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Hybridization in diploid Chenopodium species

Cile prace
Prace bude fesit schopnost kfizeni dvou druhd merliki [Chenopodium suecicum a C. ficifolium). KfiZenec

je v podstaté neznamy a prace bude obsahovat jednak stanoveni frekvence vyskytu hybridnich rostlin
pomod molekuldrnich markerd, a jednak morfometrickou analyzu jak rodicovskych, tak hybridnich rostlin.

Metodika

Prace bude slofena ze dwou cast (1) vypéstovani matefskych (Chenopodium suecicum a C. ficifolium) a hyb-
ridnich rostlin a otestovani funkénosti variability v 1G5 Useku, ktery se ukazal byt velmi dobrym molekular-
nim markerem, diky vyrazné odlifnosti obou druhd zpdsobené 40 bp inzertem v této oblasti u C. ficifolium.
(2} Detailni analyza cca 10 smésmych populac, ktera ukaze (a) frekvenci vyskytu kfizence v prirodé a (b)
pokusi se nalézt morfologickeé znaky spolehlivé diskriminujici kiiZence od obou rodifovskych druhi.
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Abstrakt

Tématem diplomové prace byla hybridizace diploidnich druhd rodu
Chenopodium, ktera byla zaméfena na dva konkrétni druhy Chenopodium ficifolium a
Chenopodium suecicum. Kftizenim téchto dvou druhti vnzika jejich potomek hybrid
Chenopodium * gruelli. Data byla ziskdna vypéstovanim matetskych rostlin
(Ch. ficifolium a Ch. suecicum) a sbérem piirodnich populaci v terénu. Populace byly
rozdéleny na tfi skupiny: uméld hybridizace, frekvence vyskytu kiizenci v
experimentalnich populacich a frekvence vyskytu v ptirodnich populacich. DNA vzorky
byly ziskany z listi jednotlivych jedinci DNA izolaci za pouziti kitu DNeasy 96 Plant
Kit (Qiagen). Poté byli testovani polymerazovou fetézovou reakci pomoci
molekularniho markeru ITS nrDNA. Vizualizace vysledki byla provedena gelovou
elektroforézou. Potvrzeni hybridi spolecné se svymi rodi¢i se podrobili také
morfologické analyze listi a semen. V této analyze byly hodnoceny morfologické
odlisnosti hybrida od obou rodi¢t. Pfinosem této prace bylo potvrzeni hybridizace dvou
diploidnich druht Ch. ficifolium a Ch. suecicum, jejichz potomek se lisil listy a

povrchovou strukturou semen od obou rodicu.
Kli¢ova slova: hybridizace, molekularni marker, Chenopodium
Abstract

The theme of this thesis was hybridization in diploid Chenopodium species, which was
focused on two specific species - Chenopodium ficifolium and Chenopodium suecicum.
The crossing of these two species formed their offspring hybrid Chenopodium x gruelli.
Data were obtained by growing a maternal plants (Ch. ficifolium a Ch. suecicum) and
by collection of natural populations in terrain. Populations were divided into three
groups: artificial hybridization, frequency of hybrids in the experimental population and
frequency of hybrids in the natural population. DNA samples were obtained from leaves
of individual subjects by insulation DNA using kit DNeasy 96 Plant Kit (Qiagen). Then
they were tested by Polymerase Chain Reaction using molecular marker ITS nrDNA.
Visualization of the results was performed by gel electrophoresis. Confirmed hybrids
along with their parents also underwent morphological analysis of leaves and seeds. In
this analysis were evaluated the morphological differences between hybrid and both

parents. The contribution of this work was the confirmation hybridization of two diploid



species Ch. ficifolium and Ch. suecicum, whose offspring differed by leaves and surface
structure of seeds from both parents.

Keywords: hybridization, molecular marker, Chenopodium
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1 UVOD

Hybridizace je definovana jako reprodukce mezi geneticky odliSnymi
populacemi (Barton et Hewitt 1985), produkujici potomstvo smiSeného pavodu, ktery
se vyskytuje témét ve vSech procesech speciace. Hybridizace miize vyvolat interakce
zahrnujici Sirokou $kalu typu a Grovni genetické odliSnosti mezi rodi¢ovskymi formami.

Proto dusledky hybridizace hraji dalezitou roli v evoluci druhti (Abbott et al. 2013).

Chenopodium (merlik) ptedstavuje polyfyleticky rod s téméf kosmopolitnim
vyskytem. Zahrnuje pievazné jednoleté byliny rostouci v aridnich i semiaridnich
oblastech, Casto ve vysokych nadmotskych vySkach, nevadi jim ani pidy s vyssi
koncentraci soli (Fuentes-Bazan et al. 2012). Merlik je rod morfologicky velice
variabilni, 1i8i se tvarem listl, strukturou kvétd, typem kvétenstvi 1 velikosti a barvou
pylu (Kiihn et al. 1993). Svoji proménlivosti zptisbuji mnoho taxonomickych nejasnosti.
Vysoka fenotypova plasticita pfedev§im u polyploidnich druhtt Chenopodium s. str.,
muze vést vV nékterych ptipadech ke speciaci. Vysoky stupen polyploidie je také casto
spojovana s hybridizaci (Fuentes-Bazan et al. 2012).

Tato prace se zabyva diploidnimi druhy Chenopodium ficifolium a Chenopodium
suecicum, u kterych dochazi ke ktizeni a produkuji hybridniho potomka Chenopodium

x gruelli. Prace se snazi potvrdit, zda tyto druhy skuteéné spolu hybridizuji a pokud

ano, jak se vnikly kiizenec morfologickymi znaky odlisuje od svych rodica.
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2 CIL PRACE

Diplomova prace je zaméfena na schopnost kiizeni dvou diploidnich druht
Chenopodium ficifolium a Chenopodium suecicum, jejichz ktizenec Chenopodium X
gruelli je vpodstat¢ neznamy. Tato prace by meéla stanovit frekvenci vyskytu
hybridnich rostlin pomoci molekularnich markeri a na zakladé morfologické analyzy
zjistit odliSnosti mezi rodicovskymi a hybridnimi rostlinami.

Diplomova prace by méla byt slozena ze dvou ¢asti:
Prvni ¢ast:
e Vypéstovani matefskych (Ch. ficifolium a Ch. suecicum) a hybridnich (Ch. x
gruelli) rostlin.
e Otestovani funkcnosti variability v IGS useku, ktery se ukazal byt velmi dobrym
molekularnim markerem.
Druh4 ¢ast:
e Detailni analyza cca 10 smésnych populaci.
e Frekvence vyskytu kfizence v pfirodé pomoci molekularniho markeru (IGS
useku).
e Pokusit se nalézt morfologické znaky diskriminujici kiizence od obou

rodicovskych druhd.
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3 LITERARNI RESERZE

3.1 Hybridizace

Pojem hybridizace neboli kiizeni je oznafeni pro rozmnozovani dvou jedinct
S riznymi genotypy, jejichz vysledkem je vznik zivotaschopného potomka, ktery se
nazyva kiizenec (hybrid). KiiZzenec je tedy jedinec vznikly splynutim dvou gamet
obsahujici rozdilné alely urc¢itého genu. Tyto alely mohou byt kvalitativné shodné, jedna
se 0 homozygota nebo kvalitativné rozdilné, pak jde o heterozygota. Termin hybridizace
je tedy uspésné kiizeni jedinct ze dvou populaci nebo skupin populaci, které se od sebe
odlisuji na zaklad¢ jednoho nebo vice dédiénych znakd (Harisson 1990). Podle toho
Vv kolika znacich se 1i§i, mohou byt rozdéleni na monohybridy, dihybridy a polyhybridy
(Briggs et Walters 2001).

Hybridizace je zpisobena mezidruhovym a mezirodovym kiizenim. Jedinci
vznikli hybridizaci mohou ziskat od rodict nevyhodné znaky, ale také vyhodné, které
jim umoznuji osidlovat nové habitaty nebo okrajové ¢asti aredlu, ve kterych nejsou
rodicovské druhy schopny ptezit. Mezidruhovi kiizenci vznikaji v ramci jednoho rodu.
V nékterych skupinach se vyskytuji velmi bézné€, napiiklad rod Crataegus z celedi
Rosaceae. Tento rod je plné plodny, kiizi se s matkou i mezi sebou. V mnoha piipadech
byva piesné urceni druhu znaéné obtizné n€kdy dokonce az nemoZné. V opacném
ptipad¢ je to velmi vzacny jev, napiiklad u ¢eledi Apiaceae. U mezirodovych kiizenca
se mezi sebou kiizi rizné druhy, patfici riznym rodim. Napiiklad Gymnacamptis
(hybrid druhu?) a Cephalopactis (hybrid druhti?), které jsou naprosto sterilni, tudiz se
jedna o slepou vyvojovou vétev (Briggs et Walters 2001).

V ptirod€ mize byt kiizeni rostlin nejcastéji omezeno:
e Geografickou izolaci — z hlediska geografie neni mozné, aby se druhy

setkaly a doSlo tak ke kiizeni.

e Ekologickou izolaci — druhy na stanoviStich jsou vadzany na rizné
podminky, tudiz se nestava, aby se z chladnomilného druhu stal
teplomilny. Ke ktizeni, ale zde dochazi a to v pasu, kde se tyto druhy

setkavaji.

e Sezonni izolaci - kiizeni je omezeno odliSnou dobou kvetenim druhti.
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Z evoluéniho hlediska hybridizace pravdépodobné hraje dulezitou roli
Vv evolu¢nich novinkach, hlavné pfi speciaci. Proces speciace mize probihat riznymi

zpusoby. Pro zjednoduSeni jsou rozdéleny na pozvolnou a saltani speciaci (Briggs et

Walters 2001).
Pozvolna speciace

Pro pochopeni pro¢ se rostliny v pfirodé mezi sebou kiizi je vysvétleno
pozvolnou speciaci. Jedna se o kifizeni dvou populaci majici stejného spole¢ného
predka, které osidluji dvé geograficky rozdilnd izemi. Jinymi slovy se jedné o allopatrii.
Dale se v pribéhu ¢asu tyto populace postupné a nezavisle méni, jejichz vysledkem jsou
potomci, ktefi se od sebe morfologicky lisi a jsou navzajem reprodukéné izolovani.
Jakmile se arealy obou druht opét piekryji, projevi se izola¢ni mechanismy (Briggs et
Walters 2001).

K alopatrii mize dojit riznymi zpusoby. Pro pfedstavu se mize jednat o
migraci, mutaci, selekci a jiné nahodné vlivy. Velkou roli hraji klimatick¢ zmény
V obdobi postglacialu v Evropé€ a Severni Americe. Tyto zmény maji ohromny vyznam
u migrace pro uchyceni ,novych® izolovanych populaci. Napiiklad ponofenim
pevninskych mostl nejspiS doslo ke geografické izolaci ,,dcefinych® populaci. DalSim
zpusobem S§ifeni izolovanych populaci je dalkovy pienos propaguli na ,,ostrovy*, jako
jsou oceanské ostrovy, izolované horské vrcholy, bezodtokova jezera nebo horninové
vychozy se zvlastnimi podminkami prostfedi. Z dlouhodobéjSiho hlediska mohou byt
arealy rozdé¢leny kontinentalnim driftem, ktery je spjaty s horotvornymi procesy (Briggs

et Walters 2001).

V piirodnich podminkach mohou nastat rlizné situace, na zakladé kterych byly
vytvoreny série modeld. Tyto modely se lis§i mezi sebou plisobenim piirodniho vybéru
a ndhodnymi jevy. Béhem vyvoje a usidleni nové populace mize dojit k drastickému
poklesu poctu jedincli, coz muze vyvolat silny geneticky drift. Dal§im divodem, jak se
mohou odliSovat od sebe riizné modely, je zplisob diferenciace. Morfologicka
diferenciace druht se vyviji bud’ s genetickymi zménami, beéhem kterych se vytvofi
izola¢ni mechanismy nebo se morfologicka diferenciace a reprodukéni mechanismy

vyvijeji odlisnou rychlosti (Briggs et Walters 2001).

Pti hledani dikaz riznych modeli pozvolné speciace je velkym stizenim

casova Skdla stovek generaci. Né&kdy jsou tézko poznatelné biologické druhy od
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puvodni matetfské populace. Je velmi dilezité dat si pozor na rizna stadia vyvoje
speciace, ve kterych se druhy mohou nachéazet. Je také nutné piihlizet k tomu, Ze
diferenciaci populace mohly druhy dojit do pozd¢jSich stadii nebo do stadii rtiznych
ekotypt (geneticky odliSitelna populace néjakého druhu adaptovana na urcité podminky
prostfedi, ve kterém se vyskytuje, a kterd se 1i$i od ostatnich jedinct téhoz druhu). Pii
podrobné prozkoumanych rtznych situacich od ekotypl po ostrovni endemity a od
lokalnich ras po vikarizujici druhy, mizeme fici, Ze se jednd o pozvolnou speciaci.
K ovéteni piivodnosti druhu mezi riiznymi taxony nam mohou pomoci fakta, jako je
jejich rozsiteni, morfologie a dalsi znaky, podle kterych mutzeme urcit spole¢ného
predka. Rostliny, které jsou cytotaxonomicky dobfe prozkoumané, lze podrobit
hybridiza¢nim experimentim. Diky témto pokustim se mohou odhalit genetické rozdily

mezi jednotlivymi ekotypy (Briggs et Walters 2001).
Diusledky hybridizace

Dusledky hybridizace maji selektivni nevyhody, ale i vyhody vniklych hybridu.
Naptiklad mame dvé populace, které se staly sympatrickymi po obdobi alopatrického
vyskytu. Tyto populace se v izolaci mohly natolik zménit, Ze se budou chovat jako dva
biologické druhy. Na spole¢ném aredlu za stejnych podminek prostiedi nebude dochazet
ke ktizeni. Hybridizace tedy bude vzacna a vysledkem bude neplodné potomstvo. Obé&
populace se liSi morfologicky, ale 1 ekologickymi naroky. Zavéry hybridizacnich
experimentll povedou k tomu, Ze izola¢ni bariéry mezi nimi jsou jen Castecné nebo
vibec neexistuji. Bude zalezet na ekologickych faktorech, které rozhodnou o osudu

ptirozené vzniklych hybridi (Briggs et Walters 2001).

Pokud nebudou existovat prechodné biotopy, kde by byly vhodné podminky pro
obé populace, tak kiizenci budou selektivné znevyhodnéni. Budou mit méné
zivotaschopnych potomk nebo viibec zddné. Pfirodnim vybérem cisté populace budou
zvyhodnéné, a tim potlac¢i hybridizaci. SouCasné bude pozitivné selektovan kazdy
¢asteCny izolacni mechanismus, ktery by sniZzoval podil hybridi v potomstvu. Selekci
se, ale postupné tyto izolaéni mechanismy zdokonali. Tento jev se nazyva jako

»Wallacetiv efekt* nebo disruptivni selekce (Briggs et Walters 2001).

Naopak kdyz budou biotopy odpovidat podminkdm obou populaci, mohou byt
kiizenci evolu¢né zdatnéjsi. Mlze nastat situace, kdy kiizenci v nasledujicich populaci

dosdhnou vétsiho poctu potomki, nez potomstvo Cistych populaci. Skoro vSechny
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¢astecné izola¢ni mechanismy vytvofené u alopatrickych populaci budou potlaceny a
jejich odlisnosti se mohou ztratit v mnozstvi hybridii a zpétnych kiizenci. Tyto modely

poukazuji pouze na extrémni ptipady (Briggs et Walters 2001).

Pokusem dvou odrad kukufice seté (Zea mays), u nichz vybral palice
S nejmens$imi zndmkami hybridizace a ty nasledné kiizil, zjistil, ze v nasledujicich
generacich se postupné snizuje podil cizosprasnosti. Pfi¢inou reprodukéni izolace byla
rozdilna doba kveteni. Vysledkem experimentu je, ze doba kveteni miize mit podobny
vliv 1 u plané¢ rostoucich rostlin tam, kde jsou pfirodnim vybérem kiizenci

znevyhodnovani (Briggs et Walters 2001).

Po mnoha provedenych experimentech lze fici, ze disruptivni selekce nabizi
moznost speciace. Mezi odliSnym prostiedim rostlin byl odhalen genovy tok a nasledna
disruptivni selekce. Pro vysvétleni mame rostliny rostouci na vysypkach a rostliny na
pastvinach. Po pfesazeni rostlin z vysypek Spatné rostou na pastvindch a rostliny
Z pastvin na vysypkach viibec nerostou. Tim padem muizeme dojit k zavéru, zZe kiizenci
rodict ze stejného typu stanovisté, jsou reprodukéné zdatnéj$i. Selekci dochazi
k omezeni genového toku na kiizeni v ramci puvodniho biotopu (Briggs et Walters

2001).

Opakem Wallaceova efektu je takzvana introgrese, Které dochazi, kdyz jsou
hybridi v selekéni vyhodé. Podle genetika Andersona (1949) pokud dojde pfirozenymi
procesy nebo lidskou ¢innosti k naruseni biotopd, kde se vyskytuji kfizitelné druhy, jsou
geny jednoho druhu postupné vneseny do druhého spontannim a néslednym zpétnym

ktizenim (Briggs et Walters 2001).
Saltaéni speciace

Na rozdil od pozvolné speciace, kdy se druhy mohou pozvolna vyvijet ze
spolecného predka na zakladé geografické nebo ekologické izolace, je i jiny zpusob,
takzvana saltacni speciace. Saltacni spaciace neboli skokové zmény v priibéhu evoluce,
jsou popsany jako nahly vznik druhii. Dochazi ke zménam v uspoiadani a poctu
chromozomu. Tyto genetické zmény mohou vést k sympatrickému vzniku novych
druhti. Nejcastéji pii saltani speciaci je vznik polyploidie rostlin (Briggs et Walters
2001).

Polyploidie neboli zdvojeni celého genomu nastdva v bunécnych jadrech, kde se

nachazeji vice nez dvé chromozoémové sady. Ploidie se vyskytuje u vétSiny eukaryot
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hlavné u rostlin, méné pak u zivo¢ichti (Chen 2007). Nejvice polyploidnich rostlin je
krytosemennych (Briggs et Walters 2001), méné¢ nahosemennych cca 2%.
Pravdépodobné vice nez 70% krytosemennych rostlin ma polyploidni pivod (Wendel
2000). Také se predpoklada, ze v minulosti nékteré druhy prosly procesem
polyploidizace ne jednou, ale vicekrat (Van de Peer et al 2009). Casty vyskyt
polyploidl, mit vice sad genetického materialu, je vysledkem vyhodnosti pro adaptivni

evoluci (Adams et Wendel 2005).

Typy polyploidie

Polyploidi mohou byt rozdéleni mnoha zplsoby, nejCastéji vSak na
autopolyploidy a allopolyploidy. U autopolyploidii dochézi ke zmnozeni homolognich
chromozomovych sad vramci jednoho druhu. Naopak pii allopolyploidii dochazi
ke zmnozeni rozdilnych chromozomovych sad, hlavné béhem mezidruhové hybridizace
(Briggs et Walters 2001, Ramsey et Schemske 2002). Pokud si pfi rozmnozovani
diploidnich rostlin (AA), vezme od kazdého rodi¢e haploidni chromozomovou sadu,
vzniknou dvé buiiky s diploidnim poctem chromozomi, coz je vysledek diploidniho
potomka (AA). Ale kdyz pti tomto procesu dojde k naruSeni prubéhu mitdzy (napf.
tepelnym Sokem) mize se stat, Ze vznikne jedina diploidni buiika, ktera obsahuje
Ctyfnasobek haploidni chromozomové sady (AAAA). Takto vznikly potomek se nazyva
autopolyploid. Autopolyploid miZe vzniknout i splynutim dvou neredukovanych gamet.
Autopolyploidizace vede ¢asto k neplodnosti hybridil. To je zplisobeno béhem meidzi,
kdy dochazi u autopolyploida, ktery obsahuje c¢tyfi homologni chromozomy,
k vytvofeni multivalentd a v jadrech zUstavaji nesparované, osamélé, chromozomy
takzvané univalenty. Spravné by se mély parovat dva homologni chromozomy a
vytvaret bivalenty. Druhy piipad je vznik allopolyploida, kdy se dva diploidni druhy
postupnou speciaci oddélily od spoleéného piedka. Splynutim nestejnych
chromozomovych sad AA a BB dojde k vytvoreni kiizence AB. Tento kiizenec je téméeft
neplodny, ktery ale mlZe vytvofit malé, biologicky vyznamné mnoZstvi
neredukovanych (AB) vaje¢nych a pylovych bun¢k. Jejich splynutim mize vzniknout
tetraploidni rostlina AABB. Tento allopolyploid byva vétSinou plodny, protoze pfi
meiodze se v jadie kazdy chromozom paruje s jedinym homolognim protéjSkem (Briggs

et Walters 2001).

Dale se také déli podle mnozstvi chromozémovych sad. S lichym pocétem

chromozomovych sad jde o anortoploidii a se sudym o ortoploidii. Anortoploidni
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jedinci, ktefi vznikaji pfevazné kiiZzenim rodici s rozdilnym typem ortopolyploidie,
byvaji sterilni. Pfi¢inou je nerovnomérné rozdéleni chromozému pii jaderném déleni.
Naopak ortoploidni jedinci, jsou schopni pohlavniho rozmnozovani, protoze pti meioze

tvoii stabilni bivalenty (Ritz et al. 2011).

Polyploidy mitizeme klasifikovat 1 podle stafi na paleopolyploidy a
neopolyploidy. Paleopolyploidie se vyznacuje starobylymi taxony, kterd v evolu¢ni
historii proSla procesem polyploidizace, ale dnes se svymi vlastnostmi jevi jako
diploidni jedinci. Doslo k rediploidizaci, k pfeorganizovani a umlceni duplikované
DNA. Naopak neopolyploidii zastupuji velmi mladi typy polyploidi. (Hilu 1993;
Ramsery et Schenke 2002).

Polyploidi nemusi vznikat pouze kiizenim dvou diploiidnich druhd, ale i
kiizenim druht s riznou ploidni urovni. KfiZzenec se nemusi zrodit jen splynutim dvou
neredukovanych gamet, ale také splynutim jedné redukované gamety s neredukovanou.
Ptikladem je splynuti neredukované gamety (2n) s redukovanou (1n), jehoz vysledkem
je triploid (triploidni most - neni schopen se dale délit). Triploid pak ma moZnost dat
vnik dal§im polyploidiim. Napfiklad tim, Ze triploid (3n) potkd jinou redukovanou
gametu (1n), da vnik tetraploidovi (4n). Tetraploid muze vzniknout i splynutim dvou
neredukovanych gamet (2n). Hexaploid zase splynutim redukované a neredukované

gamety dvou tetraploidi a podobné (Kdohler et al. 2010).

Podle poctu chromozomovych sad jsou tedy rozlisovani diploidi, triploidi,
tetraploidi atd. Stupen polyploidie je znacen pismenem ,x“, které oznacuje zakladni
sadu chromozomil. Jedna se o ¢islo chromozomu monoploidniho genomu. Typy ploidie
jsou pak zapisovany nasledujicim zplsobem: diploid 2n = 2x, triploid 2n = 3X,
tetraploid 2n = 4x atd., podle vzrustajiciho poctu chromozomovych sad (Kolano et al.
2008).

3.2 Molekularni markery

Molekuldrni markery davaji informace o organismu ziskané na zéakladé
analyzy jeho molekul DNA, které jsou vybirany nahodné ¢i cilené. Typickym znakem
vSech molekularnich markert je bezprostiedni schopnost detekce alelickych variant
v sekvenci nukleotidi. V soucasné dobé se nejCastéji vyuzivaji DNA markery, které
jsou variabilng&;jsi a mohou charakterizovat cely genom. DNA markery jsou zaloZené na

variabilit¢ v sekvencich DNA (i RNA), neboli polymorfismu. Jejich pocet je téméf

17



neomezeny, zavisi jen na mife poznani primarni sekvence DNA vybrané¢ho druhu. Pro

ziskani pozadovaného vysledku staci pouze malé mnozstvi biologického materidlu.

Nejlépe vyuzitelnymi DNA markery jsou sekvence s témito vlastnostmi

(Repkova et Relichova 2001):

e vysoky polymorfismus,

e (Casty vyskyt v genomu,

e vysoka reprodukovatelnost,

e kodominantni charakter dédi¢nosti,

e nezavaslost na podminkéch prostredi,

e snadné a rychlé testovani.

Rozdéleni DNA markeri dle vyuZiti pii mapovani genomu:

I. typ — kddujici exprimované geny, mohou byt kandidatnimi geny pro QTL
(Quantitative Trait Loci). Maji nizkou hladinu polymorfismu, jsou malo pouzitelné pro
studie diverzity rodin a populaci. Vyuzivaji se vyznamné v komparativnim

(srovnavacim) mapovani.

I[l. typ — vysoce variabilni sekvence DNA. Zde se vyuZzivaji pfedevSim
mikrosatelity a minisatelity. Tyto sekvence se vyznacuji vysokym stupném
polymorfismu (velky pocet alel). Diky tomu jsou mikrosatelity vysoce informativni
Vv populacnich studiich a pii urovani rodiCovstvi, a jsou zdkladem pro vazbové
mapovani genll. Tyto markery nemaji ptimo vliv na variabilitu znaku, ale mohou byt ve

vazbé s QTL.

Il. typ — jednonukleotidové polymorfizmy (SNP - Single Nucleotide Polymorphism),
které mohou lezet uvnitf kodujicich tsekud, ale Castéji v nekodujicich oblastech -
intronech nebo intergenovych oblastech. Jsou vyuzitelné pro populacni a rodinné studie.
Vyskytuji se v genomu piiblizné¢ kazdych 500 — 1000 bp. Jejich vyznam roste
S rozvojem automatizace metod skreeningu - Micro Arrays (DNA ¢ipy) (Huldk et al.
2006).

Rozdéleni DNA markeri dle charakteru svého polymorfizmu:

e Polymorfizmus délky restrikénich fragmentd (RFLP - Restriction
Fragment Length Polymorphism).
e Polymorfizmus v délce sekvence (SSLP — Simple Sequence Length

Polymorphism). Zahrnuje mikrosatelity (t¢Z oznacované STR — Short
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Tandem Repeats) a minisatelity (téz oznacované VNTR — Variable
Number Tandem Repeat).

e Polymorfizmus jednotlivych nukleotidi (SNP — Single Nucleotide
Polymorphism). Jedna se o bodové mutace. Nekteré mohou byt
detekovany jako RFLP. V piipadé, Ze neexistuje rozpoznavaci misto
pro restriktazu, 1ze k detekci pouzit DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) nebo SSCP  (Single Strand Conformation
Plolymorphism), pfipadné pouze sekvenovani (Hulék et al. 2006).

Metody podle pouzitych DNA markeri se déli na:

Metody zaloZené na hybridizaci DNA

RFLP (Restriciton Fragment Lenght Polymorphism) - polymorfismus délky
restrikénich fragment se pouziva k identifikaci alel na zaklad¢ pritomnosti ci
neptitomnosti specifického restrikéniho mista. Genomova DNA je Sté€pena restrikéni
endonukledzou, separovana elektroforézou a pfenesena na pevnou membranu. Po
hybridizaci se znacenou sondou a vizualizaci lze zjistit polymorfismus ve velikosti
vzniklych restrikénich fragmenti DNA (Knoll et Vykoukalova 2002).

Metody zaloZené na polymerazové fetézové reakci

PCR (Polymerase Chain Reaction) polymerazova fetézova reakce je zalozena na
in vitro amplifikaci specifickych fragmentd DNA oznamé sekvenci bazi. Podminkou
pouziti této metody je znalost sekvence v bezprosttednim sousedstvi tseku DNA
ur¢ené¢ho k amplifikaci. Sekvence tohoto Useku DNA nam vSak nenusi byt znama.
Pokud zname sekvence lezici v blizkosti této cilové oblasti je mozné touto metodou
naamplifikovat urcité oblasti genomu z n€kolika malo kopii do fadové biliond kopii

(Knoll et Vykoukalova 2002).

PCR-RFLP metodou se pomoci PCR na zakladé genomové DNA amplifikuje
specificka sekvence. Tento fragment DNA se $tépi restrik¢éni endonukleazou (Knoll et

Vykoukalova 2002).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) - délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmentl slouzi k detekci fragmenti DNA ziskanych S$tépenim

restrikénimi endonukleazami pomoci PCR amplifikace (Knoll et Vykoukalova 2002).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) - polymorfismus nahodné

amplifikované DNA je zalozen na PCR. Principem je, Ze primery nasednou na
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umoznéna amplifikace ¢asti DNA mezi nimi. Do amplifikace vstupuje pouze jeden
nahodny primer (dekanukleotid), (Knoll et Vykoukalova 2002). Modifikaci RAPD je
mozné pouzit dals$i metody - RAMPO (Random Amplified Microsatellite
Polymorphism) a DAF (DNA Amplification Fingerprinting), (Repkova et Relichova
2001).

STR (Short Tandem Repeats) nebo SSR (Simple sequence Repeats) neboli
mikrosatelity jsou sekvence DNA slozené z mnohokrat se opakujicich motivii o délce 1
- 6 nukleotidl. Oblasti pfilehlé k mikrosatelitim jsou obvykle unikatni. Mzou byt tak
navrhnuty primery, které mohou dany mikrosatelitovy marker vyhledat. Diky malé
velikosti a délkovému polymorfismu jednotlivych lokusti se screening provadi
amplifikaci lokusti pomoci PCR z okrajovych primerti a naslednou elektroforézou

(Knoll et Vykoukalova 2002).
3.2.1 Popis pouzitych molekularnich metod
PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova tetézova reakce je jednoducha metoda, ktera amplifikuje in vitro
pozadovany specificky usek DNA. DNA vzorku sta¢i extrémé malé mnozstvi. Typicka
vlastnost DNA-polymerazy je schopnost rozpoznat jednofetézcovou DNA jako templat
a souCasné se navazat na deoxyribonukleozidtrifosfaty (ANTP). Na jednovlaknovou
DNA se také navaze kratky oligonukleotid (primer), ktery zplsobi, ze polymeraza se
pripoji tésné za tento segment a pomoci energie v trifosfatech ANTP katalyzuje syntézu
komplementarniho nukleotidového fetdzce. Usek nukleotidové sekvence, ktery je uréen
k amplifikaci, je vymezen dvéma primery. Tyto primery jsou komplementarni
k sekvencim lezici na krajich mnozeného useku na opacnych vlaknech DNA tak, ze
jsou orientovany svymi 3’-konci k sob&. Po pfiddni polymerazy a nukleotidii probiha
syntéza novych vlaken protismérn€. Principem PCR je kopirovani sekvence templatu
v né¢kolika po sob¢ jdoucich cyklech, kde se v kazdém cyklu zdvojnasobi pocet kopii

(Zima et al., 2004).

Slozeni roztoku pro PCR

e Templat (matrice) - DNA obsahuje poZzadovany tusek, ktery chceme

namnozit (amplikon).
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e dNTP - deoxyribonukleozidtrifosfaty, které slouzi k syntéze
polynukleotidového fetézce a spolecné s Taq polymerazou syntetizuji
nové vlakno. Pomér nukleovych bazi (C, G, T, A) v ANTP by mél byt ve
stejném mnoZzstvi.

e Dvojice primert (,,forward” a ,,reverse™) jsou kratké oligonukleotidové
jednotetézcové specifické tseky DNA, které ohraniCuji amplikon.
Primery by nemély byt mezi sebou komplementarni, protoze tim mtize
dojit k prekryti dvou nebo tii bazi a zptsobit tak vznik oligodimert.

o Komer¢né dodavany pufr.

e MgCI; a kvalitni redestilovana voda.
PCR reakce je slozena ze tii zakladnich fazi: denaturace, zchlazeni a extenze.

Prvnim krokem je denaturace, kdy se zahteje dvoutetézcova DNA na vysokou
teplotu (92 - 95 °C). Vysokou teplotou dochazi k rozvolnéni dvousroubovice a vzniknou

tak dv¢ jednotetézcové DNA.

Dalsim krokem je zchlazeni (,,annaeling®), kde dochazi k nasednuti primert.
rychleji pfisednou na jednofetézcovou DNA neZ komplementarni vldkno. Teplota se
obvykle pohybuje mezi 45 a 60°C, ta se lisi podle délky a vlastnosti primeri (sloZeni

bazi apod.). Tyto dva kroky trvaji vétSinou kolem 30 sekund.

Posledni fazi je extenze, pii niz se syntetizuji nové fetézce navazujici na 3’-
konce primerti. Diky Taq polymeraze je reakce katalyzovana pii teplot¢ 72°C. Taq
polymeraza se pouziva, protoZe je stabilni pii vysokych teplotich. Je izolovéana
z termofilni gramnegativni bakterie Thermus aguaticus. Podle délky sekvence tato faze

vétSinou probiha 30 - 90 sekund.

Tyto tii kroky se pravidelné¢ opakuji. Kazdy krok piiblizné trva 1 - 2 minuty.
Pocet cykll se obvykle pohybuje kolem 20 - 40ti, pfiCemZ mnoZstvi nasyntetizovanych
sekvenci geometricky pribyva (2"; n = podet cyklil), ve skute¢nosti je tento pocet nizsi

v disledku postupné degradace enzymi (Zima et al., 2004).

Dulezita pravidla PCR analyzy

vvvvvv

spravnou volbu je nutné dodrzet n¢ktera pravidla. Vyznamnou roli hraje délka primert.
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Nejcastéji se pohybuji okolo délky 17 az 25 bazi. U pfrilis dlouhych a nepurifikovanych
primertt mize dojit ke zvySeni poctu nespravné zatazenych bazi do oligonukleotidu, to
muze zpusobit selhani PCR. DalSim pravidlem je shodnost sekvence primert se
sekvenci templatu v misté jejich vazby. To plati hlavné pro posledni bazi na 3" -konci
primeru. Sekvence primeri by se mela skladat s neopakujicich se sekvenci, aby
nedochazelo k nasednuti primerd na vice riznych mistech. Dale by se mélo pfedchazet
k tvorbé¢ sekundarnich struktur primertu, tim Ze se da pozor na sekvenéni
komplementaritu uvnitt primertd. Vyznamnou roli hraje 1 teplota, pfi niZ primery
nasedaji k templatu. M¢la by se co nejvice shodovat pro oba pouzité primery a zaroven

byt podobna teploté tani templatu (Zima et al., 2004).

Pro spravné probéhnuti PCR je mimo jiné dulezitd koncentrace MgCl,. Tyto
hot¢ikové ionty zajiStuji spravnou funkci polymerdzy. Pfesnou koncentraci je dobré
pfedem vyzkouset, protoze pfi pfili$ nizké koncentraci se mize stat, ze PCR neprobéhne
nebo je jeji vytézek velmi nizky. Pti druhém extrému, kdy je koncentrace pftili§ vysoka,
muze dojit k rozmazéani prouzkl na gelu pfi elektoforéze nebo dokonce 1 k zmnoZeni

nespecifickych fragmentd (Zima et al., 2004).

Dalsim dulezitym faktorem pro PCR je nastaveni teploty. Teplota ma vliv na
navazani primerd. Vys$i teplota zajistuje specificnost primeri ke komplementarni
sekvenci vazebného mista na matricové DNA. ZvySuje se tim pfesnost PCR. OvSem
pfiliS vysoka nebo naopak nizkd teplota muze zkreslit vysledky PCR (Zima et al.,
2004).

Tato metoda je velmi citliva a tak se nemlze opominout riziko kontaminace.
Kontaminaci se d4 pfedejit dodrZzenim nékterych pravidel. Tim, Ze je pouZita kvalitni,
Cista a koncentrovand DNA a také je pracovano se specifickymi primery, které jsou
specialné vytvoreny pro konkrétni druh. Déle je dalezité pracovat ve sterilnim prostiedi,
coz v mém piipad¢ bylo dodrZzeno a pracovni prostor byl vzdy v laminarnich boxech
sterilizovan UV svétlem. Samoziejmé se pracovalo s vyklavovanymi zkumavkami,
Spickami na pipety a dal$im potfebnym materidlem vzdy ve sterilnich rukavicich. Aby
se zamezilo kontaminaci, mistnost, kde se pfipravuji smési pro PCR, je oddélena od

mistnosti, kde se pracuje s produkty rostlinného materialu.
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Gelova elektoforéza

Gelova eclektroforéza je metoda, kde dochazi k pohybu zaporné nabitych
molekul DNA v elektrickém poli. Hlavnim nositelem naboje molekul DNA jsou
nukleové kyseliny, které se vyznacuji zaporn¢ nabitymi fosfatovymi skupinami. Pomoci
této metody se molekuly DNA odd¢€luji diky rozdilné rychlosti pohybu molekul DNA

Vv gelu, které jsou neptimo imérné velikosti molekuly DNA (Zima et al., 2004).

Elektroforéza se provadi na vhodném médiu, které je nejcastéji tvoieno gelem.
V mé diplomové praci byl pouzit agarézovy gel (AGE - Agarose Gel Electrophoresis).
Gel je tvofen siti polymernich molekul s pory, kterymi se molekuli DNA pohybuji
ruznou rychlosti v zavislosti na velikosti fragmenti. Malé fragmenty doputuji na gelu
dale, protoze se pohybuji rychleji. Pomoci agar6zového gelu, diky jeho pérovitosti, jsou

separovany Castice na zaklad¢ jejich elektrického naboje (Zima et al., 2004).

Postup elektroforézy

Nejprve je namichana zahtatd smés agarozy a pufru. Poté je pfidana barvici latka
(ethidium bromid) a smés je nalita do elektroforetické vani¢ky. Ztuhly agarézovy gel je
dale vlozen do elektroforetické vany. Vzorky jsou nanaseny na gel pipetou do
startovacich jamek, které jsou vytvofeny ztuhnutim gelu elektroforetickymi hiebeny. Je
nutno $pi¢ku pipety zanofit co nejhloubé&ji do jamky, protoze jsou zaplavené pufrem a
mohlo by dojit ke kontaminaci sousednich jamek. Do jamek jsou pipetovany zkoumané
vzorky s nanaSecim pufrem (loading buffers), ktery zpisobi klesani vzorku ke dnu
jamky. Jakmile jsou vzorky naneseny, spustime elektroforézu. Podminky nastaveni
elektroforézy jako délka trvani, napcti a proud atd. se 1iSi v zavislosti na typu
elektoforézy. Elektroforetickou vanu uzavieme a ptipojime ke zdroji (Zima et al. 2004).
Po skonceni elektroforézy je gel vyjmut z elektroforetické vany i1 vanicky a vloZen do
UV translumindtoru. Vzorky diky pfitomnosti ethidiu bromidu (fluorescen¢ni barvivo)

pii osviceni UV zéafenim zviditeliiuje separované vzorky.
3.2.2 Popis struktury jaderné ribozomalni DNA

Jaderna ribozomalni DNA (nrDNA) se sklada z velké a malé podjednotky, které
tvoii tzv. transkripéni jednotku. V eukaryotnim jaderném genomu jsou dvé velké
ribozomalni podjednotky 5.8S rDNA a 28S rDNA a jedna mald podjednotka 18S
DNA. V jadérku dochazi k pfepisu rDNA na rRNA velké 1 malé podjednotky

ribozému. Struktura transkripéni jednotky je vysoce konzervovana. Useky transkrip&ni
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jednotky, které nejsou soucasti ribozOmu, se nazyvaji prepisované regiony. Konce
transkrip¢ni jednotky jsou ohrani¢eni vné&j$imi piepisovanymi regiony (ETS - External
Transcribed Spacer) a sekvence jednotlivych rRNA jsou oddéleny dvéma vnitinimi
prepisovanymi regiony (ITS1 a ITS2 - Intrnal Transcribed Spacer), (Hillis et Dixon
1991). Jednotlivé transkrib¢ni jednotky jsou oddéleny nepfepisovanymi mezigenovymi
regiony (IGS - Intergenic Spacer, Obr. ¢. 1), (Wang et al. 2003). Regiony IGS se
vyvijeji nejrychleji a podstatnd cast jejich sekvence je tvofena riznym poctem
opakujicich se subrepetic. Konzervovanou doménou IGS je oblast promotoru, od
kterého zacina transkripce. Diky vysoké variabilit€¢ na Grovni primarni struktury DNA, a
to 1 mezi blizce ptibuznymi druhy je IGS, respektivé jeho ¢asti, vhodnym molekularnim

markerem pro taxonomicka studia (Mayer et al. 2006).
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Obr. ¢. 1: Ribozomalni DNA jednotka, ktera koduje geny pro tii nejvétsi ribozomalni RNA (18S,
5.8S a 26S). Koduyjici oblasti jsou oddéleny mezigenovymi mezerniky (IGS) a geny pro jednotlivé
ribozomalni podjednotky od sebe navzajem odd€luji dva piepisované mezerniky (ITS1 a ITS2),
(Chen a Pikaard, 1997)

3.2.3 Molekularni markery v evoluci rostlin

Molekularni markery usnadiiuji studium genetické informace obsaZené
v molekulach DNA nebo proteinech. Molekularni markery ve srovnani s jinymi typy dat
maji nékolik vyhod:
e poskytuji informace o genotypu,
e nezavislé na podminkéch prostiedi,
e predpoklad selektivni neutrality,
e jsou univerzalni,

e jsou snadno od sebe rozeznatelné (Krak 2012).

Univerzalni jsou proto, ze kazdy zivy organismus obsahuje DNA a bilkoviny.
Diky tomu lze zjistit pii nedostatku morfologickych znakli evolu¢ni vztahy 1 mezi
vzdalen¢ pribuznymi skupinami organismi. Dale molekularni znaky obsahuji nesmirné

mnozstvi informaci, dokonce i u organismi, které maji vysoce redukovanou morfologii.
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Molekularni znaky jsou diskrétni a jejich specifické pozice jsou velmi dobie

definovatelné a snadno od sebe rozpoznatelné na zaklade:

e DNA sekvencim (slozené ze Ctyt nukleotidovych bazi),

e proteinovym sekvencim (slozené z 21 aminokyselin),

e studiu tamdemové opakujicich se DNA oblasti (zalozené na existenci
alel, které se skladaji z presného poc¢tu opakovani),

e polymorfie, v misté restrikce analyzy (pfitomnost ¢i nepfitomnost pozice

rozpoznané specifickou endonukleazou) atd. (Krak 2012).

Neni pochyb o tom, ze morfologie a fyziologie zivych organismi ma geneticky
zaklad a jejich fenotyp muize byt ovlivnén dalsimi faktory (faktory vnéjsiho prostiedi,
genomovymi a epigenetickymi zménami), které mohou z evoluéniho hlediska zkreslit
vysledky téchto dat (Krak 2012).

Diky riznym molekuldrnim pfistupim je mozno studovat fylogenezi druhu,
nejcasteji sekvenovanim DNA. Za pomoci molekularnich markerti, které jsou pocetné,
relativné snadno identifikovatelné a vysoce informativni, je mozno zjistit vztahy mezi
blizce pifibuznymi taxony. Pro zjisténi urcitého druhu je nejvhodnéjsi pouZiti
nekdodujicich tuseki takzvanych wvnitingé prepisovanych regiont (ITS - Internal
Transcribed Spacers). Pro tyto ucely je vhodna organelova a jadernda DNA. Nicméné
kazdy ztéchto markeri ma své vyhody a nevyhody, které jsou vysledkem evolucni
dynamiky a jejich dédi¢nosti.

Organelova DNA je nejdéle pouzivanym molekularnim markerem v rostlinné
fylogenezi. Nejcastéji se pracuje s chloroplastovou DNA (cpDNA). Hlavnim rysem
cpDNA je, Ze se dédi uniparentdlné. U vysSich rostlin se ve vétSin¢ piipadii cpDNA
dédi po matce. Samoziejmé existuji vyjimky. Naptiklad nahosemenné rostliny dédi
chloroplastovou DNA po otci, dale se také muZzeme setkat s biparentalni dédi¢nosti
napt. U Silene vulgaris. Charakteristika chloroplastové DNA je:

e uniparentdlni dédicnost,
e haploidni,
e nedochazi k rekombinaci (Krak 2012).

Tim, Ze nedochazi krekombinaci, se eliminuje intraindividualni variace.
Intraindividudlni variace sniZzuje mnozstvi vnitrodruhové a intrapopulacni varibiality a

také ¢as fixace cpDNA haplotypll ve srovnani s diploidnimi a rekombina¢nimi genomy
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(Birky 1988). Chloroplastovy genom ma zachované uspotfadani genu a jejich potadi je
obdobné se vzdalené ptibuznymi taxony (Olmstead et Palmer 1994, Drouin et al. 2008),
coz je dobré pro vyvoj univerzalnich primert pftilehlych k variabilnim intronim a
intergenovym regionim (Taberlet et al. 1991, Shaw et al. 2005, 2007). Velkou
nevyhodou cpDNA je v ptipad¢ hybridniho ptivodu nékterych zkoumanych taxont. Coz
je ve vétsSing€ piipadli zplisobeno uniperantalni dédi¢nosti. Tento marker totiz neni
schopen najit druhého z rodica (Krak 2012). Nevyhody jako je haploidie, uniparentalni
dédi¢nost a nedostatek rekombinace mé za nasledek, ze se cpDNA pienasi do dalSich
generaci pouze v jednom kusu - jako jeden lokus. Proto, i kdyZ se jedna o nekodujici
cpDNA oblasti, nelze je povazovat za nezavislé zdroje fylogenetické informace.
Chloroplastova DNA se spiSe vyuZzivad ke zjiSténi geografickych cest rostlin nez
k fylogenezi druht. Pfi¢inou je introgrese nebo hybridizace nékterych druhti (Krak
2012).

Jako vyhodnéjsi se jevi sekvence nuklearniho genomu. Hlavni vyhodou proti
cpDNA je, ze se dédi biparentalné a ma vyssi evolucni rychlost (Small et al. 2004).
Nejpouzivangjsi nuklearni marker pro fylogenezi je vniting pirepisovana oblast (ITS)
z nukledrniho ribozému DNA (nrDNA ITS). V letech 1998 a 2003 byl zvetejnén
vysledek fylogenetické studie u 66% rostlin pomoci jaderné ribozomalni DNA (nrDNA
ITS), diky kterym byly zjiStény vyhody pouZiti jaderné ribozomélni DNA. Dlvody
popularity nrDNA ITS jsou (Alvarez et Wendel 2003):

e vice kopii markeru,
e vysoce konzervativni,

e relativng kratky.

Jaderna ribozomalni DNA obsahuje markery s vice kopiemi, které jsou pfitomny
v genomu. Jednd se o stovky az tisice kopii, které jsou uporadany v jedné nebo ve vice
tandemové€ opakujicich se oblasti. Z tohoto diivodu je snadna jejich amplifikace. DalSim
vyhodou je konzervativnost kodujicich oblasti pftilehlych k ITS, které umoznily
navrhnuti univerzalnich primerti (White et al. 1990). ITS sekvence jsou relativné kratké
(500 — 700 bp), které jsou vhodné pro navrh primert. Z toho vyplyva, ze kratké ITS
sekvence jsou snadnéji namnozeny pomoci PCR dokonce i z ¢astecn¢ degradovaného ¢i

starého materialu (Alvarez et Wendel 2003).

Jako ostatni genové rodiny (skupiny pfibuznych genti) i ntDNA oblasti podl¢haji

sprazené evoluci (concerted evolution). Tim dochazi k homogenizaci gent, jejichz
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pri¢inou je nahromadéni mutaci, které zplisobuji nerovnomérny crossing — Over a
vysokofrekvenéni genovou konverzi. Vysledkem je, ze témét vSechny opakujici se
kopie v genomu jsou ¢asto geneticky uniformni (Krak 2012). Toto zjisténi bylo dlouho
povazované za hlavni rys nrDNA (Baldwin et al. 1995, Elder et Turner 1995). Nedavné
studie ukazaly, Ze mechanismy (nerovhomérny crossing — OVer a genova konverze)
nefunguji tak pfesné, jak se predpokladalo. Sprazena evoluce mize byt nedokoncena
nebo mize zcela selhat v piipadé nékterych hybridt ¢i allopolyploidi. Takova
informace muze byt dokonce vyhodna, pokud se jedna o evoluéni historii hybridi.
Z téchto informaci je mozné ziskat hybridni genom obou rodicovskych linii. To ale neni
tak jednoduché, protoze se hybridni genom rodiCovskych kopii miize meénit. Jsou
prozkoumany tii takovéto situace:

¢ rodi¢ovské kopie bez zmény,

e rodi¢ovské kopie se zménami,

e jedna rodic¢ovska kopie odstranéna.

Faktory ovlivilujici zdkonitosti spfazené evoluce doposud nejsou dostateéné
pochopeny. Zd4 se, ze je dilezit¢ umisténi a pocet nrDNA, déle také zplsob
rozmnozovani, generaéni doba a ¢as od hybridizace (Alvarez et Wendel 2003).
U nepohlavné rozmnoZujicich se taxonli (mei6za se povazuje za nezbytnou
k rekombinaci), u taxoni s dlouhou generac¢ni dobou a nedavnych hybridti by méla byt
pfitomna kompletni nebo alespon ¢astecné kompletni nehomogenizovana rodi¢ovska
sekvence. Nehomogenizované sekvence jsou Casto nalezeny u recentnich nebo u
mladSich hybridi (pf. Tragopogon). Kompletni homogenizace byla pozorovana po
nékolika generacich u nedavnych hybrida (Armeria), (Krak 2012).

V rostliném genomu by mohl byt pfitomen vice nez jeden ntDNA lokus. Pocet
téchto mist se mize lisit dokonce i mezi blizce piibuznymi taxony a mohou byt odlisné
vzhledem K jejich ptvodu. Nektery ztéchto mist mize byt homologicky napfi¢
studovanym taxonem. V takovém piipadé¢ jejich sekvencové variace budou
reprezentovat evolu¢ni vztahy mezi organismy, z kterych byly izolovany (tzv. ortologni
sekvence). Na druhou stranu néktery z téchto mist mize byt zdvojeno, v nékterych ze
studovanych genomi. V takovém piipadé sekvence neodrdzi speciani proces, ale

zdvojeni a podobnost se sekvencemi z jinych taxont (paralogni sekvence), (Krak 2012).

Podle vySe uvedenych zkuSenosti je sprazena evoluce neptedvidatelny proces,

ktery by mohl vazné¢ ovlivnit rekonstrukei fylogenetickych vztahd. Zahrnuti paralognich
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gend do fylogenetické analyzy mize mit za nasledek chybné odhady taxonomickych
vztaht (Doyle 1992). RovnéZz komletni homogenizace zjedné rodicovské sekvence
muze odstranit dalezity dikaz 0 puvodu hybridu ¢i speciaci druht jako cpDNA. Pies
vSechny tyto nepiijemnosti, ITS ziistava jako cenny zdroj fylogenetickych informaci

(Krak 2012).

Dalsi zdroj markerti pro urceni niz§i taxonomické urovné jsou geny s malym
poc¢tem opakovani (,,low copy“ LCNG). Tyto markery jsou v nekodujicich usecich (pf.
intronech) z funk¢éniho proteinu kodovacich genti. LCNG jsou Siroce uzivany, zejména
v ptipadech, kde jiné markery (cpDNA, nrDNA) $patné funguji. Casto pii zkoumani
blizkych vztah nebo pii hybridni speciaci. Vyhoda LCNG je biparentalni dédi¢nost.
Protoze geny s malym poctem opakovani (v idealnim piipadé se vyskytuje v genomu
jedna jedind kopie) jsou méné nachylné k spiazené evoluci (Small et al. 2004).
Vzhledem k obrovskému mnozstvi kodujicich gent piitomnych v rostlinych genomech,
predstavuji potencialné neomezeny zdroj markerd. Dal$im velmi dilezitym rysem je
vice nepropojenych mist, které mohou byt pouzity pro fylogenetické rekonstrukce jako
napt. hybridizace ¢i linie ptivodu, zptsobenou rychlou diverzifikaci z polymorfnich
predkti. Na druhou stranu je nékolik vaznych skute¢nosti, které odrazuji védce v pouziti
LCNG markerd. Tim, Ze jejich evolu¢ni dynamika neni uniformni; v riznych skupinach
rostlin se mohou vyskytovat nezavislé genové duplikace a delece a opis specifického
genu miiZze byt vysoce variabilni mezi témito skupinami. Nékodujici intronové oblasti
nemusi Casto vykazovat vyssi variabilitu nez ntDNA, a proto neobjasni ptibuzenské
vztahy. Navic jejich variace se mohou podstatné liSit v riznych skupinach, taktéz se
muze lisit 1 celkova variabilita riznych LCNG uvnitf stejné sady vzorkd. Kvili genim
s malym poctem opakovani, tyto markery v porovnani s ntDNA mohou byt citlivé ve
vetsi mife k populacné genetickym procesim (pt. geneticky drift, selekce), eliminuji
alely ze studovaného genomu nebo zpusobuji alelickou ne-monofylii (netplné linie
puvodu) vV ramci druhu. Podle posanych vlastnosti by LCNG nemély byt povazovany za

univerzalni markery (Krak 2012).

Navzdory vSem potizim, potencidl LCNG markerti s nejvétsi pravdépodobnosti
zlstane bez redukce. Nicméné dalsi snaha v rdmci €asu a financi musi byt investovana
k pilotnim studiim, které odhali evolu¢ni dynamiku (Small et al. 2004). Pilotni studie by

mély byt zaloZené na malém poctu (radéji diploidnich) jedinct, ktefi pokryji komplexné
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genetickou variabilitu studované skupiny. Fylogeneze zalozena na nrDNA a cpDNA

mize dale prispét k analyzam a k interpretaci dat.
3.3 Rod Chenopodium (merlik)
3.3.1 Charakteristika rodu Chenopodium

Rod Chenopodium patti do &eledi laskavcovité (Amaranthaceae Juss.). Celed’
Chenopodiaceae zahrnuje piiblizné 100 rodt a 1700 druhu, které se vyskytuji
Vv mirnych a subtropickych oblastech na obou polokoulich (Kiihn et al. 1993). V rodu

Chenopodium nalezneme vice nez 135 taxont (Fuentes-Bazan et al. 2012).

VétsSinou se jedna o jednoleté byliny rostouci v aridnich nebo v semiaridnich
oblastech, toleruji i pidy s vy$im obsahem soli. Pfes tuto toleranci ve srovnani s jinymi
rostlinami osidlujici suché prostiedi, postradaji typickou stavbu téla, kterd by se dala
oc¢ekavat v téchto podminkach. Jako je napiiklad list s véncitou parenchymatickou
pochvou kolem cévniho svazku a mezofylem radialné usporadanym kolem véncité
pochvy (tzv. Kranz typ) a nepouzivaji C4 fotosyntézu, ackoliv se u jinych druht Celedi

Amaranthaceae nachazi (Jacobs 2001).

Mnoho druht rodu Chenopodium jsou morfologicky proménlivy témét ve vech
zkoumanych znacich, coz zpiisobuje fadu taxonomickych problému. Tato fenotypova
plasticita se pfedevsim tyka polyploidnich druhtit Chenopodium s. str., ktera v nékterych
pfipadech miize vést ke speciaci. Vysoky stupeil polyploidie je casto spojovéana
s hybridizaci. Druhy mezi sebou hybridizuji se stejnou i riznou ploidni Grovni (Fuentes-
Bazan et al. 2012). Na tento problém jsou i odli$né nazory autort. Mandak et al. 2012
ve své praci shrnuji, Ze pokud k hybridizaci mezi riznymi ploidiemi viitbec dochazi, tak

velmi vzacné.

Polyploidni ptivod druhti pfirodnich populaci je velmi slozité odhalit (Briggs et
Walters 2001). Nejvice pozornosti se vénuje Ch. album, protoze v ramci druhu zahrnuje
ruzné ploidni trovné. Zjisténim evoluce tohoto druhu by pomohlo ke klasifikaci celého
rodu. Gangopadhyay et al. (2002) se pokusil objasnit ptivod hexaploidni formy
Ch.album za pouziti Ch. murale s dvéma diploidnimi a jednim hexaploidnim
zastupcem Ch. album. Dle vysledkt nejvyssi stupeit podobnosti projevovali diploidni
formy Ch. album a nejice se odliSoval Ch. murale. Ac¢koliv je Ch. murale diploidni, mé&l
veétsi podobnost s hexaploidem, nez s diploidem zastupce Ch. album. Na zakladé toho

byla vytvofena hypotéza, ze hexaploidni forma vznikla kombinaci vSech téchto
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diploidt. Nejprve doslo k hybridizaci dvou diploidnich Ch. album, z ¢ehoz vznikla dnes

neznama tetraploidni linie, ktera se pak zktizila s Ch. murale.

Puvod Ch. album s. str. je piesto stale nejasny. Mandak et al. (2012) na zakladé
experimentalniho kiizeni a pratokové cytometrie odhadovali frekvenci hybridizace mezi
druhy s odlisnou polyploidni Grovni. Domnivali se, ze Ch. album vznikl z diploidniho a
tetraploidniho druhu. Ale tetraploidni pivod druhti také neni objasnény. Diky pozd&jsi
fenologie Ch. strictum (na podzim) ve srovnani s diploidnimi druhy, ktefi kvetou v 1ét¢,
je témer ziejmé, ze nedochazi mezi témito druhy ke kiizeni. Podle velikosti genomu
tetraploidich jedinct, stanoveny pritokovou cytometrii, nahrava k tomu, ze nevznikli
autopolyploidizaci diploidnich druhii. Dale podle Mandéka et al. (2012) mohou nastat
Ctyfi rizné moznosti plivodu hexaploidnich Ch. album: (1) splynuti neredukované a
redukované gamety dvou diploidnich druhii a nésledna polyploidizace hybridniho
triploida, (2) hybridizace diploidniho druhu s tetraploidnim druhem a nasledna
polyploidizace hybridniho triploida, (3) splynuti neredukovanych gamet diploidniho a
tetraploidniho druhu a (4) splynuti neredukované a redukované gamety dvou
tetraploidnich druhti. Porovnavali skute¢nou velikost genomu Ch. album se spoéitanymi
teoretickymi velikostmi genomu, které by mély rostliny vzniklé jednotlivymi
navrzenymi moznostmi. Jako nejpravdépodobnéjsi se ukazala moznost kiizeni
diploidniho (Ch. suecicum nebo Ch. ficifolium) a tetraploidniho druhu (Ch. strictum
nebo C. striatiforme). Z experimentalniho kiizeni druhd rtznych ploidnich Grovni
nevzeSli zadni triploidi, proto byly vylou¢eny prvni dv€é moznosti. S nejveétsi
pravdépodobnosti tedy C. album s. str. vzniklo splynutim neredukovanych gamet

diploidniho a tetraploidnich druhu.

U druhtt rodu Chenopodium podle chromozémovych pocti se nejcastéji
vyskytuje uroven diploidni (2n = 2x = 18) tetraploidni (2n = 4x = 36) a hexaploidni (2n
= 6x = 54). Typicky diploidnim zastupcem je C. glaucum, tetraploidnim C. strictum a
hexaploidni C. opulifolium. Na zakladé téchto pocti bylo wuréeno zakladni
chromozomové ¢islo x = 9. Samoziejmé existuji vyjimky, jako jsou tetraploidi C.
multifidum s 32 chromozomy, oktaploid C. anthelminticum s 64 chromozomy se

zakladnim chromozomovym ¢islem x = 8 (Kolano et al. 2008).
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Morfologie

Jak uz bylo feceno, jedna se pievazné o jednoleté byliny, zfidka se vyskytuji i
jako vytrvalé byliny a vzacnéji jako ketiky. V raném stadiu vyvoje byvaji husté pokryté
drobnymi méchytkovitymi nebo zldznatymi chlupy, které mohu byt siln¢ aromatické.
Nejcastéjsi typ lodyhy je vzpiimeny méné pak plazivy. Lodyha je jednoducha i bohaté
vétvend, obla nebo hranatd a mize mit podélné barevné pruhy. Maji jednoduché listy
obvykle tapikaté a jejich postaveni na stonku je stiidavé. Jejich tvary jsou razné:
celistvé, celokrajné, zubaté az lalocnaté. Kvéty jsou prevazné oboupohlavné umisténé
v klubickach v Gzlabi listd, také mohou vytvaret slozita kvétensvi (lichoklasy nebo
vidlany). Okvéti je nejcastéji tii az pétietné, které byva volné nebo srostlé az k vrcholu.
Okvétni listky jsou tenké, na vnéjsi strané mohou byt kylnaté. Pocet ty¢inek je (1-) 5,
zfidka mohou chybét. Semenik je kulovitého aZ vejcovitého nebo zplostélého tvaru.
Pocet blizen je obvykle 2 (- 5). Nazka je zcela anebo Castecné uzaviena v okvéti, ktera
je ulozena vodorovné nebo svisle. Blanité oplodi ma prihlednou az bélavou barvu a je
volné ¢i srostlé s osemenim. Osemeni je hladké nebo sriznou charakteristickou

skulpturou. Semeno ma tvar kulovity az zplostély (Hejny et Slavik 1990).

Rod Chenopodium je velmi proménlivy, coz je problematické pii odliSovani
jednotlivych druhit mezi sebou. Proto je doporucovano sbirat vetsi pocet rostlin jednoho
druhu Kk posouzeni celé variability. Nékteré druhy se 1isi tvarem listu i na jedné a téze
rostlin€. Dokonce nékteré sterilni rostliny mohou byt zaménény s rodem Atriplex. Tyto
rostliny jsou morfologicky velmi variabilni ve tvaru listd, morfologii semen, vyskou a
v mnoha dal$ich znacich. Nejdiilezitéjsimi rozliSovacimi znaky jsou:

e tvar kvétenstvi,

e 0déni,

e morfologie okvéti,
e morfologie plodi,

e tvar listd.

Na zékladé téchto rozliSovacich znak, je dobré rostliny sbirat dobfe vyvinuté,
plodné se zachovalymi listy hlavni lodyhy, coz byva problém, protoze v dobé dozravani

plodii jsou vétSinou opadavé (Hejny et Slavik 1990).
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Vyskyt a vyznam

Rod Chenopodium je kosmopolitné rozsiten (Hejny et Slavik 1990). Druhy se
vyskytuji v pobieznich biotopech, v zédsaditych nebo slanych biotopech a ruderalech
severni a jizni Afriky, Australie, Evropy, a Severni a Jizni Ameriky. Obecné je to jeden
Z nejrozsitenéjSich synantropnich rostlin na sveté¢ (Mandak et al. 2012). Ve stiedni
evropé je Casto nalezneme na obnazenych pudach, na fi¢nych a rybni¢nych pobftezich,
hlavné na ruderalnich stanovistich. Jednd se o pionyrsky rod, ktery kromé osidleni
stanovisté plni 1 funkci asanacni. NesndSeji zastinéni a neni konkuren¢né silny proti
vytrvalym rostlinam (Hejny et Slavik 1990). V dalSich ¢asti svéta se merlici objevuji
spiSe v poustich, polopoustich a v horskych oblastech bohatych na ziviny (Chu et al.
2003 in Wu et al. 2003, Clemants a Mosyakin 2003a,b)

S druhy merliktt se hojné setkame jako s plevelem, naptiklad merlik bily
(Chenopodium album L.), dale merlik mnohosemenny (Chenopodium polyspermum L.),
merlik zvrhly (Chenopodium hybridum L.) nebo merlik fikolisty (Chenopodium
ficifolium Smith), (Fajmon et Simonova 2008). Rada druh@i je vyuZzivana jako
hospodaiska plodina: merlik bledy (Chenopodium pallidicaule Aellen), merlik ¢ilsky
(Chenopodium quinoa Willd) a Chenopodium berlandieri subsp. nuttalliae (Saff.) H. D.
Wilson & Heiser (Fuentes-Bazan et al. 2012). Také jisté stoji zminka o druzich, které se
uplatiuji v medicing, naptiklad merlik zedni (C. murale L.) a merlik vonny
(C. ambrosioides L.). Latky obsazené v téchto merlicich maji antimikrobialni,

-----

analgetické, diuretické a imunostimula¢ni G¢inky (Kokanova-Nedialkova et al. 2009).
3.3.2 Taxonomie rodu Chenopodium

Taxonomie merlikti je velmi slozita, kvuli jejich proménlivosti. Na zakladé
vysledkti chloroplastové DNA je podceled Chenopodioideae oznacovana za
monofyletickou skupinu (Kadereit et al., 2003; Miiller et Borsch, 2005). Naopak rod
Chenopodium diky fylogenetické studii podle Fuentes-Bazan et al (2012a) je
polyfyletickou skupinou.

Taxonomicky je rod Chenopodium zatazen podle APG 111 (2009) do:
kryrosemennych rostlin - Angiosperms,
vétve: eudicots,

vétve: core eudicots,
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radu: Caryophyllales Juss. ex Bercht. et J. Presl (1820),
celedi: Amaranthaceae Juss. (1789).

Podle poétu tyCinek, byl rod Chenopodium vroce 1753 (Linnaeus)
charakterizovan dvéma rody Blitum L. a Chenopodium. Aellen (1960) rozdélil rod
Chenopodium do 13 sekci, kam zahrnul i rod Blitum. Aellenovo rozdéleni rodu
bylo jednou z nejkomplexnéjsich praci. Vzhledm k velké morfologické variabilité rodu

postupem ¢asu a vyvojem ruznych metod doslo ke zménam v taxonomii.

Béhem vyvoje Scott (1978) rod Chenopodium rozsitil o dva podrody Ambrosia
A. J. Scott a Chenopodium, ty dale na Sest a devét sekci. Uotila (2001) ¢leni rod do tii
podrodu: Blitum, Chenopodium a Ambrosia. Vétsi zasah do taxonomie provedl
Clemants a Mosyakin (2003). Ty podrod Blitum dale rozdélili do péti sekci a podrod
Chenopodium na dvé sekce, z nichz se sekce Chenopodium ¢leni do osmi podsekci.
Dale z podrodu Ambriosa vyjmuli aromatické druhy merlikti do samostatného rodu
Dysphania, kterou rozdé¢lili do tii sekci a ty jest¢ do tii podsekci. Na zakladé
molekularni analyzy (Kadereit et al. 2003) byla pod¢eled” Chenopodioideae rozdélena
na Ctyfi vétve. Pozdé¢ji (Kadereit et al. 2010) byla provedena dalSi analyza, ktera
podceled’ roziadila do péti vétvi: Atripliceae, Chenopodieae I, Chenopodieae I,

Axyrideae a Dysphanieae .

Nejnovégjsi  studie podceledi Chenopodioideae rozélenila do ¢tyf triba
(Atripliceae, Anserineae, Dysphanieae a Axyrideae) na zakladé velmi podrobné
molekularni fylogenetické analyze (Fuentes-Bazan et al 2012). Podle vysledku bylo
zjisténo, Zze rod Chenopodium se sklada ze Sesti vétvi: Chenopodium s. str.,
Chenopodiastrum (= vétev C. murale), Oxybasis (= vétev C. rubrum), Lipandra (=
vétev C. polyspermum), Blitum (= vétev C. capitatum) a Dysphania-Teloxys. Také bylo
zjisténo, ze rod Chenopodium je parafyletickou skupinou viéi dalsim rodim podceledi

Chenopodioideae.

Do prvniho tribu Atripliceae se fadi vétev Atripliceae s. str., ktera je
reprezentovana Atriplex L. a Microgynoecium Hook. f. Atriplex L. a Microgynoecium
Hook. f. jsou sesterské k vétvi Chenopodium s. str. Chenopodiastrum (= vétev
C. murale) zahrnuje blizce piibuzné druhy C. murale a C. coronopus a ty maji
ptibuzensky vztah k C. hybridum L. a C. badachschanicum Tzvelev. Sestersky ke vSsem

ptedchozim je Oxybasis (= vétev C. rubrum). Soucasti této vétve jsou C. rubrum,
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C. glaucum a C. urbicum. Ke vSem tfem je sestersky C. chenopodiodies. Lipandra
(vétev C. polyspermum) je sesterska k C. rubrum, C murale, Atripliceae s. str. a
Chenopodium s. str. Druhy tribut Anserineae zahrnuje dvé sesterské linie Spinacia a
C. capitatum L. Ambrosi. Do tietiho tribu Dysphanieae se ¢leni Dysphania a Teloxys
Mogq. Posledni tributem je Axyrideae, jehoz soucasti jsou Axyris L., Ceratocarpus Buxb.
ex L. a Krascheninnikovia (Obr. ¢. 1), (Fuentes-Bazan et al 2012).
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3.4 Zkoumané diploidni druhy

Studovanymi druhy byli diploidni (2n = 2x = 18) jedinci Chenopodium

ficifolium a Chenopodium suecicum a jejich mozny kiizenec Chenopodium x gruelli.
3.4.1 Charakteristika Chenopodium ficifolium
Morfologie

Chenopodium ficifolium (merlik fikolisty) je jednolety pozdni jarni plevelny
druh. Lodyha je vzpiimena az vystoupava, miize byt 1,5 az 1,7 m vysoka, fidce az
husté vétvend, nezietelné¢ vicehrannd. Listy maji barvu svétle zelenou, cepel je 2,0 -
2,5(- 4,0) krat delsi nez $iroka, uzce kosnikovita a na ptfedni strané pomoucena. Dolni
listy jsou vyrazné fapikaté, trojlalo¢né s klinovitou bazi, postranni tkrojky ma kratsi nez
prostfedni. Tento postranni Ukrojek byva dlouhy, casto uzky se zvlnénymi az
zoubkatymi okraji n&kdy s celokrajnymi. Spicky ukrojk byvaji obracené k hlavni Zilce
nebo ven. Cepel hornich listd byva fapikata, nevyrazné trojlalodna az kopinata, zubata
az celokrajnd a také Spicata. Kvétenstvi je bohaté rozvétvené, jednd se o rozvolnénou
licholatu s ¢etnymi listeny 5 - 20kvétymi klubicky. Kvéty jsou malé, v praiméru 1,3 -
1,8 mm a pomoucené. Okvéti je do jedné poloviny srostlé. Pocet tyCinek je 4 - 5.
Plodem je nazka s okrouhlym obrysem. V priméru maji rozmér 0,8 - 1 mm. Na povrchu
se nachazi blanité¢ oplodi. Po jeho odstranéni je semeno lesklé Sedocerné az Sedohnédé
s jemnymi doli¢ky na povrchu. Osemeni oddélené jamkované, kazda jamka je Ctyf- az
mnohouhelnikovita s radidlnimi brdzdami ¢i bez nich. Tento druh se rozmnoZuje pouze
generativné. Kvete od Cervence do zafi a jedna rostlina na sobé¢ mize mit az né¢kolik
tisic nazek. Dozralé naZzky vysemeni v okoli matefské rostliny a v dalSim roce, po

promrznuti pudy, vykli¢i (Hejny et Slavik 1990).
Ekologie

Chenopodium ficifolium je piivodné rozsiten od jizni Evropy po vychodni Asii,

druhotné se vyskytuje v celé Eurasii a v Severni a Jizni Americe (Obr. €. 2).
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Obr. ¢. 2: Vyskyt druhu Chenopodium ficifolium
v Evropé (Jalas et Suominem 1988).

U nas je hojny v niz8ich polohach v teplejSich oblastech, méné pak na ostatnich
uzemi (Obr. ¢. 3). Roste hlavné na ruderdlnich stanovistich, na okrajich hnojist,
silaznich jam, smetistich, okrajich cest, kompostech, polich, zahradach i na obnazenych
dnech rybniki, v pomalu tekoucich vodach a v terénnich depresich apod. Roste
pfevazné ve spoleCenstvech svazu Sisymbrion officinalis a Vv cendzach svazu
Chenopodion glauci a Bidention tripartiti. Preferuje bohaté ptidy na amoniakalni dusik.

Je to mén¢ vyznamny plevelny druh (Hejny et Slavik 1990, www.jvsystem.net).
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Obr. &. 3: Mapa vyskytu Chenopodium ficifolium v CR (www.portal.nature.cz).

Variabilita

Merlik fikolisty je velmi proménlivy ve vySce, vétveni, velikosti listli, zubatosti
okraje listi a ve skulptufe osemeni. Podle Aellena jsou rozliSovany dva poddruhy:

Ch. ficifolium subsp. a subsp. blominanum, které jsou ptivodem z Indie a Asie. Poddruh
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Ch. ficifolium subsp. je charakteristicky znaky: vétSimi, Sir§imi dopfedu ¢i ven
obracenymi postrannimi Ukrojky listhi a osemeni s pravidelnymi Sestihrannymi
jamkami. Naproti tomu poddruh Ch. blominanum subsp. se 1i§i malymi ven obracenymi

postrannimi ukrojky a osemeni s nepravidelnou skulpturou (Hejny et Slavik 1990).
3.4.2 Charakteristika Chenopodium suecicum
Morfologie

Chenopodium suecicum (merlik $§védsky) je jednoletd svétlezelena nebo
sivozelend bylina, v mladi fidce pomoucend. Lodyha byva vzptimena o vysce 0,4 - 0,9
(- 1,30) metrh a je Sikmo odstale vétvena. Lodyha je nezfetelné vicehrannd, ryhovana,
barvu ma vétsSinou svétle zelenou nebo zZlutavou se zelenymi az Sedozelenymi pruhy a
na podzim ma v pazdi listl nékdy nachové skvrny. Listy jsou velmi tenké a mohou byt
fapikaté, stfidavé, nejspodnéjsi nekdy vstiicné a oboustranné v mladi pomoucené. Na
podzim listy mnohdy &ervenaji nebo Zloutnou. Cepel dolnich a stfednich listdl je $iroce
vejc¢ita az kosnikovita, obvykle slabé trojlalocnd s vrcholem tupé Spicatym az Spiatym
a s okrajem nejéast&ji husté a ostie zubatym. Cepel hornich listi je tzce kosoétvereéna,
vej¢itd nebo kopinatd. Smérem k vrcholu se listy postupné zmensuji. Horni listy maji
tvar zubaty aZz celokrajny bez postrannich ukrojkt. Kvétenstvi je licholata s kratkymi
fidkymi vétvemi, s mnozstvim drobnych tidkych vrcholi¢natych stopkatych klubicek a
castymi jednotlivymi kvéty. Okvéti je do poloviny srostlé. Okvétni listky jsou vejcité,
na vrcholu tupé az tupé Spicaté, clunkovité prohnuté. Obvykle maji svétle zelenou barvu
s bélavymi okraji. V dobé zralosti semen cervenaji nebo Zloutnou. Na hibetu jsou
kylnaté¢ az kiidlaté. Obsahuje pét tyCinek. Obrys naZzek je kruhovity, na obvodu
zaobleny a rozmér v priméru €ini 1,1 - 1,4 mm. Nazky jsou uloZené na kvétnim lizku
vodorovné. Tenké oplodi m4 barvu bélavou nebo zlutavou. Osemeni se vyznacuje
meélkym paprskovitym ryhovanim az zbrazdénim (Hejny et Slavik 1990).

Ekologie

Merlik Svédsky se vyskytuje v oblastech severni polokoule, prevazné v mirném
a boredlnim pasmu. Osidluje téméf celou Evropu, kromé mediteranni oblasti, kde
doposud nebyl zaznamenan. Dal§im uzemim, kde tento druh roste, je na vétSin¢ Sibifi,

na jihovychod¢ po ostrov Honsu, ojedinéle 1 v Cin€ a severozapadné v Severni Americe

(Obr. &. 4).
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Obr. €. 4: Vyskyt druhu Chenopodium suecicum
v Evropé (Jalas et Suominem 1988).

V Ceské republice roste hojné az roztrousend v termofytiku a mezofytiku
(Obr. ¢. 5). V horach se vyskytuje spise ojedinéle. Ma rad mista obdobn¢ jako merlik
fikolisty. MiZze byt tedy spatfen na ruderdlnich stanovistich jako je hnojisté, na
kompostech, skladkach, v okoli Zelezni¢ni traté, na okrajich cest, v okopanindch apod.
V kulturach se vyskytuje ve spolecenstvech fadu Plolygono-Chenopodietalia, mimo
kultury zejména ve spolecCenstvech svazi Sisymbrion officinalis. Vyhledava pady hojné
na mineraly a organické Ziviny. Nevadi mu ani nadmérné bohaté plidy se ¢pavkovym

dusikem. (Hejny et Slavik 1990).
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Obr. ¢. 5: Mapa vyskytu Chenopodium suecicum v CR (www.portal.nature.cz).

Variabilita

Merlik svédsky je velmi proménlivy druh hlavné ve velikosti a tvaru lodyznich

listd. Ve vice znacich se projevuji zmény populace od severu k jihu. Napftiklad v jiznich
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castech aredlu se odliSuji mensimi semeny, zubatéjSimi a trojlalocnatymi listy, n€kdy
dokonce maji v pazdi vétvi Cervené skvrny. Pro piesnéjsi udaje by bylo vhodné
rozmanitost druhu blize prozkoumat. Svou variabilitou byva zaménén s merlikem bilym

(Hejny et Slavik 1990).

40



4 METODIKA

Experimentalni vyzkum diplomové prace byl provadén od dubna 2014 az do
srpna 2015 v Botanickém ustavu Akademie véd v Prithonicich. Cast vyzkumu probihal
na pokusné zahrad¢ v prtihonickém aredlu Chotobuz a ¢ast v laboratofich populacni
genetiky. Vyzkum byl zaméfen na hybridizaci dvou diploidnich druhti Chenopodium

ficifolium a Chenopodium suecicum.
4.1 Sbér dat

Na tento vyzkum byla pouzita semena Chenopodium ficifolium a Chenopodium
suecicum z piirodnich populaci a semena z diivéjsiho experimentu hybridnich rostlin.
Tato semena byla vypéstovana na pokusné zahrad¢ v prithonickém aredlu Chotobuz. Na
zaklad€ semen z ptirodnich populaci a semen z umélé hybridizace byl vyzkum rozdélen
na dvé skupiny. Tteti skupinu zahrnovaly rostliny sebrané z piirodnich lokalit, které se
skladaly z druht Chenopodium ficifolium, Chenopodium suecicum a Chenopodium x
gruelli. Chenopodium x gruelli je hybrid vznikly kiizenim Chenopodium ficifolium a
Chenopodium suecicum. Na zakladé poskytnutych a sebranych dat jsou tyto tfi skupiny

niZe popsany.
4.1.1 Uméla hybridizace

Vyzkum umélé hybridizace byl provadén roku 2013 na pokusné zahradé
Vv prihonickém aredlu Chotobuz doktorem Petrem Vitem. Na jate roku 2013 se nejprve
od semene vypéstovaly pokusné rostliny dvou diploidnich druhi (Ch. ficifolium a Ch.
suecicum). Po vypéstovani se vybraly ¢tyfi druhy rostlin - dva druhy Chenopodium
ficifolium a dva Chenopodium suecicum. Tésné pied tim nez vykvetly, se spole¢né tyto
druhy zabalily do dvojit¢tho monofilu. Pod monofilem byla vZdy jedna rostlina od
kazdého druhu (Ch. ficifolium + Ch. suecicum). Vzhledem ktomu, Ze jsou to
vétrosprasné rostliny, vSe ostatni se ponechalo na ptirod€. Pii sbéru semen bylo jasné,

Ze v potomstvu bude mix semen vzniklych kiiZenim a samoopylenim matetské rostliny.

S takto vzniklymi semeny jsem nasledujici rok dale pracovala. Semena byla
nejprve ruéné o€isténa a poté dana na vlhky filtraéni papir (Obr. ¢. 6). Oc¢isténa semena
Vv Petriho misce byla vloZena K nakliceni do lednice. Semena klicila (Obr. ¢. 7) v lednici
o teplot¢ 5 °C. Zpocatku vzorky byly ponechany, za stalého pozorovani, Vv lednici
zhruba dva az tii tydny. Postupné podle kli¢ivosti byly pfesazovany do sadbovaée na

pokusné zahradé. Vzdy po pifesdzeni byl zbyly rostlinny material vracen zpét do lednice
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a nechal se dale nakli¢it. Behem kliceni rostliny nebyly pfihnojovany, pouze zalévany

podle potieby.

Obr. &. 6: Cisténi semen a davani do Petriho Obr. ¢. 7: Kli¢eni semen
misky. v Petriho misce.

Z vétSich semenacka pak bylo mozZzné podle morfologickych znaki urcit, zda se
jedna o kiizence ¢i nikoliv. Celkem bylo vysadzeno 252 klickd matetské rostliny
Chenopodium ficifolium, z nichz se uchytilo 112 semenackt. Podle morfologie listl
moznych hybridd bylo piesazeno 25 rostlin. Z mateiské rostliny Chenopodium
suecicum bylo sazeno 199 kli¢ku, vyrostlo 75 rostlin. Z téchto semenacku bylo taktéz

podle morfologie listti uréeno 69 moznych kiizencti Chenopodium suecicum.

Pro muj dalsi vyzkum bylo zapotiebi z vypéstovanych rostlin odebrat listy. Ty
byly vkladany do ¢ajovych sackd a kazdému jedinci bylo pfidéleno specifické cislo.
Listy v ¢ajovych pytlicich byly vlozeny do plastové krabicky se silikagelem, kde se list
vysusil. Silikagel je granulovita, porovita forma oxidu kifemicitého, ktery ma schopnost

pohlcovat vihkost. S ususenymi listy se dale pracovalo, viz kapitola 4.3.1.
4.1.2 Frekvence vyskytu kFiZencii v experimentalnich populacich

Pokus byl uskuteénén pomoci semen sebranych z ptirodnich populaci z roku
2013. Pouzita semena Chenopodium ficifolium byla sebrana z péti lokalit a semena
Chenopodium suecium ze &tyf lokalit. Pouzita semena Chenopodium ficifolium
pochazela z lokalit: Tynec nad Labem, Novy BydZov, RejSice, Praha a obec Virt
(Slovensko). Semena Chenopodium suecicum méla pavod z lokalit: Novy Bydzov,

Rohovladova Béla, Rejsice a Svermov.

Piiprava semen a jejich klickd byl stejny, jako je popsano v kapitole 4.1.1.
Celkem bylo do sadbovace vysazeno 2466 rostlin, z toho se jich uchytilo 1081. Velka

umrtnost byla bohuzel zplisobena silnym destém, ktery rostliny zlamal. Kdyz ptezivsi
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rostliny povyrostly, byly podle ndhodného i nendhodného vybéru piesazeny do vétSich

kvétnikl a vypéstovany do faze dospélosti (Obr. €. 8).

Z populace Chenopodium ficifolium bylo nahodné vybrano 45 jedinci. DNA
analyz se zhcastnilo 21 jedinct. V ¢&isté populaci Chenopodium ficifolium z mnozstvi
975 rostlin byli podle morfologie listi urceni pouze dva mozni hybridi z lokality Tynec
nad Labem.

Chenopodium suecicum velmi Spatn¢ kli¢ilo a tim se prodlouzila doba
piesazovani. Celkové mnozstvi klickl bylo 244, z toho vyrostlo 106 semenacki. Podle
morfologickych znakti zde nebyl rozpoznéan ze 106 rostlin zddny mozny hybrid a tak do
kvétnikd pro dalii analyzy byli piesazeni pouze 4 jedinci z lokality Svermov.

Vsechny rostliny Vv kvétnicich byly oznaceny svym specifickym ¢islem. Kazdy
den byly rostliny kropeny ostiikova¢em a obcasné je bylo potieba vyplit. Z jedinct byly
opét odebrany listy a vkladany do silikagelu.

Ly

Obr. €. 8: Péstovani do faze dospélosti studovanych druhi.

4.1.3 Frekvence vyskytu kiiZencu v prirodnich populacich

Na prelomu mésicli Cerven, Cervenec bylo navstiveno pét lokalit v ptirodé
v okoli Prahy. Sbér probihal pod odbornym dozorem panem Mandakem. Jednotlivé
druhy (Chenopodium ficifolium, Chenopodium suecicum a Chenopodium x gruelli)
byly rozpoznavany podle morfologie listd. Zkoumané druhy (Ch. ficifolium a Ch.
suecicum) jsou od sebe v ptirodé morfologicky dobte rozlisené, pticmz kiiZzenec
Chenopodium x gruelli Aellen sdili morfologické znaky obou rodict (Aellen 1971—
1972). Na kazd¢ lokalité byla snaha nasbirat kolem 50 poloZzek daného druhu. VSechny
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nasbirané byliny byly uchovéany jako polozky. Opét bylo z kazdého jedince odebrano
dohromady 3 az 5 listd z horni, stfedni a spodni ¢asti rostliny. Listy byly dale uchovany

stejné, jako je tomu V kapitole 4.1.1.

Prvni lokalitou byla Praha - Bubene¢, Cisaisky ostrov, kde se rod Chenopodium
nachdzel v okoli mostu, podél feky a nejvice v mistech, kde byl navoz pidy. Z této
lokality bylo sebrano 50 jedincti Chenopodium ficifolium a 41 jedinci Chenopodium

suecicum. Druh Chenopodium x gruelli nebyl nalezen.

Druha lokalita byla v Podbofanech, 1,6 km severovychodné od kostela v obci,
kde byl umistén areal skladky stavebnich suti. Na této lokalit¢ se nachazelo mnoho
druhd rodu Chenopodium. Ve velmi malé mife bylo zastoupeni Chenopodium
ficifolium, kde bylo nalezeno pouze 9 rostlin. Mnohem Iépe na tom byl druh
Chenopodium suecicum, celkem 53 polozek. V arealu stavebnich suti op&t nebyl spatien

druh Chenopodium x gruelli.

Pobliz Podbotan jsme navstivili dalsi lokalitu, Podbotfansky Rohozec. Lokalita
se rozprostirala cca 2 km jihovychodné od kostela v obci na poli na severnim okraji
rybnika Velky Rohozec. Pole muselo byt del§i dobu neobdélavané, protoze se tu rod
Chenopodium hojné vyskytoval. Celkem bylo sebrano 50 jedinct Chenopodium
ficifolium a i Chenopodium suecicum. Zde se zadafilo a byl nalezen i hybrid
Chenopodium x gruelli, kterych bylo celkem odebrano 30 polozek. Osm nalezenych
jedinci bylo na lokalit¢ ponechano do reprodukéni faze. Rostliny byly oznaceny,

abychom je byli schopni zhruba po mésici najit a odebrat z nich semena.

Po mésici byl docela problém vyznacené hybridy nalézt, protoze z 0,5 m rostlin
vyrostly v§echny druhy rodu Chenopodium do vysky 1,5 az 2,0 m. Nakonec se podafilo
nalézt pét jedinci Chenopodium x gruelli a jejich semena byla sebrana. Rovnéz se

z kazdého jedince odebraly i vzorky listt.

Ptedposledni lokalita u Vrané nad Vltavou podél silnice k Vranému, presnéji
mezi Vranym nad Vltavou a Javorem bylo posbirano 50 jedincti Chenopodium
ficifolium a 50 jedinct Chenopodium suecicum. Chenopodium x gruelli byl opét bez

nalezu.

Posledni lokalita Hostivice se vyznacovala volnymi plochami severné od
Nadrazni ulice. Chenopodium x gruelli se zde nevyskytoval. Z druhu Chenopodium

ficifolium bylo celkem odebrano 46 polozek a z Chenopodium suecicum 50 polozek.
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Bylo velmi naro¢né najit v ptirodé hybridy rodu Chenopodium, ale nakonec
jsme byli Gspésni a ja tak mohu dokazat ¢i vyvratit pomoci DNA analyz, ze se
Chenopodium ficifolium a Chenopodium suecicum samovolné¢ mezi sebou v piirodé
kiizi.

4.2 Molekularni markery

Molekularni marker nam na zakladé analyzy jeho molekul DNA poskytuje
informaci o genotypu organismu. Pomoci DNA markeri lze jednoduse detekovat
rozdily v genetické informaci, které jsou soucésti sledovaného jedince. Markery tedy

vypovidaji o genetické podobnosti populaci, druhil a jedinc.
4.2.1 Vyvoj molekularniho markeru

Pro tento vyzkum byl molekularni marker vytvofen v roce 2008 v Botanickém
ustavu Akademie véd v PrGhonicich. Pro vyvoj molekularniho markeru byl pouzit
hybridni jedinec Chenopodium % gruelli - kiizenec druhd Chenopodium ficifolium a
Chenopodium suecicum. Nejprve se zjistovala variabilita v jednom nekddujicim useku
jaderné ribozomalni DNA (nrDNA) tzv. intergeneticky spacer (IGS nebo nrDNA IGS).

Pomoci primert se amplifikovala ¢ast nrDNA IGS u obou druhit merliki (Obr. €. 9).

C. ficifolium
hybrid sekv.1 B
hybrid sekv.2 EEEE
C. suecicum

Obr. &. 9: Alignment sekvenci ntDNA IGS — sekvence Ch. ficifolium je delsi o 44 bp nez sekvence Ch.
suecicum.

Pomoci sekvenovani se zjistilo, ze se oba druhy lisi inzerci / deleci o délce 44
part bazi (bp). U jejich kiizencd, minimaln¢€ u generace F1, by tedy mély byt pfitomny

ob¢ sekvencni varianty, coz bylo potvrzeno pomoci PCR a klonovanim.

Na zakladé téchto sekvencnich dat byly uréeny nové primery (Obr. ¢. 10),
Vv blizkosti této inzerce / delece (primery ChX195F a ChX243R). Nové primery byly
designované proto, aby se zkratila délka PCR produktu a rozdil mezi Chenopodium
suecicum a Chenopodium ficifolium byl 1épe viditelny (piivodni délka produkti byla cca
700 bp, s pouzitim novych primerd cca 230 bp). Produkt u Ch. ficifolium ma délku 228
bp, u Ch. suecicum 184 bp. Experimentalni amplifikaci nékolika rostlin od obou druht a
jejich hybridii, bylo zjisténo, ze jsou délkové rozdily dobfe viditelné na 2 - 2,5%

agardzovém gelu.
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+ +

C. ficifolium -

C. suecicum

Obr. €. 10: Lokalizace primeri ChX195F a ChX423R, pouzivanych k identifikaci hybridii pomoci PCR
(Cerné Sipky), Sedé obdélniky znazoriuji sekvence nrDNA IGS, inserce o délce 44 bp charakteristicka
pro C. ficifolium je znazornéna ¢ervené.

Prubéh DNA analyzy v roce 2008

Celkem testovanych vzorkd bylo osm, jejichz izolaci DNA byla ziskana DNA
jednotlivych jedincii. Optimalizace teploty hybridizace bylo provedeno PCR
konkrétniho vzorku (-45S-1GS-NOR-F/45S-1GS-NOR-R-). Testovana teplota se
pohybovala okolo 55 - 56 °C. Timto zpisobem byly ziskany nové primery Primer F
(45S-1GS-NOR-F) a Primer R (45S-1GS-NOR-R). Pro otestovani primer pomoci PCR,
byly primery nafedény: Primer F (45S-IGS-NOR-F) - 10 pul do 90 ul ddH,0 a Primer R
(45S-1GS-NOR-R) - 10 ul do 90 pul ddH,0 (destilovana, deionizovana voda). Byl také
namichan deoxyribonukleozidtrifosfat (ANTP) v poméru 10 ul A+ 10 ul G + 10 ul C +
10 ul T + 460 ul ddH,0. Podle mnozstvi vzorki, byl smichan takzvany ,,Master Mix“,
coz je smés pro PCR (vice kapitola 4.3.3).

PCR profil: Cycler Eppendorf Gradient (program IGS)

95°C — 3 min (Gvodni delsi denaturace)
95°C-30s (denaturace pro kazdy cyklus)
50°C-30s (zchlazeni a nasedéani primertt)
72°C—-60s (extenze — syntéza DNA)
72°C — 10 min (finalni extenze)

4°C —END (konec programu)

Celkem bylo opakovano 35 cykli. Vzorky byly vizualizovany pomoci 1%
agarozové elektroforézy. Na gel byly davany 2ul PCR produktu (testovanych primerti) a
50ng z 50bp DNA ladder (velikostni marker), coz je zebiik, ktery slouzi pro odhad
velikosti pozorovanych DNA fragment.
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4.3 DNA analyzy
4.3.1 lzolace DNA

DNA vzorky byly ziskany 2z vlastné nasbiranych ausuSenych listh
z Chenopodium ficifolium, Chenopodium suecicum a Chenopodium %  gruelli.
Vzhledem k vétsimu mnozstvi vzorkti byla DNA izolovana pomoci kitu DNeasy 96
Plant Kit (Qiagen), ktera umoznuje vyizolovat 192 vzorku nejednou. Tyto Kity jsou
komer¢né vyrabéné soupravy, které jsou vybavené potfebnym materialem (roztoky a
plastikovym materialem). Sada DNeasy Plant Handbook (Qiagen) obsahuje i podrobny
manual. Vzorky byly izolovany podle protokolu Frozen Plant Tissue. Jelikoz bylo
pracovano s ususenymi listy, bod s tekutym dusikem byl z protokolu vynechan. Do
dvou sad zkumavek (2 x 96) byla vlozZena jedna wolframkarbidova kulicka a nasledné
10 - 15 g rostliného materiadlu. Pfipravené zkumavky s rostlinym materidlem byly
umistény do homogenizatoru Tisseu Lyseru II (Qiagen), kde dosSlo k nadrceni listd.
Homogenizator byl nastaven na rychlost 30 Hz pfiblizn¢ jednu minutu. Pro zahtati
pufru (AP1), ktery byl soucasti sady kitu, byl pouzit termoblok The Cube Dry Bath
Incubator (Thermo Scientific). K oddéleni pevného rostlinného materialu od roztoku
byla vyuzita centrifuga Heraeus Multifuge X3R (Thermo Fisher Scientific) s rotorem na
2 x 96 vzorki. V poslednim kroku bylo pfidano 2 x 50 ul promyvaciho AE pufru kvuli
vétsimu vytézku koncentrace DNA z izolovanych vzorki. Pro zachovani vlastnosti

ziskané DNA, byly vzorky uchovavany v mrazaku pii teploté -20 °C.
4.3.2 Meéfeni a Fedéni koncentrace DNA

Pro dalsi praci se ziskanou DNA byla potifeba zméfit jeji koncentrace. K tomu
byl pouzit spektrofotometr NanoDrop 2000 od firmy Thermo Scientific. Aby byla
zmeiena koncentace DNA, vzorky byly nejprve vyndany z mrazdku do pokojové
teploty. Zhruba po deseti minutach byly vlozeny do centrifugy Heraeus Multifuge X3R
(Thermo Fisher Scientific) srotorem na 2 x 96 vzorkt. Na spektrofotometr byly
naneseny 2 ul pufru AE ze sady DNeasy Plant Handbook, jako standart Blank. Poté
byly postupné na n¢j napipetovavany 2 pl jednotlivych vzorkt vyizolované DNA. Po
kazdém méfeném vzorku, byl spektrofotometr ocistén bunicinou. V programu
NanoDrop 2000 byly vzorky vyhodnoceny a pod svym specifickym ¢islem uloZeny se

zjisténou koncentraci DNA v ul. Podle pozadované hodnoty koncentrace DNA byly
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vzorky natedény ddH,O (destilovana, deionizovana voda). Koncentrace byla vypocitana

vzorcem:

10 ng/ul
koncentrace DNA ul

X objem 20 pl

4.3.3 PCR analyza

Pted ptipravou roztokl pro PCR byly zkoumané vzorky vyndény z mrazéku a po

rozmrznuti kratce centrifugovany v pfistroji Centrifuge 5430R (Eppendorf).

Pot¢  byly  pfipraveny  roztoky  pro PCR. Byl namichan
deoxyribonukleozidtrifosfat (ANTP), coz je smés vSech c¢tyf nukleotidi (Adenin,
Cytosin, Guanin, Thymin). Tato smés byla ptipravena do zkumavky Eppendorf tak, ze
od kazdého nukleotidu bylo pouzito 20 ul a pfidano do 920 ul ddH,O (destilovana,
deionizovana voda). PouZivané primery Chx 195 F a Chx 423 R byly také nafedény,
v poméru 10 pl Chx 195 F a 10 pl Chx 423 do obsahu 90 pul ddHO.

Pro zachovani vlastnosti a funkci byly vSechny potifebné roztoky pro PCR
uchovavany v mrazaku (-20 °C). Pied pouziti tedy bylo nutné z mrazaku roztoky vyndat
do pokojové teploty. Jednalo se o DNA templat, ddH,O, pufr, MgCl,, dNTP a dvojici
primert. Po rozmrznuti roztoki vSe probihalo ve sterilnim prostedi ve flowboxu. Podle
mnozstvi vzorkl, byl namichén takzvany ,,Master Mix“, coz je smés pro PCR. Tato

smés kromé uvedenych materiala (viz vyse) obsahuje navic Taq polymerazu.

Ptiprava ,,Master Mixu*: do zkumavky Eppendorf bylo napipetovano potiebné
mnozstvi ddH,0, pufru, MgCl, a dNTP. Zkumavka byla s obsahem vloZena do piistroje
Vortex Mixer VX-200 (Labnet International, Inc.), ktery zajistil dostate¢né promichani
roztoku. Poté byly pridany natedéné primery ChX 195 F a ChX 423 R a roztok se stocil
na malé centrifuze Spectrafuge Mini Centrifuge C1301 (Labnet International). Nakonec
do zkumavky byla pfidana Taq polymeraza. Ta byla po celou dobu v mrazaku, coz bylo
dalezité pro jeji spravnou funkci pii PCR. Taq polymerdza byla Spickou pipety lehce
promichana v pfiravovaném roztoku. Piesny obsah ,,Master Mixu* pro jeden vzorek je
uvedeno v tab. ¢. 1. Vzdy bylo michano o 4 vzorky ,,Master Mixu“ navic, kvtli mozné

chybé pii pipetovani.
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Tab. ¢. 1: Obsah Master Mixu pro 1 vzorek.

Chenopodium

MM 1X

H,O 14.4
10xbuffer 2.5
MgCl, (25 mM) 2.5
dNTP (2 mM) 2.5
Primer F (10 uM) 0.5
Primer R (10 uM) 0.5
Taq polymerase (5U/ul)

Fermentas 0.1
Templete (20 ng) 2.0
Reaction Volume 25
template 10 ng/ul (1.0 pl)

Ptedposlednim krokem bylo do pfedem pfipraveného platicka multikanalovou
pipetou dodat 23 pl ,,Master mixu“ do kazdé jamky a poté jesté piidat 2 ul DNA
ptislusného vzorku. Posledni fazi bylo pielepeni platicka prihlednou slidou a vlozeni do
ptistroje Mastercycler Pro S (Eppendorf). Tento programovatelny cykler je schopen

rychle meénit teplotu dle nastaveni programu.

Program na pfistroji Mastercycler Pro S (Eppendorf) byl nastaven:

1) 95°C —3 min (Gvodni delsi denaturace)

2) 95°C-30s (denaturace pro kazdy cyklus) N

3) 53°C-30s (zchlazeni a nasedani primert) - 35
4) 72°C-30s (extenze — syntéza DNA) e

5) 72°C - 10 min (finalni extenze)

6) END (konec programu)

V prvnim bod€ je denaturace prodlouzena, aby doSlo k rozpojeni delSich
fragmentl templatové DNA. V dalSich bodech jako templat jsou pouzity noveé
namnozené kratsi fragmenty. V bod¢ Ctyii je cyklus ukoncen a vraci se zpét k bodu dva.
V bodé¢ dva, tf1 a Ctyfi celkem probéhne 35 cykli. Vysledkem opakovanim cykla je
velké mnozstvi kopii fragmentil. O nékolik minut je delsi 1 posledni krok, ktery vylouci
vyskyt netplnych fragmentd krat$i délky. Pro mtj experiment byl tento program pro
PCR vytvofen odborniky molekularni biologie v Botanickém tustavu Akademie véd

Vv Prahonicich.
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4.3.4 Elektroforéza na agar6zovém gelu

Agarézovy gel mize byt pfipraven v rizné hustoté, v mém piipad¢ byl pouzit
1,5% - 2 % gel praskové agarozy (SERVA). Vhodna velikost pouzité elektoforetické
vanicky (ELFO) testovanim vysledki byla o rozmérech 10x10 (Tab. ¢&. 2).
V Erlenmeyerové baiice smichan pomér smési praS8kové agardzy a pufru TAE (Tris-
acetate-EDTA), na digitalni vaze Kern 272 (KERN and Sohn GmbH). Pfipravena smés
byla vlozena na né€kolik minut do mikrovinné trouby. Béhem zahtivani bylo s roztokem
jednou az dvakrat zamichano. Roztok byl povaien, dokud obsahoval vlakna agardzy. Po
vyjmuti z mikrovinné trouby byl zkontrolovan objem gelu, v ptipadé nedostatku byl
dolit destilovanou vodou nebo pufrem TAE do pozadovaného objemu a zchlazen
ptiblizné na 60°C. Dale do Erlenmeyerovi banky bylo piidano 3 — 4 ul, dle velikosti
gelu, ethidium bromidu. Dokonale promichany gel byl vylit do dikladn¢ omyté
elektroforetické vanicky. Vzniklé bubliny v gelu byly odstranény smérem ke sténam a
co nejdale od sloti, do kterych byly nanaseny vzorky. Do gelu byl nasledné zanoien
elektroforeticky hieben a byl ponechdn ke ztuhnuti (cca 15 min.). Mezitim bylo na
parafilm ptipraveno 0,5 ul Loading Dye Solution (Fermentas), ktery zpusobi klesani
vzorkd ke dnu jamky, do kterého bylo jest¢ pfidano 3 pl DNA jednotlivych vzorkt
z PCR reakce. Po ztuhnuti gelu byl elektroforeticky hieben opatrné vysunut a potopen
do elektroforetické vany (Cleaver Scientific, Ltd.) s pufrem TAE. Do vzniklych jamek,
které byly zatopené pufrem, byla pipetovana smés DNA. Prvni jamka vzdy obsahovala
velikostni marker GeneRuler 50bp DNA ladder (Fermentas), coz je zebiik, ktery slouZzi
pro odhad velikosti pozorovanych DNA fragmenti a do druhé jamky byl davan
kontrolni vzorek hybridti. Spicku pipety bylo zapotiebi co nejhloubé&ji zanofit do jamky,
aby nedoSlo ke kontaminaci se sousednimi vzorky. KdyZ byly vzorky ptipraveny,
elektroforéza byla spusténa pripojenim ke zdroji (Power supply MP-250V a MP-300V,
Cleaver Scientific, Ltd.). Elektroforéza byla nastavena na 30 minut s napétim 120 voltu.
Po 30 minutach byl gel vyjmut z elektoforetické vany 1 vanicky a vlozen do UV
transluminatoru: InGenious (SynGene). V pocitacovém programu GeneSnap (SynGene)
byly vzorky na gelu vyexportovany jako obrazek ve formatu jpg. Vzorky byly vidét
diky pfitomnosti ethidiu bromidu, coZ je fluorescencni barvivo, které pii osviceni UV
zatenim zviditelnuje separované fragmenty DNA. Takto byly ziskané vSechny vysledky

vzorkd.
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Tab. ¢. 2: Potfebné mnozstvi 1x TAE pufru (ml) a agardzy (g) na
ptipravu agar6zového gelu pii pouziti odlisnych elektroforetickych
vani¢ek (ELFO) a odlisné hustoté gelu.

Mnozstvi agardzy pro piipravu
ELFO [1x TAE pufr agardzového gelu

10 x 10 cm 50 ml 1% 1,5% 2%
05¢9 0,754 19

4.4 Morfologicka analyza
4.4.1 Tvary listi studovanych druhu

Z experimentélnich populaci, z kazdé rostliny, bylo odebrano 3 az 5 listl. Listy
byly odebrany z horni, stfedni a spodni ¢asti rostliny, které byly vylisovany. Vylisované
listy byly rozdéleny podle druhu na tfi skupiny Chenopodium ficifolium, Chenopodium
suecicum a Chenopodium x gruelli. Rozdily listd kazdé skupiny byly pomoci skeneru
naskenovany. A nakonec pro lepsi vizualizaci, byl vytvofen obrazek, kde jsou vSechny

tii druhy list jednotlivych jedinct vidét najednou.
4.4.2 Semena studovanych druhi

Dale podle morfologickych znakl byla zkouméana semena ptirodnich populaci
Chenopodium ficifolium, Chenopodium suecicum a Chenopodium x gruelli. Semena
byla peclivé ocisténa a pak sledovana pod svételnym mikroskopem (stereomikroskop
Olympus SZX 12 s barevnou chlazenou digitalni kamerou Olympus DP70). Vybrana
semena byla nasledné vyfotografovana pomoci programu QuickPHOTO MICRO 2.3 s
nastavbou Deep Focus 3.1 od ¢eské firmy Promicra, ktery byl propojen se svételnym
mikroskopem. Detailngjsi snimky byly vytvofeny na skenovacim elektronovém
mikroskopu FEI Quanta 200 ESEM metodou LV (Low Vacuum) a ESEM

(Environmental Scanning Electron Microscopy).
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5 VYSLEDKY

5.1 DNA marker

Pfi potvrzeni hybridnich druhd byly na agar6zovém gelu zobrazeny dva bands
(prouzky), coz je vysledekem, ze se jedna o kiizence druht Ch. ficifolium a Ch.

suecicum (Obr. ¢. 11).

Obr. ¢. 11: Fotografie agar6zového gelu zobrazujici vysledky PCR s pouzitim
primerové kombinace ChX195F/423R, M = velikostni standard.

Celkovy pocet analyzovanych jedinci bylo 600. Z umélé hybridizace z 93
jedinct podle DNA analyz bylo potvrzeno 17 hybridi Chenopodium * gruelli. Z toho 4
ktizenci pochazeli od matetské rostliny Chenopodium ficifolium a 13 hybrida od matky
Chenopodium suecicum. V pfirodnich populacich z celkového poctu 480 jedinci bylo
analyzovano 35 ktizenci Chenopodium % gruelli. Z27 vzorkl skupiny kiizenct

experimentalnich populaci, na zékladé DNA analyz, nebyli potvrzeni zadni hybridi.
5.2 Uméla hybridizace

Vyzkum umélé hybridizace byl provadén ze Ctyf rostlin dvou druhd rodu
Chenopodium: 2 druhy matetské rostliny Chenopodium ficifolium a 2 druhy rovnéz z

matetské rostliny Chenopodium suecicum.

Celkem bylo pouzito 451 semen, z nichZ se uchytilo 187 klicki. DNA analyzu
podstoupilo 94 jedincu. Vysledky jsou reprezentovany pomoci grafu umélé hybridizace
(Obr. ¢. 12), ktery zobrazuje potvrzené hybridy z dvou matetskych rostlin Chenopodium
ficifolium a Chenopodium suecicum. Modré sloupce znazornuji, kolik semenacki
vyrostlo v sadbovaci. Celkovy pocet Chenopodium ficifolium bylo 112 a Chenopodium
suecicum 75. Cervené sloupce charakterizuji mozné hybridy obou druht, kteii byli
vybrani na zakladé¢ morfologie listi ze semenackt. Pocet moznych hybridi byl 25
z matetské rostliny Chenopodium ficifolium a 69 z matefské rostliny Chenopodium
suecicum. Zelené sloupce pak znazornuji potvrzené kiizence, diky provedenym DNA

analyzam. Nakonec matefska rostlina Chenopodium ficifolium s Chenopodium suecicum
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(otec) zplodila 4 hybridy (Chenopodium x gruelli). Kdezto z mateiské rostliny
Chenopodium suecicum s Chenopodium ficifolium (otec), bylo odhaleno 13 ktizenct.

Pokud tyto dvé byliny zktizime uméle, dochazi ke vzniku jejich k¥izenct. Podle
morfologickych znakt bylo vybrano vice moznych hybridi od matky Chenopodium
suecicum nez od matky Chenopodium ficifolium. Tim padem se mohlo oc¢ekavat vice
hybridd od matky Chenopodium suecicum. Matka Ch. suecicum se v mém experimentu
ochotnéji kiizila s Ch. ficifolium, ¢imz podporuje vyssi potencial vzniku hybrida

Chenopodium x gruelli.

Uméla hybridizace

120

100 +

80 -

H celkovy pocet
60 - X
H H morfologicky

Poéetjedincu

40 - i H DNA analyzy

20 -

Chenopodium ficifolium  Chenopodium suecicum

Obr. ¢&. 12: Vysledky umélé hybridizace (H morfologicky =
hybridi uréeni podle morfologie listu, H DNA analyzy = hybridi
podle vysledkd DNA analyz)

Zbylych 21 jedinct Chenopodium ficifolium a 56 jedinci Chenopodium
suecicum podle DNA analyz vysli jako Cisti jedinci. Je tedy zfejmé, ze z mateiské
rostliny Chenopodium ficifolium opét vznikly druhy Chenopodium ficifolium a tak tomu
bylo i1 u druhého druhu.

5.3 Frekvence vyskytu kFiZencii v experimentalnich populacich

Populace matetskych rostlin Chenopodium ficifolium pochazela z péti populaci.
DNA analyz se zucastnilo ndhodné a nendhodné vybranych 21 jedincti. Nendahodny
vybér se tykal 2 semenacku z jedné populace (lokalita Tynec nad Labem). Ti se
morfologii listh jevili jako kifiZzenci. OvSem po ziskdni jejich DNA a naslednymi
analyzami se tyto hybridi nepotvrdili. Podle DNA se jednalo o C¢cisté druhy
Chenopodium ficifolium. Frekvence vyskytu z matefské rostliny ze zbyvajicich étyt

populaci taktéz nepotvrdila Zadného kiiZence.

Druhy druh Chenopodium suecicum mél ptivod ze ¢tyf populaci. Z vybiranych

106 semenacki se zadny morfologicky neprojevoval jako mozny hybrid. Vyzkum byl
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realizovan na 4 jedincich pouze z jedné populace (lokalita Svermov). Hlavnim divodem
malého mnozstvi rostlin bylo kvili jejich neochoté nakli¢it a tim se zpozdil jejich vyvoj
a moznost s nimi dale pracovat. Experiment byl tedy proveden pouze se 4 jedinci tohoto

druhu. Vsichni 4 jedinci vysli jako ¢isté populace Chenopodium suecicum.
5.4 Frekvence vyskytu v pfirodnich populacich

Celkem bylo navstiveno pét lokalit (viz kapitola 4.1.3). Vysledky prvni lokality
Praha - Bubene¢, Cisafsky ostrov nezaznamenalo zadného mozného hybrida, ackoliv se
zde nachazelo dostatek obou druhtt Chenopodium ficifolium a Chenopodium suecicum. |
pres mnozstvi obou druht nedoslo ke zkiizeni. Na druhé lokalité se vyskytovalo malo
jedinctt Chenopodium ficifolium, tudiz po provedeni DNA analyz se ani tady nepotvrdili
hybridi. Je velkym pfedpokladem, Ze v disledku nedostatku jednoho druhu, nemohlo
dojit ke zkfizeni. Zajimavéjsi byla dalsi lokalita Podbofansky Rohozec. Podle
morfologie listd byl nalezen mozny hybrid Chenopodium x gruelli. Téchto hybrida
bylo nasbirdno 35 polozek. Vysledky DNA analyz, u vSech 35 jedincl, skute¢né
potvrdily, Ze se jedna o kiizence Chenopodium ficifolium + Chenopodium suecicum.
Vysledky zbyvajicich dvou lokalit, Vrana nad Vltavou a Hostivice, na tom byly
obdobn¢ jako prvni lokalita Praha - Bubene¢, Cisaisky ostrov. I pfes dostatecné
mnozstvi dvou zastupci Chenopodium ficifolium a Chenopodium suecicum, nebyli

potvrzeni hybridi.
55 Morfologicka analyza
5.5.1 Tvary listi studovanych druhi

Pro lepsi pfedstavivost byly vysledky porovndvanych listi naskenovany a

jednotlivé druhy popsany, jak se od sebe lisi tvarem listll na nésledujicim obrazku ¢. 13.
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3. Chenopodium suecicum

44

L4 )
Le

Obr. ¢. 13: Porovnani tvara lista Ch. ficifolium, Ch.
suecicum, Ch. x gruelli

Na obrazku €. 13 jsou zobrazeny tii druhy (Ch. ficifolium, Ch. suecicum a Ch. x
gruelli). Kazdy druh ve sloupci je znazornén tfemi listy z jednotlivé Casti stonku: ze
spodni, ze stfedni a z horni. Prvni sloupec reprezentuje druh Chenopodium ficifolium.
Jehoz horni cepel listu je fapikatd, nevyrazné trojlaloénd az kopinatd, celokrajna az
zubata a $picatd. Cepel je vétsinou delsi nez irsi a uzce kosnikovita. Dolni listy jsou
vyrazné fapikaté, trojlalocné, s klinovitou bazi. Prostfedni tkrojek je vyrazné delsi nez

postrani. Déle je uzky a okraje ma zvinéné az zoubkaté.

Ve tretim sloupci jsou zobrazeny listy druhu Chenopodium suecicum. Na prvni
pohled je vidét rozdil ve tvaru listt od Chenopodium ficifolium. U Chenopodium
suecicum se cepel dolnich a stfednich listi vyznacuje Siroce vejCitym az kosnikovitym
tvarem, s klinovitou bazi a je slab¢ trojlalocnaty. Okraje jsou husté az ostie zubaté.

Vyjimkou jsou horni listy, ty jsou spiSe celokrajné, ale rovnéz s klinovitou bazi.

Uprostied obrazku mezi listy Chenopodium ficifolium a Chenopodium suecicum

se nachazi jejich kiizenec Chenopodium x gruelli. Mezi jednotlivymi zastupci druhi
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jsou vidét odlisnosti ve tvaru listl. Na obrazku je patrné, ze hybrid Chenopodium x
gruelli ziskal znaky tvari listd od obou rodit. Cepel je vejéité kopinata az kosnikovita.
Tvar listové baze je klinovita. Okraje listi jsou nepravideln¢ zubaté. Horni list je méné

zubaty az celokrajny.

Pro potvrzeni odlisnosti jednotlivych druhti bylo velmi pfinosné si vytvofit
obrazek, kde je zachycena a pouhym okem spatiena rozdilnost listd mezi Chenopodium

ficifolium a Chenopodium suecicum a jejich potomkem Chenopodium x gruelli.
5.5.2 Semena studovanych druhi

Poslednim krokem této prace bylo zjistit, zdali se od sebe 1isi semena
zkoumanych druhti s jejich potomkem Chenopodium x gruelli. Vysledky byly
zobrazeny pomoci fotografii (Obr. ¢. 14).
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Chenopodium ficifolium

Chenopodium suecicum

Chenopodium x gruelli

Obr. ¢. 14: Semena Ch. ficifolium, Ch. suecicum a Ch. x gruelli.
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Obrazkek ¢. 14 je slozen ze tii fotografii semen Chenopodium ficifolium,
Chenopodium suecicum a hybrid Chenopodium x gruelli. Diky témto snimkim byly
potvrzeny odlisnosti semen jednotlivych druhii podle povrchové struktury semen. Prvni
obrazek ptedstavuje zastupce Ch. ficifolium , na kterém je dobie zachycen hruby povrch
semene. Dal$im snimkem je reprezentovan zastupce Ch. suecicum, ktery ma na rozdil
od Ch. ficifolium povrch hladsi. Na posledni fotografii je zobrazen hybrid Ch. x gruelli.
Z obrazku je patrné, Ze tento jedinec je potomkem rodi¢u Ch. ficifolium a Ch. suecicum,
protoze opét kombinuje znaky, jako tomu bylo u tvaru listd, obou rodi¢d. Povrchova
struktura semene je hrubsi nez u rodi¢e Ch. suecicum, ale zaroven je hladsi ve s Ch.

ficifolium.

Pro lepsi vyobrazeni povrchu semen byly déale vyhotoveny detailnéj$i snimky
(Obr. €. 15, Obr. ¢. 16 a Obr. €. 17) jednotlivych druhii. Kazdy obrazek obsahuje dvé
fotografie:
e a.) detail celého semene,

e b.) detail povrchu semene.

) ‘~_/_ﬂ*$é£a‘

4/1/2015 Mag WD HV HFW Pressure Spot - 400.0pm . 9/8/2015 | Mag = WD HV HFW Pressure Spot " 50.0um
3:25:30 PM 200x 10.5 mm 20.0 kV 1.35 mm 133.0 Pa 4.0 Chenopodium 8:06:17 PM 1000x 11.6 mm 20.0 kV.0.27 mm 133.0 Pa 4.0 Temp. -18.5°C

Obr. ¢. 15: Detail semene Chenopodium ficifolium

Na detailnéjsim snimku (Obr. ¢. 15) je zachycen povrch semene Ch. ficifolium.
Povrchova struktura semene na obou fotografiich je slozena z hlubokych,
pravidelngjSich jamek a kazd4d jamka je Ctyf- aZz mnohouhelnikovita, s radidlnimi

brazdami nebo bez nich.
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4/1/2015 Mag WD HV HFW Pressure Spot - 500.0pm - | 9/8/2015 Mag WD 2\ HFW Pressure Spot
}4:20:03 PM 175x 10.3 mm 20.0 kV 1.54 mm 133.0 Pa 4.0 Chenopodium 9:44:39 PM 1000x 11.7 mm 20.0 kV 0.27 mm 133.0 Pa 4.0

Obr. ¢. 16: Detail semene Chenopodium suecicum

Na snimku (Obr. ¢. 16) je velmi pekné vykreslen hladky povrch Ch. suecicum.

Povrch semene je jemné dulkaty, s mélkymi paprskovitymi az zbrazdénymi ryhami.

A
4/1/2015 Mag WD HV HFW Pressure Spot - 500.0pm - | 9/8/2015 Mag WD 2\ HFW Pressure Spot - 50.0um
4:52:05 PM 175x 10.5 mm 20.0 kV 1.55 mm 133.0 Pa 4.0 Chenopodium 6:58:22 PM 1000x 11.8 mm 20.0 kV.0.27 mm 133.0 Pa 4.0 Temp. -18.5°C

Obr. ¢. 17: Detail semene Chenopodium * gruelli

Posledni fotografie (Obr. ¢. 17) jsou reprezentovany hybridem Ch. x gruelli.
Povrchova struktura semene Ch. x gruelli je opét kombinace obou rodi¢t. Na povrchu
jsou vykresleny nepravidelné jamky, které nejsou tak ztetelné jako u Ch. ficifolium.

Odlisnost hybrida od Ch. suecicum je vyrazné€jsimi paprskovitymi ryhami.
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6 DISKUZE

Hybridizace rostlin byla dlouhou dobu podcefiovana (Arnold 1997). Soucasné
studie ukazuji, Ze pfirozena hybridizace hraje dulezitou roli v evoluci mnoha rostlin
(Allendorf et al. 2001). K hybridizaci dochazi asi u 25% vsech rostlinych druht, Castéji
u vyssich rostlin (Mallet 2007).

K pfirodni hybridizaci, k jejimu pochopeni, nemalo piispély experimentalni
vyzkumy kiizeni. To jak dochazi ke kiizeni v piirod€, jsou jako ptiklad uvedeny
vysledky studia rostlin rodu Geum. Jedna se o dva nejrozsifenéj$i druhy Evropy a to
Geum rivale a Geum urbanum. Tyto dva druhy se setkavaji v lesich a kfovinach, kde
dochazi k jejich kiizeni. Druhy se vyznacuji ohromnou proménlivosti od rodicovskych
druhd. Tento kiizence byl pojmenovan Geum intermedium. V piirod¢ jsou tyto dva
druhy rostlin a i skupiny piibuznych druhi izolaéné oddéleny, takze nedochazi
k mezidruhovému kiiZeni. Také oba druhy kuklik opyluji jini opylovacéi a muze jit o
sezonni izolaci. Geum rivale v Anglii kvete o tii az Ctyfi tydny diive nez Geum
urbanum. Gajewski mél k dispozici semena jedincu z Polska, kde se sice vyskytovaly
oba druhy, ale kfiZenci tu byli vzacni. TudiZ se da vyvodit, Ze v Polsku je kiiZeni
znemoznéno odliSnou dobou kvetenim a rliznymi opylovaci, pti ¢emz pak nedochazi ke
genovému toku mezi ob&éma druhy. Otazkou je, pro¢ tomu tak neni i v Anglii?
Nejpravdépodobnéjsi pficinou je dlsledek lidské cinnosti plsobici na vegetaci.
V Polsku se oba druhy nachéazeji v pralesni rezervaci, kde je pfiroda minimalné
ovlivnéna lidskou ¢innosti. KfiZzence, Gajewski nachdzel na okrajich lesnich cest, kam
se nejspis rozsifil druh Geum urbanum nasledkem lidskym ptsobenim. V Anglii Geum
urbanum roste na naruSovanych okrajovych biotopech, kde jsou pro tento druh
optimalni podminky. Rozdilné plsobeni Clovéka v Anglii a Polsku mohlo zna¢né

ovlivnit ¢etnost hybrida (Briggs et Walters 2001).

Rada druhi rodu Chenopodium je velmi variabilni téméf ve vSech
zkoumanych znacich, ¢imz zptsobuji nejasnosti v klasifikaci. Zejména se jedna o
polyploidni druhy Chenopodium s. str., jejichz vysoka polyploidni aroven vede
k hybridizaci druhd mezi stejnymi i riznymi stupnémi polyploidie (Fuentes-Bazan et al.
2012). Zvlaste skupina Chenopodium album s rozsahlou variabilitou a s kosmopolitnim
roz§ifenim vyvolava zmatek v taxonomii. Tato skupina je jedna z nejvice polymorfnich

druhti rostlin. Mnoho autort se S touto problematikou zabyvalo a stale se zabyva.
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Vétsina autortt této skupiny rozpozna jen nékolik zakladnich druhti pomoci
jejich morfologie a polyploidni trovni. Pfechodné tvary druhd Chenopodium album
agg. byly obvykle pokladany za hybridni taxony (Uotila 2001). Tyto nevyzpytatelné a
abnormalni formy Chenopodium album agg. byly uvedeny jako kfiZenci S ostatnimi
druhy i kiizenci s mezidruhovymi jedinci (Aellen 1960, Uotila 2001, Clemants &
Mosyakin 2003).

Je mnoho pohledt a nazoru jak se skupina Chenopodium mezi sebou a svymi
druhy ktizi. Aellen (1960) dokonce zvazoval, Ze vyskyt hybridnich kombinaci
Chenopodium album agg. je v pfirodé¢ velmi vzacny. V ramci skupiny popsal 11
hybridnich kombinaci, ale podil ustalenych kifiZzenci je neznamy. Naopak Dvorak (1983
- 1992) zastava nazor, ze hybridizace této skupiny je velmi b&znd a popsal mnoho
hybridnich kombinaci mezi dvéma i vice druhy. Na zékladé nepodlozenych
experimentalnich dikazli je nezbytnost na jeho popsané hybridni druhy a hybridni
kombinace nahlizet s opatrnosti (Dvoiak et al. 1983, Dvorak 1989a, 1989b, 1992).
Vzhledem k velké fenotypové proménlivost témét vSech druhtt Chenopodium album
agg., jejich morfologické podobnosti a schopnosti se rozristat na stresujicich lokalitach
by Dvorakovo kiizenci méli spise nalezet k abnormalnim formam C. album s. str. Dalsi
autofi Clements a Mosyakin (2003) diskutovali o morfologické proménlivosti C. album
agg. a piitomnosti hybridd z kvéteny Severni Ameriky. Oni zvazovali, Ze by
hybridizace mohla byt diivodem vyskytu mnoha zdhadnych a abnormalnich forem této

skupiny.

Prvni kdo se pokusil potvrdit hybridizaci experimentalné, byl Cole (1957).
Pouzil jednoduchou metodu cizosptaseni mezi druhy C. album a C. suecicum. Jeho
vysledky pokusu ukézaly, Ze ve vétSin¢ piipadii dojde k vyklieni pylového zrna
Vv pylovou lacku, ale k prichodu pylové lacky do zarodeéného vaku nedojde. Také se
domnival, zZe pfi anemogamii prostorova bariéra, nemd vliv na kiizeni mezi druhy.
Nicméné nedolozil zadny dikaz o kiizeni druhli ve volné ptirod€é. Rovnéz poukazal na
to, Ze sezonni izolace by pii hybridizaci mezi druhy neméla hrat Zadnou roli. OvSem
Stace (1975) naznacil, Ze délka dne by mohla hrat roli pti kiiZeni. Konstatoval, Ze druhy

C. album a C. suecicum jsou rostliny kratkodenni, alesponi v indukci kveteni.

V mé diplomové praci byl vyzkum zaméfen na skupinu diploidnich druhi
C. ficifolium a C. suecicum vniklé rovnéz cizosprasenim. Podle morfologie listi byli

vybrani mozni ktizenci, kteti se odliSovali od rodi¢u C. ficifolium a C. suecicum.
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Z um¢lé hybridizace se sice nepotvrdili vSichni vybrani jedinci jako kfizenci, nicméné

vysledky DNA analyz ukazaly, ze n¢kolik jedincii se mezi sebou zktizilo.

Uotila (1978) po prozkoumani literatury specializovanou na hybridni druhy
skupiny C. album agg., poukazal na to, Zze doposud druhy ur¢ené jako hybridi, pochazeli
ze sekundarnich stanovist' a Casto jeden zrodi¢l se nachazel mimo jeho piirozeny
vyskyt. Tvrdil, ze se mezi sebou mohou ktizit pouze dva hexaploidni druhy C. album a
C.opulifolium. Podle né&j ostatni druhy determinavani jako hybridi pifevazné nalezi do
C. album. Dale se také zminil o kiiZzenci uvedeného jako C. pseudoficifolium J. Murr.,
kterého odebral v Rakousku. Tento druh charakterizoval podle morfologie jako
kombinaci znakt obou rodi¢ovskych druht C. ficifolium a C. suecicum. O¢ividné kvuli
nedostatkim cytologickych a molekularnich analyz nezjistil, zda se mize jednat o
hybrida mezi dvéma diploidnimi druhy nebo jestli jde 0 vyjime¢ného hexaploida
z C. album. Aellen (1971-1972) rovnéz u kiizence, ktery pojmenoval Chenopodium X
gruelli zaznamenal morfologické znaky obou rodi¢t. Dvotak (1992) zase tvrdi, ze
Ch. x gruelli vznika hybridizaci Ch. ficifolium a Ch. pseudoopulifolium a nasledné se
tento hybrid mize kiizit sCh. pseudostriatum, jehoz potomka nazyva

Ch. subopolifolium.

Na zaklad¢ mych vysledki mohu potvrdit, Ze diploidni druhy Ch. ficifolium a
Ch. suecicum se mezi sebou kiizi. V mém vyzkumu byli kiizenci nalezeni v pfirodni
populaci na lokalit¢ Podbotansky Rohozec. Jedinci byli v populaci vybrani podle
morfologie listt, které kombinovaly znaky obou rodicovskych druht (Ch. ficifolium a
Ch. suecicum). Vsichni jedinci odebrani z ptirodni populace se pomoci DNA analyz
potvrdili jako kiiZenci. Také byla zjiSténa dals$i morfologicka odlisnost podle povrchové
struktury semen. Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byl detailn¢ zobrazen
povrch semen a opét se ukazalo, ze z hlediska morfologie kombinuje znaky obou
rodict.

Rahiminejad et Gornall (2004) zkoumali ptivod Ch. album pomoci flavonoidu
ptitomné v Ch. album a v 15 blizce ptibuznich druzich. Vysledky experimentu ukazaly,
ze flavonoidy obsazené v diploidnich Ch. ficifolium a Ch. suecicum jsou velmi podobné
az témef shodné s profilem hexaploidnich jedinct. To znamena, Ze nejpravdépodobné;jsi
ptedci hexaploidniho Ch. album jsou pravé tyto dva diploidni druhy. Rahiminejad et
Gornall (2004) se domnivaji, ze hexaploidni Ch. album vzniklo hybridizaci mezi

Ch. ficifolium a Ch. suecicum a naslednou polyploidizaci.
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Dalsi experiment by provadén na zdklad¢é experimentdlniho kiizeni a pritokové
cytometrie hexaploidni skupiny Chenopodium album s. str. Byla snaha zjistit ptivod a
stupen ploidie rodicu, ze kterych tato linie vznikla, pfipadné vznika (neni jasné, zda jde
o minulou ¢i soucasnou udalost). Podle vysledkii by se nejpravdépodobnéji mohlo
jednat o hybridy mezi diploidnimi druhy (Ch. ficifolium a Ch. suecicum) a
tetraploidnimi druhy (Ch. strictum a Ch. striatiforme). Podle vysledkt druhy
Chenopodium nehybridizuji napii¢ ploidnimi arovnémi. Z toho vyplyva, Ze mnoho
hybridnich kombinaci posanych v literatuie jsou bud extrémé vzacné nebo ve

skute¢nosti neexistuji. (Mandak et al. 2012).
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7 ZAVER
Pomoci nekodujiciho useku nrtDNA IGS bylo otestovano celkem 600 jedincti
(Ch. ficifolium, Ch. suecicum, Ch. x gruelli). Tento molekularni marker velmi dobfie

fungoval se zkoumanymi vzorky DNA a odhalil nékolik hybridnich jedinct, ktefi byli

potomci rodi¢u Ch. ficifolium a Ch. suecicum.

Ze skupiny ume¢lé hybridizace bylo vypéstovano do faze dospélosti 25 jedinct
z mateiské rostliny Ch. ficifolium, ktefi byli vybrani podle odli$nosti od rodi¢u
morfologii listd. Na zdkladé molekularniho markeru ntDNA IGS byli potvrzeni 4
hibridi. Druhy druh Ch. suecicum, stejnym postupem jako u Ch. ficifolium, bylo

vybrano 69 moznych ktizenci. Z tohoto mnozstvi se potvrdilo 13 hybridi.

Vyskyt kiiZzenct v experimentalnich populacich, které byly vypéstovany
z Cistych populaci Ch. ficifolium a Ch. suecicum za pouziti molekularniho markeru
NrDNA IGS, se neprokazal zddny hybridni jedinec. Ackoliv podle rozdilnosti listi od
rodi¢t byli vybrani 2 jedinci. Nicméné DNA analyza tyto odlisné formy Ch. ficifolium

nepotvrdila.

Z péti ptirodnich populaci (mnou odebranych v terénu) byla analyzovana pouze
jedna populace s vyskytem hybridnich jedinct, zlokality Podbofansky Rohozec.
Celkem jich bylo odebrano 35, na zéaklad¢ jejich morfologické odlisnosti od rodica.
Vsichni tyto jedinci byli prokazani jako ktizenci Ch. ficifolium a Ch. suecicum.
Vyskyt hybridd na lokalit¢ Podpotfansky Rohozec, mohl zpisobit vliv dobrych

podminek lokality a také staii neobdélavaného pole.

Bylo také nalezeno né€kolik morfologickych znakil diskriminujici kiizence od
obou rodi¢ovskych druhti. Chenopodium x gruelli kombinuje znaky obou rodicu, jak
listy, tak povrchovou strukturou semen. List kiizence ma Cepel vejéité kopinatou az
kosnikovitou, tvar listové baze je klinovita, okraje listti jsou nepravidelné zubaté a horni
list je méné zubaty az celokrajny. Charakteristickd povrchova struktura semene je jemné
hrubd s nepravidelnymi m¢l¢imi jamkami a s vyraznéjSimi paprskovitymi ryhami.
V porovnani s jeho rodi¢i Ch. ficifolium ma povrchovou strukturu hrubou s hlubokymi
jamkami a kazda jamka je Ctyf- az mnohouhelnikovita, s radidlnimi brazdami nebo bez
nich, Ch. suecicum ma hladky povrch s mélkymi paprskovitymi az zbrdzdénymi

ryhami.
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V ramci populace je kiizenec Chenopodium x gruelli casto prehlizenym
taxonem, ptedevsim kvili své morfologické podobnosti, ale i spolecnym vyskytem
s rodicovskymi druhy. Podle provadéného vyzkumu lze fici, ze frekvence vyskytu

kiizence Chenopodium x gruelli spiSe vzacnosti, nez pravidelm.
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