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Abstrakt

Prace je vénovana vyvoji novych mikrosatelitovych markerti pro Salvia pratensis
coby modelovy druh stfedoevropskych suchych travnikl a testovani jejich variability
u zastupct 4 populaci. Markery byly vyvijeny za ucelem vyuziti v dalsim vyzkumu
zaméfeném na fylogeografii spoledenstev suchych travnikli a jejich postglacialni
migraci. Experimentalni ¢ast prace spocivala v izolaci DNA celkem 80 zastupct
4 populaci S. pratensis, testovani 52 kandidatnich mikrosatelitovych lokust pomoci
PCR a fragmentacni analyzy a stanoveni zdkladnich populacné genetickych
charakteristik u 5 vyvinutych markert. Ziskané¢ mikrosatelitové markery vykazovaly
znacnou variabilitu a budou déale vyuzZitelné v populacné genetickych studiich
S. pratensis.

Kli¢ova slova

Mikrosatelity, popula¢ni genetika, post-glacidlni migrace, Salvia pratensis.

Abstract

This bachelor thesis deals with the development of novel microsatellite markers for
Salvia pratensis, a species representing the vegetation of Central European dry
grassland, and testing their variability in samples from 4 populations. The markers
were developed for the purpose of further research in the field of dry grassland
community phylogeography and post-glacial migration. The experimental part of the
work consisted of DNA extraction from 80 individuals obtained from 4 populations
of S. pratensis, testing 52 candidate loci using PCR and fragmentation analysis and
assessing basic population genetic parameters from 5 developed markers. The novel
microsatellite markers displayed substantial variability and will be suitable for use in
population genetic research on S. pratensis.

Keywords

Microsatellites, population genetics, post-glacial migration, Salvia pratensis.
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1. Uvod

Predkladand prace vznikla vramci projektu zaméfeného na studium vyvoje
holocénni biodiverzity vegetace suchych travnikti v Evropé. Salvia pratensis slouzi
jako jeden z modelovych druhi téchto rostlinnych spolecenstev.

Téziste vlastni prace spociva v experimentdlnim testovani primert
kandidatnich lokust a testovani variability vybranych mikrosatelitovych markerd na
zastupcich ¢tyi populaci tohoto druhu.

Vyvoj novych mikrosatelitovych markerti je motivovany jejich budoucim
vyuzitim v populacné genetickych a fylogeografickych studiich zaméfenych na
postglacidlni migraci druhu Salvia pratensis coby zastupce spoleCenstev suchych
travnik.

Prace se vreSerSni Casti vénuje tématim relevantnim pro SirSi kontext
samotného vyzkumu, tedy fylogeografii a postglacialni migraci (s diirazem zejména
na studium postglacialni migrace evropskych stepnich druhti), mikrosatelitim
a dals$im molekularnim markerim, které se ve fylogeografickych vyzkumech
vyuzivaji, a Salvia pratensis jakozto modelovému druhu vegetace suchych travnika.

Nasleduje pak popis metodiky samotného experimentalniho vyzkumu, shrnuti
dosazenych vysledki a jejich kritické zhodnoceni v diskusi.



2. Cile prace

Hlavni cil prace spoc¢ivd ve vyvoji novych mikrosatelitovych markerti pro Salvia
pratensis coby modelovy druh reprezentujici vegetaci suchych travniki. Tyto nové
vyvinuté markery budou moci byt vyuzity pro fylogeografické a populacn¢ genetické
studie.

Dil¢i cile prace jsou potom nasledujici:

1. Experimentalni testovani primert kandidatnich mikrosatelitovych lokust
genomu Salvia pratensis;

2. Testovani variability vybranych markerd u zastupct ¢tyt evropskych
populaci Salvia pratensis a na zakladé¢ tohoto testovani pak stanoveni jejich
zakladnich popula¢né genetickych parametri.



3. Literarni reSerse

3.1 Salvia pratensis

Salvia pratensis (Salvéj lucni) je vytrvala rostlina doristajici vysky az jednoho metru
a zijici az n€kolik desitek let. Jeji lodyhy jsou piimé, v dobé kveteni v horni ¢asti
vétvené, zlaznaté chlupaté, s jednim az tfemi pary listd. Vyvinuta je také ptizemni
listova rizice. Kvete od kvétna do Cervence. Jedna rostlina tvofi obvykle jednu az
osm kvetoucich lodyh, ackoli se vyskytuji i jedinci, ktefi jich maji dvacet ¢i vice.
Kvétenstvim jsou lichopfesleny tvofené tiemi az Sesti fialovymi, ziidka rizovymi ¢i
bilymi kvéty (Ouborg et Van Treuren 1995, Slavik 2000, Hegland et al. 2001).

Pro rozmnozovani musi byt dosazena urcita kritickd velikost listové riizice.
K tomu dochazi vétdinou 4 — 5 let po vykli¢eni rostliny. Salvéj je opylovana
hmyzem, ptfedev§im ¢meldky (rod Bombus). Vykazuje pomérné vysokou miru
cizosprasnosti — 40 az 80 %, vcetné malych populaci. Plodem Salvéje je tvrdka.
Sifeni semen napomahaji Zlaznaté trichomy na kalichu, které umoziuji uchyceni
v srsti pasoucich se zvirat. VétSina semen klici brzy poté, co v srpnu vypadnou, a to
jakmile maji dostatek vldhy (Ouborg et Van Treuren 1995, Hegland et al. 2001).

Roste od nizin do podhiifi na xerotermnich az mezofilnich loukéach, na
mezich a vyslunnych stranich, u okraji silnic a Zelezni¢nich naspi na cerstvé
vyskytu je jizni, vychodni a stiedni Evropa. Ojedinélé populace se nachézeji
1 severnéji, v Nizozemi a Velké Britanii i ve Skandinavii (Slavik 2000, Hegland et al.
2001).

Katalog biotopii Ceské republiky uvadi $alvéj luéni jako diagnosticky druh
pro biotop T3.4 — Sirokolisté suché travniky. Tento biotop se vyskytuje na mirngjsich
svazich zpravidla orientovanych k jihu na stiedné hlubokych az hlubokych pudach,
nejCastéji na mekcich sedimentarnich horninach kiidy, starSich i mladsich tfetihor, na
sprasich a podsvahovych deluviich. M4 vyssi primarni produktivitu nez ostatni typy
suchych travnikii, mize se proto vyuzivat krom¢ spasani i jako jednosecné louky
(Chytry et al. 2001).

Déle Katalog uvadi vyskyt v suchych bylinnych lemech (tedy na okrajich lesii
a v neobhospodafovanych suchych travnicich), dale také v bazifilnich teplomilnych
doubravach a lesostepnich borech.

3.2 Stredoevropské suché travniky

3.2.1 Charakteristika

Stiedoevropské suché travniky piedstavuji extrazondlni obdobu kontinentdlnich
eurasijskych stepi. Soucasné klimatické podminky sttedni Evropy odpovidaji
pfedevS§im lesni vegetaci. Suché travniky se omezuji na teplé, suché svahy na
vapnitych ptidach (Heise et al. 2015).
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Vegetace stiedoevropskych suchych travnikd spada do tfidy Festuco-
Brometea. Chytry (2007) pro tuto tfidu uvadi nasledujici diagnostické druhy:
Achillea pannonica, Artemisia campestris, Asperula cynanchica, Aster linosyris,
Astragalus austriacus, Avenula pratensis, Bothriochloa ischaemum, Brachypodium
pinnatum, Carex humilis, Centaurea scabiosa, C. stoebe, Cirsium acaule, Dianthus
carthusianorum s. lat., Dorycnium pentaphyllum s. lat., Eryngium campestre,
Euphorbia cyparissias, Festuca rupicola, F. valesiaca, Inula ensifolia, Koeleria
macrantha, Medicago falcata, Potentilla arenaria, Salvia pratensis, Sanguisorba
minor, Scabiosa canescens, S. ochroleuca, Seseli hippomarathrum, S. osseum, Stipa
capillata, Thymus pannonicus, T. praecox a dale konstantni druhy: Achillea
millefolium agg., Asperula cynanchica, Brachypodium pinnatum, FEuphorbia
cyparissias, Festuca rupicola, Potentilla arenaria, Sanguisorba minor.

Druhova variabilita suchych travnikti stfedni Evropy se odviji zejména od
pudni vlhkosti (obvykle imérné hloubce plidy), obsahu bazi v ptidé a kontinentality
klimatu. Ve fytocenologické literatuie se jednotlivé fady vymezuji odliSné podle
toho, jestli se za vyznamnéjsi faktor povazuje gradient vlhkosti nebo kontinentality.
Chytry (2007) na tzemi Ceské republiky vymezuje pii kombinaci fyziognomickych,
ekologickych a fytogeografickych kritérii pét hlavnich typid suchych travniki:

1. Travniky skalnatych svahii (skalni stepi) s relativné vyS§im podilem
perialpidskych a submediterannim druhd.

2. Uzkolisté suché travniky.

3. Sirokolisté suché travniky predstavujici mezofilngjsi skupinu suchych
travniki.

4. Acidofilni suché travniky.

5. Spolecenstva lesnich lemti tvofena teplomilnou bylinnou vegetaci.

Do tiidy Festuco-Brometea spada vegetace travniki v teplych oblastech rostouci na
suchych a zivinami chudych puadach, kterd byva oznaCovana také jako xerotermni
travniky nebo stepi. Tyto porosty se slozenim podobaji zonalni stepi na Ukrajiné
a v jiznim Rusku, které se rovnéz tadi do stejné tiidy. Také klimatické podminky,
vnichz se vyskytuji stfedoevropské suché travniky, do velké miry odpovidaji
makroklimatu vychodoevropskych stepi, kde nedostatek srazek brani riistu stromt
(Chytry 2007).

V Ceské republice se suché travniky typicky vyskytuji v oblastech, kde
primérnd ro¢ni teplota ptesahuje 7°C a thrn srdzek je niz$i nez 600 mm/rok.
Ptevazné jde o jizné€ orientované svahy (pouze v nejteplejSich a nejsussich oblastech
jsou to svahy rtizného sklonu a orientace), na nichz dochazi k vyraznym rozdilim
mezi dennimi a no¢nimi i mezi letnimi a zimnimi teplotami a vegetace tu byva
vystavena holomraziim. Pidy na téchto stanovistich byvaji mélké, s nizkou
schopnosti zadrzovat vodu a malou dostupnosti Zivin (Hékova et al. 2004, Chytry
2007).
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pfitomnost druhli adaptovanych na nedostatek vody a Zzivin. Rostliny suchych
travnikll jsou prevazné hemikryptofyty s nizkym podilem nadzemni biomasy,
vysokym podilem opérného a vodivého pletiva a mnohdy s trvalymi podzemnimi
organy (oddenky, cibule). Rada z téchto druhi pak vyzaduje vyssi teploty béhem
vegetacniho obdobi, dostatek svétla a Casto také dostatek bazi v ptudé (Chytry 2007).

Vyskytuji se také jarni efeméry, které vyuzivaji vyssi vlhkost na jare. Osidluji
nejsussi mista, ktera v 1ét€ nezartstaji zapojenym porostem vytrvalych rostlin.
Pozdé¢ji, v kvétnu a ¢ervnu, dosahuje vrcholu rozvoje vegetativnich organi vétSina
ostatnich druhd. Nasledné s nastupujicim suchem mohou nadzemni Casti rostlin
usychat, n€které druhy pak obnovuji vegetativni rist na podzim (Chytry 2007).

Ptredpoklada se, Ze v glacidlnim obdobi byly ve stiedoevropskych niZinach
a pahorkatinach diky srazkové chudému kontinentalnimu klimatu roz$itené¢ zondlni
stepl. Po rozSifeni lesa v raném holocénu ziistaly stepi omezené na fragmentarni
plochy, které neumoznovaly zalesnéni. U téchto stanovist lze predpokladat
kontinualni existenci stepni vegetace od pozdniho glacidlu. VétSina soucasnych
suchych travnikii na naSem uzemi ovSem vznikla druhotné po antropogennim
odlesnéni (Chytry 2007, Prajs et al. 2010).

Suché travniky ttidy Festuco-Brometea se coby pievazujici vegetacni typ
vyskytuji v rozlehlé oblasti od jizni Ukrajiny po severni podhlii Altaje. Ve stfedni
Moravu (tzv. panonské termofytikum). Izolované se stepi vyskytuji také v severni
poloving Cech (tzv. termobohemikum). Podobné izolované lokality kontinentalnich
stepi se nachazeji také na izemi Némecka a Polska (Chytry 2007).

3.2.2 Ohrozeni a management

Suché travniky patii v celé Evropé mezi ohroZzené biotopy. Ve druhé poloviné
20. stoleti dochazelo k rozsahlému zaniku zejména sekundarnich suchych travnikt
zéavislych na tradi¢nim zptisobu obhospodarovani (Prajs et al. 2010, Johanidesova et
al. 2014). Suché travniky byly zna¢né fragmentované a degradované v dusledku
zalestiovani a zemédé€lského vyuziti ptidy. Na fad€ mist tyto biotopy existovaly praveé
diky tradi¢énimu zpisobu obhospodafovani, tedy jarni a podzimni pastvé a letni
senoseCi (Heise et al. 2015, Pokorny et al. 2015).

Smérnice EU o stanoviStich (92/43/EHS) tadi suché travniky tiidy Festuco-
Brometea pod kodem 6210 mezi stanovisté, jejichz ochrana vyZaduje vyhlaseni
zvlastnich oblasti ochrany v rdmci soustavy Natura 2000.

Velké casti v Evropé dosud zbyvajicich suchych travnikdi se nedostava
odpovidajici péce a hrozi jim ztrata diverzity v disledku zhorSeni environmentélnich
podminek, zaniku piihodnych stanovist a jejich znaéné fragmentace. Neékteré
z evropskych suchych travnikll pfitom patii mezi druhové nejbohatS§i rostlinna
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spolecenstva v celosvétovém métitku (Prajs et al. 2010, Johanidesova et al. 2014).
Chytry et al. (2001) uvadéji pro nase Sirokolisté suché travniky nasledujici ohrozujici
faktory: neobhospodarovani pozemk, spad atmosférického dusiku a nasledny vznik
druhové chudych porostil, zarGstani invaznimi dfevinami a vysadbu borovic.

V Ceské republice stanovuji Zdsady péce o nelesni biotopy pro viechny typy
suchych travnik pravidelny management zejména v podob& odstraiovani naletu.
Vyjimkou je pivodni bezlesi na nejsussich mistech, které nicméné byva ohrozeno
eutrofizaci a expanzi ¢i invazi neptivodnich druhti (Hékova et al. 2004).

3.3 Fylogeografie

Pojem ,,fylogeografie* poprvé pouzili Avise et al. (1987), kdyz navrhovali propojeni
fylogenetiky a populacni genetiky pro vyzkum vztahu mezi mikroevoluénimi
a makroevolu¢nimi jevy. Avise prosazoval predpoklad, Ze mikroevolu¢ni procesy
fungujici vnitrodruhové mohou vysvétlovat rozdily mezi druhy 1 vyS§imi taxony
(Avise et al. 1987).

Avise et al. (1987) chapou fylogeografii jako fylogenetickou analyzu
geograficky kontextualizovanych genetickych dat za ucelem testovani hypotéz
tykajicich se vztahii mezi geografickymi jevy, distribuci druhti a mechanismy
speciace. Doslovné pojem fylogeografie znamena fylogenetickou analyzu organismu
v kontextu jejich geografické distribuce (Hickerson et al. 2010).

Fylogeografie tedy propojuje jak ¢asovy aspekt (evolu¢ni vztahy), tak aspekt
prostorovy (geografické distribuce). Zkoumd distribuci genetické variability
a faktory, které¢ ji ovliviiuji. Tato oblast vyzkumu se c¢astecné prekryva s polem
krajinné genetiky ve zkoumani distribuce alel v urcité geografické oblasti.
Fylogeografie ovSem zkouma historické procesy, které ovlivnily dnesni vzorce
genetick¢é variability, zatimco krajinnd genetika studuje procesy probihajici
v soucasnosti (Freeland et al. 2011).

Fylogeografické studie jsou provadény na nejriznéjSich taxonomickych
skupindch. V pfipad¢ zkoumani jednoho druhu se zabyvaji otdzkami vymezeni
genetickych linii v ramci druhu, identifikace vnitrodruhovych hybridizacnich zon,
introgrese nebo geografickych bariér toku genu mezi izolovanymi populacemi
(Hickerson et al. 2010, Freeland et al. 2011).

Takto 1ze identifikovat naptiklad reakce druhli na klimatické zmény, jejich
dynamiku a pfezivani béhem pleistocénnich klimatickych cykll nebo postglacidlni
rekolonizacni cesty. Fylogeografie tak poméahd porozuméni v oblasti evolu¢ni
historie, umoznuje Iépe predvidat vyvoj pii dalSich zménach klimatu a pomaha také
v oblasti ochrany biodiverzity (Hickerson et al. 2010).

Fylogeografie se krom¢ postglaciadlniho Sifeni druht zabyva i neddvnéjSimi
udéalostmi. V poslednich letech se vénuje znacnd pozornost zejména studiu
fylogeografie invaznich druhti, které v fad¢é piipadi predstavuji vdznou hrozbu pro
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biodiverzitu invadovanych oblasti a mohou ménit fungovani mistnich ekosystému.
Invazni druhy jsou také velmi casto jednou z pfi¢in vymirani druhd. Fylogeografie
dokéaze identifikovat plivodni aredl invazniho druhu nebo odhalit tzv. kryptické
invaze, které nejsou zietelné z morfologickych znakti (Freeland et al. 2011).

Komparativni fylogeografie se vénuje paralelnimu zkouméni vice druht.
Porovnava genetickou strukturu u druhi vyskytujicich se ve stejnou dobu na stejnych
mistech. Odhaluje tak druhové specifické procesy od obecnéjsich, druhoveé
nezavislych reakei na zmény vnéjSich podminek (Hickerson et al. 2010).

3.4 Postglacialni migrace a rekolonizace

V mnoha c¢astech svéta byly fylogeografické vzorce ovlivnény stfidanim dob
ledovych a meziledovych v pribéhu pleistocénu. Zejména v pozdnim pleistocénu
dochazelo k rapidnim zmé&ndm teplot, a to az o 10 — 12°C za 10 let. Nejvétsi rozloha
zalednéni na severni polokouli v poslednim glacidlu, tzv. posledni glacidlni
maximum (LGM - last glacial maximum) pak spada zhruba do doby pied 23000 —
18000 lety (Provan et Bennett 2008, Freeland et al 2011).

Béhem glacidlniho-interglacialniho cyklu dochazelo k vyrazné fluktuaci
distribuce druhti. V dobé¢, kdy byly rozsahlé oblasti pevniny pokryty ledem, pfeZivala
fada druhli pouze v glacialnich refugiich v oblastech bez ledového pokryvu (Provan
et Bennett 2008, Freeland et al 2011).

Ptfezivani druhli v izolovanych refugiich a jejich Sifeni na nové dostupna
stanovisté beéhem interglacialnich obdobi mélo zasadni dopad na jejich soucasné
genetické distribuce. V glacidlnich refugiich byly populace pomérné malé a mezi
témito izolovanymi populacemi vznikaly rozdily v dusledku genetického driftu
a novych mutaci. V interglaciadlnich obdobich pak tyto pivodné izolované populace
Casto prichazely do vzajemného kontaktu, ktery umoznil jejich hybridizaci (Freeland
et al. 2011, Meindl et al. 2016).

Rada fylogeografickych studii se zabyva sou¢asnou distribuci genetické
diverzity zivocicht a rostlin v diive zalednénych i1 nezalednénych oblastech (Provan
et Bennett 2008). Porovnanim genetické podobnosti populaci z diive zalednénych
oblasti a populaci v diivejSich refugiich nebo blizko nich mizeme v nékterych
ptipadech zjistit, ze kterych refugii pochdzeji populace rozsifené¢ do plvodné
zalednénych oblasti. Diky tomu lze rekonstruovat kolonizacni cesty z jednotlivych
refugii. Dale je moZné identifikovat kontaktni zony, tedy oblasti, v nichz dochézelo
k hybridizaci populaci rozsitenych z riznych refugii (Freeland et al. 2011).

V Evropé jsou za tii hlavni glacialni refugia povaZovany oblasti na Iberském,
Apeninském a Balkdnském poloostrové. Z nich se potom druhy po ustupu zalednéni
Sifily na nové dostupnd stanoviSté. Cesty tohoto Sifeni jsou zkouméany pomoci
fosilnich a molekularnich dat (Hewitt 2001, Freeland et al. 2011).

Postglacialnimu $ifeni druhti v Evropé €asto branila vysoka pohofi, jako napt.
Kantéberské pohoii, Pyreneje, Alpy nebo Karpaty, kterd vSechna predstavuji
prekazku orientovanou zapado-vychodnim smérem. Zatimco pro nékteré druhy pii
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rekolonizaci sméfujici na sever tato pohoii tvofila bariéry, jiné je uspésné
prekonavaly (Hewitt 2001, Freeland et al. 2011, Katjoch et al. 2016).

Rozdilné ekologické vlastnosti druhil, zejména rizné zpisoby Sifeni, vedly
k tomu, ze koloniza¢nich cest v ramci Evropy bylo vice. Ackoli se u nékterych
dvojic odliSnych druhti do velké miry shoduji, vétSina fylogeografickych studii
ukazuje, ze kazdy jednotlivy druh mé vlastni jedine¢nou fylogeografickou historii.
Rozdily spocivaji mimo jiné v rizném poctu genetickych linii, rizné distribuci linii
a proménlivé trovni genetické divergence (Freeland et al. 2011).

Duivodii, pro¢ vzorce postglacialniho Sifeni nevykazuji Zadnou zasadni shodu,
je vice. Kromé ekologickych rozdili mezi druhy je to také existence tzv. kryptickych
refugii, tedy dfive neznadmych, menSich glacidlnich refugii, ktera odhaluji az shody
mezi zavéry novéjsich fylogeografickych studii (Provan et Bennet 2008, Freeland et
al. 2011).

Kryptické glacialni refugia jsou identifikovana jako mista s vyssi genetickou
variabilitou, kterd dale v okoli postupné klesa (Freeland et al. 2011). Takova mista
byla nalezena vitad€ oblasti Evropy a Severni Ameriky, které¢ difive nebyly
povazovany za refugia a Casto se nachazeji severnéji nez tzv. klasickd glacialni
refugia (Stewart et Lister 2001, Provan et Bennet 2008).

Dikladngjsi vyzkum kryptickych refugii a jejich role v postglacidlni
rekolonizaci mize byt dilezity i pro predikci toho, jak budou druhy reagovat na
klimatické zmény, k nimz dochdzi v soucasnosti, véetné jejich schopnosti osidlovat
piizniva stanovisté (Provan et Bennet 2008, Freeland et al. 2011).

3.5 Postglacialni historie stepnich spolecCenstev ve stredni Evropé

Postglacialni historie stepnich spolecenstev ve stfedni Evropé neni doposud plné
objasnéna. Dosavadni vyzkumy ukazuji, ze stepni druhy vykazuji oproti jinym
typim vegetace odlisné, pravdépodobné komplexnéjsi fylogeografické vzorce.

Pokorny et al. (2015) predpokladaji Siroké rozsiieni stepi ve studenych fazich
pleistocénu. Dnesni zonalni stepi (Rusko, Ukrajina, Kazachstan, Mongolsko, severni
Cina) jsou pozistatky pleistocénni glacialni stepi. Pleistocénni step pokryvala také
znané Casti sttedni Evropy, kde ji béhem prvni poloviny holocénu z vétSiny
vytladily lesy.

Hensen et al. (2009) uvadi ptedpoklad, ze stiedoevropské suché travniky byly
znaéné¢ rozsifené v raném postglacidlnim obdobi, kdy pted zhruba 10 000 lety doslo
k otepleni klimatu. S naslednym ochlazenim a vyS$$i vlhkosti stepni biotopy
ustupovaly opadavym lesim a ziistaly pak omezeny na stanovisté, jejichz edafické
nebo klimatické podminky neumoZziiuji riist stromd.

V pribéhu poslednich 2 000 let pak v dusledku téZby dieva a pastvy doslo ke
zpétné expanzi stepnich fragmenti a v soucasnosti opét vlivem zmén
v obhospodarovani k jejich ustupu. Populace stepnich druht tedy ve stfedni Evropé
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béhem holocénu zaznamenaly hned nékolik vin expanze a ustupu (Hensen et al.
2009, Pokorny et al. 2015).

Magyari et al. (2010) ovSem vétsi rozsifeni stepnich travniki v obdobi pted
9900 az 8300 lety a jejich nasledny ubytek neprokdzali. Podle jejich zjisténi
lesostepi pretrvavaly ve Velké dunajské kotliné po celou dobu holocénu, ackoli
dochazelo k jistym proméndm druhového slozeni.

Kajtoch et al. (2016) uvadéji, ze vétsina dosud zkoumanych stepnich druhti
(jak zivocisnych, tak rostlinnych), které se vyskytuji ve stfedni Evropé, vykazuje
podobné fylogeografické rysy — relativné vysokou genetickou podobnost v ramci
regionalnich skupin populaci a stfedni aZ vysokou genetickou odliSnost populaci
z recentn€ izolovanych oblasti ve studovaném uzemi. To naznacuje prezivani
populaci 1 v dobé maximalniho zalednéni, a to v€etn¢ oblasti polozenych severné od
Ceského masivu a Karpat.

Stepni druhy obecné nesdileji fylogeografické vzorce typickych druht
mirného podnebi (v podob¢ stahovani na jih a opétné expanze na sever). Do jisté
miry se podobaji arktickym a alpinskym druhim - sdili snimi vzorec
interglacialniho stahovani a glacialni expanze, tedy opa¢nou dynamiku distribuce
oproti druhitm mirného podnebi (Kajtoch et al. 2016).

Existence stepnich populaci v priabehu pleistocénnich glaciali byla spolehlivé
potvrzena v Panonské panvi a Pontické oblasti, tedy v oblastech, které nebyly
zalednény. Distinktivni genetické rysy populaci stepnich druhli (z rostlin jsou to
naptiklad Stipa pulcherrima nebo Cirsium panonnicum) severné od Alp, Ceského
masivu a Karpat v mistech, ktera byla pln¢ zalednéna pouze jednou (pted 730 000 —
430 000 lety béhem tzv. elsterského zalednéni), naznacuji, ze tyto populace se sem
rozsifily diive nez v holocénu (Katjoch et al. 2016).

Hensen et al. (2009) se drzi predpokladu, Zze stepni druhy rostlin migrovaly
z vychodni Evropy zidpadnim smérem. Katjoch et al. (2016) ovSem ukazuji, ze
u stepnich druhii 1ze vyloucit jak typicky model severojizniho Ustupu a expanze, tak
hypotézu pomérné nedavné migrace smérem z vychodu na zapad. Geograficka
Soudi se, Ze stepni druhy mohly vykazovat Sir§i distribuci v glacidlnich obdobich nez
v interglacidlnich (pfedpoklddda se expanze v chladnych, nikoli vSak extrémné
mrazivych fizich glaciala).

Meindl et al. (2016) ve své studii stepniho druhu Scorzonera purpurea
prokazali jak migraci do jizniho Némecka tzv. dunajskou cestou, tak piezivani druhu
v kryptickych refugiich ve sttednim Némecku a vznik hybridnich zon.

Pokorny et al. (2015) na zakladé malakologickych a palynologickych dat
potvrdili vyskyt stepnich biotopi v suchych oblastech severozapadnich Cech
pretrvavajici soustavné behem poslednich 9 000 let. Podle jejich zjisténi step
a lesostep na severu Cech pietrvavala az do poéatku neolitického zemédglstvi.
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Potvrzuji tak teorii, Ze prvni zemédélci se mohli usazovat v mistech bezlesé¢ stepni
krajiny a ze nikdy nedoslo k plnému zalesnéni naseho Gizemi.

Pozdé¢ji s rozvojem zemédélstvi pribyvalo bezlesi vytvarejici podminky pro
druhy pfeziv§si zpozdniho pleistocénu nebo raného holocénu, nicméné
obhospodarovani (zejména pastva) ovlivnilo podobu téchto sekundarnich suchych
travniki (Pokorny et al. 2015).

3.6 Molekularni markery vyuZzivané ve fylogeografii

Ke studiu genetické variability se pouzivaji tzv. genetické markery. Nejstarsi
pouzivané genetické markery byly fenotypové, tedy pozorovatelné morfologicke
znaky organismi. V dneSni dob& se pouzivaji predevSim markery molekularni,
zalozené na analyze proteinli (obvykle enzymil) nebo nukleovych kyselin (Avise
2004).

3.6.1 Typy molekularnich markeru

Klicové otazky ve fylogeografickém vyzkumu jsou kolik genetické variability je
pfitomno mezi populacemi, jedinci nebo zakladnimi genetickymi liniemi a jakou
maji tyto linie geografickou distribuci. Odhaleni fylogeografickych vzorct zalezi na
tom, jakou genetickou strukturu dokdze odhalit zvoleny molekularni marker
(Gutiérrez-Garcia et Vazquez-Dominguez 2011).

Podle rlznych kritérii mizeme molekuldrni markery vyuzivané ve
fylogeografii rozdé€lit na dominantni a kodominantni, organelarni a jaderné,
repetitivni a nerepetitivni, uni- nebo biparentdln¢ dédi¢né, neutralni a adaptivni. Tyto
vlastnosti jsou podstatné pro vybér vhodnych markera (Freeland et al 2011).

Kodominantni markery umoznuji identifikovat vSechny alely pfitomné na
daném lokusu, zatimco dominantni markery odhali pouze jednu dominantni alelu.
Proto jsou kodominantni markery obecné piesné€jsi, dominantni markery lze ovSem
Casto vyvinout snaze (Avise 2004, Freeland et al 2011).

U diploidnich druht kazdy kodominantni marker identifikuje jednu alelu
v ptipadé homozygotniho jedince a dv¢ alely u heterozygotniho jedince. Schopnost
rozli§it heterozygoty a homozygoty je jednou z nejdulezitéjSich vlastnosti
kodominantnich markerii, nebot’ umoziiuje snadno vypocitat frekvence jednotlivych

alel v populaci (Freeland et al 2011).

Dominantni markery identifikuji pro kazdy lokus pouze jednu alelu a jejich
vyuziti neumoZziiuje rozeznat heterozygoty od homozygotii, proto je potom obtizné
vypocitat frekvence jednotlivych alel. Typicky vyuZivaji nahodné primery
k amplifikaci anonymnich useki DNA, pficemz jeden marker generuje data
z n¢kolika lokusii naraz. Jejich vyhoda spoc¢iva v tom, ze neni tfeba pfedem znat
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zadné sekvence a jejich vyuziti je proto méné¢ narocné a ndkladné nez
u kodominantnich markerti (Freeland et al. 2011)

Vyhodou organelarnich markert je jednoducha manipulace. Relativné vysoka
rychlost mutace u zivoCisné mitochondridlni (mt) DNA generuje potiebnou
variabilitu. U rostlin je rychlost mutace niz$i nez u jaderné DNA a mtDNA se
nevyuziva predevSim kvili strukturdlni nestabilité, kterd zptisobuje potize pfti
amplifikaci. Chloroplastovd DNA ma také niz§i rychlost mutace nez jaderna, ale jeji
nekodujici tseky se v rostlinné fylogeografii vyuzivaji (Avise 2004).

Organelarni genomy také nevykazuji zaddné (nebo pouze velmi ftidké)
rekombinace, jejich dédi¢nost je takika klondlni. Limitujici je skutecnost, Ze
organelové markery tvofii jen jediny lokus. Problematickda mliZze byt 1 uniparentalni
dédicnost, ktera mize vést ke zkresleni (napf. pokud se pyl a semena rozsituji
riznymi zpusoby). Piesnost genealogie zaloZené na organelarni DNA lze testovat
pouze hledanim shody s genealogiemi zaloZzenymi na jadernych markerech (Avise et
al. 2004, Freeland et al 2011).

Jaderné markery jsou dédicné biparentaln¢, mohou se tedy vyvijet odlisn¢ od
uniparentalné dédicnych organelarnich markert. Proto je vhodné kombinovat vyuziti
obou typl markerti. Na rozdil od organelarnich markert také podléhaji rekombinaci
(Freeland et al. 2011).

Distribuce polymorfnich regiont v jaderném genomu neni nahodna. Regiony
s menSim vyskytem rekombinaci obvykle vykazuji také nizS§i polymorfismus.
Kodujici aseky DNA jsou méné polymorfni nez introny, které jsou tak vhodné;jsi pro
populacné genetické studie (Zhang et Hewitt 2003).

Vyhodou jaderné DNA u rostlin je jeji rychlejsi vyvoj oproti mitochondridlni
1 chloroplastové DNA. Nevyhodou naopak je, ze podléha rekombinaci a selekci
(Zhang et Hewitt 2003, Freeland et al. 2011).

Na zaklad¢ vyuzivanych technologii mizeme molekuldrni markery rozdélit
na ty, které jsou zaloZzené na pouziti restrikénich enzymut Stépicich DNA na
fragmenty a ty, které jsou zaloZzené na amplifikaci usektt DNA pomoci polymerazové
fetézové reakce.

3.6.2 Markery zaloZené na restrikcni analyze

Restrikéni analyza DNA vyuziva restrik¢ni enzymy — proteiny, rozpoznavajici urcité
specifické motivy v sekvenci DNA (tzv. restrikéni mista, obvykle useky o ¢tyfech az
Sesti parech bazi), ve kterych molekulu DNA rozstépi. Pokud maji dva jedinci
restrikéni mista rizné daleko od sebe, vysledné fragmenty DNA budou mit rozdilnou
délku. Zjistuje se tedy délkovy polymorfismus vzniklych fragmentii. Restrikce neni
cilend na Zadny konkrétni znamy usek DNA — pracuje s nezndmymi, viceméné
nahodné generovanymi fragmenty (Avise 2004, Freeland et al. 2011).
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Na tomto principu funguji markery oznacované RFLP (restriction fragment
length polymorphism — polymorfismus délky restrikénich fragmentl. Restrikéni
analyza mtDNA u zvifat byla oblibena do 90. let 20. stoleti, pozdé&ji byla nahrazena
pfimym sekvenovanim mtDNA (Avise 2004, Breton et al. 2006, Gutiérrez-Garcia et
Véazquez-Dominguez 2011).

3.6.3 Markery zaloZené na PCR

PCR (polymerazova fetézova reakce) byla vyvinuta v 80. letech a znamenala
revoluci v molekularni biologii, nebot umoznila zcela nové zplsoby ziskavani
genetickych markert. Pomoci PCR lze cilené¢ amplifikovat ve zkumavce takika
jakykoli zayjmovy usek DNA z takika jakéhokoli biologického zdroje (Avise 2004,
Freeland et al. 2011).

Princip PCR spociva v mnohonasobném opakovani tii kroka: 1. denaturace
dvousroubovice DNA vysokou teplotou (okolo 95°C), pfi které se rozpadaji
vodikové mustky a dochédzi k oddéleni jednotlivych vldken; 2. naseddni primert
(syntetickych oligonukleotidl se specifickou sekvenci bazi) na homologické regiony
obklopujici usek DNA, ktery se ma amplifikovat, pti teploté 45 — 65°C; 3. Syntéza
komplementarniho DNA vldkna od primeru dal pomoci teplotné stabilni polymerazy
a dusikatych bazi (nukleotidil), ¢imz vznika novd molekula DNA slozena ze dvou
vlaken (ptivodniho a nové syntetizované¢ho). Nové vlakno je komplementarni k tomu,
na které nasedl primer. Tento krok probiha pti teploté kolem 72°C (Avise 2004,
Freeland et al. 2011).

Tyto tii kroky se opakuji dvacet- nebo vicekrat a poté nasleduje prodlouzena
faze syntézy a zchlazeni vzorki. PCR probiha v termocyklérech, které¢ jsou nyni
standardnim vybavenim genetickych laboratoii. (Avise 2004).

RAPD (randomly amplified polymorphic DNA — ndhodn¢ amplifikovana
polymorfni DNA) je dominantni marker ziskdvany amplifikaci anonymnich
genomickych sekvenci pomoci kratkych primerti (obvykle 10 bp). Sleduje se délkovy
polymorfismus podle rozdilu mobility amplifikovanych tusektt pii gelové
elektroforéze. Jeden primer u jednoho vzorku casto generuje nckolik fragmentd
(Breton et al. 2006). RAPD vykazuji pomérné vysoky polymorfismus, vyzkum je
nicméné Spatné reprodukovatelny. Postupné je nahradily kodominantni mikrosatelity,
které vykazuji vyssi informacni hodnotu (Avise 2004, Breton et al. 2006).

AFLP (amplified fragment length polymorphism — délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragment) je dominantni marker, ktery kombinuje vyuZziti
restrikénich enzyma a PCR. Restrikéni enzymy rozdéli DNA na useky, z nichZ se
amplifikuji pouze nckteré (které maji na jednom konci shodnou sekvenci). Stejné
jako u RFLP neni amplifikace cilend na specificky znamy usek DNA. Vyuziti AFLP

vvvvvvv
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Mikrosatelity jsou kodominantni repetitivni markery ziskavané amplifikaci
pomoci specifickych primerd, amplifikuji tedy pouze jeden konkrétni, pfedem znamy
usek DNA. Vyskytuji se v hojném poctu v jaderné i organelarni DNA. Jejich
vyhodou je zna¢ny polymorfismus, nevyhodou slozity a nakladny proces vyvoje
markerd (Breton et al. 2006, Freeland et al. 2011, Mandak 2011). Vice
o mikrosatelitech v kap. 3.7 nize.

PCR-RFLP je dalsi z markerd, ktery kombinuje vyuziti PCR a restrikénich
enzymu. V tomto piipade se nejprve amplifikuje specificky usek DNA pomoci PCR,
ktery je nasledn¢ Stépen restrikénim enzymem. U takto vzniklych fragmentii se opét
zjistuje délkovy polymorfismus. Stejné jako u RFLP jde o kodominantni marker
(Freeland et al. 2011).

SNP (single nucleotide polymorphism — polymorfismus jednoho nukleotidu)
je marker tvofeny variantami na specifickém paru bazi, kde dochazi k substituci. Na
rozdil od ptedchozich markeri u SNP nejde o délkovy polymorfismus, zjistuje se
konkrétni nukleotid sekvenovanim PCR produktu (v dnesni dobé lze SNP detekovat
1 bez predchozi PCR pomoci metod sekvenovani nové generace). SNP se vyskytuji
hojné v takika vSech genomech a ptedstavuji nejCastéjsi typ genetické variability
(u €loveéka jich je zhruba 1,5 milionu). Jsou kodominantni, ale vétSinou bialelické —
vyskytuji se u nich pouze dvé alely na lokus. Potfebnou vyssi variabilitu lze ziskat
kombinaci velkého poctu SNP lokusii (Avise 2004, Freeland et al. 2011).

3.7 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou useky tandemové se opakujici DNA, jejichZ repetitivni motiv (t;.
nukleotidova sekvence, kterd se opakuje) je velmi kratky — obvykle 1 — 6 bp (oproti
tomu minisatelity tvofi motivy o délce 10 — 60 bp). Mikrosatelity se oznacuji také
jako STR (short tandem repeats, ,kratké tandemové repetice™) nebo SSR (simple
sequence repeats, ,repetice jednoduchych sekvenci®). Vyskytuji se v poctech desitek
tisic ve vSech eukaryotnich genomech a také v fad¢ dosud prozkoumanych genomt
prokaryotnich (Avise 2004, Mandak 2011, Wiesing et al. 2015).

Délka mikrosatelitového lokusu obvykle dosahuje 5 — 40 opakovani
(Buschiazzo et Gemmell 2006, Mandak 2011). Tato vysoka variabilita poctu
opakovani motivu vytvaii délkovy polymorfismus a pravé délka alel (a nikoli
konkrétni sekvence) je sledovanym znakem (Wiesing et al. 2015). Nejcastéjsi jsou
mononukleotidové sekvence, u nichZ ovSem pro vysokou nestabilitu béhem PCR
nedokaZeme spolehlivé urcit délku alel. PouZivaji se proto predevS§im dinukleotidy,
trinukleotidy a tetranukleotidy; delSi sekvence jsou vzacné a ziidka vyuZivané

(Mandak 2011).

Podle uspotfadani se pak rozliSuji mikrosatelity Uplné, u nichZ opakovani
sekvenci neni pferuSeno zadnym jinym usekem, spojené, které tvoii dva
mikrosatelity s riiznou sekvenci nukleotidové repetice jdouci bezprostfedné za sebou,
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a prerusované, u nichz je opakovani sekvenci pieruseno nerepetitivnim tisekem DNA
(Mandak 2011).

Dulezitou vlastnosti mikrosatelitii je vysokd rychlost mutace. Buschiazzo
a Gemmell (2006) uvadéji, Ze u eukaryotnich organismi dosahuje 107 az 10~ mutaci
na lokus a generaci, Hodel et al. (2016) uvadi rychlost 10 az 10 mutaci na lokus
a generaci. Celkova rychlost mutace jaderné DNA je pfitom zhruba 107° az 10”
mutaci na lokus a generaci (Freeland et al. 2011). Rychlost mutace mikrosatelitti
ovSem ovliviiuje fada faktort. Dlouhé a nepferusované mikrosatelity mutuji rychleji
nez krat$i nebo preruSované, takové lokusy potom vykazuji vyS$i variabilitu.
Rychlost mutace je zaroven vyssi u kratSich motivi, ptfinejmensim pokud se jedna
o di-, tri- a tetranukleotidy (Buschiazzo et Gemmell 2006, Freeland et al. 2011).

Spektrum vyuziti mikrosatelitii je velmi Siroké a neustale se rozviji: uplatiuji
se v mapovani genomtl, forenzni analyze, urCovani paternity, stanoveni velikosti
a struktury populace v€etné genetické proménlivosti a toku genti, tvorbé genetickych
map, pii individualnim genotypovani jedincti v populaci atd. Lze je vyuzit také pti
studiu genetickych procest (napt. selective sweep, hitchhiking) nebo charakteru
a dynamiky hybridnich zén (Buschiazzo et Gemmell 2006, Mandak 2011, Hodel et
al. 2016).

Uzitecnost mikrosatelitii v ekologickych studiich je dana ftadou faktort.
Diilezitou vlastnosti je vtomto ohledu zejména jejich vysokéd variabilita dana
skutecnosti, ze vysokd mutacni rychlost mikrosateliti generuje v kazdé populaci
znacné mnozstvi alel. Vyskyt vice rtznych alel na jeden lokus znamena, ze
mikrosatelitovy lokus je velmi vyhodny z hlediska informa¢ni hodnoty na lokus
(Mandak 2011, Zalapa et al. 2012). Kromé¢ toho, ze jsou mikrosatelity vysoce
polymorfni, jsou také velmi pocetné a pomérné¢ rovnomérné rozlozené po celém
genomu (Buschiazzo et Gemmell 2006, Mandak 2011).

Dalsi vyhodou je skutecnost, ze analyza mikrosatelitti je pomérné jednoducha
(za predpokladu, ze zndme primery komplementarni se sekvencemi obklopujicimi
dany mikrosatelitovy lokus) a zaroven pomérné levna (za piedpokladu, Ze mame
potiebné primery) nebot” se zjistuje pouze délkovy polymorfismus, nikoli konkrétni
sekvence kazdého jedince. Jakmile jsou k dispozici primery, lze jiz relativné rychle
a snadno zjiStovat délku alel u velkych pocti jedinci. Jednoduchy je také sbér
a uchovavani vzorka, které lze skladovat v silikagelu nebo fixaénim roztoku. To
ptedstavuje vyhodu naptiklad v porovnani s alozymy (Avise 2004, Freeland et al.
2011, Mandak 2011).

Mnozstvi DNA pouzité pii praci s mikrosatelity mize byt diky vyuziti
polymerazové tetézové reakce pomérné malé a DNA také miZe byt do jisté miry
degradovand, nebot’ se amplifikuji pouze jeji kratké tseky. Pii kontaminaci vzorku
neptibuznou DNA (napf. houbovymi vldkny) navic nehrozi amplifikace DNA
neptibuzného druhu, protoze mikrosatelity jsou vysoce druhové specifické (Mandak
2011, Hodel et al. 2016).
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Mikrosatelity maji ovSem i jisté nevyhody. Kvili jiz zminovanému faktu, ze
jsou druhové specifické, je mezidruhovy pienos markeri casto neluspéSny
a prenesenych markert je pak ptili§ maly pocet. Proto je nutné pro kazdy zkoumany
druh vyvinout novy set mikrosateliti (Manddk 2011, Wiesing et al. 2015).
Detekovani mikrosatelitovych markerd je naro¢né a ndkladné, ackoli situace se
v poslednich letech zlepsila diky sekvenovani nové generace. Primery je dale nutné
testovat, protoze aby byly vyuzitelné ve vyzkumu, musi byt specifické (musi
amplifikovat pouze jeden lokus) a musi vykazovat jasny polymorfismus (Zalapa et
al. 2012). Existuje sice moznost zadat vyvoj mikrosatelitovych markert komer¢ni
firmé&, tento postup je ovSem zna¢né nakladny (Mandak 2011, Wiesing et al. 2015).

Dalsi nevyhody mikrosatelitii predstavuji nejasny muta¢ni mechanismus,
vyskyt homoplazie (tedy alel o stejné délce, ale nestejného ptivodu), ktera muze
maskovat skutecnou alelickou bohatost populace, a vyskyt nulovych alel. Ten je
zplisobeny mutaci v misté nasedani primeru, v jejimz dusledku pii PCR nedojde
k amplifikaci. Pokud se mutace vyskytne u jedné alely, jedinec se jevi jako

vvvvv

Mandéak 2011, Wiesing et al. 2015).

Vysoka mutacni rychlost a nizky pocet zkoumanych lokusi pak vedou
k tomu, Ze markery nepokryvaji reprezentativné cely genom. Krom¢ toho nezname
jejich rozmisténi v genomu a tim padem ani celkovou genomickou diverzitu (nebot’
distribuce polymorfismu v genomu neni rovnomérnd ani nahodnd), coz predstavuje
problém zejména pii zkoumani druhu na trovni SirSiho arealu nebo porovnavani
blizce piibuznych druhli. Pro studium vztahti mezi druhy je proto vhodnéjsi pouzit
markery, které 1épe reprezentuji genomickou diverzitu, naptiklad AFLP (Zhang et
Hewitt 2003, Mandak 2011, Wiesing et al. 2015).

3.8 Vyvoj novych mikrosatelitovych markeri

Vyvoj funkéniho setu mikrosatelitovych markert je pomérné nadro¢ny proces. Zalapa
et al. (2012) 1 Wiesing et al. (2015) uvadéji podobnd schémata postupu, jejichz
zakladem jsou nasledujici Ctyfi kroky:

1. ptiprava genomové knihovny
2. sekvenovani na vybrané platformé
3. identifikace mikrosatelitli, vyber kandidatnich lokust a design primert

4. testovani a validace vybranych markert

Detekovani mikrosatelitovych lokust v poslednich desetiletich zna¢né zefektivnily
technologie tzv. sekvenovani nové generace. Pojmem ,,sekvenovani nové generace*
(NGS, next-generation sequencing) se oznaCuji nové, vysoce efektivni metody
sekvenovani, které poskytuji tisice aZz miliony sekvenci nardz pti zlomku nakladi
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tradicnich Sangerovskych metod (Mandék 2011, Zalapa et al. 2012, Hodel et al.
2016).

Prvnim krokem pii vyuziti NGS je vybér templatové nukleové kyseliny a jeji
priprava do podoby, ve které je kompatibilni s pouzitym systémem sekvenovani. Pfi
ptipraveé knihovny pro NGS je nutné zvazit nékolik aspekt (Wiesing et al. 2015).

Prvni otazkou je, zda vyuzit DNA nebo RNA. Sekvenovani transkriptomu je
mRNA, jeji zpétny ptepis do cDNA a ptipravu cDNA knihovny. Vysledkem je
potom rozsahly soubor EST (expressed sequence tag — kratkad subsekvence cDNA).
Tento postup ziskal na oblibé s rozvojem NGS, diky kterému je nyni vyrazné ¢asoveé
efektivnéj$i nez diiv (Wiesing et al. 2015).

Vyuziti transkriptomickych dat pro ziskavani mikrosatelitovych markertt ma
oproti praci s genomickou DNA nékolik vyhod. Transkribované useky DNA jsou
méné repetitivni, coZ je obzvlast vyhodné u druhli s rozsdhlym genomem a tedy
velkou mirou repetitivni DNA. Transkriptomové markery jsou také obecné lépe
pienositelné mezi druhy (Wiesing et al. 2015).

Mikrosatelitové EST markery jsou propojené s kodujicimi useky DNA.
Nejsou to tedy neutrdlni markery vyuzitelné piti identifikaci ¢asti genomu
podléhajicich selekci. Tato skute¢nost ale miize zaroven byt nevyhodou pro nékteré
typy aplikaci, naptiklad v popula¢ni genetice, kde mohou kvili non-neutralnimu
vyvoji ukazovat zkreslené hodnoty distribuce alel mezi populacemi. Navic propojeni
s kédujicimi sekvencemi mize nékdy omezovat polymorfismus EST markert, coz
vede k niz§imu poctu alel na lokus a/nebo men$i pozorované heterozygosité
(Wiesing et al. 2015).

Dalsi otazkou pii ptipravé knihovny je, zda ji cilené obohacovat
o mikrosatelity. NGS u genomické DNA poskytuje az nékolik milioni sekvenci,
které se potom vyuzivaji k vyhledavani mikrosatelitii. Obvykle I1ze detekovat n¢kolik
stovek az tisici mikrosatelitovych lokusii, coz je dostatek pro vyvoj markerti pro
takika jakykoli typ studie. Obohacovani nicméné¢ muze zvysit pocet detekovanych
markertt u druhti, které maji niz§i miru vyskytu mikrosatelith v genomu (obvykle
jsou to druhy s vétSim genomem). Navic dokdze eliminovat motivy, které se
vyskytuji ¢asto, ale obtizné amplifikuji (Wiesing et al. 2015).

Obohacovani na druhou stranu vytvari systematické zkresleni vysledkd,
protoze upfednostituje urcité typy mikrosatelitii, zatimco vysledky nahodného
sekvenovani proporéné odpovidaji jejich distribuci v celém genomu. Obohacovani
navic zvySuje Casovou a finan¢ni ndkladnost piipravy knihoven (Wiesing et al.
2015). V dnesni dob¢ se proto obohacovani ve vétSing piipadli nepouziva (Zalapa et
al. 2012).

Ditlezit¢ rozhodnuti se tyka vybéru NGS platformy. V soucasnosti je
k dispozici n€kolik riznych typi sekvenovani nové generace, u nichz zasadni rozdily
spocivaji predevsim v délce vyslednych sekvenci, jejich chybovosti, rychlosti
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procesu a jeho finan¢ni nakladnosti (Zalapa et al. 2012, Wiesing et al. 2015, Hodel et
al. 2016).

Do pomérné¢ nedavné doby byla velmi oblibena platforma 454, zalozena na
metodé pyrosekvenovani fragmentll pfipravenych pomoci emulzni PCR na
kulickach. Tato technologie poskytuje relativné dlouhé useky, coz predstavuje
vyhodu pro design primert. Vystupni data jsou také relativné snadno zpracovatelna
(Zalapa et al. 2012, Wiesing et al. 2015). Nevyhoda je v porovnani s ostatnimi
platformami vyrazné vys$i cena za srovnatelny objem dat, kvuli které technologie
454 postupné ztratila konkurenceschopnost a nyni uz se nepouziva (Hodel et al.
2016).

Platforma Illumina je v soucasnosti nejpouzivanéjsi. Diive méla znacnou
nevyhodu v kratkosti osekvenovanych usekd, postupné se ovSem jejich délka
zvétSovala. Illumina ma také velmi nizkou chybovost (Hodel et al. 2016). Tato
technologie je zaloZzend na metodé¢ mustkové PCR a sekvenovani syntézou pomoci
sekvenacnich primerti (Zalapa et al. 2012, Wiesing et al. 2015).

Jedna z nejnovéjSich NGS technologii je IonTorrent. Je dostupna od roku
2010 a zaklada se na pyrosekvenovani za pomoci polovodi¢ovych ¢ipli. Na zakladé
zmény pH se potom detekuji uvolnéné protony (Zalapa et al. 2012, Wiesing et al.
2015).

Nejnovéjsi je potom platforma PacBio, ktera byva oznaCovana za
sekvenovani 3. generace. Pomoci této technologie dochdzi k sekvenovani jediné
molekuly DNA v realném case (neni nutné amplifikovat useky DNA pomoci PCR,
tato metoda je tedy nejrychlejsi). Oznacuje se také jako SMRT (sigle-molecule real-
time) sekvenovani. Nevyhodou je vétsi chybovost, kterou ovSem lze snizit na
piijatelnou urovenni mnohondsobnym sekvenovanim jedné molekuly. Navic se
eliminuji chyby, které by mohly vzniknout pfi PCR. PacBio také generuje mnohem
delsi useky nez ostatni NGS metody, coz je pro vyvoj mikrosatelitii znacna vyhoda
(Zalapa et al. 2012, Wiesing et al. 2015, Hodel et al. 2016).

Data ziskana sekvenovanim jsou déle zpracovavana softwarem, ktery vyhleda
mikrosatelitové sekvence. Podle potieby je mozné nastavit limit opakovani motivu
(obvykle 5 opakovani), ménénasobné repetice se vyradi. U mikrosatelitii s dostate¢né
dlouhymi useky obklopujicimi lokus se vyberou ty, které jsou vhodné pro design
primer (nemé¢ly by napf. obsahovat tandemové repetice). Délka vyslednych
produktti PCR se pak pohybuje mezi 100 a 500 bp (Zalapa et al. 2012, Wiesing et al.
2015).

Vzhledem k vysokému poctu detekovanych lokust pti vyuziti NGS lze na
vybér mikrosateliti k testovani aplikovat pomérné piisnd i specificka kritéria.
Obvykle se vyfazuji vSechny mononukleotidové repetice. Preferuji se Gplné repetice
pfed pferuSovanymi nebo spojenymi, protoze u nich dochdzi k mutacim podle
jednodussiho modelu. VéEtsi pocet opakovani obvykle znamena vétsi variabilitu
markeru (vice riiznych alel, vétsi heterozygositu), 1ze tedy nastavit limit minimalniho
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poctu opakovani motivu napt. od 7 opakovani pro dinukleotidy po 4 pro penta
a hexanukleotidy (Zalapa et al. 2012, Wiesing et al. 2015).

DalSim krokem je potom testovani vybranych markert. Zatimco detekce
stovek nebo 1 tisici mikrosatelitovych lokust z jednoho genomu je diky NGS rychla
a relativné snadnd, tvorba funk¢nich markerti a jejich validace zlstava casové
naro¢nou a nakladnou fazi vyzkumu (Wiesing et al. 2015, Hodel et al. 2016).

Uspé&snost vyvoje mikrosatelitovych markert se u riiznych druhti lisi. Je tieba
testovat velké mnozstvi kandidatnich markerti na dostatecném souboru vzorkti DNA.
Klicovy je pfitom ptedchozi krok — peclivy vybér kandidatnich lokusti. Ten mtze
uSetfit Cas a ndklady na ziskani funkénich markerti (Wiesing et al. 2015).

U vybranych mikrosatelitovych markert se nejprve testuji primery na mensim
datasetu. ZjiStuje se, zda amplifikuji a zda tvoti specifické produkty. Dale se na
vétsim datasetu slozeném ze zastupcii vice populaci (prostorové od sebe vzdalenych)
testuje polymorfismus markerdi. Dal$i moznosti je testovat také prenos vyvinutych
markert na ptibuzné druhy, tedy cross-amplifikaci (Wiesing et al. 2015).

3.9 Mikrosatelitové markery pro Salvia pratensis

Pro druh Salvia pratensis neexistuje zatim dostatecny set mikrosatelitovych markert
pro fylogeograficky vyzkum. Radosavljevi¢ et al. (2011) testovali 11 znamych a 9
nove vyvinutych markert pro Salvia officinalis a pét z nich bylo usp&$né preneseno
na S. pratensis, nicméné tento pocet je pro populacné genetické studie priliS nizky.
Nejsou navic znamy ani zakladni populacné genetické parametry téchto markert
u Salvia pratensis. Je proto nutné za timto ucelem otestovat nové mikrosatelitové
markery.
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4, Metodika

4.1 Material

Pouzité vzorky druhu Salvia pratensis pochazeji ze étyt populaci v Ceské republice,
Polsku a Mad’arsku (viz tabulku).

Populace | Lokalita zem. Sitka | zem. délka
1 Ceské stiedohoii, Oblik 50.4102239 | 13.8070417
2 Mad’arsko, Dorog, Strazsa-hegy 47.750617 18.741983
3 Polsko, Raclawice, Waly 50.338267 20.233317
4 Polsko, Zuravce 50.374650 23.577533

Tabulka 1: Lokality sbéru vzorkii.

Z kazdé populace byly odebrany vzorky listt dvaceti riznych jedinc. Vzorky byly
ulozeny do silikagelu a uchovavany v laboratofi molekularni genetiky FZP CZU
v Praze.

4.2 Postup prace
4.2.1 I1zolace DNA

Pted izolaci DNA byl suchy material po 90 sekund drcen pomoci oscilacniho mlynku
MM 400 (Retsch) za pouziti 3 sklenénych kulicek na zkumavku pii frekvenci 30 Hz.
K samotné izolaci byl potom vyuzivan DNeasy Plant Mini Kit (Quiagen) podle
instrukci vyrobce. Z kazdého vzorku byly ziskany dvé eluce po 50 pl.

U extrahované DNA bylo provedeno méfeni koncentrace pomoci
mikroobjemového spektrofotometru UVS 99 (Avans Biotech) a kontrola kvality
elektroforézou na 1% agar6zovém gelu.

4.2.2 PCR

Dalsim krokem byla polymerdzova fetézova reakce (PCR) urCena k otestovani
amplifikace mikrosatelitd pfi pouziti 52 pard primeri dodanych firmou Sigma-
Aldrich (z téchto 52 mikrosatelitovych lokust vybranych na zdkladé masivniho
paralelniho sekvenovani genomu druhu Salvia pratensis bylo 10 tetranukleotidd, 23
trinukleotid a 19 dinukleotidd; pro sekvence jednotlivych primert viz ptfilohu A).
Jako zéklad reakéni smési byl vyuzit 1x koncentrovany Multiplex PCR Master Mix
(Quiagen). Reakéni smés o objemu 10 pl obsahovala vzdy 0,2 uM obou primeri a 20
ng DNA. PCR program byl nésledujici: 95°C po 10 minut; dale ve 35 cyklech 95°C
po 30 sekund, 55°C po 30 sekund a 72°C po 2 minuty; nakonec 72°C po dobu 10
minut a zchlazeni na 4°C.
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V prvni fazi byl kazdy péar primerii testovan na dvou vzorcich DNA spolu
s negativni kontrolou (reakce, do které byla misto DNA pipetovana voda) a produkty
PCR byly zkontrolovany elektroforézou na 2% agardézovém gelu.

Primery, které v prvni fazi tvofily specifické produkty a amplifikovaly
alespoit u jednoho ze dvou vzorki DNA, byly nasledné testovany na 7 vzorcich
DNA, kter¢ reprezentovaly vSechny ctyfi lokality sbéru. V této fazi byly do reakéni
smési pridavany univerzalni fluorescencné znacené M13 primery (6-FAM, VIC,
NED, PET), které umoznuji pro ucely kapilarni elektroforézy smichat vzdy Ctyfi
rizné znacené vzorky. Znaceny univerzalni M13 primer pfi PCR nasedd na
komplementarni sekvenci produktu vytvofeného pomoci specifického forward
primeru (tzv. M13-tailed), ktery byl upraven pfidanim sekvence M13 primeru na
svém 5' konci (tzv. M13-tailed forward primer). Pro tento ucel se v pozdéjSich
cyklech PCR snizuje teplota pro nasedani primert (Schuelke 2000).

Reakéni smés o objemu 10 pl tedy obsahovala 0,05 uM forward primeru, po
0,2 uM reverse a univerzadlniho M13 primeru a 20 ng DNA. PCR program byl
upraven na: 95°C po 15 minut; dale ve 25 cyklech 95°C po 30 sekund, 55°C po 30
sekund a 72°C po 2 minuty; v dal$i tazi 10 cykli 95°C po 30 sekund, 50°C po 30
sekund a 72°C po 2 minuty; nakonec 72°C po dobu 10 minut a zchlazeni na 4°C.

4.2.3 Analyza PCR produktii

PCR produkty ze 4 PCR reakci s rtizné¢ znaCenymi M13 primery byly smichany
anasledné analyzovany na kapilarnim DNA analyzatoru ABI 3500 (Applied
Biosystems) s vyuzitim interniho standardu GeneTrace 500 LIZ (Carolina
Biosystems). Vzorky byly na fragmentacni analyzu piipraveny smichanim 12 pl
deionizovaného formamidu (Applied Biosystems), 0,2 ul velikostniho standardu
a 1 pl smési PCR produktii a nasledné denaturovany po 10 minut pii teploté 95°C.

Poté byly zobrazeny v programu GeneMarker 2.6.4 (SoftGenetics) a bylo
zjistovano, zda probéhla amplifikace lokusi, nakolik je Citelny jejich tvar, kolik alel
amplifikovalo (vice nez 2 alely u diploidniho organismu signalizuji nespecificky
produkt amplifikace) a jaké je jejich ptiblizna variabilita a délka. Lokusy, které
vykazovaly pozadované vlastnosti (amplifikace u vzorkl ze vSech lokalit, specificky
produkt, minimalni variabilita 3 rGzné alely) byly amplifikovany u vSech vzorka
DNA s vyuzitim znaenych M13 primertt (PCR program viz posledni odstavec
predchozi kapitoly).

Ziskané¢ PCR produkty byly opét analyzovany na DNA analyzatoru a po
vyfazeni 2 lokust, u kterych se na vét§im datasetu objevily nespecifické produkty
(3 az 5 pikil u zastupct z vice lokalit) byly v programu GeneMarker zjistény délky
alel. Nasledné byla v programu Cervus 3.0.7 (Field Genetics) provedena geneticka
analyza ziskanych dat, a to jak pro soubor vSech vzork, tak pro jednotlivé populace.
Byl zjiStovan pocet alel na lokus, rozpéti jejich délky, pozorovand a ocekavana
heterozygosita a polymorfni informaéni obsah.
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5. Vysledky

5.1 PCR a fragmentac¢ni analyza

V prvni fazi testovani primerti bylo po kontrole PCR produktti na gelu vytazeno 17
pard primert (z ptuvodnich 52), které nedavaly zadny vysledek nebo u nich byl
produkt nespecificky (viz prilohu B). U zbylych 35 doslo k amplifikaci u alespoii
jednoho ze vzorkt. Tyto lokusy byly podrobeny dal§imu testovani.

Po prvni fragmentacni analyze byly ndsledné¢ vytazeny 3 lokusy, které se
ukézaly jako duplicitni (vice neZ dva piky na jeden vzorek DNA — tfi, Ctyfi, resp. az
devét pikl), a 25 lokusd, u nichz k amplifikaci bud’ nedoslo, nebo neprobéhla
u Zadného jedince z jedné ¢i vice lokalit (viz pfilohu C). Zbylych 7 amplifikovalo
u vSech lokalit (viz ptilohu D), ty byly dale testovany se vSemi vzorky DNA.

Druha fragmentani analyza odhalila u 2 lokusi duplikaci, kterd se
v pfedchozi fazi na malém poctu vzorkl neprojevila. Tyto lokusy byly z dalSich
analyz vylouceny, nebot’ vzorkl s vice neZ 2 piky bylo 13 (SP Di01), resp. 21
(SP D1 09) z celkového poctu 77 vzorku a vyskytovaly se ve vSech populacich.

U zbylych 5 marker bylo vprogramu GeneMarker 2.6.4 provedeno
automatické skorovani alel s naslednou kontrolou a manudlni Gpravou vysledkd.
Lokusy SPDi02 a SPDi08 byly velmi dobfe Ccitelné, s typickym tvarem
mikrosatelitovych pikl véetné pomérné nizkych stutterti (viz obr. 1 a 2).

175 180 185 1580 185

184.9| |158.8

Obr. 1: Lokus SP Di 02, heterozygot. (GeneMarker)

155 160 165 170 1

161.7 167.7

Obr. 2: Lokus SP Di 08, heterozygot. (GeneMarker)
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U lokustt SPDi06 a SP Tri 17 byl opét velmi dobfe citelny, typicky tvar pikt
s nizkymi stuttery. V piipad¢ heterozygotnich jedincti ovSem delsi alela méla
vyrazné nizsi pik, a to i v ptipadech, kdy mezi alelami byl délkovy rozdil pouze
nékolika bp (viz obr. 3 a 4). V ptipad¢ vyraznéjsiho délkového rozdilu mezi obéma
alelami Casto software delsi alely s hiife rozeznatelnymi piky nenaskoroval (projevila
se tendence k jevu zvanému large allele drop-out, tedy mensi efektivita PCR pfi
amplifikaci delSich usekd ve srovnani s kratSimi) a bylo nutné je oznacit manualn¢.
I tyto nizké piky ovSem mély dostatecné Citelnou podobu a zietelny stutter, 1ze tedy
predpokladat jejich ispesné odhaleni.

220 230

2209 |2251

Obr. 3: Lokus SP Di 06, heterozygot. (GeneMarker)

210 215 220 225

Y

214.5 220.5

Obr. 4. Lokus SP Tri 17, heterozygot. (GeneMarker)

Nejvétsi chybovost automatického skorovani se objevila u lokusu SP Di 04. Tento
lokus vykazoval nestandardni tvar se ¢tyfmi az Sesti piky na jednu alelu. Samotné
alele pfedchdzelo n¢kolik postupné se zvySujicich stutterti (obvykle tii nebo Ctyfi)
a vtad¢ pfipadli za ni nasledoval jesté nizky pik tzv. +A alely (viz obr. 5), kterd
vznika nadbyte¢nym ptidanim adenosinu v prib&hu PCR.

V tomto piipad¢ bylo nutné manudlné opravit témét vSechny vzorky, nebot’
software obvykle oznafoval vicero pikd. Skoérovani vyZzadovalo velmi peclivou
pozornost predevsim kvilli tomu, Ze u heterozygotnich jedinc s malym délkovym
rozdilem mezi alelami se piky obou alel a jejich stutteri vzajemné Castecné
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prekryvaly (viz obr. 6). Nestandardni tvar byl ovSem znacné¢ konzistentni
a umozioval rozpoznani i v ptipad¢ takovychto prekryvajicich se alel.

230 240 230

237.4 2440

Obr. 5: Lokus SP Di 04, heterozygot. (GeneMarker)

235 241 245 250
2422441

235 2410 245 250
242.2| |245.2

Obr. 6. Lokus SP Di 04, prekryvajici se piky. (GeneMarker)

5.2 Analyza dat

Vsech pét lokusti vykazovalo vysokou variabilitu. Pocet alel se pohyboval mezi 9
(SP D1 06) a 22 (SP Di 08), pticemz v priméru na jeden lokus ptipadalo 17,2 alely.
Pozorovand heterozygosita (H,) dosahovala hodnot 0,548 (SP Di06) az 0,840
(SP Di 08) a priméru 0,696. Vypocitané hodnoty o¢ekavané heterozygosity (He) se
pohybovaly mezi 0,706 (SP D1 06) a 0,867 (SP Di 08) s primérem 0,8157. Hodnoty
pozorované heterozygosity byly ve vSech pfipadech mirné niz§i nez ocekavané.
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Polymorfni informacni obsah (PIC — polymorphism information content) dosahoval
hodnot od 0,661 (SP Di 06) do 0,848 (SP Di 08) a praméru 0,7895 (viz tab. 2).

VSechny vzorky

lokus pocet jedinci pocet alel | délka alel |H, H, PIC
SPDi02 |74 18 163-216 0,689 10,808 |0,781
SPDi04 |67 17 224-254 0,672 10,838 {0,818
SPDi06 |73 9 219-234 0,548 10,706 {0,661
SPDi08 |75 22 159-203 0,840 (0,867 0,848
SPTril7 |74 20 203-262 0,730 | 0,859 10,839
priumér 17,2 0,696 | 0,8157 |0,7895

Tabulka 2: Genetickd analyza dat — soubor v§ech populaci.

Z vyse uvedenych hodnot vyplyva, ze obecné nejvyss$i miru polymorfismu podle
odpovidaly 1 hodnoty jednotlivych populaci (viz tab. 3 az 6), ackoli mezi nimi byly
patrné jisté rozdily. U populace 4 jsou vyrazné niz§i hodnoty heterozygosity 1 PIC
neZ u ostatnich populaci u lokusu SP Tri 17, ktery by se jinak polymorfismem
vyrovnal lokusu SP Di 08.

Populace 1

lokus pocet jedincu pocet alel |délka alel |H, H. PIC

SPDi02 |16 8 163-207 0,563 (0,565 (0,527
SPDi04 |16 9 224-250 0,625 (0,794 (0,735
SPDi06 [16 4 219-225 0,250 (0,567 10,500
SP Di 08 18 11 162-208 0,778 10,829 (0,783
SPTril7 [17 11 213-262 0,765 (0,827 10,786
primér 8,6 0,596 (0,7162 |0,666

Tabulka 3: Geneticka analyza dat — populace 1.

Populace 2

lokus pocet jedinci pocet alel |délka alel |H, H. PIC
SPDi02 |19 8 177-209 0,684 10,789 10,737
SPDi04 |17 11 235-254 0,588 10,784 10,743
SPDi06 |19 5 221-234 0,526 10,653 10,598
SPDi0O8 |17 10 162—-196 0,765 10,783 10,740
SPTril7 |17 9 209-259 0,824 10,854 10,807
primér 8,6 0,677 | 0,7726 (0,7248

Tabulka 4: Genetickd analyza dat — populace 2.
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Populace 3

lokus pocet jedinci pocet alel |[délka alel |H, H, PIC
SPDi02 |20 12 177-216 0,750 {0,819 10,774
SPDi04 |16 7 236—245 0,750 (0,746 0,686
SPDi06 [19 5 220225 0,842 10,644 10,558
SPDi08 |20 11 162-208 0,850 {0,856 0,816
SP Tri17 |20 16 203-254 0,850 {0,895 10,863
prumér 10,2 0,808 [0,7922 |0,7393
Tabulka 5: Geneticka analyza dat — populace 3.

Populace 4
lokus pocet jedinci pocet alel |[délka alel |H, H, PIC
SPDi02 |19 10 177207 0,737 {0,787 10,744
SPDi04 |18 8 234-246 0,722 10,856 10,811
SPDi06 |19 6 221-207 0,526 (0,636 0,571
SPDi08 |20 11 159-190 0,950 {0,873 0,835
SPTri17 |20 8 209-248 0,500 [0,565 10,529
prumér 8,6 0,687 [0,7433 |0,6978

Tabulka 6. Genetickd analyza dat — populace 4.

Z tabulek 3 az 6 je dale patrné, ze podobny jev nastal v mirn€j$i obdobé u populace 1

v wvr

v piipad¢ jednotlivych populaci, objevily se nicméné vychylky v pozorované
heterozygosité, ktera byla nizsi u populace 1 a naopak vyssi u populace 3.

Pocty alel u populaci 1, 2 a 4 dosahly shodnych praméra 8,6. Populace 3
oproti tomu ve srovnani s ostatnimi vykazovala v priméru vyssi pocet alel (10,2)

a také nejvyssi PIC a pozorovanou heterozygositu.
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6. Diskuse

V experimentdlni Casti této prace se podafilo ziskat 5 novych mikrosatelitovych
markerd pro Salvia pratensis, testovanych na 77 jedincich ze ¢tyr stiedoevropskych
populaci zkoumaného druhu. U ziskanych markerii byla provedena analyza
zakladnich populacné genetickych parametrl, kterd ukazala, ze vykazuji zna¢nou
uroven variability, a to jak v celkovém souboru vSech jedincid, tak v ramci
jednotlivych populaci. Zaroven byly zjistény i jisté rozdily v populacné genetickych
parametrech mezi jednotlivymi populacemi.

Tyto nové vyvinuté markery budou diky prokdzané variabilit¢ vyuzitelné
v dal§im vyzkumu v oblasti popula¢ni genetiky a fylogeografie. Jejich pocet je
nicméné pro provedeni populacné genetické studie ptili§ nizky, proto ke splnéni cilt
prace ptivodné stanovenych v zadani bude nutné pokraCovat v testovani dalSich
kandidatnich lokust. Dalsi moznosti je vyuziti lokust vyvinutych pro S. officinalis,
jejichz cross-amplifikaci u S. pratensis prokazali Radosavljevi¢c et al. (2011),
nicméné vzhledem k neznamym popula¢né genetickym parametrim téchto lokust u
S. pratensis a stale pomérn¢ nizkému celkovému poctu markerti (10) se vyvoj dalSich
markeri jevi jako Zddouci.

Radosavljevi¢ et al. (2011) pi1 vyvoji novych mikrosatelitovych markert pro
S. officinalis testovali 18 trinukleotidovych kandidatnich lokusi, z nichz ziskali
celkem 9 vyhovujicich markerd. Pomér uspéSné vyvinutych markert byl tedy
vyrazné piizniveéjsi.

Maly pocet finaln¢ vyvinutych markerti v této praci mize byt také zcasti
zpusobeny vyfazenim nékterych lokusti, u nichz by se pfi dalSim testovani mohla
prokazat jejich pouzitelnost. Jde o ty markery, které byly vyfazeny pii prvni
fragmentacni analyze produkti PCR na zaklad¢ slabé nebo zadné amplifikace
(v ptiloze C oznacené jako ,,opakovat PCR*). Lze piedpokladat, ze v nékterych
piipadech mohlo dojit k chybam naptiklad pti piipravé reakce, zejména u téch
markerti, které v predchozim kroku na agar6zovém gelu vykazovaly zietelné
specifické produkty u obou testovanych vzorki DNA (takovych bylo vyfazeno
celkem 17). Lze také testovat amplifikaci s pozménénym protokolem PCR (snizeni
teploty pro nasedani primerti).

Dal§im vhodnym krokem navazujictho vyzkumu by bylo testovat cross-
amplifikaci vyvinutych markerti u zastupct blizce ptibuznych druhli rodu Salvia
a zjistit, zda je mozné markery mezidruhové pifenést a jakd je piipadné jejich
variabilita u téchto druhi.
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7.7Zaveér

Predkladand bakalarskd prace predstavuje experimentdlni laboratorni testovani
mikrosatelitovych lokust u druhu Salvia pratensis provedené v ramci vyzkumu
postglacialni migrace druhd suchych travnikt. Té€zistém prace byl vyvoj novych
mikrosatelitovych markeri pro dany druh a testovani jejich variability na vzorcich
n¢kolika stfedoevropskych populaci za ucelem stanoveni zakladnich popula¢né

genetickych parametru.

Cilem prace bylo vyvinout funk¢ni set mikrosatelitovych markerti vyuzitelny
v populacné genetickych studiich druhti suchych travniki, pro néz Salvia pratensis
slouzi jako modelovy zastupce. Tento cil byl splnén pouze ¢astecné, nebot’ ziskanych
markerd je pfili§ maly pocet a pro sestaveni funkéniho setu bude nutné vyvinout
dalsi. Jednim z vystupi prace je tedy i ndvrh dal§iho sméfovani vyzkumu v tomto
sméru, zejména dalsi testovani lokusii z této prace vytrazenych kvili neuspésné
amplifikaci.

Uspé&sny vyvoj péti markerd vykazujicich relativng vysokou variabilitu je
nicméné mozné povazovat za piinos této prace prispivajici k usnadnéni dalSiho
vyzkumu v oblasti fylogeografie spolecenstev sttedoevropskych suchych travnik,
pfipadné dalSich populacné genetickych studii provadénych na druhu Salvia
pratensis.

34



8. Seznam pouzitych zdroju
Odborné publikace

AVISE, J. C., ARNOLD, J., BALL, R. M., BERMINGHAM, E., LAMB, T., NEIGEL, J. E.,
REEB, C. A., SAUNDERS, N. C., 1987: Intraspecific Phylogeography: The
Mitochondrial Bridge Between Population Genetics and Systematics. Annual Review
of Ecology and Systematics 18, 489 — 522.

AVISE, J., 2004: Molecular markers, natural history, and evolution. Sinauer
Associates, Sunderland.

BRETON, C., BESNARD, G., BERVILLE, A. A., 2006: Using Multiple Types of
Molecular Markers to Understand Olive Phylogeography. Zeder, M. A., Bradley, D.
G., Emshwiller, E., Smith, B. D. (eds), 2006: Documenting Domestication. New
Genetic and Archaeological Paradigms. University of California Press, London.

BuscHiAzzo, E., GEMMELL, N. J., 2006: The rise, fall and renaissance of
microsatellites in eukaryotic genomes. BioEssays 28, 1040 — 1050.

FREELAND, J. R., KIRK, H., PETERSEN, S. D., 2011: Molecular Eclology. Wiley-
Blackwell, Oxford.

GUTIERREZ-GARCiA, T. A., VAzZQUEzZ-DOMINGUEzZ, E., 2011: Comparative
Phylogeography: Designing Studies while Surviving the Process. BioScience 61 (11),
857 — 868.

HAKOVA A., KLAUDISOVA A., SADLO J. (eds.), 2004: Zdsady péce o nelesni biotopy v
ramci soustavy Natura 2000. Ministerstvo zivotniho prostfedi, Praha.

HEGLAND, S. J., VAN LEEUWEN, M., OOSTERMEUIER, J. G. B., 2001: Population
structure of Salvia pratensis in relation to vegetation and management of Dutch dry
floodplain grasslands. Journal of Applied Ecology 38, 1277 — 1289.

HEISE, W., BABIK, W., KUBISz, D., KAITOCH, L., 2015: A three-marker DNA
barcoding approach for ecological studies of xerothermic plants and herbivorous
insects from central Europe. Botanical Journal of the Linnean Society 177, 576 —
592.

HEwITT, G. M., 2001: Speciation, hybrid zones and phylogeography — or seeing
genes in space and time. Molecular Ecology 10, 537 — 549.

HICKERSON, M. J., CARSTENS, B. C., CAVENDER-BARES, J., CRANDALL, K. A.,
GRAHAM, C. H., JOHNSON, J. B., RISSLER, L., VICTORIANO, P. F., YODER, A. D., 2010:
Phylogeography’s past, present and future: 10 years after Avise, 2000. Molecular
Phylogenetics and Evolution 54,291 —301.

HoDEL, R. G. J., SEGOVIA-SALCEDO, M. C., LANDIS, J. B., CROWL, A. A., SUN, M.,
L1u, X., GITZENDANNER, M. A., DOUGLAS, N. A., GERMAIN-AUBREY, C. C., CHEN, S.,
SoLTis, D. E., SOLTIS, P. S., 2016: The report of my death was an exaggeration: A

35



review for researchers using microsatellites in the 21% century. Applications in Plant
Sciences 4 (6), apps.1600025.

CHYTRY, M., KUCERA, T., KOCi, M. (eds.), 2001: Katalog biotopii Ceské republiky.
Agentura ochrany pfirody a krajiny CR, Praha.

CHYTRY, M. (ed.), 2007: Vegetace Ceské republiky 1: Travinnd a kerickova
vegetace. Academia, Praha.

JOHANIDESOVA, E., FAIMON, K., JONGEPIEROVA, J., PRACH, K., 2014: Spontaneous
colonization of restored dry grasslands by target species: restoration process beyond
sowing regional seed mixtures. Grass and Forage Science 70, 631 — 638.

KAJTOCH, L., CIESLAK, E., VARGA, Z., PAUL, W., MAZUR, M., SRAMKO, G., KUBISZ,
D., 2016: Phylogeographic patterns of steppe species in Eastern Central Europe: a
review and implications for conservation. Biodiversity and Conservation 25 (12),
2309 —2339.

MAGYARI, E. K., CHAPMAN, J. C., PASSMORE, D. G., ALLEN, J. R. M., HUNTLEY, J. P.,
HUNTLEY, B., 2010: Holocene persistence of wooded steppe in the Great Hungarian
Plain. Journal of Biogeography 37, 915 — 935.

MANDAK, B., 2011: Mikrosatelity — jejich funkce, vyznam a pouziti v soucasné
biologii. Zpravy Ceské botanické spolecnosti 46 (Materialy 25), 79 — 94.

MEINDL, CH., BRUNE, V., LISTL, D., POSCHLOD, P., REISCH, CH., 2016: Survival and

postglacial immigration of the steppe plant Scorzonera purpurea to Central Europe.
Plant Systematics and Evolution 2016, 971 — 984.

OUBORG, N. J., VAN TREUREN, R., 1995: Variation in fitness-related characters
among small and large populations of Salvia pratensis. Journal of Ecology 83, 369 —
380.

POKORNY, P., CHYTRY, M., JURICKOVA, L., SADLO, J., NOVAK, J., LOZEK, V., 2015:
Mid-Holocene bottleneck for central European dry grasslands: Did steppe survive the
forest optimum in northern Bohemia, Czech Republic? The Holocene 25 (4), 716 —
726.

PRrAJS, B., ROGALSKI, M., SOTEK, Z., STASINSKA, M. (2010): Xerothermic Grassland
Communities of the Alliance Cirsio-Brachypodion pinnati Hadac et Klika 1944 em.
Krausch 1961 in Northwestern Poland. Polish Journal of Environmental Studies 19
(1), 141 — 148.

PrROVAN, J., BENNETT, K. D., 2008: Phylogeographic insights into cryptic glacial
refugia. Trends in Ecology and Evolution 23 (10), 564 — 571.

RADOSAVLIEVIC, 1., JAKSE, J., JAVORNIK, B., SATOVIC, Z., LIBER, Z., 2011: New
microsatellite markers for Salvia officinalis (Lamiaceae) and cross-amplification in
closely related species. American Journal of Botany 2011, e316 —e318.

SCHUELKE, M., 2000: An economic method for the fluorescent labeling of PCR
fragments. Nature Biotechnology 18, 233 — 234.

36



SLAVIK, B., 2000: Kvétena Ceské republiky 6. Academia, Praha.

STEWART, J. R., LISTER, A. M., 2001: Cryptic northern refugia and the origins of
modern biota. Trend in Ecology and Evolution 16, 608 — 613.

WIESING, K., WOHRMANN, T., HUETTEL, B., 2015: The use of high-throughput DNA
sequencing for microsatellite discovery in plants. Horandl, E., Appelhans, M. S.
(eds), 2015: Next generation sequencing in plant systematics. Koeltz Scientific
Books, Koenigstein.

ZALAPA, J. E., CUEVAS, H., ZHU, H., STEFFAN, S., SENALIK, D., ZELDIN, E., MCCOWN,
B., HARBUT, R., SIMON, P., 2012. Using next-generation sequencing approaches to
isolate simple sequence repeat (SSR) loci in the plant sciences. American Journal of
Botany 99 (2), 193 — 208.

ZHANG, D., HEWITT, G. M., 2003: Nuclear DNA analyses in genetic studies of
populations: practice, problems and prospects. Molecular Ecology 12, 563 — 584.

Legislativni zdroje

Smérnice Rady €. 92/43/EHS z 21. kvétna 1992 o ochrané ptirodnich stanovist,
volné Zijicich ZivoCichli a plan¢ rostoucich rostlin. Pfiloha I: Typy prirodnich
stanovist' v zajmu spolecenstvi, jejichz ochrana vyZaduje vyhlaseni zviastnich oblasti
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9. Prilohy

Priloha A: sekvence testovanych primeri

Forward-primer

sekvence forward-primeru

SP-Tetra-01F

GGAAACAGCTATGACCATGTTGTAGTGAATTTCGACGGG

SP-Tetra-02F

GGAAACAGCTATGACCATCCCTCTAGGATTCGAACTTGTC

SP-Tetra-03F

GGAAACAGCTATGACCATGCACCATACAACTCAGGAAG

SP-Tetra-04F

GGAAACAGCTATGACCATACTTTAATTTGAGCCAGACCAATC

SP-Tetra-05F

GGAAACAGCTATGACCATGGAGCGGGAAGGATGTTG

SP-Tetra-06F

GGAAACAGCTATGACCATTTGATGGACTGAACCAC

SP-tetra-07F

GGAAACAGCTATGACCATATAAACGGTGCTCACAGAAG

SP-Tetra-08F

GGAAACAGCTATGACCATGCATCTTCGCATCGAGGAATTAG

SP-Tetra-09F

GGAAACAGCTATGACCATGAGGTTGCAGTGAGCCAAG

SP-Tetra-10F

GGAAACAGCTATGACCATCAGAGACTCCCAAACAATTTCTAC

SP-Tri-01F GGAAACAGCTATGACCATGCATTCCGCCACGATTCC
SP-Tri-02F GGAAACAGCTATGACCATCAAGGAGCTCGAACGACTG
SP-Tri-03F GGAAACAGCTATGACCATACTTACCGCCTTTAATACAATCC
SP-Tri-04F GGAAACAGCTATGACCATTTATTCTCTCAGGTATGCCC
SP-Tri-05F GGAAACAGCTATGACCATCGTCTTTGTGAATTATCACCTC
SP-Tri-06F GGAAACAGCTATGACCATCTCTGAGCTCCCGCAACC
SP-Tri-07F GGAAACAGCTATGACCATCCCATTTCAGATGAGCAGCATAC
SP-Tri-08F GGAAACAGCTATGACCATCTTCTCACGGTAACCAACCC
SP-Tri-09F GGAAACAGCTATGACCATCGTGCAATCCCTCTTGCG
SP-Tri-10F GGAAACAGCTATGACCATGAAACAAACAGTGGGCCG
SP-Tri-11F GGAAACAGCTATGACCATGTGCATTAAGAAGAAATGTTCTCG
SP-Tri-12F GGAAACAGCTATGACCATCTCGTGGAGAGCAATGAC
SP-Tri-13F GGAAACAGCTATGACCATTAGTCGGTGGGCCTGAC
SP-Tri-14F GGAAACAGCTATGACCATGCTTGGAGATGTCGACTG
SP-Tri-15F GGAAACAGCTATGACCATGTCAGTCAAATTCTCGCAGG
SP-Tri-16F GGAAACAGCTATGACCATGTTCTCAATTTCCACCTCCTTTG
SP-Tri-17F GGAAACAGCTATGACCATGTGCGTTCGTGTCAACAG
SP-Tri-18F GGAAACAGCTATGACCATGTCTCCAAACTGTCCGGC
SP-Tri-19F GGAAACAGCTATGACCATAAAGCGACAAACACGAAGG
SP-Tri-20F GGAAACAGCTATGACCATCCTCCGTCGGTACTTCACC
SP-Tri-21F GGAAACAGCTATGACCATCGCGTAAAGGACTGCAC
SP-Tri-22F GGAAACAGCTATGACCATAACACCCGGCGAGCTAAAC
SP-Tri-23F GGAAACAGCTATGACCATCAAACGGTGTGGAACCGAG
SP-Di-01F GGAAACAGCTATGACCATCCGCACCTGTGATTACCTTC
SP-Di-02F GGAAACAGCTATGACCATTCCAGAAATCCTAAATGCCAG
SP-Di-03F GGAAACAGCTATGACCATCCGCCCATCAATTTGTCCAG
SP-Di-04F GGAAACAGCTATGACCATTCGTTTGTACGCGACGG
SP-Di-05F GGAAACAGCTATGACCATACCCAAGTCTACACTCCAACC
SP-Di-06F GGAAACAGCTATGACCATCGTTTGGGCAGCTTTCAAC
SP-Di-07F GGAAACAGCTATGACCATACGAACAAGAGATTTCGCCC
SP-Di-08F GGAAACAGCTATGACCATGGCGGAGGTATTGTTGCC
SP-Di-09F GGAAACAGCTATGACCATAAGTAAAGATGCCATTTCCCAC
SP-Di-10F GGAAACAGCTATGACCATGCCCTCCTAAGCTTTCCTTG
SP-Di-11F GGAAACAGCTATGACCATGCCTTCCAAGTTTCAACAAATAATG
SP-Di-12F GGAAACAGCTATGACCATACAGACCGAATCACAAATTCTCC
SP-Di-13F GGAAACAGCTATGACCATACCCTTAAATCACACAATAACGG
SP-Di-14F GGAAACAGCTATGACCATGCGAAAGGACCGAAATACCC
SP-Di-15F GGAAACAGCTATGACCATGGCACCAAGAAATCCTGCC
SP-Di-16F GGAAACAGCTATGACCATGCACTCCAAGAGACGACC
SP-Di-17F GGAAACAGCTATGACCATGCCCAGGAAACTTCCCATTC
SP-Di-18F GGAAACAGCTATGACCATAAACGCGGAACAACTAGGG
SP-Di-19F GGAAACAGCTATGACCATCGGGCCTACATTCCCAAATC
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Reverse-primer

sekvence reverse-primeru

SP-Tetra-01R GCACAGTTGGATCGGTCAG
SP-Tetra-02R GGCCTGCATGATGTCTATGG
SP-Tetra-03R AGTTCAAATCTGGGCCACAAG
SP-Tetra-04R AGGCCGGTTTAACGGAAATG
SP-Tetra-05R TGCTTGCCTGCCATTATTCG
SP-Tetra-06R TTGTGTTCACTTTCCCGGC
SP-tetra-07R TTCGAGTTCACCACGAGGG

SP-Tetra-08R

TCACCCTTATTTGATCTTCTGACC

SP-Tetra-09R

GGCATTAGGTTCCAGCTACAG

SP-Tetra-10R TGGAACTGCCAAAGTAACCTG
SP-Tri-01R GGCATTGATCCACGACGC
SP-Tri-02R ACCACCTAATATAATTTGGGCCTTG
SP-Tri-03R GGGCACGAGAGACCATCC
SP-Tri-04R TCAGTATCCTCTTACCATTGCTTC
SP-Tri-05R GCTTAATCAAACACGTAACTGGC
SP-Tri-06R TTATTGCTGTCACGTGTCCC
SP-Tri-07R TCCGGGAGAGGAAATTAGCC
SP-Tri-08R GCTTTAATTGCCCTTTATGCCC
SP-Tri-09R TGTCTAGGAGCTTTATGGACAG
SP-Tri-10R AAGAACCCGCCTGGTGAAG
SP-Tri-11R TTTGGGAGGTTAGTAATATTTGGG
SP-Tri-12R TGTTGTTTCTAACATTTGGAGCAC
SP-Tri-13R GGTACCGAACCGTTTACCAC
SP-Tri-14R CTTGTGTTGGTCCCGAAGG
SP-Tri-15R CGCTTTCGGCTTGTTGTAAG
SP-Tri-16R GGGTCGGGATTCCTCCG
SP-Tri-17R CGAAGAAGCTCGTCTCTACAAAG
SP-Tri-18R CACCATCCTTCAACGCTTC
SP-Tri-19R AGTTGACGGAGGGAGTACTATG
SP-Tri-20R CGGTACTCACGCCCTGC
SP-Tri-21R TAGGGAGAGGCCCTGGAAC
SP-Tri-22R ACCCTAAACCCAAGACTGC
SP-Tri-23R CTGGCAGTGGCAAGAAATTAAG
SP-Di-01R TTTCAGTTCCACCTCGGC
SP-Di-02R AGAAGCCGGTAAATTCTCACG
SP-Di-03R TTGTACAGGAGCGAACACG
SP-Di-04R AGGGATCTAAGTAGAATCACCAAATG
SP-Di-05R ACCACCAACTATTATTCTTGACCC
SP-Di-06R GTCATCAAGAAGCACTGACCC
SP-Di-07R CTTGTTTAGACTTCATTTGCACC
SP-Di-08R TCTGCTGCCGCGTATTCAC
SP-Di-09R CGTCAAATTTCCCTGACCAGC
SP-Di-10R AAAGGGTGATGATTAGTTCCTTG
SP-Di-11R TCGTAAACCAAATATCCGAACCG
SP-Di-12R GCTACTATCCTGTCGATGCAC
SP-Di-13R CTACATACATGTTGAGCTTCGAG
SP-Di-14R AAACGTCGAGAATCGGAGC
SP-Di-15R GCGAAGCCCAAATAAGCCC
SP-Di-16R TTTGTACCCTTGTTCATGTAACTC
SP-Di-17R ACATGTCCCTTGATCACCTCC
SP-Di-18R ACCTCAATCGTCTGGAGCG
SP-Di-19R AATTTCTCACCATAACGAACCC
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Priloha B: Prvni faze testovani, kontrola produkti PCR na gelu

lokus produkt PCR | poznamka lokus produkt PCR | poznamka
SPDi01 |OK oba vzorky SP Tri 08 | OK oba vzorky
SPDi02 |OK oba vzorky SPTri09 |OK jeden vzorek
SP Di 03 | nespecificky SPTri10 |OK jeden vzorek
SPDi04 |OK oba vzorky SP Tri 11 | nespecificky

SPDi05 |OK jeden vzorek SPTril2 |OK oba vzorky
SPDi06 |OK oba vzorky SP Tri 13 | nespecificky

SP Di07 |zadny SP Tri 14 | nespecificky

SPDi08 |[OK oba vzorky SP Tri 15 | zadny

SPDi09 |[OK oba vzorky SPTri1l6 |OK jeden vzorek
SP Di 10 |zadny SPTril7 |OK jeden vzorek
SPDi11 |OK oba vzorky SPTri 18 | OK jeden vzorek
SPDi12 |OK oba vzorky SPTri19 |OK oba vzorky
SPDi13 |OK jeden vzorek SP Tri 20 | nespecificky

SPDi14 |OK oba vzorky SP Tri 21 | nespecificky

SP Di 15 | nespecificky Sp Tri 22 | Zadny

SP Di 16 | nespecificky SP Tri23 | OK jeden vzorek
SPDi17 |[OK jeden vzorek SP Te 01 | nespecificky

SPDi18 |OK oba vzorky SpTe 02 |OK oba vzorky
SPDi19 |Zadny SPTe 03 |OK oba vzorky
SPTri0l |[OK jeden vzorek SPTe 04 |OK oba vzorky
SPTri02 |[OK oba vzorky SPTe 05 | OK oba vzorky
SP Tri 03 |Zadny SPTe 06 |OK oba vzorky
SPTri04 |OK oba vzorky SPTe 07 |OK oba vzorky
SPTri05 |[OK oba vzorky SPTe 08 | OK oba vzorky
SPTri06 |OK oba vzorky SPTe 09 |Zzadny

SPTri07 |[OK oba vzorky SP Te 10 | nespecificky
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Priloha C: Lokusy testované fragmentacni analyzou

lokus M13 dalsi postup
SPDi 01 FAM M13 FAM

SP Di 02 PET M13 - PET

SP Di 04 VIC M13 - VIC

SP Di 05 NED opakovat PCR
SP Di 06 FAM M13 - NED
SP Di 08 PET M13 - FAM
SP Di 09 VIC M13 - PET

SP Di 11 NED opakovat PCR
SP Di 12 FAM opakovat PCR
SP Di 13 PET opakovat PCR
SP Di 14 VIC opakovat PCR
SP Di 17 NED opakovat PCR
SP Di 18 FAM opakovat PCR
SP Tri 01 PET opakovat PCR
SP Tri 02 VIC opakovat PCR
SP Tri 04 NED opakovat PCR
SP Tri 05 FAM opakovat PCR
SP Tri 06 PET opakovat PCR
SP Tri 07 VIC vyradit (duplicita)
SP Tri 08 NED opakovat PCR
SP Tri 09 FAM vyradit (duplicita)
SP Tri 10 PET opakovat PCR
SP Tri 12 VIC vyradit (duplicita)
SP Tri 16 NED opakovat PCR
SP Tri 17 FAM M13 - VIC

SP Tri 18 PET opakovat PCR
SP Tri 19 VIC opakovat PCR
SP Tri 23 NED opakovat PCR
Sp Te 02 FAM opakovat PCR
SP Te 03 PET opakovat PCR
SP Te 04 VIC opakovat PCR
SP Te 05 NED opakovat PCR
SP Te 06 FAM opakovat PCR
SP Te 07 PET opakovat PCR
SP Te 08 VIC opakovat PCR
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Piiloha D: Lokusy vybrané pro testovani na v§ech vzorcich DNA

Vysledky prvni fragmenta¢ni analyzy (7 vzorki DNA).

lokus pocet alel tvar alel variabilita | délka alel
SP Di 01 2 bez stutteru 3 142 - 180
SP Di 02 2 normalni 6 162 - 206
SP Di 04 2 3 stuttery 7 224 - 254
SP Di 06 2 normalni 3 220- 236
SP Di 08 2 normalni 7 164 - 196
SP Di 09 2 normalni 6 248 - 270
SP Tri 17 2 normalni 4 211-238
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