménnych (tabulka 3) volné dostupnych z databdze
www.worldclim.org (Hijmans et al., 2005). K zpracovani dat a k praci s mapami byly po-
uzity baliky sp (Pebesma & Bivard, 2005), SDMTools (VanDerWal et al., 2014) a plotrix
(Lemon, 2006) v statistickém programovacim jazyce R.
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Tabulka 3: 19 bioklimatologickych proménnych pouZitych pfi predikci geografické dis-
tribuce rodu P. fulvum.

ID proménné

charakteristika proménné

BIO1
BIO2
BIO3
BIO4
BIOS
BIO6
BIO7
BIOS
BIO9
BIO10
BIOI11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

prumérnd rocni teplota
teplotni proménlivost — primér rozdilti maximalni a minimaln{ teploty
isotermalita — (BIO2/BIO7) * 100
teplotni proménlivost — (smérodatnd odchylka mésicnich teplot) * 100
maximalni teplota nejteplejsiho mésice
minimdlni teplota nejchladnéjSiho mésice
ro¢ni rozsah teplot — (BIO5-B106)
primérna teplota nejvlhciho Ctvrtleti
priamérnd teplota nejsussiho Ctvrtleti
primérna teplota nejteplejsiho Ctvrtleti
primérna teplota nejchladnéjsiho Ctvrtleti
Roc¢ni thrn srdzek
thrn srdzek v nejvlhéim mésici
thrn srdZek v nejsus$im mésici
srazkova proménlivost — variacni koeficient
uhrn sraZek v nejvlhéim Ctvrtleti
uhrn sraZzek v nejsuss$im Ctvrtleti
uhrn srazek v nejteplejSim ctvrtleti
Uhrn srdzek v nejchladnéjSim Ctvrtleti
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5 Vysledky

5.1 Sekvenace

Mezi sekvencemi jednotlivych vzorkd danych oblasti ITS (pfiblizné 664 bp) a trnSG
(855 bp) bylo provedeno mnohocetné pfifazeni pomoci softwaru ClustalX (Thompson et
al., 1997). Dale byly pomoci grafického editoru sekvenci Bioedit lokalizovany variabilni
pozice sekvenci a jednotlivé varianty sekvenci byly rozdéleny do konkrétnich haplotypo-
vych skupin.

Porovnani sekvenci oblasti ITS jaderné DNA u souboru 149 polozek P. fulvum vedlo k
detekci 4 ribotypt full, ful2, ful3 a ful4 (tabulka 2), které se mezi sebou liSily vzdy v jedné
bazi. Z toho 73 polozek patii do skupiny full, 4 polozky do skupiny ful2, 23 polozek do
skupiny ful3 a 49 polozek do skupiny ful4.

Porovnani chloroplastovych sekvenci #rnSG vedlo k detekci jednoho vétSinového ha-
plotypu, avSak u 6 polozek (JI12510, J12523, J12539, WL2140, J12539, J11006, J12521 a
IG112136) byl detekovén haplotyp odpovidajici P. sativum subsp. humile nebo P. sativum

subsp. elatius.

5.2 DArT-Seq™

Vysledky genotypizace metodou DArT-Seq™ vedly k ziskani souboru molekuldrnich
markerd napfi¢ celym genomem hrachu. Soubor dominantnich molekuldrnich markert
DartSilico reprezentuje genetickou variabilitu primarni sekvence DNA 1 epigenetickou
variabilitu metylaci cytozinu a soubor kodominantnich molekuldrnich markertt DartSNP
reprezentuje jednonukleotidovy polymorfismus v homozygotnim i heterozygotnim stavu.
Jednotlivé markery byly mapovéany k jiz sekvenovanym genomiim rostlin piibuznych
rodu Pisum (tabulka 4), nejvice markerti bylo mapovano k sekvenci genomu Medicago
truncatula Gaertn., tyto idaje byly déle pouZity pro urCeni lokalizace P. fulvum specific-
kych markert. Jednotlivé filtrované soubory (parametry filtru: chybéjici data; NA =0 %,
MAF > 5 %) DArT-Seq™ markert DartSilico i DartSNP byly vyuZity pro fylogenetickou
analyzu. Byla provedena PCA analyza (obrazek 7) pomoci softwarového baliku ggfortify
v statistickém programovacim jazyce R a k tvorbé fylogenetického networku metodou
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Tabulka 4: Poéty filtrovanych DArT-Seq™ markeri souboru 20 poloZek P. fulvum mapo-
vanych k genomim piibuznych jiz sekvenovanych druht.

DArT-Seq™ analyza | DartSilico \ DartSNP
. polymorfnich MAF>5 % | polymorfnich MAF>35 %
20 polozek P, fulvum lokusi NA =0 % lokusii NA =0 %
14207 3651 6039 1013
mapovano k genomu*:
Medicago truncatula 525 104 487 127
Phaseolus vulgaris 151 30 143 33
Glycine max 210 35 242 54
Vigna radiata 120 24 136 39
Lupinus angustifolius 143 28 182 51

*vyuZit program blastn, parametry E-value = 0,0005; minimdlni identita 85%

Integer Neighbour-Joining network pro obsdhlejsi soubor markerti DartSilico byl pouZit
program POPART (French et al., 2014; Leigh et al., 2015).

Z 20 polozek P. fulvum je u 15 polozek zaznamendn jejich geograficky ptvod, ktery
koreluje s genetickou strukturou druhu P. fulvum (obrdzek 9). PoloZky ze severni Césti
vychodni Levanty a z jizni ¢asti vychodni Levanty tvori shluky, jejichZ zdstupci jsou si
geneticky blizsi. Polozky, které maji geograficky ptivod mezi témito dvéma pdly, tvori
,stredni” skupinu polozek P. fulvum, jejiz geneticka struktura je situovdna mezi ,,severni”
a ,,jizni” skupinu, a je i vice rozmanitd neZ genetickd variabilita ,,severniho” a ,,jiznitho”
shluku (obrazek 8).V analyze DartSilico bylo u souboru poloZek reprezentujici genetic-
kou diverzitu rodu Pisum celkové detekovano 46 812 DartSilico polymorfnich markert, z
toho bylo zaznamenano 14 207 polymorfnich markerti v ndmi analyzovaném souboru 20
polozek P. fulvum. Z toho 4 687 markeri bylo zaznamenano u vSech polozek P. fulvum.
Dile z tohoto souboru jen 3 651 markertt mélo zastoupeni minoritni alely vétsi nez 5 %
(MAF >5 %).

V analyze DartSilico bylo u souboru poloZek reprezentujici genetickou diverzitu rodu
Pisum celkové detekovano 46 812 DartSilico polymorfnich markerd, z toho bylo zazna-
mendno 14 207 polymorfnich markerd v ndmi analyzovaném souboru 20 polozek P. ful-
vum. Z toho 4 687 markerti bylo zaznamenéano u vSech polozek P. fulvum. Ddle z tohoto
souboru jen 3 651 markerti mélo zastoupeni minoritni alely vétsi nez 5 % (MAF >5 %).

V analyze DartSNP bylo z celkového poctu 35 647 detekovanych SNP lokusi, repre-
zentujici geneticky polymorfismus genové bohatych oblasti hrachového genomu, 6 039
SNP lokust polymorfnich u souboru 20 poloZek P. fulvum. Napri¢ vSemi 20 polozkami
P. fulvum bylo zaznamenano 1331 polymorfnich SNP, avSak pouze 1013 polymorfnich
SNP lokusd, které byly pouZzity pro PCA analyzu (obrdzek 7B), maji MAF > 5 %. Jelikoz
analyza DartSNP vykazuje kodominantni charakter, byl u polozek P. fulvum v 0,73 % de-
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Obrazek 7: A PCA analyza na zdkladé 3561 DartSilico polymorfnich markert u 20 polo-
zek P. fulvum, 0 % chybéjicich dat, MAF > 5 % B PCA analyza na zakladé
1013 DartSNP polymorfnich markeria u 20 polozek P. fulvum, 0 % chybgjicich

dat, MAF > 5 %.

tekovanych SNP zaznamenan heterozygotni stav (obrazek 10).Obvyklé hodnoty zastou-

peni heterozygotnich SNP u jednotlivych polozek dobre reprezentuje jejich medidn, ktery

je 0,53 % zastoupeni heterozygotnich SNP u polozky. Nejvyssi zastoupeni heterozygot-
nich SNP ma polozka J12527 (3,52 %), nasledovana polozkou JI1796 (1,23 %). Nejnizsi
zastoupeni heterozygotnich SNP ma polozka JI3267 (0,39 %). V ptipadé€, Ze pouZijeme

jako vychozi soubor DartSNP markert jen ty markery, které jsou asociované s genotypem

P, fulvum v porovnani s genotypem P, sativum subsp. elatius (P > 5x107®) a jejichZ chybé-

jici data u jednotlivych porovnavanych soubori dat nepiesahuji 30 %, miiZeme pozorovat

zvySeni relativni Cetnosti zastoupeni heterozygotu, zvlasté pak vysoké zvyseni u polozek

J12527 (11,00 %) a JI1796 (4,52 %).
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Obrazek 8: Integer Neighbour-Joining network pro 20 polozek P. fulvum ze souboru mar-
kerti DartSilico, 0 % chybéjicich dat (NA), MAF > 5 %. Hustota jednotlivych
Car souvisi s potem zmén mezi body, jeZ dand Céara spojuje. Vyznacené je
rozdéleni polozek dle mista ptivodu i jejich odpovidajici ribotypy.
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Obrizek 9: Mapa s oznaéenim ptivodu 15 polozek P. fulvum analyzovanych DArT-Seq™,
jednotlivé barvy odpovidaji rozdéleni do skupin: jizni (Zlutd), stfedni (Cer-
vend) a severni (modra).
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Obrazek 10: Graf relativnich Cetnosti heterozygotnich SNP pro jednotlivé polozky P. ful-
vum v DartSNP datech.

Pro urceni SNP, které jsou specifické s P. fulvum, byly vyuzity navic data DartSNP (ze
zdroj Dr. Smykala) pro 57 polozek P. sativum subsp. elatius a 11 polozek P. abyssinicum
v celkovém rozsahu 35 674 detekovanych SNP. Byla porovnavana rozdilnost jednotlivych
SNP mezi soubory polozek P. fulvum a P. sativum subsp. elatius, mezi soubory polozek
P. fulvum a P. abyssinicum a mezi soubory polozek P. fulvum a P. abyssinicum spolecné s
P. sativum subsp. elatius (tabulka 5). Za specifické SNP byly povaZovany ty, které mély
rozdilny SNP v homozygotnim stavu mezi obéma porovndvanymi skupinami a jejichZ

ver 2

obsah chybéjicich dat byl mensi nez 30 %.

Tabulka 5: Pocty SNP z DartSNP, které jsou striktné specifické pro porovnavané skupiny

vyskytujici se pouze v homozygotnim stavu, chybéjici data do 30% u jednot-

livych skupin.
skupiny v porovnéni Pocet specifickych
SNP
P. fulvum x P. sativum subsp. elatius 474
P. fulvum x P. abyssinicum 1511
P. sativum subsp. elatius x P. abyssinicum 407
P. fulvum x 374
(P. abyssinicum a P. sativum subsp. elatius)
(P. fulvum a P. abyssinicum) 5
x P. sativum subsp. elatius
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5.3 GenoPea 13.2K SNP

Soubor dat ziskanych metodou GenoPea 13.2K SNP obsahuje genotypizacni tdaje z
13009 lokust SNP, kterymi bylo v rdmci komplexni studie genetické diverzity geno-
typovano i 15 polozek P. fulvum. Z tohoto souboru SNP markert lokalizovanych ve vsech
7 vazebnych skupindch jaderného genomu hrachu byl v 1828 SNP lokusech zazname-
nan polymorfismus v souboru polozek P. fulvum, avsak pouze v 1238 SNP polymorfnich
lokusech byla detekovédna varianta SNP u vSech 15 polozek P. fulvum. Metoda filtrace
SNP lokust pro alely se zastoupenim minoritni alely vétsi nez 5 % (MAF > 5 %) zde
nebyla vyuzita z diivodu malého poctu vzorkl v analyze. Jelikoz je charakter genotypi-
zace kodominantni, byl zaznamendan heterozygotni stav v 0,51 % detekovanych SNP. U
jednotlivych polozek je zastoupeni heterozygotnich SNP v rozsahu od 0,25 % u polozky
DCG-076 az po nejvétsi relativni Cetnost 0,96 % u polozky P1595950 a 0,93 % u polozky
JI13270. Medién zastoupeni heterozygotnich SNP u poloZek je 0,46 %, tato hodnota dobte
reprezentuje zastoupeni heterozygotnich SNP u vétSiny polozek.

Geneticka variabilita je zndzornéna pomoci PCA analyzy (obrazek 11 A), vétSina polo-
zek tvoii jeden shluk, ktery alespon ¢dstecné je rozdélen do dvou skupin, zbylé polozky
jsou vSak od tohoto shluku variabilné vzdaleny, nejvice vzdalend od ostatnich polozek
je polozka JI3270. PoloZky, které se prekryvaji, nejspiSe budou tvorit duplicitni polozky
nebo velice blizce piibuzné polozky. U 7 z analyzovanych 15 polozek je k dispozici ge-
ograficka lokalita mista sbéru (obrazek 11 B), avSak nelze vyvozovat Zadné zavéry z di-
vodu nereprezentativniho malého souboru analyzovanych polozek.

Jelikoz genotypizacni metoda GenoPea 13.2K SNP byla vytvorena tak, aby vétSina jed-
notlivych SNP byla asociovdna s konkrétnim jaderné kédovanym genem hrachu, a jed-
notlivé SNP jsou geneticky mapovény do 7 vazebnych skupin (Taeyeh et al., 2015). Bylo
mozno urcit SNP, které jsou asociovény s jednotlivymi druhy planych forem hrachu. Pro
soubor 11699 SNP, které jsou geneticky mapovany, byl vytvofen graf znazorfiujici roz-
loZeni jednotlivych SNP napfi¢ vazebnymi skupinami a jejich miru asociace vzhledem k
danému porovnani druht v podobé hodnoty P. Hodnota P vyjadiuje miru pravdépodob-
nosti, Ze jednotlivé SNP mezi porovndvanymi soubory polozZek nejsou rozdilné. Bylo vy-
tvofeno porovndni skupiny 15 polozek P. fulvum s 42 polozkami P. sativum subsp. elatius
(obrazek 12). Pro porovnani byly vyuzity pouze ty SNP, které mély v jednotlivych porov-
navanych skupindch zastoupeni chybéjicich dat méné nez 30 %. Pro grafické znazornéni
SNP asociovanych s t€émito druhy byl pouZit balik qgman v statistickém programovacim
jazyce R. Bylo urCeno 2 484 vybranych SNP, které maji v porovnani P. fulvum a P. sati-
vum subsp. elatius hodnotu P mensi neZ 5x10-3a které 1ze dohledat ve studii Tayeh et al.

(2015) anotované k gentim z P. sativum nebo M. truncatula.
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Obrazek 11: A PCA analyza na zakladé 1238 markerd GenoPea 13.2K SNP pro 15 polo-
zek P. fulvum. B Geograficky ptivod né€kterych polozek.
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logia(p)
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Obrazek 12: RozloZeni 11 699 SNP a jejich mira asociace s druhem P. fulvum v porovnani
s druhem P. sativum subsp. elatius, modra ¢ara znac¢i mez (P=5 x 10®) nad
niZ jsou jednotlivé varianty SNP povazovany za asociované s porovnavanymi
druhy. Cervené body zna&i SNP jeZ jsou striktn& specifické pro P. fulvum v
porovndni s P. sativum subsp. elatius a naopak.
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Pii porovndni SNP mezi soubory 15 polozek P. fulvum a 3 polozek P. abyssinicum
bylo vzhledem k homogenni strukture genetické diverzity P. abyssinicum uréeno veétsi
mnoZzstvi SNP, které jsou rozdilné mezi t€émito druhy. Seznam téchto SNP obsahuje 1 030
ve studii Tayeh et al. (2015) mapovanych a k P. sativum nebo M. truncatula anotovanych
SNP, které maji zastoupeni chybéjicich dat mensi nez 30 % a jsou specifické pro druh

P. fulvum v porovnani s druhem P. abyssinicum.

5.4 Predpovéd’ geografického rozsireni Pisum fulvum
Sibth. & Sm.

Na zdkladé 19 bioklimatologickych proménnych byla metodou maximélni entropie pied-
povézena potenciondlni distribuce P. fulvum v oblasti sttedomoii (obrazek 13) a také po-
tenciondlni distribuce jednotlivych skupin polozek s ITS ribotypy full, ful3 a ful4 (obra-
zek 14). Pro minoritn{ ribotypovou skupinu ful2 nebyla z diivodi malého zastoupeni tato
analyza provedena. Mapy pro predpovéd’ geografického rozsiteni P. fulvum 1 jeho jednot-

livych ribotypt byly vytvoreny za prispéni Stergiose Pirintsose z University of Crete.

Obrazek 13: Predpovéd’ potenciondlniho vyskytu P. fulvum ve sttedomofi a prilehlych
oblastech. Cerné body zna&i mista zaznamenaného vyskytu P. fulvum. Fi-
alova barva odpovidd mistim, které byly predpovézeny jako potenciondlni
mista vyskytu P. fulvum. Sytost barvy odpovidd pravdépodobnosti s jakou
dand lokalita vyhovuje jako potenciondlni lokalita vyskytu P. fulvum. Cim
sytej$i barva tim vyssi pravdépodobnost.
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Obrazek 14: Predpovéd’ potenciondlniho vyskytu pro ITS ribotypové skupiny P. fulvum
A full (AUC = 0,995), B ful3 (AUC = 0,981) a C ful4 (AUC = 0,996) ve
sttedomoii. Cerné body zna¢i mista zaznamenaného vyskytu P. fulvum. Fi-
alova barva odpovid4d mistlim, kterd byla pfedpovézena jako potenciondlni
mista vyskytu P. fulvum. Sytost barvy odpovidd pravdépodobnosti s jakou
dand lokalita vyhovuje jako potenciondlni lokalita vyskytu P. fulvum. Cim
sytejsi barva, tim vyssi pravdépodobnost. Hodnota AUC vyjadiuje presnost
modelovéni, ¢im bliZe k 1 tim pfesnéjSi modelovéni.
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6 Diskuse

------

genového poolu kulturniho hrachu, je vyznamnym druhem pro obohacovani genetické
diverzity kulturniho hrachu a z této pozice by mu méla byt vénovéana naleZitd pozornost
z hlediska uchovani a podrobné charakteristiky jeho soucasné genetické diverzity. Ac je
v kolekcich svétovych genovych bank uchovavéano priblizné 98 000 polozek fazenych k
rodu Pisum, pouze priblizné 2% z toho jsou polozky fazené do skupiny planého hrachu.
V roce 2013 bylo uchovédvano ve svétovych semennych kolekcich hrachu 706 polozZek
P. fulvum, avsak z velké miry se jedna o duplicity a celkovy pocet jedinecnych genotypt v
tomto souboru polozek P. fulvum neni zndm (Smykal et al., 2013). V této diplomové praci
bylo analyzovano celkem 153 polozek P. fulvum, ale podafilo se dohledat v genovymi
bankami vefejné poskytovanych popisnych listech polozek, Ze priblizné v 20 % ptipadech
se jedna o duplicity, coz odpovid4d odhadovanému zastoupeni duplicit v celkovém souboru
celosvétoveé uchovavanych polozek z rodu Pisum (Smykal et al., 2013).

Cas divergence P, fulvum od zbytku rodu Pisum je odhadovan do doby pied 1,7 miliony
let +/- 0,4 miliont let na pfelom pozdniho pliocénu a spodniho pleistocénu (Zaytseva et
al., 2015). Toto obdobi je charakteristické nastupem vin ochlazovani klimatu, kdy se na
severni polokouli zacaly stfidat doby ledové a meziledové, hladina sttedozemniho mote
kolisala, stfidaly se periody sussi, vlh¢i, chladnéjsi a teplejSi a v zdvislosti na tom byla
krajina Levanty ¢astecné zalesnénd (Goldreich, 2003). Do tohoto obdobi je také datovana
migrace hominidid ze skupiny Homo erectus i velkych druhti africkych zvitat z vysychajici
Afriky do Eurasie izemim Levanty, ktera doklada probihajici dynamické zmény klimatu
a zivotniho prostredi v té dobé (Hertler et al., 2014).

Geneticka diverzita druhu P. fulvum byla jiz v fadé pfipadl analyzovana pomoci pfi-
stupti molekuldrni biologie avSak vzdy pouze jako soucdst analyzy v kontextu ostatnich
zastupci rodu Pisum, ale z pohledu vnitrodruhové variability byva pouze konstatovano,
Ze se jednd o druh variabilni (Palmer et al., 1985; Hoey et al., 1996; Ellis et al., 1998;
Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2005, 2007, 2010, 2012; Majeed et al., 2012).

Analyza fylogeneze na zdkladé sledovéni chloroplastového genotypu je Casto vyuzivdna
z diivodu Castého uniparentalniho typu dédi¢nosti. U hrachu je to ve vétSin€ piipadti ma-
terndlni typ dédicnosti, avSak v nékterych piipadech byl zjistén i paternélni a biparentalni

typ dédicnosti (Kosterin & Bogdanova, 2015). Dle jednoho majoritniho chloroplastového
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haplotypu zjisténého z vysledkili sekvenace chloroplastové oblasti trnSG lze tuto oblast
oznacit za malo variabilni napri¢ zdstupci druhu P. fulvum. AvSak u 6 polozek odpovi-
dal chloroplastovy haplotyp P. sativum subsp. elatius nebo P. sativum subsp. humile. U
téchto polozek 1ze v jejich vyvojové historii pfedpoklddat pfitomnost mezidruhové kii-
Zeni a ndslednou introgresi v druh P. fulvum. Pfitomnost chloroplastli s genotypem P.
sativum je podminkou ziskani kiizenct P. sativum x P. fulvum, jelikoZ v opacném piipadé
nastava inkompatibilita jaderného genomu s chloroplastovym (Bogdanova & Kosterin,
2007; Kosterin & Bogdanova, 2015).

Pouzivéani analyzy sekvenci ITS je velice rozSifend metoda sledovédni genotypu nejen
pro ucely identifikace druhd, ale i pro ucely studie fylogeneze, avsak nelze ji vyuZit pro
tento t¢el bez pouziti dal§ich piistupti (Alvarez & Wendel, 2003). Pokud srovndme vy-
sledky analyzy ITS sekvence, nebyl v diivéjsi studii, kterd se vénovala sekvenovani ITS
regionu i 8 zastupct P. fulvum, nalezen zadny polymorfismus mezi jednotlivymi zastupci
P. fulvum. Avsak autofi poukazuji na nejednoznacnost nukleotidli na né€kterych pozicich
(Polans & Saar, 2002). V naSich vysledcich sekvenace jsme detekovali 4 ribotypy mezi
149 sekvenovanymi polozkami P. fulvum a jednotlivé ribotypy se od sebe navzajem liSily
vzdy pouze jen v jedné nukleotidové bazi. A i v naSich vysledcich sekvenace lze nalézt u
velké ¢4sti polozek pozice s nejednoznacnymi nukleotidy, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze v pri-
padé zanedbéni zkresleni v procesech zpracovéani vzorku, které nelze vyloucit, jednotlivé
opakovani podjednotek rDNA v genomu nemusi byt naprosto homogenni. Tato skutec-
nost je v pfipadé vyuZivani oblasti ITS obvykla, ale komplexita této problematiky ztéZuje
jednozna¢né vyvozovat z této analyzy fylogenetické zavéry (Alvarez & Wendel, 2003).

Z nasich vysledkt rozdéleni poloZek P. fulvum do 4 ribotypovych skupin full, ful2,
ful3 a ful4 miZeme urcit dle poctu poloZek v nich zastoupenych ribotypy full a ful4 jako
majoritni, ribotyp ful3 jako bézny a ribotyp ful2 jako minoritni. Jednotlivé ribotypy se od
sebe odlisuji v jednonukleotidové mutaci a nejméné 11 jednonukleotidovych mutacnich
zmén je tfeba k transformaci sledované sekvence ITS P. fulvum na sekvence ITS jinych
planych forem hrachu P. sativum subsp. elatius nebo P. sativum subsp. humile (Smykal,
osobni sdé€leni).

Dle vysledki fylogenetickych analyz DArT-Seq™ markert v porovnani s lokacemi
sbéru polozZek 1ze usoudit, Ze geneticka struktura koreluje se strukturou genetickou. L.ze
rozlisit tfi skupiny: jizni, stfedni a severni, které odpovidaji danym oblastem vychodni
Levanty, a zaroven jejich genetickd pribuznost je napii¢ skupinami strukturovand dle od-
povidajicitho mista pivodu poloZek v dané skupiné (obrazek 8). Ackoli se tato struktura
genetické variability P. fulvum vyskytuje v jisté mife jiz 1 v predeSlych studiich (obrazek
15) (Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2007), doposud nebyla autory blize zkouména, 1
kdyz Vershinin et. al (2003) v rozsifeném souboru analyzovanych poloZek obsahujiciho

43 polozek P. fulvum z genové banky JIC v Norwich (UK) pomoci 78 PDRI retrotranspo-

48



zénovych SSAP marker poukazuje na moznost rozclenéni nékterych polozek P. fulvum
do 3 skupin, v kterych si jsou jednotlivé polozky dle této analyzy vice geneticky podobné.
I kdyz tyto studie podrobné nepopisuji genetickou vnitrodruhovou strukturu P. fulvum, je-
jich vysledky ndm potvrzuji spravnost nasich zavéri. Z PCA analyzy vychézejici ze zpra-
covani DartSilico i DartSNP (obrazek 7) markert 1ze kromé zminéné genetické struktury
souvisejici s geografickym plivodem poloZek urcit, Ze skupina poloZek nalezici do jiZni
a severni skupiny jsou svoji genetickou strukturou vice homogenni, kdeZto skupina polo-
Zek tfazenych do skupiny stfedni je svou genetickou strukturou vice geneticky rozmanité
a muZeme tak predpokladat, Ze skupiny jizni a severni jsou skupiny poloZek vyskytujici
se jak svoji geografickou pozici tak i v pomysiné genetické variabilité druhu na okraji a
hlavni ¢ast genetické variability druhu je uchovavéna u polozek vyskytujicich se v oblas-
tech oznacenych jako stfedni. Nejzietelnéji odliSend od ostatnich skupin je skupina jiZnich
poloZek, kdezto skupina severni bude svym fylogenetickym ptivodem nejspiSe vychazet
ze skupiny stfedni, ¢emuz odpovida i topologie fylogenetickych stromi v recentni fylo-

genetické studii rodu Pisum (Vershinin et al., 2003).
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Obrazek 15: Porovnani detekované genetické struktury P. fulvum z recentnich fylogene-
tickych studii. Cisla poloZek odpovidaji &islim poloZek z JI hrachové ko-
lekce semen. Barevné odliSeno geografické rozloZeni na tzemi vychodni
Levanty. A NJ strom z retrotranspozénovych SSAP markerd (Vershinin et
al., 2003). B NJ strom z 39 sekvenci gent (Jing et al., 2007).

Porovnanim vysledkt analyz markerti DartSilico a DartSNP lze pozorovat i epigene-
tickou variabilitu uvnitf druhu, protoZe soubor markerti DartSilico nese kromé informaci
o variabilité genetické i o variabilit€ epigenetické, kdeZto soubor markerd DartSNP nese
informace pouze na drovni genetické (Kilian et al., 2012). Z porovnani PCA analyz (ob-
razek 7) obou souborli markeri miiZzeme usuzovat, Ze nékteré polozky vykazuji i vyssi
variabilitu v metylacnim zdznamu genomu, neb se jejich pozice v PCA DartSilico lis{
od jejich pozice v PCA DartSNP analyze. Ve skupiné stfedni se jednd o polozky JI2473 a
J12537, ve skupiné jizni o polozky JI1010 a JI1011, které se vyrazné liSi od ostatnich pravé
nejspiSe epigenetickym metylacnim zaznamem. Ve skupiné severni nebyly zaznamenény

polozky, které by vykazovaly rozdilny vysledek v porovnani PCA, proto lze usuzovat, Ze
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jejich epigeneticka variabilita je vice homogenni.

Za vyuziti metody Integer Neighbor-Joining (French et al., 2014) znazormujici sit’ ovi-
tost genetickych podobnosti jednotlivych polozek byl sestaven network (obrdzek 8), na
kterém jsou vyznaceny kromé rozdéleni polozek do skupin jizni, stfedni, severni také je-
jich prislusné ribotypy, které vzesly z sekvenace oblasti ITS, ale souvislost ITS ribotypii
s genetickou strukturou druhu P. fulvum zndzornénou pomoci networku nebyla zazname-
nana. Analyzovani zastupci rodu P. fulvum, pokud se nejedna o duplicity nebo blizce pfi-
buzné vzorky, jsou vzddleny od stfedu networku, vice nez jednotlivé spoje uvnitf stfedu,
které vyjadiuji genetickou podobnost jednotlivych vzorkli navzdjem. Tato struktura ne-
tworku zna¢i vysokou miru diverzity mezi jednotlivymi vzorky, specifickou pro samo-
sprasné druhy, avSak k vyvozovéani vzdjemnych vztahii ndm slouZzi hlavné spoje, které
sit’ovité spojuji jednotlivé vétve analyzovanych zastupcu.

AC jsou rody z druhu Pisum charakteristicky samosprasnymi rostlinami, v jejich evo-
luéni historii hraje vyznamnou roli pfipadnd hybridizace a ndslednd introgrese (Jing et
al., 2007). Dokonce u nékterych polozek P. fulvum (J12206 a J13266), ac jen velmi zfidka,
bylo dokazano na zakladé sekvenovani vice gent, Ze nékteré geny pochdzi z genotypu od-
povidajicimu P. sativum subsp. elatius (Zaytseva et al., 2015). Protoze je DartSNP meto-
dou kodominantni, miZeme detekovat i heterozygotni stavy detekovanych SNP (obrazek
10). Dvé polozky JI12527 a JI1796 ze souboru 20 polozek P. fulvum maji oproti ostatnim
polozkam vétsi Cetnost zastoupeni heterozygotnich SNP, proto se Ize domnivat, Ze také v
recentni evolunf historii téchto poloZek byla pfitomna hybridizace, a jelikoz relativni Cet-
nost heterozygotl je nepomérné vyssi v piipad€ souboru markert, které jsou asociovany s
P. fulvum v porovnani s P. sativum subsp. elatius, miZeme predpokladat, Ze soucasti této
hybridizace byla polozka s genotypem P. sativum subsp. elatius, 1 kdyZ mezi P. fulvum
a P. sativum subsp. elatius je reprodukcni bariéra rozvinuta ve vysoké mife (Bogdanova
& Kosterin, 2007; Kosterin & Bogdanova, 2015). I ostatni polozky maji v pripadé sou-
boru markert, které jsou asociovany s P. fulvum v porovnani s P. sativum subsp. elatius
oproti celkovému souboru DartSNP dat, o néco vyssi Cetnost zastoupeni heterozygota, a
1 kdyZ heterozygotni SNP se vyskytuji v jisté mife u vSech analyzovanych polozek, jejich
pivod miize byt kromé hybridiza¢ni udalosti s P. sativum subsp. elatius také spjat s vnit-
rodruhovou hybridizaci kombinujici ancestralni polymorfismus. Nicméné tok genli mezi
P. fulvum a P. sativum subsp. elatius je ziejmy.

I kdyz oba soubory dat DartSNP i GenoPea 13.2K SNP reprezentuji SNP markery v
prekryvajicich se souborech polozek P. fulvum, nelze je brat jako totoZné analyzy z da-
vodu rozdilné redukce komplexity pfed samotnou SNP analyzou, ale 1 v pfipadé analyzy
GenoPea 13.2K SNP je u dvou polozek PI595950 a JI3270 zaznamendna vyssi relativni
Cetnost heterozygotnich SNP, avSak ne v takové mife jako u polozek JI12527 a JI1796

analyzovanych v DartSNP. V souboru SNP, které miizeme povaZzovat za asociované s
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P. fulvum v porovnani s P. elatius (P < 5x107%) a zdrovei se u nich kromé heterozygotnich
SNP objevuje jen jedna alela mezi polozkami P. fulvum, je v§ak pouze u polozky JI3270
priblizné 13x vétsi absolutni Cetnost heterozygotnich SNP neZ primérna absolutni ¢etnost
zbytku polozek P. fulvum a také v PCA analyze (obrdzek 11 A) je jeji poloha nejvzdale-
néj$i od zbytku polozek, proto se 1ze domnivat, Ze také v recentni historii této polozky
doslo ke kfiZeni s jedincem z druhu P. sativum subsp. elatius i kdyZ v analyze dvou sek-
venci genu HisS5 a His7 synonymni polozka zndmky hybridizace nenesla (Zaytseva et al.,
2015), ale to je z diivodu vyuziti pouze dvou sekvenci gentll reprezentujici pouze malou
¢ast genomu. U polozky PIS95950 je jeji vySSi mira relativni Cetnosti heterozygotnich
SNP ziejmé vysledkem recentni vnitrodruhové hybridizace.

Jelikoz je vétSina SNP v ramci metody GenoPea 13.2K SNP geneticky zmapovéna, mi-
Zeme zobrazit rozloZeni jednotlivych SNP asociovanych s P. fulvum v porovnani s P. sati-
vum subsp. elatius (obrazek 12), jakozto jeho sesterskou vyvojovou linii (Vershinin et al.,
2003). Za asociované SNP povaZujeme ty, jejichZ hodnota P < 5x1078. Na grafu rozloZen{
je vidét, Ze oblasti s asociovanymi SNP jsou rozloZeny po celém genomu P. fulvum, 1 kdyz
v nékterych oblastech genomu jich je v porovnani vice. Tyto oblasti mohou byt oblastmi,
v kterych jsou pfitomny geny, jeZ jsou specifické pro P. fulvum, avsak pro detailni identifi-
kaci oblasti specifickych pro P. fulvum je hustota GenoPea 13.2K SNP napfi¢ hrachovym
genomem stdle priliS ridka. Pouze 4 SNP (Cervené body v grafu rozloZeni jednotlivych
SNP asociovanych s P. fulvum v porovnani s P. sativum subsp. elatius), u kterych je zaro-
veil zndma predikovand funkce gend s nimi spojenymi, jsou striktné specifické. Patii sem
SNP spojené s geny pro BHLH transkripcni faktor, TSL-kinasa interagujici protein, aktin
a N-acetyltransferasa (Taeyeh et al., 2015).

Fylogeneticky vztah P. fulvum vzhledem k ostatnim planym formdm hrachu, kam fa-
dime P. sativum subsp. elatius a P. abyssinicum, je charakterizovan vzhledem k stéii di-
vergence vyvojové linie P. fulvum a zbytku rodu Pisum, jako nejstarSi (Zaytseva et al.,
2015). V porovnani DartSNP druhové specifickych SNP (tabulka 5) 1ze porovnavat po-
¢ty SNP, které nejspiSe vznikly v obdobi brzké speciace jednotlivych skupin. I kdyz je
zastoupeni poctu polozek P. abyssinicum v této studii nizké, 1ze ho k homogenni povaze
genetické struktury druhu P. abyssinicum brat jako reprezentativni, vzhledem k prokdzané
vysoké mife redukce genetické diverzity u tohoto druhu (Jing et al., 2010). Z uvedenych
poctu vyplyva, Ze ve vztah P. abyssinicum k P. fulvum je vymezen daleko vyssim po-
ctem specifickych SNP nez vztah P. abyssinicum k P. sativum subsp. elatius, a zaroven
je minimdlni pocet specifickych SNP, které maji spolecné P. fulvum a P. abyssinicum v
porovndni s P. sativum subsp. elatius. 1 kdyZ tyto udaje nevyvraci hybridni ptivod P. abys-
sinicum mezi P. sativum subsp. elatius a P. fulvum, jak udavaji recentni fylogenetické
studie (Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2010), lze fict, Ze P. abyssinicum je od P. fulvum

geneticky mnohem vzdalenéjsi nez od P. sativum subsp. elatius.
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Za vyuziti modelovaci metody maximalni entropie byly pofizeny prediktivni modely
roz§iteni P. fulvum v oblasti sttedomofti. Redlné rozsiteni P. fulvum spada pouze do oblasti
vychodni Levanty, ze severu je limitovdna hranici Turecka a Syrie a z jihu zasahuje az do
poustnich oblasti jizniho Izraele (Ladizinsky & Abbo, 2015). Jeho rozsiteni je dobfe ilu-
strovano Cernymi body na obrazku 13, 1 kdyZ nejlépe je vyskyt zdokumentovan na uzemi
Izraele. Modelovdni rozsiteni druhu P. fulvum v z4vislosti na 19 bioklimatologickych pro-
ménnych ndm urcuje jasné vymezeny geograficky prostor, kde by se mohl druh P. fulvum
vyskytovat. Na tizemi vychodni Levanty je patrné, Ze zaujiméd znacnou Cast potenciondl-
nich lokaci, a 1ze se domnivat, Ze lokace, které v této oblasti jsou bez zaznamenaného
mista vyskytu P. fulvum nebyly dostatecné prozkoumany: Zejména jsou to oblasti statl
Jordanska, Syrie a Libanonu. Nejvétsi z predikovanych oblasti, kde se ale nejspisS P. ful-
vum nevyskytuje, ale je dle bioklimatologickych proménnych nejpodobnéjsi prirozenému
vyskytu P. fulvum, je oblast severni Kyrenaiky v dneSni Libyi, konkrétné horska oblast
Jabal al Akhdar (Zelené hory), déle také zdpadni podhiii severomarockého pohoti Rif,
severozapadni libyjské pobtezni oblasti, ostrov Kypr a nékteré pobiezni oblasti Turecka.
Potenciondlnim mistem vyskytu mimo stfedomofi, ale s mensi pravdépodobnosti, by také
mohla byt oblast jizniho upati pohoti Zagros smétujici k severnimu pobiezi Perského
zalivu ve staté Iran.

Porovnéni potenciondlniho vyskytu full, ful3 a ful4 ITS ribotypovych skupin (obrazek
14) ndm jednak geograficky situuje jednotlivé skupiny. Lze pozorovat, Ze vétSina polozek
skupiny full pochazi ze severni Casti vychodni Levanty a naproti tomu polozky skupiny
ful4 ptevazné pochdzi z jizni Casti vychodni Levanty. I kdyZ mé skupina ful3 mensi zastou-
peni nez skupiny full a ful4, polozky patfici do této skupiny se také vyskytuji prevazné
v jiznich oblastech vychodni Levanty, ov§em na rozdil od skupiny ful4 vétSina poloZek
pochdzi z oblasti, které jsou blize motfskému pobiezi. Pokud vSak porovndme potenci-
ondlni rozsiteni ful3 a ful4 v oblasti ptirozeného vyskytu P. fulvum je relativné shodné.
Proto se Ize domnivat, Ze ribotypova skupina ful3 je ve své fylogenetické historii mladsi
neZ ful4. Kdyz porovname potenciondlni rozsifeni skupin full a ful4 v oblasti pfirozeného
vyskytu P. fulvum, je skupina ful4 predikovana pouze do jiZnich ¢asti vychodni Levanty a
v severnich oblastech, kde se vyskytuje pfevazna vétSina polozek full skupina ful4 predi-
kovana neni, kdeZto obrdcené skupina full je predikovana i v oblastech hlavniho redlného
rozSiteni skupiny ful4. A kdyz porovndme potenciondlni rozsifeni full a ful4 v stredo-
moiské oblasti, tak se jejich potenciondlni rozsiteni pfilis nelisi, avSak skupina full ma
evidentné ponékud vétsi ekologickou valenci, proto u ni predikované oblasti vyskytu jsou
vice rozsahlé nez u ful4. Dle modelovani ma nejrozsahlejsi predikované oblasti vyskytu
skupina ful3, avSak z divodu mensiho podilu zastoupeni poloZek v analyze ma tato sku-

cvv.

u této skupiny ful3 v souCasnych bioklimatologickych podminkach mozné rozsiteni podél
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pobieZi az do oblasti Jabal al Akhdar, nejpravdépodobnéjsi potenciondlni oblasti vyskytu
P. fulvum hned po oblastech prirozeného vyskytu (obrazek 13). AvSak dle minoritniho
zastoupeni ful3 lze predpoklddat, Ze tato migrace neprobéhla, a ani z pozorovani flory v
této oblasti pfitomnost P. fulvum nebyla zaznamendna (EI Rabiai & Al tira, 2015).

V ramci této diplomové prace bylo také z divodu pozorovani a srovnani fenotypové
variability druhu P. fulvum péstovano ve venkovnich podminkach 25 polozek P. fulvum,
avsak pouze 14 poloZek se podafilo vypéstovat, sesbirat zralé plody a fotograficky zdo-
kumentovat. Na uvedenych fotografiich (pfiloha 2) byl zaznamenan nézorny priklad fe-
notypové variability péstovanych polozek dokumentujici riiznorodost tohoto rostlinného
druhu.
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7 Z.aver

V této diplomové praci je podrobné zkoumana genetickd diverzita druhu P. fulvum, blizce
piibuzného dilezité kulturni plodiny hrachu setému. Za pomoci tii piistupd sledovani
genetické variability metodami molekuldrni biologie byl charakterizovan soubor polo-
zek P. fulvum, které jsou uchovivany v semennych kolekcich nékolika genovych bank z
celého svéta. Ziskané genotypyzacni udaje byly mezi sebou porovnény a ddle pouZzity v
kontextu geografického ptivodu analyzovanych poloZek a v bioklimatologickém kontextu.

Na souboru 149 polozek P. fulvum byla provedena sekvenacni analyza oblasti rnSG
reprezentujici chloroplastovy genom, jeZz urcila jednu typickou sekvenci této oblasti pro
druh P. fulvum, avsak 6 polozek P. fulvum mélo tuto sekvenci odpovidajici sekvencim pla-
nych zastupct P. sativum. Proto miZzeme predpokladat, Ze tyto polozky maji mezi svymi
predky kiiZzence P. sativum s P. fulvum.

Na stejném souboru poloZek P. fulvum byla také provedena sekvenacni analyza jaderné
oblasti ITS, kterd se standardné vyuZziva jako oblast pro ,,barcoding”, neboli identifikaci
druhti na zdkladé sekvence DNA. Mezi polozkami lze rozliSit 4 ribotypové skupiny, kdy
se jednotlivé skupiny 1i$i mezi sebou vZdy v jedné nukleotidové bazi. Mezi ribotypy full,
ful3 a ful4 a geograficky ptivodem jednotlivych polozek byla pozorovéana souvislost. Nej-
roz§ifenéjsi a s nejveétsim poctem zastupci je ribotypova skupina full, ktera je situovana
spiSe v severni ¢4sti prirozeného vyskytu P. fulvum, na druhou stranu ribotypova skupina
ful4 se vyskytuje spiSe v oblastech jiznich. Ribotypova skupina fu/3 ma podobné rozsiteni
jako ful4, avSak blize vychodnimu pobftezi Stfedozemniho mofe.

Pomoci modelovani predikce rozsiteni P. fulvum byly lokalizovany v oblasti sttedomofi
nekteré oblasti, kde by bioklimatologické podminky mély odpovidat podminkdm soucas-
ného vyskytu P. fulvum. Nejptithodnéjsi pro vyskyt P. fulvum mimo oblast soucasného
vyskytu je hornaté izemi Jabal al Akhdar v severni Libyi a nékteré dalSi oblasti stiedo-
moiského regionu, avSak P. fulvum je endemitnim druhem vychodni Levanty (Ladizinsky
& Abbo; 2015) a nejspise nemél ve své historii pfihodné podminky pro migraci mimo své
soucasné rozsifeni.

Celogenomovd genotypiza¢ni analyza metodou DArT-Seq™ byla aplikovdna na sou-
bor 20 polozek P. fulvum, z nichZz 15 svym zndmym pivodem reprezentuji nékteré regi-
ony z oblasti pfirozeného vyskytu P. fulvum. Tato metoda poskytuje dva rozdilné soubory

markert. DartSilico, ktery kromé genomické variability reprezentuje i variabilitu epige-

54



nomickou, a DartSNP, ktery reprezentuje pouze genomickou variabilitu jednonukleoti-
dovych polymorfismi SNP. Dale byla provedena metodou GenoPea 13.2K SNP analyza
15 vzorki P. fulvum, kterd byla vyvinuta pro sledovani genetické diverzity v rodé Pisum
a kterd detekuje priblizné¢ 13000 SNP v genovych oblastech napfi¢ v§emi hrachovymi
chromozomy, které byly geneticky zmapovany (Tayeh et al., 2015).

Pro fylogenetickou analyzu byl zvolen pfistup fylogenetického networku metodou In-
teger Neighbor-Joining (French et al., 2014), ktery reprezentuje sit ovitym zndzornénim
genetickou vzdalenost mezi jednotlivymi polozkami v soubor markerii DartSilico, ktery
byl zvolen pro fylogenetickou analyzu z diivodu nejvétsi Cetnosti polymorfnich markert
s 100% zastoupenim u vSech analyzovanych polozek. Lze pozorovat souvislost geogra-
fického pivodu poloZek s genetickou strukturou druhu. Analyzované polozky byly rozdé-
leny do 3 skupin jizni, stfedni a severni, ale jednotlivé skupiny neodpovidaji ITS riboty-
povym skupindm. PCA analyzy souborti markerti DartSilico a DartSNP nam ukazuji, Ze
jizni a severni skupina je spiSe geneticky homogenni, kdeZto skupina stfedni je vice ge-
neticky variabilni. A jelikoZ se pozice nékterych polozek v jednotlivych PCA vyznamné
1is1 (J12473, J12537, J11010, JI1011), Ize zménu pozice pripisovat epigenetické variabilité
zaznamenané v souboru markert DartSilico.

ProtoZe soubory markerti DartSNP a GenoPea 13.2K SNP jsou kodominantniho cha-
rakteru, miZeme sledovat i heterozygotni stav jednotlivych markerti. V souboru markert
DartSNP byla zaznamenana u polozek JI12527 a JI1796 zvySena Cetnost heterozygotd,
obzvl4sté pak zvySeny pocet heterozygotnich SNP mezi SNP asociovanymi s P. fulvum
v porovnani s P. sativum susbp. elatius. Proto se 1ze domnivat, Ze u téchto polozek pro-
béhla v jejich recentni historii hybridizace s P. sativum subsp. elatius. I mezi poloZzkami
analyzovanymi metodou GenoPea 13.2K SNP byly dvé polozky (P1595950, JI3270) se
zvySenou cCetnosti heterozygotnich SNP, 1 kdyZ ne v takové mife jako u vySe zminénych
poloZek ze souboru markerd DartSNP, av§ak pouze u polozky J13270 byl prokazan nartst
Cetnosti heterozygotti u SNP, které jsou specifické v porovnani s P. sativum subsp. elatius.
U polozky PI595950 se jedna nejspiS o recentni vnitrodruhovou hybridizaci.

K vymezeni vztahu druhu P. fulvum k ostatnim zastupctim planych forem rodu Pisum
byly porovndny pocty specifickych SNP v souboru dat DartSNP rozsiteného o zdstupce
druhu P. abyssinicum a P. sativum subsp. elatius. Hlavné byl sledovan vztah P. fulvum k
P. abyssinicum vzhledem k jeho potencionalnimu ptivodu v hybridizaci P. sativum subps.
elatius a P. fulvum (Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2010). V nas$i analyze ale pouze 5
SNP z celkového poctu 35 647 detekovanych SNP lokusti v DartSNP analyze bylo speci-
fickych pro P. fulvum spolecné s P. abyssinicum v porovnani s P. sativum subsp. elatius,
proto se 1ze domnivat, Ze pokud byla hybridizace P. sativum subps. elatius a P. fulvum v
evolucni historii druhu P. abyssinicum pritomna, vlivem introgrese zustala v sou¢asném

genomu P. abyssinicum jen mald ¢ast genomu z druhu P. fulvum. V pifipadé metody Ge-
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noPea 13.2K SNP byl soubor markerti také rozsifen o zastupce druhu P. abyssinicum a
P. sativum subsp. elatius a jelikoZ je vétSina SNP geneticky zmapovana, bylo v analyze
tohoto souboru pozorovano rozlozeni asociovanych SNP v porovnani dvou hlavnich vy-
vojovych linii rodu Pisum, P. fulvum a P. sativum subsp. elatius. Rozlozeni SNP, které
jsou charakterizovany jako asociované, je napfi¢ vSemi 7 vazebnymi skupinami pfiblizné
rovnomérné a jen velice nizky pocet SNP je na rozdil od analyzy DartSNP vyloZené spe-
cifickych.

Data pouzité v této diplomové préci jsou soucdsti rozsdhlé a komplexni studie genetické
diverzity rodu Pisum vedené Dr. Smykalem. Druh P. fulvum byl v této diplomové praci
charakterizovén z hlediska jeho genetické diverzity v kontextu fylogenetickém, geogra-
fickém i bioklimatologickém. S nistupem novych metod analyz genetické diverzity na
celogenomové urovni je tato diplomova prace nejspiS v soucasnosti nejrozsdhlejsi praci
vénujici se studii genetické diverzity vyhradné tohoto druhu. Druhu, ktery je vyznamny
jak svoji uZitnou hodnotou, ale i druhu, ktery je stejné jako i jiné druhy jedinecnou a

nedocenitelnou soucdsti biodiverzity na nasi Zemi.
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A PCA analyza na zakladé 1238 markeri GenoPea 13.2K SNP pro 15
polozek P. fulvum. B Geograficky ptivod nékterych polozek. . . . .. ..
RozloZeni 11 699 SNP a jejich mira asociace s druhem P. fulvum v po-
rovnani s druhem P. sativum subsp. elatius, modrad ¢ara znac¢i mez (P=5
x 10'%) nad niZ jsou jednotlivé varianty SNP povaZovany za asociované
s porovnavanymi druhy. Cervené body zna&i SNP jeZ jsou striktné speci-
fické pro P. fulvum v porovnani s P. sativum subsp. elatius a naopak. . . .
Predpovéd’ potenciondlniho vyskytu P. fulvum ve sttedomoti a ptilehlych
oblastech. Cerné body zna&i mista zaznamenaného vyskytu P. fulvum. Fi-
alova barva odpovida mistim, které byly predpovézeny jako potencio-
ndlni mista vyskytu P. fulvum. Sytost barvy odpovidd pravdépodobnosti
s jakou dand lokalita vyhovuje jako potenciondlni lokalita vyskytu P. ful-
yum. Cim syt&j$i barva tim vy$§f pravd&podobnost. . . . . . . . ... ..
Predpovéd’ potenciondlniho vyskytu pro ITS ribotypové skupiny P. ful-
vum A full (AUC =0,995), B ful3 (AUC =0,981) a C ful4 (AUC = 0,996)
ve stfedomoii. Cerné body zna¢i mista zaznamenaného vyskytu P. fulvum.
Fialovd barva odpovidd mistiim, kterd byla pfedpovézena jako potencio-
ndlni mista vyskytu P. fulvum. Sytost barvy odpovidd pravdépodobnosti
s jakou dand lokalita vyhovuje jako potenciondlni lokalita vyskytu P. ful-
vum. Cim syt&j§i barva, tim vy$§i pravdépodobnost. Hodnota AUC vyja-

dfuje presnost modelovani, ¢im bliZe k 1 tim presnéjSi modelovéni.

Porovnani detekované genetické struktury P. fulvum z recentnich fylo-
genetickych studii. Cisla polozek odpovidaji &islim poloZek z JI hra-
chové kolekce semen. Barevné odliSeno geografické rozloZeni na izemi
vychodni Levanty. A NJ strom z retrotranspozénovych SSAP markert
(Vershinin et al., 2003). B NJ strom z 39 sekvenci genti (Jing et al., 2007).

69

44

46

49



Seznam zKkratek

AGG
AUC
BIO

bp
cpDNA
DArT
DAS
DNA
EDTA
FISH
GeP
GPS
ICARDA
IGB
INPA
INRA
IPK

IR
IRLC

ITS

Australian Grains Genebank

Area Under Curve

bioklimatologickd proménna

base pair = pér bazi

chloroplastovd DNA

Diversity Arrays Technology

DArT-Seq™

deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova

Fluorescence In Situ Hybridization

GenoPea 13.2K SNP

Globalni Polohovaci Systém

International Center for Agricultural Research in the Dry Areas
Israel Gene Bank

Israel Nature and Parks Authority

L’Institut National de la Recherche Agronomique

Das Leibniz-Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung
Inverted Repeat

Inverted Repeat-lacking Clade

Internal Transcribed Spacer

70



JIC
LG
LTR
MAF
NA
NGS
NJ
NOR
Ns.
PCA
PCR
PDR1
PGB
QTL
RAPD
RBIP
RFLP
RILs
rDNA
SSAP
TAE
USDA
Uuv

VIR

John Innes Center

Linkage Group

Long Terminal Repeat

Minor Allel Frequency

Not Applicable - chybéjici data
Next-Generation Sequencing

Neighboor Joining

Nucleolus Organizer Region

Novosibirsk, RUS

Principal Component Analysis

Polymerase Chain Reaction

skupina LTR retrotransposonti typu Ty!I-copia
Polish Gene Bank

Qantitative Trait Loci

Random Amplified Polymorphic DNA
Retrotransposon-Based Insertion Polymorphism
Restriction Fragment Length Polymorphism
Recombinant Inbred lines

ribosomdlni DNA

Sequence-Specific Amplification Polymorphisms
Tris-acetate-EDTA

United States Department of Argiculture
ultrafialové zafeni

N.I.Vavilov Institute of Plant Genetic Resources

71



Prilohy

Ptiloha 1: Pouzité GPS lokace pivodu polozek P. fulvum.

ID zdroj zemépisnd zemépisnd  nadmorska
polozky Sitka délka vySka
118107 A. Danin grid database  31,46777083 34,60443501 109,5
197304 INPA database 31,49996002 34,75685333 179,7
52863 INPA database 31,97908182 34,83283634 54,4
93232 A. Danin grid database = 32,26532933 34,83342547 0
136184 INPA database 31,72568964 34,84018208 134,8
189682  A. Danin point database 31,38030673 34,85203424 484,6
169231 A. Danin grid database ~ 30,9726834  34,86924229 591,9
157675 A. Danin grid database = 31,37854533 34,86780932 471,3
228767 INPA database 31,55896614 34,88506821 301,6
208321  A. Danin point database 30,97544441 34,89121524 507,4
218127 INPA database 31,0043167 34,89530929 525
27261 A. Danin grid database = 31,01790587 34,92144682 562.,6
142867 A. Danin grid database = 31,55904826 34,91982533 373,2
224323 A. Danin grid database 31,60414139 34,91968822 298,7
126276 A. Danin grid database = 31,6492342  34,91955081 3754
211758 A. Danin grid database = 31,73941887 34,91927505 201,5
32904 A. Danin grid database = 32,55102303 34,91673691 8,1
136223 INPA database 31,60866233 34,92494353 337,4
17390 INPA database 31,72139373  34,9246057 233
190787 INPA database 31,81610938 34,93488202 155,4
109628 INPA database 32,55377061  34,935893 81,9
68982 Israeli Gene Bank 31,94238645 34,94509001 128,1
20215 INPA database 31,82157357 34,96127179 182,6
68985 Israeli Gene Bank 31,94242789 34,96624201 179,4
15758 A. Danin grid database 31,649341  34,97226415 375,3
169180 A. Danin grid database  31,69443368 34,9721519 309,8
50141 A. Danin grid database = 31,73952604 34,9720394 234.8
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ID zdroj zemeépisnd zemépisnd  nadmoiska
polozky Sitka délka vyska
39280 A. Danin grid database  31,8297098 34,97181364 190,5
86855 A. Danin grid database  31,96498304 34,97147311 118,3
205421 A. Danin grid database  32,46096015 34,97020473 44.8
143139 A. Danin grid database = 32,64130577 34,96973572 65,8
11890 INPA database 32,6494212 3496971452 75,2
226218 A. Danin grid database = 32,68639136 34,96961781 77,4
193827 A. Danin grid database  32,73147663 34,96949964 29,5
146728 A. Danin grid database = 32,77656158 34,96938121 28,4
195164 INPA database 31,81618425 34,97290373 2441
182669 INPA database 32,64222314 34,97825943 130,7
66268 Israeli Gene Bank 32,22202265 34,98673215 75,8
01824 INPA database 32,58633706 34,99011604 93,3
72619 Israeli Gene Bank 31,8703377 34,99813118 225,1
72630 Israeli Gene Bank 31,89739246 34,99807084 232
68984 Israeli Gene Bank 31,92444709 34,99801042 235,2
68983 Israeli Gene Bank 31,91544564 35,00860352 240,8
118194 INPA database 32,16525008 35,01125131 2254
218078 INPA database 32,72704084 35,01218213 263.9
111480 INPA database 32,63867795 35,0155686 157.4
72635 Israeli Gene Bank 31,90644327 35,01919456 288,6
180822 INPA database 32,51063584 35,01796532 85,8
122449 INPA database 32,63958286 35,01769816 157,4
222616 INPA database 32,64048458 35,01769629 157,4
86195 INPA database 32,74238262 35,02068481 320,5
204036  A. Danin grid database  31,37886236 35,02549429 606,9
157158 A. Danin grid database  31,69451886 35,02489096 402,2
200760  A. Danin grid database  31,78470356 35,02471684 406,2
200001 A. Danin grid database  31,82979543 35,02462948 337
199471 INPA database 32,05615177 35,02418798 240,5
63094 A. Danin grid database  32,59630804 35,02311411 82,8
32063 A. Danin grid database  32,77665037 35,02274912 177,6
204961 INPA database 32,55573787 35,02851948 132
71814 INPA database 32,75682358 35,03025929 408,5
25668 INPA database 32,65042333  35,03153182 196,5
119678 INPA database 32,19864959  35,0345131 226,9
116347 INPA database 32,6585417 35,03364811 257,3
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ID zdroj zemeépisnd zemépisnd  nadmoiska
polozky Sitka délka vyska
215114 INPA database 31,83254783 35,06159651 481,6
196021 INPA database 31,84157086 35,06580843 382,3

27558 A. Danin grid database = 31,69458223 35,07763022 631,2
4256 A. Danin grid database = 31,73967485 35,07756879 5679
44217 INPA database 31,74418409 35,07756264 430,6
72672 A. Danin grid database  31,78476715 35,07750722 543,6
209635 A. Danin grid database  31,82985913 35,07744551 546,1
147069 A. Danin grid database = 32,59637365 35,07637506 188.,3
12099 A. Danin grid database = 32,73163123 35,0761819 420
209504  A. Danin grid database  31,28877521 35,13068911 5189
134617 INPA database 31,76677195 35,13031214 513,5
183900 A. Danin grid database = 32,68658888 35,12956099 37,5
27911 INPA database 32,73618303  35,1295195 129,9
14919 A. Danin grid database  33,00218131 35,12929525 28,4
141033 A. Danin grid database = 33,04726464 35,12925695 25,3
215449 INPA database 32,43411644 35,15635337 262
8990 INPA database 31,90927871 35,16825832 749,7
106612 A. Danin grid database = 31,73973628 35,18309873 787,8
81113 A. Danin grid database = 31,78482868 35,18308834 755,7
35137 A. Danin grid database = 32,01028593 35,18303605 579,7
163454 A. Danin grid database  32,55135052 35,18290814 220,6
928 A. Danin grid database = 32,91203437 35,18282095 55,2
161150 INPA database 32,10407457 35,18831147 571,6
31390 INPA database 31,78753556  35,19364615 770,6
107578 A. Danin grid database  33,07967155 35,23400632 332,3

1267 A. Danin grid database  31,78482663 35,23587897 763,8
173038 A. Danin grid database  32,73169291 35,23620622 197,8
120859 A. Danin grid database  32,95711624 35,23628643 395,8
165566  A. Danin grid database = 33,04728329 35,23631876 336,7
46812 INPA database 32,76775611 35,25222789 154,4
146508 A. Danin grid database  32,68658248 35,28950492 325,3
206109 A. Danin grid database = 32,8218383  35,28963347 234,7
159013 A. Danin grid database = 32,86692292 35,28967651 229.3
75316 A. Danin grid database  33,00217484 35,28980622 478,4
49777 A. Danin grid database = 33,09234115 35,28989317 579,6
202277 A. Danin grid database = 33,00212682 35,34330976 663,9
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ID zdroj zemeépisnd zemépisnd  nadmoiska
polozky Sitka délka vyska
52410 INPA database 33,05351185 35,35195587 675,4
3789 A. Danin grid database  32,46103309 35,39565505 273,5
52798 A. Danin grid database  32,50612011 35,39575038 335
3495 A. Danin grid database  32,5512068  35,39584592 -63,1
29204 A. Danin grid database  32,68646494 35,39613383 2639
82265 A. Danin grid database = 32,86680457 35,39652071 98,6
88271 A. Danin grid database  32,95697243 35,39671545 953,2
123394 A. Danin grid database = 33,00205587 35,39681315 1024,5
152685 A. Danin grid database = 33,04713899 35,39691106 745,2
82905 INPA database 32,51423411 35,39683181 425,2
185788 INPA database 33,01015737 35,40539207 825
846 INPA database 32,50879652 35,41384722 392,1
135323 INPA database 32,41589524  35,42638957 307,1
219947 INPA database 32,44654704 35,43071845 281,1
4927 A. Danin grid database = 32,46094113  35,448836 20,5
226437 A. Danin grid database  32,50602799 35,44895786 -103,2
101666  A. Danin grid database  32,59620073 35,44920238 74,4
30753 A. Danin grid database  32,64128662 35,44932505 92,1
10409 A. Danin grid database = 32,95687871 35,45019144 625.9
178785 A. Danin grid database  33,00196199 35,45031632 800,6
35036 A. Danin grid database  33,04704495 35,45044147 631,7
38260 INPA database 3291629287 35,45542443 294,2
72711 IGB 32,95235974 35,45552628 651
193462 INPA database 32,9388282  35,45869596 692,7
120091 INPA database 32,97306709 35,47056088 526,2
213996 INPA database 32,9613316  35,47694317 4173
11031 INPA database 33,0758351  35,48050842 575,5
226624 INPA database 32,80893642 35,48181601 39,3
147049 INPA database 32,81885498 35,48184682 58,1
51057 INPA database 32,82426035 35,48399947 -21,3
18047 INPA database 32,8936579  35,49811107 -5,6
155547 A. Danin grid database = 32,32556479 35,50157355 -66,7
141219 A. Danin grid database  32,6411714  35,50261217 157,7
10890 A. Danin grid database = 32,86659496 35,50336404 -80,9
108150 INPA database 32,89815361 35,50346998 141,8
130289 A. Danin grid database  32,9116787  35,50351543 211,2
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ID zdroj zemeépisnd zemépisnd  nadmoiska
polozky Sitka délka vyska
57163 A. Danin grid database = 32,9567621 35,50366715 751,2
226713 A. Danin grid database  33,04692794 35,50397161 642
114986  A. Danin grid database = 33,09200195 35,50760557 667,1
34790 INPA database 32,90083262 35,51416744 170
28204 INPA database 32,9702476  35,51975782 813,3
72720 IGB 33,06940202 35,5308197 508.,5
110109 A. Danin grid database  32,76047416 35,53586709 211,2
27369 INPA database 32,59599177 35,53974491 -171,2
87217 A. Danin grid database = 32,72070084 35,54567215 -13,3
133091 A. Danin grid database  32,6861187 35,55607543 -221,7
28161 A. Danin grid database = 32,91153944 35,55696368 90,9
42062 A. Danin grid database = 33,13695201 35,55786188 245.,2
48308 A. Danin grid database  33,22711475 35,55822397 347.4
72728 IGB 32,90701592 35,56229035 15,1
199895 INPA database 33,01339933  35,56700012 219,1
80506 A. Danin grid database  33,26142036 35,57114416 360,6
134372 INPA database 33,26762136 35,58092627 400
192362  A. Danin grid database  32,95646022 35,61061749 133
68979 IGB 32,89779934 35,62638166 -207,1
202991 A. Danin grid database = 32,71595372 35,62966203 -57,5
209412 INPA database 33,24935462  35,6516702 183,6
222994 INPA database 33,24754367 35,65380706 208,2
114940 INPA database 32,90130528 35,65525712 -159,7
68981 IGB 32,97883568 35,65885995 164,9
53149 INPA database 32,9617005  35,6598418 135,4
76115 A. Danin grid database = 32,91119237 35,66385892 -22.6
197131 A. Danin grid database  32,95627494  35,664092 144,6
1915 A. Danin grid database  33,13660196 35,66502953 4722
68980 IGB 32,76239792  35,66842925 316,9
126181 INPA database 32,9273944  35,67142673 -37,4
138492 INPA database 32,93003841 35,68747845 143,3
25692 INPA database 32,94264904 35,69075502 170,8
110590 INPA database 32,74065614 35,69498958 150,4
57813 INPA database 32,74065196  35,69605648 150,4
195156 INPA database 32,98045454  35,70700905 356,7
136743 A. Danin grid database  33,09131146 35,71835007 753,1
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ID zdroj zemeépisnd zemépisnd  nadmoiska
polozky Sitka délka vyska
35112 INPA database 32,99657348 35,73385009 485,2
221121 INPA database 32,90636387 35,74400168 3222
164747 INPA database 3291267538 35,74403996 410,9
175829 INPA database 32,92439673 35,74411108 4349
27608 INPA database 32,89909472 35,75678335 3177
102139 INPA database 32,89725338 35,76532223 3717,6
95467 INPA database 32,89723896 35,76852851 456,6
33130 A. Danin grid database = 33,22631976 35,77277678 1069,8
80018 INPA database 33,01259424 35,78103364 733,2
228664 INPA database 32,96731879 35,82138527 696,2
104804 INPA database 33,09173091 35,82439491 994,1
67743 A. Danin grid database  32,86541869 35,82388402 475,9
21140 INPA database 33,02854841 35,83786697 898,7
89744 A. Danin grid database =~ 32,9524243  35,86870101 726,4
19860 IGB 31,78433418 35,12083435 714
20579 IGB 31,93716621 3497116852 170,5
21111 IGB 32,72249985 35,28766632 296,8
22847 IGB 32,9905014  35,22116852 372,8
23407 IGB 32,04116821 35,33549881 783,2
24210 IGB 32,92266846 35,38933182 3499
52390 ATC 34,66666667 36,11666667 60
52392 ATC 3472111111 36,86805556 490
52394 ATC 34,78083333 36,31777778 370
52395 ATC 34,86027778 35,94027778 45
52396 ATC 34,8125 36,1625 280
52397 ATC 34,92083333 35,93333333 60
52399 ATC 35,25 35,96805556 50
52400 ATC 35,59722222  36,05166667 440
52404 ATC 36,33861111 36,85083333 410
52407 ATC 36,19444444  36,65833333 380
52409 ATC 36,21527778 36,59722222 380
52411 ATC 36,1375 36,56694444 660
52412 ATC 35,69555556  36,54305556 720
52416 ATC 35,68222222  36,53277778 650
52419 ATC 35,9525 36,56277778 410
52420 ATC 35,91388889 36,44166667 400
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ID zdroj zemeépisnd zemépisnd  nadmoiska
polozky Sitka délka vyska
52421 ATC 35,98055556 36,35222222 240
52424 ATC 36,75833333 36,8375 720
52428 ATC 32,53194444  36,59444444 NA
52432 ATC 32,80416667 36,76805556 1105
52437 ATC 33,73722222 36,11694444 1300
52439 ATC 33,615 36,02555556 1110
52441 ATC 35,96666667 36,51805556 310
52448 ATC 36,21666667 36,68333333 NA
52450 ATC 36,3375 36,83888889 NA
52453 ATC 36,24166667 36,80416667 380
52466 ATC 35,09305556 36,22277778 1040
52541 ATC 31,55 35,75 500
52542 ATC 31,46666667 35,8 200
52544 ATC 30,96666667 35,76666667 675
52546 ATC 30,9 35,58333333 900
52559 ATC 31,28333333 35,63333333 820
52561 ATC 32,6 35,93333333 440
52566 ATC 32,33333333 35,75 850

52567 ATC 32,41666667 35,83333333 1050
52568 ATC 323 35,83333333 1000
52569 ATC 32,33333333 35,8 1125
52570 ATC 32,36666667 35,76666667 950
52571 ATC 32,35 35,81666667 1100
52574 ATC 32,08333333 35,95 675
108359 ATC 32,99861111 35,98333333 620
135896 ATC 32,7149 35,88676667 110
136809 ATC 32,95 36,88666667 1282
137025 ATC 33,85831667 35,89836667 1125
SYRO12 Maxted 32,791 35913 1141
SYRO13 Maxted 32,791 35917 1141
SYRO17 Maxted 34,901 37,226 320
SYRO18 Maxted 34,864 36,188 390
SYRO19 Maxted 34,866 36,19 410
SYRO020 Maxted 34,868 36,191 452
SYR024 Maxted 35,061 36,355 960
SYR113 Maxted 35,042 36,373 970
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ID zdroj zemeépisnd zemépisnd  nadmoiska
polozky Sitka délka vyska
SYRO032 Maxted 35917 35,93 820
SYRO033 Maxted 35917 35,935 810
SYRO034 Maxted 35,921 35,937 810
SYRO035 Maxted 35,901 35,951 822
SYRO036 Maxted 35,904 35,952 823
SYRO065 Maxted 35913 35,935 710
SYRO089 Maxted 36,128 37,175 509

P1560065 USDA 31,5033 34,7044 NA
PI560066 USDA 33,0822 35,2166 NA
PI560067 USDA 31,7801 35,2066 NA
W617051 USDA 35,9822 36,9322 NA
PI560064 USDA 31,6899 35,1088 NA
W617052 USDA 35,9822 36,9322 NA
W617039 USDA 35,9822 36,9322 NA
PI531199 USDA 32,9177 35,5088 370
J1224 JIC 31,46 35,1 700
JI1007 JIC 31,42 34,55 NA
JI1009 JIC 32,3 35,09 NA
JI1010 JIC 31,36 34,54 300
JI1011 JIC 32,36 34,88 NA
JI1012 JIC 32,36 34,88 NA
J11796 JIC 31,46 35,1 NA
J12513 JIC 34,47 36,07 186
JI2514 JIC 34,46 36,11 280
JI2515 JIC 35,37 36,03 440
J12516 JIC 36,15 36,36 380
JI2518 JIC 36,08 36,34 660
J12520 JIC 35,42 36,28 720
JI12521 JIC 35,59 36,27 410
J12522 JIC 35,54 36,27 400
J12523 JIC 35,57 36,28 240
J12525 JIC 36,4 36,56 720
J12526 JIC 32,32 36,34 NA
J12527 JIC 32,49 36,36 1000
J12528 JIC 35,57 36,32 310
J12529 JIC 33,44 36,05 1100
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ID zdroj zemeépisnd zemépisnd  nadmoiska
polozky Sitka délka vyska
J12530 JIC 34,4 36,07 60
J12531 JIC 34,85 35,894 450
J12534 JIC 32,48 36,48 1105
JI12535 JIC 35,38 36,29 650
JI12537 JIC 33,49 36,09 1300
JI12539 JIC 36,05 37,22 300
J12540 JIC 36,16 36,49 410
J12542 JIC 36,08 36,34 660
J12544 JIC 35,57 36,28 240
L93 Ns. 31,772163 35,207543 750
24388 IGB 32,797979 35,385353 420
24328 IGB 32,959343 35,325 830
23464 IGB 32,901654 35,169181 42
22701 IGB 33,019183 35,554698 220
22700 IGB 32,710296 35,015 350
22592 IGB 32,954991 35,752767 466
21628 IGB 31,81249 34,923831 144
19261 IGB 32,586666 35,046114 120
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Ptiloha 2: Priklad fenotypové variability P. fulvum: A kvét PI560065, B kvét w615046,
C kvét J13251, D kvét J12203, E list J12540, F list PI560065, G list JI3251, H list J12524,
I palist JI3251, J palist JI2518, K lusk J12203, L lusk J12540
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