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Abstrakt

Rod Lophophora je rod malych, kulovitych, nendpadnych kaktust rostoucich od jihozapadu
Spojenych statu americkych pies severni Mexiko az po sttedni Mexiko. V dne$ni dobé se do
rodu fadi pét druht, které jsou rozdéleny do dvou sekci: Lophophora sect. Lophophora a L.
sect. Diffusae. Do prvni sekce je fazen jeden vysoce polymorfni druh L. williamsii, zatimco
do sekce Diffusae jsou tazeny zbylé Ctytfi druhy L. diffusa, L. koehresii, L. fricii a L. alberto-
vojtechii. Zastupci sekce Lophophora se vedle morfologie lisi od sekce Diffusae i obsahem a
slozenim alkaloidii. Prosluly alkaloid meskalin, vyvolavajici silny vizudlni halucinace, se
tvofi jenom u zastupcli sekce Lophophora a je tedy charakteristicky pro druh L. williamsii.
Taxonomické zpracovani rodu vSak neni jednoznac¢né a vyvolava mnoho polemik o tom, jestli
se vrodé skutecné¢ da rozlisit pét druhd, nebo existuje jenom jeden morfologicky znacné
polymorfni druh L. williamsii.

Tato bakaléiskd prace se zaméfila na podrobnou literarni reSersi z aktudlnich zdroja,
zahrnujici morfologicky popis, idaje o taxonomii, aredlu vyskytu a historii rodu Lophophora.
Praktickd cast byla zaméfena na izolaci DNA a testovani molekuldrnich markerG pro
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Celkoveé bylo zpracovano 151 rostlinnych vzorkt
rodu Lohophora, zahrnujicich ¢tyti z péti popsanych druhti, ze kterych byla vyizolovana
DNA. Kvalita vyizolované DNA byla ovéiena na agar6zove elektroforéze a koncentrace byla
zmétena na NanoDropu. Vhodnost DNA pro dalsi molekuldrné-genetické analyzy, byla
otestovana pomoci PCR reakce, kdy se testovalo pét riznych marker na étyfech vzorcich

s ruznou kvalitou DNA.

Klic¢ova slova: izolace DNA, Lophophora, PCR reakce, peyotl.
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Abstract

The genus Lophophora is a genus of small inconspicuous globular cacti, growing from the
Southwestern United States through Northern Mexico up to Central Mexico. Nowadays, the
genus consists of five species, which are divided into the two sections: Lophophora sect.
Lophophora and L. sect. Diffusae. The section Lophophora includes only one highly
polymorphic species L. williamsii, while the section Diffusae includes remaining four species:
L. diffusa L. koehresii, L. fricii and L. alberto-vojtechii. Representatives of the section
Lophophora differ from the section Diffusae in morphology, content and composition of
produced alkaloids. Renowned alkaloid mescaline, causing powerful visual hallucinations, is
produced only by representatives of the section Lophophora. Thus, mescaline is characteristic
for the species L. williamsii. However, taxonomic treatment of the genus is not clear and
raises number of controversy about whether it is possible to distinguish the five species within
the genus, or there is only one morphologically highly polymorphic species L. williamsii.

This thesis was focused on a detailed literature search of current resources about the
genus, including morphological description, information on taxonomy, distribution and
history of the genus Lophophora. The aim of practical part was isolation of DNA and testing
of molecular markers by means of Polymerase Chain Reaction (PCR). DNA was extracted
from 151 samples, comprising four of the five actually described species. Quality of isolated
DNA was checked on agarose gel electrophoresis and DNA concentration was measured by
Nanodrop. Suitability of extracted DNA for subsequent molecular-genetic analysis was tested

with five markers on four samples of different quality, using a PCR reaction.

Key words: isolation of DNA, Lophophora, PCR reaction, peyotl.
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1. Uvod

Lophophora J. M. Coult. je pocetné maly rod zplostéle kulovitych, Zebrovitych bezostnych
kaktust rostoucich od jihozapadu Spojenych statu americkych (staty Texas a Nové Mexiko)
pfes severni Mexiko az po stiedni Mexiko (staty San Luis Potosi, Queretaro). Navzdory
malému pocétu druhli, v dne$ni dobé se fadi do rodu Lophophora jenom pét druht,
taxonomické nahlizeni a nomenklatorické zpracovani rodu je dosti komplikované a nejasné.
Existuje n€kolik protichidnych nazorti na taxonomické postaveni jednotlivych druht (napft.
Grym 2014). Tyto komplikace zptisobuje hlavné malé mnozstvi diagnostickych znakt
pouzitelnych pro uréeni druhti, zna¢nd plasticita v morfologickych znacich, variabilita
rustovych forem a odlisné nahlizeni na tyto charakteristiky (Anderson 1969; Bohata a kol.
2005; Rowley 2006).

Az roku 1894 byla Lophophora zatazena do samostatného rodu Coulterem. Do té
doby byla fazena do rtznych rodd, napt. Echinocactus Link & Otto, Anhalonium Lemaire,
Ariocarpus Scheidweiler, atd. Jednotlivé druhy rodu Lophophora jsou od sebe velice téZce
ujimal ndzor, Ze rod Lophophora lze chapat jako jeden polymorfni druh. Nebylo vyjimkou, ze
rostlina byla béhem dvou let ¢tyfikrat ptejmenovana (Grym 2014).

Avsak, rod Lophophora je zndm nejenom botanikiim a péstitelim kaktust, ale 1 Sirsi
laické  spole¢nosti. Diivodem je pfitomnost alkaloidu meskalinu, latky se
silnymi psychoaktivnimi u¢inky. Silné halucinogenni u¢inky meskalinu byly a jsou divodem
zneuzivani tohoto kaktusu jako narkotika. Hlavnim obdobim experimentovani s meskalinem a
jeho uc¢inky na lidskou psychiku byla Sedesata 1éta 20. stoleti. Mnoho znamych osobnosti
z kulturniho Zivota uzivalo ,,peyotl* kvili vyvolani silnych halucina¢nich prozitkd, napt. Jim
Morrison (The Doors), Robert Del Naja (Massive Attack), Aldous Huxley, Timothy Leary,

Henri Michaux a mnoho dalSich. Meskalin je v nejvétsim mnoZzstvi zastoupen jenom u



druhu Lophophora williamsii (Lemaire ex Salm-Dyck) J.M.Coult. Nazev tento alkaloid dostal
podle severoamerického indidnského etnika Apact z kmene Meskaleros, od kterych byly
ziskany rostliny, ve kterych byl identifikovan tento alkaloid. Alkaloid byl identifikovan 23.
listopadu 1897 némeckym chemikem Arthurem Heffterem. Dal$im vyznamnym alkaloidem,
pfitomnym u lophophor je pellotin, ktery byl po¢atkem 20. stoleti uZivan jako sedativum a byl
izolovan z extraktu druhu Lophophora diffusa (Croizat) Bravo. S pfichodem barbituratii
vroce 1911, jejichz vyroba byla méné nakladna, pellotin zmizel z farmaceutického trhu
(Perrine 2001). Psychoaktivni u€inky L. williamsii jsou pravdépodobné znamy jiZ vice nez pét
a pul tisice let (Terry a kol. 2006). Pivodni obyvatelé Severoamerického kontinentu,
povazovali a dodnes tuto rostlinu povazuji za vselék a véfi, Ze pomoci ni dokazi navazat
kontakt s bohy. To je hlavnim divodem, pro¢ na sebe v minulosti poutal, tenhle jinak dosti
nenapadny kaktus, tak velkou pozornost, ktera vedla ke snaham dozvédét se o ném co nejvice.
V roce 2005 byla ve specidlni piiloze casopisu Kaktusy (Bohata a kol. 2005) poprvé
uveiejnéna ucelenda monografie rodu Lophophora. Autoii monografie rozdélili rod na dvé
sekce. Sekce Lophophora s jedinym druhem L. williamsii, a sekce Diffusae obsahujici Ctyfi
druhy Lophophora diffusa, Lophophora fricii Habermann, Lophophora koehresii (J. Riha)
Bohata, Mysak et. Snicer, Lophophora alberto — vojtechii Bohata, Mysak et Snicer. Rozdéleni
do dvou sekci je obhajovano vyraznymi rozdily mezi druhy v obsahu alkaloidd, areédlu

vyskytu, tvaru a poctu Zeber, barvou a tloustkou epidermis atd. (Bohata a kol. 2005).



2. Cile prace
Cilem této prace je:

e Pripravit literarni reSersi na téma: Rozsifeni, ekologie, taxonomie a etnobotanika
rodu Lophophora
e Pfipravit zaklad pro biosystematickou studii rodu, coZ zahrnuje:
o Izolaci DNA z rostlinného materialu
o Testovani jadernych a chloroplastovych molekularnich markert pro
naslednou biosystematickou studii



3. Literarni prehled

3.1. Botanicka charakteristika rodu Lophophora

3.1.1. Nazev, morfologicky popis, rozsireni

Coulterovo pojmenovani Lophophora pochdzi zteckych slov [lophos] a [phero], coz
v doslovném piekladu znamend ,nosit chochol“. To se vztahuje k chomactim chlupi
rostoucich v areolach namisto trnd.

Lofofory jsou rostliny zplostéle kulovité, hrbolkovité s propadlym stiedem, rozdélené
podélnymi Zebry na segmenty. Zeber je maximalng 21 a jejich pocet se lisi podle druhu.
Vétsina kulovitych kaktust ma stabilni uspotfddani Zeber v poctu Fibonacciho &isel (0, 1, 1, 2,
3,5, 8, 13, 21). Mladé¢ rostliny zac¢inaji s péti Zebry. Po dosazeni 5 — 6 cm se vyvinou v osm
Zeber a 13 Zeber maji rostliny dospélé, v priméru vétsi jak 8 cm. Staré rostliny L. diffusa a L.
fricii se €asto vyvinou v 21 Zeber (Terry 2008). Stonek je nizky, solitérni nebo odnozujici
s dlouhym fepovitym kotenem, ktery tvoii vétsi ¢ast rostliny. Areoly tvoii hrbolky, z jejichz
vrcholll vyristaji mekké nazloutlé nebo bélavé chomace trichomii dlouhé 10 — 13 mm.
Tvorba trnt je potlacena, vyskytuji se pouze u semenackd. Epidermis je modrozelend, zluta,
zelena nebo nékdy nacervenale zelena. Rostliny mohou dosahnout vysky az 7 cm a priméru
do 16 cm. Rostou jednotlivé i ve skupinach. Kvéty se vytvafeji na areolach v blizkosti
temene rostliny. Nalevkovity tvar kvétt, jejichz délka dosahuje 10 — 25 mm a 10 — 35 mm
v pruméru, pfipomind korunu. Barva kvéti muze byt razova, fialova, bila, nazloutla,
nazelenala nebo nacervenala a zavisi na délce kveteni, sile slune¢niho svitu, zdravotnim stavu,
mnozstvi vody, zivinach a podlozi, a proto barvu nelze pouzit k determinaci druhu. Nitky
ty¢inek jsou bilé, fialové nebo rizové se zlutymi prasniky. Blizna je 3-8 klannd, zbarvena
stejné jako nitky ty¢inek. Plodem je protahld bobule dlouha 8 — 30 mm rdzové, bilé, Zluté,
fialové nebo cCervené barvy s riznymi odstiny, zavislymi na klimatickych podminkach,
zdravotni stavu rostliny a stupni zralosti. Barvu plodu miizeme vyuzit pii rozliSeni mistnich
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populaci. Uvnitt plodu je 8 — 40 cernych semen hruskovitého tvaru s hrbolatou testou a
Sirokym ¢i stlacenym hilem, 1 — 1.5 mm dlouhé a 1 mm S$iroké (Grym 2014).

Lofofora obyva dvé zdkladni vegetacni zony charakterizované Rzedowskim
(Rzedowski 1965 sek. in. Anderson 1969) jako: 1. poustni kioviny s malym olisténim, kde
rostou Larrea divaricata (DC) Coville, Prosopis juliflora (Sw.) DC., Flourensia cernua DC.;
a 2. poustni kioviny s rostlinami Agave lechuguilla Torr. a Yucca spp. Dalsi rostliny, se
kterymi sdili stanovisté, jsou napt. Jatropha dioica Cerv. Echinocereus spp., Opuntia
leptocaulis DC., Echinocactus horizonthalonius Lem., Mammillaria spp., Acacia spp.,
Coryphantha spp., Neolloydia spp., Hamatocactus spp., Euphorbia antisyphilitica Zucc.,
Koeberlinia spinosa Zucc., Tiquilia canescens (DC) A. Richards a dalsi. Z toho 1ze usoudit,
ze lofofora obyva velmi rozmanitd stanovisté. Jedinci maji tendenci rist v castecném
zastinéni kfovinami, avSak riist na ptimém slunci také neni ojedin€ly. VSechny testované
pudy, na kterych se lofofora vyskytovala, byly vapencového ptivodu s pH mezi 7.9 a 8.3.
Obsahovaly velké mnozZstvi Ca2+, malé mnozstvi Mg2+, stopové mnozstvi NH; Ani co se tyce
klimatu, neni tento rod nijak specializovany. Klimatické podminky stanovist’ se velmi lisi
v mnozstvi srazek 175.5 — 556.9 mm/rok, v maximalni 29.1 az 40.2 °© C a minimalni teplote
1.9 —10.2 ° C a nadmoftské vysce cca 50 m n. m. — 1800 m n. m. (Anderson 1969).

Vyskyt rodu je zvelké ¢asti shodny s geologickym celkem Chihuahuas$ska poust.
V pénevnich regionech mezi pohotim Sierra Madre Occidental a Sierra Madre Oriental. Jizné
od statu Saltillo se rozsah arealu zuZuje, je pferusen horami, a pak se opé€t rozsifuje na vychod
do podhiifi Sierra Madre Oriental a na zépad do statu Zacatecas az témét do mésta San Luis
Potosi ve stejnojmenném staté, kde jeho distribuce kon¢i. Z 80% rostou zastupci tohoto rodu
na uzemi Mexika a z 20% na uzemi USA. V Texasu v USA je aredl vymezeny na uzky pas
vétSinou kolem feky Rio Grande, a Texas je jediny stat s pfirozenym vyskytem v USA

(Bohata a kol. 2005; Grym 2014).
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Obrazek 1: Areal rozsifeni rodu Lophophora. Pievzato z: Terry 2008.

3.1.2. Taxonomie rodu

Prvni zminka o lofoforach pochazi od Span€lského misionafe Sahagtina z roku 1560. Druhy
popis rostliny nelze dolozit, protoze rukopisy shofely, ale pfedpoklada se, Ze pochazi od
Spanélského piirodovédce Hernandéze, ktery mél rostlinu popsat jako Peyotl zacatesensis
Hernandez emend. Sotomayor. Toto pojmenovani se oficidlné¢ objevilo az vroce 1790 v
dile Historie Plantarum Novae Hispaniae Vol. II1. (1790):70—71. Lemair v roce 1840 zatadil
rostlinu do rodu Echinocactus jako Echinocactus williamsii Lem. (Rouhier: Le Peyotl.,
1927:44) bez publikovani popisu. Podle vseho, toto pojmenovani bylo pouzito v Catalogue
des cultues des fréres Cels, Paris (1843):19, ale bylo znamé a pouzivané jiz diive. V dile
Cactus Hortus Dyckensis, Paris (1845):28 Salm Dyck tadi Echinocactus williamsii do
skupiny Théloides, ktera je charakterizovana jako Echinocactus s vyénivajicimi vrcholky a

odlisnymi hlizami. Pojmenovani zlstalo nezménéno do roku 1859. Engelmann ustavil roku



1856 (Synopsis of the Cactaceae of the territory of the United States and adjacent region
v Proceeding of American Academy of Arts and Sciences; III. 1856:259-311, 345-346) rod
Anhalonium jako podrod rodu Mammillaria a o tfi roky pozd€ji zase jako samostatny rod
rozdéleny do dvou skupin, z nichz jednu tvoti Anhalonium williamsii Lem. Riimpl. a druhou
ostatni druhy rodu Anhalonium (Cactaceae of the boundary. Corrections. 1859:74). V roce
1869 (Sertum petropolitanum seu icones et descriptiones plantarum quae horto botanico
imperali petropolitano florerentinum 1869:13.) uvetejnil popis Echinocactus rapa Fischer et
Meyer ex Regel. Riimpler v roce 1886 (Handbuch der Kakteenkunde ed. 2., 1886:233) opét
vratil pojmenovani Anhalonium williamsii. Coulter tadi Anhalonium williamsii pod rod
Mammillaria jako Mammillaria williamsii (Lem.) Coult, podle podobnosti ploda a tuberkuli
v roce 1891 (Contributions from the U. S. national Herbarium Vol. 2., 1891:129). Schumann
se opét vraci roku 1894 k pojmenovani Echinocactus williamsii a téZe rok jej Voss zatadil do
rodu Aricocarpus jako Aricocarpus williamsii (Lem.) Voss. V tomtéz roce Coulter popisuje
samostatny rod Lophophora. Ale ani popis nového rodu nezabranil opétovnému chybnému
fazeni do rtiznych rodii. Thompson v roce 1898 vytvofil dva samostatné druhy Lophophora
williamsii a Lophophora lewinii (Henn.) (Thompson 1898). Roku 1911 Vaupel rozlisuje rod
Lophophora na rostliny s modroSedou epidermis a rizovym kvétem a rostliny se Zlutozelenou
epidermis a Zlutym kvétem (Vaupel 1911). Dalsi z mnoha revizi, kterd stoji za zminku,
provedla H. Bravo, uvadi Lophophora williamsii var. echinata (Croiz.) Bravo a ustavila
Lophophora diffusa jako samostatny druh (Bravo 1967). Roku 1969 Anderson redukuje rod
Lophophora na dva druhy, Lophophora williamsii a Lophophora diffusa (Anderson 1969).
Roku 1974 Habermann popisuje Lophophora fricii a o rok pozd€ji Lophophora jourdaniana
Lewin ex Roeder (Habermann 1974) Rowley na zaklad¢é ndzoru o jednom polymorfnim druhu
vytvoftil v roce 1997 novou kombinaci a z L. diffusa udé€lal poddruh Lophophora williamsii

var. diffusa. Podobné Riha v roce 1996 pievedl samostatny druh L. koehresii na poddruh



Lophophora diffusa var. koehresii Riha (Riha 1996). Posledni, paty druh v rodé Lophophora
alberto-vojtechii byl popsan jen recentné a to vroce 2008 skupinou tii kaktusaiskych
nadSenci, Bohata, My$ak a Snicer, ktefi se dlouhodob& zabyvaji zkoumanim rodu
Lophophora (Bohata a kol. 2008).

Morfologické znaky rodu Lophophora naznacuji to, Ze rod obsahuje bud’ jeden vysoce
polymorfni druh L. williamsii nebo pét jednotlivych druht L. williamsii, L. diffusa, L. fricii, L.

koehresii, L. alberto-vojtechii (Bohata a kol. 2005).

3.1.2.1. Sekce Lophophora Bohata, My$4k et Snicer

Sekei tvori formy druhu L. williamsii. Vytvaii maximalné 13 obvykle ptimych Zeber s tuhou
pokoZkou Sedozelené nékdy nafialovélé barvy. Kveéty maji kratsi trubku. Zaschnuté zbytky
kvéta zistavaji dlouhou dobu na rostling. Nejmarkantnéj$im rozdilem mezi sekcemi je sloZeni
alkaloidi v bunéénych $tavach. Mnozstvi meskalinu v celkovych alkaloidech v rostlinach
sekce Lophophora je 15 — 30%, zatim co mnozstvi jedovatého alkaloidu pellotinu 14 — 17%.
Koncentrace meskalinu se 1i$i mezi populacemi a také zavisi na roénim obdobi, stafi rostliny a
typu zkoumané tkané€. Rozdil v obsahu alkaloidi je také mezi tkani stonku a kofene. Roste na

rozsahlém tzemi (Bohata a kol. 2005; Grym 2014).

Obrazek 2: Lophophora williamsii. Ptevzato z: Bohata a kol. 2005; http://www.hajek-
kaktusy.cz/fotogalerie/lophophora.



3.1.2.1.1. Lophophora williamsii

Je jedinym =zastupcem sekce. Rostlina dostala jméno podle anglického cestovatele
a velvyslance statu Bahira, sira C. H. Williamse. Lophophora williamsii je znaén¢ polymorfni
druh, ktery vytvaii mnozstvi forem se stalymi morfologickymi charakteristikami.

Jedna se o kulovité na temeni zplostélé rostliny, s tuhou Sedozelenou epidermis a se
silnou vrstvou kutikuly (Obr. 2). Zebra jsou svisla v poétu 5 — 13, pokryta vystupky. Kvéty
jsou mensi od bilé, po syté rizovou barvu s kratkou trubkou a jsou lemovany mnozstvim
dlouhych chlupt. Ty¢inky jsou bilé a krats$i nez ¢asti kvétnich oball. Blizna se sklada z péti
lalokti rizové barvy. Plod je valcovity, rizové barvy a nese zbytky okvéti. Semena jsou ¢erna
o praméru 1 mm, odli$na od ostatnich druhti (Bravo 1967; Bohata a kol. 2005; Grym 2014).

Zastupci sekce rostou na plochych dnech udoli, ale také ve sténach vapencovych skal.
Upfednostiiuje mirné zastinéna mista a stanovisté s piiznivym vodnim rezimem. Typickou
doprovodnou vegetaci je Ariocarpus spp., Ancistrocactus spp., Astrophytum spp. a dalsi
(Bohata a kol. 2005, Grym 2014).

Aredl L. williamsii se rozprostird po celé Chihuahuasské pousti, v centralni ¢asti je
pfitomna hojné na okrajich byva vzacnéji. Hlavni t€zisté arealu lezi na izemi statu San Luis
Potosi, Tamaulipas, Nuevo Leon, Zacatecas, Coahuila, Durango, Chihuahua a Texas. V jizni
¢asti se svym aredlem dotyka aredlu L. koehresii a v jednom piipadé se aredly prolinaji. Na
jihozapadé statu Coahuila v okoli méstecka Viesca se areal L. williamsii styka s areadlem L.

fricii (Obr. 1) (Bohata a kol. 2005, Grym 2014).



10

Obrazek 3: Lophophora williamsii. Ptevzato z: Grym 2014.

3.1.2.2. Sekce Diffusae Bohata, Mysak et Snicer.

Sekei tvoti ctyti druhy: L. diffusa, L. fricii, L. koehresii a L. alberto-vojtechii. Vytvaii
maximalné 21 difuznich, zvlnénych Zeber s tenkou, lehce zranitelnou pokozkou vétSinou
zelené nebo zlutozelené barvy, coz ale nemusi platit u L. fricii. Kvéty maji delsi trubku, snaze
se odluCuji a rostliny jsou vzdy cizosprasné. Zde je opacnd situace slozeni alkaloidl
v bunéénych st'avach nez v sekci Lophophora. Mnozstvi meskalinu v celkovych alkaloidech
sekce Diffusae je maximalné 1.3%, zatim co mnozstvi jedovatého alkaloidu pellotinu 65 —
88% (Bohata a kol. 2005). Rostliny ztéto sekce, diky velkému obsahu pellotinu, jsou
domorodym kmenem Huichol zndmy jako ,,peyotl, ktery vas uspi“ (Terry 2008). Obyva

mensi izolované arealy (Obr. 1).

3.1.2.2.1. Lophophora diffusa

Rostlina byla pojmenovana podle postaveni zeber [diffusus], coz latinsky znaéi rozptyleny.
Ma vétsi a plossi stonek se Zlutozelenou, mékkou pokozkou. Dortsta velkych rozméra. Zebra
jsou diftizni a Casto se rozpadaji na jednotlivé hrboly. Obvykle v poctu 13 Zeber. Kvéty maji

delsi trubku a jsou bilé s odstiny rizové, vzacnéji zluté barvy (Obr. 4). Nitky ty¢inek jsou bilé
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se zlutymi prasniky a bilou ¢nélkou. Blizna je pétilalo¢na. Plody jsou bilé az tmavé rizové
barvy, valcovitého tvaru (Bravo 1967, Bohata a kol. 2005, Grym 2014). Roste podél suchych
koryt periodickych ficek na naplavach nebo biidlicovych svazich (Bohata a kol. 2005).

systému Rio Extorax ve staté Querétaro (Obr. 1). Aredl rozsifeni je izolovan sopecnymi
ploSinami, které jsou geologicky aktivni a mohou ménit fiéni systém. Zatim nejsevernégjsi
vyskyt byl zjistén na plosiné Andhuac, kterd se rozprostira na velké ¢asti statu San Luis Potosi
a v oblastech prilehlych stati Tamaulipas, Zacatecas a Guanajuato. To jsou velmi horké a
suché oblasti. Suchu se brani velikosti stonku, a proto ¢astéji roste trsovité (Bohata a kol.

2005, Grym 2014).

Obrazek 4: Lophophora diffusa. Ptevzato z: Grym 2014.

3.1.2.2.2. Lophophora fricii
Lophophora fricii nese jméno po Ceském cestovateli a kaktusaii Albertu Vojtéchu Fricovi.
Tento druh mé vekou plasticitu znakt. Je plose kulovity, mize rast solitérné nebo trsovité po

vice kusech. Zebra jsou poletna, zfetelnd i zcela difuzni, pokryta tenkou pokozkou
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Zlutozelené az Sedozelené barvy v maximdlnim pocétu 21. Kvéty jsou od bilé po tmave
rtazovou barvu (Obr. 5). Cerveny plod v sobé skryva semena, ktera jsou podobna sementim L.
williamsii, ale 1i8i se tvarem hila a povrchovou strukturou testy (Habermann 1974, Bohata a
kol. 2005, Grym 2014).

Roste na svazich a upatich hor. Mlize rist i na pfimém slunci, ale preferuje ochranu
vyS$i vegetace napt. Larrea spp., Fouquieria spp., Agave spp. Dalsi zastupci doprovodné
vegetace jsou Ariocarpus spp., Astrophytum spp., Coryphantha spp., Echinocactus spp.,
Echinocereus spp., Escobaria spp., Epithelantha spp., Mammillaria spp., Opuntia spp. a dalsi
(Bohata a kol. 2005).

Aredl L. fricii je pomérné¢ malé oblast okolo mésteCka Viesca, pfesnéji Laguna de
Viesca, na jihozapadé¢ statu Coahuila (Obr. 1). Zde nardzi na aredl L. williamsii avSak dikazy
o prolnuti druhti na pfirodnim stanovisti nejsou znamy. Laguna de Viesca je plochd panev
vyschlé laguny, kterd je ze vSech stran kromé zapadni obklopena hradbami hor. Ze zépadni
¢asti plynule prechdzi v Laguna de Meyran (Bohata a kol. 2005). Lophophora fricii tvoti
pravdépodobné nékolik populaci, které se 1isi jak morfologicky, tak charakterem vyskytu.
Jizné od Viesca rostou ve svazich piikrych kopcli ve véapencovych trhlinach, jilovitych
kapsach a sparach, maji bily kvét a vétSina rostlin je solitérnich (Terry 2008). Severni forma
od Zavaleta roste ve volné prachové pliidé naplavené uvnitt strzi, kde tvoii velké shluky
odnozujicich rostlin. Tyto populace jsou mezi sebou vzdaleny cca 30 km (Terry 2008). Forma
od El Amparo roste na rovinach vyse ve svahu a na tpati kopct. Proti suchu se brani tvorbou
vétSich stonki a voli stanovisté v puklinach, kde voda vzlind z atrob skal a ve strzich, kudy

v obdobi srazek stéka voda (Bohata a kol. 2005).
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Obrazek 5: Lophophora fricii. Prevzato z: Grym 2014.

3.1.2.2.3. Lophophora koehresii
Lophophora koehresii je pojmenovana po svém objeviteli Gerhardu Kohresovi. Rostlina je
kulovita na temeni zplo§téla s tmavé zelenou pokozkou. Roste solitérné a neodnozuje. Zebra
jsou zprvu zietelnd, pozdéji se rozpadaji a méni se v hrboly. Obvykle tvoii 13, vyjimecné 21
Zeber. Kvéty jsou velké a maji bélortizové zbarveni s charakteristickymi hnédymi prouzky a
jejich okvétni listky jsou uzké a dlouhé (Obr. 6). Tycinky jsou bilé, ¢nélka obvykle ptesahuje
uroven prasnikl a je bilé az nartizovélé barvy. Blizna je bila n¢kdy s nddechem rtzové, Zluté
nebo zelené barvy. Zbytky okvéti odpadavaji jesté pred dozranim neobvykle kulatého plodu.
Plod byva rizové nebo Zlutavé barvy. Také semena se od ostatnich druhti lisi. Jsou nejvétsi a
maji odliSnou strukturu testy (Bohata a kol. 2005, Grym 2014).

Roste na rovindch v panevnich dnech v mékkych naplavovych sedimentech pod vyssi
vegetaci napt. Larrea spp. Ztidka kdy roste na pfimém slunci. Pfed suchem se chrani
zatazenim stonku pod povrch plidy, ma tzv. geofytni rtst. V obdobi destti kotfen natdhne

vodu, zvétsi objem a rostlinu vytla¢i zpét nad povrch pldy. Stanovist€¢ obyva spolecné
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s Ariocarpus spp., Ancistrocactus spp., Astrophytum spp., Coryphantha spp., Echinocactus
spp., Mammillaria spp., Opuntia spp. a dalsimi (Bohata a kol. 2005).

Druh obyva panev mezi Rio Verde ve staté San Luis Potosi a Tula ve stat¢ Tamaulipas
(Obr. 1). Vyhledava mén¢ zasolena mista s jemnou sprasi se slozZkami sadrovce (Bohata a kol.
2005). Na severu svého arealu se styka s L. williamsii, kterd roste na vapencovém vybézku

vzdaleném ne vice nezZ 500 m. Rozdil mezi populacemi je zcela zna¢ny jak morfologicky,

ekologicky i fytochemicky (Starha & Kuchyna 1996, Terry, 2008).

Obrazek 6: Lophophora koehresii. Ptevzato z: Grym 2014.

3.1.2.2.4. Lophophora alberto-vojtechii

Naposledy popsany taxon Lohophora alberto-vojtechii zahrnuje jména Alberta Vojtécha Frice
a Ceského kaktusate Vojtécha Mysaka. Jedna se o maly druh, maximalné s osmi Zebry. Vétsi
¢ast rostliny je ukryta pod zemi. Stonek je plochy nebo mirn¢ vypoukly, zelenosedé nékdy
nafialovélé barvy. Kvéty jsou Siroké, svétle rizové s tmavsim pruhem tdhnoucim se na vnéjsi
strané dlouhého okvétniho platku (Obr. 7). Nitky jsou bilé barvy se Zlutooranzovymi
prasniky. Dlouhd ¢nélka je bilé barvy a nese nazloutlou nebo nartzovélou bliznu. Mirng

protahly plod, ktery po ¢ase usycha, je bilé barvy Zlutych nebo nartiZovélych odstinli. Semena
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jsou Cerna s hrbolatou testou. Hilum ma tvar pismena ,,V* a je vyrazn¢ ohrani¢eno (Bohata a
kol. 2009).

Stanovisté druhu je podobné jako v ptipadé L. koehresii. Jedna se o ploché naplavové
sedimenty, které souvisi s geofytnim ristem typickym pro L. koehresii (Bohata a kol. 2009).
Prokéazany vyskyt je na severovychod¢ statu San Luis Potosi severné od Vanegas, jih statu
Coahuila, severozapad a severovychod statu Zacatecas a jizné od San Roberto ve staté Nuevo
Leon (Obr. 1). Aredl vyskytu se skoro dotyka arealu L. williamsii, ale neni prokazano jejich
prolnuti. Populace L. koehresii je vzdalena vice nez 120 km od nejblizSich populaci L.

williamsii (Bohata a kol. 2009, Grym 2014).

Obrazek 7: Lophophora alberto-vojtechii. Ptevzato z: Grym 2014.
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3.2. Etnobotanika Lophophora williamsii

Uzivéani peyotlu mezi domorodym obyvatelstvem Mexika ma dlouhou tradici sahajici az 3660
— 3780 let pted Kristem. Peyotl je tedy zndm jako psychoaktivni a medicinska rostlina riznym
etnikiim indianského obyvatelstva vice nez 5700 let (El-Seedi a kol. 2005). Nazev peyotl
pochazi ze Spanélského [peyote], coz je ptebrana forma slova z aztéckého jazyka Nahuatl
[peyotl] a znamena kokon, zamotek (Safford 1915). Ritualni uzivani peyotlu bylo nejvice
rozvinuto mezi mexickymi indiany z kment Chichimeca, Tarahumara, Cora, Huichol, a
mnoha dal§imi. Prvni literdrni zminky o uzivani peyotlu mezi domorodym obyvatelstvem
pochazi od Span€lského kronikéie, etnografa, frantiSkanského mnicha Bernardina de
Sahagtna. Jako prvni popsal Sahagtn ritudlni uzivani peyotlu mezi Chichimékmi (Safford
1915, Schultes 1938, Schultes a kol. 2001). Neda se fict, ktery indidnsky kmen objevil
psychoaktivni u¢inky peyotlu jako prvni, ale ptedpoklada se, Ze indiani z kmene Tarahumara,
obyvajici rozlehlé Casti, kde tenhle kaktus roste, byli prvni, ktefi ho zacali pouzivat. Od nich
se uzivani rozsifilo mezi kmeny Kora a Huichol a ostatni kmeny Mexika a Severni Ameriky
(Schultes 1938, Schultes a kol. 2001).

Co zapusobilo na indidny tak, Ze nendpadny kaktus se stal nedilnou soucésti Zivota a
tradic mnohych kmenti zdstava i nadale zdhadou. Jednou z moznosti, co vedlo lidi k jeho
uzivani, jsou fantastické vizualni halucinace doprovazeny zostienim vnimani barev. Zivot
indiant byl vzdy velice uzce spjat s vizemi, ve kterych hledali odpovédi na zakladni otazky
byti. Touha po silnych vizich mohla byt jednim z faktord, které ovlivnily rychlé pronikani
uzivani peyotlu mezi indidnskymi kmeny. Rostlina byla povazovana za dar od boh,
posvatnou medicinu, ptindSejici silné vize a zprostfedkovavajici kontakt s nadptirozenym
svétem. Druhou moznosti, pro¢ se uzivani peyotlu rozsitilo, jsou jeho 1écebné ucinky, které

jsou vyzdvihovany vétSinou indianskych kmenti od Mexika az po Kanadu. Neni tedy pochyb,
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7e to byly vizudlni halucinace ve spojeni s terapeutickymi a stimula¢nimi vlastnosti, které
sehraly vyznamnou roli pfi $ifeni kultu peyotlu (Schultes 1938).

Indianské kmeny zijici v aredlu vyskytu lofofory williamsovy podnikaly a dodnes
podnikaji dlouhé pouté za ucelem sbérti peyotlu. Pfi sbéru se ufizne horni nadzemni ¢ast,
pfi¢emz kofen musi zistat neposkozen kvili regeneraci rostliny. Nasbirané nadzemni ¢asti
jsou pak dikladn€ usuSeny na slunci. UsuSenym nadzemnim castem se tikad peyote buttons
anebo mescal buttons. Ususené ,,peyotlové knoflicky™ se pak miizou skladovat dlouhou dobu
nejcastéji v platénych pytlich (Schultes a kol. 2001). Kmeny zijici mimo aredl vyskytu
lofofory, udrzovaly obchodni styky skmeny, které zily, a sbiraly peyotl vjeho aredlu.
Nejcastéjsi formou, v jaké se peyotl uzival/uziva, jsou prave ,,susené peyotlové knoflicky®,
které se polykaji, avSak bylo zdokumentovéano i uzivani Cerstvych rostlin. Primérny pocet
konzumovanych rostlin se velice li§i a zavisi od ucelu, pro jaky jsou uréeny. Pti obfadech, pro

které je nutno dosdhnout silnych halucinaci, je primérny pocet spolykanych ,.knoflikt* 30

(Schultes 1938).

Obrazek 8: Sbérac peyotlu z kmene Huichol. Pfevzato z: http://marcdozier.com/portfolio/huichol-mexico/



18

V dobé¢ kdy pfisli Spanélsti dobyvatelé do Mexika, byl medicinsko-religiézni kult peytolu
uz davno plné€ rozvinut. V zépisech dobovych kronikaiii se vzpomind uzivani peyotlu zejména
pti 1éCitelskych obfadech na lé¢eni riznych nemoci a jako stimulacni a tonizujici prostifedek
(Safford 1915, Schultes 1938). Peyotl byl nebo stale je uzivan na lé¢eni riiznych nemoci nebo
zranéni, jako je napt. revmatismus, tuberkul6za, povrchové zranéni klize, popdaleniny, ustknuti
hadem nebo Skorpionem, atd. Pfi léceni se pouziva bud’ povrchové, nebo se z n¢ho piipravuji
rizné odvary. Mnoho indidnskych kment (napi. Tarahumara, Zacatecas, Kiowa, Apachi
Mescalero, atd.) véti, Zze konzumace peyotlu podporuje dlouhovékost. Lofofora williamsova
byla dokonce oficidln¢ zatazena do seznamu medicinsky vyznamnych 1€¢iv Farmacopia
Mexicana (Schultes 1938). Uzivani peyotlu béhem nébozenskych obfadi bylo zaznamenané
v pribéhu dobyvani Ameriky. Mnoho kment si zachovalo a dodnes udrzuje mnoho rituald,
béhem kterych se konzumuji peyotlové knoflicky (Safford 1915, Schultes a kol. 2001). Tyto
ceremonie zahrnuji napt. celono¢ni tanceni a zpév, kdy zucastnéni tvoii kruh a nésleduji
rytmus bubnid, to je vSak jen ¢ast ceremonii, které se jinak od sebe velmi lisi. Mezi
nejznamejsi ceremonie patii obtady ,,Cross Fire way®, ,,Half Moon ceremony*, ,,Sweat Lodge
ceremony*, ,,Sun Dance ceremony* a Casto také ,,Vision Quest* (Stewart 1987). Peyotismus
me¢l a ma sjednocujici vliv pro indidnsky zivot, zajiStujici pratelstvi, ritudly, spolecenska
setkavani, cestovani, manzelstvi a dal$i. Byl zdrojem léceni, mocnym ochrancem, ktery
prindsi Stésti. Huicholové véti, Zze pokud ma muz u pasu kousek peyotlu, medvéd ho nemuze
kousnout a jelen, kterého Huicholové nazyvaji posvatnym bratrem, pfed nim nemize utéct.
Dodnes se u Huicholii zachoval obiad sbéru peyotlu, kdy je napodobovan hon a lov s ostépy a
Sipy na jelena. Za jelenem se vSak ve skutecnosti skryva peyotl. Ritudlni sbér se fidi pfisnymi
pravidly, kterd zistala nezménéna tisice let (Schultes a kol 2001).

Od zac¢atku objeveni Ameriky, katolicka cirkev vnimala uzivani peyotlu velice negativné,

a vSemozné se snazila tenhle zvyk vykotenit z Nového svéta. Cirkev se bala, Ze by se peyotl
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rozsifil mezi jiz konvertované indiany i mezi nékteré Spané&ly. V roku 1620 vydala inkvizice
dekret o zdkazu uzivani peyotlu. Pivodni uzivani v§ak pokrac¢ovalo i mezi pokiest'ansténymi.
Navzdory snaham katolické cirkve vykofenit uzivani peyotlu, jeho vyuzivani vzkvétalo
hlavn¢ v kmenech v aredlu vyskytu i mnohem dal na sever. Zaznamy potvrzuji, ze
individudlni i ceremonidlni vyuziti pfesahovalo pfirozeny areal vyskytu. Osmnacté stoleti
pfineslo velké zmény pro Mexiko. Spanélé, ktefi drzeli zemi od 16. stoleti, ztratili kontrolu
nad Mexikem roku 1821. V Mexiku nasledovalo stoleti nepokojd, revoluce, valky se
Spojenymi staty a Francii, dalsi revoluce a diktatorstvi. Mnoho indianskych kmenti vymizelo
nebo zmizelo vlivem civilizace. Na uzemi dne$niho Mexika bylo katolictvi stanoveno jako
naboZenstvi lidu, které nahrazovalo naboZenstvi plivodni. Ty kmeny, které ptezily do 20.
stoleti, si vlivem cirkve vyvinuly odlisné peyotlové ceremonie (napi. kmeny Huichol,

Tarahumara, Cora, Tepehuan, Tepecano) (Stewart 1987).

Obrazek 9: Konzumenti peyotlu zkmene  Huichol. Pfevzato z:  http:/www.mundo-
geo.es/naturaleza/paisajes/de-alaska-a-argentina-la-ruta-panamericana?image=5.

Ceremonie vzniklé ve Spojenych statech jsou odlisné od téch v severnich horach stitedniho

Mexika, avSak maji podobné zvyklosti. Je mnoho podobnosti mezi starym mexickym pojetim
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pfenesenym do moderniho amerického peyotlového nabozenstvi. Na prelomu 19. a 20. stol.
byli domorodi Ameri¢ané nuceni se zaclenit do systému, byla jim zabirana ptida a upadali do
chudoby a alkoholismu. Ptichod peyotlu byl vnimén jako spasa indianii, zdchrana tradic a
jako most mezi minulym a pfitomnym. V téhle, pro indidny velice t€zké dob¢, se zacaly
formovat zdklady nového synkretického naboZenstvi domorodého obyvatelstva, Americka
domoroda cirkev (Native American Church, NAC). Jedna se o hnuti, ve kterém se misi
tradi¢ni domoroda vira spolu s kiestanstvim. Hnuti se zacalo formovat v 80. letech 18. stol. a
oficidln¢ bylo zalozeno v Oklahomé roku 1918 (Wikipedia, The Free Encyclopedia).
Mnohokrat se tfad pro indianské zalezitosti (BIA) snazil peyotl zakazat, a proto se spojil s
nékolika cirkevnimi organizacemi a organizacemi pro asimilaci Indiant, jako napf. asociace
pro indianské pravo a spolecné tlacili na zdkonodarce jednotlivych statii za oficialni zakaz.
Casto byli ptizvani uznavani 1ékafi, aby ¢asto bez pozorovani a vyzkumu oznagili peyotl, jako
drogu ohrozujici mordlku. Pfirovnanim NAC k Opiové kiestanské cirkvi ¢i ke Kokainové
spolecnosti kiest'and vedlo roku 1922 k uspéchu BIA a k zdkazu uzivani peyotlu v nékolika
statech USA. Zékaz docasné ohrozil existenci prvni NAC v Oklahomé. Aby se mohli indiani
uzivajici peyotl odvoldvat na prvni dodatek americké ustavy garantujici nabozenskou
svobodu, museli jednat se staitnimi Ufady jako oficidln¢ zaregistrovand organizace (cirkev).
V roce 1978 byl schvélen zakon, tzn. American Indian Religious freedom act (42 U.S.C. §
1996), kongresem USA, ktery zaruCuje indianim svobodné praktikovani ndbozenstvi a
uzivani jejich posvatnych pfedmétii. Po ¢innosti indidnskych aktivisti doslo k apravam tohoto
zdakona vletech 1993 a 1994, ve kterych potvrzuji legalitu tradi¢nich indianskych
naboZenskych praktik, pokud neni prokézana vefejnd thona. Zikon nebyl dokonaly a
nespecifikoval konzumaci peyotlu béhem nabozenskych obtadl, a proto byl roku 1994
schvalen a americkym prezidentem Billem Clintonem podepsan zakon legalizujici uZivani

peyotlu domorodym obyvatelstvem. Zakon tika Ze: ,,Pouziti, drzeni nebo pieprava peyotlu
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bez ohledu na jakdkoli jind ustanoveni pravnich ptedpist, ze strany indianti pro tradi¢ni
slavnostni tcely v souvislosti s praxi tradi¢niho indidnského nébozenstvi je legélni a nemélo
by byt zakazano Spojenymi staty nebo jinymi staty. Zadny Indian nesmi byt penalizovan nebo
diskriminovan na zdklad¢ takového pouziti, drzeni nebo pifepravy, véetné, ale ne pouze,
popfeni jinak platnych vyhod v rdmci programii vetejné podpory (42 U.S.C. 1996A(b)(1)).
Indianskym kmenem se rozumi jakykoli kmen, kapela, narod, pueblo nebo jind organizovana
skupina indidnd vcetné aljasské domorodé vesnice, ktera je uzndna jako zpusobild pro
specialni programy a sluzby poskytové Spojenymi staty pro indidany a pro jejich indidnsky
status. Indianskym naboZenstvim je mysSleno naboZenstvi, které je provadéno indiany,
pivodem a vykladem, ktery je vramci tradi¢ni indianské kultury ¢i komunity (42 U.S.C.
1996A(c)). Zatim co roku 1922 bylo v USA zhruba 13 000 az 22 000 ritualnich uzivateli
peyotlu, dnes NAC zahrnuje okolo 50 kment a 250 000 véficich a zabiraji izemi od Kanady
az po zépadni a stitedni Mexiko. NAC je dnes nejrozsitenéjsi ndbozenstvi mezi domorodymi

Americany ve Spojenych statech, Kanadé a Mexiku (Stewart 1987; Palatova 2005).



4. Material a metody

4.1.1. Pouzité chemikalie

- Octan sodny (NaOAc) (TAMDA)

- Agardza (SERVA)

- PB-merkaptoetanol (B-ME) (Sigma-Aldrich)

- Deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTPs) (Promega)

- Destilovana voda

- Etanol 96% (Lachner)

- Etylendiaminotetraacetat disodny (Na,EDTA) (VWR)
- GelRed (Biotum)

- GoTaq DNA polymeraza (Promega)

- Chlorid sodny (NaCl) (Lachner)

- Chloroform (Lachner)

- Isoamylalkohol (Lachner)

- Isopropanol (Lachner)

- Kyselina borita (H3;BO3) (Lachner)

- Kyselina etylendiaminotetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich)
- Kyselina octova (Lachner)

- Polyvinylpyrolidin (PVP) (Sigma-Aldrich)

- RNaza (Biobasic)

- Sorbitol (Sigma-Aldrich)

- Trishydroxymetylaminometan (TRIS) (Sigma-Aldrich)
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4.1.2. Pouzité roztoky

3 % CTAB

20 ml 1M Tris, pH=8

8 ml 0.5M EDTA, pH=8

6 ¢ CTAB

35.06 g NaCl

Doplnit destilovanou vodou do 200 ml

70% Etanol (EtOH)
- 37 ml 96% EtOH

- Doplnit destilovanou vodou do 50 ml

80% Etanol (EtOH)
- 42 ml 96% EtOH

- Doplnit destilovanou vodou do 50 ml

Smés chloroform:isoamylalkohol 24:1 (Chl:IAA), 100 ml
- 4 ml isoamylalkoholu

- 96 ml chloroformu

Roztok octanu sodného (NaOAc)

- 24.6 gNaOAc

- 50 ml destilované H,O

- Kyselina octova pro upraveni pH na 5.2

- Doplit destilovanou vodou do 100 ml



Sorbitolovy pufr

100 ml destilované vody

20 ml 1M Tris, pH=8

2 ml 0.5M EDTA, pH=8

- 12.76 g sorbitolu

Doplnit destilovanou vodou do 200 ml

10X TBE pufr:

108 g trishydroxymetylaminometanu (Tris)
- 55gH;3;BOs

- 40 ml 0.5M Na,EDTA, pH=8

- Rozpustit v 900 ml destilované vody

- Doplnit do 1 1 destilovanou vodou
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4.1.3. Laboratorni pristroje

Centrifuga Eppendorf® 5804 R (Eppendorf)

Digestot (Merci)

Dokumentacni systém Fire-Reader V4 (UVITEC Cambridge)
Elektroforéza OWL A6; Easy Cast OWL B1 (Thermo Scientific)
Flowbox PV-100 (Telstar)

Homogenizator Fastprep® 24 (MP Biomedical)

Laboratorni vaha PM 2000 (Mettler-Toledo)

Michacka s magnetickym ohievem VMS-C7 (KRD)
Mikropipety Eppendorf, 0.1 — 1000 ul (Eppendorf)
Nanodrop NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)

Susirna (Chirana)

Termomixér Mixing Block MB-102 (Bioer)

Vortex MS2 mini; MS3 basic (IKA)

Vyrobnik ledu (Bar Line)



4.2. Rostlinny material

Vzorky rostlin pro biosystematicky vyzkum byly poskytnuty sbérateli a péstiteli
kaktust Vojtéchem Mys$akem, Jaroslavem Bohatou a Jaroslavem Snicerem z jejich sbirky.
Rostlinny material ptedstavovaly odfezky nadzemnich ¢asti rostlin, které byly oznaceny ID

¢islem, uloZzeny do uzaviratelného pytlicku a uchovavany pii teplot¢ — 80°C. Seznam

pouzitych rostlin je uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Pouzity rostlinny material

ID ¢islo Druh Puavod (federalni stat’zemé) Pocet jedinci DNA extrakce
1 WILL Zacatecas (MEX) 2 +
2 WILL San Luis Potosi (MEX) 2 +
3 FRI n.a. 1 +
4 ALV San Luis Potosi (MEX) 3 +
5 WILL San Luis Potosi (MEX) 4 +
6 WILL Coahuila (MEX) 2 +
7 ALV San Luis Potosi (MEX) 1 +
8 WILL Coahuila (MEX) 2 +
9 WILL Coahuila (MEX) 2 +
10 WILL Nuevo Ledn (MEX) 2 +
11 WILL Coahuila (MEX) 3 +
12 WILL Coahuila (MEX) 4 +
13 WILL Nuevo Ledén (MEX) 2 +
14 WILL Coahuila (MEX) 1 +
15 WILL Coahuila (MEX) 1 +
16 ALV n.a. 6 +
17 WILL Coahuila (MEX) 2 +
18 WILL Nuevo Ledén (MEX) 2 +
19 WILL Coahuila (MEX) 2 +
20 WILL Zacatecas (MEX) 4 +
21 WILL San Luis Potosi (MEX) 1 +
22 WILL San Luis Potosi (MEX) 1 +
23 WILL Coahuila (MEX) 4 +
24 ALV San Luis Potosi (MEX) 3 +
25 WILL Coahuila (MEX) 2 +
26 WILL San Luis Potosi (MEX) 2 +
27 WILL Coahuila (MEX) 2 +




ID ¢islo Druh Plvod (federalni stat’zemé) Pocet jedinci DNA extrakce

29 ALV San Luis Potosi (MEX) 1 +

31 WILL Coahuila (MEX) 2 +

33 WILL Zacatecas (MEX) 2 +

35 WILL San Luis Potosi (MEX) 2 +

37 WILL San Luis Potosi (MEX) 2 +

39 WILL Nuevo Ledn (MEX) 2 +

41 WILL Zacatecas (MEX) 2 +

43 WILL Coahuila (MEX) 3 +

45 n.a. San Luis Potosi (MEX) 2 +

47 WILL San Luis Potosi (MEX) 7 +

49 WILL Coahuila (MEX) 2 +

51 WILL San Luis Potosi (MEX) 3 +

53 WILL Coahuila (MEX) 2 +

55 WILL San Luis Potosi (MEX) 1 +

57 WILL Zacatecas (MEX) 2 +

59 WILL n.a. 1 +

61 WILL Coahuila (MEX) 1 +

63 WILL Chihuahua (MEX) 1 +

65  WILL Texas (USA) 1 +
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ID ¢islo Druh Puavod (federalni stat’zemé) Pocet jedinci DNA extrakce

67* WILL Zacatecas (MEX)
68* WILL San Luis Potosi (MEX)
69* WILL San Luis Potosi (MEX)
70* WILL Coahuila (MEX)
71* WILL San Luis Potosi (MEX)
72* WILL San Luis Potosi (MEX)
73* WILL San Luis Potosi (MEX)
74* WILL San Luis Potosi (MEX)
75* WILL Chihuahua (MEX)
76* WILL San Luis Potosi (MEX)
77 KOE San Luis Potosi (MEX)
78* WILL n.a.

79* FRI z kultury (n.a.)

PG U U U S U U U O U

WILL — Lophophora williamsii; FRI — L. fricii; KOE — L. koehresii; ALV — L. alberto-vojtechii; n.a. — chybéjici informace; MEX —
Mexiko; USA — Spojené staty americké, * — susené vzorky.

4.3. Izolace DNA

Cilem izolace nukleovych kyselin je extrakce Cisté nerozstépené DNA bez piimési RNA,
bilkovin nebo sekundarnich metabolitd. Prvnim krokem je homogenizace pletiva a lyze bun¢k
zjader kterych ziskdme nukleovou kyselinu. U ZivociSnych bunék sta¢i rozpustit
biomembrany a denaturovat proteiny, kdezto u rostlinnych buné¢k musime pouzit formu
mechanické sily na rozbiti bunééné stény. Bunécny obsah se uvolni do pufra¢niho roztoku,
ktery kromé jiného obsahuje i etylendiaminotetraoctovou kyselinu (EDTA). Ta zapfti¢ini
vychytani vapniku, ¢imz zabranime rozstipani DNA nukleazami. CTAB je detergent, ktery
uvoliiuje DNA z membréan a proteind. V dal$im kroku extrakce se pak pouziva chloroform,
ktery denaturuje proteiny, rozpousti tuky a odd€luje vodni a organickou fazi. Supernatant je
vodni faze s extrahovanou DNA, v organické fazi se nachdzi rostlinné metabolity. Nasledné je
potifeba DNA vysrazet v etanolu nebo isoprapanolu a promyt. Nakonec se DNA rozpusti ve

vodé nebo vhodném pufru a pfiddnim enzymi (proteindza, RNé4za) se odstrani piipadna

vyizolovana RNA. Metod izolace DNA je celd fada. Volba metody zavisi na typu DNA,



29

kterou chceme extrahovat, také na typu pletiva ze kterého DNA izolujeme, nebo rostlinného
druhu.

Ziskat cistou nefragmentovanou DNA z kaktusti je docela naro¢né, hlavné kvili
vysokému obsahu sekunddrnich metabolitli (zejména polysacharidi), které se pii extrakci
srazeji spolecné s DNA a vytvareji tézkorozpustitelné shluky. Protokol, vhodny pro extrakci
DNA z druht rodu Lophophora, byl otestovan a upraven vedoucim mé prace Dr. Majeskym.
Jako nejvhodnéjsi se ukazal byt protokol pouzity v praci Russell a kol. (2010). V protokolu
jsou pouzity dva pufry, nejprve se zhomogenizované pletivo zbavuje polysacharidii
v sorbitolovém pufru, samotna extrakce DNA pak probihd v 3% CTAB pufru.

Rostlinné pletivo (cca. 0.5 g) bylo homogenizovano v tekutém dusiku nebo
v homegenizatoru. Po zhomogenizovani bylo ke kazdému vzorku napipetovano 1000 pl
sorbitolového pufru s ptidavkem PVP a 0.5 pl B-Me a vzorek byl vortexovan 1 az 2 min.
Nasledné byly vzorky centrifugovany pii teploté 10°C, 15 min/13tis. otacek. Supernatant byl
odpipetovan a ptedchozi postup, jiz bez ptidavku B-Me a PVP, tudiZ pouze se sorbitolovym
pufrem, se opakoval, dokud supernatant nepiestal byt viskdzni (min. 4 krat). V ptipadé
homogenizace v homogenizatoru, bylo rostlinné pletivo homogenizovéno s jiz pfidanym
sorbitolovym pufrem. Kdyz uZ supernatant ptestal byt viskdzni, bylo k homogenizatu ptidano
1000 ul 3% CTAB pufru, smés byla kratce zvortexovana a pii teploté¢ 60°C se vzorky nechaly
inkubovat v termobloku minimalné¢ 60 minut. Poté byly vzorky zcentrifugovany pti 10°C
15min/13tis. otaCkach. Po centrifugaci byl supernatant piepipetovan do novych 2 ml
mikrozkumavek (ependorfek). K supernatantu bylo pfiddino 700 pl smési Chl:IAA
(chloroform:isoamylalkohol, 24:1). Smés se kratce zvortexovala a nechala se stat 5 minut pii
pokojové teploté¢ a opét se zcentrifugovala, 10°C 15min/13tis. otdcek. Tento postup byl
zopakovan jesté jednou. Po druhém centifugovani byl supernatant ptepipetovan do novych 1.5

ml ependorfek. K odméfenému objemu supernatantu byla pfidana 1/10 objemu NaOAc a 2/3
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objemu isopropanolu. DNA se nechala precipitovat v lednici pfi 4°C minimélné¢ 60 minut. Po
precipitaci, byly vzorky zcentrifugovany pii 10°C 10 min/13tis. otdckach. Supernatant byl
opatrné slit tak, aby pelet vysraZzené DNA zustal na spodu ependorfky. VysraZeny pelet byl
procistén 500 pl 70% EtOH, centrifugovan pfi 10°C 10 min/13tis. otdckéach, opatrné slit,
opetovné procistén 80% EtOH, centrifugovan 10°C 15min/13tis. otackach a slit. Ziskany pelet
byl vysuSen ve vakuové suSi¢ce pii 40°C. Po usuSeni byl pelet rozpustén ve 100 pl
destilované vody. Pro odstranéni RNA byl k rozpusténému peletu pfidan 1 ul RNA4azy (10
mg/ml) a smés byla inkubovédna pii 37°C, 30 minut. Kvalita DNA byla ovéfena na 1.8%
agaroze (agarozovou elektroforézou), koncentrace a Ccistota DNA byla zméfena na

NanoDropu. Protokol byl postupné upravovan podle potieby.
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4.4. PCR reakce a testovani mikrosatelitovych a
chloroplastovych primeri

Amplifikace DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR)
se bézné vyuziva v molekuldrni biologii za tcelem amplifikace urc¢itého tiseku DNA. PCR je
biochemicka reakce, kdy dochdzi ke kopirovani DNA pomoci enzymu DNA-polymerazy.
Podle templatu jednovldknové DNA je DNA-polymeraza schopna syntetizovat
komplementarni vldkno tak, ze ptidava k existujicimu tseku druhého vldkna nové nukleotidy
ve sméru od 5" konce DNA ke 3" konci DNA. K tomu je potieba kromé templatového vlakna
a nukleotidtrifosfati kratky existujici usek druhého vldkna, tzv. primer, ktery muize byt
syntetizovan uméle jako oligonukleotid. Pokud zndme sekvenci templatového vlakna,
muzeme si piipravit primer, ktery bude za vhodnych teplotnich podminek tvofit vodikové
mustky s komplementarni sekvenci v templatovém vlakne, tedy hybridizovat. Tim uréime
DNA-polymeraze, kde ma nasedat a kterym smérem ma syntetizovat komplementarni vlakno.
Podle jednoho teplatového vldkna nedojde k fetézovému hromadéni produktu, proto se
pouzivaji dva primery, které nasedaji na komplementarni sekvence ve dvou templatovych
vlaknech. Templatova vldkna vznikaji denaturaci dvouvlaknové DNA. Primery na tato vlakna
nasedaji v protismérné orientaci, takze po opakovanych cyklech denaturace, nasedani
primeru a extenze primeru DNA-polymerazou vznikaji templaty pro novy reakéni cyklus.
Mame-li tedy teoreticky na zacatku k dispozici dvé templatova vldkna (jednu dvojvlaknovou
molekulu), pak vzniknou v prvnim cyklu dvé kopie. Pro dalsi cyklus mame k dispozici uz
¢tyfi vldkna, podle kterych vzniknou 4 kopie. Celkem osm templatovych vldken slouzi v
dalsim cyklu k syntéze dalSich osmi vldken, takze se produkt hromadi geometrickou tadou.
Protoze je nejdiive potieba denaturovat templatovou DNA za vysoké teploty, musime pii
PCR pouzivat termostabilni polymerazu, ktera je ziskdvana zhlubokomotskych bakterii

zijicich kolem podmotskych sopek a které jsou schopné po urcitou dobu odolavat teplotam
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kolem 95°C. Pro kazdou PCR musime navrhnout vhodny péar primerd pro amplifikaci
konkrétniho tseku templatové DNA. Musime docilit toho, aby oba primery nasedaly jen na
pfesné komplementarni sekvenci templatové DNA za stejné teploty (tzv. annealingové
teploty) tzn., Ze musi mit pfiblizné stejnou teplotu tani. Teplota tani je zavisla na délce
molekuly a poméru G-C part a A-T part bazi v sekvenci primeru, protoze mezi G-C je o
jeden vodikovy miustek vice. Teplotu tani Ize vypocitat nebo zjistit experimentalné. Dalsim
pozadavkem na primery je, Ze nemohou tvofit takzvané dimery a vlasenky. Dimer vzniké
sparovanim dvou primerd a pti¢inou je delsi komplementarni usek v sekvenci obou primert.
Vlasenka vznikd sparovanim koncli stejného primeru, pokud je mezi nimi velkd
komplementarita. Oboje mé& za nasledek, Ze PCR nemusi probéhnout, nebo je reakce
nespecifickd. Primery mizeme navrhnout manualné nebo za pouziti riznych softwart.

Marker je znamé sekvence DNA, kterou lze jednoduse identifikovat. Bud’ se jednd o
¢ast DNA se zménou jednoho paru bazi nebo delsi repetitivni usek tzn. mikrosatelit.
Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice jednoduchych sekvenci. Maji vysokou
variabilitu, velkou pocetnost a jsou rozmistény po celém genomu. Jaderné mikrosatelity
(SSRs) jsou nejlepsimi markery pro zhodnoceni variability na populaéni Grovni, je zapotiebi
druhové specifickych primerti tzn. primery specifické pro studovany druh nebo rod.
Chloroplastové mikrosatelity (cpDNA SSRs) jsou vhodné pro zhodnoceni variability na
urovni piibuznych druhti nebo na vnitrodruhové tirovni a jsou k dispozici univerzalni primery.
Chloroplasty jsou organely, které obsahuji vlastni DNA (oznacovdna jako cpDNA).
Chloroplastova DNA mé jednoduchou a stabilni strukturu. Vyhodou cpDNA je, Ze
v organizmu se vyskytuje jenom v jednom typu, tj. je tzv. haploidni. Chloroplastovd DNA
podléha jen velice ojedinéle rekombinacim a dédi se jenom po jedné linii, u krytosemennych

rostlin se vétSinou dédi po matetské linii. VySe popsand specifika chloroplastové DNA ji
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predurcuji jako vhodny marker pro studium fylogeneze a mezidruhovych vztaht na trovni

populaci a regioni (napt. Palmer 1987).

4.4.1. PCR protokol

Pti ptipravé PCR reakce je dulezité mit dobfe rozmrazené a promichané vsSechny
komponenty reakce a templatovou DNA. Samotné piiprava reakce probihala ve Flowboxu,
aby se zabranilo pfipadné kontaminaci. VSechny komponenty reakce byly po rozmrazeni a
promichani udrzovany na ledu. Nejprve byl pfipraven PCR premix, pozistavajici ze vSech
komponentt reakce (sterilni destilovana voda, PCR pufr, volné nukleotidy, primery, DNA
polymeraza). Premix byl nasledné rozpipetovan do reakénich mikrozkumavek. Jako posledni
byla pridana templatova DNA. Po smichani premixu s templatovou DNA byla smés kratce
stocena na mikrocentifuze a mikrozkumavky byly vlozeny do cycleru a byl spustén piislusny
program pro PCR reakci. Po skonc¢eni PCR programu byla uspésnost reakce ovéfena pomoci
agarozové elektroforézy.

Pro testovani markr byly vybrany 2 chloroplastové useky frnlL-trnF (Taberlet a kol.
1991), marK (Dunning a Savolainen 2010), jeden jadrovy usek I7S1-5.8S-ITS2 (White a kol.
1990) a dva mikrosatelitové lokusy LOP1, LOP2 (Terry 2005). Téchto pé markerd bylo
testovano na Ctyfech vzorcich (vzorky €. 3, 4A, 5B, 10A). Pro negativni kontrolu (tzv. blank)

slouzila sterilni destilovand voda.

Tabulka 2: Protokol pro pfipravu PCR premixu. Uvedené objemy plati pro pfipravu 1 vzorku.

Komponent PCR reakce Pipetovan objem Pavodni Il((zr:‘((::eerr\]ttrraaizlvysledna
Sterilni dH20 9.3 ul ---
Reakéni pufr 3ul 5X/MX
dNTPs 0.3 ul 10 mM/0.2 mM
PFfimy primer 0.6 pl 10 uM/0.4 uM
Zpétny primer 0.6 pl 10 uM/0.4 uM
GoTaq DNA polymeraza 5U/pl 0.2 ul 1U
Templatova DNA 1ul ~10-20ng
Vysledny objem 15 pl —




Tabulka 3: PCR protokol

94°C
94°C
Ta
72°C
72°C
4°C

ogahwN=

5 min
30 sek €<——
1 min

1 min
10 min
neomezené

PC
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Ta — teplota nasedani primerii (annealingova teplota)/PC — po&et cykli reakce; Ta"** = 48°C/PC = 34, Ta""™""*

= 52°C/PC = 35; Ta!™™ LOPLLOP2= 560 /pC = 35.



5. Vysledky

DNA byla vyizolovana celkové ze 151 rostlinnych vzorki, z toho bylo 13 vzorki susenych,
zbytek byly vzorky zmrazené. Izolace DNA zjedinct rodu Lophophora byla provadéna
kvality a integrity DNA pomoci agarézové elektroforézy se da fict, Ze izolace ¢isté DNA bez
piimési nebyla u vSech vzorkid zcela tspésnd (Obr. 10). Jen u malé ¢asti vzorka lze vidét
nefragmentovanou DNA, u ostatnich vzorkli pozorujeme hodné¢ fragmentovanou DNA nebo
DNA s velkym mnoZstvim polysacharidi obalujicich DNA. To zptlisobilo, Ze DNA se v
prabéhu elektroforetické separace nehnula z jamky, ale sviti uvnitt. U vyextrahované¢ DNA
byla také zméfena jeji koncentrace a Cistota (Tab. 4). I pies to, Ze u nékterych vzorka jsem
naméfila zaporné hodnoty, byla koncentrace nukleovych kyselin u vétSiny vzorkd dostatecna
(Tab. 4). Cistotu DNA ovliviiuji sekundarni metabolity a proteiny. Cistota DNA je u prevazné
vétSiny vzorkd v norm¢. Poméry absorbanci 260/280 vyjadiuji miru znecisténi proteiny a
pomeéry absorbanci 260/230 vyjadiuji kontaminaci riznymi nizkomolekularnimi organickymi
latkami, v tomhle ptipadé se zfejmé& jedna hlavné o polysacharidy.

PCR reakce byla uspésna, ale neprobéhla u vsech ¢tyt testovanych vzorkd (Obr. 11).

Neuspésna amplifikace u nékterych vzorkli mize mit vice pficin (viz diskuse).
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Tabulka 4: Koncentrace a ¢istota vyizolované genomické DNA.
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oznacent k°"[ﬁ37l§'lrf‘°e 260/280  260/230 oznacent k°"[ﬁ37l§'lrf‘°e 260/280  260/230
1A 34,7 2,67 0,42 28B 164.6 184 157
1B 17.4 2,32 0,34 29 150,5 2,32 0,59
3 39,4 1,91 112 30A 99,9 179 0,35
4A 1149 193 137 308 39,4 12 0,3
58 155 2,04 111 31A 82,4 2,26 0,62
5C 786 1,96 145 318 818 2,01 0,7
6A 130,4 2,16 0,77 32A 912 2,29 0,53
6B 186,3 2,09 0,89 328 913 2,29 0,53
7 122,6 1,86 137 33A 62,3 2,23 0,49
8A 64,7 178 13 338 88.6 2,07 0,82
8B 80,8 1,95 133 34A 70.2 1,97 0,69
9A 20,8 2.4 0,87 348 99,7 19 1
9B 16,7 169 0,81 35A 28,8 148 0,77
10A 105,7 187 117 358 101,4 2.1 0,75
108 436 2,43 0,54 36A 25 2,33 0,24
1A 59,8 2,15 0,86 368 25 2,24 0,26
118 20,5 177 0.7 36C 433 1,56 0.6
11C 442 22 0,56 36D 5 0,71 013
12A 37,6 2,02 0,86 37A 1143 2,45 0,46
128 372 2,03 0,95 378 1451 186 142
12C 50,3 2,05 1 38A 99,1 2,01 107
12C 69,7 2,25 0,73 388 85.9 18 15
13A 144.8 1,95 118 39A 262 1,94 157
138 140,9 19 132 398 118 167 141
14 86,5 176 0,96 40A 42,8 2,34 0,42
15A 89.2 173 1,09 40B 94 19 0,93
158 79,9 222 0,64 41A 34,2 3,01 0,21
17A 60,8 185 0,92 41B 3.9 0,03 0,18
178 136,6 19 141 418 43 0,74 0,16
20A 84,3 1,99 0,6 42 443 185 0,86
20B 30 169 0,65 43A 77.3 175 117
20C 36,5 178 0,59 438 75 183 136
20D 95,5 175 131 43C 79,5 183 111
21 11,4 179 125 45A 317 145 0,45
22 6.2 055  -087 45B 138,2 158 0,46
26A 515 2,33 0,43 46A 588 2,51 0,4
26B 88,1 1,94 1,01 46B 69 2,25 0,53
27A 36,7 176 0,76 46C 78.8 2,35 0.5
27B 83,4 173 0,89 478 114 2 151
28A 53.4 169 116 47C 727 1,98 135
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oznaceni k°”[§3’/‘lﬁ]a°e 260/280  260/230 oznaceni k°”[§3’/‘lﬁ]a°e 260/280  260/230

47D 101,4 193 128 59 65.2 2,42 0,45
47E 1452 2,06 0,88 60A 79.9 1,89 1,09
47F 75,3 197 111 608 33.9 1,95 0,36
47G 495 183 0,81 61 38.4 1,64 0,67
48A 62,5 2,45 0,39 62 25,3 168 0,39
488 19.1 149 0,41 63 67 2,28 0,59
498 52 177 0,91 64 428 2,29 0,41
49B 55,8 165 0,67 65 18,7 161 0,4
50A 33 1,94 0,37 66 325 3,36 0,23
508 66,5 172 0,84 67 191 178 2,03
51A 104,6 141 0,37 68 60,4 2,91 25
51B 1443 15 0,37 69 327 7,01 0,48
51C 39.4 127 0,25 70 169,5 211 9925
52 52,1 223 0,43 71 60,1 161 0,41
53A 795 141 0,37 72 69 0,66 0,29
538 241 2 0,42 73 24722 16 0,68
54 514 1,95 0,65 74 124 144 0.3
55 137 183 133 75 183 183 112
57A 44,1 168 0,75 76 67,3 146 0,4
578 68.9 18 0,81 77 230,9 184 2,07
57C 43,1 161 0,64 78 2113 2,27 2,87
57D 51,2 2.4 0,36 79 269,2 1,08 1,01
58 52,6 17 0,94
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Obrazek 30: Vysledek agarézové elektroforézy vyizolované genomické DNA. Oranzové Sipky ukazuji
na vzorky pouzité pro testovani chloroplastovych, jadrovych a mikrosatelitovych markert.
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Obrazek 41: Vysledek agarézové elektroforézy testovanych markera.



6. Diskuze

I kdyZ izolace genomické DNA je v dnesSni dobé spiSe rutinni laboratorni zalezitosti, ne
vSechny rostlinné druhy pfedstavuji jednoduchy material pro jeji izolaci. Zejména sukulentni
rostliny napf. prySce, kaktusy, orchideje a mnoho jinych jsou pro vysoky obsah sekundarnich
metabolitt tézky ofiSek pro extrakci kvalitni a nedegradované DNA (Jobes a kol. 1995,
Sanchez-Hernandez a Gaytan-Oyarzun 2006). To se ukdzalo i v pribéhu izolace DNA
z druhti rodu Lophophora. Na vysledném agar6zovém gelu jsou patrny 4 typy vyizolované
fragmenty DNA tvofi jeden jasny diskrétni band/prouzek. To znamend, Zze ziskana DNA
predstavuje celistvou DNA, kterd neni fragmentovand. Druhym typem je hodné
fragmentovana DNA s riznou velikosti fragmentd. Nejkratsi fragmenty dojdou gelem nejdale
a nejdelsi fragmenty se zastavi na zacatku gelu. Tim vznikaji Smouhy DNA (tzv. smears) jako
napt. u vzorku 5B. Ttfetim a nejméné vhodnym typem je DNA obalend polysacharidy, které
zpusobuji, Ze DNA je pfili§ velkd a gelem nemigruje, pfipadné migruje v elektrickém poli
velice pomalu. DNA ,,sviti“ pouze v jamkéach, coz vidime napt. u vzorku 76. Poslednim
typem vysledku jsou vzorky, u kterych na gelu nepozorujeme piitomnost DNA, avSak
koncentrace byla na NanoDropu naméfena, coz je ptipad napi. vzorku 60B.

Ne vsechen rostlinny materidl je vhodny pro extrakci DNA. U rostlin, ze kterych
mizeme pouzit rizné organy (listy, stonky, kvét, koten, atd.) se daji ptipadné potize obejit
pouzitim pletiva z organti, ve kterych se hromadi nejméné metabolitd. U kaktust je to vSak
nemozné. Izolace DNA zkofent kaktusii je zcela nevhodna a pro ziskani dostate¢ného
mnozstvi DNA z kvétnich lupenti je zapotiebi velkého mnozstvi kvétl, coz je opét malokdy
mozné. Jedinym zptisobem, jak obejit tézkosti izolace DNA, je Gprava protokolu pro extrakci.
Protokol, ktery jsem pouzivala, byl odzkousen mym vedoucim prace Dr. Majeskym. Protokol

byl vSak testovan na Cerstvém materidlu, pro ktery fungoval velice dobte. Rostlinny material,

39



40

ktery jsem pouzivala, byl sice zmrazen a uchovavan pii -80°C, ale mezi tim byl nékolikrat
rozmrazen a zmrazen a v mrazni¢ce byl uchovavan vice nez dva roky. Jelikoz Cerstvost a
zpusob uchovavani rostlinného materidlu predstavuje jeden z nejkritic¢téjSich pozadavka pii
extrakci DNA, je velice pravdépodobné, Ze stafi a uchovavani se negativné projevilo na
vysledné extrakci. Zejména u vzorku s vysoce fragmentovanou DNA. Pfitomnost vysokého
mnozstvi polysacharidii se také negativné projevilo pii extrakci DNA. Polysacharidy
zpusobuji hlavné to, Ze pfi extrakei se vytvari viskdézni smés, kterd se neda dobie rozmichat a
pipetovat. Tim padem v lyzatu stale zistavaji polysacharidy a obaluji DNA, ¢im vznikd smés
DNA a polysacharidti, kterd se velice tézko rozpousti, ptipadné nejde rozpustit vibec.
Neptitomnost DNA u nékterych vzorkli na agar6zovém gelu (Obr. 10) miize byt zplisobena
pravé chybnym pipetovanim ne zcela rozpusténych vzorkil, u kterych se v pribéhu izolace
DNA stavalo, ze pelet tvofeny z DNA neSel zcela rozpustit, coz bylo pravdépodobné
zépornych hodnot koncentrace DNA i pfes to, Ze na gelu byla DNA pozorovana. Naopak,
naméfené vysoké koncentrace nukleovych kyselin, zejména u vzorkli se zietelné
fragmentovanou DNA, mohou byt pfic¢itany praveé fragmentované DNA, kdy fragmenty
zvySuji nameétenou koncentraci. Z toho vyplyva, Ze koncentrace DNA naméfena pomoci
NanoDropu byva vétSinou nadhodnocend (coz plyne ze samotné podstaty méteni koncentrace
pomoci svételni absorbance).

Vhodnost vyextrahované DNA pro dalsi molekularné-genetické analyzy, byla
otestovana pomoci PCR reakce. VSechny z péti testovanych tsekti amplifikovaly minimalné u
dvou ze Ctyt zkouSenych vzorkd (Obr. 11). Z obrazku 10 a 11 je patrné, Ze pro amplifikaci
testovanych markeri je kvalita vyizolované DNA dostate¢nd. PCR reakce je obvykle
dostatecné robustni a mnohdy postacuje velice malé mnoZstvi DNA pro uspésnou amplifikaci

zvoleného tuseku. Neuspésnost amplifikace u vSech vzorkd muze byt také disledkem
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neoptimalniho PCR protokolu, ptipadné pfitomnosti inhibitord (napt. prave jiz zmitiovanymi
polysacharidy). Optimalizaci podminek PCR reakce a pouzitych komponentii je mozné zvysit
ucinnost reakce.

V navazujici diplomové praci budu pokracovat v praci na rodu Lophophora a
zam&iim se na fylogenetickou studii rodu pomoci molekuldrnich technik. Na studium
fylogeneze budou pouzity testované useky DNA, které se budou amplifikovat pomoci PCR a
nasledné sekvenovat. DNA vyextrahovand v ramci mé bakalafské prace se zda byt, alespon

prozatim, vhodna pro jeji dalsi pouziti.



7.Zaveér

V ramci mé bakalafské prace jsem piipravila literdrni resersi, ve které jsem zpracovala
taxonomickou a nomenklatorickou problematiku rodu Lophophora. Literarni piehled
pfedstavuje  shrnuti nejaktudlngjSich poznatki o rodu Lophophora, cCerpanych
z nejaktualngjSich dostupnych literarnich zdroji. V praktické casti mé prace jsem pouzila
zékladni metody molekularni biologie, jako je izolace DNA a agarozova elektroforéza pro
izolaci DNA ze 151 rostlinnych vzorkd. S vyizolovanou DNA budu dale pracovat v prib&éhu
magisterského studia a mé diplomové prace, kdy se zaméfim na biosystematickou studii rodu
Lophophora a pokusim se o zrekonstruovani fylogeneze rodu. Vhodnost vyizolované DNA
pro dal$i molekularni analyzy byla ovéfena pomoci PCR reakce s pouzitim péti riznych
primert. I kdyZz amplifikace testovanych usekli nebyla uspé$na u vSech vzorki, vysledek
ukazuje na dostatecnou kvalitu a kvantitu ziskané DNA. Protokol pro PCR reakci pro

jednotlivé primery bude déle optimalizovan.
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