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1. UvVOD

Na rozdil od vétsiny zivoc€ichi, u nichz jsou chromozomy pfitomny ve dvou kopiich (jedna
se tedy o diploidy), rostlinné genomy jsou pomérné¢ Casto zastoupeny vysS$im poctem
zmnozenych sad chromozomu (jedna se o tzv. polyploidii). Polyploidie (genomova
multiplikace) je tedy stav, kdy se v jadie vyskytuji vice nez dvé sady chromozomu (Levin
1983, Wood et al. 2009, Van de Peer et al. 2021). V rostlinné fisi je tento jev velice casty
a byva povazovan za jednu z hlavnich hnacich sil evoluce a diversifikace rostlin (napf.
Otto & Whitton 2000, Suda 2009, Levin 2011, Parisod 2012, Soltis et al 2014, Doyle &
Sherman-Broyles 2017). Dokonce se uvadi, Zze vSechny krytosemenné rostliny prosly
alespon jednim kolem polyploidizace ve své evoluéni historii (Soltis et al. 2009, Wendel et
al. 2016, Van de Peer 2017). Mnohdy je polyploidie spojena s mezidruhovou ¢i
vnitrodruhovou hybridizaci a naslednou stabilizaci hybridi a jejich unikem od sterility
(Levin 1983).

Rozlisuji se dva zékladni typy polyploidie, a to autopolyploidie a allopolyploidie
(Kihara & Ono 1926, Leitch & Bennett 1997, Ramsey & Schemske 1998, Briggs &
Walters 2001). Autopolyploidi vznikaji zmnozenim strukturné podobnych, tzv.
homolognich, genomt v rdmci jednoho, téhoz druhu (Parisod et al. 2010). Allopolyploidi
naopak vznikaji jako produkty mezidruhového kiizeni a nasledného zdvojeni
nehomolognich (tj. homeologickych) genomi (Ramsey & Schemske 1998, Suda 2009).
Oba tyto typy s sebou pfinasi jista uskali béhem meidzy. Autopolyploidi béhem meidzy
Casto vykazuji tvorbu multivalentd, kdeZto allopolyploidi pfevazné vytvateji bivalenty,
jelikoz nehomologni chromozomy se neparuji (Levy & Feldman 2002, Ramsey &
Schemske 2002, Parisod et al. 2010). Vlivem nevyvazeného poc¢tu chromozomi tak mohou
mit autopolyploidi snizenou plodnost, vykazuji tzv. polysomickou dédi¢nost. Naopak pro
allopolyploidy je charakteristickd disomickd dédi¢nost, tj. chromozomy jsou vzdy
ptitomny v paru (Osborn et al. 2003, King et al. 2006). Toto rozdéleni nicméné neni zcela
ptfimocaré, coz doklada napiiklad tzv. segmentalni allopolyploidie. Segmentalni
allopolyploidi maji nehomologni i homologni chromozomalni segmenty a Vv pribéhu
metafadze meidzy pak vytvaii jak bivalenty, tak i multivalenty. Tito jedinci pak vykazuji
smisenou, disomickou i polysomickou dédi¢nost (Levin 2002, Levy & Feldman 2002).

Na zaklad¢ stafi, a v zavislosti na urovni procest spojenych s post-polyploidni

reorganizaci (tj. diploidizaci) genomu (napf. Mandakova & Lysak 2018), lze polyploidni



udalosti klasifikovat na neopolyploidii, mesopolyploidii a paleopolyploidii (Levy &
Feldman 2002, Bennett 2004). Dlouhou dobu byly tyto udalosti rozdélovany pouze na
neopolyploidii a paleopolyploidii (Mandéakova et al. 2010). Neopolyploidni druhy (napt.
Arabidopsis suecica (Fr.) Norrl., postglacialni allotetraploid vznikly kiizenim A. thaliana
(L.) Heynh. a A. arenosa (L.) Lawalrée, Burns et al. 2021) jsou evolu¢né mladé taxony,
genomicky velmi podobné svym diploidnim nebo polyploidnim piedkam, Kkteré lze
identifikovat (zdvojené jednokopiové geny, rozliSitelné rodicovské (sub)genomy, Ramsey
& Schemske 2002, Bennett 2004, Mandakova et al. 2010). Naopak paleopolyploidni druhy
jsou evolu¢né nejstarsi taxony, které si ve své historii prosly polyploidizaci, ale dnes se
jevi jako diploidni (napt. Arabidopsis thaliana, Jiao et al. 2011). Jejich genomy jsou
vysoce diploidizované a davné polyploidni udalosti jsou v genomech maskovany (hledani
paralognich sevenci, Levy & Feldman 2002, Bennett 2004, Jiao et al. 2011).
Mesopolyploidni druhy (napt. Brassica rapa L., Fu et al. 2013) jsou genomicky stale
Castené podobné se svymi diploidnimi ¢i polyploidnimi piedky (rozliSitelné rodi¢ovské
(sub)genomy), ale pocet chromozomi byl jiz redukovan (meidza podobna diploidim,
Bennett 2004, Mandakova et al. 2010).

Narust poétu chromozomu s sebou mnohdy pfinasi fadu zmén, které ovliviuji
morfologické (napf. velikost a barva semen, Kur et al. 2012) ¢i fyziologické (napf. rychlost
fotosyntézy, Warner & Edwards 1993) vlastnosti, ekologické preference (napf. odlisné
distribu¢ni vzorce cytotypl,, Travnicek et al. 2010, Koutecky et al. 2012, Castro et al.
2020) nebo zpusob reprodukce rostlin (Cast€jsi vegetativni rozmnozovani, Suda 2009).
Polyploidi se tak od svych diploidnich pfedkt casto vyrazné odliSuji (morfologicka
diferenciace, nové ekologické adaptace, reproduk¢ni izolace) a polyploidie je tak
povazovana za jeden z hlavnich mechanismt adaptace a speciace u rostlin (Ramsey &
Schemske 1998, Otto & Whitton 2000, Doyle & Egan 2010). V neposledni fadé maji
polyploidi ¢asto vyssi genetickou variabilitu (Servick et al. 2015) a jsou méné nachylni ke
snizovani genetické diverzity v disledku piibuzenského kiizeni (Suda 2009).

Mezi nejznaméjsi fenotypovy projev polyploidie patii tzv. ,.gigas efekt”, kdy
v disledku zvySeni obsahu DNA dochazi ke zvétSovani bunék, coz ma za nasledek
i zvétSeni rostlinnych organu (napf. listi nebo kvétd, Levin 1983). Polyploidi proto byvaji
robustné&jsi, mivaji vétsi listy (vétsi listova plocha) a mnohdy i vétsi, napadnéjsi kvéty ve
srovnani sdiploidy (napi. Beaulieu et al. 2008, Suda 2009, Te Beest et al. 2012).
S velikosti bun€k je Casto spojena i intenzita metabolismu (napi. rychlost fotosyntézy),

jelikoz vétsi bunky (vEtsi bunéény povrch a objem) posyktuji vétsi prostor, kde probihaji
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chemickeé reakce (Warner & Edwards 1993, Suda 2009). Na rozdil od velikosti bun¢k vSak
jejich pocet klesa. Piikladem mutze byt mnozstvi pruduchi na plochu listu, Které se
vzristajicim stupném ploidie klesa (Joachimiak & Grabowska-Joachimiak 2000). Také
u polyploida c¢asto dochazi k posunu kvétni periody a vétSinou kvetou pozdnéji nez
diploidi (ontogeneticky vyvoj je pomalejsi, mitdéza trva déle, Levin 1983, Ramsey &
Schemske 1998). Odlisna kvétni morfologie a fenologie mize mit za nasledek i odlisnou
interakci s opylovaci (Kao 2008). Vsechny fenotypové projevy jsou nicméné do ur€ité
miry ovlivnény i vnéjSimi podminkami prostiedi, ve kterych se polyploidni druhy
vyskytuji.

Polyploidni rostliny ¢asto mivaji vyssi ekologickou toleranci nez jejich diploidni
predci (cf. Sonnleitner et al. 2016). Mohou tak osidlovat narusovand, nestabilni a pro
diploidy casto nepfizniva stanovisté (Petit & Thompson 1997, Bretagnolle & Thompson
2001, Fawcett & Van de Peer 2010, Levin 2011, Zozomova-Lihova et al. 2015). Diivodem
je vyssi schopnost polyploidii se ptizptsobit riznym vykyvim podminek prostiedi, na
rozdil od jejich diploidnich ptedki, coz zvySuje jejich celkovou uspésnost (lepsi fitness,
vys$i Cetnost, Fawcett & Van de Peer 2010). Z globalniho pohledu jsou polyploidi Siroce
roz§ifeni napfi¢ riznymi klimatickymi pasy (Te Beest et al. 2012), pfi¢emz castéji se
vyskytuji ve vyssich zemépisnych $itkach a vyssich nadmoiskych vyskach (Brochmann et
al. 2004, Te Beest et al. 2012, Rice et al. 2019).

Aredly polyploidnich druhi se mohou liSit distribu¢nimi vzorci jednotlivych
cytotypu, tzn. jejich vzajemnym prostorovym uspoiadanim (Petit et al. 1999). Prostoroveé
vztahy mezi cytotypy lze kategorizovat na alopatrické (disjunktni; arealy se nepiekryvaji),
parapatrické (sousedni; aredly maji spole¢nou hranici) a sympatrické (geograficky
promichané; ¢aste¢ny nebo Uplny piekryv areald, Husband at al. 2013, Kolar et al. 2017).
Nejméné cCasta je alopatrie, Castéjsi parapatrie (n€kdy muzeme pozorovat i mozaikovitou
muze dochazet ke vzniku tzv. kontaktnich zon, které lze rozlisit dle jejich ptivodu na
primarni a sekundarni (Husband at al. 2013). Dojde-li k tomu, Ze jedna chromozomova
rasa da vzniknout druhé a nasledné spolu koexistuji v sympatrii, jedna se o primarni
kontaktni zonu. Ptikladem miZze byt vznik autopolyploida v diploidni populaci. Vzniklé
cytotypy jsou geneticky homogenni a odlisuji se pouze ploidii. Oproti tomu u cytotypu,
které byly po uréitou dobu prostorové oddéleny a tato bariéra opadla, dochazi
k druhotnému, sekundarnimu kontaktu. Tyto cytotypy se odlisuji nejen svym ploidnim

stupném, ale jsou zpravidla i geneticky diferencované (Husband at al. 2013).
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V ramci sympatrickych (vzacnéji parapatrickych) populaci muze dochazet
k heteroploidni hybridizaci neboli kiiZeni jedinct s riznymi ploidnimi stupni (Wei et al.
2023). Vétsinou se jedna o zpétné kiizeni polyploidu s jejich diploidnimi ptedky. Mohou
tak vznikat liché ploidni stupné (napf. triploidni nebo pentaploidni), které celi tadé
probléma spojenych s mei6zou a maji nizkou fertilitu a zivotaschopnost (Ramsey &
Schemske 1998, Kohler et al. 2010). V piipad¢ diploidné-tetraploidnich komplext tak
mize dochazet ke vzniku triploidnich rostlin (napt. v ramci rodu Arabidopsis Heynh.),
které jsou ale vétSinou sterilni nebo nezivotaschopné. Mohou za to ptredevsim poruchy pii
vyvoji endospermu, tzv. ,.triploidni blok“ (Ramsey & Schemske 1998, Levin 2002, Kohler
et al. 2010). Neptimo tak tento triploidni blok mtze fungovat jako izola¢ni mechanismus
zvySujici pravdépodobnost koexistence cytotypud, navzdory jejich zdatnosti (cf. Husband
2004). Béhem evoluce se vSak vytvaii dalsi bariéry branici kiizeni mezi jednotlivymi
cytotypy, jako je napiiklad prostorova izolace cytotypu ¢i posun jejich doby kveteni (napf.
Chamerion angustifolium L., Husband & Sabara 2004). Cytotypové rozdily jsou tak
vysledkem puisobeni piirozeného vybéru na tyto cytotypy (Petit et al. 1999). Nicméné diky
pfitomnosti genového toku vétSinou nemize dojit k Uplné reprodukéni izolaci mezi
ploidnimi stupni (Petit et al. 1999).

Triploidni jedinci mohou spontanné vznikat i v rdmci diploidnich populaci, a to
splyvanim redukovanych a neredukovanych gamet. Ty byvaji v polyploidnich populacich
produkovany pomérné ¢asto (Ramsey 2007). Navzdory porucham béhem meidzy (tvorba
aneuploidnich gamet) vSak mohou triploidi v mensi mife produkovat i euploidni gamety
a nasledné¢ béhem zpétného kiizeni s diploidy nebo jinymi triploidy davat vzniku
tetraploidiim (jedna se o tzv. ,triploidni most™ (Ramsey a Schemske 1998, Otto & Whitton
2000, Husband 2004).

Obecné byvaji nové vzniklé polyploidni linie nestabilni, jelikoz jsou zastoupeny
nizkym poétem jedinct v ramci populaci jejich pocetné pievladajicich diploidnich rodici,
tzv. ,,minoritni cytotypova nevyhoda“ nebo ,,nevyhoda malych ¢isel (minority cytotype
exclusion, Levin 1975, Briggs & Walters 2001). Vzacnéjsi, minoritni cytotypy jsou
ovlivnény pylovou produkci diploidd za vzniku intermediarniho cytotypu (mnohdy
nezivotachopného), coz omezuje produkci a opétovnou formaci minoritniho cytotypu,
ktery béhem nékolika generaci mize zcela vymizet (Levin 2002).

Jak jiz bylo zminéno vysSe, polyploidi se castéji rozmnozuji nepohlavné
(asexualng). Ve srovnani sdiploidy se u nich bézné setkdvdme s vegetativnim

rozmnozovanim (jedinci vznikaji z ¢asti matef'ské rostliny, napt. oddenkové hlizy, dcefiné
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cibule) ¢i apomixii s. str. (tvorba semen bez oplozeni, potomci geneticky identiéti
s matef'skou rostlinou, Suda 2009). Zejména liché ploidni stupné se tak mohou vyvarovat
chybnému parovani (pfitomnost liché, neparové sady chromozomi) b&éhem meidzy
(Ramsey & Schemske 1998). Jako piiklad lze uvést skupinu pampeliSek ze sekce
Taraxacum sect. Ruderalia Kirschner, H. Ollgaard & Stépanek, jejiz diploidni zastupci se
rozmnozuji prevazné pohlavné, kdezto liché, triploidni taxony se rozmnozuji vyhradné
apomikticky (Meirmans et al. 1999). Obdobny trend je dale Casty naptiklad v rodech
Sorbus L. nebo Rubus L. (Pratt et al. 1958, Suda 2009, Hamston et al. 2018).

ZvySeni genetické variability polyploidnich rostlin ¢asto vede k pozitivnim
zménam, jako je napiiklad vyssi vynos, odolnost vici stresu, pfitomnost vétsich plodu,
absence semen v plodech apod. Polyploidie ma tedy vyznamnou roli i v oblastech
potravinafstvi nebo zemédélstvi. Piikladem vyznamnych, polyploidnich, kulturnich plodin
mize byt psenice (Krasileva et al. 2017), cukrova titina (Raboin et al. 2008), bananovnik
(Perrier et al. 2019), bavinik, kdvovnik nebo tabak (Skalickéa 2005).

Z taxonomického hlediska s sebou polyploidie pifinasi zna¢né problémy spojené
s uréovanim, tzn. morfologickym rozliSenim a klasifikaci jednotlivych cytotypli. Nékteré
druhy (napi. A. oleraceum L., Fialova et al. 2014) vytvati polyploidni série, které od sebe
nelze morfologicky odliSit, tzn. pozorujeme pouze morfologické rozdily korelujici
s obsahem DNA (napt. rozméry listl, velikost a pocet priduchii na listovou plochu apod.).
Oproti tomu u nékterych polyploidnich druht (napf. Symphytum officinale agg., Kobrlova
et al. 2022) jsou dil¢i cytotypy morfologicky (pfipadné i ekologicky) natolik odli$né, ze 1ze
témto rozdilim prikladat taxonomicky vyznam, tj. hodnotit je jako samostatné
taxonomické jednotky.

Pii studiu polyploidnich komplexti je v prvni fadé¢ nutné samotné stanoveni
ploidniho stupné rostlin/populaci. K tomu se v dneSni dobé& nejCastéji pouzivd metoda
prutokové cytometrie, ktera je velmi rychld, nedestruktivni a umoznuje analyzovat velké
mnozstvi vzorka (Dolezel et al. 2007). Vzdy je vSak nutné, tato data ovéfit pomoci
klasické karyologie (cf. Ozhatay 2002), tzn. alespont u n&kterych rostlin od kazdé ploidni
urovné spocitat chromozomy. Nadstavbou jsou pak cytogenetické metody, které umoziiuji
studovat chromozomové piestavby (FISH, Chester et al. 2010), ptipadné odlisit rodicovské
(sub)genomy (GISH, Chester et al. 2010). Ziskana cytometricka/karyologicka data lze
vyuzit pro rekontrukci arealu dil¢ich cytotypt (geografické rozdily). Stim souvisi
1 studium jejich ekologickych preferenci, tj. odli§né stanoviStni podminky (ptdni analyzy,

vegetacni snimkovani). DalSim krokem byva zhodnoceni ptipadnych morfologickych
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(velikost/tvar listi, velikost a barva semen) nebo mikroanatomickych rozdilli (napf.
velikost a Cetnost pruduchd, velikost pylovych zrn) mezi jednotlivymi ploidnimi stupni
(napt. Murin & Ferdkova 1988, Kur et al. 2012). Nejmodernéjsim piistupem je pak
studium genetické variability, umoznujici 1épe pochopit vztahy mezi diploidnimi
a polyploidnimi populacemi nebo odhalit pivod polyploidni série (autopolyploidie ¢i
allopolyploidie). Pfikladem mohou byt metody AFLP (Amplified fragment length
polymorphism; restrikéni metoda, dominantni marker) nebo mikrosatelity (STR, short
tandem repeats: kratkd tandemova opakovani nebo SSR, simple sequence repeats; hojny
vyskyt v celém genomu, polymorfismus, kodominantni marker), vhodné pro vnitrodruhové
a popualéni studie (Vos et al. 1995, Flegr 2009, Gohil et al. 2019). Patrn¢ nejrozsitenéjsi
jsou pak sekvenacni metody urcujici poradi nukleotidii v molekule DNA (jaderné,
chloroplastové a mitochondrialni markery, Krak 2011), napf. tradi¢ni Sangerovo
sekvenovani nebo modernéjsi metody sekvenovani druhé (lllumina) a tfeti generace
(PacBio, Dufresne et al. 2014). Jednéa se o neustéle se rozvijejici a zdokonalujici metody,
které se odliSuji predevsim délkou c¢teného tuseku, poctem cCtenych usekt behem
sekvenovani, pfesnosti samotného ¢teni a v neposledni fadé také cenou (Krak 2011,

Kolisko 2017).
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2. CILE PRACE

Druh Allium scorodoprasum (Cesnek ofeSec) je relativné bézny, morfologicky dobie
rozliSitelny druh s pfevazujicim vegetativnim zplisobem rozmnozovani. Jednd se
o polyploidni druh, u kterého byly zaznamenany tii ploidni arovné (2X, 3X, 4X). Puvod této
série vsak zistava nejasny.

V ramci teoretické cCasti prace jsem se zaméfila na Vypracovani literdrni reSerSe

o0 studovanem druhu, polyploidii a jejim vyznamu v souvislosti s evoluci rostlin.

Druhou ¢ast prace tvorfi experimentalni Cast, jejimz primarnim cilem bylo osvojeni si

zakladnich laboratornich technik vyuzivanych v molekularni biologii.

rowr

Cile experimentalni ¢asti zahrnovaly:

e |zolaci DNA zrostlinného materialu a testovani jadernych a chloroplastovych
molekularnich markerii pro naslednou biosystematickou studii.

e Zhodnoceni vhodnosti vybranych molekularnich markerd pro studium genetické
variability na vybranych, cytotypové uniformnich populacich druhu A. scorodoprasum

pochazejicich z riznych ¢asti Evropy.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 Rod Allium L.

Rod Allium L., nalezici do ¢eledi Amaryllidaceae (Kothari et al. 2019), je se svymi
ptiblizné 780 druhy (Friesen et al. 2006) jednim z nejvétsich roda jednodéloznych rostlin
(Celep et al. 2012). Patii k taxonomicky pomérné slozitym rodum, jehoz vnitrorodova
klasifikace prosla dlouhym vyvojem (Traub 1968). Ve znalostech diferenciace a evoluce
rodu vSak stale pretrvava fada mezer, které je ticba vyfeSit pomoci pokracujicich
fylogenetickych studii (cf. Li et al. 2010). Rod Allium piedstavuje monofyletickou skupinu
(Li et al. 2010), v rdmci které je dle nejnovéjSich fylogenetickych studii rozliSovano 15
monofyletickych podrodt a 72 sekci (Friesen et al. 2006, Li et al. 2010, Wheeler 2011).
Celkové rozsifeni rodu je zna¢né Siroké, pfi¢emz vétSina druht roste na severni polokouli
(tzv. holarkticky aredl, Traub 1968, Li et al. 2010). Vyjimkou je druh A. dregeanum Kunth,
ktery se vyskytuje v jizni Africe (De Sarker et al. 1997). Hlavni centrum diverzity se
nachazi ve stiedni a v jihozapadni Asii (Celep et al. 2012).

Obecné taxonomii rodu komplikuje zejména velka morfologickad podobnost druhti
(mélo diagnostickych znakd, Ohri et al. 1998), a to zejména ve vegetativnim stavu. Popisy
druhti jsou Casto zaloZeny pouze na herbafovych dokladech, pficemz béhem suSeni mize
dojit ke ztraté nékterych znaki (napf. barva okvétnich listkil), ptipadné nékteré znaky na
polozkach upln€ chybi (napt. dcefiné cibule). Urcovani druhii je tak mnohdy velmi
obtizné. Rod zahrnuje vytrvalé, geofytni rostliny s vyraznou vini. Charakteristickym
znakem je pfitomnost podzemnich zasobnich organt (cibule, oddenky, Krahulec &
Duchoslav 2010), ¢asto se tvofi i dcetiné cibule (Kawano et al. 2005). Cibule piisedaji na
kratky oddenek nebo jsou samostatné s oddenkem redukovanym na podpuci. Mohou byt
nahloucené ¢i jednotlivé, sloZzené z jedné az nékolika zasobnich Supin (zduznatélé¢ baze
listil), obvykle se kryjicich (suknice), nebo méné Casto ze zduznatélych kolateralnich
pupent (strouzk, Krahulec & Duchoslav 2010). Listy byvaji ploché, beziapikaté,
carkovité, ptizemni, pfisedlé a Casto zakryvaji kvétni stvol (Fritsch & Friesen 2002,
Krahulec & Duchoslav 2010). Pochvy listi zpravidla vytvaii zdanlivou lodyhu. Stvoly jsou
vetSinou piimé nebo Sikmo vzhiru smétujici, oblé az hranaté, plné ¢i duté. Kvétenstvi tvoii
lichookolik, ktery je nejprve uzavien v toulci (Krahulec & Duchoslav 2010), ¢asto se tvoii
I pacibulky (Wheeler 2011). Kvéty jsou tvofeny Sesti, obvykle kopinatymi az (ob)vejcitymi

okvétnimi listky (volné nebo na bazi srostlé), vnitini Casto §ir$i nez vné&jsi. V kvétech se
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dale nachazi Sest tyCinek, které jsou volné nebo na bazi kratce rourkovité srostlé s nitkami
ve stfedni Casti nebo u vrcholu se dvémi postrannimi zoubky (Krahulec & Duchoslav
2010). Prasniky jsou ruzné zbarvené (obvykle Zluté), ¢nélky gynobazické a pylova zrna
monosulkatni (Ozhatay & Kocyigit 2009, Krahulec & Duchoslav 2010). Plodem je
zpravidla tobolka se tfemi pouzdry, kdy v kazdém pouzdru byvaji 1-2 semena. Semena
Jjsou vétsinou Cerna, trojhranna nebo smackla, vzacnéji kulovita (Stearn 1980, Krahulec &
Duchoslav 2010).

Pomérn¢ casty je vramci rodu vyskyt polyploidie, a to od diploidi aZz po
dekaploidy (2x—10x, De Sarker et al. 1997, Fialova et al. 2014). Nejvyssi stupen ploidie byl
doposud zaznamenan u jihoafrického druhu A. dregeanum (2n = 8x = 64 a 2n = 10x = 80,
De Sarker et al. 1997). V ramci evropskych druht jsou vysoce polyploidni naptiklad druhy
A. oleraceum L. (6 cytotypu, 3x-8x), A. vineale L. (2 cytotypy, 4x a 5x) nebo
A. scorodoprasum L. (3 cytotypy, 2x-4x, Majovsky et al. 1987, M¢&sicek & Javirkova-
Jarolimové 1992, Duchoslav et al. 2010, 2020, Krahulec & Duchoslav 2010). Nejéastéjsim
zakladnim chromozomovym ¢islem je x = 8 (ptiblizné 80 % druhi, Hanelt et al. 1992).
Nalezneme v8ak i skupiny druht, které maji x =7, 9, 10 nebo 11 (Traub 1968, Hanelt et al.
1992, Dolatyari et al. 2018), coz doklada vysokou karyologickou variabilitu v rdmci rodu.
Vysoky stupeni polyploidie se navic odrazi i ve vyssi morfologické, pfipadné i ekologické
variabilité¢ (Ohri et al. 1998). Rod Allium je tedy vhodny k evoluénimu studiu polyploidi,
struktufe genomu nebo ke studiu zmén v obsahu DNA (Labani & Elkington 1987, Ohri et
al. 1998, Duchoslav et al. 2010).

Dalsim typickym znakem tohoto rodu je rozmanitost v reprodukénich systémech,
zejména ve vegetativnim zpusobu rozmnozovani. Vegetativné se Cesneky rozmnozuji
pomoci oddenkd, podzemnich dcefinych cibuli nebo pacibulek (bulbillus) produkovanych
Vv kvétenstvi (typické napi. pro A. scorodoprasum L., Karpavic¢iené 2017). Vnitrodruhova
a mezidruhovéa variabilita v mnozstvi dcefinych cibuli a pacibulek ¢asto souvisi pravé
s polyploidii, tj. napfiklad vyssi produkce pacibulek se vzristajicim stupném ploidie
(Salmeri et al. 2016, Karpavic¢iené 2017). Jako piiklad lze uvést zastupce okruhu
A. paniculatum L., kdy diploidni druhy (tzn. A. paniculatum s.str., A. tenuiflorum Ten.,
A. fuscum Waldst. & Kit.) dcefiné cibule nevytvaii, kdezto polyploidni druhy (4x az 6,
tzn. A. savii Parl., A. pallens L., A. oleraceum, A. dentiferum Webb & Berthel.) je tvoii
(Salmeri et al. 2016). Rozdily v tvorbé vegetativnich propaguli byly pozorovany i mezi
polyploidy. Piikladem je polyploidni druh A. oleraceum, kdy tetraploidni populace dcefiné

cibule patrné vibec nevytvati, zatimco u pentaploida a hexaploidu byla jejich tvorba
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nepravidelné prokdzana (Fialova & Duchoslav 2014). V neposledni fad¢é se u nékterych
druht muZzeme vzacné setkat i s apomixii s.str., naptiklad u ¢inského taxonu A. tuberosum
Rottler ex Spreng. (Kojima & Nagato 1997).

Tradi¢né jsou nékteré druhy (cibule, Cesnek, porek, pazitka, rakkyo) vyuzivany
jako uzitkové rostliny (zelenina, okrasné rostliny apod.). Po mnoha staleti se vyuziva jejich
Stiplavosti, 1éCivych vlastnosti a chutové hodnoty. V nékterych ¢astech svéta ma jejich
pouziti také ndbozenské konotace. V rod¢ nalezneme nejen ekonomicky dulezité druhy,
které se vyuzivaji jako zelenina ¢i kotfeni (Nayar et al. 1992), ale i druhy, které se pouzivaji
jako terapeutické prosttedky v tradi¢ni mediciné (Kothari et al. 2019, 2020, Kurnia et al.
2021). Cibule rostlin jsou bohaté¢ na dvé chemické skupiny latek prospésné pro lidské
zdravi. Jedna se o flavonoidy a alk-(en)-yl cysteinové sulfoxidy (Griffiths et al. 2002),
které maji antioxidacni, protirakovinné, hypolipidemické, antidiabetické,
kardioprotektivni, neuroprotektivni a antimikrobialni u¢inky (Kothari et al. 2020). Nékteré
druhy mohou dokonce pomoci piedchazet Sifeni nadort, kardiovaskularnim onemocnénim

a starnuti (Stajner et al. 2006).

3.2 Rod Allium sect. Allium

Jedna se o monofyletickou sekci v ramci podrodu Allium (Hirschegger et al. 2010), ktera
zahrnuje piiblizné 115 druhtt (Mathew 1996), vcetné nékolika ekonomicky vyznamnych
taxond, napiiklad A. porrum L. (p6ér zahradni) nebo A. sativum L. (Cesnek kuchytisky,
Mathew 1996). Tato sekce je rozsifena piedev§im Vv zapadni a severni Evropé,
a také v jihozapadni Asii (Hanelt et al. 1992). Centrum diverzity leZi v ranu, Turecku
a v oblasti byvalého Sovétského svazu (Mathew 1996). Jedna se o evoluéné mladou
skupinu (Hanelt et al. 1992), jejiz evoluce byla zasadné ovlivnéna polyploidii (az 8x).
Kromé toho byla u nékterych druhli zaznamenana aneuploidie, pfipadné 1 vyskyt B-
chromozomti. Zakladni chromozomové ¢islo této sekce je x = 8 (Mathew 1996).

Mezi charakteristické morfologické znaky patii zieteln¢ diferencované, vejcovité
az tém¢ért kulovité cibule bez oddenku. Dale pochvy lista kryjici 1/4 az 2/3 vySky stvolu,
Casto ztlustlé. Opadavy toulec, s jednim cipem tvoficim zobanek, nebo vytrvavajici, se 2 az
4 cipy. Okvéti zvonkovitého az vejcovitého tvaru. Nitky vnéjsich tyCinek vzdy bez
postrannich zoubk, nitky vnitinich ty¢inek se dvémi (vzacné vice) zfetelnymi postrannimi

zoubky, Casto pievysujicimi prasnik (Mathew 1996, Krahulec & Duchoslav 2010).
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VétSina druhu se vyskytuje v Sirokém rozmezi nadmoiskych vysek, pfevazné na
suchych stanovistich, a to v¢etné¢ polopousti (Mathew 1996). Charakteristicky je i rist
béhem zimniho obdobi s letni dormanci (napf. oblast Mediteranu, Hanelt et al. 1992).

3.3 Druh Allium scorodoprasum L.

Jednim z pomérné castych druhui sekce Allium je A. scorodoprasum L. (Cesnek ofeSec,
Obrézek 1a, b). Jednd se o téméf vyhradné evropsky druh, ktery se izolované vyskytuje
i v Malé Asii a na Kavkazu (Meusel et al. 1965, Krahulec & Duchoslav 2010). Celkové
roz§ifeni v Evropé saha od severozapadu (Britské ostrovy), na sever po pobiezi Baltu
v Némecku a Svédsku, dale na vychod pies Pobalti, B&lorusko a na zapadni Ukrajinu.
Smérem na jih zasahuje do jihovychodni Francie, severni Italie, po Bulharsko a evropskou
cast Turecka (Meusel et al. 1965, Duchoslav & Krahulec 2009, Krahulec & Duchoslav
2010). Tento druh byl v minulosti hojn¢ péstovan jako zelenina, proto neni zcela jasné,
v kterych oblastech Ize jeho vyskyt povazovat za ptivodni (Krahulec & Duchoslav 2010).
Morfologicky je tento druh charakteristicky pfitomnosti vejcovité cibule, 1-2 cm
Siroké V praméru, Sblanitymi az mirné kozovitymi, hnédymi az Sedavymi vné&jsimi
Supinami. Dcefiné cibulky byvaji podlouhlé, vejcovité, cerno-fialové, vyrustajici pod
Supinami cibule a listovymi pochvami. Listy v poctu 3 az 5, ploché mélce zlabkovité, na
rubu kylnaté, krat$i nez stvol a kvétenstvi (Obrazek 1c). Listova ¢epel ¢arkovita, az 30 cm
dlouhd a 4-30(-50) mm 8$iroka, pochvy lysé, zakryvajici stvol ptiblizné z 1/3 jeho vysky.
Stvol piimy, obly, pfiblizn¢ 40-80(-100) cm vysoky. Kvétenstvi tvoti kulovity lichookolik,
1,5-3,0 cm v priméru, ¢asto nepravidelného tvaru, tvoreny piisedlymi, tmavé purpurovymi
pacibulkami a nékolika kvéty (v poétu 0-20, Obrazek 1d). Kvétni stopky 3—4 cm dlouhé,
razné délky, zprohybané, hladké a nafialovélé. Listeny na bazi stopek stiibfité bilé, toulec
1,5-3,0 cm dlouhy, celistvy, na bazi vejcovity, blanity, opadavy, na vrcholu se zuzujici
v zobének az 1 cm dlouhy. Okvéti zvonkovité vejcovité. Okvétni listky 4-6 mm dlouhé,
zaspicatélé, nachoveé zbarvené s tmavsi stiedni zilkou, vné&jsi podlouhlé, kylnaté, drsné na
kylu, vnitini podlouhle vej¢ité, §irsi nez vnéjsi. TycCinky kratSi nez okvéti. Nitky 2,5-4,5
mm dlouhé, brvité na bazi, u vnéjSich tycinek trojuhelnikovité sidlovité, bez postrannich
zoubkd, u vnitfnich tyc¢inek s 2 postrannimi zoubky, vyristajicimi ve 3/4 délky nitky, 2x
delsimi nez horni ¢ast nitky nad jejich oddélenim, neptfesahujicimi okvéti. PraSniky

purpurové. Cnélka z okvéti nevynika. Tobolka (spolu se semeny) se vét§inou nevytvafi
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(sterilni rostliny) nebo jen vzacné. Druh kvete od ¢ervna do srpna (Mathew 1996, Krahulec
& Duchoslav 2010).

Cesnek ofesec se nejéastdji  vyskytuje v teplej§ich az mirné teplejich
klimatickych oblastech. Roste na stinnych, polostinnych az pln¢€ oslunénych, vlhkych ¢i
Cerstvé zamokitelych az suchych stanovistich, jako jsou luzni lesy, vlhké louky, kioviny ¢i
vlhké, pobtezni lemy (Ozhatay 1993, Krahulec & Duchoslav 2010). Preferuje jilovité,
pisCitohlinité, Cerstvé vlhké az vysychavé pidy bohaté na ziviny se slabé kyselou az
neutralni reakci (Krahulec & Dcuhoslav 2010). BéZné se vyskytuje i na naruSovanych
a ruderalnich stanovistich, jako jsou okraje poli, mezi, vinice, piikopy cest, pfipadné
i poloruderalni kfoviny a akatiny (Krahulec & Duchoslav 2009).

Cesnek ofesec je také tradiéné vyuzivan jako 1é&iva rostlina. Naptiklad ve
sttedovéku na Balkédnském poloostrové se tento druh vyuzival k 1é¢bé koznich poranéni
a infekci, diky hojivym, antimikrobialnim, antienzymatickym a antioxida¢nim vlastnostem
(Stojanovic 2014, Dordevski et al. 2022).

Blizce piibuznym druhem cesneku ofesce je Cesnek kulovity (A. rotundum L.).
Ackoliv se jedna o morfologicky odlisné, zarovent pomérné dobte rozpoznatelné druhy (cf.
Krahulec & Duchoslav 2010), ¢asto byvaji mezi sebou zaménovany. Taxonomické
postaveni obou téchto druht doznalo n¢kolika zmén béhem druhé poloviny 20. stoleti
(Duchoslav & Krahulec 2009). Piivodné samostatné popsané druhy byly béhem zpracovani
souborného dila Flora Europaea (Stearn 1978, 1980), pfefazeny, spolecné s piibuznymi
druhy A. jajlae Vved. a A. waldsteinii G. Don, na trovent poddruhu v ramci komplexniho
druhu A. scorodoprasum (Duchoslav & Krahulec 2009). V ramci celkové revize rodu tak
Stearn uc€inil pfedevSim na zéklad€ pfitomnosti ¢i nepfitomnosti pacibulek v kvétenstvi,
tzn. druhy bez pacibulek hodnotil pouze jako poddruhy piibuznych pacibulkatych druht
(Duchoslav & Krahulec 2009). Poddruhy A. scorodoprasum dale odlisoval podle tvaru
kvétenstvi, poctu kvétl, barvy okvéti a pacibulek a pripadné tvorby tobolek (Stearn 1980).
Pozdéji se Mathew (1996), pii zpracovani dila o sekci Allium, vratil zpét ke klasickému
pojeti taxond jako samostatnych druht, tj. A. scorodoprasum a A. rotundum, pii¢emz
taxony A. jajlae a A. waldsteinii pietadil na poddruhovou uroven v ramci taxonu
A. rotundum (Duchoslav & Krahulec 2009). Toto odd¢leni podporuji i odlisné ekologické
preference a geograficky pattern Cesneku ofeSce a Cesneku kulovitého (Duchoslav &
Krahulec 2009). V ramci evropskych flor vSak taxonomické pojeti obou druhd zistava

nejednotné (napt Pignatti1982, Tasci & Koca 2015, Mollica et al. 2018, Demir et al. 2022).
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Obrézek 1: Druh Allium scorodoprasum: a, b) celkovy habitus, c) charakter listt d) detail

kvétenstvi (foto: M. Duchoslav).




3.3.1 Cytotypova variabilita druhu A. scorodoprasum

Allium scorodoprasum je polyploidni druh, u kterého byly doposud zaznamenany tii
ploidni stupné, a to diploidni (2n = 2x = 16), triploidni (2n = 3x = 24) a tetraploidni (2n
= 4x = 32, Krahulec & Duchoslav 2010). Nejrozsitenéjsim cytotypem jsou diploidi, které
nalezneme témét v celé Evropé. Oproti tomu, rovnéz pomérné Casti, triploidi se vyskytuji
zejména ve stiedni a vychodni Evropé. Vyjimecné se arealy téchto dvou cytotypt prolinaji
a rostou sympatricky (napf. na Slovensku nebo v Litvé, Murin & Ferdkova 1988,
Karpaviciené 2013). Nejvzacnéjsi jsou tetraploidi, jejichz vyskyt byl ojedinéle zaznamenan
pouze Vv nékterych &astech arealu, konkrétné v Bulharsku, Recku, Turecku ¢&i v franu (Van
Loon 1982, Ozhatay 1990, Tzanoudakis 1992, Kuzmanov 1993, Ozhatay 2002).

3.3.2 Morfologické a ekologické dusledky polyploidie u druhu

A. scorodoprasum

Jak jiz bylo zminéno vySe, polyploidie Casto ovliviluje morfologické vlastnosti ¢i
ekologické preference druhti, respektive jednotlivych cytotypti. Touto problematikou se
u cesneku ofeSce doposud nikdo poradné nezabyval, tzn. nebyla provedena zadna
komplexni studie, ktera by porovnavala diploidni, triploidni a tetraploidni populace napti¢
celym aredlem druhu. Byly publikovany pouze studie zaméfené na urCitou Cast arealu,
bohuzel mimo oblast vyskytu tetraploidi (tj. Slovensko, Finsko, Litva, Ukrajina), tudiz
porovnavaji pouze diploidni a triploidni populace (napf. Murin & Ferakova 1988, Astrom
& Heeggstrom 2003, Karpaviciené 2013, 2017).

Prvni z téchto praci porovnava morfologii diploidni a triploidni populace na
Slovensku a poukazuje na mensi praduchy, pocetnéjsi kvétenstvi a vySSi produkci
viabilniho pylu u diploidia (Murin & Ferakova 1988). Morfologické rozdily mezi diploidy
a triploidy byly pozorovany také v ramci karyologické studie populaci v jihozapadnim
Finsku a na zapadni Ukrajin€. Autofi zminuji pfedev§im velikost a robustnost rostlin, tj.
triploidi napadnd vyssi, statngjsi (Astrom & Haeggstrom 2003). Doposud nejobsahlejsi
studie, zahrnujici i ekologickou a prostorovou diferenciaci cytotypd, byly provedeny na
Uzemi Litvy (Karpavic¢iené 2013, 2017). V Litvé Cesnek ofeSec roste predevsim v Udolich
fek, ve vzacné zaplavovanych vysokohorskych nivach, dale v luznich lesich a pfi jeho
okrajich nebo na polosuchych a mesofilnich pastvinach. Diploidni populace se vyskytuji

predevsim na severu Uzemi, kdezto triploidni populace v zapadni ¢asti Litvy (Karpavi¢iené
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2013). Obdobné jako v piedchozich studiich, i zde byl potvrzen rozdil v tvorbé a produkci
kvétt, semen a pacibulek. Diploidi tvofili vice kvéta a produkovali vice, v priméru
mensich pacibulek, kdezto triploidi produkovali mens$i mnozstvi kvéti a pacibulek, které
vsak byly rozmérové vétsi. Tvorba semen byla celkové extrémné vzacnd a byla
zaznamenana pouze u diploidi. Pozorované rozdily v produkci semen/vegetativnich
propaguli jsou pfisuzovany odlisnym svételnym podminkam (Karpavigiené 2017). Zadné
dalsi ekologické (napf. pudni reakce, typ vegetace) rozdily vSak mezi cytotypy zjiStény

nebyly (Karpaviciené 2013).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

V ptedlozené bakalaiské préaci bylo studovano celkem 90 jedinci pochazejicich z 31
populaci druhu Allium scorodoprasum (Tabulka 1). VSechny populace byly pfivezeny
z ptirozenych lokalit vyskytu a nasledné byly pfesazeny a kultivovany na experimentalnim
pozemku Katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
Vybér populaci byl proveden tak, aby zahrnoval vSechny ploidni stupné, tj. diploidni,
triploidni a tetraploidni, a geograficky pokryval §irsi ¢ast celkového arealu druhu. Navic

byly vybrany pouze populace, které jsou cytotypové uniformni (Obrézek 2). Analyzované

rostliny byly soub&zné podrobeny studiu morfologickych a mikromorfologickych znaki
(Hanicakova 1. 2023).

Obrézek 2: Mapa Evropy s vyznacenymi populacemi druhu Allium scorodoprasum, které
byly vybrany pro ucely ptedlozené prace (Zlutd kolecka: diploidi, ¢ervena kolecka:

triploidi, modra kolecka: tetraploidi, vytvoieno v programu QGIS).
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Tabulka 1: Pfehled studovanych populaci druhu Allium scorodoprasum. Ploidie rostlin byla

zjisténa pomoci prutokové cytometrie, ktera nebyla pfedmétem této prace (Kobrlova,

Kalous, Duchoslav, nepubl. ddaje).

ID . Zemépisna Zemépisna Pocet studovanych
populace Stat Sifka délka jedincd
Diploidni populace (2x)
13/21 Slovinsko 46.46727778 13.95313889 2
15/278 Ukrajina 49.96294444 25.17722222 3
16/61 Némecko 49.18141667 8.425 5
16/122 Italie 45.806 13.43597222 3
16/142 Rakousko 48.03316667 16.11286111 3
16/231 Polsko 52.49561111 16.95547222 3
16/286 Slovensko 48.14902778 18.60525 2
16/296 Mad’arsko 48.56402778 20.80261111 3
16/315 Rumunsko 45.9095 26.91244444 1
16/366 Rakousko 48.28038889 14.15963889 1
16/436 Velka Britanie 54.80133333 -1.312888889 4
16/438 Litva 56.16027778 22.74111111 3
16/439 Litva 56.24611111 22.47222222 3
16/453 Finsko 60.09333333 19.93194444 2
16/455 Finsko 60.04611111 19.97194444 3
17/60 Nizozemsko 5199111111 5.477527778 2
17/105 Chorvatsko 45.39425 15.10661111 3
17/187 Srbsko 45.12761111 19.57344444 3
Triploidni populace (3x)
15/91 Ceska republika | 50.29861111 16.19 5
15/112 Slovensko 48.2425 17.19444444 4
16/143 Rakousko 48.14702778 16.06655556 5
16/227 Polsko 50.98011111 16.51594444 2
16/300 Mad’arsko 47.74486111 21.11336111 4
16/440 Litva 55.94 21.56972222 4
16/464 Finsko 60.11638889 21.55277778 3
17/68 Némecko 51.37319444 11.92725 2
18/56 Némecko 51.17355556 13.47236111 1
Tetraploidni populace (4x)
17/62 Nizozemsko 52.06402778 6.135138889 2
17/63 Nizozemsko 52.09886111 6.208388889 2
18/102 Italie 45.11177778 6.965861111 4
18/107 Francie 44.95119444 5.639305556 3
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4.2 lzolace genomické DNA

Pro ucely izolace genomické DNA byl z kazdé rostliny odebran jeden Cerstvy, zdravy list,

zpravidla nejvySe postaveny na lodyze, ktery nevykazoval zadné (nebo téméf zadné)

znamky napadeni patogenem (napf. rzi) nebo jina poSkozeni. 1zolace DNA byla provedena
podle modifikovaného CTAB protokolu (Doyle & Doyle 1987).

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Do popsanych 2 ml Eppendorf mikrozkumavek byl pfipraven extrakéni pufr
smichanim 700 ul 2% CTAB (cetyltrimetylamonium bromid) pufru (0,1 M Tris HCI
pH=8,0; 0,02 M EDTA pH=10,8; 1,4 M NaCl; s 1% PVP40) a 2 ul merkaptoethanolu.
Mikrozkumavky s pfipravenym roztokem byly pfedehtaty na termomixeru (65 °C).
Nastiihané cerstvé listy (asi 100 mg) byly homogenizovany v tekutém dusiku
a nasledné preneseny do pripravenych mikrozkumavek s predehfatym extrakénim
pufrem. VVzorky byly inkubovany ca. 1 hodinu pfi teploté 65 °C.

Po inkubaci byl pfidan zhruba stejny objem (tj. 700 pl) smési chloroformu
a isoamylalkoholu (24:1). Vzorky byly intenzivné protiepany a v piedchlazené
centrifuze centrifugovany po dobu 15 minut (10 °C, 13 000 rpm).

Horni faze z mikrozkumavek (ca. 500 pl) byla nasledné ptenesena do novych
mikrozkumavek obsahujicich 500 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu (24:1).
Vzorky byly opét intenzivné protiepany a centrifugovany (15 minut, 10 °C, 13 000
rpm).

Horni faze z mikrozkumavek byla poté pienesena do stejného objemu (tj. 400 pl)
ledového isopropanolu. Smés byla lehce promichana a precipitovana pies noc
v mrazéku (-20 °C).

Po precipitaci (druhy den) byla smés centrifugovana po dobu 15 minut pii 4 °C
a 13 000 rpm.

Obsah mikrozkumavek (supernatant) byl nasledné opatrné vylit tak, aby sediment
(pelet) nevyjel ven z mikrozkumavek. Po mirném proschnuti sedimentu bylo ptidano
200 pl 10x TE pufru. Posléze byl sediment odlepen, rozpustén na tiepacce a ponechan
po dobu 30 minut v lednicce.

Po precipitaci bylo do kazdého vzorku piidano 5 pl RNAsy (5 pg/ml). Smés byla
inkubovana na ttepacce po dobu 30 minut pii 37 °C.

Poté bylo do mikrozkumavek ptidano 20 pl NaAc (acetat sodny) a dvojnasobek
objemu (tj. 440 pl) ledového 96% ethanolu. Vzorky byly precipitovany alespon 30

minut pti 4 °C.
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10) Nasledn¢ byla provedena centrifugace (15 minut, 4 °C, 13 000 rpm). Po centrifugaci
byl supernatant opatrné vylit a sediment byl promyt 80% ethanolem (700 ul) a opét
centrifugovan (15 minut, 4 °C a 13 000 rpm).

11) Supernatant byl opét vylit, sediment byl promyt 70% ethanolem (700 pl)
a centrifugovan (15 minut, 4 °C, 13 000 rpm).

12) Supernatant byl opatrné vylit a sediment byl nasledné vysusen v susi¢ce po dobu 30
minut pii 35 °C.

13) VysusSeny sediment byl nakonec rozpustén v dH20 (100 pl).

4.3 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace a Cistota extrahované DNA byla stanovena pomoci spektrofotometru
NanoDrop Thermo ND — 1000. Pted zac¢atkem méteni byly vzorky dikladné promichany
a stoCeny na stolni centrifuze. K méfeni koncentrace bylo pouzito 1,5 pul DNA. Dle
naméfenych koncentraci byly vSechny vzorky natedény na koncentraci 50 ng/ul. U vzorkt
s niz§imi koncentracemi byla pro uéely PCR reakci vyuzita genomickd DNA. Kvalita
DNA byla odhadnuta na zdkladé poméru hodnot absorbanci pii 260 a 280 nm, pfi¢emz
pom¢ér Cisté DNA se pohybuje od 1,8 do 2,0. Pomér nizsi nez 1,8 poukazuje na mozZnou
kontaminaci proteiny, kdeZto pomér vys§i nez 2,0 na kontaminaci organickymi

slou€eninami (napt. chloroformem).

4.4 Gelova elektroforéza

Kvalita extrahované DNA byla soucasné ovéfena pomoci 1% agar6zové elektroforézy (1 g

agardzy na 100 ml 0,5x TBE pufru).

1) 1% agardzovy gel byl pfipraven smichanim piislusného mnozstvi agarozy a 0,5x TBE
pufru.

2) Smés byla nasledné promichana a rozvafena v mikrovinné troub¢ tak, aby vznikl ¢iry
roztok.

3) Po ochlazeni bylo do smési pfidano interkala¢ni ¢inidlo GelRed (1,5 pl na 100 ml
gelu). Smés byla promichana a nalita do elektroforetické vanicky s jiz ptipravenymi
hiebinky. Vysledny gel tuhl po dobu zhruba 30 minut.

4) Po ztuhnuti gelu byly vytazeny hiebinky a vanicka byla vlozena do elektroforetické

vany, ktera byla naplnéna 0,5x TBE pufrem.
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5) Do jamek byly poté napipetovany 3 pl DNA smichané s pufrem 5X Green Go Taq
Buffer. Do prvni jamky kazdé fady byl vzdy nanesen ladder (zebtik, 3 pl).
6)

7)

Separace vzorkt byla provedena po dobu 30 minut pii napajeni 100 V.
Po ukonceni elektroforézy byl gel opatrné vyjmut z elektroforetické vany a vlozen do
komory UV transilluminatoru Fire-Reader V4, kde probéhla vizualizace a nasledna

fotograficka dokumentace gelu.

4.5 Amplifikace vybranych oblasti DNA pomoci PCR reakce

Pro testovani amplifikace byl vybran jaderny Gsek ITS (primery ITS1 a ITS4, White et al.
(1990)) a dva chloroplastové useky: ndhJ-trnF (primery: ndhJ, Shaw et al. (2007); TabE,
Taberlet et al. (1991)) a trnH—psbA (primery: trnH, Tate & Simpson (2003); psbA, Sang et
al. (1997)). Piehled amplifikovanych tsekt a sekvence pouzitych primerd jsou zahrnuty

v Tabulce 2.

Tabulka 2: Testované DNA markery. Tabulka zahrnuje ndzev Useku, k nému pouzité

primery a jejich sekvence, vcetné ptislusné citace.

Marker Oznaceni primert Sekvence Reference
ITS1 - forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. (1990)
ITS
ITS4 — reverse TCCTCCGCTTAATTGATATGC White et al. (1990)
TabE — forward |GGTTCAAGTCCCTCTATCCC Taberlet et al. (1991)
ndhJ-trnF
ndhJ — reverse ATGCCYGAAAGTTGGATAGG Shaw et al. (2007)
psbA —forward | GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al. (1997)
trnH—psbA
trnH —reverse | CGCGCATGGTGGATTCACAATCC | Tate & Simpson (2003)

Pted samotnou piipravou PCR reakce byly jednotlivé komponenty vzdy
rozmrazeny, pec¢livé promichany a stoCeny na centrifuze. Nejprve byl pfipraven PCR
premix (viz Tabulka 3), ktery obsahoval vsechny komponenty reakce kromé DNA. Tento
premix byl opét promichén a kratce centrifugovan. Nasledné byl PCR premix rozpipetovan
do ptipravenych a popsanych mikrozkumavek (stripit), které byly umistény na ledu. Do
kazdé mikrozkumavky bylo vzdy napipetovano 14 pl PCR premixu. Poté byl do kazdé
mikrozkumavky pfidan 1 pl DNA vzorku. Takto ptipravené vzorky byly opét kratce
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sto¢eny na stolni centrifuze. Poté byly umistény do termocycleru se zvolenym programem,
kde probihala PCR reakce (Tabulka 4).
Uspésnost PCR reakce byla ovéfena pomoci 1% agardzovém gelu (kapitola 4.4).

Pokud PCR reakce probéhla, vzorek na vysledné fotografické dokumentaci jasné

svétélkoval.

Tabulka 3: Protokol pro piipravu PCR premixu. Uvedené objemy plati pro pfipravu

1 vzorku.
Komponenty PCR Popetovany objem
premixu
Sterilni dH20 8,9 ul
Reakéni pufr (GoTaq 3yl

Buffer)

MgCl> 1,25 pl
Forward primer 0,25 pl
Reverse primer 0,25 pl

dNTPs 0,25 pul
Taq polymeraza 0,1 pul
Celkovy objem 14 pl

Tabulka 4: Podrobny popis programui pro PCR reakce testovanych lokust.

ndhJ-trnF, trnH-psbA (36 cyklu)

ITS (35 cyklii)

Pocate¢ni denaturace 95°C 3 min 95°C 5 min

Denaturace 95°C 30s 95°C 30s

Annealing (nasedani primert) 52 °C 30s 56 °C 45s

Elongation (prodluZzovani primert) 72°C 30s 72°C 45s

Final elongation (finalni prodlouZeni) 72 °C 15 min 72 °C 5 min
Konec reakce 4°C 0 8°C 0
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4.6 Priprava vzorki na sekvenaci

VSechny vzorky byly pfed odeslanim na sekvenaci pieCistény a zbaveny zbytkl
nezédoucich nukleotidi a primerti. Piecisténi vzorkii probihalo za pomoci enzymi, a to
exonukleazy (EXO I) a termosenzitivni alkalické fosfatazy (FastAP). Slozeni premixu pro
tuto reakci je uvedeno v Tabulce 5. K5 pl PCR produktu bylo pfidano 3,75 pl tohoto
premixu. Vzorky byly nasledné stoeny a vloZzeny do termocycleru, kde probihala dana
reakce (tzn. inkubace 37 °C, 15 minut, zahiivani smési na 85 °C, 15 minut). Piecisténé
vzorky byly pipetovany do 96 jamkovych PCR desek, vzdy 5 pl vzorku na jamku spole¢né
s 5 ul primeru (forward nebo reverse). Takto nachystané desky byly nasledné odeslany na
sekvenaci, ktera probihala komer¢né svyuzitim firmy Macrogen (Amsterdam,

Nizozemsko).

Tabulka 5: Protokol premixu na piecisténi PCR produktu. Uvedené objemy plati pro

ptipravu 1 vzorku.

Komponenty reakce Pipetovany objem
EXO I (Exonuclease I) 0,1 pul
FastAP (Thermosensitive 0,0375 ul
Alkaline Phosphatase)
Bufter FastAP 0,5625 pl
Sterilni dH2O 3,05 pl
Celkem na 1 vzorek 3,75 nl

4.7 Zpracovani sekvenci a fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence byly upraveny a zpracovany v programu Geneious® 7.1.7 (Kearse et al.
2012). Nejprve byly ofezany necitelné Casti (konce) sekvenci a nasledné byl vytvoien
alignment, tj. homolognimi Useky byly sekvence zarovany pod sebe. Vysledny alignment
byl uloZen ve formatu FASTA. Vzhledem k nizké variabilit¢ pouzitych primera (viz nize)
byly provedeny pouze ilustra¢ni analyzy, za cilem seznamit se s pouzivanymi programy pii
zpracovani sekvenacnich dat.

V prvni fadé byla zjiSténa haplotypova diverzita pomoci webového néstroje
FaBox (Villesen 2007), za pouziti modulu “DNA to haplotype collapser and converter®.

Nasledné byla v programu MEGA 6 (Tamura et al. 2013) provedena analyza maximalni
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veérohodnosti (Maximum likelihood = ML). Nejprve byly vybrany vhodné substitu¢ni
modely evoluce sekvenci DNA pomoci modulu “Find Best DNA Model“ (Tabulka 6) pro

nasledné vytvoreni stromi metodou ML.

Tabulka 6: Vybrané modely u metody maximalni vérohodnosti (Maximum likelihood
= ML) pro jednotlivé testované lokusy. JC = Jukes-Cantor model (Jukes & Cantor 1969);
pfitomnost nevariantnich mist (+ I; Shoemaker & Fitch 1989); T92 = Tamura

3-parametrovy model (Tamura 1992).

Marker Substituéni model
ITS JC+1
trnH-psbA 192
ndhJ-trnF T92
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5. VYSLEDKY

Pro izolaci DNA bylo pouzito 90 jedinci z 31 cytotypové uniformnich populaci (2x: 18
populaci, 3x: 9 populaci a 4x: 4 populace). Genomicka DNA byla vyizolovana za pomoci
modifikovaného CTAB protokolu (Doyle & Doyle 1987). V prvni fad¢ byla kvalita DNA
ovéfena pomoci gelové elektroforézy (Obrazek 3). Izolace DNA nebyla u vSech vzorka
zcela GspéSna. Velka cast vzorkt méla ziskanou DNA degradovanou (fragmentovanou).
P¢kny band vyizolované DNA je patrny napiiklad u vzorku 16/300/3, a naopak
degradovanou DNA lze vidét u vzorku 16/231/2 (Obrdzek 3). Nasledné byla stanovena
i koncentrace a Cistota extrahované DNA. Namétené hodnoty koncentrace DNA se
pohybovaly v rozmezi 13,7-1953,5 ng/ul (Tabulka 7). Vzorky s nizkou koncentraci DNA
pod 70 ng/ul se dale nefedily a pracovalo se piimo s genomickou DNA. V ostatnich
ptipadech byly vzorky nafedény na koncentraci 50 ng/ul. Na zakladé¢ poméru hodnot
absorbanci pti 260 a 280 nm byla odhadnuta kvalita DNA. Tento pomér se u vétSiny
vzorki pohyboval v rozmezi hodnot 1,8-2,0, piipadné byl o par desetin nizsi (viz Tabulka
7), coz vypovida o tom, ze u vétSiny vzorki byla DNA ¢ista (v rozmezi 1,8-2,0),

popftipadé lehce kontaminovana proteiny (pomér nizsi nez 1,8).

16/436/3

- —
— O
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- =
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Obrazek 3: Piiklad vysledné gelové elektroforézy vyizolované genomické DNA (DNA
Ladder (100 bp), a — start jamky, kde byla napipetovana DNA, b — vyizolovana genomicka
DNA, ¢ — degradovand DNA).
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Tabulka 7: Koncentrace a Cistota vyizolované genomické DNA diploidnich, triploidnich
a tetraploidnich populaci A. scorodoprasum.

vz:J[r)ku Koncentrace (ng/ul) | 260/280 | 260/230
Diploidni populace (2x)
13/21/1 158,9 1,73 0,6
13/21/2 60,6 1,41 0,46
15/278/1 86,3 1,71 0,46
15/278/2 97,5 1,74 0,58
15/278/3 178,2 1,83 0,85
16/61/1 264,4 1,84 0,93
16/61/2 255 1,87 0,81
16/61/3 319,4 1,96 0,97
16/61/4 2414 1,89 0,82
16/61/5 281,6 1,92 0,98
16/122/1 217,8 1,79 0,56
16/122/2 123,3 1,7 0,56
16/122/3 200,6 1,81 0,65
16/142/1 131,7 1,83 0,52
16/142/2 1144 1,94 0,64
16/142/3 119,1 2 0,5
16/231/1 98,8 1,71 0,63
16/231/2 1953,5 1,75 1,17
16/231/3 81,2 1,74 0,46
16/286/1 407 1,98 0,81
16/286/2 67 1,64 0,48
16/296/1 167,9 1,79 0,77
16/296/2 107,8 1,95 0,6
16/296/3 184,5 1,8 0,66
16/315/1 179,5 1,56 0,67
16/366/1 134,5 1,72 0,61
16/436/1 161,4 1,81 0,68
16/436/2 13,7 1,69 0,46
16/436/3 143,4 1,82 0,68
16/436/4 145 1,86 0,68
16/438/1 274,5 1,76 0,91
16/438/2 120,3 1,71 0,7
16/438/3 275,6 1,79 0,75
16/439/1 150,5 1,76 0,68
16/439/2 106,4 1,82 0,78
16/439/3 188,8 1,78 0,68
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Tabulka 7: pokracovani.

oD | Koncentrace (ng/l) | 2601280 | 2601230
16/453/1 313,3 1,96 0,85
16/453/2 368,9 1,74 | 0,91
16/455/1 300,8 1,87 0,95
16/455/2 374,5 1,85 1,1
16/455/3 296,4 1,89 1
17/60/1 351,7 1,88 0,95
17/60/2 503,8 1,84 1,11
17/105/1 144.6 1,72 | 0,65
17/105/2 29,5 148 | 0,24
17/105/3 308,3 1,78 0,68
17/187/1 440,3 1,84 | 083
17/187/2 393,6 1,84 0,66
17/187/3 369,3 1,83 0,82
Triploidni populace (3x)

15/91/1 283,2 1,87 | 091
15/91/2 204,2 1,98 0,69
15/91/3 682,6 1,85 | 0,97
15/91/4 1175 1,78 | 0,62
15/91/5 48 1,45 | 0,69
15/112/1 178,9 1,82 | 073
15/112/2 89,3 1,82 0,82
15/112/3 256,4 1,94 | 1,35
15/112/4 224.6 1,83 | 084
16/143/1 32,7 16 0,41
16/143/2 230,2 1,9 0,71
16/143/3 241,7 1,85 | 0,94
16/143/4 145,8 1,85 0,68
16/143/5 270,8 184 | 1,15
16/227/1 31,4 1,6 0,64
16/227/2 2272 1,73 | 0,76
16/300/1 81,1 1,76 | 0,62
16/300/2 218,2 1,88 0,7
16/300/3 237,7 1,75 0,64
16/300/4 250,9 1,69 0,66
16/440/1 75 156 | 041
16/440/2 175,3 162 | 0,77
16/440/3 85 1,7 0,51
16/440/5 69 1,54 | 0,59

34




Tabulka 7: pokracovani.

VZ(IJ[r)ku Koncentrace (ng/pl) |260/280 | 260/230
16/464/1 37,1 1,46 0,29
16/464/2 120,1 1,91 0,64
16/464/3 123,4 1,81 0,62
17/68/1 382,7 1,87 1,02
17/68/2 23,2 1,86 0,66
18/56/1 185,9 1,61 0,59
Tetraploidni populace (4x)
17/62/1 127,1 1,76 0,9
17/62/2 61,1 1,61 0,52
17/63/1 108 1,77 0,78
17/63/2 201,2 1,79 0,89
18/102/1 3744 1,9 1,07
18/102/2 160,8 1,87 0,99
18/102/3 172 1,92 0,87
18/102/4 223,2 1,78 0,86
18/107/1 180 1,76 0,84
18/107/2 328,8 1,91 1,08
18/107/3 363,7 1,9 0,96

Naésledné byla u vSech vzorkl provedena PCR reakce. PCR reakce byla tspéSna
a probéhla u vsech tii testovanych molekularnich markert (ITS, ndhJ-trnF a trnH-psbA,
Obrézek 4). U nékterych vzorka nebyla amplifikace za standardnich podminek (Tabulka 3)
uspésna. Tyto vzorky byly nasledné znovu amlifikovany s upravenym PCR premixem, tj.
zvySeni objemu MgCly (1,5-2 pl) a DNA (2 pl). Nasledné jiz PCR reakce probéhla

u vSech vzorku.
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Obrazek 4: Vysledek agarozové elektroforézy testovanych markert (ITS, ndhJ-trnF, trnH-
PSbA).

Vzhledem Kk nizké variabilité testovanych markert (Obrazek 5, 6) nebyly na
zkoumaném datasetu provadény detailni fylogenetické¢ analyzy. V piipad¢ jaderného
lokusu ITS byly navic pozorovany piekryvajici se peaky na chromatogramu (Obrazek 7),
které poukazuji na nedplnou homogenizaci daného tseku (viz diskuze). Bohuzel nékteré
vzorky byly doposud sekvenovany pouze s jednim primerem (reverse), proto bude nutné
u vSech doplnit i sekvenci s pouzitim forward primeru. Pro chloroplastovy marker trnH-
psbA bylo ziskano 38 sekvenci od diploidd, 22 sekvenci od triploida a 5 sekvenci od
tetraploidu. Pro chloroplastovy marker ndhJ-trnF pak 44 sekvenci od diploidi, 17 sekvenci
od triploidi a 10 sekvenci od tetraploidi. A nakonec pro jaderny marker ITS bylo ziskano
od diploidii 40 sekvenci, od triploidd 28 sekvenci a od tetraploidi 9 sekvenci (Obrazek 8).

Pro tucely bakalaiské prace byla otestovana alesponn haplotypova diverzita
studovaného souboru populaci (vzhledem k neuplnosti dat ribotypova diverzita testovana
nebyla, viz Priloha 1) a sestaveny (pouze ilustracni) stromy pro vSechny tfi markery
(Obréazek 8).

Vzhledem K nizké variabilité testovanych markerd neni na vyslednych
fylogenetickych stromech patrny témét zaddny patern. Za zminku stoji pouze rozliSeni

tetraploidnich jedinci (Obrazek 8).
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Obrazek 5: Vysledny alignment sekvenovaného jaderného lokusu ITS. Cisla v konsenzualni
sekvenci reprezentuji potfadi nukleotidl ve vysledném elignmentu. Zobrazeny jsou pouze
odlisné casti (SNP) studovanych sekvenci, Sedd barva zobrazuje shodu se sekvenci
konsenzualni, ostatni barvy predstavuji jednotlivé, odlisné nukleotidy (zelena = T, Cervena
= A, modra = C, zlutd = G), prdzdné misto (,,gap*) pozici, ve které¢ chybi dany usek pfitomny

v ostatnich sekvencich.
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Obrézek 6: Vysledny alignment dvou sekvenovanych chloroplastovych lokusu trnH-psbA
(horni &ast obrazku) a ndhJ-trnF (dolni ¢ast obrazku). Cisla v konsenzuélni sekvenci
reprezentuji potradi nukleotidii ve vysledném elignmentu. Zobrazeny jsou pouze odlisné
¢asti (SNP) studovanych sekvenci, Seda barva zobrazuje shodu se sekvenci konsenzualni,
ostatni barvy predstavuji jednotlivé, odlisné nukleotidy (zelend = T, Cervend = A, modra
= C, zlutd = G), prazdné misto (,,gap*) pozici, ve které chybi dany usek piitomny

v ostatnich sekvencich.
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Obrézek 7: Ukazky chromatogramu sekvenci jaderného lokusu ITS ilustrujici pozorovanou

nehomologii vtomto Useku. a, b) diploidni jedinec 17/187/3; c, d) triploidni jedinec
15/112/3.
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6. DISKUZE

V dnesni dobé predstavuje izolace genomické DNA téméf rutinni laboratorni zalezitost.
Nékteré¢ firmy dokonce nabizi komer¢ni izolacni kity umoziujici v n€kolika rychlych
krocich extrahovat DNA. Nevyhodou je v8ak pomérné vysokd cena a mnohdy i nizka
kvalita ziskané DNA. Zejména u rostlin obsahujici vysoké mnozstvi sekundéarnich
metaboliti, polysacharidd, slizovych latek apod. (napt. Cactaceae Juss., Crassulaceae
protokoly (napt. CTAB, Sorbitol, Doyle & Doyle 1987). Naptiklad u rodu Opuntia Mill. je
vyizolovana DNA kontaminovana slizem a pektinem. Zatimco pektin je jednou z hlavnich
slozek bunéénych stén, sliz je komplexni polysacharid s rozvétvenou strukturou. Tyto
slouceniny snizuji vytézky genomové DNA. Extrakce DNA bez pektinu a slizu je tak
klicovym krokem pro nasledné analyzy zalozené¢ na PCR reakci. Proto je nutné pouziti
protokoll, které izoluji DNA bez téchto inhibi¢nich sloucenin a tim ovlivni 1 vySsi
vytéznost DNA (Martinez-Gonzalez et al. 2017).

Pro izolaci DNA je mozné pouzit rostlinny materidl jak Cerstvy, tak i mrazeny,
suSeny nebo uchovavany chemicky (Weising et al. 2005, Flegr 2009). Jako nejvhodné;jsi
material k izolaci ¢esnek se zdaji byt Cerstvé a zdravé listy (ze suSenych listd byva DNA
fragmentovana, Kobrlova, pers. com.). Stav listd, ze kterych chceme izolovat, je velice
dulezity, protoze nam ovliviiuje vyslednou kvalitu DNA. Pokud je list napiiklad moc stary
(suchy) mtze mit vyslednd& DNA nizkou koncentraci nebo miize byt degradovana
(fragmentovana). Navic pokud je list napadeny patogenem (napf. rzi, coz je u Cesneki
velmi ¢asté), mize byt vyizolovana DNA kontaminovana.

V ramci této prace bylo studovano 31 cytotypové uniformnich populaci,
dohromady celkem 90 jedincti. DNA byla ziskdna u vSech studovanych vzorkt a u vétSiny
byla spiSe nizké kvality. Kvalitni vyizolovanou DNA lze pozorovat naptiklad u vzorku
16/231/3 (Obrézek 3), jeden jasny, svitici prouzek (band). Naopak u vétsiny vzorka lze
vidét fragmentovanou DNA (napt. 16/231/2, Obrazek 3) jako $mouhu pod jamkou.
gelu. Toto moZno pozorovat naptiklad u vzorku 16/436/1, ktery na vysledném gelu nesviti,
ale koncentrace DNA na NanoDropu pro tento vzorek byla naméfena (161,4 ng/ul,
Obrazek 3). Vysoké hodnoty koncentrace DNA jsou naméfeny u vzorkd s fragmentovanou
DNA, protoZze obvykle fragmenty zvySuji naméfenou koncentraci (napt. u vzorku

16/231/2, Obrazek 3, Tabulka 7).
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Vhodnost vyuziti DNA pro nasledné molekularné-genetické analyzy Ize otestovat
pomoci PCR reakce. Tato metoda dokaze vytvofit mnoho kopii daného useku DNA za
kratkou dobu (Kubista et al. 2006). Pro tispé$nou amplifikaci daného useku mnohdy staci
malé mnozstvi DNA (obvykle 1-2 pl). V této praci byl vybran a testovan jeden jaderny
(ITS) a dva chloroplastové (trnH-psbA a ndhJ-trnF) DNA markery, které se vyuzivaji pfi
studiu genetické variability rtznych skupin rodu Allium v ramci olomoucké pracovni
skupiny (Duchoslav a kol.). Amplifikace vSech testovanych tsekd pomoci PCR reakce se
u nékterych vzorki na poprvé nezdatila, a proto byla opakovana s optimalizaci podminek
(napf. polysacharidy), indeld nebo také horsi kvalitou DNA. Moznou pfi¢inou neprobéhlé
PCR reakce mohla byt chyba pfi pipetovani PCR premixu. PCR produkt byl v zavéru
ziskan od vSech vzorki pro vSechny tii pouzité markery (Obrazek 4).

Sekvenaci DNA Ize ziskat data, kterd poskytuji ur¢ité informace o daném
organismu a tato data se Gasto vyuzivaji pti rekonstrukci fylogeneze (Avise 1994). V této
bakalarské praci byla vyuzita Sangerova metoda sekvenovani. Ziskand sekvenacni data
vykazovala nizkou variabilitu testovanych markerii a také nehomologii jaderného tseku
ITS. V sekvencich tohoto Useku se v ur¢itych mistech jednotlivé peaky piekryvali, a tudiz
neslo jasné identifikovat o jakou bazi se jedna. S usekem ITS je spojen pojem concerted
evolution (koncertovana evoluce), kdy v dusledku hybridizace se v genomu F1 generace
hybridii vyskytuji oba rodi¢ovské typy sekvenci ntDNA. Nésledné v dalSich generacich
diky concerted evolution doch&zi k riznému stupni homogenizace téchto sekvenci jako je
eliminace jednoho rodi¢ovského typu, udrzovani obou typt rodicovskych sekvenci nebo
vznik nového typu sekvenci, které jsou chimérami obou rodi¢ovskych typi (Krak 2011).

Ze ziskanych sekvenci byly sestaveny pouze ilustra¢ni fylogenetické stromy, a to
za pomoci metody maximalni vérohodnosti (ML). Fylogeneticky strom pro chloroplastovy
marker trnH-psbA spojuje diploidy a triploidy do jedné skupiny, a naopak tetraploidy fadi
do odlisné skupiny. Toto rozd€leni podporuje i strom pro chloroplastovy marker ndhJ-trnF,
ktery také ukazuje, ze se jedna diploidni skupina 17/187 odd¢luje od zbytku diploidii do
samostatné skupiny. Strom pro jaderny marker ITS shlukuje diploidy a ¢ast triploidi do
jedné skupiny. Zbyla ¢ast triploidll je ve stromu postavend blize k tetraploidiim, ktefi jsou
vyc¢lenéni opét do samostatné skupiny, ke které se navic klastruje i jeden triploidni jedinec
(17/68/2, Obrazek 8).

Pivod této polyploidni fady vSak neni jasny a stale zlstdvd neobjasnén.

Dosavadni studie, ze triploidi patrné nevznikli kiizenim diploidi a tetraploidi. Rovnéz
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1 tetraploidi pravdépodobné vznikli nezavisle na triploidech (Murin & Ferakova 1988,
Karpaviciené 2013). V uvahu tak ptipada moznost autopolyploidniho vzniku triploidnich
jedincu z diploidd, jako u druh Allium monanthum Maxim., ktery tvofi také cytotypy 2X, 3x
a 4x (Noda & Kawano 1988), potazmo i tetraploidi (fuze neredukovanych diploidnich
gamet).

Vzhledem ke spiSe nizké kvalité ziskané DNA se v navazujici diplomové préaci
zamé&fime na Gpravu protokolu izolace DNA za pouziti sorbitolu, aby ziskana DNA byla co
nejlepsi. Dale z dtvodu nizké wvariability testovanych markerd, jejichz sekvenaci
dokonéime, se ale zaméfime i na jiné molekularni metody, které by dokéazaly lépe
definovat genetické rozdilnosti mezi cytotypy. S nejvési pravdépodobnosti to bude metoda
AFLP. Zakladem této metody je selektivni PCR amplifikace restrikénich fragmentt
rozstépené DNA (Vos et al. 1995). Hlavni vyhodou této metody je jeji multilokusovy
charakter a hodnoti se variabilita na Grovni ,,celého genomu (Flegr 2009, Fér et al. 2011).
Metoda AFLP se vyuziva pii detekci DNA polymorfismu, a to napiiklad v rdmci studia
populacni genetiky, klonality, hybridizace a polyploidie ¢i fylogeografii a fylogenezi
(Weising et al. 2005, Fér et al. 2011).
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7. ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo vypracovani literarni reserse o druhu Allium scorodoprasum,
polyploidii a jejim vyznamu v souvislosti s evoluci rostlin. V druhé experimentalni ¢asti
jsem si osvojila zakladni laboratorni techniky, které se vyuzivaji v molekularni biologii.
V prvni fadé se jednalo o izolaci DNA a stanoveni a vizualizaci jeji kvality. Vhodnost
vyizolované DNA by dale ovéfena pomoci PCR reakce. Testovan byl jeden jaderny (ITS)
a dva chloroplastové (trnH-psbA a ndhJ-trnF) markery. Amplifikace testovanych tsek
byla uspésna u vsech vzorkd. Vzhledem k nizké variabilité testovanych markerd neni na
vyslednych fylogenetickych stromech patrny téméf Zadny patern. Za zminku stoji pouze

oddé¢lenti tetraploidnich jedinct od diploidnich a triploidnich, ktefi se shlukuji dohromady.
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9. PRILOHY

Ptiloha 1: Seznam haplotypti pro studované chloroplatové lokusy. V ptipadé, ze haplotyp

neni uveden (tj. -), nebyla pro dany vzorek ziskana pouzitelna sekvence.

ID jedince Zemé trnh-psbA haplotyp ndhJ-trnF haplotyp
Diploidni populace (2x)
13/21/1 Slovinsko HAP 1 -
13/21/2 Slovinsko HAP 2 HAP 1
15/278/1 Ukrajina - HAP 1
15/278/2 Ukrajina - HAP 1
15/278/3 Ukrajina - HAP 2
16/61/1 Némecko HAP 2 HAP 1
16/61/2 Némecko HAP 1 HAP 1
16/61/3 Némecko HAP 1 -
16/61/4 Némecko HAP 1 HAP 1
16/61/5 Némecko HAP 1 HAP 1
16/122/1 Italie HAP 2 HAP 1
16/122/2 Italie HAP 1 HAP 1
16/122/3 Italie HAP 1 HAP 1
16/142/1 Rakousko HAP 1 HAP 1
16/142/2 Rakousko HAP 1 -
16/142/3 Rakousko HAP 1 -
16/231/1 Polsko HAP 1 -
16/231/2 Polsko HAP 1 HAP 2
16/231/3 Polsko HAP 1 HAP 2
16/286/1 Slovensko HAP 2 -
16/286/2 Slovensko HAP 1 HAP 2
16/296/1 Madarsko HAP 1 HAP 1
16/296/2 Mad’arsko HAP 1 HAP 2
16/296/3 Madarsko HAP 1 HAP 2
16/315/1 Rumunsko - HAP 1
16/366/1 Rakousko - -
16/436/1 | Velka Britanie HAP 2 HAP 2
16/436/2 | Velka Britanie HAP 1 -
16/436/3 | Velka Britanie HAP 1 HAP 1
16/436/4 | Velka Britanie HAP 1 HAP 2
16/438/1 Litva HAP 1 HAP 1
16/438/2 Litva HAP 1 HAP 1
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Piiloha 1: Pokra¢ovani.

ID jedince Zemé trnh-psbA haplotyp ndhJ-trnF haplotyp
16/438/3 Litva - HAP 2
16/439/1 Litva - HAP 2
16/439/2 Litva - HAP 1
16/439/3 Litva - HAP 2
16/453/1 Finsko HAP 1 HAP 2
16/453/2 Finsko HAP 1 HAP 1
16/455/1 Finsko HAP 1 -
16/455/2 Finsko HAP 1 HAP 2
16/455/3 Finsko HAP 2 HAP 2
17/60/1 Nizozemsko HAP 1 HAP 2
17/60/2 Nizozemsko HAP 1 HAP 1
17/105/1 Chorvatsko HAP 1 HAP 1
17/105/2 Chorvatsko - -
17/105/3 Chorvatsko HAP 2 HAP 2
17/187/1 Srbsko HAP 3 HAP 3
17/187/2 Srbsko HAP 3 HAP 3
17/187/3 Srbsko - HAP 3

Triploidni populace (3x)
15/91/1 | Ceska republika HAP 2 HAP 1
15/91/2 | Ceska republika HAP 1 HAP 2
15/91/3 | Ceska republika HAP 2 -
15/91/4 | Ceska republika HAP 2 -
15/91/5 | Ceska republika HAP 2 HAP 2
15/112/1 Slovensko HAP 2 -
15/112/2 Slovensko HAP 2 -
15/112/3 Slovensko HAP 1 -
15/112/4 Slovensko HAP 2 HAP 1
16/143/1 Rakousko HAP 2 HAP 1
16/143/2 Rakousko - HAP 1
16/143/3 Rakousko - -
16/143/4 Rakousko - HAP 1
16/143/5 Rakousko - -
16/227/1 Polsko - -
16/227/2 Polsko HAP 2 HAP 1
16/300/1 Mad’arsko HAP 1 HAP 1
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Piiloha 1: Pokra¢ovani.

ID jedince Zemé trnh-psbA haplotyp ndhJ-trnF haplotyp
16/300/2 Mad’arsko - -
16/300/3 Mad’arsko - -
16/300/4 Madarsko HAP 2 HAP 1
16/440/1 Litva - HAP 1
16/440/2 Litva HAP 1 HAP 1
16/440/3 Litva HAP 1 -
16/440/5 Litva HAP 1 HAP 1
16/464/1 Finsko HAP 1 -
16/464/2 Finsko HAP 2 HAP 1
16/464/3 Finsko HAP 1 HAP 1
17/68/1 Némecko HAP 1 HAP 1
17/68/2 Némecko HAP 1 HAP 1
18/56/1 Némecko HAP 1 HAP 1

Tetraploidni populace (4x)

17/62/1 Nizozemsko HAP 4 -

17/62/2 Nizozemsko HAP 4 HAP 4
17/63/1 Nizozemsko - HAP 5
17/63/2 Nizozemsko - HAP 5
18/102/1 Italie HAP 5 HAP 5
18/102/2 Italie HAP 4 HAP 5
18/102/3 Italie HAP 4 HAP 5
18/102/4 Italie - -

18/107/1 Francie - HAP 4
18/107/2 Francie - HAP 4
18/107/3 Francie - HAP 4
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