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Abstrakt

Prace se zabyvala problematikou taxonomie komplexu Pinguicula vulgaris
se zaméfenim na stiedoevropské taxony: i) P. vulgaris var. vulgaris, ii) P. vulgaris var.
bicolor a iii) P. bohemica. Ve stfedni Evropé se nejcastéji vyskytuje P. vulgaris var.
vulgaris, obcas je nalézana také dvoubarevna varieta bicolor. Pinguicula bohemica se
vyskytuje pouze v oblasti Ceské kiidové tabule a byla popsana jako endemit CR.
Pinguicula vulgaris var. bicolor a P. bohemica jsou si morfologicky velmi podobné,
Casto je proto jejich taxonomické uroven diskutovéana a zpochybnovana. Vztahy v ramci
tohoto komplexu ve sttedni Evropé nebyly dosud uspokojivé vysvétleny a nebyly
studovany hloubé&ji pomoci modernich molekularnich metod. V préci byly vyuzity dvé
metody, metoda AFLP a priutokova cytometrie. Metodou AFLP jsme analyzovali
celkem 64 rostlin z 14 populaci z Ceské a Slovenské republiky aze Skandinavie
(Norsko, Svédsko). Za pouziti 7 primerovych kombinaci bylo ziskdno 100 markeri,
znich 37 bylo polymorfnich. U studovanych populaci/taxonit byla zjisténa nizka
klonalita a vysoka genotypova diverzita, pficemz byl polymorfizmus velice nizky.
Vysoka homogenita populaci byla patrnda 1 z nizkych hodnot genové diverzity
(heterozygosity). Genetické markery charakteristické pro jednotlivé populace byly
pfitomny pouze u 5 zcelkového poctu 14 populaci. Nejvétsi podil molekularni
variability (64,53 %) jsme zjistili mezi jednotlivymi populacemi. Na zaklad¢ podobnosti
dochézelo k shlukovéni jedinci do skupin, coz bylo patrné z klastrovacich analyz.
Pritokovou cytometrii bylo provedeno méfeni relativniho mnoZstvi DNA u 116 jedinct
vSech 3 taxonl pochézejicich z 9 lokalit. Ziskané vysledky neprokazaly vyrazné rozdily
v obsahu jaderné DNA mezi zkoumanymi taxony, a lze tedy predpokladat stejnou
ploidni troven u vSech 3 taxond. Vysledky prace naznacuji, ze jak P. bohemica tak P.
vulgaris var. bicolor spadaji do variability P. vulgaris. Pinguicula bohemica by tedy
mohla byt hodnocena hodnotit spise jako varieta P. vulgaris podobné jako P. vulgaris

var. bicolor.

Klicova slova: Lentibulariaceae, Pinguicula, AFLP, pratokova cytometrie, stfedni

Evropa.



Valova L. (2013) Study of taxonomical group of Pinguicula vulgaris using AFLP and
flow cytometry with focus on central European taxa, Faculty of Science, Palacky
University in Olomouc, 40 pp., in Czech.

Abstract

The study dealt with the taxonomical complex of Pinguicula vulgaris and was focused
on the central European taxa: i) P. vulgaris var. vulgaris, ii) P. vulgaris var. bicolor and
iii) P. bohemica. In the central Europe P. vulgaris var. vulgaris is more common than its
variety P. vulgaris var. bicolor. Pinguicula bohemica occurs only in the area of Ceska
kiidova tabule and is considered an endemic species of the Czech Republic. Pinguicula
vulgaris var. bicolor and P. bohemica are morphologically very similar and therefore
their taxonomical status is very often discussed. To date the relations within this
complex have not been adequately elucidated nor analyzed by using of modern
molecular methods. Two methods were used in this study — AFLP and flow cytometry.
First, in total 64 plants from 14 populations from the Czech and Slovak Republic and
from Scandinavia (Norway, Sweden) were analyzed by the method AFLP. Using seven
primer combinations we obtained 100 markers and out of them 37 were polymorphic.
There was found very low clonality and high genotype diversity in the studied
populations/taxa. However, at the same time the polymorphism remained very low.
The homogeneity was obvious also from the low values for the gene diversity
(heterozygosity). Genetic markers which are unique for the particular populations were
found only in 5 out of total 14 populations. The highest proportion of molecular
variability (64.53%) was revealed within the particular populations. According to
similarities the individuals created groups which were distinguishable also in the cluster
analysis. Secondly, the flow cytometry was employed for the evaluation of the relative
amount of DNA in 116 individuals from three taxa which came from 9 localities.
The results did not show any considerable differences in the amount of nuclear DNA
among the given taxons and thus it might be assumed that the ploidy level is same in all
three taxa. According to the results, it can be assumed that both P. bohemica and
P. vulgaris var. bicolor belong to the variability of P. vulgaris. Pinguicula bohemica
might be categorized rather as variety of P. vulgaris similarly as P. vulgaris var.

bicolor.

Keywords: Lentibulariaceae, Pinguicula, AFLP, flow cytometry, central Europe
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1 Uvod

Diplomova prace se vénuje problematice taxonomickych vztahti v ramci skupiny
Pinguicula vulgaris agg. na uzemi CR. V Ceské republice jsou znamy pouze dva
puvodni druhy tohoto rodu: Pinguicula bohemica Krajina a P. wvulgaris L.
(Bélohlavkova 2000). Pinguicula bohemica je ¢eskym endemitem vyskytujicim se
v soudasné dobé pouze v oblasti Ceskolipska na dvou mikrolokalitach (Shnilé louky,
Baronsky rybnik) a na dnes jiz jediné spole¢né lokalité v NPR Polabska Cernava u obce
Meélnicka Vrutice. V diivéjsi dobé byl jeji vyskyt udavan i z dalSich lokalit (Holandsky
rybnik, Novozamecky rybnik, Pod Konvalinkovym vrikem, V3etaty, Ceéelice, Diisy,
Celakovice, Dvorce), které vSak byly vlivem zemédélské Ccinnosti, predev§im
odvodiiovani a zaoravani, nenavratné¢ zniceny (Studnicka 1986). Druhym zéstupcem
rodu na nasem uzemi je Pingucula vulgaris, mizeme se s ni setkat piedevS§im
V horskych a podhorskych oblastech na$i republiky. Tento druh neni morfologicky
uniformni jako P. bohemica, a vyskytuje se v nékolika formach ¢i ekotypech a to nejen
v ramci svého areédlu, ktery je rozsahly, ale i v ramci Ceské republiky (Casper 1966,
Bélohlavkova 2000, Bernatova 2010). V Ceské 1 svétove literatufe proto uz od doby
objeveni P. bohemica debata zda tento druh nemiize byt pouze formou, varietou ¢i

ekotypem P. vulgaris.

Rod Pinguicula

Tuénice jsou rodem masozravych rostlin patficich do ¢eledi Lentibulariaceae L.C.M.
Richard — bublinatkovité. Tato ¢eled’ ma pouze masozravé zastupce, ke kterym krom
tucnic — Pinguicula L. patii rod Genlisea St. Hil. a Utricularia L. (B&lohlavkova 2000).
Drive byly do ¢eledi fazeny i dva dalsi rody, a to Polypomphylyx a Biobularia (Jobson
et al. 2003). Tyto dva, pivodné rody, jsou v soucasné dobé fazeny do rodu Utricularia
(Jobson et al. 2003). Zastupci Celedi Lentibulariaceae jsou vytrvalé, ziidka jednoleté
byliny, ¢asto vodni, bazinné nebo i epifytické. Kotfeny (vyjma rodu Pinguicula) chybéji.
Lentibulariaceae tvofi s cca 325 druhy vice nez polovinu vSech znamych masozravych
rostlin (Miiller et al. 2006). Zastupci této Celedi se vyskytuji ve vSech klimatickych
pasech severni 1 jizni polokoule. Centrum diverzity se nachazi v tropech az subtropech

jizni polokoule (Bélohlavkova 2000).



Rod Pinguicula zahrnuje vytrvalé terestrické, vzacné epifytické byliny, u nichz
hlavni kofen zanikd a je nahrazen adventivnimi kofeny. Listy vyristaji v pfizemni
ruzici, mohou byt piisedlé nebo fapikaté, celokrajné, okraj je nadvinuty, vzacné
podvinuty. Jsou duznaté, na svrchni strané porostlé zlaznatymi chlupy (vylucujicimi
sliz) a ptisedlymi zlazkami (vyluCujicimi travici §tavy). Stvol nese jediny kvét, ktery
muze byt az 6 cm velky. Koruna mize byt zbarvena bélave, rizove, Cervenofialove,
modrofialové, vzacné zluté. Kalich je péticetny, dvoupysky, horni pysk je dvoulalo¢ny,
dolni trojlalo¢ny. Nitky jsou zplostélé. Prasniky jsou kulovité, druhotné jednopouzdré,
introrzni. Semenik je Zlaznaté chlupaty, ¢nélka je velmi kratka a tlusta, vytrvavajici.
Blizna je téméf pfisedla, nestejnomérné dvoulalonda, ukrytd uvnitf korunni trubky..
Tobolky jsou vejcovité obsahujici velké mnozstvi semen (stovky). Semena jsou drobna
a jejich tvar je vietenovitd (Bélohlavkova 2000).

V soucasné dobé¢ je uvadéno okolo 100 zastupct rodu (Degtjareva et al. 20086,
Rodondi et al. 2010, Yildirim et al. 2012). Tento pocet pravdépodobné neni kone¢ny,
nebot’ jsou stale popisovany nové druhy. Jako piiklad si mizeme uvést Pinguicula
habilii Yildirim, Senol & Pirhan popsanou v roce 2012 z jihozapadni Anatolie
v Turecku (Yildirim et al. 2012) ¢i P. Christiane Peruzzi & Gestri popsanou tento rok
pii revizi v severnich Apeninach, Italie (Peruzzi & Gestri 2013).

Zastupci rodu se vyskytuji téméf na vSech kontinentech, vyjimkou je Australie
a Antarktida. Vyskyt v Africe je omezen pouze na severovychod kontinentu. Nachéazeji
se ve vSech klimatickych pasech severni i jizni polokoule, od niZin do vysokych
horskych poloh. V ramci rodu mizeme vyclenit tfi hlavni vyvojova centra. Prvni
centrum se nachazi ve Stfedni Americe, druhé na jihovychodé Severni Ameriky
ana Velkych Antilach (Neotropis). Tieti centrum se nachazi v Evropé (Holarktis)
(Casper 1966, Bélohlavkova 2000).

Tucnice jsou deleny podle dvou hledisek. Jednim je hledisko taxonomickeé
a druhym ekologické. Ekologické hledisko pomérné dobie koresponduje s vyvojovymi
centry rodu. Casper (1966) z tohoto hlediska tu¢nice, rozd¢lil do 2 rustovych typa a ty
posléze do 2 typickych variant. Tim vznikly 4 skupiny: la) Tropické homofylni —
odpovidaji vyvojovému centru v oblasti stalého subtropického klimatu na Jihozapadé
USA a na Velkych Antilach se zastoupenim starobylych druhii. Zastupci jsou tzv.
homofylni tucnice, jejich listovd rzice zistdva béhem celého roku neménna; 1b)
Tropické heterofylni — odpovidaji vyvojovému centru nachézejicimu se v blizkosti

prvniho a to ve stifednim Mexiku. Zde jsou tucnice piizplisobeny chladnéjSimu



a sussimu pocasi, coz se projevuje tvorbou letnich a zimnich rtzic. Zbyvajici dvé
skupiny 2a) Mirného pasma homofylni a 2b) Mirného pasma heterofylni, zahrnuji
spolecné posledni vyvojové centrum nachazejici se v jizni Evropé. Tucnice, které zde
nalézadme, jsou zvlastni a to predevSim odliSnou strategii pieziti. Na rozdil od svych
ptibuznych z tropickych a subtropickych oblasti Ameriky se vétSina evropskych tucnic
musela pfizptsobit neptiznivym klimatickym podminkdm v zimnim obdobi (pfedevSim
mrazu). Toto obdobi proto pieckavaji ve forme takzvaného hibernakula. U nékterych
autorti (napf. Studnicka 1988) se muzeme setkat s rozdélenim pouze do 3 skupin, a to
na 1) Tucnice s pfezimovacimi pupeny (dormantni), odpovidajici skupinam 2a a 2b dle
Caspera, 2) Tucnice s dvojtvarymi rizicemi (sezonné heterofylni) odpovidaji skupiné
Ib podle Caspera a 3) Tucnice s jednotvarymi rizicemi (homofylni) odpovidajici la
podle Caspera.

Druhé hledisko, taxonomické, bylo poprvé formulovano De Candollem (De
Candolle 1844). Jeho klasifikace, zalozend na morfologickych znacich (symetrie kvétu,
rozmé&r korunni trubky a barva korunnich laloku aj.), obsahovala 32 v té dobé znamych
druhit a ty délila do 3 casti/sekci: Orcheosanthus (vSechny stfedoamerické druhy),
Brandonia (pouze Zlutokvéty severoamericky druh P. lutea) a Pionophyllum (zbyvajici
druhy). Nové vnitrorodové ¢lenéni publikoval Barnhart (1916), ktery rozlisoval rovnéz
tii skupiny: Pionophyllum, Isoloba, Temnoceras. V pribéhu ¢asu, diky zkoumani kvétni
morfologie, dochazelo k upravam a nejriznéj§im zménam (napf. Ernst 1961 nebo
Cieslak et al. 2005). K zasadni zméné¢ v pohledu na taxonomii tuénic doslo v monografii
S.J. Caspera (Casper 1966). V dile byla provedena diikladna revize rodu, ktera nebyla
dodnes piekonana a tak tento systém az na malé zmény plati dodnes. Casper (1966)
V ném pfiznavéa 48 taxonim uroven druhu, rozdélenych podle 7 hlavnich znakl do 3
podrodu (Isoloba, Temnoceras, Pinguicula) a 12 sekci: 1) podrod Isoloba Barnhart —
koruna s valcovitou trubkou, v pohledu zepiedu s cipy viceméné stejnymi, takze
roz€lenéni koruny na dva pysky neni napadné patrné (tzv. izolobni a subizolobni typy).
Zuzeni korunni trubky v kratkou ostruhu je nahlé. Ve zbarveni koruny se alesponi
castecné uplatiiuje 1 Zlutd barva. Podrod zahrnuje tucnice s jednotvarymi rizicemi
(homofylni) a s riznotvarymi rdzicemi (heterotylni). Podrod Isoloba je rozdélen do 5
sekci: Isoloba Casper, Agnata Casper, Discoradix Casper, Heterophyllum Casper
a Cardiophyllum Casper. 2) podrod Temnoceras Barnhart — koruna napadné
dvoupyskd, stfedni cip dolniho pysku vyrazné vétsi nez cipy postranni. Trubka

nalevkovitd, plynule piechazejici v kratkou ostruhu. V trubce 3 fady chlupt. Ve



zbarveni koruny se podobné¢ jako u ptredeslého podrodu uplatiiuje zluta barva. Jsou zde
zahrnuty horské az vysokohorské homofylni tu¢nice z Latinské Ameriky, ale i druhy z
arktickych a alpinskych tizemi Asie a Evropy, tvofici hibernakula. Podrod Temnoceras
je rozdélen na 3 sekce: Temnoceras Barnhart, Ampullipalatum Casper a Micranthus
Casper. 3) podrod Pinguicula Casper — koruna vyrazné dvoupyska, trubka nalevkovita,
Casto velmi kratka, ostruha alespoii z déli trubky, ¢asto velmi dlouha. Chlupy v korunni
trubce nejsou nikdy uspoifadany ve 3 fadach. Na zbarveni koruny se nepodili zluta barva
(vyjimka je P. villosa). Podrod zahrnuje jednak druhy s riznotvarymi letnimi a zimnimi
ruzicemi, adaptované na suchou periodu, jednak druhy tvofici hibernakula, adaptované
na studenou periodu (vyjimkou je monotypickda sekce Homophyllum). Podrod
Pinguicula je rozdélen na 4 sekce: Homophyllum Casper, Orcheosanthus DC.,
Crassifolia Speta et Fuchs a Pinguicula Casper (Studni¢ka 1988). Jak je vidét z popisu
podrodli, taxonomické a ekologické déleni nekoresponduji. Jednotlivé ekologické

skupiny miizeme nalézt v riznych podrodech/sekcich.

Hlavni taxonomické znaky

Jak bylo jiz zminéno, v prvnich pokusech o vytvofeni taxonomického systému, byly
spatfovany jako hlavni znaky, znaky morfologické — symetrie kvétu, rozmér korunni
trubky a barva korunnich lalokti (De Candolle 1844). Postupem Casu byly piidavany
dal$i znaky, pfedev§im diky podrobnéjsimu zkoumani kvétni morfologie (Ernst 1961).
V 60. letech minulého stoleti Casper (1966) uvedl jako zékladni taxonomické znaky: 1)
habitus a rdstova/zivotni forma; 2) embryo a kofen; 3) list; 4) zimni puceni/pupeny,
mladé cibulky, vyhonky/odnoze; 5) ochlupeni; 6) kvétni pomé&ry; 7) plod a semena. Ale
ani tyto znaky dnes nestaci a do taxonomie jsou zarazovany znaky jako tvar a velikost
pylu (pt. Rodondi et al. 2010; Tsymbalyuk et al. 2008; Sohma 1975; Shuka et al. 2007),
pocty déloh embrya (pi. Studnicka 1986; Degrjareva et al. 2006) a také znaky
molekuldrni. Rod byl molekuldrné v poslednich letech studovan opakovanég, napf.
Zamora et al. (1996) popisuje nové druhy Pinguicula submediterana G. Blanca, M.
Jamilena, M. Ruiz—Rejon, R. Zamora a P. mundi Blanka, Jamilena, Ruiz—Rejon &
Zamora. Ve své studii krom jiného pouzil metodu Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD), kterou byly porovnavany ¢étyti evropské druhy. V jinych studiich byly
zkoumany také ribozomalni sekvence ITS intront (napt. Degtjareva et al. 2006). Ve

studii Degtjarevové (Degtjareva et al. 2006) je zahrnuto 29 taxoni, na kterych se



autorka snazi vysvétlit evoluci embrya pravé pomoci nrITS sekvenci. Jobson et al.
(2003) se pokusil pomoci sekvence plastidového intronu rpslé a trnL—F regionu
plastidové DNA vysvétlit fylogenetické vztahy mezi tfemi rody celedi
Lentibulariaceae. Studie byla provedena na 75 druzich, z ¢ehoz 12 patiilo k rodu
Pinguicula. Cieslak et al. (2005) vyvozuje fylogenetické zavéry z nukleotidovych
sekvenci chloroplastového genu matK a trnK a sady 32 morfologickych znakl. Analyza
takového datasetu potvrdila existenci péti hlavnich fylogenetickych linii v rodu.

V taxonomii tu¢nic hraji dalezitou roli také pocty chromozomu, které byly
nejvice diskutovany predev$im v taxonomickych a evolu¢nich debatach béhem 30. az
60. let 20. stoleti. V této dobé¢ se piedpokladalo, ze rostliny s vy$§im chromozomovym
¢islem maji vEtsi Sance na pfeziti v extrémnich podminkéch (ptf. doby ledové). Z toho
faktu se usuzovalo, Ze nestabilni podminky prostfedi podporuji zvySovani poctu
chromozomt a tim zvySeni frekvence polyploidie populaci z jihu na sever. V dnesni
dob¢ se k tomuto tvrzeni piistupuje volnéji (Casper et al. 2009). Presto je stale pocet
chromozomuti povazovan za velice uzite¢ny odraz evolu¢nich procest (Peruzzi 2004;
Casper et al. 2009). U tucnic se setkavame se zakladnimi chromozomovymi ¢isly x =
6,8,9,11 a 14. Ploidni uroven je 2x (diploid), 4x (tetraploid), 8x (oktoploid) az 16x
(hexadekaploid). Zakladni chromosomova ¢isla x = 8 a 11 jsou velice bézné, Cisla x = 6,
9 a 14 jsou mén¢ Castd, pricemZ ¢islo x = 14 naznacuje mozné kiiZeni v minulosti
(Casper et al. 2009). Zalkadni chromozomové ¢islo x = 8 se vyskytuje v celém arealu
rodu a nalezneme ho i v riznych sekcich rodu. Skupina s chromozomovym ¢islem x = 8
vykazuje predevSim ve Starém svété tendenci k polyploidii, proto naprosta vétSina
druhti je tetraploidnich a vyskytuji se i oktoploidni a hexadekaploidni, na rozdil od
Nového svéta, kde prevazuji diploidi. Mizeme proto obecné fici, Ze ¢im mladsi druh,
tim vyssi ploidni tiroven. Uved'me si napiiklad P. vulgaris s poctem 2n = 64, patfici
mezi nejmladsi druhy, z ¢ehoz vyplyva i jeji morfologicka proménlivost. U tohoto

druhu je také znama cytotypova variabilita (8x a 16x).

Variabilita druhu P. vulgaris

Velké problémy v taxonomii sekce Pinguicula puisobi jeji relativni evolucni mladi
a s tim souvisejici morfologicka neustalenost u nékterych zastupci. Asi nejtypictéjSim
ptikladem je Pinguicula vulgaris. Proménlivost u tohoto druhu se projevuje predevsim

ve velikosti a tvaru korunnich i kaliSnich cipd, barvé koruny, listové rtzici aj.



Bélohlavkova (2000) uvadi piiklady malokvétych rostlin popisovanych jako var.
gypsophila (Wellr.) Domin, var. minor Koch ¢i f. micrantha Ruthe. Rostliny s napadné
velkymi kvéty z lokality Cibulka v Praze byly popsany jako var. macrantha Tausch.
Rostliny se zakrn€lou nebo i chybéjici ostruhou byly popsany jako f. ecalcarata Domin.
Mezi nejznaméjsi formy P. vulgaris patfi f. bicolor (Nordstendt) Neumann (= P. bicolor
Woloszczak), ktera se odliSuje bilymi korunnimi laloky, modrou korunni trubkou
a ostruhou. Jedinci se zcela bilou korunou nazyvani f. albida (Behm) Neumann jsou
nalézéni ve Skandinavii, vychodnim Pobalti a ve Velké Britanii (Yolande 2004,
Bélohlavkova 2000). Bélohlavkova (2000) také uvadi, ze ,druh je vyznamnéji
proménlivy jen v barvé koruny®, jde podle ni pfevazné o stanovistni modifikace, pro
taxonomii malo vyznamné. Casper (1966) z mnoha morfologickych forem povazoval za
vyznamné pouze dvé a to: Pinguicula vulgaris f. bicolor a P. vulgaris f. albida, pti¢emz
nadnesl otazku, zda by P. vulgaris f. albida neméla byt zahrnuta do komplexu
,bicolor“. Podle Bernatové (Bernatova 2010) ma Pinguicula vulgaris velkou
proménlivost, a to daleko vétsi, nez se uvadi v diivéjsich pracich (napt. Casper 1966).
Ve své praci zminuje 5 relativné stalych forem: 1) jednobarevnd, Cisté bila koruna,;
2) dvoubarevna koruna s bilymi laloky horniho i dolniho pysku koruny; 3) dvojbarevna
koruna s dvojbarevnym pyskem, laloky horniho pysku modrofialové, dolniho pysku
bilé; 4) dvojbarevna koruna s modrofialovymi laloky dolniho i horniho pysku, korunni
trubka Cisté bild; 5) celd koruna modrofialova s bilou skvrnou v Usti hrdla trubky na
spodnim pysku koruny.

Jednotlivé odchylky P. vulgaris se Casto popisuji na riznych taxonomickych
urovnich. Jako ptiklad si ukazme soupis vSech synonym Pinguicula vulgaris uvadénych
Casperem (Caper 1966): ,,P. alpina WEBER, Spicileg. fl. Goetting. (1778) 1 — PETER,
F1. Siidhannover I (1901) 252 — P. arctica EASTWOOQD in Coult. Bot. Gaz. 33 (1902)
293 — P. bohemica KRAJINA in Mem. Soc. sc. Bohéme 1926, nr. 15 (1927) 1 —
P. grandiflora POLLINIUS, Fl. Veron. | (1822) 24/25 pr.p.l — P. vulgaris var. gaveana
BEAUVERD in Bull. Soc. Bor. Genéve sér. 2, XI (1911) 324 — P. vulgaris var. genuina
SCHINZ & KELLER, Fl. Schweiz II, ed. 1l (1905) 201 — P. vulgaris var. grandiflora
COSSON & GERMAIN DE SAINT-PIERRE, Fl. Par. ed. | (1845) 304 — P. vulgaris
grandiflora FRIES, Summa beget. Scand. (1846) 20 — P. vulgaris f ) grandiflora
HARTMANN, C.J. & C., Handb. Skand. Flora (1870) 70 — P. vulgaris gypsophila
WAGNER, Ill. Dt. Fl. ed. 11l (1905) 639 — P. vulgaris b) gypsophila REICHENBECH
fil., Icon. fl. Germ. Helv. 20 (1862) 145 — P. vulgaris f5) gypsophila FUSS, FI.



Transsilv. excurs. (1866) 529 — P. vulgaris var. leptoceras SAMPAIO, Fl. Portuguesa,
ed. 2 (1946) 495 — P. vulgaris s.—v. maior COSSON & GERMAIN DE SAINT-
PIERRE, Fl. Paris, ed. Il (1861) 374 — P. vulgaris var. macrantha LAMOTTE, Prodr. fl.
pl. centr. France (1881) 510 — P. vulgaris micrantha FRIES, Summa veget. Scand.
(1846) 20 — P. gypsophila WALLROTH in Linnaea 4 (1840) 533 — P. leptoceras
SCHUR, Enum plant. Trans. (1866) 547 — P. norica BECK in Osterr. bot. Z. 62 (1912)
41 — P. villosa GUNNER, Fl. norveg. Il (1772) 71 — P. vulgaris var. alpestris
MARCAIS in Pevue Bot. 8 (1890) 565 — GENTY ap. MOROT, J. Bot. 5 (1891) —
P. vulgaris ssp. alpicola ROUY, Consp. fl. France (1927) 205 — P. vulgaris race
P. alpicola ROUY, FI. France XI (1909) 202 — P. vulgaris var. alpicola CHENEVARD
in Bull. herb. Boiss. Sér. 2, III (1903) 295 — P. vulgaris f5) alpicola KOCH, Synops. fl.
Germ. Helv. ed. | (1837) 578 — P. vulgaris y) alpicola PERRIER DE LA BATHIE, Cat
rais. pl. vasc. Savoie Il (1928) 170/180 — P. vulgaris ssp. bohemica DOSTAL, Kvétena
CSSR (1950) 1358 — P. vulgaris var. coerulea BRIQUET in Ann. Cons. Jard. Bot.
Genéve 3 (1899) 105 — P. vulgaris ssp. euvulgaris DOSTAL, Kvétena CSSR (1950)
1358 — P. vulgaris var. minor MAYER, FI. Hannover exc. (1849) 430 — P. vulgaris f)
minor KOCH, Taschenb. Dt. Schweiz. Fl. (1848) 417 — P. vulgaris var. obtusata
NORDSTEDT apud KROK in Bot. Not. (1863) 15 — P. vulgaris f) obtusa
SOMMERFELT, Suppl. fl. Lapponicae (1826) 2 — P. vulgaris var. pratensis
WILLKOMM, Fiihrer Pfl. Dtschl., Osterr., Schweiz, ed. 11 (1882) 548 — P. vulgaris a)
pratensis KOCH, Taschenb. Dt. Schweiz. Fl. (1848) 417 — P. vulgaris var. tenuior
FRIES, Summa veget. Scand. (1846) 20 — P. vulgaris p) tenuior WAHLENBERG, FlI
Lapponica (1812) 10 — P. vulgaris f. semiflava NEUMANN, Sveriges Flora (1901) 119
— P. vulgaris o) typica FIORI &PAOLETTI, FIl. anal. D’Italia IIT (1900/02) 87 —
P. vulgaris var. uliginosa GENTY apud MOROT, J. Bot. 5 (1891)".

Taxonomické postaveni druhu Pinguicula bohemica v odborné literatuie

V Kvétené CR (Bélohlavkova 2000) nalezneme taxon Pinguicula bohemica uvadény
jako plnohodnotny druh s vyskytem pouze v oblasti Ceské kiidové tabule, coZ z ni ¢ini
¢eského endemita. Nahled odborné verejnosti na tento druh vSak neni jednotny. Tucnice
eska byla popséana v tiicatych letech 20. stoleti z Polabi (Hrabanovska Cernava u Lysé
nad Labem) botanikem V. Krajinou (Krajina 1927). Krajina si povS§iml odli$§né barvy

kvétu od tucnice obecné, kterd se vyskytovala v t¢ dobé pomérné bézné na vhodnych



lokalitach v ramci Ceské kiidové tabule. Jiz v této dobé byly znamy odchylky v barvé
koruny od bézného modrofialového zbarveni druhu P. vulgaris, které byly popsany jako
P. vulgaris var. bicolor (Woloszczak 1889) a P. vulgaris f. albida (Neumann 1901).
Neni proto piekvapivé, ze Domin (1934-1936) nepovazoval morfologické znaky
za dostacujici pro uznani druhové Grovné a oznacil tu¢nici ¢eskou pouze za poddruh
P. vulgaris (P. vulgaris L. subsp. bohemica (Krajina) Domin). Stejny nazor pietrvaval
i v padesatych letech a tucnice Ceskd se v Dostalové Kvétené a Kli¢i objevuje jako
P. vulgaris subsp. bohemica (Dostal 1950, 1958). V Klikov¢ praci (Klika 1947) ma
urovein variety a V Ernstové monografii (Ernst 1961) je uz dokonce uvadéna pouze jako
synonymum P. vulgaris. Stejného nazoru jako Ernst byl i Casper (1962, 1966), ktery
uvadi tucnici ¢eskou v monografii rodu Pinguicula jako varietu tu¢nice obecné
a povazuje ji za lokalni typ P. vulgaris.

Novou pozornost vénovali tucnici ¢eské predevsim cesti botanici (pf. Hadac
1977; Kubat 1986; Studnicka 1981, 1984, 1986, 1987). Asi nejvétsi zasluhu na novém
uznani tu¢nice Ceské jako druhu méla dizertaéni prace M. Studnicky (Studnicka 1989),
ktery se problematice taxonomického postaveni P. bohemica vénoval velice podrobné.
Ve své praci stavi pfedevS§im na morfologickych znacich: velikost listh (sledovana
meéfenim priméru ruzice), délka stvolu, délka koruny, tvar cipt kalicha, pomér Sitky
stitedniho a postranniho cipu dolniho pysku koruny, pomér délky ostruhy k délce ostatni
koruny i pomér délky k Sifce tobolky, poctu listd fertilnich rostlin, rozméry semen aj.
Ve své praci se vénoval také poctu chromozomd, ktery uvadi jako 2n = 32.

Dalsi praci, kterda podporuje postaveni P. bohemica jako samostatného
endemického druhu, je prace Bélohlavkové (Bélohlavkova 1989), kterd uvadi stejné
jako Studnicka (1989), jako zasadni morfologické znaky barvu koruny, velikost ostruhy,
tvar kali$nich cipl a tvar tobolky. Ty povazuje za dostacujici k odliSeni druhu. Ve své
praci ale uvadi po€et chromozoml 2n = 64, coZ odporuje Studnickovym zjisténim
(Studnicka 1984, 1986, 1989). Chromozomovy pocet pfitom je povazovan u tucnic
za taxonomicky zasadni znak.

V nasledujicich letech se proto druh zacal objevovat i v dalSich studiich, napft.
Krahulcové a Jarolimové (Krahulcova & Jarolimova 1991), které se kriticky pozastavuji
nad problematikou jeho chromozomovych poctd. Ve své studii potvrdily vysledek
zjistény jiz Bélohlavkovou (Bélohlavkova 1989), a to 2n = 64, coz by znamenalo, Ze
P. bohemica je oktoploidem stejn¢ jako P. vulgaris. Dalsi studii vénujici se pfimo
problematice P. bohemica byla prace Studnicky a Hejného (Studni¢ka & Hejny 1992),



ktefi se opét snazi optit o morfologické znaky, predevSim v rdmci koruny a jejiho
zbarveni. Také je znovu oteviena otdzka chromozomovych pocti, kdy je uvadéno
1984, 1986, 1989). V cCeskych pracich je nadale P. bohemica pievazné uvadéna na
trovni druhu, coZ je s nejvétsi pravdépodobnosti zptisobeno respektovanim Kvéteny CR
(Bélohlavkova 2000), ve které je tucnice Ceskd uvedena jako samostatny druh. Uz
v Kli¢i ke Kvétend CR (Kubat 2002), je ale P. bohemica uvedena jen jako poddruh
P. vulgaris. Na druhové trovni je také pfijimana v nékterych zahrani¢nich pracich
(Degtjareva 2006). Nekteré prace, které se veénuji taxonomii, naopak taxon vibec
nezminuji ani v synonymice P. vulgaris (Legendre 2000, Blanca 2001).

Mohlo by se zdat, Ze definitivnim zavérem by mohlo byt potvrzeni druhového
statutu monografem rodu Casperem (Casper & Stimper 2009), ktery ptiznava chybu pfi
Pinguicula bohemica by jiz neméla byt zaménovana s P. vulgaris. Casper & Stimper
(2009) také potvrzuji chromozomovy pocet 2n = 32 a soucasné nevylucuji ani pocet 2n
= 64 (stejn¢ jako Krahulcova a Jarolimova 1991), coZz by znamenalo vyskyt tetra
I oktoploidli ve stejné populaci. Tento rozpor se snazi vysvétlit moznosti introgrese
a zaroven upozornuji na pottebu dalSich studii.

V poslednich letech se proménlivosti P. vulgaris v Zapadnich Karpatech
zabyvala Bernatova (2010). Jeji studie se v€novala proménlivosti v barvé korunnich
lalokt, jejichz vysoka variabilita v zapadokarpatskych populacich P. vulgaris vedla
autorku ke zpochybnéni statusu P. bohemica na trovni druhu ihodnoceni jejiho

endemizmu.

Amplified fragment length polymorphism — AFLP

DNA sekvence jsou v dne$ni dob¢ jednim z hlavnich zdrojii informaci pro molekularni
fylogenetické studie. Pro studium na urovni rodi a vysSich Grovni je vyuzivan Siroky
rozsah sekvenci riznych genta jaderného a plastidového genomu. Pro studie mezi blizce
ptfibuznymi rody nebo druhy casto sekvence neukazuji dost rozdili a nejsou dostacujici
pro odvozeni fylogenetickych vztahli. Na nizSich taxonomickych urovnich je proto
vhodnéjsi  vyuziti jinych markert (Koopman 2005). NejcCastéji pouzivanymi
molekularnimi metodami jsou RFLPs — Restriction Fragment Length Polymorphisms,
RAPDs — Random Amplified Polymorphic DNAs, mikrosatelity nebo SSR — Simple
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Sequence Repeats, ISSRs — Inter Simple Sequence Repeats, a AFLPs — Amplified
Fragment Length Polymorphisms.

Metoda AFLP je zalozena na selektivni PCR (Polymerase Chain Reaction)
amplifikaci restrikénich fragmentd DNA. Je vhodnd pro analyzu polymorfismu
na arovni celé genomické DNA bez predchozi znalosti konkrétni DNA sekvence (VoS
et al. 1995). Metoda vynikd vysokou mirou opakovatelnosti a vysledky jsou dobie
reprodukovatelné a spolehlivé. Ziskané markery mohou byt dale izolovany, klonovany,
sekvenovany a pouzity na piipravu dalSich molekularnich markerti nebo pro jiné ucely.
Pifi pouziti rGznych kombinaci primerd je mozno ziskat unikitni sekvence
amplifikovanych fragmentt (Weising et al. 2005).

Metoda AFLP probiha v n¢kolika krocich:

1) Restrikce — kdy je DNA nastipana n¢kolika restrikénimi enzymy (nejéastéji dvéma
enzymy: Msel a EcoRI). Vysledkem jsou rizn¢ dlouhé fragmenty nastithané DNA
majici na koncich fragmentt jednovlaknové piesahy o velikosti nékolika bazi.

2) Ligace — na volné konce se komplementarné vazou tzv. adaptory (synteticky
vytvotené kratké useky dvouretézcové DNA o znamé sekvenci). Napojeni adaptorti
s konci restrikénich fragmentl zajistuje enzym T4 DNA ligaza.

3) Preamplifikace (tzv. preselektivni amplifikace) — PCR reakce probiha s dvojici
primert, které maji sekvenci komplementarni k sekvenci adaptorii a obsahuji jednu tzv.
selektivni bazi navic. Vysledkem PCR jsou fragmenty s Msel adaptorem na jednom
konci a EcoRI adaptorem na druhém konci. Diky prodlouzeni o jednu selektivni bazi se
amplifikuje pouze 1/16 restrikénich fragmentd z celkového poctu fragmentii vzniklych
V prvnim kroku.

4) Amplifikace (selektivni amplifikace) — PCR reakce probiha s pouzitim primeril
komplementarnich k adaptorim prodlouzené o tfi nebo vice selektivnich bazi. Tim je
pocet fragmentd opét redukovan a amplifikuje se pouze 1/256 fragmentt (Vos et al.
1995, Herbstova et al. 2008, Hlouskova 2011).

5) Hodnoceni mlize probihat pomoci horizontalni agarosové elektroforézy (ptesnost na
desitky pari bazi), vertikalni polyakrylamidové elektroforézy (ptesnost aZ na jednotlivé
pary bazi) nebo pomoci sekvenatoru.

Metoda AFLP byla v ramci ¢eledi Lentibulariaceae pouzita v nékolika malo
studiich pouze u rodu Utricularia (Kameyama et al. 2005; Kameyama & Ohara 2006).

U zbylych rodi Pinguicula ani Genlisea metoda AFLP nebyla zatim pouzita.
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Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie zacala byt v botanickém svété vyuzivana od osmdesatych let
minulého stoleti, kdy se stala dalezitou metodou pro odhad obsahu jaderné DNA, uréeni
ploidni trovné DNA a analyzy buné¢ného cyklu (Loureiro 2006). Metoda je zaloZena
na méteni optickych vlastnosti izolovanych jader, kterd prochéazeji spole¢né s nosnou
tekutinou uzkym prostorem, na ktery je zameéten silny paprsek (zdroj) svétla (Dolezal et
al. 1997). Jeji velkou vyhodou je jeji rychlost a jednoduchost ve srovnani s klasickymi
metodami pocitani chromozomil. Je tak mozno zméfit desitky ¢i dokonce stovky vzorkl
béhem jednoho dne (Suda et al. 2006). Metoda dale umoznuje testovat vice vzorkt
najednou, coz umoziuje rychly a rozsahly screening. Dalsi nespornou vyhodou je
moznost pouziti témeét jakékoli ¢asti rostliny (napt. listy, stonky, kofeny, semena).
Timto se liSi od metody roztlakovych preparati, kde je zapotiebi bunck s aktivné
probihajicim mitotickym délenim. U pratokové cytometrie neni zapotiebi velkého
mnozstvi rostlinného pletiva, coz je priznivé predevSim u studii, kde jsou testovany
vzacné Ci ohroZené druhy a ziskani materidlu na testovani je problematické (Suda et al.
2006).

I ptfes dneSni béZznost metody pratokové cytometrie, byla metoda na rodu
Pinguicula zkouSena pouze orientacné v bakalaiské praci Valové (Valova 2011), kde
bylo otestovano pouze né€kolik jedincl. Metoda zatim nebyla pouzita ani u pfibuznych

roda Utricularia a Genlisea.
Cile prace

Komplex druhu P. vulgaris je ve stfedni Evropé komplikovany a prozatim nebyl
zkoumén za pomoci modernich molekularnich metod. Cilem této prace neni podat jasné
taxonomické stanovisko, ale pfispét novymi informacemi K poznani téchto druhd
a jejich ochrang.
Hlavnimi cili (otdzkami) préace jsou:
o Maji rostliny P. vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor a P. bohemica
stejnou ploidni uroven?
e  Jsou populace P. vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor a P. bohemica
v Ceské, Slovenské republice a ve Skandinavii geneticky variabilni?
e  Je variabilita u téchto taxont vétsi mezi populacemi nebo uvniti populaci?

o Prolina se geneticka variabilita studovanych taxont?



2 Material a metody

Ve studii byly pouzity dvé metody. Metoda pritokové cytometrie a metoda AFLP.
Rostlinny material pouZity pro praci byl sbirdn z lokalit v ramci Ceské a Slovenské
republiky. Populace byly zvoleny tak, aby byly zastoupeny vSechny tii taxony potfebné
pro studii — Pinguicula vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor, P. bohemica. Pro
molekularni metodu AFLP byl pouzit i materidl ze skandindvskych populaci a druh
P. hirtiflora byl pouzit jako outgroup. Veskeré rostliny pouzité pii této metodé byly
kultivovéany ve skleniku Katedry botaniky.

2.1 Pritokova cytometrie

2.1.1 Rostlinny material

Pro potfeby prutokové cytometrie byly pouzity rostliny z 9 lokalit. Popula¢ni vzorek

piedstavovalo od 1 do 18 jedinct. Seznam rostlin a lokalit je uveden v Tabulce 1.

2.1.2 Meéreni mnozstvi DNA

Méieni bylo provedeno na pritokovém cytometru znacky Partec PAS (Partec GmbH,
Miinster) vybavenym argonovym laserem (488 nm) na Katedfe botaniky UP
v Olomouci, za pouziti metody vnitiniho standardu se zndmym obsahem DNA (DoleZal
et al. 2007). Jako standard byla pouzita Zea mays L. — kukutice seta (2C = 5,43 pg
DNA).

Na Petriho misce bylo v 1 ml LBO1 pufru o pH 7,5 (Dolezel et al. 1997)
spolecné¢ nasekdno ziletkou pfiblizné stejné mnozstvi standardu jako vzorku
a ptefiltrovano ptes nylonovy filtr do kyvety. K homogenizatu se ihned napipetovalo
50 ul fluorescen¢niho barviva PI (propidium iodid) a vznikly roztok byl dukladné
protiepan. Takto pfipraveny vzorek se pied méfenim ulozil na 1 h 30 min do lednicky.

Pomér relativniho mnozZstvi DNA byl stanoven podle vzdalenosti mezi Gl
vrcholy standardu a vzorku zobrazenymi na linearni stupnici grafického vystupu (512 —
kanalova skala; Dolezal et al. 2007).
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Tabulka 1.: Seznam studovanych populaci. Zemé ptivodu: AL — Albanie, CZ — Ceska republika, N — Norsko, S — Svédsko, SK — Slovenska republika;
n (p.c.) — pocet jedinct pouzitych pro metodu pritokové cytometrie; n (AFLP) — pocet jedinct pouzitych pro metodu AFLP.,

kéd zemé lokalita nadmoi‘ska taxon n n zemépisna  zemépisna
populace vyska (p.c.) (AFLP) Sifka délka
VU-SK-1 S stfedni Svédsko, bieh jezera Havern 210mn. m. P, vul. var. vulgaris 3 62°1606'N 15°07'03'E
VU-SK-2 N jifni Norsko, vlhké skaly u silnice, mezi mésty Haugastel — Ustaosat 980 mn. m. P.vul. var. vulgaris 4 60°30'15"N 07°56'49"E
VU-SK-3 S severovichodni Svédsko, prikop u silnice, nedaleko mésta Hogland 440 mn. m. P.vul. var. vulgaris 4 64°34'34"N 15°47'01"E
VU-SK-4 S jizni Svédsko, SV od mésta Fagersta, skaly u silnice 200 mn.m. P, vul. var. vulgaris 4 60°0128"N 15°36'48"E
VU-SK-5 N jihovychodni Norsko, raSelini$té u jezera Varaldsjoen 250mn. m  P.vul. var. vulgaris 4 60°06'13"N  12°28"28"E
VU-CR-6 CZ Sumava, podméacend louka, 600 m JV od Nového Udoli 850 mn. m. P.vul. var. vulgaris 14 3 48°49'32"N  13°48'04"E
VU-CR-7 CZ Sumava, zraselin&la louka, 500 m JV od obce Keply 945 mn.m. P, vul. var. vulgaris 4 49°11'34"N  13°20'43"E
VU-SR-8 SK Podtatranska kotlina, Vazecké liiky, 2 km S od obce VaZec 800 mn.m. P, vul. var. vulgaris 4 49°04'48"N  19°5820"E
BI-SR-1 SK Mal4 Fatra, zraSelinna louka na zdpadnim okraji snice Vricko, 620 mn. m. P. vul. var. bicolor 18 3 48°57'19"N  18°40“°07"E
(Mala Fatra, Vricko) P. vul. var. vulgaris 12
BI-SR-2 SK Mala Fatra, PR Mociar, raselinisté¢ SZ od obce Stankovany 443 mn. m. P.vul. var. bicolor 6 3 49°09'11"N  19°09'08"E
BI-SR-3 SK Choé&ské vrchy, okraj turistické cesty, SV od obce Valaska Dubova 800 mn. m. P, vul. var. bicolor 3 49°08'36" N 19°18'03"E
BI-CR-4 CZ Moravska brana, Stramberk: mokfady v byvalém lomu Dolni Kamenarka ~ 425mn.m  P. vul. var. bicolor 16 10 49°0836" N 19°18'03"E
BO-CR-1 CZ Ralska pahorkatina, Shnilé louky, slatinisté 260 mn. m. P. bohemica 12 10  50°36'00"N 14°36'09"E
BO-CR—2 CZ Ralska pahorkatina, Baronsky rybnik, slatini§té 260 mn.m. P. bohemica 5  50°36'10"N 14°3722"E
- CZ Stiedolabska tabule, NPR Polabska Cernava, JZ od obce Mélnicka Vrutice 185 mn. m. P, vul. var. vulgaris 13 50°20'30"N  14°32'28"E
(NPR Polabska Cernava) P. bohemica 1
— SK  Strazovské vrchy, PR Sujské raselinisko, JV od obce SUJA 476 mn. m. P. vul. var. bicolor 6 49°03'44"N 18°37'13"E
- SK Velka Fatra, NPR Raks$ianské raselinisko, vichodn& od obce Raksa 520 mn. m. P.vul. var. bicolor 6 48°52'46"N 18°53"29"E
(NPR Raksianské raselinisko) P. vul. var. vulgaris
- CZ Hruby Jesenik, NPR Pradéd, vlhky svah naproté chaté Ovéarna 1305 m n. m. P. vul. var. vulgaris 11 50°04'14"N  17°14'19"E
HI-1 AL Albanie P. hirtiflora 2

13
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2.2 Molekularni metoda AFLP

2.2.1 Rostlinny material

Pro molekularni analyzy byly pouzity rostliny ze 14 populaci. Populacni vzorek
predstavovalo od 3 do 10 jedinci (Tabulka 1). Seznam rostlin a lokalit je uveden

v Tabulce 1.

2.2.2 lIzolace genomické DNA

Izolace genomické DNA byla provedena v Laboratofi molekuldrnich markerti Katedry
botaniky UP Olomouc s pouzitim protokolu Doyle & Doyle (1987). Protokol byl
prizptisoben ve spolupraci s Cubosem Majeskym.

Postup izolace:

1) Listy (cca 200 mg, ocisténé od nalepenych bezobratlych) homogenizujeme
Vv dusiku za pouziti tfecich misek a tlou¢ku. Homogenizovany materidl pfeneseme
do ependorfek naplnénych 700 ul 2% CTAB pufru s 1% PVP a 2 ul BME, ktery byl
zahtat na 65 °C. Inkubujeme pfi teploté 65 °C nejméné 1h.

2) Po inkubaci do ependorfek pifidame 700 pl smési CHF:IAA (chloroform
a isoamylalkohol v poméru 24:1), pofadné protiepeme a centrifugujeme (13 000
RPM, 15 minut, 10 °C).

3) Horni fazi (cca 500 pl) pfeneseme do nové piipravenych ependorfek s 500 pl
CHF:IAA, protiepeme a opét centrifugujeme (13 000 RPM, 15 minut, 10 °C).

4) Horni fazi (cca. 400 pl) pfeneseme do nové piipravenych ependorfek s 400 pl
iISopropanolu, promichame a nechame precipitovat pii teplot¢ 4 °C alesponn 30
minut.

5) Nasledné roztok centrifugujeme (13 000 RPM, 15 minut, 4 °C), po centrifugaci
slijeme supernatant a pelet nechdme proschnout volné na vzduchu. Po proschnuti
rozpustime v 200 pl 10x TE pufru.

6) Pfidame 0,5 pl Rnazy (10 pg/ml) a inkubujeme pii 37 °C 30 minut.

7) Ptidame 20 pl NaAC a 440 ul EtOH zchlazeného v mraznicce pii —20 °C, nechame
precipitovat pii teploté 4 °C alespon 30 minut.

8) Centrifugujeme (13 000 RPM, 15 minut, 4 °C), vznikly pelet promyjeme 80%
EtOH, centrifugujeme (13 000 RPM, 10 minut, 10 °C), promyjeme 70% EtOH,
centrifugujeme (13 000 RPM, 10 minut, 10 °C).
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9) Pelet vysusime a rozpustime v 50 pl 1x TE pufru.

Ke stanoveni koncentrace vyizolované DNA byl pouzit NanoDrop ND-1000
Spektrofotometr (NanoDrop Technolofies, Delaware, USA). Kvalita vyizolované

genomické DNA byla ovéfena pomoci 1% agar6zové elektroforézy.

2.2.3 Amplified fragment length polymorphisms (AFLP)

Pro AFLP analyzy byly vSechny vzorky nafedény na koncentraci 50 pg/ul. Metoda
AFLP sledovala protokol Vos et al. (1995) s tpravami podle publikace Kitner et al.
(2008). Vsechny kroky vyzadujici pouziti termalniho cycleru byly provadény
na piistroji Peltier Thermal Cycler PTC 200 (MJ Research, Delaware, USA). Slozeni
premixu pro jednotlivé kroky je uvedeno Vv piiloze (Tabulkach 8. az 13.) a bylo
poskytnuto Dr. M. Kitnerem z Laboratofe molekularnich markerd Katedry botaniky PfF
UP v Olomouci. Pro zvoleni vhodnych primerovych kombinaci s dostatecnym poctem
hodnotitelnych polymorfnich markerit bylo nejprve testovano 18 primerovych
kombinaci. Z nichz sedum bylo vybrano pro vykazujici heterogenitu a jasnost markerd.
Znich bylo zvoleno 7 kombinaci (Tabulka 3.) vkazujicich heterogenitu a dobrou
zfetelnost ziskanych markert.

Uspésnost jednotlivych krokii PCR reakci byla kontrolovdna pomoci 1%
agar6zového gelu. Konecna separace namnozenych fragmentd byla provadéna pomoci
vertikalni elektroforézy na 6% polyakrylamidovém gelu a vizualizovana barvenim

pomoci stiibra (pfesnost cca 1-2 pary bazi).

Ptiprava gelu a vizualizace vzork:

1) Agarézovy gel (1%) — na pfipravu gelu bylo pouzito 0,35 g agardzy, ktera byla
rozpu$téna v 35 ml 0,5 x roztoku TBE v mikrovince. Po rozpusténi a ¢astecném
ochlazeni byla do roztoku pfiddna netoxicka barvicka GelGreen (Biotium, Inc.). Pro
vizualizaci pohybu vzorki v gelu byly vzorky pied napipetovanim do ztuhlého gelu
obarveny smichanim s 1pul barvicky se vzorkem. Vlastni separace fragmenti DNA
byla provadéna v 0,5 x ziedéném TBE pufru na horizontalni elektroforéze pii napéti
300 V a case 10 min. Po uplynuti casu separace byl gel vyndan z elektroforézy
a zdokumentovan ofocenim pod UV osvétlenim.

2) Polyakrylamidovy gel (6%) — pro ptipravu gelu byly pfipraveny skla (velké

a malé), mezi které¢ se naléval gel. Malé sklo bylo umyto saponitem a dikladné
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oplachnuto destilovanou vodou. Po oplachnuti bylo sklo osuseno a jedna strana byla
oSetfena piipravkem Rain Repelent. Velké sklo bylo omyto saponatem a nékolikrat
oplachnuto destilovanou vodou. Poté¢ bylo osuSeno a pteneseno do digestofe. Na sklo
byl aplikovan 2,8 ul silanu spole¢né s 1 ml kyseliny octové v 96% EtOH, vznikla
smés byla rovnomérné rozetiena po celé plose skla, postup byl 2x opakovan. Po péti
minutdch od aplikace bylo sklo 3x otfeno etanolem. Na okraje velkého skla byly
umistény spacery a bylo na né piiklopeno malé sklo, oSetienou stranou dolti. Skla
byla k sob¢ fixovana pomoci svorek. Pro piipravu gelu bylo pouzito 70 ml 6%
roztoku akrylamidu, 467 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4)2S,0g
a 46,7 pl tetramethylethylendiaminu. Takto pfipravenou smési byl plnén prostor mezi
skly. Ptipraveny gel byl umistén do elektroforézy T-Rex (Thermo Scientific Owl
Separation Systems, Rochester, NY, USA). Separace fragmentll probihala v 0,5 x
ziedéném roztoku TBE pufru. Pfed nanasenim vzorku byl gel nahiat na teplotu 45 °C.
Pfed nanaSenim vzorkti na gel byly vzorky smichany s denaturacnim pufrem
s obsahem formamidu a denaturovany na termocycleru zahfatém na teplotu 96 °C
po dobu 3 min. Po denaturaci byly vzorky ihned pfeneseny na chladici blok, aby se
zabranilo zpétné renaturaci fragmentt DNA. Poté bylo cca 4,2 pl vzorku naneseno
do gelu pomoci osmikanalové pipety. Samotna separace probihala cca 2 h pii napéti
2000 V, 120 mA a 75 W. Po uplynuti ¢asu separace bylo sklo sunddno z aparatury
a promyto v 10% roztoku CH3COOH po dobu 20 min. Poté bylo sklo 3x promyto
Vv destilované vod¢. Nasledné bylo sklo ponofeno na 5 min do roztoku 1% HNO3
aopct 3x promyto v destilované vodé. Vlastni barveni probihalo v roztoku 0,1%
AgNO; po dobu 35 min. Po 35 minutich bylo sklo s gelem kratce ponofeno
do destilované vody na dobu cca 6 sekund a nasledné umisténo do 3% roztoku
Na,COs slouziciho jako vyvojka na vyvolani latentniho obrazu. Sklo bylo ponechano
ve vyvojce tak dlouho, dokud se na gelu neobjevily fragmenty DNA ve formé
hnédocernych prouzkii. Kdyz byly fragmenty na gelu jasné zietelné, proces vyvoje
obrazu byl zastaven nalitim 10% roztoku CH3COOH do vyvojky. Sklo s gelem bylo
v tomto roztoku ponechano po dobu cca 5 min az do ustéleni obrazu. Na konec bylo
sklo dikladné¢ omyto v destilované vodé¢ a gel byl vysusen v suSi¢ce pii 60 °C

po dobu 1 h.
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2.2.4 Analyza dat

Vizualizované fragmenty byly skorovany tak, ze u kazdé primerové kombinace byly
vybirdny pouze jasné a dobie skorovatelné markery. Poté byla u kazdého vzorku
zapsana pritomnost 1, ¢i nepfitomnost 0, daného markeru. Pro kazdou pouzitou
primerovou kombinaci byla vytvofena matice bindrnich dat. Poté byla vytvofena
jednotna matice, ktera sdruzovala v§echny kombinace.

Ziskana data byla nasledn¢ pouzita pro dal§i analyzy. Z binarnich dat byl
spocitan: celkovy pocet hodnocenych markerd — NB, pocet polymorfnich markert —
NpoL (markery nevyskytujici se u vSech hodnocenych vzorkd) a pocet privatnich
markerd — Npg| (markery vyskytujici se u vSech zastupcii dané populace) v programu
FAMD (Schliiter & Harris 2006). Na zjiSténi genetické diverzity studovanych
druhti/populaci byl stanoven pocet riiznych genotypt — NG, genotypova diverzita — GD,
celkovy polymorfizmus (vyjadien v procentech) — PLP a genova diverzita (neboli
heterozygotnost) — He. Pro tyto vypoCty byl pouzit R script AFLPdat (Ehrich 2006).
Pocet riznych genotypi byl stanoven dvéma zplsoby. V prvnim piipadé byl pocet
genotypli stanoven sectenim vSech odliSnych genotypti. V druhém pfipadé byly
za stejny genotyp povazovany i ty genotypy liSici se pouze v 1 markeru. Tento zplisob
stanoveni poCtu genotypli umoziuje ziskat ptehled o velikosti rozdili mezi
studovanymi  vzorky. Pro zjiSténi rozdé&leni variability mezi studovanymi
druhy/populacemi byla provedena analyza molekularni variance (AMOVA) v programu
Arlequin suite ver 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). Tato metoda umoziuje ziskat
pfedstavu o velikosti a distribuci detekované molekularni variability ve studovaném
souboru. VSechny vySe popsané vypolty byly samostatné provedeny pro jednotlivé
populace a taxony. V obou piipadech byly z pouzité bindrni matice odstranény markery
charakteristické pro taxon P. hirtiflora a tento taxon nebyl zahrnut do vypocti.
V programu byla vypoctena i celkova geneticka diverzita studované skupiny a hodnota
Wrightova fixa¢niho indexu Fsr.

Pro zjiSténi podobnosti a ¢aste¢né lze fici 1 piibuznosti mezi studovanymi
druhy/populacemi byly pouzity tii riizné klastrovaci metody. V programu FreeTree
(Pavlicek et al. 1999) byla vypoctena matice genetické vzdalenosti na zakladé

koeficientu genetické podobnosti Nei & Li/Dice a byl zkonstruovan dendrogram
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Obrazek 1.: Sken polyakrylamidového gelu s primerovou kombinaci EcoRI E-FAGC/Msel M—
CAAT. Na snimku jsou Sipkou a ¢ervenou ¢arou oznaceny priklady polymorfnich markert.

pomoci klastrovaciho algoritmu Neighbor Joining. Ten byl graficky vyizualizovan
v programu FigTree (http://tree.bio.ed.sc.uk/software/figtree/). Vznikly dendrogram byl
zakofenén na stfed pomoci vétve s nejveétsi odlisnosti, coZz v nasem piipadé byla vétev
oddélujici druh Pinguicula hirtiflora od ostatnich druhti. Pro ovéfeni ziskaného
shlukovani vzork byla zkonstruovéna 1 tzv. sit Neighbor Network v programu
SplitsTree 4 (Huson & Bryant 2006). Vyhodou sitového zobrazeni vztaht mezi vzorky
je, Ze Neighbor Network nezobrazuje pouze jeden mozny typ klastrovani
podobnosti/vztahti, nybrz zobrazuje vSechny pravdépodobné i nepravdépodobné
propojeni mezi vzorky. Robustnost zobrazeného klastrovani byla v obou ptipadech

otestovana bootstrapovou analyzou.


http://tree.bio.ed.sc.uk/software/figtree/
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Pro nalezeni poctu geneticky odlisSnych klastri (skupin) ve studovaném
souboru vzorkt (populaci) byl zvolen piistup modelového Bayesianského klastrovani,
které vyuziva program Structure (Falush et al. 2007). Program zpracovava genotypovou
informaci pifepoctenou do frekvence jednotlivych alel a snazi se najit rozd€leni
vlozenych dat do riizného poctu klastri. Nejvhodnéjsi rozd€leni do urcitého poctu
klastri je odvozeno z vystupnich dat programu na zakladé nckolika parametria (jako
tteba hodnota InP(D), AK, stabilita opakovani, standartni odchylka). Analyza byla
provedena standardnim postupem pouzivanym v Laboratoii molekularni markera
Katedry botaniky PfF UP. Popis metody testovani a vyhodnocovani je mozné najit
v praci L. Majeského (Majesky et al. 2012). Analyza byla provedena a konzultovana
s RNDr. L. Majeskym.



3 Vysledky

3.1 Pritokova cytometrie

Celkem bylo analyzovany populace z 9 lokalit se zastoupenim 3 taxon — Pinguicula
vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor, P. bohemica s celkovym poctem 116
jedincu (P. vulgaris var. vulgaris — 51, P. vulgaris var. bicolor — 52, P. bohemica — 13).
Vsechny analyzované rostliny vykazovaly stejnou ploidni uroven (pravdépodobné

oktoploidni 2n = 64) viz obrazek 2.
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Tabulka 2.: Vysledky analyzy pritokové cytometrie, vysledky vychazeji z méfeni ralativnich
obsahtl jaderné DNA u 116 jedinct tfi taxonil; n — pocet zméfenych jedinct pro jednotlivé
taxony.

n taxon primérna hodnota poméri  Primérné CV
standard/vzorek méfeni (vzorek)

51  P.vulgaris var. vulgaris 3,912 5,94

52  P.vulgaris var. bicolor 3,876 6,29

13  P. bohemica 4,177 6,05

3.2 AFLP

Ze sedmi primerovych kombinaci bylo ziskdno 167 markerti, z nichz 163 bylo
polymorfnich v piipadé hodnoceni vSech ¢tyf taxont — Pinguicula vulgaris var.
vulgaris, P. vulgaris var. bicolor, P. bohemica, P. hirtiflora. V ptipadé, kdy byly
hodnoceny jenom taxony Pinguicula vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor,
P. bohemica, byl celkovy pocet ziskanych markert 100, z nichz 37 bylo polymorfnich
(Tabulka 2).

Tabulka 3.: Primery a primerové kombinace pro preamplifikaéni a amplifika¢ni reakce
s celkovym poctem zaznamenanych markerti a polymorfnich markerti na danou kombinaci.
Pocéty ziskanych markert a polymorfnich markeri jsou uvadény pro taxony Pinguicula vulgaris
var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor, P. bohemica/P. vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var.
bicolor, P. bohemica a P. hirtiflora.

Sekvence primeriu pro preamplifikaci
EcoRI 5"~ G ACT GCG TACCAATTCA -3’
Msel 5" — G ATG AGT CCT GAGTAAC-3’

Sekvence primerovych kombinaci pro Pocty Pocty
amplifikaci hodnocenych polymorfnich
markeri markeri
EcoRI E-AGC/Msel M—CAAT 10/24 4/23
EcoRIl E-AGC/Msel M-CAATC 27/41 10/39
EcoRI E-AGC/Msel M—-CAAC 11/23 3/23
EcoRI E-AGG/Msel M-CAAT 16/24 9/24
EcoRI E-AGG/ Msel M-CAATG 9/14 5/13
EcoRI E-AGG/ Msel M-CAATC 14/23 5/23
EcoRI E-ACC/Msel M—-CAACC 9/18 1/18

Klonalita studovanych populaci a taxonil byla nizka, o ¢emz svédc¢i 1 poCty rtiznych
genotypit (NB). Ve vétSiné studovanych populaci/taxonti bylo detekovano tolik
genotypd, kolik studovanych jedinct. V nékterych piipadech byl pocet genotypti o néco
niz8i nez pocet jedinch (Tabulka 3 a 4). S tim souvisi 1 genotypova diverzita (GD), ktera
dosahovala pro vétSinu populaci/taxonti vysoké hodnoty blizké maximalni hodnoté 1.

Navzdory nizké klonalité a vysoké genotypové diverzité studované populace



Tabulka 4.: Souhrn hodnot genetické variability pro 14 studovanych populaci druhii P. vulgaris agg. (druh Pinguicula hirtiflora neni v tabulce zahrnuta), N —
pocet jedincli; NG — pocet genotypl/ pocet genotyp, kde se jedinec lisil o 2 a vice markert (jedinci s jednim odliSnym markerem jsou povazovani za klon); GD
— genotypova diverzita; NB — celkovy pocet markerti; Npo. — pocet polymorfnich marker(; Npgj — pocet privatnich markert; PLP — polymorfizmus vyjadieny

vV %; He — heterozygozita/genova diverzita.

Populace  VU- VU- VU- VU- VU- VU- VU- VU- Bl- BI- BI- BI- BO- BO-
SK-1 SK-2 SK-3 SK-4 SK-5 CR-6 CR-7 SR-8 SR-1 SR-2 SR-3 CR-4 CR-1 CR-2
N 3 4 4 4 4 3 4 4 3 3 3 10 10 5
NG 212 212 212 3/2 31 3/2 212 2/1 3/3 3/3 3/3 10/8 8/5 5/4
GD 0.67 0.50 0.50 0.83 0.83 1.00 0.67 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00 0.96 1.00
NB 74.0 73.8 73.5 68.8 78.0 68.7 66.5 77.8 80.7 76.3 79.0 76.3 77.8 77.8
NpoL 3 5 2 7 2 3 3 1 7 8 7 18 17 10
Npri 0 4 0 1 1 0 0 0 0 2 0 2 0 0
PLP% 3% 5% 2% 7% 2% 3% 3% 1% 7% 8% 7% 18% 17% 10%
He 0.020 0.025 0.010 0.035 0.010 0.020 0.020 0.050 0.047 0.053 0.047 0.059 0.055 0.048

Tabulka 5.: Souhrn hodnot variability zji$téné u ti taxond (Pinguicula vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor, P. bohemica), (pro vysvétleni zkratek

v tabulce viz Tabulka 3).

Population vulgaris bicolor bohemica

N 30 19 15

NG 19/13 19/17 11/8

GD 0.97 1.00 0.95

NB 72.7 77.4 77.8
NpoL 30 24 18
NpR| 6 4 0

PLP% 30% 24% 18%

H. 0.086 0.079 0.052

22
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druhu/skupiny druht byly malo polymorfni (Tabulka 3 a 4). Polymorfizmus vyjadien
poctem polymorfnich markertt (NpoL) a vyjadien v procentech (PLP%) byl nejvyssi
v populaci taxonu P. bohemica (PLPgo sy = 17 %, PLPgo gr = 10 %). U zbylych
populaci byly hodnoty polymorfizmu niz§i nez 10 %. Pfi hodnoceni polymorfizmu
u jednotlivych druht byl nejvice polymorfni taxon P. vulgaris PLP = 30 %, pak P. var.
bicolor PLP = 24 % a nakonec P. bohemica PLP = 18 %. Vysoka podobnost mezi
studovanymi populacemi a taxony a tudiz vysoka homogennost je patrnd iz nizkych
hodnot genové diverzity (heterozygosity) — He (Tabulka 3 a 4). Hodnoty He byly velice
nizké u vSech populaci a nepievySovaly hodnoty He =0,06. Pfi hodnoceni skupin taxoni
byly nejvyssi hodnoty zaznamenany pro P. vulgaris var. vulgaris — H. = 0.086, pro
P. vulgaris var. bicolor He.= 0,079 a pro P. bohemica He.= 0,052 (Tabulka 4). Hodnota
genové diverzity pro cely soubor (vSechny jedince) byla He.= 0,102, poukazujici opét
na vysokou homogenitu studovanych vzorki. Pro zji§téni, zda jsou ptitomny genetické
markery charakteristické pro jednotlivé populace nebo skupiny druhli, byly secteny
privatni markery. V ptipadé populaci byla pfitomnost privatnich markeri zaznamenéna
jenom pro 5 z celkového poctu 14 populaci. Pocty privatnich markeri byly nizké od 1
do 4 (Tabulka 3). KdyZ byly hodnoceny jednotlivé taxony, pfitomnost privatnich
markerti byla zaznamenana jen u P. vulgaris var. vulgaris a P. vulgaris var. bicolor
(Tabulka 4).

Nejvétsi podil molekularni variability v pfipadé hodnoceni populaci se
nachazel mezi jednotlivymi populacemi (64,53 %). Variabilita uvnitf populaci je
0 polovinu niz§i, jenom 35,47 % (Tabulka 13). Pfi hodnoceni variability mezi
skupinami tfech taxontl, bylo rozd¢leni nasledovné: 22,47 % variability se nachazi mezi
taxony, 44,46 % mezi populacemi jednotlivych taxond a 33,07 % uvnitt jednotlivych
taxond (Tabulka 12). Hodnota Wrightova fixa¢niho indexu Fsr = 0,6453 poukazuje
na vysokou diferenciaci jednotlivych populaci.

Tabulka 6.: Vysledky analyzy molekularni variance (AMOVA) mezi 3 taxony (Pinguicula

vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor, P. bohemica); d.f. — stupné volnosti, SSD —
soucet kvadratickych odchylek.

Zdroj variability d.f. SSD variabilita P-value
Mezi taxony 2 90.190 22.47 %

Mezi populacemi jednotlivych 11 136.759 44.46 %

taxont

Uvniti populaci 50 95.317 33.07 % 0.00000
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Tabulka 7.: Vysledky analyzy molekularni variance (AMOV A) mezi a uvnitf 14 populaci; d.f.
— stupné volnosti, SSD — soucet kvadratickych odchylek.

Zdroj variability d.f. SSD variabilita  P-value
Mezi populacemi 13 226.949 64.53 %
Uvniti populaci 50 95.317 35.47 % 0.00000

Pomoci klastrovaci analyzy byl zhotoven Neighbor—joining dendrogram
zaucelem pozorovani podobnosti a pravdépodobnymi vztahy mezi 66 vzorky.
Klastrovaci analyza byla provedena za pomoci koeficientu podobnosti Nei & Li/Dice
a vychézela ze 167 markerii. Vzorky byly seskupeny na zaklad¢ jejich podobnosti,
vysledné schéma muizeme vidét jako dendrogram, ktery byl zakofenén pomoci vétve
odd¢€lujici druh P. hirtiflora (Obrazek 2). Testovani jedinci se pievazné seskupovali
do skupin podle populaci, vyjimkou byly rostliny pochazejici z populace BI-CR—4,
které byly rozmistény do skupin s jinymi populacemi. Zajimavé bylo umisténi jednoho
vzorku z populace BI-CR—4 k populacim BO-CR-1 a BO—CR-2 a piifazeni jednoho
jedince populace BO—CR—1 k populacim VU-SK-2 a VU-SK-3. Pomé&rmé vysoka byla
podpora vétvi vnitropopulacni urovné, naopak zakladni vétveni mélo velice slabou
podpor.

Vzijemné vztahy testovanych rostlin jsme vyjadtili 1 prostfednictvim sitového
znazornéni Neighbor Network (Obr. 3), ktery byl vytvofen pro 64 jedinct tii taxont
a vychazel ze 100 markert (P. hirtiflora nebyla zahrnuta). Stejné jako u Neighbour—
joining dendrogramu doSlo ke spolecnému seskupeni jedincii stejnych populaci.
Vyjimkou byli opét jedinci z populace BI-CR—4, kteii netvofili vlastni shluk, ale byli
rozmisténi mezi ostatnimi populacemi. Neighbor Network nazorné ukazal separovani
jednoho vzorku z populace BO—CR—1 od ostatnich jedincti téhoz druhu, jehoZ misto

jako by obsadil zastupce jiz vy$e zminéné rozptylené populace BI-CR—4.



D.og

Obrazek 3.: Neighbour—joining Tree (Nei & Li/Dice koeficient podobnosti) odvozeny z AFLP dat u 66 jedinct z 15 populaci &ty taxont rodu Pinguicula.
Dendogram je zakofenény na stfed pomoci nejodlisnéjsi vétve (vétev s druhem Pinguicula hirtiflora). Populace jsou oznaceny kodem, ktery je uveden
v Tabulce 1., poslednim pismenem kodu je oznacen konkrétni jedinec z dané populace. Pro vétsi nazornost byly populace barevné odliseny.
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Obrazek 4.: Neighbor Network je vytvoien na zakladé AFLP dat 64 jedinct ze 14 populaci tii taxont rodu Pinguicula (Pinguicula hirtiflora neni zahrnuta).

Populace jsou oznaceny kodem, ktery je uveden v Tabulce 1., poslednim pismenem kodu jez oznacen konkrétni jedinec z dané populace. Pro vétsi nazornost
byly populace barevné¢ odliseny.
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Vysledek Bayesianského klastrovaciho pfistupu pouzivaného programem Structure nebyl jednoznaény. Testovano bylo rozdéleni do 1 —
14 klastrii/skupin. Jako nejvice stabilni a tudiz Ize fici i nejvice pravdépodobné vychazelo rozdéleni do péti skupin. UZ zminovanad vysoka
podobnost mezi studovanymi vzorky byla patrnd i pfi této analyze. Kromé& vysledku pro dvé a pét klastrit byly prohlédnuty i vysledky pro sedm
a jedenact klastra. Pti rozdéleni do vyssiho poctu klastri dochazelo jenom k rozdrobeni klastrii na mensi casti, bez vytvoteni nové vyznamnéjsi

skupiny. Navic pro rozdéleni do jiného poctu klastri nez dva a pét chybéla vyznamnéjsi statistickd podpora.

vu- VuU- VU- VU- VU- VU- VU- VU- BO- BO- BI- BI- BI- BI-
SK-1 SK-3 SK-4 SK-5 SK-2 SR-8 CR-6 CR-7 SR-1 SR-2  SR-3 SR-2SR-1 CR-4

Obrazek 5.: Vystup Bayesianské klastrovaci analyzy STRUCTURE vytvoteny pro 14 populaci tii taxont — P. vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var.
bicolor, P. bohemica. Zobrazené je rozdéleni do dvou a péti klastri. P¥icemz kazdy sloupec zndzorfiuje jeden vzorek a jednotlivé pole populace, které jsou

oznaceny Cisly (barvy znazoriiuji miru pravdépodobnosti pfitazeni k riznym klastrim).
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4 Diskuze

Prutokova cytometrie

Pritokovou cytometrii nebyly zjistény vyznamné rozdily v relativnich obsazich jaderné
DNA mezi zkoumanymi taxony — Pinguicula vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var.
bicolor, P. bohemica. To znamend, Ze tyto taxony maji s nejvétsi pravdépodobnosti
stejnou ploidni (pravdépodobné oktoploidni 2n = 64) irovenl. Bohuzel se za dobu studia
nepodafilo stanovit po¢et chromozomil pomoci klasickych karyologickych metod, proto
je tieba brat tidaj o hlading ploidie pouze orientaéné.

Zjisténi o jediné ploidni hlading u vSech tii studovanych taxonu je v ¢aste¢ném
rozporu s udaji uvadénymi v literatufe. Pro taxon P. vulgaris var. bicolor je uvadén
pouze chromosomovy pocet 2n = 64 (Zurzycki 1953, Peruzzi 2004, Casper & Stimper
2009), tj. stejné jako pro Pinguicula vulgaris var. vulgaris (Casper 1961, 1966, Casper
& Stimper 2009; Krahulcova & Jarolimova 1991; Peruzzi 2004). Pomérné maly pocet
literarnich udaji pro Pinguicula vulgaris var. bicolor mize byt dan také tim, Ze Casto
neni rozliSovana jako samostatny taxon a je zahrnuta do druhu P. vulgaris jako
synonymum. Oba taxony jsou tedy oktoploidni. Nicmén¢, Casper & Stimper (2009) ve
své studii uvadéji u nékolika rostlin z Apenin, které oznacuji jako Pinguicula cf.
vulgaris, i chromosomovy pocéet 2n = 128. Rostliny s timto po¢tem se mély vyskytovat
spole¢né s oktoploidy (tj. 2n = 64) vramci jedné populace. Je tedy ziejmé, ze
P.vulgaris var. vulgaris mize byt jak oktoploidni tak i hexadekaploidni. Rostliny
P. vulgaris s. str. testované v této studii vSak byly cytologicky uniformi a vSichni
méteni jedinci méli stejnou ploidni Groven. Vzhledem k tomu, Ze vyrazné ptevladajici
ploidii u P. vulgaris var. vulgaris je oktoploidni tiroven, Ize piredpokladat, ze oktoploidi
byly i rostliny méfené v této studii. Zajimavé je zjisSténi shodné ploidni trovné také pro
taxon P. bohemica, pro ktery jsou v literatufe uvadény rtzné chromozémové pocty.
Tetraploidni pocet (2n = 34) uvadi napt. Studnicka (1984, 1986, 1989) nebo Studnicka
& Hejny (1992), oktoploidni napt. Krahulcovd & Jarolimova (1991), Bélohlavkova
(1989, 2000) nebo Peruzzi (2004). Studnic¢ka (1989) ve své praci uvadi dvé moznosti
jak by mohlo dojit k pozorovani chromosomového poctu n = 64. Prvni moznosti je
Spatny metodicky postup a druhou moznosti je polyploidisace pletiv, toto vysvétleni

povazuje za méné pravdépodobné. Nekteii autoti (Casper & Stimper 2009) piipousti
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vyskyt obou ploidnich urovni u P. bohemica. Je tedy mozné, ze P. bohemica mize byt
jak tetraploidni tak oktoploidni. Mohlo by se jednat o stejny ptipad jako v populacich
P. vulgaris var. vulgaris, kde je znama populace s dvémi ploidnimi arovnémi (viz vyse).
Vzorky testované v této studii byly ale cytologicky unirofmni a vykazovaly stejnou
ploidni uroven jako jedinci taxond P. vulgaris var. bicolor a var. vulgaris. Tyto
vysledky tedy nepodporuji tdaje o tetraploidni Grovni u P. bohemica. Je zde ale
moznost, ze vSechny méfené rostliny méli jinou nez oktaploidni tGroven, ikdyz tato
moznost se velice nepravdépodobna.

Pocet chromozému u rodu Pinguicula je velmi vyznamnym znakem velké
taxonomické vahy. Ukazuje totiz na evoluéni stafi druhu. Tetraploidi se obecné
povazuji za evolu¢né star$i dobie diferencované taxony, zatimco oktoploidni P. vulgaris
je mladsi a variabilngjsi taxon (Studni¢ka 1989). Otazka ploidni Grovné P. bohemica je
tedy zasadni pii tvahach o jeji taxonomické hodnoté a ptipadném endemismu. Shodna
ploidni uroven u P. vulgaris a P. bohemica podporuje teorii o vzniku P. bohemica
odstépenim od P. vulgaris na konci tietihor alopatrickou speciaci v Polabskych
nizinach, kde se rostliny udrzely po klimatickych zménach v boredlu (Bélohlavkova
1989). Avsak pokud by P. bohemica byla tetraploidni, svédc¢ilo by to o jejim vyS$im

stafi a jiné evolucni historii (viz napt. Studnicka 1989).

Klonalita a genova variabilita zjiSténa metodou AFLP

Vysledky nasi studie naznacuji nizkou klonalitu v ramci zkoumanych populaci, o cemz
svedéi 1 vysSi poCty ruznych genotypd. VétSina studovanych populaci byla
reprezentovana stejnym poctem genotypu jako studovanych jedincti. Dalo by se tedy
predpokladat, ze u vsSech tfi taxoni dochazi k pohlavnimu mnozeni. Pokud bychom
vzali pocty genotypll pro jednotlivé populace, kdy jsou za samostatny genotyp brani
jedinci, ktefi se lisi nejmén¢ ve dvou markerech/lokusech, klonalita se nam u vétSiny
populaci zvysi. Jedinou vyjimkou jsou tii Slovenské populace Pinguicula vulgaris var.
bicolor, kde ziistane shodny pocet jedinct s pocty zjisténych genotypt. Tento vysledek
vSak miZe byt ovlivnén zplisobem odbéru jedinch na lokalitach, u kterych byla snaha
postihnout variabilitu v ramci populace. Tento fakt mize byt umocnén malym vzorkem
testovanych jedincti. Na druhou stranu, vSechny tfi Slovenské populace byly velice
pocetné a lze tedy predpokladat, ze jejich vitalita a vhodné podminky stanovisté zvysuji

pravdépodobnost pohlavniho mnozeni a vzniku novych genotypli. Pomérné zajimava
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byla nizkd hodnota klonality na lokalit¢ Baronsky rybnik s vyskytem druhu
P. bohemica. Jedinci se zde mnozi pouze vegetativné a nebylo zde po dobu nékolika let
pozorovano pohlavni mnozeni (Studnicka 1989) stejné zavéry byli zjistény i vlastnim
pozorovanim na lokalitach v terénu v tech 2007-2012. Muzeme tedy piedpokladat, ze
prezivajici jednici jsou dobie adaptované genotypy, které vznikly pohlavné
Vv pfiznivéjsich obdobich. Oproti tomu na lokalit¢ Shnilé¢ louky byli pozorovéni
juvenilni jedinci, coz naznacuje Sifeni pomoci semen. Dal by se zde proto predpokladat
vetsi pocet genotypl. Tento predpoklad se ale 1 pfes pomérné vysoky pocet testovanych
jedinct nepotvrdil. Moznym vysvétlenim je tzv. efekt zakladatele, kdy populace mohla
vzniknout jen z n¢kolika malo jedincd (genotypi).

Pozorovana heterozygozita u zkoumanych populaci nabyvala hodnot od 0.010
do 0.059 (tabulka 9.). Tyto pomérn¢ nizké hodnoty ndm mohou naznacit nizky
geneticky tok a autogamické mnozeni v populacich. U populaci s vy$§imi hodnotami
muzeme predpokladat nedavné pohlavni rozmnozovéni, ptipadné€ ustalenou vyssi hodnu
genetické variability udrZzovanou pomoci nepohlavniho, vegetativniho mnozeni. Tak je
mozné si naptiklad vysvétlit genetickou variabilitu u populace P. bohemica z lokality
Baronsky rybnik (BO-CR-2), ktera vykazovala v porovnani s ostatnimi, nami
zkoumanymi populacemi, pomérné vysoké hodnoty heterozygozity (He = 0.048). Jak
bylo feceno jiz vyse, jedinci se na lokalité¢ rozmnoZuji pouze klonalné. ZvySené hodnoty
heterozygozity proto nemohly vzniknout vlivem pohlavniho mnoZeni v poslednich
letech. Rozdilné hodnoty heterozygozity u jednotlivych populaci vSak mohou byt
ponékud zkreslené nevyrovnanymi pocty jedincli ve zkoumanych populacich. Vysoka
geneticka variabilita mezi populacemi a genetickd homogenita v ramci jednotlivych
populaci by mohla byt zptisobena nizkym tokem gent. Nizky tok genti podporuje
snizovani genotypové a fenotypové heterogenity mezi jednotlivymi populacemi,
podporuje izolaci populaci a umoziiuje vznik genetického driftu. Pravé ndhodny
geneticky drift mize vést ke zvySeni genetické diferenciace jednotlivych populaci.
Tento fenomén by mohl existovat u Pinguicula vulgaris agg. ve stfedni Evropé coz
naznacuji vysoké hodnoty FST (FST = 0,6453 vysoce diferencované populace) zjisténa
touto studii. Ukazuji na velkou diferenciaci analyzovanych populaci. Tyto piedpoklady
nam naznacuje 1 analyza molekuldrni variance, kterd prokéazala v celkové zjisténé
variabilit¢ vyskyt 65 % variability pravé mezi testovanymi populacemi a pouze 35 %
variability uvnitf populaci. Vysoka diferenciace je patrnd i z grafickych vystupii

klastrovacich metod (Obrazku 3. a 4.), kde jedinci stejné populace vytvofili spolecné
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shluky, pomérné dobfe odliSené od ostatnich populaci. Stejné vysledky jsou
podporovany i vystupem Bayesianské klastrovaci analyzy STRUCTURE. Zajimavé
bylo, ze ani jedna z pouzitych klastrovacich analyz, nenaznacila shlukovani podle
geografickych oblasti. O¢ekavali jseme separaci Skandinavkych populaci od zbylych
sttedoevropskych populaci, ke které vsak nedoslo. Velice zajimavé vysledky byly
zjistény u populaci druh P. bohemica. Jeji dvé recentni populace, které byly v nasi praci
testovany, vytvaiely spoleény shluk, ve kterém se jedinci z jednotlivych lokalit
prolinali, jakoby patfili jen do jediné spole¢né populace. Takto prolinajici se shluk byl
navic oddélen od ostatnich testovanych populaci druhti P.vulgaris var. vulgaris
aP.vulgaris var. bicolor. Jedinou vyjimkou byl vzorek druhu P.bohemica
(BO_CR_1 a) ktery netvofil spoleéné s ostatnimi jedinci dvou populaci jiz zminény
shluk, ale byl pfifazen k jedincim z lokality ze Skandinavie (VU-SK-3). Naopak se
s populaci P. bohemica seskupil jeden vzorek P. vulgaris var. bicolor (BI_CR 4 h)
pochézejici z lokality Stramberk. Nejjednodusdim vysvétlenim této skutednosti je
moznost zdmény vzorkl v nékterém z krokii ndmi provadéné analyzy. DalSim
zajimavym vysledkem byla skute¢nost, ze jedinci taxonu P. vulgaris var. bicolor,
pochézejici z lokality Stramberk, netvofili jednotny shluk jako ostatni populace.
Shlukovali se do dvou skupin separovanych od sebe. Populace tedy netvofila jednotnou
skupinu a zjevné byla geneticky nejvice heterogenni z celého zkoumaného souboru
(nejvyssi % polymorfizmus a hodnoty heterozygozity mezy zkoumanymi populacemi).
Lokalita Stramberk, kde se vyskytuje druh P. vulgaris var. bicolor, se nachazi
vV byvalém vapencovém lomu, zvaném Dolni Kamenarka, ze kterého je dnes vytvotena
Botanicka zahrada a arboretum (Botanicka zahrada a arboretum Stramberk). Do lomu se
P. vulgaris var. bicolor dostala (P. Pavlik, in verb.) pfi zdchranném transferu z lokality
vapencového lomu Kotou¢, kde dochazelo k rozsiteni tézby a niceni slatinych mokiadi
s vzacnymi druhy rostlin na etdzich, kde se delsi dobu netézilo. Pfedmétem zachranné¢ho
transferu nebyla pifimo Pinguicula vulgaris var. bicolor, ktera z Kotouce nebyla nikdy,
ani v té dob¢, znama. Béhem transferu doslo pouze k transportu kompaktnich bloku
slatiny z Kotou¢e do Dolni Kamenarky. V pfenesenych blocich se ojedinélé rostliny
P. vulgaris var. bicolor objevily uz v nasledujicim roce. Je tedy otazkou, zda byli tito
jedinci pteneseni do Dolni Kamenarky uz z Kotouce (kde mohla uz diive nepovSimnuté
vzniknout populace spontann€) nebo byli vysazeni (vyseti) do transportovanych
slatinnych bloklti az po transferu. Vlastnik botanické zahrady pan P. Pavlik ovSem

druhou variantu prakticky vylucuje. Vysledky nasi analyzy nicméné spontanni ptivod
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populace nepodporuji a ukazuji spiSe na moznost vysevu ¢i vysazeni rostlin, s nejveétsi
pravdépodobnosti s riznym ptivodem z rtiznych lokalit. Jako pravdépodobnéjsi se tedy
zd4 moznost nenahodného zavle¢eni P. vulgaris var. bicolor do Stramberka z blizkych
zapadokarpatskych populaci (Polsko, Slovensko), kde se taxon vyskytuje. Tento pavod
populace se jako pravdépodobny jevi také s ohledem na vyskyt dalSich evidentné
vysazenych v CR nepiivodnich druhii rodu Pinguicula v tomto regionu, napf. taxony
P. crystallina Sm. subsp. hirtiflora (Ten.) Strid nebo P. grandiflora Lam. subsp. rosea
(Mutel) Casper (Pysek et al. 2012).

Pinguicula bohemica a mozZnosti jeji ochrany

Studii jsme zjistili pomérné vysokou homogenitu taxonu P. bohemica ktera byla patrna
predevS§im v grafickych vystupech klastrovacich analyz (Obrazek 3.-5.). Obé dvé
testované populace (Shnilé louky, Baronsky rybnik) P. bohemica tvotily kompaktni
celek a vykazovaly separaci od ostatnich populaci taxoni P. vulgaris var. vulgaris
a P. vulgaris var. bicolor. I pres zjisténi shodné ploidni urovné s taxony P. vulgaris var.
vulgaris a P. vulgaris var. bicolor je ziejmé vhodné zachovat taxonu P. bohemica
taxonomickou hodnotu variety, nanejvys sle subspecie jak je tomu i Vv né€kterych
soucasnych pracich (napt. Grulich 2012, Danihelka et al. 2012). Za téchto okolnosti
zustava P. bohemica ¢eskym endemitem, i kdyz na nizsi taxonomické Grovni, a to jako
jediny taxon V rdmci skupiny masozravych rostlin vyskytujicich se na naSem Gzemi.

udavanych lokalit (Studnicka 1989) se dnes taxon vyskytuje pouze na tiech. Méli by
chom se tedy zamyslet nad jeji souc¢asnou a budouci ochranou. V soucasné dobé jsou
vSechny recentrni lokality (Polabsk4 ¢ernava, Shnilé louky, Baronsky rybnik) taxonu
P. bohemica chranény ve form¢ maloplo$nych chranénych uzemi. Lokalita nedaleko
obce M¢élnickd Vrutice ma status Narodni pfirodni rezervace (NPR Polabské Cernava)
a je chranéna jiz od roku 1946. Na lokalité se nach4zi pomérné pocetnd populace druhu
P. vulgaris. Pinguicula bohemica se zde vyskytuje pouze v po¢tu nékolika kvetoucich
jedincd. V nedavné dob¢ se dokonce predpokladalo, ze P. bohemica z lokality vymizela.
Teréni pozorovani v prubéhu poslenich nékolika let vSak potvrdila jeji pfitomnost.
Determinace P. bohemica od pocetnéjsi P. vulgaris var. vulgaris je ve sterilnim stavu
téméf nemozna. Studnicka (1989) uvadi =z lokality vyskyt jedincu fenotypové

odpovidajicich taxonu P. bohemica, ale nabada k opatrnosti a navrhuje podrobnéjsi
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studii téchto jedinci. Tato opatrnost je také nezbytna z divodu mozné hybridizace
s P. vulgaris var. vulgaris nebo mozného recentniho vysazeni rostlin na lokalitu.
Lokality na Dokesku s dnes posledni prosperujici populaci (lokalita Shnilé
louky), nebyly do nedavné doby chranény ze zakona, pii¢emz prvni snahy o ochranu
uzemi byly podniknuty jiz v osmdesatych letech minulého stoleti. Pfesto, ze lokality
nebyly chranény, management je zde provadén jiz pomémé dlouhou dobu
(Bélohlavkova 1989). Pokud by nebyly zéasahy dlouhodobé provadény, dalo by se
predpokladat, ze by se druh na lokalitach jiz nevyskytoval, pfipadné v mensim poctu
jedinci. Od roku 2012 jsou Jestiebské populace chranény formou Narodni piirodni
pamatky Jestiebské slatiny. Tato narodni pfirodni pamatka zahrnuje jak lokalitu
Baronsky rybnik, tak i lokalitu Shnilé¢ louky. Lokalita Shnilé louky vznikla po tézbe
raseliny, ktera se zde tézila jesté v osmdesatych letech minulého stoleti. Druh je
z lokality uvadén poprvé v roce 1984 (Studnicka 1989). Studnicka (1989) uvadi, ze
rostliny, které se zde dnes nachazeji, pravdépodobné vznikly rozmnozenim velmi
malého poctu jedincti a uvadi i moznost jedné jediné puvodni zakladatelské rostliny.
Molekularni analyza ovSem prokazala u jedinci z této lokality, vyssi poct genotypi
a jedny z nejvysSich hodnot polymorfizmu (Tabulka 4.) v ramci studovanych populaci.
Da se tedy predpokladat, Ze populace nevznikla z tak malého poctu jedincujak jak
predpoklada Stednicka (1989). Zjisténa geneticka variabilita by vSak mohla byt
zpusobena druhotné, vnesenim nového genotypu do populace pfi posilujicich vysevech
rostlin, pochazejicich znedalekych lokalit (Pod Konvalinkovym vrskem, Baronsky
rybnik). Zda ale tyto vysadby (vysevy) skute¢né probihaly se nepodatilo zjistit. Na
lokalité¢ Shnilé louky je management provadén ve spolupraci se zdjmovou organizaci
pod dohledem OOP. Populace na lokalit¢ Baronsky rybnik je dnes tvofena n¢kolika
shluky rostlin, které jsou tofené mateiskou rostlinou obklopenou klondlné¢ vzniklymi
jedinci. Tato situace je zpusobena pokrocilou sukcesi slatinist€. Druh zde jiz nema
optimalni podminky (rozvolnéné plochy s nezapojenou vegetaci) a dochazi tak pouze
k nepohlavnimu, klonalnimu mnozeni. Je tedy mozné, Ze kazdy z dosud piezivajicich
shlukli rostlin pfedstavuje unikatni genotyp. Studnicka (1989) uvadi, ze lokalita je
nejvyznaméjsi nositelkou genofondu druhu, coz odpovida vysledkim této studie.
Testovani jedinci z lokality Baronsky rybnik vykazovali pomé&mé vysoké pocty
genotypu i vysoké hodnoty heterozygozity v porovnani s ostatnimi populacemi. Takto
fixovana genetickd variabilita v§ak neni dlouhodobé udrzitelnd a se zanikem kazdé

jedné rostliny (shluku jedincit) mize dojit k zaniku jedine¢ného genotypu z populace.



34

Pro zachovani genetické diverzity je potfebnd nepietrzitd a intenzivni ochrana
vSech populaci, provadéna za pomoci vhodnych managementovych zasahti. Nejvetsim
nebezpecim pro populace P. bohemica, je probihajici sukcese na stanovistich. Diivejsi
meandrujici Robe¢sky potok zde vytvaiel vhodné biotopy, které byly vhodné pro rust
P. bohemica (Studni¢ka 1989). Dnes diky regulaci lokalita podléha sukcesi (zarustani
rakosem, S$ifeni stromového a kefového ndletu a zazemnovani lokality), ktera
P. bohemica pfili$ nesvéd¢i a umoziuje pouze jeji piezivani. Nebezpeci zaniku zejména

této populace a ztraty jejiho genofondu Ize proto pokladat stale za pomérné vysoké.



5 Souhrn

Prace se vénovala studiu variability v komplexu P. vulgaris ve stiedni Evropé. T¥i
zkoumané taxony byly testovany pritokovou cytometrii a metodou AFLP.

Vysledky a zavéry prace:

o Pratokovou cytometrii bylo zméteno 116 jedincii z 9 lokalit, tfi taxonil — P.

vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor a P. bohemica. Vsechny

analyzované rostliny vykazovaly stejnou ploidni uroven.

o Pomoci sedmi primerovych kombinaci bylo ziskano 100 markert, z nichz 37

bylo polymorfnich v ptipadé hodnoceni tii taxond.

e  Byla zjisténa variabilita mezi zkoumanymi populacemi taxond Pinguicula

vulgaris var. vulgaris, P. vulgaris var. bicolor, P. bohemica. Pti¢emz populace

druhu P. bohemica tvorfily pomé&mé homogenni skupinu, oddélenou od

zbyvajicich populaci.

o Nejvétsi podil molekularni variability byl zjistén mezi jednotlivymi

populacemi (64,53 %).

o U studovanych populaci/taxoni byla zjiSt€éna nizk4a klonalita, vysoka

genotypova diverzita a velice nizky polymorfizmus.
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Priloha 1.: Pouzité roztoky

BME (2—Mercaptethanol)

CTAB (cetyltrimethylammonium tromide); 4%
10 ml TRIS 1 M; 4 ml EDTA 0,5 M; 28 ml NaCl 5 M; 8 ml destilované vody; 1 g
PVP

Denaturaéni pufr s obsahem formamidu

0,125 g bromfenolové modre; 0,125 g xylenové modie; 25 ml destilovavé vody; 100

ml formamidu

EDTA (ethylenediaminetetraacetie acid): 0,5 M
EDTA 292,24 g/mol

PVP (polyvinyl pyrrolidon)
Silan (monosilan, SiH,)

TBE (10 x)
108 g Tris, 55 g kyseliny borit¢ H3BO3z, 40 ml Na;EDTA 0,5 M; rozpoustime

a doplnime destilovanou vodou do 1 |

TE (10x)
10 ml 1 M TRIS (pH = 8); 2 ml 0,5 M EDTA (pH = 8); 88 ml destilované vody

TRIS (tris (hydroxymethyl) aminomethane); 1 M
TRIS 121,14 g/mol



Priloha 2.: Slozeni premixt a prib¢h pro jednotlivé kroky metody AFLP.
Tabulka 8.: SloZeni premixu pro restrikci.

Mnozstvi pro 1 vzorek

Destilovana voda 12.790 ul
EcoRI BUFF 2.000 ul
EcoRl 0.063 ul
Msel 0.125 ul
DNA (50 ug/ul) 5.000 ul
X=20 ul

PCR protokol: 37 °C; 2,5 hod

Tabulka 9.: Slozeni premixu pro ligaci.

Mnozstvi pro 1 vzorek

Destilovana voda 3,00 wl
EcoRi adapter 0,50 ul
Msel adapter 0,50 ul
LIGASE 0,50 ul

=5l

PCR protokol: 37 °C; 3 hod

Tabulka 10.: Slozeni premixu pro preamplifikaci.

Mnozstvi pro 1 vzorek

Destilovana voda 11,850 ul
Buffer (5x) 4,500 pl
dNTPs (10 mM) 0,500 ul
EcoA*primer 0,500 ul
Msel*primer 0,500 ul
goTag (Polymerase) 0,150 pl
Ligase coctail 2,000 pl

7 2=20 ul



Tabulka 11.: PCR protokol pro preamplifikaci; 1 hod 25 min

20x opakovani cykla 2¢,3c.4c

1 94 °C 3:00 min
2¢c 94 °C 0:30 min
3c 56 °C 1:00 min
4c 72 °C 1:45 min
72°C 5:00 min
~4°C -

Tabulka 12.: SloZeni premixu pro amplifikaci.

Mnozstvi pro 1 vzorek

Destilovana voda 3,74 ul
Buffer (5x) 2,00 ul
dNTPs (10 mM) 0,20 ul
EcoA***primer 1,00 wl
Msel***primer 1,00 wl
goTag (Polymerase) 0,06 ul
preamplifikat (7x zfedény) 2,00 ul
2=10 nl

Tabulka 13.: PCR protokol pro amplifikaci; 49 min.

20x opakovani cvkla 2¢,3¢.4c

1 95°C 3:30 min
2c 95 °C 0:30 min
3c 60,1 °C 0:30 min
4c 72°C 1:00 min

5 95 °C 0:30 min
6 56 °C 0:30 min
7 72°C 1:00 min
8 ~4°C -



Piiloha 3.: Dokumentace vystupi izolace a jednotlivych fazi AFLP metody,
vizualizovanych pomoci agar6zového gelu (snimky byly nafoceny pod UV svétlem).

Obrazek 6.: 1zolace

Obrazek 7.: Ligace



Obrazek 8.: Preamplifikace

Obrazek 9.: Amplifikace



