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Abstrakt

Stovik alpsky (Rumex alpinus) je vytrvala, nitrofilni rostlina, ktera je z Geledé
rdesnovité (Polygonaceae). Na uzemi Cech byl pravdépodobné zavlegen a je nejspise
nepuvodni, ale da se povazovat za jiz zdomacnélou rostlinou horskych a podhorskych
luk. V této bakalaiské praci byla provedena optimalizace mikrosatelitovych markert
na vzorcich zpéti riznych S$tovikovych populaci pomoci osmi ovétenych
mikrosatelitovych sekvenci DNA. Porovnavany byly populace ziskané z Krkonos a

Svycarskych Alp (kanton Graubiinden).

Vysledky PCR analyz byly porovnany s dosavadni literaturou. Ziskané PCR produkty
odpovidaly vysledkim piedchazejici studie, co se tyce rozsahu jejich velikosti.
Pozorovana variabilita v délce téchto fragmentii na agar6zovém gelu mezi testovanymi
populacemi muize indikovat potencidlni genetickou variabilitu zptisobenou velkou
vzdalenosti a geografickou bariérou. Tato variabilita bude studovana v naslednych

studiich.

Kli¢ova slova: stovik alpsky (Rumex alpinus), SSR, geneticka variabilita
Abstract

Alpine dock (Rumex alpinus) is a perennial, nitrophilic plant of the family
Polygonaceae. It is probably a non-native species in the Bohemia region of the Czech
Republic, which was probably introduced by human activity in the past. Nevertheless,
it has already domesticated in the area of mountain and sub-mountain meadows. In
this study, we have performed optimization of the microsatellite markers on samples
from five different populations using eight verified microsatellite DNA sequences.
Alpine dock populations from Krkonose Mountains (Czech Republic) and Alps

(Switzerland, canton Graubiinden ) were used in the study.

The results of the PCR analysis were compared with the up-to-date literature. Obtained
PCR products were in size in accordance with the published antecedent study.
Observed variation in the size of those fragments, as visible on the agarose gel
electrophoresis, between the populations can indicate potential genetic variability
caused by the geographical barrier and distance. This potential variability is planned
to be studied in the consequent studies.

Keywords: alpine dock (Rumex alpinus), SSR, genetic variability
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1. Uvod

Do Ceské republiky byl §tovik alpsky (Rumex alpinus) pravdépodobné zavle¢en asi
na prelomu 16. a 17. stoleti alpskymi dfevafi, ktefi tuto rostlinu pouzivali jako
uzitkovou. S postupnym ubyvanim hospodaiské Cinnosti v horskych oblastech na
nasem tzemi dochazelo k $ifeni §toviku alpského. Stovik alpsky je vytrvala, nitrofilni
rostlina, ktera je z ¢eledé rdesnovité (Polygonaceae). Diive byl hojné péstovan jako
uzitkova rostlina jak pro lidi, tak pro dobytek (Stastna 2009). Piirozené se nachazi
V horskych oblastech, jako jsou Alpy, Pyreneje a Karpaty, od nadmotské vysky 800 m
nad motfem (Wagenitz 1981). V naSich podminkach je §tovik alpsky povazovany za
plevelnou a invazni rostlinu, ktera vytlacuje pfirozené rostliny horskych luk, kde se
rozmnozuje jak vegetativng, tak i generativné, na co poukézala ve své praci Bucharova

(2003) a Ricafova (2011).

Tato bakalaiska prace na optimalizaci mikrosatelitovych markert u $toviku alpského

predchazi studiu genetické variability toviku alpského v Ceské republice i v Evropé.



2. Cile prace

e Shrnuti dosavadnich poznatki o vyskytu, Sifeni, morfologické a genetické
variabilité Stoviku alpského ze souc¢asného piehledu literatury.

e Shrnuti a zpracovani molekularni metody mikrosatellitti (SSR).

e Praktické seznameni s metodou SSR.

e Provedeni optimalizace vyuziti mikrosatelitovych sekvencich stanovenych

podle Surinové a kol. (2017).



3. Literarni prehled

3.1. Taxonomie $toviku alpského

Stovik alpsky (Rumex alpinus) patii do rodu $tovik (Rumex), do &eledi rdesnovité
(Polygonaceae), do ftadu hvozdikotvaré (Caryophyllales), do tfidy vysSich
dvoudéloznych (Rosopsida), do oddéleni krytosemennych (Magnoliophyta), do
podtise cévnatych rostlin (Tracheobionta) a do fiSe rostlin (Plantae) (Kubat 2002).

3.2. Morfologie stoviku alpského

Je to vytrvala rostlina, kterd je tvofena z horizontdlnich oddenkidi a nadzemnich
vegetativnich vyhonku s tfemi az péti velkymi listy a plodnymi stonky, které nesou
mensi listky (Obr. 1) (Stastna 2009). Podle Smarda a kol. (1963) je rostlina az dva
metry vysoka, ale Slavik a kol. (1995) tvrdi, ze rostlina nedortsta vice jak 160 cm.
Stovik je diploidni, po¢et chromosomti se pohybuje v rozmezi od 18 az 20, zalezi na

regionalni variabilité (Stastna 2009).

Obr. 1: Stovik alpsky (Rumex alpinus) (Jungova 2017)
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Stovik ma mohutny mirné zplo§tély vytrvaly a vicehlavy oddenek s priimérem okolo
tfi centimetrii. Oddenek nese svazky Zlutavych kotent a déli se na segmenty. Tloustka
oddenku zavisi na nadzemni biomase a kazdy segment odpovidd jedné vegetacni
sezoné. Nachazi se pét centimetri pod povrchem (Slavik a kol. 1995). Dojde-li
k rozvétveni oddenku, piirtistaji viechny vétve stejné rychle (Klimes 1992). Zivotnost
jednotlivého segmentu je 20 let (Klime§ 1992), ale Smarda a kol. (1963) uvadi, ze

oddenek ma zivotnost osm let a pak za¢ne odumirat.

Z koncovych a postrannich vétvi oddenku vyrasta lodyha, kterd nese reprodukcni
organy, a po vykveteni odumird (Smarda a kol. 1963). Lodyhy jsou silné a podélng
ryhované (Slavik a kol. 1995).

Piizemni listy jsou dlouze fapikaté. Rapik dosahuje délky Vv rozmezi 70-80 cm.
Samotné listy jsou az 50 cm dlouhé a téméf stejné Siroké, okrouhlé a na konci tupé, na

okrajich jsou mirné zvinéné nebo ploché. Na bazi jsou srd¢ité (Stastna 2009).

Kvétenstvim u $toviku je bezlista lata, s pfimymi vétvemi. Kvéty jsou oboupohlavné

a jsou opylovany vétrem. Rostliny zacinaji kvést v ervnu, plodit zacinaji v ervenci

(Obr. 2). Plodem jsou nazky, které jsou ukryté v trojbokych nebo srd¢itych krovkach
(Smarda a kol. 1963).

Obr. 2: Porost $toviku alpského v Krkonosich (Jungova 2017)

3.3. Rozsiteni stoviku alpského

Stovik alpsky (Rumex alpinus) je nejrozsitendjsi v horskych oblastech az po alpské
zony, od nadmoiské vysky 800 m n. m. asi do 2600 m n. m. (Stastna 2009). Pivodné
se nachazi v Pyrenejich, Alpach, Karpatech, na Balkanském poloostrové, na Kavkaze
(Obr. 3) (Wagenitz 1981). Vyskytuje se také ve Velké Britanii a Skandinavii, a ve
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vychodni ¢asti Severni Ameriky na pomezi USA a Kanady, kam byl pravdépodobné

zavlegen (Stastna 2009).
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Obr. 3: Rozsiteni §toviku alpského v Evropé (Stastna 2009)

Nejcasteji se nachazi v antropogennich lokalitach, jako jsou silni¢ni ptikopy, skladky,
opusténé horské louky a dalsi mista, kde je pida bohatd na dusik (Klimes§ 1992,
Jarolimek a Kliment 2004), ale jeho ptivodnim stanovi§tém jsou nivy horskych potoki
nad hranici lesa (Schustler 1918). Do Ceské republiky byl pravdépodobné zavleden
jako uzitkova rostlina na ptelomu 16. a 17. stoleti alpskymi dfevafi, ktefi ho méli jako
krmivo pro dobytek, ale s postupnym ubyvanim hospodatrské ¢innosti dochazelo
k vétsimu $ifeni $toviku alpského (Obr. 4) (Wagenitz 1981).
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Obr. 4: Rozsiteni §toviku alpského v CR (AOPK CR, ©2018)
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3.4. Rozmnozovani st'oviku alpského

Stovik se rozmnozuje pohlavné (generativné) pomoci semen s vysokou kli¢ivosti az
95 %, ktera pretrvava az 13 let podle Holuba (1986) nebo se rozmnozuje nepohlavné

(vegetativng), pomoci klonalniho riistu a pomoci Glomkt oddenkt (Smarda a kol.

vvvvvvvv

v ovrw

vzdalenosti, nez Sifeni pomoci oddenkt. Diky krovkam i dobte plavou, coz umoziuje
§iteni rostliny po proudu vodnich toki (Holub 1986). Ri¢afova (2011) zjistila, Ze
semena, ktera se $ifi pomoci vodnich tokt, se nachazela az 100 metrti od jejich zdroje,
naopak semena, ktera se Sifi pomoci vétru, se nachazela 13 az 20 metri od matecné
populace. Mnozstvi semen a jejich schopnost se §ifit na velké vzdalenosti mlizou
ovliviiovat meteorologické vlivy, jako jsou boutky a piivalové desté (Ri¢afova 2011).
I pod porosty byva semenna banka velmi bohat4d. Bucharova (2003) uvadi az 3200
semen/m?, Handlova (2006) uvadi rozmezi 6000-18000 semen/m?. Kligivost semen se
pohybuje kolem 95% a pravdépodobné semena V pidni bance jsou uchovavana po
dlouhou dobu (Holub 1986). Semenackum se nedaii uchytit v uzavieném porostu, kde
je vetsi konkurence rostlin. Ve vétsi mife kli¢i na jafe a podzim, ale jakmile se uzavie
listové patro, zahy odumiraji. Spatné se také uchycuji v zapojenych drnech na loukach.
Ke zdafilému vykli€eni potifebuji mistni disturbanci, kterda dodd semenackim

dostateény prostor (Cervenkova 2007).

3.5. Naroky na Ziviny

Rumex alpinus patii mezi nitrofilni druhy. Roste na velkych plochach, které jsou
obohaceny o Ziviny, zejména o organicky fosfor a dusik (Malkova 2000). Diky
velkému mnozstvi oddenkd, které postupné odumiraji, se znovu pida obohacuje o
ziviny (hlavné dusik). Diky tomu je $tovik schopny vytrvavat na jednom misté bez

dalSiho ptisunu zivin zvenci (Janata 2010).
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3.6. Ptibuzné druhy

Jednim z pfibuznych druht $toviku alpského je $tovik tupolisty (Rumex obtusifolius),
(Martinkova, Hon¢k 2001). Donedavna byl uvadén jako slozka trvalych travnich
porosti. Velky nartist tohoto druhu byl zaznamendn v povalecném obdobi, kdy se
rozsifil na vSechny piidy od nizin az po horské oblasti. Predpoklada se, ze hlavni
pfi¢inou ifeni bylo vysévani necistého osiva jetelovin. Stovik tupolisty je vytrvaly
plevel, ktery pochazi z Evropy a jihovychodni Asie. V soucasné dobé¢ jej mizeme
nalézt ve vice nez 70 zemich svéta. Vyskytuje se na rumistich, na ptehnojenych
mistech a na bfezich vod (Ondrak 2014). Svymi ekologickymi naroky se velmi malo
lisi od Stoviku kadefavého (Rumex crispus) a podle KlimeSe (1993) se v porostech
vyskytuji také neplodni kiiZzenci obou druht, ktefi jsou oznaCovani jako Rumex
pratensis. Za jednu z péti nejrozsifenéjsich rostlin svéta je povazovan stovik kadetavy.
MiuZzeme ho najit od nizin az k pahorkatinam. Pivodné se nalézal v depresich vodnich
tokil, dnes ho mtizeme najit podél cest, neudrzovanych mistech, pastvinach a loukach.
Patii mezi Casté plevelné druhy a jeho pfitomnost v picninach snizuje jejich krmnou
hodnotu. Stovik kadefavy se &asto a Usp&iné kiizi s jinymi druhy rodu Rumex.
V Ceské republice bylo zjisténo osm hybridd §toviku kadefavého (Danihelka a kol.
2012).

3.7. Problematika invaze $t'oviku alpského

V KrkonoSich se vyskytuji rozsédhlé porosty Stoviku alpského, které postradaji
hodnotu pavodnich luk, ale také narusuji estetiku okolni krajiny. Z tohoto divodu se
snazi sprava KrkonoSského narodniho parku (KRNAP) i soukromi hospodaii o
likvidaci. Likvidace je znacné obtizna. Po pokoseni snadno regeneruje z oddenk a pfi
pouziti postiiku herbicidem se porost obnovuje z velkého mnozstvi semen v pudé.

(Bucharova 2003).

Kvuli problematice siteni stoviku podél cest navrhl Vitek (2005) feseni, které zahrnuje

rekonstrukci cest a odstranéni bazického materialu, ktery podporuje rist zmifiovaného
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Stoviku. Poukazal i na zajiSténi vetejnych zachodi pro turisty, aby se zamezil pfisun
Zivin.

(Janata 2010). NejucinngjSim a nejvice pouzivanym herbicidem je Roundup, coz
vyplyva ze ziskanych zkusenosti. Prvni posttik je provadén na zacatku jara a zasazena
plocha se musi chodit kontrolovat, piipadné znovu osettit nedostatecn¢ zasazend mista
nebo jednotlivé rostliny a nové vzrostlé semenacky. Tento proces je nutno opakovat

vice nez pét let a jedna se o pomérné drahou metodu a také Skodlivou pro pfirodu i

¢lovéka (Bucharova 2003, Janata 2010).

Sprava Krkonosského narodniho parku pouzivda kombinaci chemického a
mechanického zpusobu likvidace. Mezi ¢ervnem a srpnem se na listy rostlin nanasi
5% postiik herbicidu (Roundup). Ddle se mezi srpnem a zafim pokryje misto
pokosenou travou z ptilehlych luk. VySka mul€e by neméla presahovat 10 cm, tim se
zabrani, aby ¢ast semen vyklicila. Pfi opomenuti jednoho z téchto krokt je dulezité
odstranit kvétni laty z porostu, aby nedoslo k dalsimu vysemenéni semen (Bucharova

2003, Janata 2010).

3.8. Vyuziti stoviku alpského

Stovik alpsky je v mnoha oblastech povazovan za nechtény plevel a invazni rostlinu,
ale také je v nékterych mistech historicky znamy jako cenna rostlina. Stovik miize byt
jednou z nejstar$ich znamych zelenin. Lidé ji pouzivali pfi vafeni i jako 1é¢ivou bylinu.
Listy se pouzivali proti kasli, na citlivou pokozku a vysusené kofeny se zase pouzivali
pro dobytek, pfevazné pro prasata a kozy. Vyuzival se jak k pastvé, tak i k suSeni.
K udrzeni zasob $toviku se zakladali §tovikové farmy, napiiklad ve Svycarsku

(Maude 2005).
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3.9. Geneticka diverzita

V soucasné dob¢ je velmi malo znamo o genetickém stavu Stoviku alpského, protoze
1 pfes jeho invazivni ¢innost nebyla publikovana zadna genetickd studie, kterd by
zkoumala populaéni strukturu, tok genti mezi populacemi a jejich piibuznost (Surinova
a kol. 2017). Ackoliv je znamo ze druh je vysoce klonalni (Klime$ 1992) a $ifi se i
semeny. Reycheva a kol (2013) vyvinuli 10 mikrosatelitnich markerd pro mezidruhové
srovnani s péti druhy Stoviku véetné stoviku alpského. Pocet chromosomt u $toviku
alpského se 1isi v zavislosti na regionalni variabilité. Vyskytuji se rostliny jednak s 18
chromosomy, ale i s 20 chromosomy. Populace $toviku s 18 chromosomy se
vyskytovaly v Rakousku. U druhu §toviku alpského jsou znami dva hybridi, kteti se
nachazeji i na uzemi Ceské republiky. Prvnim je Rumex x mezei, ktery je kiizencem
mezi §. alpskym a $. tupolistym. Druhy je hybrid mezi §. alpskym a §. dlouholistym a

nazyva se Rumex sourekii (Stastna 2009).

3.10. Pritokova cytometrie

Nejcastejsi zplisob vyuziti pritokové cytometrie byva ve studiich, kde se stanovuje
ploidni stupen analyzovaného materialu. Tato metoda se pouziva k vyzkumu v mnoha
biologickych oborech, naptiklad: stanoveni obsahu jaderné DNA, analyza bunécného
cyklu a dals$i. Zakladni soucasti kazdého cytometru je pritokova komurka. Jeji ukol je
sefadit analyzované ¢astice. Nasledné jsou tyto ¢astice jednotlivé vedeny k laserovému
paprsku. Opticky systém je tvofen ze dvou ¢asti: excitacni, kterd zahrnuje laser,
soustavu ¢ocek, hranoly na usmérnéni svételného paprsku a sbérné ¢asti, kterou tvori
zrcadla a filtry. Elektronicky systém ptevadi ¢astice na elektronicky signal, ktery je

poté zpracovan pocitacem (Suda 2005).

3.11. Genetické markery

Ke stanoveni genetické diverzity jsou pouzivané metody, které jsou zalozeny na
znalostech daného organismu. Mezi tyto metody patii takzvané genetické markery,

které ndm na zaklad¢ rozdili mezi jedinci ukazuji jejich vzijemnou odliSnost.
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Genetické markery jsou zalozeny na fenotypovych rozdilech, jsou podminény
geneticky. Genetické markery se obecné pouzivaji napi. pfi zjiStovani rozdilli mezi
divokymi a domestikovanymi populacemi, genového toku, populacni struktury, miry
hybridizace nebo pii studiu fylogeneze a fylogeografie. Jsou také nezbytnou slozkou
ve Slechtitelstvi a pfi vytvafeni novych variet okrasnych i uzitkovych rostlin (Williams
a kol. 1990, USDA 2006). Tyto markery jsme schopni rozdélit do tiech zékladnich
kategorii podle moZznosti jejich vyuziti, tj. molekularni, morfologické a biochemické
(Semang 2006). Typ genetického markeru, ktery by mél byt pouzit pti tomto vyzkumu,
zavisi na charakteristice druhu a na charakteristice primeru. Markery mohou odhalit
ruznou variabilitu, zda jsou dominantni nebo kodominantni. Charakteristika markeru
muze byt pomérné rychle ménéna a vSe zavisi na technologii jeho vyvoje a na trovni

laboratornich technik (USDA 2006).

3.12. Molekularni markery

Molekularni markery jsou sekvence DNA, které lze snadno rozpoznat a jejichz
dédicnost Ize sledovat. Mizeme je lehce pouzit diky ptirozené se vyskytujicimu DNA
polymorfismu. Pro pfesné stanoveni variability musi byt marker polymorfni. To
znamena, Ze chromozom nesouci mutantni geny lze snadno odlisit od chromozom s
normdlnim genem. Dilezitd je také kodominantni dédi¢nost, kterd se pouzZiva k
odliSeni homozygotnich a heterozygotnich genii. Idedlni marker by mél byt hojné
zastoupen v celém genomu a mél by byt snadno a levné detekovan a reprodukovan

(Weising a kol. 1995).

Je velmi obtizné najit idedlni marker, ktery bude obsahovat vSechny tyto vlastnosti,
ale podle jejich vlastnosti a vyuziti je mizeme rozdélit do dvou skupin: (1) markery
nezalozené na PCR, jako jsou markery zaloZené na hybridizaci a (2) markery zalozené

na metod¢ PCR (Kumar a kol. 2009, Rentaria 2007).

Markery zaloZené na PCR jsou zalozeny na in vitro amplifikaci sekvenci DNA a tyto
amplifikované fragmenty jsou poté separovany elektroforeticky podle rozdilnych
velikosti ¢astic DNA. Znamymi PCR markery jsou: RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)
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nebo SSR markery (mikrosatelity neboli ,,Simple Sequence Repeat®) (Kumar a kol.
2009).

3.13. Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou bézné genetick¢ markery, které jsou vyuzivané ke zkouméani
mezidruhové a vnitrodruhové genetické variability. Znalost toho, jak je geneticka
variabilita utvofena, pak mize poslouzit ke zjisténi evolu¢nich procesu a propojenosti
populaci, ¢ehoz je nasledné vyuzito v planovani ochrannych strategii pro zachovani
biodiverzity (Balloux, Lugon-Moulin 2002). Mikrosatelity, také nazyvané
mikrosatelitni DNA nebo SSR (simple sequence repeats), jsou kratké, tandemové se
opakujici tseky oligonukleotidli, ve kterych se mnohokrat opakuji urcité motivy
sekvenci (napt. (A)n, (AT)n, (ATA)n, kde index n oznacuje pocet opakovani - repetici
(Metody analyzy mikrosatelita 2017). Mikrosatelity obsahuji nékolik part bazi (1-6),
ale néktefi védci jsou toho nazoru, ze tandemové fady obsahuji 7-9 part bazi
(Bhargava, Fuentes 2010). Pocet opakovani v konkrétnim misté DNA (na lokusu)
definuje alelu, jejiz délka lze zjistit pomoci PCR amplifikace konkrétniho mista DNA
za pomoci primert, které priléhaji k mikrosatelitni sekvenci. Z toho plyne, Ze pro
mikrosatelitni analyzu potfebujeme znat okolni sekvenci. Mikrosatelity vznikaji
beztemplatovou syntézou DNA pii zvySené teploté a za pfitomnosti riznych
koncentraci iontl. Byvaji specifické dynamickymi mutacemi, coZ znamena, ze se
pridavaji ¢i ubiraji celé kopie zakladniho motivu. Naptiklad u ¢clovéka mize nadmérné
prodlouzeni mikrosateliti vést i k neurodegenerativnim onemocnénim. Mikrosatelity
jsou velmi nestabilni, snadno a reverzibilné méni své usporadani, ¢imz méni své
vlastnosti. V disledku toho se pak pfi replikaci jevi polymeraze jiné, nez jsou, coz
zpusobi, ze polymeraza zméni délku syntetizovaného fetézce. Jejich vyznam vSak neni
dosud objasnén (Kypr 1999, Vieira a kol. 2016, Metody analyzy mikrosatelitti 2017).
Mikrosatelity se povazuji za jedny z nejvhodnéjSich genetickych markerd, které se
vyuzivaji v rostlinné genetice ke zjiStovani ptibuznosti, kviili jejich hojnému vyskytu
V celém genomu. Jsou extrémné¢ variabilni a umoznuji rozlisit heterozygoty. V jaderné
DNA ma kazdy jedinec dvé kopie mikrosateliti (tzn. diploidni jedinec = 2 alely), {j.
jeden zdédény po matce a druhy po otci (Metody analyzy mikrosateliti 2017).

Nevyhoda mikrosateliti spo€iva v obtiznosti jejich nalezeni. Kazdad repetitivni
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sekvence (mikrosatelit) ma na svém konci 1 zacatku ,,flanking regions®, coz jsou
ptiléhajici oblasti, které jsou stejné jak pro dany mikrosatelit, tak i pro v§echny jedince
zkoumaného druhu. Toho se vyuziva pfi navrhovani primert (fetézec o nékolika
bazich, diky kterému mutze DNA polymeraza zacit replikovat DNA). Sekvence
primert se zjistuje sekvenovanim (jde 0 zjistovani potadi nukleotidi) genomu nebo
se Casto vyuziva znalosti primerQ ptibuznych druht (cross-amplifikace) (Forntstkova

2007).

Pro §tovik alpsky je znamo 15 mikrosatelitovych sekvenci (Surinova a kol. 2017),

které jsou sepsany v tab. 1.

Tab. 1: Pfehled dostupnych primeri (Surinova a kol. 2017)

Piistupovy
Identifikace Lokus Primerova sekvence (5°-3") Opakujici se kéd
GenBanky

1 Ram32 F: AGTAATATTCTTAGACCATCACCACA (ACCAC)s MF460423
R: TGTCGACATGAAGCTGTGAA

2 Ram49 F: GCAGAAGCGGAGGAAGATAC (GAG), MF460424
R: CCGCATCGCTACGAGACT

3 Ram92 F: TGTGGAGTAAATTGGGGAATG (AG)14 MF460425
R: GCCCAGCAGTAGCAGTGTC

4 Ram94  F: GGGAGAGGGTTTGGAGATTC (GA)1z MF460426
R: CACAGGCTCACACGTTGTCT

5 Ram103 F: GTAAACCGCGGCGTAATGTA (GA)11 MF460427
R: GAGATTCATAGGTGGCGAGG

6 Ram116 F: CAAACAAAAGCCAAACCCAT (GA)7 MF460428
R: TCTTCATTTCTCCCTCGATCTC

7 Ram130 F: ATTGAAACCCAGGACCATCA (AG)o MF460429
R: TGAAGTGCAACCATAAAGCG

8 Raml146 F: ACCTTAAACCCTGCCCAAAT (CAA)s MF460430
R: TCACAACGGTCCAAGTCAAA

9 Ram165 F: TGCTACACGAGCTGATGCTT (TTC)s MF460431
R: TTTCTCTGCTCGGATTGGAT

10 Ram168 F: TCGGATTCTTCGAGAGGAGA (AG)s MF460432
R: ATTTCCGATTCCCAATTTCC

11 Ram173 F: AAGGAGCGTGTTTGCAGATAA (AG)s MF460433
R: TCAAGTGGGTTTTGTAGCTGTG

12 Ram193 F: GAGTTCCCACCACAAGAAGC (TC)1o MF460434
R: CTAGTCCTGGCCTCTACTGC

13 Ram198 F: AATGGGATGGATTGGAAGGC (GA)17 MF460435
R: ACTCTCACAGTCACAGGCTC

14 Ram199 F: CCCACGAGTTACCCAATCAAC (CA)17 MF460436
R: TTCTTGACCCTGAATTGTTCG

15 Ram200 F: AAACTGGCCACATTGAGGT (AG)14 MF460437
R: GTGTCACACTGAAGAACCTG
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3.14. PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR), pochazejici z anglického nazvu ,,polymerase
chain reaction®, byla vyvinuta v Cetus Corporation v Emerville v Kalifornii a v roce
1985 byla Kary B. Mullisem uvedena do praxe. PCR je metoda rychlého zmnozeni
vybraného tiseku DNA. Mnozeny usek DNA je ohrani¢eny primery (fragmenty DNA
0 20-25 nukleotidech), od ptisedlych primert probihd syntéza DNA, kterou provadi
termostabilni DNA polymeraza. K tomuto procesu se pouziva pfistroj termocykler,
ktery zajistuje potfebné teplotni cykly (cca 30-40), které spocivaji v opakovani tfech
kroku (Kocarek 2007, Lyskova 2008):

1. Denaturace (Obr. 5) — probiha 1 minutu pii teplot¢ 94-95°C. Reakce je
zalozena na schopnosti dvousroubovice DNA denaturovat pii vysoké teploté a
opétovné renaturovat, kdyz se teplota snizi za podminky zachovani pravidla
komplementarity bazi. Pti této teploté dochazi k rozruseni vodikovych mistkli
a krozvolnéni dvousroubovice DNA. Vznikaji tak dvé jednovlaknové
molekuly DNA, na které v dal$im kroku mohou pfisedat primery. (Kocarek

2007, Lyskova 2008).
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Obr. 5: Denaturace (Vierstraete 1999)
2. Hybridizace (Obr. 6) — nékdy nazyvana anglickym slovem ,,annealing®. Faze
probiha 45 sekund pii snizené teploté 30-65°C. Pii této teplot¢ dochazi
k nasednuti primert na komplementarni 3 konce cilové DNA. Primery
(chemicky syntetizované kratké jednovldknové oligonukleotidy) maji sekvenci
komplementarni k sekvencim na 3" konci obou vlaken rozmnozovaného tseku.

(Kocarek 2007, Lyskova 2008).
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Obr. 6: Hybridizace (Vierstraete 1999)

3. Extenze (Obr. 7) — probiha 2 minuty. Teplota této faze zavisi na na pouzité
DNA polymeréze (nejbéznéjsi DNA polymerazy maji teplotni optimum mezi
72-80°C). V tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA, ve sméru od 5°
konce k 3° konci pfirastd vldkno DNA komplementarni k ptivodni molekule
DNA. Aby doslo k syntéze novych vlaken, je tteba v PCR reakci nadbytecné
mnozstvi deoxynukleotidtrifosfati (Kocarek 2007).
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Obr. 7: Extenze (Vierstraete 1999)
Vysledné produkty PCR se nazyvaji amplikony, to jsou Useky DNA, které maji
definovanou délku, jejichZ velikost se obvykle pohybuje v desitkach ¢i tisicich part
bazi. Pfitomnost amplikonti ve smési se prokazuje stanoveni jejich velikosti pomoci
elektroforézy v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu nebo kvantitativnim

meéfenim mnozstvi produkti PCR (Lyskova 2008).

21



4. Metodika

4.1. Sbér vzorka

Vzorky listi Stoviku alpského pro tuto praci byli odebrany ze dvou lokalit
v Krkonosich, a ze tii lokalit ze Svycarskych Alp. Z jedné lokality byly odebrany listy
z 20 rostlin, které¢ byly sesbirany kazdych 10-15 m. Vzorky byly vlozeny do
papirovych sacki a usuSeny. Pro analyzu bylo pouzito 5 ndhodné¢ vybranych rostlin

z 5 raznych populaci, celkem 25 rostlin (tab. 2).

Tab. 2: Vyskyt rostlin pouzitych pro analyzy

Cislo vzorku Zemé Oblast Lokalita Souradnice
M5
M10
M1l Svycarko
M13
M20

S1
S13
S14
S18
S20

D1

D6 &

D9 Svycarko Alpy Davos N 46°47.77', E 9°49.42'

D10

D20

U4

U5

u10

U13

uU1s8

H9

H10

H11

H17

H20

Alpy StMoritz |\ 46029.17, E 9°49.99"

Svycarko Alpy Schuders |\ 46°59.56', E 9°44.33'

Ceska republika | Krkonose Upa N 50°41.26", E 15°45.24'

Ceska republika | Krkonose | Horni Mise¢ky N 50°41 48" E 15°31.36'

4.2. Prutokova cytometrie

Pro stanoveni ploidie bylo 25 jedincti analyzovano pomoci metody pritokové
cytometrie (FCM). Jadra byla uvolnéna z buné€k nadrcenim Zivych listl (ptiblizné 0,5-
1 cm? listu) spole¢né se stejnym mnozstvim standardu. Listy byly homogenizovany v

Petriho misce, ve které bylo pfiblizn¢ 0,5 ml pufru Otto (0,1 M kyselina citrénova,
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0,5% Tween-20, Otto, 1992, Dolezel a kol. 2007). Potom byla jaderna suspenze
filtrovana pouzitim jemného nylonového pletiva do kyvety a nasledné byla na pfistroji

zmgetena ploidie.

4.3. Extrakce DNA

Extrakce DNA byla provadéna podle protokolu Doyle, J. J., Doyle J. L. (1987).
V mikrozkumavce bylo zhomogenizovano 0,1 g suchého materialu stoviku alpského
pomoci pristroje Retsch Mixer Mill 200 (Retsch, Némecko) po dobu 3 minut pti

frekvenci 30 otacéek/s.

K izolaci rostlinného materidlu byla pouzita metoda CTAB (Doyle a Doyle, 1987).
700 ul CTAB roztoku a 2% merkaptoethanolu bylo ptidano do kazdého vzorku
spole¢né s 5ul RNasy A (10mg/ml) (Thermo Scientific, USA) a $petka PVP (Carl
Roth, Némecko). Poté se mikrozkumavky promichaly na vortexu a inkubovaly se 30
minut na termomixéru pii 60°C a pii 14000 otacek/min (Obr. 8). Vzorky se dale
centrifugovaly 6 minut pti 13200 otacek/min. V digestofi se supernatant piepipetoval
do novych mikrozkumavek (na kazdy vzorek se pouzila nova $picka) a nasledné se
piidalo 500 ul smési chloroform:isoamylalkohol (v poméru 24:1). Mikrozkumavky se
dikladné uzaviely a nasledné se 2 - 3x obratily, aby se obsah promichal a nechaly se
stat cca 5 minut. Poté se znovu centrifugovaly po dobu 6 minut a pfi 13200 otacek/min.
Po vyjmuti vzorka z centrifugy v mikrozkumavkach vznikl dvoufazovy roztok (Obr.
9), ze kterého se opatrné piepipetoval do novych mikrozkumavek (o objemu 1,5 ml)
¢iry supernatant (450-500 ul). K odpipetovanému supernatantu bylo pfidano 500 ul
vychlazeného isopropanolu. Mikrozkumavky se uzaviely a 1 - 2x se promichaly a
nasledné se nechaly stat pfiblizn€ 30 minut v -20°C. Po uplynulé dobé se vzorky
centrifugovaly 3 minuty pii 13200 otacek/min. Tentokrat se supernatant slil do
kadinky a na dn€ mikrozkumavky byl vidét drobny matné bily pelet DNA. Oteviené
mikrozkumavky se pfevratily dnem nahoru na filtra¢ni papir. Poté se ptidalo 400 pl
vychlazeného 96% ethanolu a nasledné se vzorky v mikrozkumavce inkubovaly 3
minuty na termobloku p#i teploté 37 °C a otackach 1200 za minutu a centrifugovaly 5
minut pii 13200 ota¢ek/min. Znovu se supernatant slil opatrné do kadinky a ptidalo se

200 pl vychlazeného 70% ethanolu a nechalo se cca 5 minut stat. Poté se znovu vzorky
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centrifugovaly 3 minuty pfi otackach 13200 za minutu. Supernatant se slil do kadinky
a mikrozkumavky se nechaly na filtraénim papife dnem vzhtru, aby stekl zbytek
ethanolu. Pelet v otevienych mikrozkumavkach se nechal vysusit na termobloku o
teploté 65°C cca 6 az 10 minut. SuSeni se ukoncilo v tu chvili, kdy Ize pelet poklepem
na uzavienou mikrozkumavku oddélit od stény. Vysuseny pelet se rozpustil v 50 pl
dvakrat destilované vody (ddH20) a uzaviené mikrozkumavky se inkubovaly deset
minut na termobloku pii teplot¢ 60°C a pii 600 otaCek/min. Potom se kratce
promichaly na vortexu a kratce se zcentrifugovaly. Kvalita a mnoZstvi extrahované
DNA se zjistila na 1% agar6zovém gelu (obr.10). Pro dalsi krok (PCR) jsou vhodné
vzorky o koncentraci 20 ul, a tak koncentrace byla kontrolovana na pfistroji Nano
Drop 2000c device (Nano Drop products, USA) a protoze vétSina vzorkl méla
koncentraci mnohonasobné vyssi, musely byt vzorky nafedény ddH20O na potiebnou

koncentraci. Vzorky byly ulozeny v -20°C.

Obr. 8: Inkubace vzorka Obr. 9: Dvoufazovy roztok
(Jungova 2017)
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Obr. 10: Priprava vzorkt na 1% agar6zovy gel (Jungova 2017)

4.4. Mikrosatelity

Podle Surinové a kol. (2017) je znamo 15 mikrosatelitovych sekvenci pro §tovik
alpsky. Pro optimalizaci mikrosatelitovych markeri bylo vybrano 8 mikrosatelitovych
sekvenci pro naslednou analyzu 25 vzorkt stoviku alpského z 5 rtiznych lokalit. V této
¢asti byly pouzity mikrosatelitové sekvence, které byly sestaveny do dvou multiplexti
(1 PCR multiplex: Ram32, Ram49, Raml116 a Raml46; 2 PCR multiplex:
Ram92, Ram103, Ram130, Ram165), pficemzZ kazdy ze &tvefice primert z jednoho
multiplexi byl vreakci komplementovan sjinym MI13 univerzalnim primerem
znacenym jednim ze ¢ty fluorescencénich barviv (FAM, VIC, PET nebo NED) (tab.
3).
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Tab. 3: Piehled pouzitych primert

Lokus | Velikost fragmentu Teplota nasedani PCR

. o Barva -

(bp) primeru multiplex

Ram32 111-156 59°C PET 1
Ram49 106-112 59°C NED 1
Ram116 198-202 59°C FAM 1
Ram146 302-317 59°C VIC 1
Ram92 117-127 59°C PET 2
Ram103 103-107 59°C NED 2
Ram130 184-190 59°C FAM 2
Ram165 149-152 59°C VIC 2

Ptehled primerovych sekvenci (forward a reverse) v tabulce €. 1

4.5.PCR

PCR byla provedena podle metodiky Schuelke (2000). Principem této metody je, Ze
Vv prvnim cyklu PCR forwardovy primer s M13 piekryvem je zaclenén do PCR
produktl. Tyto produkty jsou cilem pro M13 primer, ktery je zaclenén v nadchézejicim
cyklu PCR za snizené teploty nasedani primert (tab. 4). Finalni produkt mize byt

analyzovan na detek¢énim laserovém systému (napf.: fragmentacni analyza) (obr. 11).

A
forwardovy primer s M13 prekryvem na
5 konci
B reversni primer
C univerzalni FAM primer M13

(komplementarni pro VIC, PET a NED)

CACARY Tomplate DNA ~~5— 3'
—Y

CACA RN 3
— Y

CACA RS- 3

Obr. 11: Princip metody pro fluorescencni znaceni PCR produktt (Schuelke 2000)
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Pro PCR reakei se vzorky ptipravily o celkovém objemu 5 pl. Tento objem byl slozeny
22,5 pl QIAGEN Multiplex PCR Kit (QIAGEN, Némecko), primerd (reverse a
forward o stejném objemu 0,125 pl a koncentraci 10 uM), 1,625 ul ddH20, univerzalni
forward primer M13 znaceny fluorescenéni barvou (0,125 ul a koncentraci 10 uM)
(PET, VIC, NED a FAM), 0,5 ul DNA (20 ng/ul) (Obr.12). Promichané vzorky se
vlozily do termocykléru s nasledujicimi kroky (tab. 4).

Tab. 4: Jednotlivé kroky PCR u vzorkd R. alpinus

Krok Teplota Cas Cyklus Pocet
opakovani
Denaturace 95°C 15 min
Denaturace 95°C 20s
Na_sedaron 50°C 308 Cyklus 1. 25
primeru
Elongace 72°C 20s
Denaturace 95°C 30s
Na§eda131 53°C 45s Cyklus I1. 10
primeru
Elongace 72°C 45s
Elongace 72°C 15 min

Obr. 12: Ptiprava vzorkt na PCR (Jungova 2017)
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5. Vysledky

5.1. Prttokova cytometrie

Fluorescenéni stanoveni ploidie a poctu jader izolovanych z Cerstvé rostlinné tkané
Stoviku alpského. Vzorek stoviku alpského se nachdzi na hodnoté 200, a proto se
jedna o diploidni rostlinu (Obr. 13). Na hodnoté 400 se nachazi standard. Bylo zjisténo,

ze vSechny testované vzorky byly diploidni, pfitomnost jiné ploidie nebyla zjisténa.

Flie: RA34 fcs Date: 12-02-2018 Time: 10:36:04 Particles: 1582 Acq.-TIme: 125 8 parteo PAS

100

counts

40

Stovik alpsky

standard

600 800 1000
FL1 UV LED

Obr. 13: Fluorescen¢ni stanoveni ploidie a po¢tu jader izolovanych z §toviku alpského

5.2. Extrakce DNA

Izolace DNA byla provadéna podle protokolu Doyle a Doyle (1987). Kvalita DNA

byla zjistovana na 1% agar6zovém gelu (obr. 14 a obr. 15).
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DNA

Obr. 14: Kvalita DNA na 1% agarozovém gelu po extrakci DNA. Byl pouzit zebiik GeneRuler

50 bp. Cisla vzorkii na gelu odpovidaji ¢islim vzorku v tab. 5.

Obr. 15: Kvalita DNA na 1% agar6zovém gelu 2 mésice po extrakci DNA. Na zacatek a na
konec gelu, misto Zebtiku, byla pouzita vyextrahovana DNA bakteriofaga lambdy. Vzorek

¢islo 5 a 13 je na gelu 2x, z dvodi kontroly. Pismeno X na gelu znaci chybny vzorek.

Na obrazcich 14 a 15 lze vidét, ze kvalita DNA je dobra. 1% agarézové gely byly
provedeny v rozmezi asi 2 mésicti. Prvni gel byl proveden po extrakci DNA a dalsi gel
o dva mésice pozd¢ji. Lze vidét prouzky, které odpovidaji kvalitni vysokomolekularni
DNA. Kvalitni vyextrahovanou DNA je mozno vidét naptiklad u vzorki 11 az 17. Je
vidét i slabé potrhani DNA, coz je mozno vidét v oblasti nizkomolekuldrni DNA na
obrazcich 14 i 15. K potrhani DNA dochazi pti extrakci DNA, tim Ze se narusi DNA
drcenim a ciSténim vzorkl. Na vzorku c¢islo 1 neni vidét zfetelny prouzek
vysokomolekularni DNA a je tam jen vysoké mnozstvi zbytkové RNA a
nizkomolekuldrni DNA, ktera je rozptylena po celé délce vzorku. U vzorku ¢islo 1 by
bylo na zvazeni udélat novou izolaci DNA. Jak lze vidét na obr. 14 a obr. 15, pouzité

vzorky obsahuji zbytkovou RNA, i kdyz pii extrakci byla pouzita RNasa, kterd byla
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pouzita v malém mnozstvi Zbytkovd RNA ve vzorku miize ovliviiovat naméfenou

koncentraci DNA. Koncentrace DNA byla kontrolovana i zméfenim (tab. 5).

Tab 5: Méfeni koncentrace DNA na pfistroji Nano Drop 2000c device

Cislo vzorku Me¢éieni po extrakci DNA Meéfeni o 2 mésice pozdéji
Vzorek Clgsécl’u”a 260/280 | 260/230 | koncentrace | N | 2601280 | 260/230 | koncentrace
M5 1 203 | 13 1506 | 7,86 | 2.1 | 133 1388
MIO | 2 197 | 19 491 | +926 | 1,96 | 1,76 541
Ml | 3 19 | 18 526 | 29,75 | 203 | 1,78 370
M3 | 4 192 | 213 1082 | 801 | 1,98 | 221 995
M20 | 5 18 | 178 64 701 | 18 | 072 69
s1 6 19 | 1,95 056 | 10,86 | 19 | 2,07 853
s13 7 192 | 21 1573 | 239 | 19 | 198 1536
S14 8 194 | 2,06 639 257 | 194 | 204 622
s18 9 187 | 201 2000 | 4568 | 194 | 216 1087
s20 | 10 2 2,03 1421 | 6,89 | 1,9 | 1,96 1323
D1 11 | 195 | 1,93 537 | 2431 | 195 | 1,71 406
D6 12 | 194 | 177 432 | +8,64 | 1,96 | 1,79 472
D9 13 | 201 | 172 506 451 | 202 | 18 483
DI0 | 14 | 1,86 | 2.2 461 104 | 19 | 214 413
D20 | 15 | 175 | 186 425 | +7.76 | 195 | 1,98 461
U4 16 | 185 | 129 300 | +12,75| 1,82 | 1,18 447
U5 17 | 193 | 193 488 506 | 198 | 21 463
Ulo | 18 | 156 | 134 2791 | 342 | 195 | 197 2695
U3 | 19 | 194 | 206 639 257 | 194 | 204 622
uls | 20 | 198 | 123 463 021 | 205 | 157 462
Ho 21 | 198 | 178 1301 | -3441 | 1,97 | 2,09 853
HI0 | 22 19 | 168 778 | 2019 | 194 | 221 621
H1L | 23 19 | 177 1700 | -37,92 | 191 | 215 1061
H17 | 24 | 189 | 142 669 384 | 189 2 412
H20 | 25 | 178 | 136 588 | -19.94 | 192 | 221 471

Mg¢feni na pristroji Nano Drop 2000c device (Nano Drop products, USA) ukazalo, ze
se jednd o stabilni DNA. U tohoto pfistroje se pocita az s 20% smerodatnou odchylkou
u mefeni vzorkll. Pro hodnoceni Cistoty DNA se pouzivd pomér absorbance pii 260
nm a 280 nm. Cistda DNA se nachazi mezi hodnotami 1,8-2. Kontaminovana DNA ma
hodnoty mensi nez 1,8 a zne€isténi vzorku RNA je patrny, kdyZ hodnoty jsou vétsi

nez 2. Vétsina vzorku v tabulce 5 nabyva hodnot kolem 1,9, dle citace je tato DNA

18, miiZze to znamenat pfitomnost bilkovin, fenolu nebo jinych kontaminanti. Pomér
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260 nm a 230 nm se pouziva jako sekunddrni mira Cistoty nukleovych kyselin.
Hodnoty pro tuto absorbanci se pohybuji vySe nez hodnoty pro absorbanci 260/280
nm, obvykle se pohybuji mezi 2-2,2, coz spliiuji jen nékteré nase hodnoty. Je-li toto
¢islo mensi znaci to pritomnost uhlohydratt ve vzorku, coz se u rostlin stdva ¢asto. Je
patrné, ze vzorek ¢islo 21 byl ovlivnén piitomnosti RNA, protoze v druhém méfeni
doslo k velkému ubytku koncentrace DNA (tab. 5). Rozdil u tohoto vzorku lze vidét i

na srovnani 1% agardzovych gelt (obr. 14 a obr.15).

5.3.PCR

Pifi pfedbézném testovani mikrosatelitovych tuseki byly nalezeny rozdily pfi
elektroforetické separaci v délce fragmentd, ale presnéjsi detekce genetické variability
bude stanoveno az po vyhodnoceni polymorfismu vzorka v§ech studovanych lokalit
pomoci fragmentacni analyzy a nasledném statistickém vyhodnoceni. Jedna se o
pfedbézné vysledky variability, které vyplynuly z optimalizace mikrosatelitovych

markerd, ve kterych se bude nadéle pokracovat.

Z obrazku 16 muzeme usuzovat, ze to vypada na variabilitu mezi populacemi. Muzeme
vidét rozdily mezi KrkonoSskymi populacemi v Hornich Miseckach (na obrazku pod
pismenem H) a v Upé& (na obrazku pod pismenem U) a populacemi ve Svycarsku (na
obrazku pod pismenem S a D). Na vzorcich z populace z Hornich Misecéek 1ze vidét i
variabilita v ramci jedné populace. Prostiedni prouzek je patrné niZe nez zbylé dva.

Variabilitu jsme pozorovali i na ostatnich vzorcich.

EmEn

H17 HI1 H20 U4 J5 Uig Si1 S18 D1 H17 HI1 H20 U4 Us Ulg si

Obr 16: Viditelna variabilita mezi vzorky pfi pouziti primert 92 a 103. Jako zebiik byl pouzit
GeneRuler 50 bp. Kody vzorku jsou uvedeny v tabulkach 2 a 5.
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Na obrazku 17 lze vidét ilustrativni gel pro 4 vzorky. Kazdy z vzorki pokryva oba

multiplexy. Multiplex 1 a multiplex 2 amplifikoval spravné, pozadované produkty jsou

viditelné a odpovidaji velikosti fragmentt, které jsou zminéné v tabulce 3. Velikosti

fragmentt se pohybovaly od 103 do 317. Pozadované produkty byly vidét i na gelu

pro ostatni vzorky.

.,'“

300bp—» > o "

32 49 116 146 92 103 130 165
| J

§ J \
[ |
1. multiplex 2. multiplex

T

Vzorek &.S20

32 49 116 146 92 103 130 165
| | | |
[ [

1. multiplex 2. multiplex

Vzorek ¢.U10

32 49 116 146 92 103 130 165
\ =3 JL 1 J
[ |
1. multiplex 2. multiplex

T

Vzorek &. M3

-
32 49 116 146 92 103 130 165 C
\ |1 |
Y | &

1. multiplex 2. multiplex

Vzorek ¢.D9

Obr. 17: Vysledné produkty PCR. Cisla 32-165 uvadi ozna¢eni primerii. Pismeno C na gelu

znaci kontrolni vzorek. Jako prvni byl pouzit zebiik HighRanger 1kb, jako druhy byl pouzit

zebiik GeneRuler 50 bp.
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6. Diskuze

V soudasné dobé je §tovik alpsky povazovan za vytrvalou invazni rostlinu (Stastna
2009). Vsechna doporucenti, jak nakladat s touto rostlinou vychdzeji z riiznych studii.
Bucharova (2003) ve své praci uvadi managementova doporuceni, jakym zplisobem
regulovat vyskyt této rostliny v ekosystémech. Z této studie vyplyva, ze jde o metody
dlouhodobé a finanéné i ¢asové naroéné. Studie Cervenkové (2008) a Ricatové (2011)
vyhodnotily vzdalenost a dobu Sifeni $toviku alpského. Konkrétné tyto studie byly
provedeny v KrkonoSich. Zcela zde chybi studie, ktera by se zaméfila na genetickou

diverzitu tohoto druhu.

Podle Surinové a kol. (2017) bylo vyvinuto 15 mikrosatelitovych sekvenci pro §tovik
alpsky. K optimalizaci mikrosatelitovych markerti bylo vybrano 8 mikrosatelitovych
sekvenci, které odpovidaly rozsahu velikosti produkti PCR podle Surinové a kol.
(2017). I kdyz pozadované produkty PCR byli vidét na 1% agarézovém gelu, bylo by
dobré podle Schuelke (2000) upravit mnozstvi komponentti pro PCR reakci pro
nasledné analyzy genetické variability. To znamend snizit mnozstvi forwardového
primeru v reakci, aby se v druhém cyklu PCR spravné navazal na produkty univerzalni
FAM primer M13, ktery je komplementérni pro dalsi fluorescenéni barviva (VIC, PET
a NED).

Mezi zkoumanymi populacemi byla zjisténa potencionalni variabilita vzork, a to jak
mezi populacemi z Krkono§ a Svycarskych Alp tak i mezi populacemi v ramci
jednotlivych geografickych celku. Tyto rozdily mohou byt zptisobeny pravdépodobné
velkou vzdalenosti mezi zkoumanymi oblastmi. Velka vzdéalenost a geograficka
bariéra Alp mohla zpusobit diversifikaci mezi zkoumanymi populacemi. Aby se tato

teorie mohla potvrdit nebo vyvratit bylo by vhodné rozsitit zkoumanou oblast
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1. Zaver

V této praci byla provedena optimalizace mikrosatelitovych markerti na vzorcich
stoviku alpského z Ceské republiky a Svycarska. Podle literarni reerSe je §tovik
alpsky piivodnim druhem ve vysokohorskych oblastech Alp, Karpat a Pyreneji. Na
nasem Uzemi je znam jako neptivodni rostlina. Mezi vzorky byla zjistény trend, kde je
patrné ze vzorky sesbirané z Krkono$§ se zna¢né 1i§i od vzork sesbiranych ve

Svycarskych Alp. Dale byl pozorovan trend i mezi Krkonogskymi populacemi.

Z vysledkti mtizeme usoudit, ze v nasich podminkach, ale i porosty $toviku alpského
ve Svycarsku netvofi klondlni spolecenstvi. V rdmci populace se rozmnozuji i
generativné. Tim tvofi mnohem variabilnéj$i spolecenstvi, ale jednd se jen o pfedbézny

vysledek, ktery potvrdi nadchézejici studie na genetickou variabilitu St oviku alpského.
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