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Abstrakt

Rod Lophophora je druhové nepocetny rod nenapadnych kulovitych bezostnych
kaktusti s aredlem sahajicim od jizniho Texasu (USA) az po stat Querétaro (Mexiko).
V soucasné dob¢ se rod déli na dvé sekce. V sekci Diffusae se rozliSuji ¢tyii druhy L.
alberto-vojtechii, L. diffusa, L. fricii, L. koehresii. Do sekce Lophophora se fadi jeden
polymorfni druh L. williamsii. Takovéto systematické ¢lenéni rodu je ale povétsinou
ignorovano odbornou vetejnosti a v odborné literatufe se lze setkat s nazory, ze rod
obsahuje jenom dva druhy, jizni typ — L. diffusa a severni typ — L. williamsii. Z divodu
nejasného rozliSeni a pojeti taxont v ramci rodu jsem se vV mé diplomové praci zabyvala
touto problematikou z pohledu molekularni biosystematiky. Cilem prace bylo najit
polymorfni genetické markery a aplikovat je na studium vymezeni druhii a genetické
variability 208 jedinct rodu Lophophora. Puvod poskytnutych vzorkli rovnomérné
pokryl areal rozsifeni rodu a Sirokou $kalu rozeznavanych morfologickych a rustovych
forem. Po ptedbézné selekci genetickych markert byl vybran jeden tsek jaderné (ITS) a
dva tuseky chloroplastové DNA (trnT-trnL, trnL-trnF). Po spojeni identifikovanych
haplotypovych a ribotypovych linii bylo celkové rozeznano deset genetickych linii.
Ctyfi linie byly charakteristické pro taxony L. alberto-vojtechii, L. diffusa, L. fricii, L.
koehresii. Zbylych Sest linii bylo pozorovano pro vzorky taxonu L. williamsii. I pfes
nizkou variabilitu vybranych molekularnich markerti a skutecnost, Ze zkoumané taxony
jsou si velice blizce ptibuzné, vysledky sekvenovani jednoznac¢né podporuji rozliSeni
taxond L. diffusa, L. koehresii a L. alberto-vojtechii jako samostatnych druhu.
Lophophora fricii je pravdépodobné hybridogenni taxon mezi rodi¢ovskymi druhy L.
alberto-vojtechii” a L. williamsii®. Lophophora williamsii je druh vysoce polymorfni
tvofen vicero genetickymi liniemi.
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Abstract

The genus Lophophora represents a species-poor genus of small inconspicuous
globular cacti without spines with distribution area reaching from South Texas (USA) to
Querétaro (Mexico). Currently, the genus is divided into two sections Diffusae and
Lophophora. Within the section Diffusae, following four species are recognized L.
alberto-vojtechii, L. diffusa, L. fricii, L. koehresii. To the section Lophophora only one
polymorphic species L. williamsii is ranked. However, this subgeneric division is
mostly ignored by professional botanists and in scientific literature opposite opinion on
the systematics of the genus can be found, which is the genus consists of only two
species, southern type — L. diffusa and northern type — L. williamsii. Because of unclear
species boundaries and species concept | used methods of molecular biology to shed
more light on the biosystematics of the genus Lophophora. The aim of my thesis was to
find polymorphic genetic markers suitable for the study of species boundaries and the
genetic variability of 208 individuals of the genus Lophophora. Origin of the provided
samples evenly covered the whole distribution area of the genus as well as the wide
scale of recognized morphological and growth forms. Finally, after selection of genetic
markers, one nuclear locus (ITS) and two chloroplast loci (trnT-trnL, trnL-trnF) were
chose. Altogether, ten genetics lineages were recognized, from which four were specific
for taxa L. alberto-vojtechii, L. diffusa, L. fricii, L. koehresii, while the remaining six
lineages were observed for the taxon L. williamsii. Despite the low variability of
selected molecular markers and the fact that the investigated taxa are very closely
related, the results clearly support distinguishing of L. diffusa, L. koehresii, and L.
alberto-vojtechii as distinct species. Lophophora fricii is probably a hybridogenous
taxon, and parental species being L. alberto-vojtechii® and L. williamsiic. Lophophora
williamsii is high polymorphic species represented by several related genetic lineages.
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Uvod

Rod Lophophora J. M. Coult. ¢esky jezunka, je malo pocetna skupina
bezostnych, zplostéle kulovitych kaktust. Barva epidermis je zelena, modrozelena, Zluta
¢1 nacervenald. T¢€lo rostlin je rozdéleno podélnymi zebry na segmenty v maximalnim
poctu 21. Jedinci maji dlouhy fepovity kofen tvofici veétSi ¢ast rostliny. Rostou
jednotlivé nebo je vice nepohlavné vzniklych hlav spojeno jednim kofenem. Dospéla
rostlina nema trny. Namisto nich ma na vrcholcich areol svétlé chomace chlupi —
trichomy. Kvéty rostou pies tyhle trichomy a tvoii se v blizkosti temene rostliny. Barva
kvéth mize byt rizova, fialova, bila, nazloutld, nazelenald nebo nacervenald, zavisi na
mnoha faktorech, a proto ji neleze pouzit k determinaci druhu. Areal rodu se rozklada
od jihozapadu Spojenych statu americkych (stity Texas a Nové Mexiko) pfes severni
Mexiko az po staty San Luis Potosi a Querétaro (Mexiko). Rostliny rostou v nadmotské
vysce od 50 m n. m. do 1800 m n. m. Dnes je nejuznévangj$i rozdé€leni rodu na pét
samostatnych taxond: Lophophora williamsii (Lemaire ex Salm-Dyck) J.M.Coult, L.
diffusa (Croizat) Bravo, L. koehresii (J. Riha) Bohata, Mysak et. Snicer, L. fricii
Haberm., L. alberto-vojtechii Bohata, Mysak et Snicer, ale znacna plasticita v
morfologickych znacich, variabilita ristovych forem a odliSné nahlizeni na tyto
charakteristiky odbornikim neuleh¢uje jednotny nazor na taxonomické pojeti rodu
(Anderson 1969; Bohata a kol. 2005; Rowley 2006). V tvahu piipada i nazor, Ze rod je
monotypicky s jednim polymorfnim druhem L. williamsii, pficemz nékterym vyraznym
morfologickym varietdm je pfisuzovan status samostatnych druhtt (Grym 2014). V roce
2005 byla ve specialni piiloze ¢asopisu Kaktusy poprvé uveiejnéna ucelena monografie
rodu Lophophora. Autoii monografie rozdé¢lili rod na dvé sekce. Sekci Lophophora
s jedinym druhem L. williamsii a sekci Diffusae obsahujici tfi druhy L. diffusa, L. fricii,
L. koehresii. Rozdéleni do dvou sekci je obhajovano vyraznymi rozdily mezi taxony
hlavné v obsahu alkaloidt, ale i arealem vyskytu, tvarem a poétem zeber, barvou a
tloustkou epidermis atd. (Bohata a kol. 2005). O par let pozdéji byl stejnymi autory
popsan druh L. alberto-vojtechii fadici se do sekce Diffusae (Bohata a kol. 2008).

Rod Lophophora ustanovil americky botanik J. M. Coulter v roce 1894 (Coulter
1894). Coulterovo pojmenovani pochazi ztfeckych slov [lophos] a [phero], coz
v doslovném piekladu znamena ,nosit chochol“. Nez byla jezunka zafazena do

samostatného rodu, byla fazena napiiklad do rodu Echinocactus Link & Otto, kam



zprvu spadaly vSechny kulovité kaktusy (Salm-Dyck 1844). Svym kulovitym vzhledem,
nizkym vzristem, solitérnim i skupinovym ristem a velice podobnymi kvéty mohla
pfipominat zastupce rodu Mammillaria (Coulter 1891). Dale byla fazena do rodu
Anhalonium Lemaire (Engelmann 1859) a diky své bezostnosti také do rodu Ariocarpus
Scheidweiler (Voss 1896). Tim problematika zafazeni tohoto kaktusu nekonc¢i. Nebylo
vyjimkou, ze byla rostlina béhem dvou let ¢tyfikrat piejmenovana. (Grym 2014).

Tento rod neni znam jenom botanikiim a péstitelim kaktust, ale 1 SirSi laické
spolecnosti.  Dtivodem je  pfitomnost alkaloidu  meskalinu, latky se
silnymi psychoaktivnimi G¢inky. Meskalin je v nejvétsim mnozstvi zastoupen jenom u
druhu Lophophora williamsii. Nazev tento alkaloid dostal podle severoamerického
indidnského etnika Apact z kmene Meskaleros. Zminény alkoloid byl izolovan praveé
z rostlin ziskanych od tohoto kmene (Heffter 1898). Psychoaktivni G¢inky L. williamsii
jsou pravdépodobné znamy jiz vice nez pét a pul tisice let (Terry a kol. 2006). Pivodni
obyvatelé Severoamerického kontinentu povazovali a dodnes tuto rostlinu povazuji za
vselék a veii, ze pomoci ni dokazi navazat kontakt s bohy. To je hlavnim divodem pro¢
na sebe v minulosti poutal a stale pouta, tenhle jinak dosti nenapadny kaktus, tak velkou
pozornost. Dalsim vyznamnym alkaloidem pfitomnym v rostlinach je pellotin. Ten byl
pocatkem 20. stoleti uzivan jako sedativum a byl izolovan z extraktu druhu Lophophora
diffusa. S pfichodem barbiturati v roce 1911, jejichz vyroba byla méné nakladna,
pellotin zmizel z farmaceutického trhu (Perrine 2001). Dalsi informace o botanické
charakteristice, taxonomii rodu a etnobotanice rodu Lophophora jsou uvetejnény v mé
bakalatské praci (Sasdkova 2015).

Z dtivodl nejasného rozliseni a pojeti taxonil v rdmci rodu je vyznamné se touto
problematikou zabyvat z pohledu molekularni biosystematiky. Pro  zji§téni
fylogenetickych vztahd mezi taxony a vnitrodruhové struktury taxonu L. williamsii
pomoci metod molekuldrni biologie je dulezité najit tseky DNA (kodujici useky —
geny; nekodujici iseky — mezigenové mezerniky), ve kterych se studované vzorky lisi.
U rostlin se DNA nachdzi ve tfech bunikovych organelach: v butikovém jadie (ncDNA),
Vv chloroplastech (cpDNA) a mitochondriich (mtDNA). Kvuli odlisSnému typu dédéni
jednotlivych organel se informa¢ni hodnota DNA organel 1isi. Jaderna DNA se dédi
biparentalng, chloroplastovd a mitochodridlni wuniparentdlné, a to u vétSiny
krytosemennych rostlin po matefské linii, teda matrilinearné¢. Na zdklad€ literarni
reSerSe bylo vybrano vicero lokust (Casti genti a mezigenovych usekll) z cpDNA a

NCDNA pro testovani moznosti jejich pouziti pro biosystematickou studii rodu
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Lophophora. Vybrané tiseky DNA byly amplifikovany pomoci metody polymerazové
fetézové reakce (dale jen PCR) a v pfipadé tspésné amplifikace byly produkty PCR
reakce sekvenovany. Pro tuhle studii byl vybran jeden tisek jaderné DNA a dva useky

chloroplastové DNA, které byly v konec¢né fazi spojeny a hodnoceny spole¢né.

Cilem prace tedy bylo vybrat dostate¢né polymorfni genetické markery a
pomoci nich analyzovat vzorky rostlin rodu Lophophora. Nasledné¢ z vysledki

zhodnotit postaveni a vymezeni jednotlivych taxoni Vvrodé Lophophora.
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Cile prace

Cilem této prace bylo otestovat a vybrat vhodné, dostate¢né polymorfni
genetické markery pro biosystematickou studii rodu. Pouzit zvolené markery K analyze
208 vzorku rodu Lophophora. Ze ziskanych vysledki nasledné zhodnotit postaveni a

vymezeni taxond v ramci rodu Lophophora.

12



1. Material a metody

1.1. Rostlinny material

Vzorky pro tuto praci pochazely z riznych soukromych sbirek a piedstavovaly
rostliny vypéstované ze semen sbiranych pted rokem 1996. Taxonomické uréeni vzorki
bylo ovéfeno odborniky pro rod Lophophora. Celkem jsem méla Kk dispozici 241
rostlinnych vzorkd rodu Lophophora zahrnujicich 7 taxond a to: 174 vzorka L.
williamsii (WILL), 16 vzorku L. diffusa (DIF), 8 vzorku L. fricii (FRI), 11 vzorka L.
koehresii (KOE), 26 vzorku L. alberto-vojtechii (ALV), 3 vzorky L. jourdaniana
Haberm. (JOU), 3 vzorky L. williamsii var. caespitosa Y.Ito (CAE). Rostlinny material
pouzity k extrakci DNA piedstavovaly odfezky nadzemnich ¢asti rostlin, které byly
oznaceny ID ¢&islem, ulozeny do uzaviratelného pytlicku a uchovéavany pfii teploté —

80°C. Seznam pouzitych rostlin je uvedeny v Tabulce 1.
1.2. l1zolace DNA

Ne vsechny rostlinné druhy ptedstavuji jednoduchy material pro izolaci DNA a

vvvvvv

wvewr

dosazeni co nejvétsi Cistoty DNA bez ptimési sekundarnich metaboliti, zejména
polysacharidu.

Genomicka DNA byla vyextrahovana celkem z 208 vzorkd, tedy ne ze vSech
vzorkd ndm poskytnutych diky castecné duplikaci, a to hlavné u vzorkd taxonu L.
williamsii. Na extrakci bylo pouzito mrazené nebo suSené rostlinné pletivo. Extrakce
byla provadéna podle upraveného sorbitol-CTAB protokolu kvali odstranéni co
nejvétsiho mnozstvi polysacharidi. Cely protokol extrakce je uveden v mé bakalarské
praci (Sasdkova 2015). Koncentrace vyextrahované DNA byla zméfena pomoci
spektrometru (NanoDrop 2000, USA), kvalita a integrita genomické DNA byla navic

ovéfena pomoci agardzové elektroforézy (Thermo Scientific, USA).
1.3. Amplifikace vybranych oblasti jaderné a chloroplastové DNA

Cilem testovani vybranych lokust bylo zvolit dostatecné polymorfni genetické
markery, které by umoznily studovani vySe zminénych vztaht.. Vyizolovana DNA byla

nafedéna na koncentraci pfiblizné¢ 10 ng/ul a byla pouzita na testovani vybranych lokust
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chloroplastové (cp) a jaderné (nc) DNA pomoci PCR reakce. Z jadernych markert
(ncDNA) byly testovany tseky: ITS (Internal Transcribed Spacer), topo6 (podjednotka
topoisomerasy), ppc, nhx1, isi. Z chloroplastovych markeri (Cp)DNA) byly vybrany k
testovani lokusy: matK, trnT-trnL, trnL-trnF, trnS-trnG, trnC-trnD, psbA-trnH, rpL16,
rpS16, ycfl.

1.3.1. PCR reakce

Premix pouzity pro PCR reakci obsahoval 20-40 ng templatové DNA, 0,4 uM
ptfimého a zpétného primeru (Tab. 2), 1X KapaTaq pufr, (obsahujici 1,5 mM MgCl,),
0,2 mM dNTPs, 1U KapaTaq polymerazy (Kapabiosystems, Boston, USA) a 18,8 pl
sterilni destilované vody doplnéné do vysledného objemu 25 pl. Jednotlivé kroky PCR
reakce byly nastaveny nasledovné: pocatec¢ni denaturace pii 95°C/3 min nasledovana 36
cykly zahrnujicich: denaturaci pii 95°C/30 s, nasedani primert (annealing®),
prodluzovani (elongation) pii 72°C/30 s; nasledovano finalnim prodlouzenim (final
elongation) pfi 72°C/10 min. PCR program pro jednotlivé useky se lisil v annealingové
teploté* (Ta), jejiz hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 2. PCR reakce probihala

Vv termalnim cycleru (Eppendorf, Némecko).
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1.3.2. Ci§téni PCR produktii pfed sekvenovanim

Pied samotnou sekvenaci byly vzorky procistény precipitaci pomoci 20 %
polyethylenglykolu a tim zbaveny pozustatki nespotiebovanych primerti a nukleotidu.
Postup byl nasledovny. K PCR produktu jsem piidala stejny objem PEG roztoku (20 %
PEG 6000, 2,5M NaCl = 14,6 ¢g/100 ml) a nasavanim pipetou vzorky promichala. Poté
je nechala hodinu precipitovat pii pokojové teploté a nasledné centrifugovala (25 minut
pti 3700 otackach). Supernatant jsem odpipetovala a produkty promyla 40 pl 70 %
EtOH. Opét centrifugovala 15 minut pii 3700 otackach. Nakonec jsem odpipetovala
Supernatant, vysrdzeny pelet jsem vysuSila ve vakuové suSicce a rozpustila Vv
destilované vodé. Takto procisténé vzorky byly uchovéavané pti teploté¢ -20°C az do
dalsiho zpracovani. Pred samotnou sekvenaci jsem smichala 5 pl vzorku s5 pl
sekvenacniho primeru (Tab. 2). Timto zpusobem ptipravené vzorky byly odeslany na

sekvenaci, ktera byla provadéna komeréné u firmy Macrogen (Macrogen, Jizni Korea).

1.4. Analyza dat

Ziskané sekvence byly upraveny ofezdnim necitelnych casti a nasledné byly
homologni Gseky zarovnany pod sebe do alignmentu pomoci programu Geneious 7.1.8
(Kearse et al. 2012). Sekvence chloroplastovych lokust trnT-trnL a trnL-trnF byly
spojeny a hodnoceny jako jeden celek. Ve vysledném alignmentu byly urceny variabilni
pozice. Odlisné linie (haplotypy/ribotypy) byly identifikovany pomoci webového
nastroje FaBox (Villesen 2007), pouzitim modulu "DNA to haplotype collapser and
converter”. Pro urCeni celkové wvariability a poctu odliSnych genetickych linif
ptitomnych v rodé Lophophora, byly haplotypy spojeny s ptislusnymi ribotypy (spojeni
se d¢lalo pro vSechny analyzované vzorky). Odlisné genetické linie byly nasledné
identifikovany pomoci FaBox-u.

Pro velice nizkou variabilitu pouzitych markert a maly pocet identifikovanych
linii nebylo mozné na zkoumaném datasetu provést fylogenetickou analyzu. Vztahy
mezi odliSnymi liniemi byly proto zkoumany prostfednictvim siti ziskanych metodou
statistické parsimonie za pouziti statistického balicku ‘haplotypes’ (Aktas 2015)
v programu R (R Core Team 2017).

Zjisténé linie byly vyobrazeny pomoci mapovych vystupti vytvorenych

v programu QGIS 2.18.9 (QGIS Team 2013).
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2. Vysledky

Po ovéfeni kvality a integrity DNA pomoci agar6zové elektroforézy se da fict,
ze izolace Cisté DNA nebyla u vSech vzorkli zcela uspésna. I pfes zna¢nou snahu se
nepovedlo vyextrahovat dostate¢né kvalitni nefragmentovanou DNA zbavenou vSech
sekundarnich metaboliti. To zpiisobovalo potize pii nasledné PCR reakci. Ziedénim
DNA destilovanou vodou na pfibliznou koncentraci 10 ng/ul se docililo i1 zfedéni
koprecipitatti a inhibitort PCR reakce. Jen u malé ¢asti vzorkl se podatilo vyizolovat
nefragmentovanou DNA, u ostatnich vzorkli pozorujeme fragmentovanou DNA nebo
DNA s velkym mnozstvim koprecipitujicich polysacharidl, které ji obaluji, coz se
projevilo horsim rozpousténim DNA ve vodé a zvySenou viskozitou vzorku. Extrakce
DNA byla pribézné opakovana a protokol byl modifikovan, ale bez vyraznéjsiho
zlepseni kvality vyextrahované DNA.

Z testovanych jadernych lokust byl jako jediny pouzitelny vyhodnocen usek
ITS, ktery se povedlo amplifikovat u vétSiny vzorkl. U dalSich testovanych jadernych
markert (topo6, ppc, nhx1, isi) byla PCR reakce nespecificka a dochazelo k amplifikaci
vice lokusii. Vysledkem byly smésné sekvence, které se nedaly interpretovat. MozZnost
jejich dal$iho pouziti zavisi na optimalizaci podminek PCR.

K amplifikaci oblasti chloroplastové DNA bylo pro testovani vybrano vice
lokust, jejichz vycet je uveden v metodické ¢asti. Usek genu matK se podatilo Gispésng
amplifikovat, ale po osekvenovani usek nevykazoval zadnou variabilitu mezi
testovanymi vzorky. U zbyvajicich lokust by bylo zapotiebi optimalizovat PCR, aby se
daly pouzit na ne zcela kvalitni DNA. Useky trnT-trnL, trnL-trnF se povedlo
amplifikovat téméf u vSech vzorki bez vétSich problému. I pfes nizkou miru
polymorfizmu byly sekvence pouzity v nasledujicich analyzach.

Sekvenovanim jaderného lokusu ITS jsem rozlisila Sest skupin tzv. ITS ribotypt
(linii), (Tab. 1, Obr. 1, Obr. 7). Linie ITS 1 byla specificka pro taxon L. koehresii, linie
ITS 2 byla jedine¢na pro taxon L. diffusa, a skupina ITS_3 pro taxon L. alberto-
vojtechii. Do skupiny ITS 4 spadaji vSechny vzorky taxonu L. williamsii var.
caespitosa a také vsechny vzorky taxonu L. jourdaniana. Pfevazna cast této linie vSak
byla tvotfena jedinci taxonu L. williamsii. Skupina ITS 5 byla tvofena pouze vzorky
taxonu L. williamsii a je druhym nejpocetnéj$im typem zaznamenanym u tohoto taxonu.
Posledni linii ITS 6 tvorily taxony L. fricii a L. williamsii. Jedna se o celkové

nejpocetnéjsi skupinu se zastoupenim nejvice jedinct taxonu L. williamsii. Sit” (Obr. 4)
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naznacuje moznost vztahti mezi ribotypy. Ribotypy ITS 1 a ITS 2 stoji samostatné a
tvofi samostatné vyvojové linie. Jsou to linie jednoznacné geneticky odliSitelné a
navzajem jsou si nejmén¢ piibuzné. Uprostied sité, mezi liniemi ITS 1 a ITS 2, stoji
nejpocetnéjsi skupina ITS 6 a ji blizce ptibuzné linie ITS 5 a ITS 3. Tyto skupiny jsou
si spolu vice geneticky podobné a ptibuzné, nez jsou si podobné a piibuzné s vyse
popsanymi liniemi ITS 1 a ITS 2. Ribotypy ITS 3 a ITS 5 jsou zjevné odvozeny od
ribotypu ITS_6. Linie ITS_4 stoji mezi ITS 1 a ostatnimi genetickymi liniemi.

Sekvenovanim a naslednym spojenim sekvenci dvou chloroplastovych lokust
trnT-trnL a trnL-trnF jsem rozlisila Sest skupin tzv. haplotypu (linii), (Tab. 1, Obr. 2,
Obr. 8). Prvni linie Hap_1 byla jedinecna pro taxon L. koehresii. Haplotyp Hap_2 byl
specificky pro taxon L. diffusa. Haplotyp Hap 3 byl pozorovan u dvou taxonu L.
alberto-vojtechii a L. fricii. Linie Hap_4 byla pozorovana pouze u jednoho jediného
jedince taxonu L. williamsii (WILL_107). Linie Hap_5 byla charakteristicka pro ¢ast
vzorkd taxonu L. williamsii. Nejpocetnéjsi skupinou byla linie Hap 6, kterou sdili
taxony L. williamsii var. caespitosa, L. jourdaniana a L. williamsii (nejpocetné;jsi
zastoupeni). Sit’ vytvofena ze spojenych chloroplastovych lokust (Obr. 5) ukazuje na
jednozna¢né  odlisSeni  skupin  haplotypt Hap 2 - Hap_1+Hap 3 -
Hap_4+Hap_5+Hap_6.

Spojenim sekvenovaného jaderného a chloroplastovych lokusti vzniklo deset
genetickych linii (ozna¢enych jako CON_1 az CON_10; Tab. 1, Obr. 3, Obr. 9). Linie
CON _1 byla specificka pro vSechny vzorky taxonu L. koehresii, linie CON_2 pro taxon
L. diffusa, CON_3 pro taxon L. alberto-vojtechii, CON_4 pro taxon L. fricii. Linie
CON_5 zahrnuje taxony L. williamsii var. caespitosa, L. jourdaniana a L. williamsii a je
to druha nejpocetnéjsi skupina. Linie CON_6 byla nejpocetnéjsi linii a je specificka pro
taxon L. williamsii. Zbyvajici linie CON_7, CON_8, CON 9, CON 10 jsou méné
pocetné a byly pozorovany jenom u jedinci taxonu L. williamsii. Rozdily mezi
jednotlivymi liniemi byly velmi malé (Obr. 3). Parsimonickd sit’ (Obr. 6) vytvorend ze
spojenych sekvenci naznacCila existenci tfi hlavnich skupin: L. koehresii (CON_1), L.
diffusa (CON_2) a L. williamsii (CON_5, CON_6, CON_7, CON_8, CON_9,
CON_10). Linie CON_3 (L. alberto-vojtechii) a CON_4 (L. fricii) tvoii pfechod mezi

vyse zminénymi ttemi skupinami.
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Obriazek 1: Vysledny alignment sekvenovaného jaderného lokusu ITS. Zobrazeny jsou pouze odlisné sekvence identifikovanych ribotypt (linif) ITS 1 az ITS_6. Seznam vzorki patiici

k piislunym ribotyptim je uveden v Tabulce 1. Cisla v konsenzuélni sekvenci predstavuji pofadi nukleotidi ve vysledném alignmentu a barvy piedstavuji jednotlivé nukleotidy (zelend=T,
Cervend=A, modra=C, ZIutd=G), prazdné misto v alignmentu se oznacuje jako ,,gap“ — pozici, ve které chybi dany Gsek pfitomny v ostatnich sekvencich a $eda barva zobrazuje shodu se sekvenci
konsenzualni. Barevné ,,¢arky“ v jednotlivych sekvencich oznacuji variabilni pozice, kterymi se jednotlivé ribotypy od sebe lisi a barva reprezentuje odlisny nukleotid pfitomny v dané sekvenci
v dané pozici.
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Obrazek 2: Vysledny alignment dvou sekvenovanych chloroplastovych lokusu trnT-trnL a trnL-trnF. Zobrazeny jsou pouze odlisné sekvence identifikovanych haplotypt (linii) Hap 1 az
Hap_ 6. Seznam vzorkil pattici k ptisludnym haplotyptim je uveden v Tabulce 1. Cisla v konsenzualni sekvenci piedstavuji pofadi nukleotidd ve vysledném alignmentu a barvy predstavuji
jednotlivé nukleotidy (zelend=T, Cervena=A, modra=C, zluta=G), prazdné misto v alignmentu se oznacuje jako ,,gap“ — pozici, ve které chybi dany usek pfitomny v ostatnich sekvencich a Seda
barva zobrazuje shodu se sekvenci konsenzualni. Barevné ,,Carky* v jednotlivych sekvencich oznacuji variabilni pozice, kterymi se jednotlivé haplotypy od sebe lisi a barva reprezentuje odlisny
nukleotid pfitomny v dané sekvenci v dané pozici.
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Obrazek 3: Spojeny alignment sekvenovaného jaderného markeru ITS a dvou chloroplastovych markeri trnT-trnL a trnL-trnF. Zobrazeny jsou pouze odlisné sekvence
identifikovanych genetickych linii CON_1 az CON_10. Seznam vzorki patiici k piislusnym haplotyptim je uveden v Tabulce 1. Cisla v konsenzualni sekvenci piedstavuji pofadi nukleotidd ve
vysledném alignmentu. Prazdné misto v alignmentu se oznacuje jako ,,gap‘ — pozici, ve které chybi dany usek ptitomny v ostatnich sekvencich a $eda barva zobrazuje shodu se sekvenci
konsenzudlni. Svislé ,,carky* v jednotlivych sekvencich oznacuji variabilni pozice, kterymi se od sebe jednotlivé genetické linie lisi a cerné ,,Ctverecky* oznacuji misto, ve kterém je dany tsek
ptitomny oproti ,,gapu‘ v ostatnich sekvencich.
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Obrazek 4: Parsimonickd sit’ zobrazujici nejpravdépodobnéjsi vztahy mezi identifikovanymi ribotypy
(liniemi) ITS 1 a7 ITS 6. Cervenym kruhem je oznadena pozice ribotypu s jeho oznadenim a oznadenim
pfislusného taxonu, pro ktery byla dana linie pozorovana. Seznam vzorkd patficich k jednotlivym liniim je
v Tabulce 1. Mensi modré kruhy oznacuji hypotetické mutaéni kroky, kterymi se jednotlivé linie 1isi.
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Obrazek 5: Parsimonicka sit’ zobrazujici nejpravdépodobnéjsi vztahy mezi identifikovanymi haplotypy
(liniemi) Hap 1 a7 Hap_6. Cervenym kruhem je oznatena pozice haplotypu s jeho oznatenim a oznadenim
pfislusného taxonu, pro ktery byla dana linie pozorovdna. Seznam vzorkd patficich k jednotlivym liniim je
v Tabulce 1. Mensi modré kruhy oznacuji hypotetické mutacni kroky, kterymi se jednotlivé linie lisi.

19



CON_1-KOE

CON_4-FRI

CON_9-WILL

CON_6-WILL
CON_7-WILL

CON_10-WILL_107
CON_5-WILL

CON_8-WILL

Obrazek 6: Parsimonickd sit’ zobrazujici nejpravdépodobné&jsi vztahy mezi spojenymi sekvencemi
identifikovanych ribotypi a holotypi CON_1 az CON_10. Cervenym kruhem je oznacena pozice genetickych
Seznam vzorkd

patficich k jednotlivym liniim je v Tabulce 1. Men$i modré kruhy oznacuji hypotetické mutacni kroky, kterymi se

linii S jejim oznacenim a oznacenim piislusného taxonu, pro ktery byla dana linie pozorovana.

jednotlivé linie lisi.

20

CON_2-DIFF



GEOGRAFICKA DISTRIBUCE RIBOTYPU
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Obrazek 7: Mapa zobrazujici geografickou distribuci identifikovanych ribotypu (linii) ITS_1 aZ ITS_6
v oblastech Texasu (USA) a Mexika. WILL — Lophophora williamsii; DIF — L. diffusa; FRI — L. fricii; KOE — L.
koehresii; ALV — L. alberto-vojtechii; CAE — L. williamsii var. caespitosa; JOU — L. jourdaniana.
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Obrazek 8: Mapa zobrazujici geografickou distribuci identifikovanych haplotypi (linii) Hap_1 aZ Hap_6
v oblastech Texasu (USA) a Mexika. WILL — Lophophora williamsii; DIF — L. diffusa; FRI — L. fricii; KOE — L.
koehresii; ALV — L. alberto-vojtechii; CAE — L. williamsii var. caespitosa; JOU — L. jourdaniana.
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GEOGRAFICKA DISTRIBUCE GENETICKYCH LINIi
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Obrazek 9: Mapa zobrazujici geografickou distribuci spejenych sekvenci identifikovanych ribotypi a
haplotypt CON_1 az CON_10 v oblastech Texasu (USA) a Mexika. WILL — Lophophora williamsii; DIF — L.
diffusa; FRI — L. fricii; KOE — L. koehresii; ALV — L. alberto-vojtechii; CAE — L. williamsii var. caespitosa; JOU —
L. jourdaniana.
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3. Diskuze

Cilem mé prace bylo pomoci vybranych polymorfnich genetickych markeri
zhodnotit vymezeni taxont Lophophora alberto-vojtechii, L. diffusa, L. fricii, L.
koehresii, L. jourdaniana, L. williamsii a L. williamsii var. caespitosa, ur¢it miru
vnitrodruhové variability a zhodnotit mezidruhové vztahy mezi témito taxony. Neni
mnoho védeckych praci, které by se komplexn¢ zaobiraly taxonomii nebo systematikou
rodu Lophophora, pomineme-li mnozstvi ¢lanku popisujici rizné morfologické variety.
Z hlediska obsahu mé prace jsou nejdilezitéjsi nésledujici prace: Anderson (1969),
Boke a Anderson (1970), Bohata a kol. (2005) a Grym (2014), ve kterych je rod feSen
komplexné. Anderson (1969) a Boke a Anderson (1970) jako prvni komplexné
studovali ekologii, rozsifeni, morfologii, karyologii rodu Lophophora se zavérem, ze
rod obsahuje pouze dva druhy, vysoce polymorfni L. williamsii s arealem sahajicim od
Texasu (USA) az po stfedni Mexiko a L. diffusa somezenym aredlem ve staté
Querétaro (Mexiko). Bohata a kolektiv (2005) jako prvni komplexné zpracovali
monografii rodu Lophophora, ve které rozdélili rod do dvou sekci, sekce Lophophora —
obsahujici jenom jeden polymorfni taxon L. williamsii, a sekce Diffusae — obsahujici
dalsi tfi taxony L. diffusa, L. fricii a L. koehresii. Ctvrty taxon sekce Diffusae byl
popsan stejnym kolektivem autortt v roce 2008 (Bohata a kol. 2008). Prace Rudolfa
Gryma (Grym 2014) ptedstavuje piehlednou a ucelenou studii rodu, zaméfenou spise na
popis jednotlivych taxontll, synonymnich pojmenovani a historii taxonomického ¢lenéni
rodu. Ucelend molekularni studie rodu vSak doted” chybi. Jednim z pokust o
molekularni studii taxonti rodu Lophophora ptedstavuje prace Araganeho (Aragane a
kol. 2011), ktery pouzil chloroplastovy lokus trnL intron—trnL—trnF pro odliseni taxont
L. diffusa od L. williamsii. Rostlinny material pouzity v této studii pochazel vsak
z internetového prodeje péstovanych forem, tudiZ taxonomické urceni pouzitého
materidlu je velice sporné a nemlZe byt pouzito ke genetické charakterizaci
jednotlivych druht.

Vysledek mé prace podporuje rozliSeni péti samostatnych taxonti v rodé
Lophophora, a to: L. alberto-vojtechii, L. diffusa, L. fricii, L. koehresii, L. williamsii
jako odliSnych a samostatné stojicich taxonomickych jednotek — druhti. Tohle rozdéleni
koresponduje s aktualnim taxonomickym spravovanim rodu (Bohata a kol. 2005; Grym
2014). Je vsak nutno podotknout, ze tohle zdafilé zpracovani rodu, je obecné téméf

ignorovano $irSi botanickou vefejnosti a prevladaji nazory, ze vrodé by mél byt
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rozliSovan jenom jeden polymorfni druh L. williamsii, nejvice vSak dva druhy L.
williamsii a L. diffusa (Anderson 1969; Boke a Anderson 1970).

Taxon L. diffusa je jednim z nejdéle rozlisSovanych druht rodu a tvoii bazalni
druh sekce Diffusae. Mezi hlavni rozliSovaci znaky tohoto taxonu patii vEtsi a plossi
stonek Sedavé az nazloutlé barvy s mékkou pokozkou dortstajici velkych rozmért
s difiznimi Zebry, které se rozpadaji na jednotlivé hrboly. Kvéty jsou bilé a rostliny
obsahuji zadné nebo zanedbatelné mnozstvi meskalinu. Lophophora diffusa ma velice
omezeny areal vyskytu, udoli feky Rio Extorax ve staté¢ Querétaro, ktery je geograficky
druh celého rodu. V mé praci jsem pouzila devét jedinct z péti lokalit. VSechny vzorky
nesly shodny ribotyp (ITS_2) a také haplotyp (Hap 2), a tudiz tvofily jednu genetickou
linii oznacenou jako CON_2 (Tab. 1), jasné odlisnou od vSech ostatnich linii (Obr. 1 az
6). Vyraznou odlisnost tohoto druhu od zbylych lze ziejmé ptipsat zejména dlouhodobé
geografické izolaci.

Taxon L. koehresii byl popsan jako varieta druhu L. diffusa (Riha 1996) a az
recentné jako odlisny druh sekce Diffusae. K jeho vymezeni jakozto samostatného
druhu vedl zejména maly aredl vyskytu, panev mezi Rio Verde (San Luis Potosi) a
Tula (Tamaulipas), geograficka izolace arealu od arealu L. diffusa, vyrazny geofyticky
rast a dalsi morfologické znaky (Bohata a kol. 2005). Pro taxon L. koehresii jsem méla
k dispozici devét jedincl z jedné lokality, pficemz vSichni jedinci nesli stejny ribotyp
(ITS_1), haplotyp (Hap_1) a tudiz tvofili jednu genetickou linii (CON_1), ktera byla
podobné jako v piipadé L. diffusa jasné odlisna od zbylych identifikovanych linii (Obr.
1 az 6). I kdyz vSech devét analyzovanych jedincti pochdzelo ze stejné populace,
nedomnivam se, Ze zafazeni dalSich jedincl z jinych populaci by vedlo k odhaleni
vnitrodruhové variability u tohoto taxonu.

Taxon L. alberto-vojtechii je nejmlad$im z druhti, jenz byl popsan az v roce
2008 trojici ¢eskych véhlasnych odborniku na rod Lophophora a to kolektivem Bohata,
Mysék, Snicer (Bohata a kol. 2008). Tenhle druh je nejmensi ze viech popsanych druhi
a jeho areal zaujima pomérné velkou oblast vprostied arealu druhu L. williamsii. Areal
L. alberto-vojtechii neni tedy geograficky izolovan, prozatim ale nebyly nalezeny
smiSené populace téchto dvou taxonid. To je nejspiS zpusobeno odliSnou preferenci
k stanovistnim podminkam, kdy L. alberto-vojtechii roste na plochych naplavovych
sedimentech ménicich se v obdobi desth v mazlavé bahno, zatimco L. williamsii roste

od vépencovych skal az po plocha udoli (Bohata a kol. 2005; 2009). VSech 25 mnou
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analyzovanych jedinci pochazejicich z péti lokalit bylo homogennich, jak v ribotypu
(ITS_3) tak v haplotypu (Hap 3) a tvofili jedinou genetickou linii oznacenou jako
CON 3. Na rozdil od predeslych dvou druht, kterych sekvence byly jednoznacné
odlisné od vSech hodnocenych taxond, charakter identifikovanych linii u L. alberto-
vojtechii byl vice intermediarni mezi L. diffusa — L. koehresii na stran¢ jedné a L.
williamsii na strané druhé (Obr. 1 az 6). Lophophora alberto-vojtechii je fazena do
sekce Diffusae, coz podporuji i vysledky mé prace, kdy v parsimonické siti
zkonstruované ze spojenych alignmenti sekvenovanych lokusti, ma tenhle taxon bliz
k taxonam L. diffusa a L. koehresii nez k L. williamsii (Obr. 6).

Zajimavym je piipad taxonu L. fricii, jenzZ nese jméno po slavném cCeském
cestovateli a nadSenému kaktusafi Albertu Vojtéchu FriCovi, a ktery byl popsén
Habermannem v roce 1974 (Habermann 1974). Taxon je jednozna¢né fazen do sekce
Diffusae (Bohata a kol. 2005), no i pfesto vykazuje uréitou podobnost s taxonem L.
williamsii. Ja jsem méla k dispozici pét jedincii ze dvou lokalit a tfi kulturné péstované
jedince. VSichni tito jedinci méli stejny haplotyp jako taxon L. alberto-vojtechii (Hap_3,
Tab. 1) a ribotyp stejny jako ¢ast vzorkd taxonu L. williamsii (ITS_6, Tab. 1). Po
spojeni sekvenovanych chloroplastovych a jadrovych lokust je taxon L. fricii
charakterizovan jedine¢nou genetickou linii oznaenou jako CON_4. Charakter této
linie napovida tomu, ze v pfipad¢ L. fricii by se mohlo jednat 0 mezidruhovy hybrid
vznikly hybridizaci mezi taxonem L. alberto-vojtechii*"®-% a L. williamsii'™>-%. Areal
L. fricii je oblast oznacovana jako Laguna de Viesca na jihozapadé statu Coahuila. Tato
oblast pfedstavuje plochou panev vyschlé laguny, kterd je ze vSech stran kromé zapadni
obklopena hradbami hor. V soucasné dobé nejsou znamy smisené populace, kde by se
L. fricii vyskytovala spolu s jednim nebo obéma hypotetickymi rodic¢i L. williamsii nebo
s L. alberto-vojtechii. Nejblizsi populace L. williamsii je vzdalena cca 10 km vzdusnou
carou (Grym 2014). Je vSak mozné, Ze v minulosti mohly pfijit taxony L. alberto-
vojtechii a L. williamsii do styku, coz mohlo vést k jejich hybridizaci vysledkem, ktery
by mohl byt pravé taxon L. fricii. V oblasti vyschlé laguny se pak mohl tento
hybridogenni taxon zachovat diky castecné izolovanosti, kterd znemozZnila zpétné
kifizeni s rodiCovskymi taxony. I kdyz je tato teorie pravdépodobnd, bylo by vhodné
potvrdit hybridni charakter L. fricii sekvenovanim vicero lokust. V parsimonické siti
(Obr. 6) se L. fricii nachazi blizko L. alberto-vojtechii, co poukazuje také na znacné

intermediarni charakter tohoto taxonu.
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V ptipad¢ taxonu L. williamsii jsem méla k dispozici 126 pouzitelnych sekvenci
jedinct ze 43 lokalit, viceméné rovnomérné pokryvajicich celkovy aredl rozsifeni
taxonu od Texasu (USA) na severu az po San Luis Potosi (Mexiko) na jihu. Celkové
jsem pro taxon L. williamsii pozorovala tfi ribotypy (ITS 4, ITS 5, ITS 6; Tab. 1) a tii
haplotypy (Hap 4, Hap_ 5, Hap 6; Tab. 1). Po spojeni jadrovych a chloroplastovych
linii jsem rozliSila Sest genetickych linii (CON_5 az CON_10; Tab. 1). VSechny tyto
linie byly charakteristické jenom pro tenhle taxon. Geneticka variabilita mezi
jednotlivymi liniemi byla nizka (Obr. 1 az 3). Analyza pomoci statistické parsimonie
ukézala, ze vSech Sest rozliSenych genetickych linii je si navzajem vice podobnych, a
tedy i1 pfibuznych, nez jsou tyto linie podobné s nékterym z ostatnich zkoumanych
taxont (Obr. 5 az 6). Jedinou vyjimkou je vySe popsany piipad taxonu L. fricii. Co se
ty¢e geografického paternu v distribuci pozorovanych linii (CON_5 az CON_10), tak
ten ma severo-jizni tendenci. Genetickd linie CON 5 je cast¢jSi v jizni Casti a na
periferii arealu L. williamsii odkud piesahuje az do severni Casti arealu, kde konci
v staté¢ Coahuila. Nejpocetnéjsi linie CON 6 je naopak Cetnéj$i v severni a centralni
Casti arealu, presahuje i do jizni Casti, kde vyzniva ve staté¢ San Luis Potosi (Obr. 9).
Linie CON_7 se nachazi v centrdlni Casti v statech Coahuila, Zacatecas a San Luis
Potosi. Linie CON_8 a CON_9 jsou lokalizovany v jizni ¢asti aredlu ve stat¢ San Luis
Potosi. Linie CON_10 je tvofena jenom jednim jedincem a nachdzi se na vychodni
periferii arealu ve staté¢ Nuevo Leon (Obr. 9).

Lophophora jourdaniana byla popsana jako samostatny druh Habermannem
vroce 1975 hlavné diky vyrazné tmavorizovému kvétu (Habermann 1975). Ja jsem
mela k dispozici tfi kulturné péstované jedince a vSichni nesli stejny ribotyp (ITS 4,
Tab. 1) i haplotyp (Hap_6, Tab. 1) a po spojeni tvorili genetickou linii ozna¢enou jako
CON_5. Tahle linie nebyla charakteristickd pro taxon L. jourdaniana, nybrz
piedstavovala druhou nejcetnéjsi linii taxonu L. williamsii (Tab. 1). Grym (2014) uvadi
v diskuzi pro tenhle taxon zminku o tom, ze by L. jourdaniana mohla ptedstavovat
hybridni taxon mezi L. williamsii a L. diffusa vznikly v kultufe. Na zaklad¢ ziskanych
vysledkl je ziejmé, Ze tahle teorie je nepravdépodobnd, jelikoz hybridni piivod by se
nutné projevil alesponl v jednom sekvenovaném lokusu. Jednozna¢ny zavér z toho tedy
je, ze tenhle taxon je konspecificky s taxonem L. williamsii a nema proto vyznam jeho
rozliSovani jako samostatného druhu. Jméno Lophophora jourdaniana proto predstavuje

synonymum K jménu L. williamsii a mélo by byt také nalezité pouzivano.
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Lophophora williamsii var. caespitosa je jméno nakombinované Item (Ito 1952)
pro formu L. williamsii ktera je charakteristicka napadnym vegetativnim odnozovanim,
piiCemz tato vlastnost zlstava zachovana v potomstvu (Grym 2014). Tato rustova forma
je charakteristicka zejména pro rostliny z okoli lokality La Perdida (stait Tamaulipas,
Mexiko) (Bohata a kol. 2005; Grym 2014). V mé praci jsem méla k dispozici tfi jedince
z lokality ,,La Perdida®, kteti méli stejny ribotyp a haplotyp jako vySe popsand L.
jourdaniana (Tab. 1), a tedy tenhle taxon piedstavuje druhou nejpocetnéjsi linii taxonu
L. williamsii (Tab. 1). Je tedy zfejmé, Ze se v tomto piipadé nejedna o odlisny druh nebo
poddruh, nybrz o ristovou formu, ktera miize i nemusi byt geneticky podminéna. Zde
by bylo jesté zajimavé porovnat tyto vzorky s kulturné péstovanymi vzorky tzv.
»caespitosy®, zda by se potvrdila domnénka, ze péstovana ,,caespitosa“ je shodna s
»caespitosou od La Perdidy.

Co lze tedy fict o biosystematice rodu Lophophora? Ze ziskanych vysledka je
patrnych nékolik faktii. Za prvé je patrné, ze zkoumané taxony jsou si po genetické
strance velice podobné. Lze se tedy domnivat, Ze speciace v rod¢ prob¢hla v relativné
neddvné dobé€, kterd nebyla dostatecnd pro nahromadéni vét§tho mnoZzstvi rozdilt
v DNA. Za druhé, jako hlavni specia¢ni mechanismus v rodé se zda byt geograficka
izolace (peripatrickd speciace; taxony L. diffusa, L. koehresii), ekologicka speciace
(parapatricka speciace; taxon L. alberto-vojtechii se vramci arealu L. williamsii
specializoval na odlisnou ekologickou niku) a jako tfeti hybridizace (taxon L. fricii).
Tteba vSak fict, Ze posledni dva typy jsou prozatim jenom hypotetické a je nutno ziskat
vice diikazli pro jejich pfijeti. Za tieti, centrum genetické diverzity rodu se nachazi
Vv centralni a jizni ¢asti celkového aredlu (stat San Luis Potosi), z ¢eho 1ze usuzovat, Ze k
formovani rodu doSlo pravé nékde v téchto oblastech n¢kdy na prilomu tietihor a
¢tvrtohor. Za ¢&tvrté, v rodé Lophophora je mozné jak po morfologické (Bohata a kol.
2005; Grym 2014), tak po genetické strance (tahle prace) rozli§it pét samostatnych
taxonomickych jednotek (L. alberto-vojtechii, L. diffusa, L. fricii, L. koehresii, L.
williamsii), kterym Ize ptisoudit status odlisnych druhd. Subgenerické rozdéleni rodu na
dvé sekce (sekce Lophophora a sekce Diffusae — Bohata a kol. 2005) zda se byt
opodstatnéné, pti¢emz taxony L. alberto-vojtechii a L. fricii tvofi pfechodovou formu
mezi témito dvéma skupinami. Taxon L. williamsii, u kterého je znamo a bylo popsano
mnozstvi forem (napi. Bohata a kol., 2005; Grym 2014), by se m¢l hodnotit jako jeden
polymorfni druh s mnozstvim forem, které vytvaii ve svém rozsahlém aredlu. Prozatim

vSak neni opodstatnéni k vycleniovani jednotlivych forem a jejich popisovani jakozto
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samostatnych druhi nebo poddruhii, protoze tyto morfologické/ristové odchylky
nemusi byt nutné geneticky podminény (viz vySe popsané piipady dvou taxonu L.

jourdaniana a L. williamsii var. caespitosa).
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4. Z.avér

Cilem mé diplomové prace bylo vybrat vhodné polymorfni genetické markery
pro molekularni charakterizaci druhd a studium fylogeneze rodu Lophophora. K
testovani bylo pouzito devét usekli chloroplastové a pét tseki jaderné DNA. Pro dalsi
analyzy byly nakonec vybrany tfi lokusy; jeden jaderny (ITS) a dva chloroplastové
(trnT-trnL a trnL-trnF). Sekvenovanim téchto lokusi bylo rozliseno Sest ribotypovych a
Sest haplotypovych linii. Po spojeni ITS a chloroplastovych lokusti bylo rozliseno 10
genetickych linii. Ctyfi z téchto linii byly charakteristické pro ¢étyfi zkoumané taxony:
CON_1 pro L. koehresii, CON_2 pro L. diffusa, CON_3 pro L. alberto-vojtechii a
CON_4 pro L. fricii. Zbylych Sest linii (CON_5 az CON _10) bylo vlastnich taxonu L.
williamsii. Vztahy mezi odlisnymi liniemi byly pro nizkou variabilitu zkoumany jenom
prostfednictvim parsimonickych siti. Taxon L. diffusa je dobry taxon a jeho rozliseni
jako samostatného druhu ma své opodstatnéni. Taxon L. koehresii je také geneticky
jednoznacéné odlisitelny a oznacit ho za samostatny druh ma také své opodstatnéni. I
taxon L. alberto-vojtechii se da povazovat za samostatny druh. Podle sekvenovanych
lokust se zda, ze taxon L. fricii je hybridogennim taxonem, pfi¢emz rodi¢ovské druhy

jsou L. alberto-vojtechii® a L. williamsii®

. Taxon L. williamsii je druh vysoce
polymorfni a zatim neni divod ho d¢lit na vice taxond. Taxon L. jourdaniana je
geneticky shodny s taxonem L. williamsii ve vSech zkoumanych usecich DNA, mél by
proto byt oznacovany jako L. williamsii. Taxon L. williamsii var. caespitosa piedstavuje
stejnou genetickou linii jako L. jourdaniana, ktera je druhou nejcetnéjsi linii
pozorovanou pro taxon L. williamsii, a nelze tedy tuto rdstovou formu vy¢lenit jako
samostatny druh. Hodnoceni na Grovni variety je vSak akceptovatelné.

Ze ziskanych vysledkd zejména z malého poctu variabilnich pozic u jinak
hypervariabilnich lokust (ITS, trnL-trnF) je ziejmé, ze zkoumané taxony jsou si po
genetické strance velice podobné. Lze se tedy domnivat, Ze speciace v rod¢ probéhla v
relativné nedavné dobé¢, ktera nebyla dostateCna pro nahromadéni vétSitho mnozstvi
rozdil v DNA. Pii hodnoceni miry variability mezi zkoumanymi taxony je vSak tfeba
vzit v potaz moznost, ze sekvenovani dalSich lokusti by piineslo vétSi mnozstvi
variabilnich pozic, které by mohly odhalit vnitrodruhovou variabilitu taxont, pro které
byla pozorovana jenom jedna linie (L. alberto-vojtechii, L. diffusa, L. fricii, L.

koehresii).
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Pokladam za vyznamné se rodem dale zabyvat z hlediska molekularni
biosystematiky a nalézt dal§i a dostate¢né polymorfni genetické markery, které by

prinesly jesté vice svétla do studované problematiky.
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Seznam pouzitych zkratek

A Adenin

ALV Lophophora alberto-vojtechii
C Cytosin

CAE Lophophora williamsii var. ceaspitosa
cpDNA Chloroplastova DNA

DIF Lophophora diffusa

DNA Deoxyribonukleové kyselina
FRI Lophophora fricii

G Guanin

Hap Haplotyp

ID Identifikacni ¢islo

ITS Internal transcribed spacer
JOU Lophophora jourdaniana
KOE Lophophora koehresii

min. Minuty

MtDNA Mitochondrialni DNA
ncDNA Jaderna DNA

PCR Polymerazova fetézova reakce
PEG Polyethylglykol

S Sekundy

T Thymin

Ta Annealingova teplota

WILL Lophophora williamsii
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5. Prilohy

Tabulka 1: PouZity rostlinny material

1 Wil Zac (MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
2wk sLe. (MEX) P HAP_6 ITS_4 CON_5
D KR 1 HAP_3 ITS_6 CON_4
4| Awv sLp(MEX) e HAP_3 ITs_3 CON_3
5 WL SLP.(MEX) 4 HAP_6 ITS_4/ITS_6 CON_5/CON_6
6 wiL  Coah.(MEX) E HAP_6 ITS_6 CON_6
7 AV SLP.(MEX) 1 HAP_3 ITs_3 CON_3
8 | wiL  Coah. (MEX) 2 HAP_6 ITS_5 CON_7
8 wiLL  Coah.(MEX) B HAP_6 ITS_5 CON_7
T wie NL(MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
| 11wl Coah. (MEX) 4 HAP_6 IS 6 CON_6
12wl coah.(MEX) 4 HAP_6 ITS_6 CON_6
|13 Wil NL(MEX) 2 HAP_6 ITs_4 CON_5
14wl Coah. (MEX) 1 X X X
|15 WL Coah.(MEX) B HAP_6 ITS_5 CON_7
16 | Awv  Dur(MEX) 6 HAP 3 ITs_3 CON_3
| 17wl Coah. (MEX) 2 HAP_6 ITS_5 CON_7
D18 wil NL(MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
| 19 WL Coah.(MEX) 2 HAP_6 ITS_4 CON_5
120 | wiL Zac (MEX) 4 HAP_6 TS_4 CON_5
2wl sLp. (MEX) 1 HAP_6 ITs_4 CON_5
22wl sLP.(MEX) 1 HAP_6 IS 6 CON_6
|23 WL Coah.(MEX) 4 HAP_6 IS 6 CON_6
2| Av sLp.(MEX) 5 HAP_3 ITs_3 CON_3
|25 WL Coah.(MEX) 2 HAP_6 ITS_4 CON_5
1% | wiL sLp. (MEX) 2 HAP_5 TS_4 CON_8
|27 wiL  Coah.(MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
28wl SLP.(MEX) 2 HAP_5 IS 6 CON_9
29 AV SLP.(MEX) 1 HAP_3 ITs_3 CON_3
130 | AV NL(MEX) 2 HAP_3 ITs_3 CON_3
| 31 WL Coah.(MEX) 2 HAP_6 ITS_4/ITS_6 CON_5/CON_6
32 wiL  Coah.(MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
|38 WL Zac. (MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
3wl NL(MEX) B HAP 6 TS 6 CON_6
|35 WL SLP.(MEX) 2 HAP_6 ITS_4 CON_5
|36 | wiL  Coah.(MEX) 4 HAP_6 TS_4 CON_5
|37 WL SLP.(MEX) 2 HAP_6 ITS_5 CON_7
138 wiL  Coah.(MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
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WILL  N.L (MEX) 2 HAP_6 TS_6 CON_6
- WILL  S.LP. (MEX) 2 HAP_5 TS_4 CON_8
|4 Wil Zac (MEX) B HAP_6 ITS_6 CON_6
42wl Coah.(MEX) 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
| 4wl Coah. (MEX) 3 HAP_6 ITS_5 CON_7
L owil NL(MEX) 2 HAP_6 ITs_4 CON_5
|45 AV SLP.(MEX) 2 HAP_3 ITs_3 CON_3
46 | AW sLp. (MEX) e HAP_3 ITs_3 CON_3
|47 Wil SLP.(MEX) 7 HAP_5 ITS_6 CON_9
48wl Zac (MEX) 2 HAP_6 ITS_4 CON_5
| 49wl Coah. (MEX) 2 HAP_6 ITs_4 CON_5
50| wiL  sLp. (MEX) 2 HAP_6 X X
|51 WL SLP.(MEX) 3 HAP_6 ITs_4 CON_5
52| wiL  Coah. (MEX) 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
|5 WL Coah.(MEX) B HAP_6 ITS_5 CON_7
54wl sLp.(MEX) 1 HAP_6 ITs_4 CON_5
| 55 | WL SLP.(MEX) 1 HAP_5 ITs_4 CON_8
8% | wiL  Dur. (MEX) 2 X X X
|57 Wil Zac. (MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
188 | wiL zac (MEX) 1 HAP_6 ITS_4 CON_5
|59 AV SLP.(MEX) 1 HAP_3 ITs_3 CON_3
180 | wilL  Coah. (MEX) 2 HAP_6 ITS_6 CON_6
| 61 WILL  Coah.(MEX) 1 HAP_6 ITS_5 CON_7
62 | wiL  Coah. (MEX) 1 HAP_6 ITS_5 CON_7
|8 WL  chih. (MEX) 1 HAP_6 ITs_6 CON_6
Dea | ww KR 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
|65 WIL  Texas(USA) 1 HAP_6 IS 6 CON_6
e | wi KR 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
| 67 WL Zac. (MEX) 1 HAP_6 ITS_4 CON_5
88| wiL  sLp. (MEX) 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
|89 WL SLP.(MEX) 1 HAP_6 ITS_4 CON_5
70| wiL  Coah. (MEX) 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
7 Wil SLP.(MEX) 1 HAP_5 IS 6 CON_9
D72 wie sLp. (MEX) 1 HAP_6 X X
B wiL SLP.(MEX) 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
74wl sLP.(MEX) 1 HAP 6 TS 4 CON_5
|75 WL Chih. (MEX) 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
L% | wiL sLp. (MEX) 1 HAP_6 TS_4 CON_5
| 77 KOE  SLP.(MEX) 1 HAP_1 ITs_1 CON_1
38wl sLP.(MEX) 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
L1 R KR 1 HAP_3 ITS_6 CON_4
180 wiL  Zac. (MEX) 4 HAP_6 TS 4 CON_5
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S.L.P. (MEX) 3 HAP_1 ITs_1 CON_1
- KOE  S.L.P.(MEX) 4 HAP_1 ITs_1 CON_1
| 87 WL  Coah.(MEX) 4 X X X
80wl Zac (MEX) 4 HAP_6 ITS_5 CON_7
| 93 | AW Coah. (MEX) 4 HAP_3 ITs_3 CON_3
94 FRI Coah.(MEX) 2 HAP_3 ITS_6 CON_4
|95 CAE  Tam.(MEX) 3 HAP_6 ITs_4 CON_5
87 | wiL zac (MEX) B HAP_6 ITS_6 CON_6
| 88 FRI  Coah.(MEX) B HAP_3 ITS_6 CON_4
99 DF  Que(MEX) 4 HAP_2 ITS_2 CON_2
1200 WL Zac. (MEX) 1 HAP_6 ITs_4 CON_5
ot | ou KR 1 HAP_6 ITS_4 CON_5
[ 12 DF  Que (MEX) 1 HAP_2 ITs_2 CON_2
L1 ww KR 1 HAP_6 ITS_6 CON_6
L1048 FRI KR 1 HAP_3 ITS_6 CON_4
105 ou KR 1 HAP_6 ITs_4 CON_5
| 106 DF  Que (MEX) 1 HAP_2 ITs_2 CON_2
T107 | wiL N (MEX) 1 HAP_4 ITS_6 CON_10
|18 DF  Que (MEX) 1 HAP_2 ITs_2 CON_2
[10| oF  Que (MEX) 1 HAP_2 ITs_2 CON_2
[ 11 Rl Coah.(MEX) 1 HAP_3 ITS_6 CON_4
112 | KOE  SLP.(MEX) 1 HAP_ 1 ITs_1 CON_1
| 118 KOE  SLP.(MEX) 1 HAP_1 ITs_1 CON_1
16 | ou KR 1 HAP_6 TS_4 CON_5
(119 DF  Que (MEX) 1 HAP_2 ITS_2 CON_2
120 oF  Que (MEX) 1 HAP_2 ITs_2 CON_2
| 122 DF  Que (MEX) 1 HAP_2 ITs_2 CON_2
1123 | KOE  SLP.(MEX) 1 HAP_ 1 ITs_1 CON_1
| 128 WILL  Texas (USA) 1 HAP_6 ITS_6 CON_6

WILL - L. williamsii; DIF — L. diffusa; FRI — L. fricii; KOE — L. koehresii; ALV — L. alberto-vojtechii; CAE — L.
williamsii var. caespitosa; JOU — L. jourdaniana. Federalni staty Mexika: Zac. — Zacatecas, S.L.P. — San Luis Potosi,
Coah. — Coahuila, N.L. — Nuevo Ledn, Dur. — Durango, Chih. — Chihuahua, Tam. — Tamaulipas, Que. — Querétaro,
KR — kulturni rostlina. MEX — Mexiko; USA — Spojené staty americké, * — suSené vzorky, X — chybgjici data.

40



Tabulka 2: Teploty nasedani primerid (annealing temperature Ta)

primer Ta Zdroj
Chloroplastové useky
trnT-trnL 52°C primer a a b: Taberlet a kol. 1991
trnL-trnF 52°C primer e a f: Taberlet a kol. 1991
matK 48°C primer AST_F a AST_R: Dunning a Savolainen 2010
rpS16 54°C primer rpS16F a rpS16R: Shaw a kol. 2005
rpL16 50,5°C [:;(r)l;nzer rpl16-int621F a rpl16-int446R: Franck a kol.
trnC-trnD 54°C primer trnC°“ a trnD°’: Shaw et al. 2005
trnS-trnG 66°C primer trnS° a trnG"Y; Shaw et al. 2005
psbA-trnH 54°C primer psbA a trnH: Tate a Simpson 2003
ycfl 45°C primer ycf1-4182F a ycf1-5248R: Franck a kol. 2012
Jadrové useky
ITS 56°C primer ITS1 a ITS4: White a kol. 1990
topo6 55°C glr;rtr;i; :02%61_62F_305, Top6_3F 464 a Top6_8R_1680:
isi 45°C primer isi-ex3F a isi-ex5R: Franck a kol. 2012
nhx1 51°C primer nhx-ex2F a nhx3R: Franck a kol. 2012
ppc 55°C primer PPCX4F a PPCX5R: Olson 2002
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Seznam 1 PouZzité pristroje a laboratorni vybaveni

- Centrifuga Eppendorf® 5804 R (Eppendorf, Némecko)

- Digestoi (Merci, Ceska republika)

- Dokumenta¢ni systém Fire-Reader V4 (UVITEC, Velka Britanie)
- Elektroforéza OWL A6; Easy Cast OWL B1 (Fisher Thermo Scientific, USA)
- Flowbox PV-100 (Telstar, Spanélsko)

- Homogenizator Fastprep”® 24 (MP Biomedical, Francie)

- Laboratorni vaha PM 2000 (Mettler-Toledo, USA)

- Michacka s magnetickym ohfevem VMS-C7 (VWR, USA)

- Mikropipety Eppendorf, 0.1 — 1000 ul (Eppendorf, Némecko)

- Spektometr NanoDrop 2000 (Fisher Thermo Scientific, USA)

- Susirna (Chirana, Slovensko)

- Termomixér Mixing Block MB-102 (Bioer, Cina)

- Vortex MS2 mini; MS3 basic (IKA, Némecko)

- Vyrobnik ledu (Bar Line, Italie)
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Seznam 2 Pouzité chemikalie a roztoky

- Agardza (SERVA, Némecko)

- Deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTPs), (Promega, USA)

- Destilovana voda

- Ethanol 96% (Lach-Ner, Ceska republika)

- Ethylendiaminotetraacetat disodny (Na,EDTA), (VWR, USA)

- GelRed (Biotum, USA)

- Chlorid sodny (NaCl), (Lach-Ner, Ceska republika)

- Chloroform (Lach-Ner, Ceské republika)

- Isoamylalkohol (Lach-Ner, Ceské republika)

- Isopropanol (Lach-Ner, Ceska republika)

- KapaTaq polymeraza (Kapabiosystems, Boston, USA)

- Kyselina borita (H3BO3), (Lach-Ner, Ceské republika)

- Kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA), (Sigma-Aldrich, USA)
- Kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)

- Octan sodny (NaOAc), (TAMDA, Ceska republika)

- Polyethylenglykol (PEG), (Sigma-Aldrich, USA)

- Polyvinylpyrolidin (PVP), (Sigma-Aldrich, USA)

- Rnaza (Biobasic, Kanada)

- Sorbitol (Sigma-Aldrich, USA)

- Trishydroxymethylaminomethan (TRIS), (Sigma-Aldrich, USA)

- B-merkaptoethanol (B-ME), (Sigma-Aldrich, USA)
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3% CTAB, 200 ml

- 20ml 1M Tris, pH=8

- 8ml0,5M EDTA, pH=8
- 6gCTAB

- 35,06 g NaCl

- Doplnit destilovanou vodou do 200 ml

70% Etanol (EtOH), 50 ml
- 37 ml 96% EtOH

- Doplnit destilovanou vodou do 50 ml

80% Etanol (EtOH), 50 ml
- 42 ml 96% EtOH

- Doplnit destilovanou vodou do 50 ml

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

- 96 ml chloroformu

Roztok octanu sodného (NaOAc), ph=5,2 100 ml
- 24,6 g NaOAc

- 50 ml destilované H,O

- Kyselina octova pro upraveni pH na 5,2

- Doplit destilovanou vodou do 100 ml
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Sorbitolovy pufr, 200 mi

- 100 ml destilované vody
- 20 ml 1M Tris, pH=8

- 2ml0,5M EDTA, pH=8
- 12,76 g sorbitolu

- Doplnit destilovanou vodou do 200 ml

10X TBE pufr, 1000 ml

- 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
- 559 HsBO;

- 40ml 0,5M Na,EDTA, pH=8

- Rozpustit v 900 ml destilované vody

- Doplnit do 1 | destilovanou vodou
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