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Abstrakt

V diplomové praci byla pomoci sekvenovani analyzovana variabilita v cpDNA
u vybranych jedinct ze skupiny Chenopodium album agg. Rod Chenopodium je
velmi proménlivy a zahrnuje okolo 170 druhd, z nichZz nékteré jsou od sebe
navzajem tézko rozliSitelné a navic u nich dochazi ke vzajemnému kfizeni. Bylo
analyzovano 48 jedincu 10 druhl ze skupiny Chenopodium album agg. o rlznych
stupnich ploidie — diploid (2n = 2x = 18), tetraploid (2n = 4x = 36) a hexaploid (2n =
6x = 54). K ur€eni nejvariabilngjSich chloroplastovych markerd byly nejprve ziskany
sekvence ze 7 jedinch 6 rlznych druhG ze skupiny Chenopodium album agg.
zastupujicich vSechny ftfi ploidie. Na cpDNA ziskanou ztéchto 7 jedinci byly
aplikovany chloroplastové markery rpl32-trnL, trnQ-5'rpsl6, 3'trnV-ndhC, ndhF-
rpl32, psbD-trnT, psbJ-petA, 3'rpsl6-51rnK, atpl-atpH, petL-psbE a trnD-trnT. Na
zakladé vysledkl ze sekvenovani byly vybrany &tyfi nejvariabilngjSi chloroplastové
markery. K sestaveni fylogenetickych stromud byly pouzity sekvence 44 jedincl ze
skupiny Chenopodium album agg. Na zakladé sestrojeni fylogenetickych stromd
a haplotypovych siti bylo u pfibuznych hexaploidnich i tetraploidnich druht zjisténo
nékolik rdznych haplotypt. Diploidni druhy C. suecicum a C. ficifolium naproti tomu
maji stabilné jeden haplotyp. Byl potvrzen pldvod hexaploidniho C. album jako

mozného potomka tetraploida C. strictum anebo C. striatiforme po matefské linii.

Klicova slova: cpDNA, Chenopodium, fylogeneze, hybridizace.

Abstract

This thesis is analyzing the variability in chloroplast DNA by sequencing selected
individuals from the group Chenopodium album agg. The genus Chenopodium is
highly variable and includes about 170 species, some of them are hardly
differentiated from each other and mutual crossing also occurs. 48 subjects were
analyzed from 10 kinds of group Chenopodium album agg. with various levels of
ploidy - diploid (2n = 2x = 18), tetraploid (2n = 4x = 36) and hexaploid (2n = 6x = 54).
7 individuals from 6 kinds of Chenopodium album agg. group including all three
ploidy levels were sequenced in order to find the most variable chloroplast markers.
To the cpDNA obtained from these 7 individuals were applied the following
chloroplast markers: rpl32-trnL, trnQ-5'rps16, 3'trnV-ndhC, ndhF-rpl32, psbD-trnT,
psbJ-petA, 3'rpsl6-51rnK, atpl-atpH, petL-psbE and trnD-trnT. Four most variable

chloroplast markers were selected on the basis of the sequencing results. To



construct phylogenetic trees there were used sequences from 44 individuals from
the Chenopodium album agg. group. Based on the construction of phylogenetic
trees and haplotype networks it was found that related hexaploid and also tetraploid
species create several different haplotypes. On the other hand, diploid species C.
suecicum and C. ficifolium have stably one haplotype. Possible maternal origin of
hexaploid C. album was confirmed as a descendant of tetraploid C. strictum or C.

striatiforme.

Keywords: cpDNA, Chenopodium, phylogenesis, hybridization.
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1. UvoD

Diplomova prace se vénuje posouzeni variability chloroplastové DNA (cpDNA)
a nasledné determinaci polyploidnich hybridl zastupct skupiny Chenopodium
album agg. Celosvétové rozSifeny rod Chenopodium L. zahrnuje okolo 170 druh
(Chu et al., 2003). Casto se jedna o velmi proménlivé druhy, coZ znesnadriuje
pfesnou determinaci jen na zakladé morfologickych znakl (Dostalek et al., 2003).
Zvlasté druhy skupiny Chenopodium album agg. se vyznacuji vysokou variabilitou
ve tvaru listd, kvétd i semen (Aellen et Just, 1943; Kihn, 1993; Clements et
Mosyakin, 2003). Taxonomicka klasifikace skupiny je problematicka vzhledem
k pfitomnosti autogamie (samoopyleni), vysoké fenotypové plasticité zastupcu
a vyskytu tfi ploidnich hladin. U skupiny Chenopodium album agg. se vyskytu;ji
diploidi (2n = 2x = 18), tetraploidi (2n = 4x = 36) a hexaploidi (2n = 6x = 54).
V soucasnosti se skupiné Chenopodium album agg. vénuje mnoho fylogenetickych
studii, které se zamérfuji na tyto polyploidni taxony. Zvlasté studium cpDNA a ITS
(internal transcribed spacer) oblasti jaderné DNA pfinasi nové poznatky o fylogenezi
celého rodu Chenopodium. Velkou roli v evoluci tohoto taxonu hrala hybridizace

a polyploidizace.

Studovanymi druhy byli zastupci skupiny Chenopodium album agg., nasbirani na
Uzemi stfedni a jihovychodni Evropy a Ruska s rlznymi stupni ploidie. Prakticka
Cast prezentuje vlastni sbér dat — extrakci DNA z rostlinného materialu, pfipravu
vzorkl k amplifikaci cpDNA pomoci metody PCR a nasledné k sekvenovani
nekédujicich Usekld cpDNA. Predklada vysledky analyz sekvenci a urceni
pravdépodobného matefského pfedka Chenopodium album. Vysledky umoznily
zodpovédét otazky tykajici se variability v cpDNA v ramci skupiny Chenopodium
album agg. a zjistit do jaké miry jsou studované polyploidni taxony stabilni. Prace
ma za ukol shrnout sou€asné poznatky o evoluénim vyvoji rodu Chenopodium

a popsat, jaky vliv méla hybridizace a polyploidizace na variabilitu v cpDNA.

10



2. LITERARNI RESERSE

2.1 Uvod

Historicky vyvoj studia genetické proménlivosti byl uréen dostupnymi védeckymi
metodami a limitovan vyspélosti techniky. Nejprve mohli biologové studovat pouze
fenotyp (soubor pozorovatelnych charakteristik zivého organismu), ktery je
vysledkem spojeni vlivu prostfedi a genotypu jedince. Koncem devatenactého
jednotlivé bunky, poté bunééné organely a pozdéji i chromozomy v nich obsazené
(Briggs et Walters, 2001). Dvacaté stoleti s vyvojem potfebné techniky umoznilo
odvozovat genetické a fylogenetické vztahy napfiklad prostfednictvim studia
sekundarnich metabolitd rostlin (Harborne, 1973). S nastupem modernich
molekularnich metod se dafi rekonstruovat proces fylogeneze a diky vyuZiti
informace z DNA (deoxyribonukleova kyselina) se daji vymezit pfibuzenské vztahy
mezi jednotlivymi organismy (Crawford, 1990; Briggs et Walters, 2001; Kolar et al.,
2012).

2.1.1 Pojeti druhu

Latinsky ekvivalent pojmu druh ,species® |ze také prelozit jako ,typ“, ,vzhled“ nebo
,vzezieni“. Oznaceni ,druh® je mozno chapat v mnoha vyznamech. Pro taxonomy je
cilem vytvofit pfehlednou a snadno pouzitelnou klasifikaci organismu, jez bude
slouzit biologdm v mnoha védnich oborech. ,Druhy“ Ize timto pohledem chapat jako
klasifikacni jednotky vytvofené biology na zakladé vSech dostupnych informaci.
Typy organismu Ize hierarchicky uspofadat do taxonomické klasifikace, kdy druhy
jsou slu¢ovany do rodu, rody do Celedi a kazda vysSi skupina obsahuje jednoho
nebo nékolik zastupcl nizSiho fadu. Existuji dva zakladni systémy rozfazeni druha:
,umély“ (na zakladé morfologickych znakll) a ,pfirozeny“ (na zakladé
fylogenetickych znaku). V posledni dobé se upousti od umélych systémi kvdli
vysledkim ziskanym pomoci molekularnich metod (Briggs et Walters, 2001).

Univerzalni definice druhu v sou€asnosti neexistuje.

Typologicky druh miZeme chapat jako koncepci z 19. stoleti, ktera rozliSuje ,typy*
rostlin a predpoklada neménnost vSech druhl. Jeden z prvnich kroka k moderni
taxonomii ucinil John Ray, jenz ve své praci Historia Plantarum (1686) definoval
druh jako skupinu rostlin plodicich v mezich své proménlivosti stejnorodé

potomstvo. Odmita transmutace, ale pfipousti vnitrodruhovou variabilitu vzniklou
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dilem nahody. Pocet druhu je v tomto pojeti neménny od doby, kdy je stvofil Buh
(Briggs et Walters, 2001 ex. Ray, 1686).

Biologicky druh vychazi z ekologického chapani pojeti druhll a je definovan jako
soubor populaci s unikatnim evoluénim pdvodem. Druh je charakterizovan stejnymi
specifickymi vlastnostmi (fyziologie, morfologie, genetické vlastnosti). Rozmnozujici
se jedinci plodi za standardnich podminek fertilni potomstvo a od ostatnich druht
jsou reprodukéné izolovani (Mayr, 2009). Vtomto pojeti byl biologicky druh
definovan na zakladé studia Zivocichu, u rostlin jej nelze tak dobfe pouzit kvuli
pfitomnosti apomixie (nepohlavni rozmnozovani semeny) a autogamie

(samoopyleni) ( Levin, 1979).

Fylogeneticky druh predpoklada u organismi monofyletismus, tedy stav, kdy
skupina organismG zahrnuje spoleéného pfedka a vSechny jeho potomky v jedné
fylogenetické linii. Druh je vymezen na zakladé odliSnosti od ostatnich studovanych
jedinct ve fylogenetickém schématu (Hennig, 1982). Moderni vyzkum umozriuje na
zakladé vyuziti molekularnich metod sestavit fylogeneticky vyvoj druhu a pfesné

vymezit pfibuzenské linie (Briggs et Walters, 2001).

2.2 Evoluéni mechanismy zvysujici variabilitu v genomu
2.2.1 Mutace

Mutace jsou evoluéni zmény v genetické informaci a zaroven proces (jinak
mutageneze), béhem kterého tyto zmény vznikaji (Snustad et Simmons, 2009). Pro
biologickou evoluci jsou mutace nepostradatelné, jinak by vyvoj organism( ustrnul
na urcitém vyvojovém stupni. Mutace ve struktufe DNA muze mit jak negativni, tak
i pozitivni vliv na svého nositele, mutace tedy nelze povazovat pouze za chyby. Ve
skute¢nosti je mutageneze slozitym mechanismem umoznujicim organismim
adaptovat se na zmény okoli (Flegr, 2009). Mutace patfi mezi pozvolné speciace
(Briggs et Walters, 2001; Flegr, 2009).

Mutace se déli podle vlivu, jakym pusobi na zdatnost svého nositele. RozliSuji se
mutace pozitivni (vyhodné), negativni (nevyhodné, Skodlivé) a selekéné neutralni

(bez ovlivnéni biologické zdatnosti) (Flegr, 2009).

Podle fyzické povahy se mutace déli na Ctyfi typy: genové (bodové), mutace na
urovni Usekd DNA (fetézcové), chromozomové a genomové. Genové mutace, jinak

nazyvané bodové, predstavuji zaménu na jednotlivych nukleotidech, kdy dojde ke
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zméné poradi nukleotidovych bazi pomoci inzerce Ci delece nebo zaménou baze za
jinou (Chloupek, 2008). Pfi inzerci (vloZeni) a deleci (vypusténi) dochazi ke zméné
poCtu nukleotidd na urCitém misté DNA. Zaména nukleotidu s pyrimidinovou bazi
(C, T) za purinovou bazi (A, G) se nazyva transverze a zaména baze za stejny typ
baze je tranzice. Mutace v fetézci DNA se rozdéluji na delece, inzerce, duplikace,
translokace a inverze. Delece zkracuji v fetézci urCité ¢asti DNA, zatimco inzerce
a duplikace useky DNA zmnozuji. Pfi translokaci se méni pozice urcitého Useku
DNA v genomu. U reciproké translokace si vzajemné vymeéni mista dva useky DNA
na dvou chromozomech. PFi inverzi dochazi k vystfizeni Useku DNA, jeho
prevraceni do opac¢ného poradi a viozeni na plvodni misto. Chromozomové
mutace jsou mutace na urovni jednotlivych chromozomd. Rozsahlé chromozomalni
translokace mohou vést k fuzi nebo rozpadu celych chromozomu. Tyto translokace
mohou zmeénit i karyotyp jedince (Flegr, 2009). Genomové mutace zpusobuiji
zmény v pocétu chromozoml, a to jak zvySenim, tak i snizenim celych
chromozomovych fad ¢&i jejich ¢asti. Genomové mutace vznikaji vlivem poruch pfi
buné&cném déleni. Nékteré chromozomy mohou byt zmnozZeny, jiné naopak mohou
chybét (aneuploidie) a nékdy dojde ke zmnozeni celych chromozomovych sad
(polyploidie) (Chloupek, 2008; Flegr, 2009; Snustad et Simmons, 2009).

Dulezitou vlastnosti DNA je jeji molekularni stabilita a schopnost ,samoopravy*
vzniklych mutaci, kdy se diky homologni rekombinaci poSkozena ¢ast DNA opravi
podle vzoru neporuSené DNA (Briggs et Walters, 2001). Z divodu degenerace
genetického kodu, kdy jsou aminokyseliny kodovany vétSim poctem tripletl, se
nemusi zmény na pozici jednotlivych nukleotidd projevit v syntéze proteinu (tzv.
synonymni mutace) a potazmo ani ve fenotypu jedince (Crawford, 1990; Flegr,
2009). Navzdory tomuto mechanismu muze dochazet ke zménam ve sledu, ve
kterém jdou baze za sebou, dojde tak k zaméné jedné aminokyseliny za jinou (tzv.
nesynonymni mutace). Dojde-li kzaméné& kodonu kodujiciho jednotlivé
aminokyseliny za terminacni kodon, jedna se o tzv. nesmysinou mutaci. Tato
vyrazna zména struktury proteinu vétSinou vede ke vzniku nefunkéniho proteinu
(Flegr, 2009).

VeSkeré mutace mohou vznikat jednak spontanné, nebo plsobenim chemikalii
a zareni (Briggs et Walters, 2001; Chloupek, 2008; Flegr, 2009; Snustad et
Simmons, 2009). Samovolné mutace se v priméru objevuji s frekvenci cca 10° pro
jednotlivé geny eukaryotickych organismi (Chloupek, 2008). Snustad et Simmons
(2009) uvadi u eukaryot rychlost mutace na nukleotidovy par na generaci 107 az

10°. Rychlost vzniku mutaci se li$i u rdznych druht eukaryotickych organism (Baer

13



et al., 2007), v ramci jednoho druhu, v ramci jednoho organismu a zarovefi i mezi
jednotlivymi geny stejného organismu (Flegr, 2009). NejvysSi rychlost mutace
obecné vykazuji oblasti pseudogent — gena, které pravé mutaci ztratily schopnost
se prepisovat v RNA (ribonukleova kyselina) tzv. transkripce. Vysokou rychlost
substituce maji nekodujici oblasti DNA, tzv. introny, a naopak nejpomaleji dochazi

ke zménam v oblastech funk&nich genu — exont (Flegr, 2009).

Napfiklad u cpDNA je pravdépodobnost zamény transverzi u nukleotidu
ohrani¢eného z obou stran nukleotidem T nebo A 2,2x vétsi nez pravdépodobnost
tranzice. Pokud je jednim ze sousednich nukleotidii C nebo G, jsou u daného
nukleotidu 1,5x pravdépodobnéjsi tranzice nez transverze (Morton et Clegg, 1995).
K mutacim mezi rliznymi geny dochazi s odliSnou pravdépodobnosti a ovliviuje ji

vice faktori nez jen sousedici nukleotidy (Morton, 1997).

Mezi Cinitele, které plsobi proti zvySovani genetické variability v populaci, se fadi

geneticky drift, molekularni tah a pfirozeny vybér (Flegr, 2009).
2.2.2 Hybridizace

Hybridizace neboli kfizeni je jednim z déjl, které vedou ke zvySeni variability
v genomu. Pfi hybridizaci dochazi ke spojeni dvou blizce pfibuznych druht a vzniku
nového jedince — hybrida. V zemédélstvi a Slechténi okrasnych rostlin se
kontrolovana hybridizace Casto vyuziva. Naslednou selekci jsou vybirani hybridi
s vyhodnymi nebo ojedinélymi estetickymi vlastnostmi. Pfi kfizeni dvou rdznych
druhu se jedna o mezidruhovou hybridizaci, méné Casta je hybridizace mezirodova
(Chloupek, 2008). V rostlinné FiSi Casto dochazi k mezidruhovému kfizeni u divizen
(Verbascum) a pchacu (Cirsium) a u cCeledi vstavacovité (Orchidaceae) navic

i k mezirodovému kfizeni (Kocian, 2003).

Pfirozené hybridizaci mezi druhy brani reprodukcné izolacni mechanismy (RIM).
Mezi RIM patfi tzv. ,prezygotické mechanismy®“. Mezidruhové hybridizaci zabranuji
v prvni fadé geograficko-ekologické bariéry. Pokud dva pfibuzné druhy obyvaji
stejnou oblast, musi Casto pfekonat jeSté morfologické (inkompatibilita pyl — pestik)

a fenologické bariéry (kveteni v jinou ro€ni dobu) (Levin, 1978).

DalSimi RIM jsou ,postzygotické mechanismy“, kdy embryo vzniklé po zkfizeni dvou
druh( se vzhledem k inkompatibilité mezi embryem, endospermem a matefskymi
pletivy nemusi dale vyvinout nebo vznikaji jedinci s vyvojovymi poruchami, jsou
neplodni a slabi. Mnohdy se defektni potomstvo objevi az ve druhé (F;) generaci

(Valentine, 1956). Hybridni jedinci maji vétSinou snizenou kliCivost semen, nebo
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nekli¢i viibec, &imz se jejich geny nemohou prenést do dalsi generace. Casto se

u hybridd vyskytuje sterilita (Levin, 1978).

Pres existenci RIM dochazi u rostlin ke kfizeni mezi druhy pomérné €asto. Hybridni
jedinci jsou mnohdy neschopni pfezit, neuéastni se reprodukce a vyznacuji se nizsi
zdatnosti, nez maiji jejich matefské druhy (Arnold et Hodges, 1995; Briggs et
Walters, 2001). Pfesto vSak existuji hybridi, ktefi naopak vynikaji schopnosti
adaptace na nova prostfedi (Arnold, 1997), a dokonce jsou schopni snaset mnohem
extrémnéjsi podminky nez rodi¢ovské druhy (Rieseberg, 1991). Dulezitou roli hraje
nasledna polyploidizace hybridniho genomu, zvlasté u sterilnich heteroploidnich
hybridd, kdy dojde k obnoveni plodnosti (tzv. ,unik z hybridni sterility) (Winge,
1917).

Hybridizace muze vést nejen ke vzniku mnohych variet, ale i novych druhd,
napfiklad tim, Ze u mezidruhovych kfizencd muze dojit k reprodukéni izolaci vugi
rodiCum a k jejich samostatné reprodukci v populaci vedouci ke vzniku oddéleného
druhu (Grant, 1981; Briggs et Walters, 2001). Opaénym fenoménem je introgrese
(vneseni genli jednoho druhu do genomu jiného), kdy pfi zpétném kfizeni
(backcrossing) jedinct plvodnich dvou samostatnych druhd a jejich mezidruhovych
hybridG dochazi ke genetickému miseni obou druhu, neboli ,genetické erozi“ (KolaF
et Vit, 2008; Kolar et al., 2012). Rozpoznat od sebe jednotlivé druhy a hybridy je tak
velmi obtizné, zminuje se o tom jiz Charles Darwin ve své knize O puvodu druhd
(1859).

Na hybridizaci jako takovou existuji dva protichdné nazory. Na jednu stranu je
chapana jako jeden zhlavnich evoluénich dginiteld, kdy se zvySuje geneticka
variabilita v populaci. Vznikaji diky ni nové druhy schopné adaptovat se na
extrémnéjSi podminky a nové biotopy (Arnold, 1997). Z pohledu ochrany pfirody
a zachovani pfirozené diverzity mohou hybridni jedinci ohrozovat populaci
matefskych jedincu, tim spiSe, pokud je jeden z nich endemitem a druhy zcela
béZnym druhem (Kolaf et Vit, 2008). Jinak je chapana hybridizace v pfipadé
ZivoCidSnych druhud, a to jako lokalni fenomén pouze s doCasnym efektem, jakysi
druh ,evoluéniho Sumu“ (Mayr, 1992; 2009).

2.2.3 Polyploidie

Polyploidizace patfi mezi specificky druh mutace, kdy dochazi ke znasobeni poctu
chromozomovych sad béhem meidzy (Snustad et Simmons, 2009). Podle Riegera,

Michaelise a Greena (1976) poprvé pouzil oznaceni rostliny s vy$8§im pocCtem
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chromozomovych sad jako ,polyploida“ Strasburger (1910). Polyploidie znamena
pfitomnost tfi a vice kompletnich sad chromozomi v genomu jedince (Ramsey et
Schemske, 1998). Spolu s hybridizaci se jedna o rychlou zménu, tzv. ,saltaéni
speciaci“ v pribéhu evoluce eukaryotnich organismd. Ke vzniku nového druhu
dochazi bez zdlouhavych procesu postupného vyvoje zjednoho predka bé&hem
pfetrvavajici geografické izolace nebo selekénich tlaku (Soltis et Soltis, 1993;
Arnold, 1997; Adams, 2007). Casto tak Ize jednotlivé druhy rozli§it pouze na

genetické urovni nebo pomoci molekularnich markert (Briggs et Walters, 2001).

VétSina organismd na zemi ma diploidni po¢et chromozomd, ktery je pro kazdy druh
charakteristicky (pravé s vyjimkou polyploidl). Tato skuteénost byla znama jiz
v devatenactém stoleti. Polyploidni jedinci, vramci jednoho taxonu, se od
diploidnich li§i poétem chromozomovych sad, je tak obtizné urcit jen podle
cytologickych rozdil, zda se jedna o jedince stejného, nebo odliSného druhu
(Briggs et Walters, 2001).

K polyploidii dochazi v pfirodé spontanné a je jednim z hlavnich hybatell evoluce.
Uvadi se, Ze az u 80 % vSech krytosemennych rostlin dodlo béhem jejich evoluce
k polyploidizaci (Soltis et Soltis, 1993; Arnold, 1997; Bennett, 2004; Adams, 2007)
a u vétsiny z nich dokonce opakované (Wendel, 2000). Uméle Ize polyploidii vyvolat
indukci kolchicinem — alkaloidem ziskanym z ocunu Colchicum autumnale, ktery ve
fazi mitézy narusi délici vieténka (Chloupek, 2008). Pfiblizné 70 % druhl trav
(Poaceae) a 23 % bobovitych rostlin (Fabaceae) jsou spontanni polyploidi
(Chloupek, 2008). Spontanni polyploidie je béznéjSi u taxonu, u kterych v minulosti
probéhla i hybridizace (Ramsey et Schemske, 1998). Vyznamné zemédélsky
vyuzivané plodiny maji polyploidni puvod — napf. bananovnik (Musa) — triploid,
bavinik (Gossypium) — tetraploid, pSenice (Triticum) — hexaploid a jahodnik
(Fragaria) — oktoploid. Polyploidni druhy se Casto vyznacuji vétSimi rostlinnymi
bunkami, vy8Si ekologickou adaptabilitou a schopnosti prezit v extrémnich
podminkach (Opitz von Boberfeld, 1993; Flegr, 2009). Ke spolehlivému ur&eni
polyploidd se pouziva prutokova cytometrie (viz kapitola 2.2.5) a karyologické

metody uréené k pocitani jednotlivych chromozoma (Krahulcova, 1998).

K pfesnéjSimu oznaceni hladiny polyploidie se pfidavaji znaky urcujici stuper
ploidie, ktery je nasobkem zakladniho po¢tu chromozomu ,x“ lze tak zachovat
oznaceni ,n“ a ,2n“ pro haploidni (gametické) a diploidni (somatické) sady

chromozomu a odliSit predpokladané polyploidni vztahy mezi rody a druhy. RozliSuji
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se tak napfiklad rostliny triploidni (2n = 3x), tetraploidni (2n = 4x) atd. (Ramsey et
Schemske, 1998; Briggs et Walters, 2001).

Zpusob vzniku polyploidt

Polyploidni jedinci mohli vzniknout dvéma zpusoby. Jeden zpusob predstavuji
jedinci vznikli kfizenim mezi riznymi druhy, tzv. allopolyploidi. Allopolyploidie
vznika zmnozenim neidentického genomu kfizence a dochazi k fixaci heterézniho
efektu (potomek dvou riznych rodi€ovskych druhl ziska v F1 generaci lepSi
vlastnosti, nez maiji oba rodice), vznikla tak napfiklad pSenice (Triticum) (Opitz von
Boberfeld, 1993). Prvni uméle vypéstovany polyploid byla hybridni obilnina tritikale
(Triticale). Jedna se o allopolyploida, kdy matefskou rostlinou je pSenice
a otcovskou zito (Leitch et Bennett, 1997). Allopolyploidie je v pfirodé zcela bézna
(Armold et Hodges, 1995; Rieseberg, 1997; Ramsey et Schemke, 1998; Adams,
2007), mnoho obtiznych plevelt, mezi nimi i C. album, ma allopolyploidni pGvod
(Mandak et al., 2012).

Druhym zpusobem je autopolyploidie. Autopolyploidi vznikaji zdvojenim
chromozomu u téhoz druhu, ¢imz dojde ke znasobeni celého vlastniho genomu
(Snustad et Simmons, 2009). Prvni, kdo teoreticky rozliSil dva mozné puvody vzniku
polyploidd, byl Winge (1917). Odlisil, zda ke vzniku polyploida dochazi na zakladé
zdvojeni jen vlastnich chromozomovych sad jednoho jedince (autopolyploidie),
nebo nasleduje polyploidizace az po hybridizaci (allopolyploidie). Jako prvni pouZili

termin auto- a allopolyploidie Kihara et Ono (1926).
Faktory ovliviujici vznik polyploidt

V minulosti doSlo k rozsahlym polyploidizaénim dé&jam, které diverzifikovaly velké
mnozstvi novych druhl. K témto udalostem mohlo dojit vlivem abiotického stresu
zpusobeného narlstem oxidu uhli¢itého v atmosféfe a zaroven v koevoluci rostlin
a vhodnych opylovacu. Prvni velka polyploidizace je datovana pfiblizné do obdobi
svrchni jury az spodni kfidy. V této dobé vznikaly krytosemenné rostliny a zmnozeni
genomu pravdépodobné umoznilo vyvoj slozitéjSich morfologickych struktur
u rostlin. Druhou polyploidizaci v obdobi svrchni kfidy doslo k vyvoji sekundarnich
metabolith. Rostliny vyvijely strategie na pfilakani opylovacu. Objevuji se antokyany,
které vytvari barevnost kvétd a plodld a rizné vonné silice. Dal§i sekundarni
metabolity mély obrannou funkci proti herbivoriim a patogentm, napfiklad alkaloidy
a polyfenoly. Treti polyploidizace probéhla v tfetihorach s mensim vlivem na vznik

novych druht, projevila se vice na urovni €eledi (Suda, 2009). V soucasnosti se
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uvadi Castéjsi vyskyt polyploidie u rostlin ve spojitosti s rostouci nadmorskou vyskou

nebo obecné s extrémnimi podminkami zivotniho prostfedi (zasoleni) (Grant, 1981).
Sterilita u polyploidu

| kdyz je pro polyploidy charakteristicky robustni vzhled (Opitz von Boberfeld, 1993;
Chloupek, 2008), mnohdy jsou tito jedinci sterilni. Nové vznikli polyploidni jedinci
Celi konkurenci s plodnymi diploidnimi rodiCovskymi druhy (Thompson et Lumaret,
1992), kterou mohou polyploidni rostliny &aste¢né kompenzovat vegetativnim
rozmnozovanim (Gibby, 1981). Pokud dojde k opyleni tetraploida rodi¢ovskym
diploidem, jejich potomstvem budou &asto sterilni triploidi (Briggs et Walters, 2001).
U kfizencl a polyploidd s lichym nasobkem chromozomovych sad je pficinou
sterility nepravidelné déleni pfi meidze (viz nasledujici kapitola Problematika
triploidd). Pokud dojde u hybridl s lichym poétem chromozom k polyploidizaci, tak
se vrati zpét do plodného stavu (Winge, 1917). Polyploidizace muze u nékterych
druhG vést k pfekonani autoinkompatibility a nové vznikli jedinci se mohou
rozmnozovat pomoci autogamie. Tato vlastnost je velmi vyhodna zejména pfi
nedostatku pylu od ostatnich rostlin a v malych populacich (Levin, 2002). DalSim
prolomenim hybridni sterility je schopnost polyploidli rozmnozovat se apomikticky.
Apomixie je nepohlavni rozmnozovani pomoci semen bez splynuti samcich
a samicich gamet, potomci jsou tak geneticky shodni s matefskym jedincem (Briggs
et Walters, 2001).

Problematika triploidt

U triploidd se béhem déleni snazi chromozomy sparovat s homologickym (stejné
sady genu prenasejicim) partnerem. Diky pfitomnosti tfi chromozomovych sad
muze dojit ke dvéma moznostem spojeni. Dva chromozomy se sparuji a treti
zUstane samostatné. Takovy osamoceny chromozom je nazyvan univalentem. Pfi
druhé moznosti se vSechny tfi chromozomy spoji a vytvofi tzv. trivalent, pfiemz se
kazdy Castecné paruje s obéma homologickymi partnery (Briggs et Walters, 2001).
Pfitomnosti univalentd a multivalentd s lichym poétem chromozomu Ize
u polyploidi vysvétlit snizenou plodnost. Néktefi triploidi mohou byt plodni, ale
vytvari nékolik forem gamet — diploidni, triploidni i aneuploidni (jedinci maji jiny
poCet chromozomu, nez je pro konkrétni druh normalni). Jejich splynutim dochéazi
ke vzniku jedincd s rdznym poctem chromozomu( (Gibby, 1981). Jakmile dojde

k polyploidizaci triploida na hexaploida, pfestava byt jedinec sterilni (Winge, 1917).
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2.2.4 Vliv polyploidizace na velikost genomu

Bé&hem procesu polyploidizace dochazi ke zmnozeni chromozomovych sad
(Chloupek, 2008) a dochazi tak ke zvétSeni genomu. Tyto zmény v poctu
chromozomovych sad maji vliv na variabilitu ve velikosti genomu v ramci jednoho

druhu i mezi druhy.

Pokud jde o velikosti genomu, je tfeba odlisit, zda se jedna o monoploidni, nebo
holoploidni velikost genomu. Holoploidni velikost, tedy obsah DNA v haploidnim
jadru gametické buriky (nehledé na stupen ploidie), je oznaCovan jako C-hodnota
(Swift, 1950). Obsah DNA u monoploidni sady chromozomu (u polyploidd se jedna
o primeér) je oznacovan jako absolutni velikost genomu. Velikost monoploidniho
genomu pfedstavuje obsah DNA v jadru burnky, oznaluje se jako Cx-hodnota
a ziskava se jako podil dvojnasobku C-hodnoty a stupné ploidie (Greilhuber et al.,
2005). U diploidnich taxonl je C-hodnota rovna velikosti genomu, u polyploidu je
tato hodnota vzdy veétsi, plati: C > Cx. C-hodnota a velikost genomu (Cx-hodnota)
se udavaji jako hmotnost v pikogramech DNA (pg) nebo jako pocet parli megabazi
(Mbp), pficemz plati rovnost: 1 pg = 978 Mbp (Dolezel et al., 2003). Ackoli by se
dalo o€ekavat, ze u polyploidi bude C-hodnota vy$$i nez u diploidnich predkd, neni
tomu tak. C-hodnoty maiji u vy$sich polyploidi tendenci se snizovat. Tento fenomén

je nazyvan ,genome downsizing“ (Leitch et Bennett, 2004).

Nejvétsi genomy byly nalezeny u jednodéloznych rostlin, a to u Liliales, Iridales,
Juncales, Commelinales, Alismatales a Araceae (Bennett et Smith, 1991), oproti
tomu ostatni jednodélozné rostliny maji relativné malé genomy (Bharthan et al.,
1994). Z dvoudéloznych rostlin maji nejmensi genomy masozravé rostliny z eledi

Lentibulariaceae (Greilhuber et al., 2006).

Podle Hawkinse et al. (2008) pUsobi proti zvétSovani genomu nékolik mechanismi
zamezujicich jeho neomezenému ristu. Ke zmenSeni genomu muze dojit pfi
rekombinaci, ktera neprobiha standardné a rovnomérné& mezi homolognimi
chromozomy, a dojde tak k drobnym delecim (Flegr, 2009). Tyto mechanismy zatim
zcela neobjasfiuji zmenSovani genomu a pravdépodobné existuji 0&inngjsi
mechanismy, které doposud nebyly objasnény (Hawkins et al., 2008). U druhd,
u kterych doslo k nedavné polyploidizaci, jesSté tyto mechanismy nemély dost Casu,
aby mohl byt genom zmenSen a jejich C-hodnota je tak dvojnasobna (Weiss-
Schneeweis et al., 2006).
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2.2.5 Urceni velikosti genomu pomoci priitokové cytometrie

Metoda pritokové cytometrie (FCM = flow cytometry) je moderni cytogeneticka
technika zalozena na méfeni obsahu DNA v bunkach. Tato analyticka metoda se
v souCasnosti uplathuje v mnoha odvétvich a aplikovaném vyzkumu (Suda, 2004).
Diky moznosti srovnavani vzorku jedince se znamym pocétem chromozomu
a zkoumaného vzorku, u kterého pocet chromozom( neni znam, lze odhadnout
stupen jeho ploidie (Briggs et Walters, 2001) Lysak et al. (1999) zminil pouZiti
srovnavacich analyz absolutnich velikosti genom( u druh( s rdznou ploidii, které

mohou vést k identifikaci domnélych predku.

2.3 Charakteristiky skupiny Chenopodium album agg.
2.3.1 Morfologie druhu

Rod Chenopodium zahrnuje jednoleté byliny s vétvenym hlavnim kofenem, zfidka
vytrvalé byliny a vzacné kere. Zvlasté v raném stadiu vyvoje je ¢ast druhl husté
pokryta nepatrnymi méchyrkovitymi chloupky, Zlazkami nebo Zlaznatymi chlupy,
které tvofi charakteristické ,pomouceni‘. Nékteré druhy jsou ve v8ech ¢astech
rostliny silné aromatické (Dostéalek et al., 2003). Lodyha je vzpfimena, vystoupava
az poléhava, malokdy plaziva. Lodyha byva od jednoduché az po bohaté vétvenou,
obld nebo nevyrazné hranata s barevnymi podélnymi pruhy nebo bez nich. Listy
jsou obvykle fapikaté ve stfidavém nebo pfiblizné vstficném postaveni na nékolika
prvnich ¢&lancich. Tvar listl je celistvy, celokrajny nebo rizné zubaty az lalo¢naty,
Casto v hornich ¢astech stonku pfechazejici v listeny. Kvéty jsou umistény v uzlabi
listd v klubiCkach nebo utvareji vrcholové lichoklasy, zdanlivé laty nebo vidlany,
nejcastéji oboupohlavné (Chu et al, 2003). Plodem je kulovita az zplostéla nazka
s hladkym osemenim ulozena vodorovné€ nebo svisle v okvéti. Dormance semen
v pudé je nékolik desitek let (Dostélek et al., 2003).

2.3.2 Vyskyt a vyznam v krajiné

Chenopodium je rod s pfiblizné 170 druhy (Chu et al., 2003), toto Cislo se neustale
meéni s poCtem objevenych druhll a se zménami v klasifikaci. Jesté v roce 1993

Kihn uvadi 150 druhl a v roce 1957 Cole udava pocet druht okolo sta.

Néktefi autofi rozpoznavaji u skupiny C. album agg. mnozstvi oddélenych druhu &i
hybridd (Dvorak, 1990; 1992a; 1992b; 1993; 1994), zatimco dalSi je uvadéji jako
poddruhy, variety, formy a jejich odvozeniny (Jittersonke et Arlt, 1989).
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Zastupci C. album jsou hojné rozSifeni v kulturni krajiné. Patfi mezi pionyrské
rostliny na naspech, valech &erstvé navezené zeminy a ostatnich ruderalnich
stanovistich, kde plni i dilezitou asanac¢ni funkci. Neobstoji v konkurenci vytrvalych
rostlin, nesnaSeji zastinéni. Jako plevel plsobi v okopaninach a zahradach
(Dostalek et al., 2003).

Rod Chenopodium je vSeobecné znam svoji adaptabilitou na dané podminky
prostfedi. Jsou to druhy vétdinou rané sukcesnich stadii. BEhem sukcese dochazi k
vyraznym zménam chemie pldy a mikroklimatickych podminek (Primack et al.,
2011). Diky schopnosti rychle se pfizpUsobit
mohou osidlovat nova prostfedi, ale i reagovat
témér okamzité na zmeény podminek
v bezprostfednim okoli. Rostliny rostouci na polich
jako plevel jsou si takto schopny vytvofit toleranci
vla¢i herbiciddm (Thiel et Varrelmann, 2014).
C. album (obr. &. 1) je Eastym a obtiznym plevelem
na polich cukrové fepy, kde si vytvofil rezistenci na
hlavni pouzivany herbicid metamitron (Aper et al.,
2013). Pfi kombinovani vice druhd herbicidd
dochazi Castéji k pfipaddm mnohonasobné
rezistence. PFi pokusech na orné pudé byly merliky

vystaveny pusobeni nékolika druhu bézné

uzivanych herbicidd. U druhu C. album je dokonce
znama trojité rezistentni forma z Madarska

(SOlymOSI et LEhOCZkI, 1989) \"ITM:\LLA, CHENOPODIUM ALBUM L.
Obr. €. 1: Chenopodium album. Lindman (1901). Zdroj: http://runeberg.org/nordflor/

Jak uvadi Katalog biotopti Ceské republiky (Chytry et al., 2010) obyvaji druhy rodu
Chenopodium rozmanité biotopy. Mimo obecné rozsifeni v kulturni krajiné a na
ruderalnich stanovistich patfi mezi mista vyskytu i vapnité a zasolené pudy
charakteristické pro M 1.2 Slanomilné rakosiny a ostficové porosty. Vyskyt
tohoto typu vegetace je zde doCasny nebo trva jen nékolik desitek let, typickymi
stanovisti jsou dulni vysypky, cihelny, Stérkovny a vapencové lomy. M 2.1 Vegetace
letnénych rybnikd vytvaii doCasna stanovisté idedlni pro jednoleté druhy bylin.
Substrat je zde bohaty na Ziviny, s malym obsahem vapniku. M 2.4 Vegetace
jednoletych a slanomilnych trav se vyskytuje na obnazenych dnech rybnikd,

vysychajicich slanych jezirkdch a mechanicky naruSovanych slanych Ilukach,
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bohatych na Ziviny. Tam, kde klesa hladina podzemni vody, je €asto nahrazena
vytrvalymi bylinami. Vihkomilné druhy Chenopodium nalezneme i na stanovistich
bohatych na dusik, jako jsou M6 Bahnité fi€ni naplavy, kde je jednou z
pionyrskych rostlin. Sediment je smiSeného charakteru, podklad tvofi Stérky a pisky
a povrch je pokryt vrstvou bahna s obsahem organického materialu (listi, dfevo).
V biotopu S3 Jeskyné v oblastech Moravského a Ceského krasu byly dokonce
zjistény ojedinélé porosty jednoletych bylin, naro€nych na obsah Zzivin — napfiklad
Chenopodium rubrum. Substrat je sypky a kamenity, pfevazné vapnity s pfimési
kosti a zbytku potravy Selem, sov a dravcu, které obohacuji plidu o vapnik, fosfor a
dusik. Porosty se nachazi v jeskynnich portalech a pod pfevisy. Jedna se o relikty

vegetace vyvinuté na obdobnych stanovistich v alpsko-karpatské oblasti.
2.3.3 Arealy rozsireni druht skupiny Chenopodium album agg.

Do skupiny Chenopodium album agg. se fadi od sebe navzajem obtizné rozliSitelné
druhy (Dostalek et al., 2003 in Hejny et al., 2003). Informace o poétu chromozomu
a arealu rozSifeni jsou pfevzaty z publikaci Aellen (1960), Clements et Mosyakin
(2003), Chu et al. (2003), Dostalek et al. (2003) a Mandak et al. (2012).

Vycet druhli ze skupiny Chenopodium album agg. zafazenych do studie. C. vulvaria
(oznacen hvézdickou *), nespadajici pod tuto skupinu, poslouzil jako ,outgroup® ve

fylogenetickych analyzach.
DIPLOIDI (2n =2x =18)

= C. ficifolium Smith — merlik fikolisty — ptuvodni rozSifeni od Stfedozemi do

vychodni Asie, druhotné rozsifeni v celé Eurasii.

= C. suecicum Murr — merlik Svédsky — rozSifen v severni ¢asti polokoule
v mirném a boredlnim pasmu, v centraini a severni Evropé a na Dalném

vychodé.

= *C. vulvaria L. — merlik smrduty* — okoli Stfedozemi, centralni a vychodni

Evropa, jihozapadni a centralni Asie.
TETRAPLOIDI (2n = 4x = 36)

= C. striatiforme Murr — merlik drobnolisty — celkové rozSifeni neni zcela
zmapovano. Zapadni, severni a jizni Evropa, Ukrajina, pravdépodobné Mala

Asie.
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= C. strictum Roth — merlik tuhy — pravdépodobné pUvodni ve stiedni Asii

a v Evropé, druhotné zavle€en do celého svéta.

HEXAPLOIDI (2n = 6x = 54)

C. album L. — merlik bily — kosmopolitni.

= C. missouriense Aellen — merlik missoursky — vychod Severni Ameriky,

druhotné roz8ifen po Evropé.

= C. opulifolium Schrader — merlik kalinolisty — od Stfedozemi a centralni

Evropy k Persii a centralni Asii, druhotné rozsSifen po celém svété.

= C. pedunculare Bertol. — merlik stopeckaty — plvod a rozSifeni nejsou

znamy, obecné rozsifen v Evropé a jinde po svété.

Mezi jednotlivymi druhy ze skupiny Chenopodium album agg. dochazelo v historii
k mezidruhovému kfizeni, v sou€asnosti se kfizi velmi vzacné, pokud vibec (Cole,
1957; Aellen, 1960; Dostalek et al.,, 2003;. Mandak et al.,, 2012). O hybridnich
kombinacich ve stfedni Evropé se zminuje i Aellen (1960), ale poklada je za velmi
ojedinélé a pochybné. Doklad, Ze ke kfiZzeni dochéazi i na Uzemi Ceské republiky
a Slovenska, udava Dostalek et al. (2003). V ramci skupiny Chenopodium album
agg. byly na uzemi CR popsany nasledujici hybridni kombinace, av$ak tito hybridi
se vyskytuji velmi zfidka a jedinci byli sbirani vétSinou na netypickych nebo
extrémnich stanovistich. Jejich vyskyt ve volné pfirodé je velmi sporadicky, ne-li

vylou¢eny (Dostalek et al., 2003):
= C. opulifolium x strictum = C. tridentinum J. Murr
= C. opulifolium x suecicum = C. thellungii J. Murr
= C. album x berlandieri subsp. zschackei = C. variabile Aellen
= C. album x ficifolium = C. zahnii J. Murr
= C. album x strictum = C. pseudostriatum Zschacke
= C. album x suecicum = C. fursajevii Aellen et lljin

= C. album x opulifolium = C. preissmannii J. Murr
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2.3.4 Polyploidni komplex Chenopodium album agg.

Druhy ze skupiny Chenopodium album agg. vytvareji polyploidni komplex, jenz se
v Ceské republice vyskytuje v podobé diploidnich druh(i (2n = 2x = 18) C. ficifolium
Sm. — merlik fikolisty, C. hircinum Schrad. — merlik kozli, C. suecicum J. Murr —
merlik Svédsky a C. acuminatum Willd. — merlik za$piCatély (jsou znamy
i tetraploidni formy); tetraploidnich druh( (2n = 4x = 36) C. berlandieri Moq — merlik
BerlandierGv, C. quinoa Willd. — merlik Cilsky, C. prostratum Herder — merlik
rozprostfeny, C. strictum Roth — merlik tuhy a C. striatiforme J. Murr — merlik
drobnolisty a hexaploidnich druhd (2n = 6x = 54) C. probstii Aellen — merlik
hustoklasy, C. opulifolium Schrader — merlik kalinolisty, C. missouriense Aellen —
merlik misursky, C. pedunculare Bertol. merlik stopeCkaty a C. album L. s. str. —
merlik bily (Dostalek et al., 2003).

2.3.5 Fylogeneticka klasifikace

Rod Chenopodium je velmi proménlivy a jeho klasifikace byla hlavné v minulosti
zalozena spiSe na podobnosti morfologickych znakdl nez na jeho skutecné
fylogenezi. Tomu je podfizena i taxonomicka klasifikace, ktera je obménovana na

zakladé nové provadénych fylogenetickych analyz.

Taxonomické rozdéleni

(Watson et Dallwitz, 1992; Angiosperm Phylogeny Group, 2003):
fiSe: Plantae — rostliny
oddéleni: Angiosperms — krytosemenné rostliny
vétev: Eudicots — pravé dvoudélozné
vétev: Core eudicots
podtfida: Caryophyllidae — stfedosemenné
nadfad: Caryophyllanae
fad: Caryophyllales Perleb (1826) — hvozdikotvaré
Celed: Amaranthaceae Juss. (1789), nom. cons. — laskavcovité
Celed: Chenopodiaceae Vent. (1799), nom. cons. — merlikovité
rod: Chenopodium — merlik

U celedi Amaranthaceae a ji nadfazenych taxon( jiz nedochazi ke zménam

v taxonomii, ale nizsi taxonomické jednotky jsou pfedmétem soucasnych vyzkumu
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a dochazi k presnéjSimu fylogenetickému rozfazeni dosud malo prozkoumanych
druhu podceledi Chenopodioideae (Fuentes-Bazan et al., 2012b).

U zatim nejrozsahlejsi studie zaméfené na klasifikaci pod¢eledi Chenopodioideae,
kterou provedli Fuentes-Bazan et al. (2012a), bylo vyuzito variability nekddujicich
usekl trnL-F cpDNA a oblasti ITS (internal transcribed spacer) jaderné DNA. Na
zakladé analyz DNA potvrdili, Zze rod Chenopodium je vuci ostatnim roddm
podceledi Chenopodioideae parafyleticky (zahrnuje jednoho spole¢ného predka, ale
nikoli v8echny potomky). Rod Chenopodium se dale déli na 5 zietelné oddélenych

linii zahrnujicich 3 linie Chenopodieae, linii Spinaceae a Disphania — Teloxys.

Daldi studie zamé&fena na klasifikaci podc€eledi Chenopodioideae (Fuentes-Bazan et
al., 2012b), provadéna rovnéz na zakladé variability nekédujicich usekl trnL-F
cpDNA (Kadereit et al., 2003) a navic maK/trnK cpDNA (Muller and Borsch, 2005),
rozdélila rod Chenopodium na Sest na sobé& nezavislych linii (obr. €. 2). Celkové byl
rod Chenopodium rozdélen na 6 fylogenetickych vétvi, na rody Chenopodium,
Chenopodiastrum, Oxybasis, Lipandra, Blitum a Disphania — Teloxys.
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1 —C. triandrum AC522 NEW ZEALAND
1 | 99 E C. nutans AC525 AUSTRALIA
9 C. desertorum AC519 AUSTRALIA

C. desiccatum AC588 USA
1 C. fremontii AC579 USA
87 C. pallescens AC594 USA

C. incanum AC553 USA
C. quinoa AC401 BOLIVIA
0.97 |—C. quinoa AC402 ECUADOR
6! C. quinoa AC407 CHILE
C. quinoa AC404 PERU
1] C. neomexicanum AC555 USA
100[ g7 L—C. watsonii AC561 USA
C. cycloides AC384 USA
C. berlandieri AC541 USA
C. quinoa AC394 MEXICO
C. hians AC551 USA
C. pratericola AC558 USA
C. subglabrum AC559 USA Chenopodium
1 (—C. petiolare AC359 BOLIVIA
1 | 100*—C. atrovirens AC363 BOLIVIA

98 | 1 —C. pallidicaule AC399 PERU
100 — C. pallidicaule AC398 BOLIVIA

C. album AC395 USA
1 | 63“C. album AC602 GERMANY

C. album AC388 GERMANY
——C. standleyanum AC550 USA

0.99 — C. opulifolium AC410 SLOVAKIA
C. ficifolium AC854 GERMANY

C. pamiricum AC611 RUSSIA

C. vulvaria AC412 SPAIN

Atriplex sagittata AC533 GERMANY
100 “— Atriplex deserticola AC859 ARGENTINA

Microgynoecium tibeticum AC656 CHINA
Chenopodiastrum murale AC382 MEXICO
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100 Ch pus AC570 SPAIN
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Chenopodiastrum
(C. murale clade)

Oxybasis rubra AC385 USA
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Oxybasis rubra AC564 GERMANY
Oxybasis glauca AC852 USA
Oxybasis glauca AC417 SPAIN

1 —Oxybasis urbica AC536 GREECE
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(C. rubrum clade)

100 —Oxybasis urbica AC576 GREECE
O AC543 USA

Lipandra

Lipandra polysperma AC944 GERMANY

1 — Blitum capitatum AC391 GERMANY
1 (700 Blitum hastatum AC547 USA

Blitum nuttallianum AC621 USA

Blitum virgatum AC392 GERMANY
Blitum virgatum AC520 KIRGISTAN

Blitum
(C. capitatum clade)

Blitum californi AC431 USA
Blitum bonus henricus AC381 AUSTRIA
1 r— Spinacia oleracea

100

l_ dra AC650 ASIA
Spinacia turkestanica AC651 ASIA

1 Dysphania ambrosioides AC425 BOLIVIA
0.75 [ 100 “— Dysphania ambrosioides AC858 ARGENTINZ
53 Dysphania ambrosioides AC865 ARGENTI
100 “— Dysphania ambrosioides AC867 CUBA
1 l—— Dysphanla graveolens AC419 BOLIVIA Dysphania
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1 D AC387 ETHIOPIA
100 “ Dysphama pumilio AC604 GREECE
Teloxys aristata AC654 MONGOLIA ) Teloxys
Ceratocarpus arenarius AC531 ROMANIA
Krascheninnikovia ceratoides AC532 RUSSIA

Axyris prostrata AC529 RUSSIA
(—Beta vulgaris AC530 DENMARK

L Hablitzia tamnoides AC523 GERMANY

jeden rod Chenopodium. V soucasnosti tvofi rodt nékolik (Fuentes-Bazan et al.,

A " "
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Obr. &. 2: Nejnovéjsi fylogeneticka klasifikace podceledi Chenopodioideae, zaloZzena na trnL-F
a matK/trnK datasetech. Druhy v barevné oznacenych vétvich byly dfive souhrnné klasifikovany pod
2012b).



2.4 Dédiénost a determinace materskych linii
2.4.1 Nemendelisticka dédicnost

Jiz jedni z prvnich prikopnickych genetikl pfi pozorovani kfizeni rostlin zjistili, ze ne
vzdy dochazi k rozlozeni potomstva do mendelistickych $tépnych pomérd. Na to
poukazal Correns (1909), ktery byl jednim ze znovuobjeviteld Mendelova dila, kdyz
u okrasné rostliny Mirabilis jalapa (nocenka jalapenska) vypozoroval, ze nékteré
variety se Zlutozelenymi nebo skvrnitymi listy vykazuji mendelovskou segregaci, ale
jina forma, tzv. albomaculata, takovou dédicnost nema. Na rostliné albomaculata
vyrastaly vyhony se zelenymi listy a vyhony pouze s bilymi listy. Semenacky si
zachovavaly barvu listl nezavisle na druhu pylu pochazejiciho z kvétl rostoucich na
zelenolistych, skvrnitych nebo bilych rostlinach. Pouze skvrnité rostliny produkovaly
vSechny tfi typy semenackl. Tyto vysledky odporovaly mendelistické dédi¢nosti,
a to ze dvou duvodu:

1. Potomstvo pfipominalo sami€iho rodi¢e a zpétné kfiZzeni davalo rozdilné

vysledky.

2. Nebylo mozné najit pravidelnost ve fenotypovém Stépeni.

V prabéhu let byly ucinény dalSi objevy pfipadl potvrzujicich nemendelistickou
dédicnost. S pfispénim molekularné biologickych studii bylo mozné dokazat, Ze
DNA je u rostlin pfitomna i v mitochondriich a chloroplastech a aktivné se podili na
pfenosu svych genll. Chovani této DNA byvalo oznacovano jako ,cytoplasmaticka
dédi¢nost’, nyni se uziva novgjSi termin ,mimojaderna dédi¢nost’. Kruhové
molekuly DNA v chloroplastech (cpDNA) a v mitochondriich (mtDNA) jsou schopny
autoreplikace a dédi¢nost zavisi na distribuci jejich kopii v protoorganelach (Briggs
et Walters, 2001).

2.4.2 Determinace pribuznosti na zakladé uniparentalni dédi¢nosti

PFi kFizeni rostlin dochazi k riznému pfenosu dédi¢né informace. U jehli¢nanu
dochazi k paternalni (otcovské) dédiCnosti plastidové DNA (Schaal et al., 1991),
u krytosemennych pfevazuje maternalni (matefska) dédi¢nost, nékdy vSak mulze
dojit i k paternalni, nebo dokonce biparentalni dédi¢nosti (po obou rodi€ich), jak
zmifuji Harris a Ingram (1991). U vétSiny vysSich rostlin nevstupuji plastidy z pylu
do zygoty, proto je cpDNA dédéna maternalné (po matefské linii). Znamena to, ze
se béhem meiosy nerekombinuje (Corriveau et Coleman, 1988; Harris et Ingram,
1991). To ovSem neplati napfiklad u druhG rodu Pelargonium, Oenothera,

Hypericum a Nepeta (Kirk et Tilney-Bassett, 1978; Evenari, 1989). Vyhodou

27



plastidové DNA je relativni konzervativhost a vyzkumy zaméfené na zkoumani
chloroplastové nebo mitochondrialni DNA se ukazaly jako velmi uZziteCné pro

studium hybridizace a fylogenetickych vztaht (Bachman, 1994).
2.4.3 Chloroplastova DNA

Molekula cpDNA ma kruhovy tvar a jeji délka je 71 — 230 kb (kilobazi = kbp = kilo
base pairs). U vySSich rostlin se velikost cpDNA pohybuje od 120 do 170 kb.
(Downie et Palmer, 1994; Shaw, 2007; Snustad et Simmons, 2009).

U vétSiny krytosemennych rostlin ma cpDNA haploidni genotyp, zkracené haplotyp
(Alberts et al., 2002). Ten se u cpDNA chova jako jeden lokus a pfenasi se na
potomstvo spolecné a bez rekombinace (Schaal et al, 1998). V kazdém
chloroplastu je obsazeno nékolik desitek molekul cpDNA, s obsahem kédujicich
(funkénich) i nekodujicich Usekd, jako jsou introny a mezerniky (Shaw et al., 2005;
2007). Zakladni sestava genu obsazena v cpDNA zahrnuje geny kédujici
ribozomové RNA, transferové RNA, ribozomové proteiny, rizné polypeptidové
komponenty uc€astnici se fixace slune€ni energie, velkou podjednotku enzymu
RuBisCo (ribuléza-1,5-bisfosfatkarboxyldzy) a podjednotky RNA-polymerazy
specifické pro chloroplasty (Alberts et al., 2002).

Vyhodou wuziti cpDNA v biosystematickych studiich je uniparentalni pfenos
(Corriveau et Coleman, 1988; Harris et Ingram, 1991) a absence rekombinaci
(Schaal et al., 1998). Diky takovéto struktufe cpDNA bylo mozné navrhnout mnoho
univerzalnich primerd, s jejichz pomoci je mozné amplifikovat pozadovany usek
cpDNA v rdmci celé rostlinné FiSe (Taberlet et al., 1991; Olmstead et Palmer, 1994,
Shaw et al., 2005; 2007). Dalsi z vyhod, vychazejici z haploidie, je rychlejsi fixace
alel v populaci (na rozdil od jaderné DNA), coz sniZuje diverzitu v ramci druhu
i populace (Harris et Ingram, 1991). Navzdory tomu, Ze kddujici useky cpDNA jsou
znacné konzervované, nekddujici oblasti cpDNA vykazuji dostateCnou variabilitu a
Ize diky tomu cpDNA vyuzit v biosystematickych studiich pro rekonstrukci
fylogenetickych vztaht jak krytosemennych, tak i nahosemennych rostlin (Bachman,
1994; Qiu et al., 1999; Soltis et al., 2002).

Nevyhodou pouziti cpDNA je fakt, Ze odkryva pouze jednu z rodiCovskych linii
puvodu jedince. U hybridnich jedincl tak druha rodi¢ovska linie zlstane
neobjasnéna a stejné tak i fakt, zda k hybridizaci dochazi. Pfi odhalovani evoluéni
historie zkoumanych taxonl doplnénim o jadernou DNA Ize objasnit smér
hybridizace (Krak, 2011).
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U rodu Chenopodium je cpDNA dédéna uniparentalné, a to po matefské linii
(Corriveau et Coleman, 1988; Harris et Ingram, 1991), a diky jejimu analyzovani Ize
vymezit evolu€ni vztahy mezi taxony po matefské linii (Downie et Palmer, 1994;
Brigs et Walters, 2001).

2.5 Techniky molekularni biologie

V 90. letech 20. stoleti doSlo k revoluci v sekvenovani genomu. Sekvenovani
klonovani genl. Zna¢na rychlost a u€innost sekvenovani genomu byla dosazena
pomoci PCR (polymerazova fetézova reakce). Tyto techniky daly vzniknout moderni
biotechnologii a uplatnily se v mnoha odvétvich od mediciny po kriminalistiku
(Brown, 2006).

251 PCR

PCR (z angl. Polymerase chain reaction) je technika umoznujici vznik velkého
mnozstvi kopii molekul DNA pomoci enzymatické amplifikace vybrané sekvence
DNA. Jeji objevitel K. B. Muliss za ni v roce 1993 obdrzel Nobelovu cenu (Chloupek,
2008). Hlavnim pfedpokladem pro PCR amplifikaci je znalost okrajovych sekvenci
vybraného useku. Po 25 opakovanich cyklu PCR vznika z jediné molekuly DNA vice
nez 50 milionu presnych kopii Useku puvodni molekuly vymezeného misty, na ktera
se napojily primery. PoCet molekul DNA tedy vzrusta exponencialné (Snustad et
Simmons, 2009).

2.5.2 Méreni koncentrace DNA

K uréeni pfesného mnozstvi DNA v roztoku slouzi ultrafialova (UV) absorpéni
spektrofotometrie. Tato metoda je zalozena na pfimé Uumérnosti mezi mnozstvim
absorbovaného UV zéafeni a mnozstvim DNA ve vzorku (Brown, 2006). Rizné
pfimési obsazené v DNA absorbuji UV zafeni o rozdilné vinové délce. Proteiny
absorbuji UV zafeni nejvice pfi vinové délce 280 nm, nukleové kyseliny pfi 260 nm
a nizkomolekularni latky jako napfiklad polysacharidy kolem 230 nm (Heptinstall,
2000). Absorbance se obvykle méfi pfi vinové délce 260 nm a hodnota 1,0 odpovida
50 pg dvouviaknové DNA v 1 ml. Pro ovéfeni Cistoty vzorku se stanovuje pomér
absorbanci pfi 260 nm a 280 nm (Aze/Azg0), které se u Cistého vzorku pohybuiji

okolo 1,8. Niz8i pomér poukazuje na kontaminaci DNA proteiny nebo fenolem, vyssi
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naopak na pfitomnost RNA (Brown, 2006). Pomér absorbanci (Azso/Azz0) Cisté DNA
by mél byt pfiblizné 2,0 (Heptinstall, 2000).

2.5.3 Sekvenovani

Sekvenovani DNA je metoda umoznujici zjistit pfesné poradi nukleotidi v fetézci.
Nezavisle na sobé& byly vyvinuty dvé techniky sekvenovani DNA. V USA to byla
metoda specifické chemické degradace A. Maxama a W. Gilberta (1977), ve Velké
Britanii pak metoda terminace fetézcl od F. Sangera a A. R. Coulsona (1977). Dfive
byly obé techniky stejné vyuzivané, ale kvdli toxicité latek pouzivanych u metody
chemické degradace se od ni ustupuje za ucelem eliminace zdravotniho rizika pro
pracovniky. V souCasnosti je tedy pouzivanéjSi Sangerova metoda (jinak dideoxy,
dye-terminator nebo primed synthesis), taktéz pro svou relativni jednoduchost
automatizace a moznost realizovat tak velké mnozZstvi jednotlivych sekvenacnich

experimentd (Brown, 2006).

Pfi této metodé je studovany fragment DNA namnozen pomoci PCR a viastni
sekvenovani probiha pfi dalsi PCR. Templatem jsou jiz namnozené Useky molekuly
zkoumaného vzorku. Odlisnost od klasické PCR spociva v pouZiti pouze jednoho
primeru a v reakéni smési jsou kromé deoxyribonukleotidi (obecné DTP) pfitomny
i dideoxyribonukleotidy (obecné ddNTP) (Sanger et Coulson, 1977).

Vystupni data sekvenci DNA zkapilarového sekvestoru maji podobu

chromatogramu (elektroforetogram) (obr. €. 3).
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Obr. €. 3: Obrazek chromatogramu bez chyb (vlastni data).
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3. CiLE PRACE

Diplomova prace je zaméfena na postihnuti variability nekédujicich usekl cpDNA
u vybranych jedinctl ze skupiny Chenopodium album agg. Prace by méla splnit dva

hlavni cile, vyfesit na né navazujici otazky a ukoly a ovéfit stanovené hypotézy:
Cil A:

Test variability coDNA a vybér nejvariabilnéjSich chloroplastovych markert.
Cil B:

Rekonstrukce fylogenetickych vztahti mezi vybranymi jedinci v ramci skupiny

Chenopodium album agg. na zakladé vybranych chloroplastovych markeru.

= Sestaveni fylogenetického stromu a haplotypovych siti na zakladé variability
v CpDNA.

= Determinace matefskych jedincu polyploidnich hybridu, u kterych neni znam

pavod vzniku.

Hypotéza 1.

Na vzniku hexaploidniho C. album se po mateiské linii podilel tetraploidni
druh.

Hypotéza 2:

Ve stiedni a jihovychodni Evropé a Rusku vznikaji polyploidni hybridi stejnou

cestou.

= Jak blizce jsou si pfibuzni hexaploidi C. album, C. pedunculare a do Evropy

zavle€eny americky druh C. missouriense?

= Vyvijel se druh C. opulifolium v riznych geografickych oblastech stejnou

cestou?
= Vznikly tetraploidni druhy zkFizenim dvou diploidnich druhu?

= Pochazi haplotypy, které jsou v ramci fylogenetického stromu ve stejnych

skupinach, ze stejné geografické oblasti?
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4. METODIKA

Experimenty pro diplomovou praci probihaly béhem roku 2012 v laboratofi analyzy
DNA Botanického ustavu Akademie véd v Prlhonicich a na experimentalnich

pozemcich.

4.1 Rostlinny material

Material potfebny kizolaci DNA byl odebran z rostlin na experimentalnich
pozemcich Botanického Ustavu Akademie v&d CR v Prdhonicich. Pé&stovani byli
jedinci Chenopodium album agg., jejichz semena byla sesbirana ve stfedni
a jihovychodni Evropé a v Rusku (mapka obr. &. 4). Detailni rozpis vSech jedincl
s Ciselnym oznacenim, pfesnym mistem nalezu, koordinatami a ploidii viz souhrnna
tabulka v pfiloze 1. Mapové prilohy se zakreslenim vSech jedincd, vytvorené
v ArcGIS Desktop (verze 10), jsou uvedeny jako pfiloha 2 a pro Ceskou republiku

jako pfiloha 3.
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Obr. &. 4: Mapa rozsifeni zastupct rodu Chenopodium v detailnim pohledu na stfedni a jihovychodni
Evropu. Modré kole¢ko predstavuje diploidy, modry trojuhelnik oznaduje tetraploidy a rlizovy Ctverec

hexaploidy.
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Sbér listh probihal v ¢ervnu roku 2012 pfed tvorbou semen. K extrakci bylo pouzito
odhadem 130 — 150 mg zivé biomasy, které pfiblizné odpovidal list o velikosti 3 x 4
cm. Krozdrceni materialu byl pouzit tekuty dusik. 1zolace DNA byla provedena
pomoci Dneasy Plant Mini Kitu (QIAGEN) a probihala podle standardniho protokolu.

4.2 Kontrola a redéni DNA

Kvalita DNA byla zkontrolovana pomoci elektroforézy na 1% agarézovém gelu v
TAE (Tris-Acetate-EDTA) pufru (Sambrook et al., 1989). Do gelu byly pfidany 2 pl
ethidium bromidu (EtBr). Na gel se nanasely 2 ul jednotlivych vzorki DNA
obarvenych 1 pl nafedéného barviva Bromfenol blue. Nedegradovana DNA
odpovidala svoji délkou pfidanému markeru lambda a neobsahovala
fragmentovanou DNA smérem k C&elu gelu. Koncentrace DNA byla zméfena na
spektrofotometru pfi vinové délce 260 nm. Pro naslednou amplifikaci pomoci PCR

byla ziskana DNA standardné zfedéna na 20 ng/ul.

4.3 PCR

K PCR byly pouzity jak mnou vyizolované vzorky DNA, tak i vzorky z Botanického
ustavu Akademie véd v Prahonicich. Celkem bylo pro vybér nejvariabilngjSich
chloroplastovych markertd analyzovano 7 jedincl ze skupiny Chenopodium album
agg. (tab. €. 1) a 10 chloroplastovych markert (tab. €. 2). Amplifikovano bylo celkem
70 Usekl cpDNA.

Tab. €. 1: Testovaci vzorky pro analyzu chloroplastové DNA.

vzorek nazev druh ploidie
F3-5 | C. ficifolium 2
$2-2 | C. suecicum

3-3 | C. striatiforme
40 | C. striatiforme
118 | C. strictum
111 | C. opulifolium
216 | C. album

Njojun|r|lw|N |k
RN EEN)

Do fylogenetickych analyz bylo zahrnuto 48 jedincli ze skupiny Chenopodium album
agg. (pfiloha €. 1) a 4 chloroplastové markery. Celkem se amplifikovalo 192 useku
CpDNA.
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Jednotlivé vzorky DNA byly analyzovany pomoci primerovych kombinaci uvedenych

v tabulce €. 2 s cilem vybrat nejvariabilnéjSi chloroplastoveé markery.

Amplifikace pozadovanych chloroplastovych uUsekl probihala dle pfednastaveného
PCR profilu (viz tab. €. 3) na termocykléru Eppendorf proS, druhy a mnozZstvi
reagencii pro PCR reakci pouZitych pro jednotlivé chloroplastové markery uvadi
tabulka €. 4.

Tab. €. 2: Jednotlivé Useky chloroplastovych markerd (cp 1 — 10), primery F a R, Ta — optimalni

annealingova teplota. Dle prace Shaw et al. (2005*; 2007).

Ta
cpDNA Usek Primery Sekvence primeru (°C)
+ | rpl32mL MLUAG) | CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT )
rpL32-F CAG TTCCAAAAAAACGTACTTC
R trnQ- | trnQ(UULG) | GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC o1
S'rpsl6 | rpSi6xl GTTGCTTTYTACCACATCGTTT
R 3trnV- | trV(UAC)x2 | GTCTACGGTTCGARTCCGTA -
ndhC  [ndhC TATTATTAGAAATGYCCARAAAATATCATATTC
ndhF GAAAGGTATKATCCARGMATATT
4 | ndhFrol32 PR CCAATATCCCTTRRTTTTCCAA 49
psbD CTCCGTARCCAGTCATCCATA
5 bD-trnT 53
P nT(GGU)-R | CCCTTTTAACTCAGTGGTAG
psb) ATAGGTACTGTARCYGGTATT
6 | psblpetA I AAGARTTYGARAAGGTTCAATT 49
; 3'rpsi6- | rpS16x2f2 | AMAGTGGGTTTTTATGATCC -
StrnK | trnK(UUU)X1 | TTAAAAGCCGAGTACTCTACC
e | atopaton 2P TATTTACAAGYGGTATTCAAGCT )
Pt I atpH CCAAYCCAGCAGCAATAAC
. ctloshe [PetL AGTAGAAAACCGAAATAACTAGTTA s
pett-p psbE TATCGAATACTGGTAATAATATCAGC
trnD(GUC)F | ACCAATTGAACTACAATCCC
10* D-trnT
0% | DT T(GGU) | CTACCACTGAGTTAAAAGGG >

Tab. ¢. 3: PCR prubéh teplot pro amplifikaci chloroplastové DNA. Ta — annealingova teplota pro

jednotlivé chloroplastové markery 1 — 10 (viz tab. €. 1).

Krok Teplota (*C) tas potet cykld
Inicialni denaturace 95 3 min

Denaturace 95 30s

Annealing TA 1 min 30 x
Elangace 72 2,5 min

Zavéretna elongace 72 10 min

Hold 10 -
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Tab. €. 4: PCR mix pro jednotlivé chloroplastové markery.

Mix (1, 2, 3,5) pl Mix (4, 6,7, 8,9, 10) pl
H,O 15,4 H,O 14,4
10 x Buffer 2,5 10 x Buffer 2,5
MgCI2 (25 mM) 1,5 MgCI2 (25 mM) 2,5
dNTP (2 mM) 2,5 dNTP (2 mM) 2,5
Primer F (10 uM) 0,5 Primer F (10 uM) 0,5
Primer R (10 uM) 0,5 Primer R (10 uM) 0,5
Taq polymerase Taq polymerase

(5 U/ul Fermentas) 0,1 (5 U/ul Fermentas) 0,1
Template 2 Template 2
Reaction Volume 25 Reaction Volume 25

PCR produkty byly zkontrolovany na 1% agarézovém gelu v TAE pufru. Na gel se
nanesl 1 ul marker O’GeneRuler™ 100bp Ladder Plus (Fermentas, Maryland, USA)
a 2,5 yl PCR produktu, navic byl pfidan vzorek slouzici jako test, zda nedoS$lo pfi

PCR ke kontaminaci vzorku.

4.4 Purifikace PCR produktu a sekvenovani

Vzorky uréené k sekvenovani byly poslany do firmy Macrogen v Soulu (Korea), kde

probéhla i jejich purifikace.

4.5 Analyzy ziskanych sekvenci

Chromatogramy sekvenci byly kontrolovany a ruéné upraveny v programu Chromas
Lite 2.1 (Technelysium, Ltd, Australie). K tvorbé alignmentl byl pouzit program
BioEdit (Hall, 1999). Nejprve bylo testovano 7 zkusebnich vzork( a pro dalSi analyzy
se pouzilo 48 vzorkl nalezicich k 10 druhim rodu Chenopodium. Seznam jedincu,

lokality sbéru a ploidni urovné jsou uvedeny jako pfiloha 1.

Po kontrole sekvenci bylo nutné vyfadit 4 vzorky kvali Spatné kvalité sekvenci
a vSechny Uuseky ziskané chloroplastovym markerem ndhF-rpl32. K dalSim
analyzam 44 ziskanych sekvenci bylo nutné je spojit dohromady do jednoho
souboru dat. Ke spojeni vSech sekvenci ziskanych pomoci usekl rpl32-trnL, psbJ-
petA a trnD-trnT za sebe poslouzil internetovy toolbox na Upravu sekvenci FaBox
1.41 (Villesen, 2007), konkrétné nastroj ,Fasta sequence joiner‘. Spojovani

probihalo postupnym nahravanim soubori ve formatu *.fasta, protoze nastroj
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neumozfioval napojeni tfi sekvenci naraz. Vysledny spojeny alignment byl uloZen

jako *.fasta soubor a otevien a zkontrolovan v programu BioEdit (Hall, 1999).

Soubory dat obsahovaly vétSi mnozstvi inserci a deleci s délkou vice nez 1 bp,
proto byly indely kédovany na zakladé metody ,Simple Gap Coding“ (Simmons et
Ochoterena, 2000) v programu SegState 1.4.1 (Muller, 2005). Ziskany soubor *.nex
byl otevien v EditPadu, kdédované indely, zapsané binarnim kodem (01), byly
substituovany za nukleotidy 0 — T, 1 — A a doplnény za jednotlivé sekvence jako

dodatecné znaky. Vysledny soubor byl uloZzen ve formatu *.nexus.

4.6 Vybér nejvariabilnéjSich chloroplastovych markeru

Pro vybér nejvhodnéjSich chloroplastovych marker(i bylo pouzito 7 testovacich
vzorkl ze skupiny Chenopodium album agg. s ruznou ploidni drovni (tab. €. 1).
Porovnavany byly useky ziskané pomoci jednotlivych chloroplastovych markert
(tab. €. 2).

Vypocty diverzity a divergence k ur€eni nejvariabilnéjSiho chloroplastového markeru
byly vytvofeny v programu MEGAb5.2.2 (Tamura et al., 2011). Geneticka vzdalenost
sekvenci byla vypodétena pomoci metody p-distance. Pro porovnani rozdilu
variability mezi sekvencemi byla pro vSechny chloroplastové markery pouZzita

distanéni analyza ,Pairwise differences".

Pro dal$i analyzy byla data rozfazena do skupin podle stupné ploidie. Vzorky 1 — 7
byly rozfazeny podle ploidie tak, aby odpovidaly testovani v ramci skupiny polyploidi
a skupiny diploidi pro kazdy chloroplastovy marker zvlast. Pro variabilitu jednotlivych
chloroplastovych markerd byly porovnavany vS8echny sekvence mezi sebou.
Diverzita byla vypocitana pomoci Jukes-Cantor modelu (1969) a pro porovnani
metodou p-distance. V moznostech volby byla ponechana defaultni nastaveni

analyz.

4.7 Tvorba haplotypové sité

Haplotypové sité byly vytvofeny v programu TCS1.21 (Clement et al., 2000).
Vstupni soubor byl ve formatu nexus. V analyze byl zadan 90 % connection limit.
Vyexportovana haplotypova sit’ se dale zpracovala v programu Adobe lllustrator CC
Tryout verze 17.1.0 (64 Bit).
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4.8 Tvorba fylogenetického stromu

K sestrojeni fylogenetického stromu bylo pouzito celkem 44 jedincu z celkového
poCtu 48 (4 byli vyfazeni kvuli Spatné kvalité ziskanych sekvenci). Cilem bylo zjistit
fylogenetické vztahy mezi studovanymi jedinci. K vytvofeni fylogenetickych stromu
byl pouzit program MEGAS5.2.2.

4.8.1 Metoda Neighbour — Joining

Fylogeneticky strom byl sestrojen pomoci ,Neighbour — Joining Tree“ a jako metoda
vypoctu genetickych vzdalenosti byla zvolena p-distance a Jukes-Cantor model
(1969). Pro oveéreni spolehlivosti vysledkl byla vypocétena podpora topologie
s pouzitim ,Bootstrap Method“s 1000 opakovanimi.

4.8.2 Metoda Maximum Parsimony

Porovnavani stromU probihalo s vyuzitim heuristického hledani pomoci algoritmu
»1ree Bisection Reconection (TBR)“ Sekvence byly zafazeny do analyz nahodné,
a to ve 100 opakovanich. K podpofe zjiSténych topologii byla opét pouzita
neparametricka metoda opakovaného vybéru ,Bootstrap“ a nastaveno 1000
opakovani. Jako ,outgroup“ byl pro studované taxony zvolen blizce pfibuzny taxon

C. vulvaria 226 z Madarska, ktery se od skupiny v minulosti odstépil.

5. VYSLEDKY

5.1 Namérena koncentrace DNA a pomér absorbanci

Celkem bylo do analyz zahrnuto 48 vzorkd DNA. Naméfené hodnoty koncentraci
DNA (ng/pl) a pomér absorbanci (260/280 a 260/230) jsou uvedeny v tabulce

jako pfiloha €. 6.

5.2 Analyzy sekvenci

Ziskané elektroforetogramy byly rozdéleny na dvé ¢&asti. Prvnich 7 vzorkd
amplifikovanych rpl32-trnL, trnQ-5'rps16, 3'trnV-ndhC, ndhF-rpl32, psbD-trnT, psbJ-
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petA, 3'rpsl6-51rnK, atpl-atpH, petL-psbE a trnD-trnT Usekl slouZilo k porovnani

miry variability a zjiSténi Ctyf nejvariabilnéjSich chloroplastovych marker(.

U dalSich 48 vzorkl se jednalo o data pro vlastni fylogenetické analyzy. Bylo nutné
vyfazeni useku ndhF-rpl32 z dlvodu Spatné kvality sekvenci. Ze stejného divodu
byly z ostatnich sekvenci vyfazeny nevyhovujici vzorky C. album 147, C. album
205, C. suecicum 27 a C. urbicum 148. Do fylogenetickych analyz byly celkem
zahrnuty sekvence od 44 jedincu.

5.3 Vybér nejvariabilnéjSich chloroplastovych markeru

Bylo testovano 7 jedinci z péti druh(, vybranych na zakladé taxonomické
prisludnosti, aby tak bylo mozné ur€it nejvariabilngjSi cpDNA marker. Po
sekvenovani byl vyfazen marker 3trnV-ndhC, protoze ho nebylo mozZné dale
analyzovat, vSechny sekvence byly necitelné. Délka ziskanych alignmentl se
pohybovala od 700 bp do 1080 bp. NejkratSi byl usek ziskan pomoci markeru atpl-
atpH a nejdelsi trnD-trnT.

5.3.1 Nukleotidova diverzita mezi chloroplastovymi markery

Miry rozdild mezi jednotlivymi sekvencemi v ramci studovanych useku jsou uvedeny

v tabulce &. 5.

Tab. €. 5: Vypoctena p-distance vSech sekvenci pro jednotlivé markery a odhady pramérné

nukleotidové diverzity v ramci skupin ,diploidi versus polyploidi“ a ,diploidi x tetraploidi x hexaploidi®.

Priimérna Priimérna diverzita
Marker p-distance | diverzitaD x P DxTxH

rpl32-trnL 0,008 0,0030 0,0020
trnQ-5'rps16 0,005 0,0007 0,0005
ndhF-rpl32 0,006 0,0026 0,0021
psbD-trnT 0,004 0,0016 0,0011
psbJ-petA 0,006 0,0008 0,0008
3'rps16-5'trnK 0,004 0,0003 0,0003
atpl-atpH 0,003 0,0007 0,0005
petL-psbE 0,004 0,0014 0,0009
trnD-trnT 0,005 0,0008 0,0009
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Z porovnani primérné nukleotidové diverzity vychazi nejlépe markery rpl32-trnL,
ndhF-rpl32, psbJ-petA, trnQ-5'rps16 a trnD-trnT (Ffazeno sestupné).

Porovnani ,Parwise differences“ zobrazuje rozdily ve variabilité mezi jednotlivymi
sekvencemi 7 testovacich vzorkd. Jako nejvice variabilni markery se jevily

rpl32-trnL, ndhF-rpl32, psbJ-petA, a trnD-trnT. Tabulky pro vSechny analyzované
chloroplastové markery se nachazeji v oddile pfilohy jako pfiloha €. 7.

V nasledujicich grafech je uveden podil unikatnich nukleotidli v sekvencich vzdy

v ramci jednoho chloroplastového markeru. Na obrazku ¢. 5 je graf divergence

v ramci skupiny diploidi a skupiny polyploidi pro kazdy chloroplastovy marker. Graf

poukazuje na vétsi variabilitu chloroplastovych markeru.
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Obr. €. 5: Graf divergence v ramci skupiny polyploidi a skupiny diploidi. Sloupce znazornuji podil
unikatnich nukleotidu v jednotlivych sekvencich. Chybéjici sloupce obsahuji nulovou hodnotu.
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Obr. €. 6: Graf variability jednotlivych chloroplastovych markert. Sloupce znazorfuji podil unikatnich

nukleotidd v jednotlivych sekvencich porovnavanych mezi sebou.

Porovnanim téchto grafl se jako nejvice variabilni projevily markery rpl32-trnL,
ndhF-rpl32, pshJ-petA, a trnD-trnT. Podle grafu na obrazku €. 5 je patrné, Zze byly
vyfazeny markery obsahujici nulovou hodnotu, tedy trnQ-5'rpsl6, 3'rpsl16-5'trnK,
atpl-atpH a petL-psbE. V kone&ném souctu byly vybrany nasledujici chloroplastové
markery: rpl32-trnL, ndhF-rpl32, psbJ-petA, a trnD-trnT.

5.4 Haplotypové sité

Ze 44 jedinch zastupujicich 9 druh (C. album, C. ficifolium, C. missouriense,
C. opulifolium, C. pedunculare, C. striatiforme, C. strictum, C. suecicum
a C. vulvaria), u kterych byly analyzovany uUseky rpl32-trnL, psbhJ-petA, a trnD-trnT
cpDNA, bylo zaznamenano 15 rlznych haplotypl. Jednotlivé haplotypy H1 — H15
byly velikostné rozdéleny podle poc¢tu obsazenych jedincl na kruhové diagramy,
obarveny podle pfisluSnosti ke druhum nebo podle ploidie. Prazdna koleCka mezi
haplotypy oznacuji pocCet mutaci. Obrazek &. 7 pFedstavuje haplotypovou sit
zobrazujici ploidii a obrazek &. 8 haplotypovou sit’ jednotlivych druhli. Kompletni
soupis pfislusnosti jedinct k haplotypim obsahuje souhrnna tabulka v pfiloze €. 1.
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M diploidi
Mtetraploidi
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Obr. &. 7: Haplotypova sit 15 zji§ténych haplotypd s vyznacenim ploidii, zaloZzena na sekvenovani
Useku rpl32-trnL, psbJ-petA, a trnD-trnT cpDNA. Jednotlivé kruhy pfedstavuji haplotypy H1 — H15
a velikost kruhl/vyseci odpovida poctu jedincu. Fialova barva oznacuje hexaploidy, modra tetraploidy

a svétle modra diploidy. Jednotlivé mutace jsou znazornény prazdnymi koleCky mezi jednotlivymi

haplotypy.

Z obrazku €. 7 je jasné patrné, Ze diploidi maji odliSny haplotyp nez vys$Si ploidie.
Tetraploidi maji dva samostatné haplotypy H8 a H9 a dva haplotypy H7 a H10 maji

spole¢né s hexaploidy. U hexaploidd bylo zaznamenano 11 rozli€nych haplotyp(.
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Obr. €. 8: Haplotypova sit 15 zjisténych haplotypd s vyznacenim jednotlivych druh(, zaloZzena na
sekvenovani Useku rpl32-trnL, psbJ-petA, a trnD-trnT cpDNA. Jednotlivé kruhy pfedstavuji haplotypy
H1 — H15 a velikost kruhl/vysec¢i odpovida poctu jedinci. Jednotlivé mutace jsou predstavovany
prazdnymi kole¢ky mezi jednotlivymi haplotypy. Barevné oznaceni haplotypd odpovida barvam druhu

v legendé.

NejCastéji se vyskytujici byl haplotyp H1 se 17 jedinci (obr. €. 8). Od haplotypu H1
se nejméné evoluénich zmén projevilo na haplotypech H2, H3 a H4, taktéz
tvofenych hexaploidy. Haplotyp H7 maji tetraploidni C. strictum spoleCny
s hexaploidem C. album. Stejny haplotyp H10 maji jak tetraploidni taxony C.
strictum a C. striatiforme, tak i hexaploidni C. album. Po vlastni evolu¢ni ose se
vytvarely odliSné haplotypy pro hexaploidni C. opulifolium a dalSi samostatna vétev
s haplotypy H14 a H15, tvofena diploidy C. suecicum a C. strictum. C. vulvaria,
s naprosto rozdilnym haplotypem, nebyl nijak napojen do haplotypové sité. Nejvice
variabilnimi taxony byly hexaploidni C. album, majici 7 rdznych haplotypu,
a tetraploidni C. strictum se 4 haplotypy. Dva diploidni taxony mély kazdy jeden
vlastni oddéleny haplotyp, C. suecicum H14 a C. ficifolium H15. S ohledem na
evoluéni vzdalenost haplotypu tetraploidi a hexaploidl k diploidim Ize haplotypy

vy$Sich polyploidi rozdélit do dvou haploskupin. Na zakladé minimalniho rozdilu
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v poltu mutaci mezi haplotypy H1 — H4 je Ize zafadit pod jednu haploskupinu A,
zahrnujici vyhradné hexaploidni taxony. Druha haploskupina B zahrnuje haplotypy
H5 — H10, tvofené tetraploidnimi i hexaploidnimi taxony, které se od sebe navzajem
liS5i nejméné jednou mutaci, ale jsou si evoluéné blizké. Pro nazornost byly
haploskupiny zaneseny do vysledného fylogenetického stromu (obr. & 10) a

barevné vyznaceny do souhrnné tabulky (pfiloha €. 1) v oddile pfilohy.
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Obr. & 9: Mapa zastoupeni haplotypli rodu Chenopodium zalozena na sekvenovani Useku
rpl32-trnL, psbJ-petA, a trnD-trnT cpDNA. Detailni pohled na stfedni a jihovychodni Evropu. Jednotlivé
haplotypy H1 — 15 jsou barevné odliSeny a opatfeny popiskem.

Detailni mapka stfedni a jihovychodni Evropy se znazornénim zastoupeni haplotypt
(obr. €. 9). Vyskyt haplotypl je nezavisly na geografickém plvodu jedince. Haplotyp
H1 je sdilen jedinci napfi¢ Evropou. Mapy (pfilohy €. 4 a 5) znazorfiuji zastoupeni
haplotypd rodu Chenopodium ve stfedni a jihovychodni Evropé a Rusku
a v detailnim pohledu v Ceské republice. Vzhledem k nahu$téni mist sbéru vzork(
dochazi k pfekryvu haplotypl, detailni rozfazeni haplotypu pro vSechny zkoumané

jedince viz pfiloha €. 1.
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5.5 Fylogenetické stromy
5.5.1 Metoda Neighbour — Joining

Vyobrazeny strom (obr. & 10) je vytvofen metodou p-distance na zakladé 44
sekvenci ziskanych pomoci 3 chloroplastovych markerd rpl32-trnL, psbhJ-petA
a trnD-trnT. Celkova délka jednotlivych alignmentd byla 3230 bp a 3263 bp v€etné
kédovanych indeld. Stromy vytvofené podle Jukes-Cantor modelu (1969) zde

nejsou prezentovany, nebot se téméf shodovaly.

5.5.2 Metoda Maximum Parsimony

Vytvofenim fylogenetického stromu pomoci ,Maximum Parsimony“ byl ziskan jeden
konsenzualni strom. Ziskané hodnoty podpory topologie byly zaneseny do

fylogenetického stromu vytvofeného metodou p-distance (obr. €. 10).

Z obrazku €. 10 je patrné oddéleni tfi hlavnich vétvi: 1. vétev — diploidi (haplotypy
H14 a H15), 2. vétev — 2 haplotypy C. opulifolium (H12 a H13) a 3. vétev — tfeti
haplotyp C. opulifolium (H11) a ostatni polyploidi (haplotypy H1 — H10). Prvni vétev
zahrnuje diploidni taxony C. ficifolium z Ceské republiky a C. suecicum (Rumunsko
— 153, 156, Rusko — 213, 214), které se oddélily s maximalni podporou bootstrapu
100 (100). Druhou vétev tvofi 2 hexaploidni jedinci C. opulifolium (Ceska republika —
192, Chorvatsko — 215), a to s nevelkou podporou 58 (58), naopak vnitini uzly se
mezi nimi. Tyto miry podpory potvrzuji i rozestupy mezi vSemi tfemi haplotypy
C. opulifolium (obr. €. 7, 8) s velkym poétem mutaci mezi jednotlivymi jedinci. Treti
a nejvetsSi vétev spoletné tvofi tfeti haplotyp C. opulifolium 164 z Bulharska
a ostatni vyssi polyploidi s podporou 73 (77). Druh C. opulifolium je zde bazalnim
druhem, tj. je potomkem jednoho =z prvnich Stépeni skupiny a je nejblize

spole¢nému predkovi celé skupiny.

Treti hlavni vétev se dale rozdélila na dvé vétve. Jedna vétev zahrnuje druhy
sdilejici haplotyp H10 — tetraploidni C. strictum (Ceska republika — 65, Madarsko —
146), C. striatiforme (Ceska republika) a hexaploidni C. album (Ceska republika).
Tato vétev se oddélila s ttméf maximalni podporou topologie 100 (99). Druha vétev

s podporou 72 (68) se dale diferencovala na tfi sesterské skupiny.
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Obr. &. 1O?I?§Iogeneticky strom zaloZeny na sekvenovani usekl rpl32-trnL, psbJ-petA, a trnD-trnT
cpDNA, vytvofeny metodou ,Neighbour — joining* (p-distance). Zobrazeny jsou bootstrapové hodnoty
(1000 opakovani) nad 50 % a v zavorkach jsou uvedeny hodnoty pro metodu ,Maximum Parsimony*.
Jako ,outgroup® byl zvolen C. vulvaria. Jednotlivé haplotypy a haploskupiny jsou barevné odliSeny.




Sesterska skupina ,a“ zahrnuje hexaploidni druhy C. album v ramci haploskupiny A
s podporou 66 (71). Tuto skupinu zastupuiji rostliny z Ceské republiky, Slovenska,

Rumunska, Bulharska, Madarska a Bosny a Hercegoviny.

Skupina ,b“ obsahuje tetraploidy C. strictum (Rumunsko — 158, Bulharsko — 166,
Ceskéa republika — 124, Madarsko — 143 a Rusko — 182) a hexaploid C. album
(Ceska republika — 184) s haplotypy H7 — H9 a podporou vétveni 64 (75).

Posledni sesterskou skupinu ,c* tvofi dva hexaploidi C. aloum z Ruska s haplotypy

H5 a H6 podporenou topologii 70 (79).

Evoluéné nejblize k hexaploidim C. album 19 a C. album 184 pochéazejicim z CR
maji tetraploidi C.striatiforme a C. strictum, ktefi pochazeji z Bulharska a Madarska.

Sdileji spolu i stejné haplotypy H7 a H10.

6. DISKUSE

Cilem diplomové prace bylo objasnit puvod hexaploidniho druhu C. album a na
zakladé analyz cpDNA ur€it po matefské linii evoluéni vztahy mezi diploidnimi,
tetraploidnimi a hexaploidnimi zastupci 9 druh( ze skupiny Chenopodium album

agg.
Nevyhody pouziti cpoDNA

Nevyhodou pouZiti cpDNA je moznost ur€it pouze matefskou linii. Pfi probihajici
hybridizaci a polyploidizaci dédi cpDNA jedinec vzdy maternalné. Paternalni linii
nelze urCit, nejde tak stanovit oba matefské jedince, ani jestli doSlo
k mezidruhovému kfiZeni. Jak tedy ziskat jistotu, zda k hybridizaci vibec dochazi,
aby bylo mozné cpDNA pouzit? Pokusna kfizeni mezi jedinci rodu Chenopodium
provedl Mandak et al. (2012) v AVCR v Priihonicich se snahou ziskat hybridni
jedince. Celkem pouzili ke kfizeni 5 druhu, které se vyznacCovaly pfiblizné stejnou
dobou kveteni. JelikoZ u druhu C. strictum dochazi k pozdnimu kveteni na podzim,
pouZzili misto néj dfive kvetouci C. striatiforme. Mezi rostlinami F1 generace nebyl
pritomen zadny heteroploidni hybrid, coz poukazuje na vzacny vyskyt hybridizace

nebo na to, Ze k ni doslo v minulosti a nyni jiZ neprobiha.
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Vybér chloroplastovych markert

Pro vybér univerzalnich chloroplastovych markert je nutné, aby useky, kde nasedaji
primery, byly dostate€né konzervativni a bez mutaci. Proto byly ve studii pouzity
markery, které na Sirokém spektru nekddujicich usek cpDNA ovéfil Shaw et al.
(2005; 2007) a které dostatecné postihuji variabilitu v cpDNA. BohuZel se nepodafilo
ziskat kvalitni sekvence ze sekvenovani useku d&tvrtého vybraného markeru
ndhF-rpl32 a analyzy tak byly ochuzeny o cenné udaje, které by mohly pfispét
k dokonalejSimu vykresleni fylogenetického stromu. Pfesto na zakladé pairwise
differences byla posouzena variabilita Useku jednotlivych chloroplastovych markert

pouzitych v této studii dostate¢na pro odliSeni jednotlivych taxona.

Mnoho studii se v sou€asnosti zabyva variabilitou sekvenci cpDNA a existuje
nékolik desitek chloroplastovych markeru, které rlizné postihuji variabilitu cpDNA
a jsou univerzalni pro vétSinu krytosemennych rostlin (Shaw et al., 2007). Studie,
kterou vypracovali Bafeel et al. (2012), byla zaméfena na barcoding (metoda
identifikace taxonu pomoci standardizovanych usektd DNA) gent plastidovych useki
(rbcL a matK) u rodu Chenopodium. Pomoci metody pairwise porovnavali ziskané
Useky vzorku s databankou sekvenci (GenBank database). Pairwise porovnani
sekvenci ukazalo vyssi podobnost mezi rbcL Useky (98%). Pro druhy C. album a C.
ficifolium byla u Usekld rbcL 100% shoda sekvenci, proto pro takto blizce pfibuzné
druhy neni pouziti rbcL useku pfili§ vhodné. U useku matK ziskali v priméru 94,5%
shodu v sekvencich, coz naznacuje velkou miru variability téchto usekl. Pro usek
matK byla shoda C. album a C. ficifolium 99%, Ize tak sjeho pomoci odhalit
variabilitu mezi témito druhy. OvSem jako nevyhoda pouZiti variabilniho useku matkK

se zde uvadi jeho Casto obtizna amplifikace.
Polyploidni komplex C. album

Mnoho studii zabyvajicich se ploidii u rodu Chenopodium popisuje C. album jako
rostliny o riznych Urovnich ploidie 2n = 2x = 18 (diploid), 2n = 4x = 36 (tetraploid) a
2n = 6x = 54 (hexaploid) a podporuje fakt, Zze C. album tvofi polyploidni komplex
(Tanaka et Tanaka, 1980; Partap et Kapoor, 1985; Kolano et al., 2008). V této praci

byl taxon C. album chapan jako samostatny druh s ploidii 2n = 6x = 54 (hexaploid).
Mozné cesty vzniku hexaploida C. album

Jak naznacuje Mandak et al. (2012), jsou pravdépodobné celkem &tyfi rizné cesty
vzniku hexaploidniho C. album, a to jako allopolyploida mezi dvéma diploidy,

diploidem a tetraploidem nebo dvéma tetraploidy (obr. €. 13).
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Obr. & 13: Predpokladané cesty vzniku hexaploida C. album s. str. prostfednictvim hybridizace
a polyploidizace. Linie zobrazuji hybridizaci nebo autopolyploidizaci. PIné &ary prezentuji redukované
gamety, pferuSované c¢ary predstavuji neredukované gamety a c&erchované c&ary predstavuji
autopolyploidizaci. A — vznik druhu C. album zahrnujici dva diploidni druhy; B, C — vznik druhu
C. album zahrnujici diploidni a tetraploidni druhy; D — vznik druhu C. album zahrnujici pouze
tetraploidni druhy (Mandak et al., 2012).

Vysledky pratokové cytometrie odhalily, Ze nejpravdépodobnéji mohl vzniknout
C. album jako hybrid tetraploida a diploida, rozdil mezi o¢ekavanym obsahem DNA

a naméfenymi hodnotami se pohyboval od 0,3 — 1,0 % (tab €. 10).

Tab &. 10: Test nejpravdépodobnéjSiho vzniku hexapoploida C. album na zakladé dat z prutokové
cytometrie. Porovnani na zakladé obsahu DNA C. album s str. = 1.524. 2x + 2x — vznik hexaploida
pfes triploidni most nasledovany polyploidizaci, 2x + 4x — spojeni redukovanych gamet nasledované
polyploidizaci nebo spojenim dvou neredukovanych gamet, 4x + 4x — spojeni redukované
a neredukované gamety (Mandak et al., 2012).

Origin Expected DNA amount Difference (%)
2x+2x 2.069-2.076 35.8-36.2
2x+4x 1.509-1.519 0.3-1.0

4x +4x 1.229-1.241 18.6-19.4

Gangopadhyay et al. (2002) na zakladé RAPD analyzy pfedpokladaji vznik
hexaploidniho C. album jako hybrida dvou odliSnych diploidnich jedinct C. album
(jeden se Sirokymi listy a druhy s uzkymi listy) spole¢né s C. murale. Jelikoz se
zkoumani jedinci nachazeli v Indii, je mozné predpokladat evoluéné odliSné linie,

nez se vyvinuly u evropskych druhd.
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Rahiminejad a Gornal v roce 2004 publikovali hypotézu o allopolyploidnim pUvodu
hexaploida C. album, zalozenou na analyze sekundarnich metabolitl patnacti blizce
pfibuznych druhd. Na zakladé porovnani obsazenych flavonoidd vySel flavonoidni
profii C. album jako téméf presny soucet flavonoidli obsazenych u diploidd
C. suecicum a C. ficifolium. Z jejich pohledu se C. album vyvinul hybridizaci téchto
dvou druhut nebo jim blizce pfibuznych druhl a naslednou polyploidizaci. Na
zakladé mych vysledku a jejich porovnani s praci, kterou publikovali Rahiminejad a
Gornal (2004), dava tabulka shrnuti hlavnich flavonoidovych kombinaci (tab. €. 11)
moznost zkombinovat diploida C. suecicum s tetraploidem C. strictum, pfiCemz
zUstanou zachovany vSechny hlavni flavonoidy zastoupené u C. album. Rozdilné
vysledky oviem mohou podporovat hypotézu, Ze v zapadni Evropé se druh

C. album vyvijel odliSnym zplsobem nez ve stfedni a jihovychodni Evropé.

Tab. €. 11 :Shrnuti hlavnich flavonoidovych kombinaci u 16 druh rodu Chenopodium. Zkratky druhu:
gla — C. glaucum, hyb — C. hybridum, pol — C. polyspermum, mur — C. murale, fic — C. ficifolium,
sue — C. suecicum, vul — C. vyvare, ber — berlandieri, bus — C. bushianum, nov — novopokrovskianum,
qui — C. quinoa, str — C. strictum, alb — C. album, gig — C. giganteum, opu — C. opulifolium,
pro — C. prostii (Rahiminejad et Gornal, 2004).

Diploid Tetraploid Hexaploid

gla hyb pol mur fic  swe val ber bus nov gqui sir alh gig opu pro

Quercetin t f t | f | t J I t
Kaempferol | ! | | t | t {
Isorhamnetin | t t
4’-0O-methylation

Section/subsection™ 1 2 i 4 5 5 6 5 5 [ 5 6 6 6 6 6
t
}
i

|
6-0-methylation +
T-0-methylation +
3-O-glycosylation + 4+ + + + + + + + + + + + + + +
T-O-glycolysation +
Acylated glycosides + + + + + 4+ + + + o+ o+

* Subsectional taxonomy of Aellen (1960): 1 = sect. Pseudoblitum, 2 = sect. Chenopodium subsect.
Grossefoveata, 3 — subsect. Polysperma, 4 — subsect. Undata, 5 — subsect. Cellulata, 6 — subsect.
Leiosperma

Konakova (2013) ve své diplomové praci k uréeni nejpravdépodobnéjSi moznosti

vzniku hexaploida C. album vychazela ze studie, kterou vypracovali Mandak et al.

(2012). Porovnavala rozdil mezi oCekdvanou a skuteCnou hodnotou indexu u

C. album a pro pfipad hybridizace diploida s tetraploidem je odchylka 0,7 %.

Signifikantné vyS$Si odchylka je u vzniku hexaploida cestou spojeni dvou diploidu,

36,3 %, a pfi vzniku ze dvou tetraploidl 19,2 % (tab. €. 12). Potvrzuji se tak varianty

,B a C“ (obr. €. 13) jako nejpravdépodobnéjsi moznosti vzniku hexaploida C. album

jako hybrida mezi diploidem a tetraploidem, jak je popsal Mandak et al. (2012).
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Tab. €. 12: Tabulka s moznymi hypotetickymi cestami vzniku hexaploida C. album, o€ekavana hodnota
indexu (O), skute¢n& naméfena hodnota indexu (S) a rozdil mezi o€ekavanou a skute€nou hodnotou
indexu (%) (Konakova Z., 2013).

Skuteény primérny | Rozdil mezi
PUvod Ocekavany index C. album (O) index C. album (S) Oas (%)
A 2x + 2x (0,3472 + 0,6944) * 2 = 2,0832 1,5285 36,3
B 2x + 4x (0,3472 +0,4116) *2=1,5176 1,5285 0,7
C 2x + 4x 0,6944 +0,8232 =1,5176 1,5285 0,7
D 4x + 4x 0,4116 +0,8232 =1,2348 1,5285 19,2

Hexaploid C. album tak mohl vzniknout pomoci spojeni dvou redukovanych gamet
(triploid) a stat se hexaploidem naslednou polyploidizaci, nebo spojenim dvou
neredukovanych gamet diploida a tetraploida. Pfedpokladany vznik hexaploidniho
C. album pres triploida ma nékolik nedostatka. Triploidni C. album nebyl nalezen
v zadné populaci a ani nevznikl pfi pokusném kfizeni (Mandak et al., 2012).
O existenci triploida C. album nebyly ani dohledatelné zminky v literatufe. Pokud
tedy doSlo ke vzniku hexaploidniho C. album cestou spojeni redukovanych gamet
a naslednou polyploidizaci, muselo k tomu dojit v davné minulosti nebo se tak déje
pouze zfidka (Mandak et al., 2012).

V této studii se jako jeden z pravdépodobnych matefskych taxonu hexaploida
C. album potvrdil tetraploid nebo néktery pfedek pfibuzny s dneSnim tetraploidem.
Dva zkoumani jedinci C. album maji shodny haplotyp s tetraploidy C. strictum
a C. striatiforme a i ostatni haplotypy C. album a tetraploid( tvofici haploskupinu B
jsou si navzajem blizce pfibuzné. Naproti tomu haplotypy diploidnich druhd jsou od
C. album evolu¢né velmi vzdalené. Rovnéz haplotypy C. opulifolium nesedi
s zadnym haplotypem C. album, ddvodem muze byt, Ze matefsky jedinec
v minulosti vyhynul nebo neroste v Evropé. Z navrZzenych cest vzniku hexaploida
C. album podle Mandaka et al. (2012) a srovnanim vysledku této studie se zda jako
nejpravdépodobnéjsi moznost ,C“, kdy hexaploidni jedinec vznikd z diploida

a tetraploida a nedochazi u néj k redukci gamet.
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7. ZAVER

Diplomova prace ukazala evolucni vztahy mezi taxony na zakladé analyzy sekvenci
44 jedincd 9 druhtd rodu Chenopodium o rlznych stupnich ploidie a jejich
diferenciaci do 15 raznych haplotypld. Jak uvadi Dostalek et al. (2003), rod
Chenopodium je z taxonomického hlediska nedokonale prozkouman. Prace tak
prispéla k ur€eni pfibuzenskych linii u druhd skupiny Chenopodium album agg.,
u kterych nebyly provedeny rozsahlejSi analyzy DNA. Konkrétné jde o druhy

C. missouriense, C. pedunculare, C. striatiforme, C. strictum a C. suecicum.

Vysledky prace:

= Na zakladé analyz cpDNA u 7 testovacich vzork( byly vybrany 4
nejvariabilngjsi chloroplastové markery rpl32-trnL, ndhF-rpl32, psbJ-petA
a trnD-trnT, z nichz 3 (mimo ndhF-rpl32) byly pouzity pro fylogenetické

analyzy a rozfazeni 44 jedinct do pfisluSnych haplotypu.

= U diploidnich druhd C. ficifolium a C. suecicum byla v ramci druhu zjiSténa
mala mira variability v cpDNA. Vytvareji stabilni samostatné taxony
a i v rznych geografickych oblastech si kazdy druh zachovava jeden shodny

haplotyp.

= Nejvétsi rozmanitost mezi jedinci uvnitf druhu vykazoval druh C. album. Na
zakladé odlisnosti v cpDNA utvofil celkem 8 riznych haplotypu (véetné C.

missouriense a C. pedunculare).

= Tetraploidni druhy C. strictum a C. striatiforme nenavazuji pfibuzensky na
diploidni druhy C. ficifolium a C. suecicum. Tetraploidi se oddélili do vlastni
evoluéni linie. Lze tak Fici, ze zkoumané diploidni druhy rostouci na uzemi
stfedni Evropy a Ruska se nepodilely na vzniku téchto tetraploidi po

materské linii.

= Analyzami cpDNA byl vylou¢en hybridni pivod C. album po matefské linii
jako potomka diploidu C. suecicum a C. ficifolium z dlvodu velkého poctu

evolu¢nich zmén v haplotypech.

= C. album sdili shodné haplotypy s tetraploidnimi druhy C. striatiforme a C.
strictum. Z vysledkd analyz cpDNA je mozné urcit pouze matefskou linii,
ktera naznacuje mozny puvod C. album jako autopolyploida z tetraploidnich

druht C. striatiforme nebo C. strictum. Na zakladé srovnani vysledku této
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prace, dat z cytometrie (Kofidakova, 2013) a obsahu flavonoidd (Rahiminejad
et Gornal, 2004) u C. album se spiSe jedna o allopolyploidni pavod C. album
jako hybrida tetraploida s diploidem.

= U hexaploida C. opulifolium byli analyzovani tfi zastupci, po jednom
z Bulharska, Ceské republiky a Chorvatska. Kazdy vytvoril viastni, evoluéné
velmi odliSny haplotyp. Je mozné konstatovat, Ze se v minulosti odstépili od
spole¢ného predka a dal se vyvijeli v riznych geografickych oblastech po
vlastni evoluéni ose a variabilita mezi nimi je tudiz geograficky podminéna.
Spole¢ny pfedek C. opulifolium jiz s nejvétSi pravdépodobnosti zanikl nebo
se na vzniku C. opulifolium podilel v roli matky jiny druh (pokud je vibec

C. opulifolium hybridniho plvodu), jenz nebyl analyzovan v této praci.

= C. pedunculare a C. missouriense se na zakladé shody v haplotypech
s C. album a pfisluSnosti ke stejné linii ve fylogenetickém stromé jevi jako
stejny druh. MuUze se tak jednat pouze o variety druhu C. album, nikoli o
samostatné druhy. Relevantnost vysledku by potvrdila analyza vétSiho

mnozstvi zastupcu klasifikovanych jako C. pedunculare a C. missouriense.

Na zakladé vysledk( analyz je mozné cCasteCné potvrdit hypotézu, ze vySsi
polyploidi (4x — C. striatiforme, C. strictum; 6x — C. album) vznikaji ve stfedni
a jihovychodni Evropé a Rusku stejnou cestou, ovdem existuje u nich variabilita
v cpDNA. K hybridizaci mezi vy38imi polyploidy dochazelo sou€asné a nezavisle

v riznych geografickych oblastech.

Zpracované sekvence se stanou soucasti dalSich vyzkum( rodu Chenopodium

v Botanickém ustavu AVCR v Prahonicich.
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9. PRILOHY

Pfiloha €. 1: Souhrnna tabulka s nazvy jedincu, druhovou pfisluSnosti, nalezistém, koordinatami, ploidii a haplotypovou pfislusnosti haploskupina A je vyznatena modre a

haploskupina B fialové.

Druh Zemé Lokalita stanoviste Koordinaty Ploidie | Haplotyp

Praha-HoleSovice, mezi mostem Barikadnikd a Zelezniénim mostem, na L

C. album 5 Ceska republika bfehu Vltavy, nasep Zeleznicni trati 50°06'45,34" N | 14°26'47,74" E 6 H1

C. album 19 Ceska republika Vestec (Praha-zapad), na S okraji obce, Eerstvé nahrnuta zemina 49°58'55,97" N | 14°29'52,87" E 6 H10
Praha-HoleSovice, mezi mostem Barikadnik( a zelezniénim mostem, na L

C. suecicum 27 Ceska republika bfehu Vlitavy, nasep Zeleznicni trati 50°06'45,34" N | 14°26'47,74" E 2

C. striatiforme 32 Ceska republika Praha-Troja, v ulici Na dlazdénce, podél silnice 50°06'58,67" N | 14°25'59" E 4 H10

C. album 34 Ceska republika Praha-Troja, v ulici Na dlazdénce, podél silnice 50°06'58,67" N | 14°25'59" E 6 H1
Prahonice (Praha-zapad), navazky zeminy u experimentalni zahrady

C. album 54 Ceska republika Botanického Ustavu AV CR, 8erstva navazka zeminy 49°59'30,67" N | 14°34'1,16" E 6 H1
Praha-HoleSovice, cip ruderalni plochy za nadrazim HoleSovice smérem k

C. strictum 65 Ceska republika Vltavé, nasypana zemina 4 H10

3 Lovosice (Litoméfice), dvar obilniho sila, v arealu prekladisté na bfehu

C. missouriense 100 | Ceska republika labského kanalu, erstva navazka zeminy 6 H1

C. pedunculare 103 | Ceska republika Lovosice (Litoméfice), na bfehu labského kanalu, mezery Fi¢ni navigace 6 H1

C. ficifolium 107 Ceska republika Usti nad Labem, stary pfistav (Agroport), v kolejiti 2 H15

C. strictum 124 Ceska republika Stary Kolin (Kolin), areal zemédélského druzstva, volna ruderalni plocha 4 H7

C. missouriense 127 | Ceska republika Stary Kolin (Kolin), areadl zemédélského druzstva, volna ruderalni plocha 6 H1

C. album 132 Ceska republika Stary Kolin (Kolin), pole u nadrazi, pole 6 H1

C. album 140 Slovensko Medzilaborce, volna plocha u prodejny Tesco, volna ruderalni plocha 49°16'08,70" N | 21°54'14,44" E 6 H1

C. strictum 143 Mad'arsko Rajka, okraj parkovi$té 48°00'36,72" N [17°10'35,76" E 4 H8

C. pedunculare 145 | Madarsko Budapest, ulice Kacséh Pongrac, odpoc€ivadlo u silnice M3 47°32'01,02" N |19°06'10,32" E 6 H3

C. strictum 146 Madarsko Budapest, ulice Kacséh Pongrac, odpodivadlo u silnice M3 47°32'01,02" N |19°06'10,32" E 4 H10

C. album 147 Madarsko Budapest, ulice Kacséh Pongrac, odpoc€ivadlo u silnice M3 47°32'01.02" N | 19°06'10.32" E 6

C. urbicum 148 Mad'arsko Besenydtelek, pfi silnici €. 33 smérem na Poroszlo, pusta 47°41'12,16" N | 20°28'05,45" E 6

C. album 149 Madarsko Nagyhegyes, ulice Ady Endre, podél silnice 47°31'04.62" N | 21°21'27.48" E 6 H1
Bucea, cca 2.6 km VSV obce, kamenity naplav feky Sebes-Koérds,

C. album 151 Rumunsko kamenity néplav feky 46°57'06.62" N | 22°43'28.20" E 6 H2
Bucea, cca 2.6 km VSV obce, kamenity naplav feky Sebes-Koros,

C. suecicum 153 Rumunsko kamenity naplav feky 46°57'06,62" N | 22°46'28,20" E 2 H14
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Druh Zemé Lokalita stanovisté Koordinaty Ploidie | Haplotyp
C. album 155 Rumunsko Siculeni, pfi silnici E578, na SV okraiji obce, bramborové pole 46°26'30.30" N | 25°45'42.18" E 6 H1
C. suecicum 156 Rumunsko Preluci, kamenité naplavy feky Trotus, kamenity naplav feky 46°27'39,48" N | 26°16'04,20" E 2 H14
C. album 157 Rumunsko Preluci, kamenité naplavy feky Trotus, kamenity naplav feky 46°27'39,48" N | 26°16'04,20" E 6 Hl
C. strictum 158 Rumunsko Preluci, kamenité naplavy feky Trotus, kamenity naplav feky 46°27'39,48" N | 26°16'04,20" E 4 H7
Mihai Viteazu, cca 3.2 km S mésta pfi silnici E87 na mésto Baia, okraj
C. album 160 Rumunsko kukufi¢ného pole 44°40'24,71" N | 28°41'04,27" E 6 H1
C. album 163 Bulharsko Veliko Tarnovo, podél silnice E85, na J okraji mésta, podél silnice 43°03'38,10" N | 25°37'57,30" E 6 H1
C. opulifolium 164 Bulharsko Gara Lakatnik, na V okraji obce, podél silnice €. 16, podél silnice 43°05'14,34" N | 23°23'46,08" E 6 H11
C. album 165 Bulharsko Opletnya, cca 2 km JV obce, silnice podél feky Iskar, na okraji cesty 43°05'23,94" N | 23°27'57,60" E 6 H1
C. strictum 166 Bulharsko Yakoruda, cca 2.7 km JZ obce, podél silnice €. 84, podél silnice 42°00'24,60" N | 23°38'24,30" E 4 H7
C. album 167 Bulharsko Yakoruda, cca 2.7 km JZ obce, podél silnice €. 84, podél silnice 42°00'24,60" N | 23°38'24,30" E 6 H1
C. album 168 Bulharsko Srednogortsi, cca 1 km SV obce, podél silnice 41°32'03,96" N | 24°55'05,82" E 6 H1
Bosna a
C. album 169A Hercegovina Maglaj, na S okraji obce, hnojisté 44°33'18,36" N | 18°06'22,62" E 6 H1
Bosna a
C. album 169B Hercegovina Maglaj, na S okraji obce, hnojisté 44°33'18,36" N | 18°06'22,62" E 6 H4
Altai Republic, Altaiské hory, distr. Shebalino, Kalmak: jihovychodni okraj

C. strictum 182 Rusko obce, 401 m n.m., mezi silnici a fekou 51°37'11,00" N | 85°39'13,00" E 4 H9
C. album 184 Ceska republika HruSovany u Brna 49°02'35,68" N | 16°34'26,31" E 6 H7
C. opulifolium 192 Ceska republika Praha, ulice Slovenska 50°04'21,86" N | 14°26'57,12" E 6 H12
C. striatiforme 193 Ceska republika Praha, Karlovo namésti 50°04'26,21" N | 14°25'08,82" E 4 H10
C. ficifolium 200 Ceska republika Benesov, vodarna 49°47'02,81" N | 14°42'01,89" E 2 H15
C. ficifolium 202 Ceska republika Bésno, chmelnice 50°11'01,76" N | 13°30'23,58" E 2 H15
C. suecicum 205 Ceska republika BeneSov, vodarna 49°47'02,81" N | 14°42'01,89" E 2

C. album 211 Rusko Novosibirsk, Obskyi more 54°50'01,03" N | 83°04'13,03" E 6 H5
C. album 212 Rusko Suzunskij les 53°55'04,08" N | 82°34'32,05" E 6 H6
C. suecicum 213 Rusko Novosibirsk, Akademgorodok 54°51'16,09" N | 83°11'36,04" E 2 H14
C. suecicum 214 Rusko Novosibirsk, u jezera 57°27'18,09" N |83°21'21,07" E 2 H14
C. opulifolium 215 Chorvatsko ostrov Brag, Bol, volna ruderdlni plocha 43°15'48,26" N | 16°39'03,61" E 6 H13
C. vulvaria 226 Madarsko Budapest, Hunyadi Janos utca, podél zdi 47°29'57,01" N [ 19°02'12,19" E 2

pro neznamé koordinaty byly do mapy zaneseny koordinaty pfiblizné odpovidajici mistu nalezu
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Roz$ifeni zastupcu rodu Chenopodium v Evropé
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Author: Bc. Tereza Bazgerova

Pfiloha ¢&. 2: Mapa rozSifeni
zastupcl rodu Chenopodium
ve stfedni a jihovychodni
Rusku. Modré

koleCko predstavuje diploidy,

Evropé a
modry trojuhelnik  oznacuje
tetraploidy a rtzovy Ctverec
hexaploidy.



Rozsifeni zastupcd rodu Chenopodium v CR
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Author: Bc. Tereza Bazgerova

Pfiloha €. 3: Mapa rozSifeni
zastupct rodu Chenopodium
v CR. Modré koletko
predstavuje diploidy, modry
trojuhelnik oznacuje tetraploidy

a rlZzovy ¢étverec hexaploidy.



Zastoupeni haplotypl rodu Chenopodium v Evropé
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Author: Be. Tereza Bazgerova

PFiloha ¢. 4: Mapa
zastoupeni haplotypd rodu
Chenopodium ve stfedni
a jihovychodni Evropé
a Rusku zalozena na
sekvenovani  usekd rpl32-
trnL, psbJ-petA a trnD-trnT

cpDNA. Jednotlivé haplotypy

H1 - 15 jsou barevné
odliseny a opatreny
popiskem.



Zastoupeni haplotypt rodu Chenopodium v CR.

Podkladova mapa dostupna http://www.diva-gis.org/Data (13.4.2014) Author: Bc. Tereza Bazgerova
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Pfiloha ¢. 5: Mapa
zastoupeni haplotypl rodu
Chenopodium v CR zaloZena
na sekvenovani usekd
rpl32-trnL, psbJ-petA a trnD-
trnT  cpDNA.  Jednotlivé
haplotypy H1 - 15 jsou
barevné odliSeny a opatfeny
popiskem.



Pfiloha €. 6: Tabulka se vzorky (1 — 48), naméfenymi hodnotami koncentrace DNA (ng/ul) a poméry
absorbanci (260/280 a 260/230).

vzorek | ng/ul |260/280 | 260/230 vzorek | ng/ul |260/280 | 260/230
15 116 | 1,75 | 1,08 |25 |157 177 | 1,79 | 1,74
2 |19 66 1,40 | 0,38 |26 158 242 | 1,78 | 1,69
3 |27 42 201 | 038 |27]160 239 | 1,83 | 1,68
4 |32 222 | 304 | 1,00 |28]163 288 | 1,80 | 1,73
5 |34 70 1,77 | 1,03 |29 |164 83 1,81 | 1,33
6 |54 214 | 1,84 | 1,64 |30]165 111 | 2,07 | 1,00
7 |65 75 1,77 | 2,77 |31 |166 77 1,79 | 1,31
8 | 100 87 2,06 | 1,48 |32|167 232 | 1,84 | 1,77
9 |103 94 1,85 | 0,87 |33 168 189 | 1,72 | 1,70
10 | 107 66 165 | 1,40 |34 [169A 95 1,73 | 1,11
11 | 124 358 | 1,84 | 1,87 [35|1698 119 | 1,71 | 1,13
12 | 127 183 | 1,74 | 1,81 |36 182 50 1,59 | 1,80
13 | 132 94 1,83 | 1,13 |37 184 60 1,97 | 1,32
14 | 140 158 | 1,74 | 1,68 |38192 126 | 1,76 | 1,34
15 | 143 61 1,91 | 1,02 |39 193 447 | 1,84 | 185
16 | 145 160 | 1,77 | 1,31 |40 |200 301 | 1,85 | 1,86
17 | 146 135 | 1,88 | 1,50 |41|202 146 | 1,86 | 0,77
18 | 147 107 | 1,81 | 1,72 | 42205 400 | 1,86 | 2,18
19 | 148 101 | 1,75 | 1,57 |43 211 124 | 1,82 | 1,27
20 | 149 190 | 1,76 | 1,46 |44 |212 57 1,65 | 1,70
21 | 151 193 | 1,75 | 1,80 |45 |213 66 161 | 1,16
22 |153 99 1,73 | 1,28 |46 |214 116 | 1,70 | 1,60
23 | 155 159 | 1,71 | 1,46 |47 |215 50 2,55 | 0,81
24 | 156 180 | 1,81 | 1,31 | 48226 50 1,88 | 2,28
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Pfiloha €. 7: Tabulky pairwise differences pro chloroplastové markery rpl32-trnL, trnQ-5'rps16, 3'trnV-
ndhC, ndhF-rpl32, psbD-trnT, psbJ-petA, 3'rps16-5trnK, atpl-atpH, petL-psbE a trnD-trnT.

No. rpl32-trnL 1 2 3 4 5 6 7
1 C. strictum 118

2 C. striatiforme 40 0,002

3 C. striatiforme 3-3 0,002 0,000

4 C album 216 0,002 0,000 0,000

5 C. opulifolium 111 0,002 0,000 0,000 0,000

6 C. ficifolium F3-5 0,020 0,018 0,018 0,018 0,018

7 C. suecicumS2-2 0,017 0,014 0,014 0,014 0,014 0,005

No. trnQ-5'rpsi16 1 2 3 4 5 6 7

1 C. striatiforme 3-3

2 C. striatiforme 40 0,000

3 C. ficifolium F3-5 0,009 0,009

4 C. suecicum S2-2 0,010 0,010 0,001

5 C opulifolium 111 0,000 0,000 0,009 0,010

6 C. strictum 118 0,000 0,000 0,009 0,010 0,000

7 C. album 216 0,000 0,000 0,009 0,010 0,000 0,000

No. ndhF-rpl32 1 2 3 4 5 6 7

1 C. striatiforme 3-3

2 C. striatiforme 40 0,000

3 C opulifolium 111 0,000 0,000

4 C. strictum 118 0,002 0,002 0,002

5 C. album 216 0,001 0,001 0,001 0,003

6 C. ficifolum F3-5 0,011 0,011 0,011 0,011 0,012

7 C. suecicumS2-2 0,011 0,011 0,011 0,011 0,012 0,004

No. psbD-trnT 1 2 3 4 5 6 7

1 C opulifolium 111

2 C. strictum 118 0,000

3 C album 216 0,000 0,000

4 C. striatiforme 3-3 0,001 0,001 0,001

5 C. striatiforme 40 0,001 0,001 0,001 0,000

6 C. ficifolium F3-5 0,009 0,009 0,009 0,008 0,008

7 C. suecicumS2-2 0,008 0,008 0,008 0,007 0,007 0,003
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No. psbJ-petA 1 2 3 4 5 6
1 C strictum 118

2 C.album 216 0,001

3 C. suecicum S2-2 0,010 0,012

4 C. striatiforme 40 0,000 0,001 0,010

5 C. opulifolium 111 0,000 0,001 0,010 0,000

6 C. striatiforme 3-3 0,000 0,001 0,010 0,000 0,000

7 C. ficifolium F3-5 0,012 0,013 0,001 0,012 0,012 0,012
No. 3'rps16-5'trnK 1 2 3 4 5 6
1 C. striatiforme 3-3

2 C. striatiforme 40 0,000

3 C opulifolium 111 0,000 0,000

4 C. ficifolium F3-5 0,008 0,008 0,008

5 C. strictum 118 0,001 0,001 0,001 0,009

6 C album216 0,000 0,000 0,000 0,008 0,001

7 C. suecicumS2-2 0,008 0,008 0,008 0,000 0,009 0,008
No. atpl-atpH 1 2 3 4 5 6
1 C. striatiforme 3-3

2 C. striatiforme 40 0,000

3 C opulifolium 111 0,000 0,000

4 C. strictum 118 0,000 0,000 0,000

5 C. ficifolium F3-5 0,006 0,006 0,006 0,006

6 C. suecicumS2-2 0,007 0,007 0,007 0,007 0,001

7 C. album 216 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,007
No. petl-psbE 1 2 3 4 5 6
1 C. strictum 118

2 C. album 216 0,000

3 C. striatiforme 3-3 0,000 0,000

4 C. striatiforme 40 0,000 0,000 0,000

5 C. opulifolium 111 0,000 0,000 0,000 0,000

6 C. ficifolium F3-5 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009

7 C.suecicumS2-2 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,003
No. trnD-trnT 1 2 3 4 5 6
1 C strictum 118

2 C.album216 0,000

3 (. suecicum S2-2 0,009 0,009

4 C. striatiforme 3-3 0,000 0,000 0,009

5 C. striatiforme 40 0,001 0,001 0,010 0,001

6 C. opulifolium 111 0,001 0,001 0,010 0,001 0,000

7 C. ficifolium F3-5 0,010 0,010 0,001 0,010 0,011 0,011
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