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1 UVOD

Polyploidie neboli genomova multiplikace (Whole-genom duplication- WGD), je stav,
kdy se v somatickych bunkach urcitého organismu nachazeji vice nez dvé identické
nebo téméf identické sady chromozomd, pficemz druhy se tfemi sadami se nazyvaji
triploidni (2n= 3x), se ¢tyimi tetraploidni (2n= 4x) (Suda 2009) atd. Vysledkem je pak
polyploidni jedinec (tj. polyploid), ktery mtze byt reprodukéné izolovany od svych
diploidnich piedkti a nasledné tak tvofit i novy druh (Levy & Feldman 2002).
Polyploidni jedinci mohou vznikat v ramci druhu opakované a rychlost duplikace

genomu je bud’ stejna, nebo i rychlejsi nez rychlost genetické mutace (Husband et al.

2008).

Poprvé bylo na polyploidii upozornéno roku 1907, pficemz byla oznacena za
fenomén cévnatych rostlin, jehoZ vyskyt nebyl povazovan za pfili§ Casty. Mnohdy byla
dokonce povazovana za evolu¢né slepou ulicku (Van de Peer et al. 2009). V soucasné
dob¢ je vSak zfejmé, Ze spousta organismu je bud’ piimo polyploidnich, nebo maji
polyploidniho pfedka. U mnoha druht doslo béhem evoluce k sekundérni ,,diploidizaci®
genomt, Cili k opétovnému nabyti diploidniho charakteru (Wood et al. 2009, Van de
Peer et al. 2009). Genomova duplikace piedstavuje jak starobyly, tak neustale
pokracujici proces a zaujima tak dtlezitou roli v evoluci genomu vSech eukaryot
(Ramsey 2011, Chen 2007, Crow & Wagner 2006). Nicméné polyploidie neni znama
jenom v rostlinné fisi. Ackoliv je vétSina zivocisnych druhii diploidnich, tj. s dvéma
sadami homolognich chromosomu, existuji stovky znamych polyploidnich druht
v ramci bezobratlych i obratloveii. Nejvice se objevuje zejména u obojzivelnikil a ryb,
jsou v8ak znamy 1 druhy polyploidnich hlodavci. Piikladem mohou byt druhy osmaka
poustniho (Tympanoctomys barrerae) a osmaka slanistniho (Pipanacoctomys aureus)
jednobunéénych organismi (Van de Peer et al. 2009) a dokonce i lidské télo obsahuje

tkan¢ tvotené polyploidnimi buitkami (naptiklad v jatrech) (Suda 2009).

U krytosemennych rostlin pfedstavuje genomova duplikace naopak jeden
z klicovych evolu¢nich mechanismli a je povaZzovana za jeden z ptevladajicich typt
sympatrické speciace (Otto & Whitton 2000). Dilezitou roli hraje i v mechanismu
adaptace a diverzifikace rostlin (Thompson & Merg 2008). Frekvence polyploida

Vv ramci rostlinné tise je vSak stale nejasna (Suda 2009). Kupiikladu Stebbins (1950 sec.
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Soltis et al. 2004) odhaduje, Ze 30-35 % krytosemennych rostlin je polyploidnich. Grant
(1963 sec. Soltis et al. 2004) oznacuje za polyploidni 47 % vSech kvetoucich rostlin,
pfi¢emz vychazi z predpokladu, Ze rostliny s chromozomovym c¢islem n = 14 a vySe
jsou polyploidniho pivodu. Dale rovnéz odhaduje, ze 58 % znich patii mezi
jednodélozné a 43 % mezi dvoudélozné. Masterson (1994), ktery vychdzel pfi svych
odhadech ze studia priduchti fosilnich a recentnich taxonl, udava, ze procesem
polyploidizace proslo 57-70 % krytosemennych druhti rostlin. V souvislosti s teorii
sekundarni diploidizace se vSak v soucCasné literatufe stale Castéji objevuji nazory, ze az
kolem 47-100 % kvetoucich rostlin vzniklo, nebo si béhem evoluce proslo polyploidni
udalosti (Wood et al. 2009). Nejcastéji je polyploidie vramci rostlinné fiSe
zaznamenavana u kaprad’orostd, kde se odhady pohybuji kolem 95 %, pticemz zde
mohou pocty chromozomii dosahovat az témét stondsobku zakladni chromozomové
sady. Tak je tomu na ptiklad u tropické kapradiny hadilky Ophioglossum reticulatum,
jez obsahuje 1440 somatickych chromozomu, tj. 96nasobek zdkladni chromozomové
sady (Stace 2000, Suda 2009). Naopak nejmensi pocet polyploida (cca 5 %) se ukazuje
u nahosemennych (cykasy, jinany a jehlicnany) (Khoshoo 1959, Suda 2009). Mezi
mechorosty je pfiblizn€¢ 79 % mecht a 11 % jatrovek povazovano za polyploidni. U
hlevikl se pak genomova duplikace objevuje mnohem vzacnéji, a to v méné nez 2 %
ptipadi (Wyatt et al. 1988, Przywara & Kuta 1995). Pro tasy se vzhledem k dosud
zjisténym vysokym chromozomovym ¢islim, zejména u skupiny Ceramiales
(Rhodophyta) (Kapraun 2005), ptedpoklada vysoka mira polyploidizace (Suda 2009).
Frekvence polyploidie u téchto organismi ale neni v soucasnosti kvili malému

mnozstvi dat zcela odhadnutelna (Kapraun & Freshwater 2012).

Polyploidy mtzeme rozd€lovat podle casového méfitka na paleopolyploidy,
mesopolyploidy a neopolyploidy. Paleopolyploidie studuje taxony, K jejichz
polyploidizaci doslo v evolu¢ni minulosti a jejichz polyploidni ¢i diploidni predkové
bud’ vyhynuli, nebo se od svych potomkl zménili do té miry, Ze je dnes jiz nemuzeme
identifikovat (Levy & Feldman 2002, Bennett 2004). Znamky paleopolyploidie mohou
byt v taxonech dodnes jasné znatelné. Znadmym piikladem paleopolyploida v rostlinné
tisi je druh Arabidopsis thaliana (Jiao et al. 2011). Ty taxony, jez se jasn¢ lisi od svych
existujicich diploidnich nebo polyploidnich ptedk, ale pfesto jsou s nimi stale blizce
piibuzné tak, Ze by mohly byt dokonce umistény ve stejném rodé ¢i ve stejné skuping,

se nazyvaji mesopolyploidni (Mandakova et al. 2010, Bennett 2004). Neopolyploidie je
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pak oznacenim pro mladé taxony, které jsou velmi podobné svym blizce piibuznym
diploidnim, ¢i polyploidnim piedkim. Jejich piedky je tedy mozné identifikovat
(Bennett 2004).

Podle vzniku odlisili roku 1926 Kihara & Ono dva zékladnimi typy polyploidie,
autopolyploidii a allopolyploidii (Leitch & Bennett 1997, Briggs & Walters 2001).
Autopolyploidie je oznaceni pro polyploidni druhy, které vznikly kiizenim v ramci
jedné populace nebo mezi vice populacemi jednoho druhu, a to zdvojndsobenim
strukturalné¢ podobnych, tzv. homolognich, genomi (AAAA) (Ramsey & Schemske
1998, Parisod et al. 2010). V prib¢hu metafaze meidzy zde pak muze dochazet k tvorbé
multivalenti (Levy & Feldman 2002). Naopak allopolyploidie je oznaeni pro
polyploidni jedince vzniklé mezidruhovou hybridizaci a naslednym zdvojenim
nehomolognich (tzv. homeolognich) genomu (AABB) (Ramsey & Schemske 1998,
Parisod et al. 2010). V prubéhu metafaze meidzy se tedy tvoii bivalenty, nebot’ se
nehomologni chromozémy nepéruji, ale jsou wudrzovany jako samostatné
chromozomové sady (Henry 2005, Levy & Feldman 2002). Autopolyploidni jedinci
maji polysomickou dédi¢nost, tj. mohou mit vlivem nevyvazeného poctu chromozomu
sniZzenou plodnost. U allopolyploidl jsou naopak v buiice chromozomy pfitomny vZdy
V paru, vykazuji tedy disomickou dédi¢nost (Osborn et al. 2003, King et al. 2006). Toto
rozdeleni polyploidnich jedincti vSak neni absolutni. Mezi auto- a allopolyploidii
existuyje 1 mnoho mezi¢lankd, jako je naptiklad segmentalni allopolyploidie.
Segmentalni allopolyploidi obsahuji jak homologni, tak i nehomologni chromozomalni
segmenty a béhem meidzy tedy vytvari bivalenty 1 multivalenty, ¢imZ vykazuji jak
smiSenou disomickou, tak i polysomickou dédi¢nost (Levy & Feldman 2002, Comai
2005).
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2 CiLE BAKALARSKE PRACE

Sekce  Codonoprasum je vramci rodu  Allium  ziejmé  jednou z
taxonomicky nejkomplikovangjsich sekci. Pro blizsi poznani fylogenetické ptibuznosti
mezi jednotlivymi polyploidnimi komplexy téchto geofyth jsou tudiz nezbytné
podrobnéjsi molekuldrni a cytogenetické studie jednotlivych druhii. Proto jsem se

V ramci teoretické Casti této bakalarské prace zameétila na:

vvvvvv

e Vypracovani literarni reSerSe o rodu Allium s piehledem dfivéjsich i soucasnych
taxonomickych pfistupti k tomuto rodu. Podrobné zpracovani studované sekce
Codonoprasum v¢etné jednotlivych studovanych druhd.

e Zpracovani literarnich zdroja tykajicich se polyploidie u rostlin a jejim vlivu na
evoluci rostlin.

e Poukézat na vyznam molekuldrnich DNA markerti, vyuzivajicich pfirozen¢ho
polymorfismu DNA ke studiu rostlinné diverzity se zamétenim na polyploidni
komplexy. Uvedeni nékolika zakladnich molekularnich metod vyuzivanych

Vv systematice a fylogenetickych studiich vyssich rostlin.
Cile experimentalni ¢asti:

e Naucit se zékladni techniky pouzivané v molekularni biologii (izolace DNA,
PCR, AFLP).

e Ziskani dostatecného mnozstvi kvalitni DNA pro provedeni metody AFLP.
Zvladnuti techniky AFLP a jejitho manualniho vyhodnoceni.

e Prvotni posouzeni genotypové - interspecifické a intraspecifické variability na
vybranych vzorcich druhti rodu Allium sekce Codonoprasum pochazejicich

z riznych geografickych populaci.
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3 LITERARNI RESERSE

3.1 Vznik polyploidnich jedinci

Pro vznik polyploida je obecné zapotiebi genomova mutace, jez zapii¢ini vznik
polyploidniho jedince, a nasledné prezivani tohoto jedince v populaci. Na vzniku
polyploidniho jedince se mohou podilet tfi mutacni procesy (Gerstein & Otto 2009).
Prvnim znich jsou chyby v pribéhu meidzy, kdy nedokonalost v chromozomové
segregaci mize vést k vytvoreni ,,neredukovanych® neboli 2n gamet se somatickym
uspotadanim chromozomut (Henry 2005). Produkce téchto gamet je zpravidla dédicna
(Parisod et al. 2010, Levy & Feldman 2002), ale Bretagnolle & Thompson (1995)
uvadi, ze dulezitou roli hraji téz podminky vnéjsiho prostiedi, jakymi jsou kupiikladu
expozice chladna, horka, UV zafeni, ¢i stres (Ramsey & Schemske 1998). Jako ptiklad
pak uvadi Solanum tuberosum, u n€hoz byla zjisténa signifikantné zvysena produkce 2n
pylovych zrn pii péstovani na chladnych pobieznich stanovistich (Bretagnolle &
Thompson 1995). Druhym mechanismem je somatické zdvojeni neboli vznik bunky
s dvojnasobnym poctem chromozomi zpusobeny chybou v mitéze. Tietim je pak
polyspermie, kdy dochazi k oplodnéni vajecné builkky vice nez jednim jadrem
spermatické buniky (Gerstein & Otto 2009). Pro vznik polyploidniho jedince je vSak
zapotiebi, aby dany jedinec v populaci ptezil. To je podminéno pfekonanim reprodukéni
bariéry, kterd se vyskytuje hlavné v prvnich generacich po duplikaci (Leitch & Bennett
1997).

Vznik autopolyploidnich jedincii je spojen se splynutim dvou neredukovanych
gamet, a to bud tzv. bilaterdlni polyploidizaci, kdy dojde ke splynuti dvou
,heredukovanych® neboli 2n gamet, nebo unilaterdlni polyploidizaci, pii niz fuzi
normalni (redukované, tj. 1n) a neredukované (2n) gamety vzniké triploidni potomstvo
(Bretagnolle & Thompson 1995). Vznikli triploidi maji vSak casto z divodu
nevyvazené¢ho poctu chromozomil sniZenou Zivotnost a také vys§i miru neplodnosti
(Ramsey & Schemske 1998). Jestlize si ale zachovaji uréitou miru fertility, kdy jsou
schopni produkovat euploidni (n, 2n nebo 3n) gamety, mohou nésledné¢ zpétnym
kfizenim s diploidnimi nebo s jinymi triploidnimi jedinci vytvaret tetraploidni
potomstvo. Tento proces, pii némz dochazi k ptrechodu z diploidie na tetraploidii, se
nazyva ,,triploidni most“ (Husband 2004, Otto & Whitton 2000).
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V piipad¢ allopolyploidie dochazi v pribéhu speciace k jeho postupnému oddéleni
od rodi¢ovskych druhti jak geneticky, tak i stavbou svych chromozomu (tj.
chromozomové prestavby). Piikladem mize byt hybridizace mezi druhy s rozdilnymi
genomy AA a BB. Pokud jsou jednotlivé genomy (A a B) natolik odlisné, Ze se jejich
chromosomy béhem meidzy nejsou schopny spravné sparovat, vznikne zktizenim téchto
dvou druhii zcela neplodny jedinec. Tato hybridni rostlina AB vSak mize vytvofit i
velmi malé procento neredukovaného (tj. AB) pylu a vaje¢nych bunék, které mohou
splyvat. Vysledkem je rostlina schromozomovou sadkou AABB, tedy jedinec
s dvojnasobkem normalni chromozomové sady, tzv. amfiploid (Briggs a Walters 2001),
ktery je jiz pln¢ fertilni (Levy & Feldman 2002). Briggs & Walters (2001) uvadi, ze u
allopolyploidi je, diky genomickému parovani kdy se paruje A s A a B s B, pribéh
meidzy mnohem pravidelngjsi. Pokud je mezi genomy A a B zachovan vysoky stupeni
homologie, neboli maji-li blizkého spole¢ného piedka, mohou se pii parovani dokonce
vytvofit i skupiny slozené ze tii a ¢tyf chromozomu, tzv. multivalenty (Briggs &
Walters 2001).

Polyplodie nicméné zahrnuje rovnéz zmény genové exprese, piicemz vetsi zmeény
vyvolava allopolyploidie nez autopolyploidie. To naznacuje, ze hybridizace ma zfejmée
vetsi vliv na expresi geni a fenotypové odliSeni nez genomova duplikace (Chen 2007).
U allopolyploidii jsou vSechny geny duplicitni, takze existuje cela fada moznosti dalsi
evoluce téchto duplikovanych geni. Bud® mohou byt obé kopie genti funkéné
zachovany, nebo si svou piivodni funkci mizZe zachovat pouze jedna kopie, zatimco
funkce druhé kopie mlZe byt eliminovana, nebo pomoci epigenetickych mechanism,
tj. mechanismi, které nezahrnuji zmény genotypu (naptiklad methylace DNA), umlc¢ena
(Adams & Wendel 2005, Tate et al. 2006). Kromé¢ eliminace genomové sekvence, ktera
byla pozorovana naptiklad u roda Triticum (Feldman et al. 1997) a Tragopogon (Tate et
al. 2006), muze dochazet i k chromozomalnim pfestavbam (Chen & Pikaard 1997). Ke
zméndm genové exprese dochdzi ihned po interspecifické hybridizaci ¢i

allopolyploidizaci (Chen 2007).

Vsechny tyto zmény se projevuji snadno pozorovatelnymi odliSnostmi ve fenotypu,
jako je zména velikosti organt ¢i doby kveteni (Adams & Wendel 2005). Mtze vsak
dojit i kneofunkcionalizaci, kdy jedna kopie =ziska zcela novou funkci, C¢i
k subfunkcionalizaci, pfi niz oba dcefiné geny piijimaji ¢ast funkce rodicovského genu.

Pro plnou funkci genu musi byt tedy zachovany obé kopie (Tate et al. 2006, Gerstein &
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Otto 2009). Vznik novych polyploidi mize tedy sama o sob¢ predstavovat zrychlujici
evoluéni faktor (Feldman et al. 1997).

3.2 Projevy polyploidie u rostlin

Jak uz bylo feCeno, genomova duplikace je nasledovana velkym mnozZstvim
genomickych piestaveb, jako jsou napiiklad umlcovani, ztraty ¢i eliminace gendl.
Vzhledem k masivnimu rozsifeni polyploidi v ptirodé je vSak ziejmé, Ze se jedna o
zmény, které své nositele mohou dlouhodobé ¢i kratkodobé zvyhodnovat oproti
diploidnim piedkim (Soltis & Soltis 2000). Diavodem mutze byt vys$§i mira
heterozygotnosti a vétsi mnozstvi gent a alel, které mohou vytvofit mnohem vice
kombinaci, nez je tomu u diploidi (Hegarty & Hiscock 2007). Pravé fixace
heterozygostnosti, neboli takzvana heterdze, je jednou z evoluénich vyhod polyploida,
nebot’ zvySuje jejich fitness, vitalitu i produktivitu, a to hlavné u F1 generace (Comai
2005, Birchler et al. 2003). Zvlasté patrna je zvySena heterozygotnost u allopolyploidu,
ale i u autopolyploidi je heterdzni efekt siln€jsi nez u diploidnich jedinci (Soltis &
Soltis 2000, Comai 2005). Naopak mira inbredni deprese, jeZ roste se zvySujici se
produkci homozygotnich jedinc a vyrazné snizuje fitness a zivotnost jedince, je u
polyploidi zfejmé nizsi nez u jejich diploidnich piedkid (Lande & Schemske 1985).
V/ztah mezi stupném ploidie a inbredni depresi ale zatim ukazuje na zavislost s mnoha
dalSimi faktory, jako je pocet a letalita Skodlivych alel, stupefi dominance mezi alelami

nebo stafi polyploida (Ronfort 1999, Pannell et al. 2004).

Genova duplikace méa vyrazny vliv rovnéz na evoluci rozmnozovacich systému.
Vztah mezi polyploidii a samospraSenim u rostlin byl sttedem zajmu po mnoho let,
pticemz se predpokladalo, Ze s rostoucim stupném polyploidie roste u jedincti schopnost
samospraseni (Mable 2004). To potvrzuji ve svych studiich Guggisberg et al. (2006)
nebo Barringer (2007), ktery na tento vztah ve své studii testoval celkem 235 druhti
rostlin. [ pfes zfejmou dulezitost, nejsou vSak dodnes ditvody této zavislosti polyploidie
a samospraseni zcela zjevné. Moznym vysvétlenim by mohlo byt, Ze polyploidni jedinci
maji, na rozdil od svych diploidnich pfibuznych, sniZenou autokompatibilitu, ktera
eliminuje schopnost samospraseni (Barringer 2007). Mable (2004) vsak ve své studii
zadnou spojitost mezi stupném ploidie a autokompatibilitou nezjistil. Dal§im z moZnych
divodi vyssi miry samospraseni, kterd je castd u neopolyploidli, mlze souviset

s faktorem tzv. minoritni cytotypové nevyhody, kdy se nové vznikli polyploidi mohou
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vyskytovat na stanoviStich spolecn¢ se svymi diploidnimi ptedky. Protoze kiizeni
polyploidl s diploidy Casto pfinasi potomky se snizenou fitness (triploidy), mohla by
schopnost samospraseni eliminovat potiebu polyploidi najit cytoplazmaticky
kompatibilniho partnera a tim uspéSné¢ vyprodukovat vice potomkid (Ramsey &
Schemske 1998, Barringer 2007). K pieziti triploidnich jedinct pfispiva i schopnost
vegetativniho rozmnozovani, které je u polyploidnich jedinch rovnéz castéjsi nez u
diploidii (Ramsey & Schemske 1998). Pravé schopnost vegetativniho rozmnozovani
(naptiklad pomoci dcefinych cibuli, pacibulek, oddenkt ¢i Slahounti), které umoziuje
polyploidnim jedincim rozmnozovat se i bez pritomnosti partnera vhodného cytotypu,
spolu s vytrvavajicim zpasobem Zivota, ktery je u polyploidi také velmi cCasty,
polyploidniho jedince oproti jeho diploidnimu pfedku zvyhodiiuje. UmoZiiuje mu totiz
pfezit v nepfiznivych ¢i ménicich se vnéjSich podminkach prostfedi uspeSnym
rozsifenim se do novych nik, aniz by musel ¢elit kompetici ze strany svych generativné
se rozmnozujicich diploidnich predkt (Fawcett & Van de Peer 2010). Vytrvavajici
zpusob zivota pak tomuto jedinci muze umoznit pietrvat po dostatenou dobu

k nalezeni partnera s vhodnym cytotypem (Otto 2007).

Obecné zména ploidie vyvolava u jedince prokazatelné morfologické a fyziologické
zmény. Mezi nejzndméjsi projevy polyploidie patii tzv. ,,gigas efekt, kdy je zdvojeni
poctu chromozomt ptic¢inou zvétSeni bunck rostliny a tim 1 jeji celkové velikosti (Levin
1983). Prikladem mize byt i korelace mezi stupném ploidie a velikosti praduchid
(Joachimiak & Grabowska-Joachimiak 2000, Hodgson et al. 2010). Na rozdil od
velikosti v§ak mnozstvi priduchti na plochu listu se zvySujicim se stupném plodie klesa
(Li et al. 1996). To mize mit vliv na hospodafeni s vodou a oxidem uhli¢itym. Malé
pruduchy totiz umoziuji rychlou reakci na vodni stres v suchém prostfedi, zatimco
jejich vysoka hustota poskytuje rostliné maximalni diftizi oxidu uhli¢itého (Beaulieu et
al. 2008). Rostliny s genomovou duplikaci vSak na vodni stres ¢i vysoké teploty
vétsinou reagovat nemusi, nebot’ jak uvadi ve své studii Knight & Ackerly (2002),

polyploidni genomy jsou méné Casté v suchych prostfedich s vysokymi teplotami.

Polyploidni rostliny se od diploidnich 1i§i 1 svou kvétni morfologii. Kvéty
polyploidl jsou Casto prokazatelné vétsi, nez je tomu u diploidi. Obecné jsou delsi,
mirné $irsi a 1isi se od diploidnich jedincti i svou barvou (Segraves & Thompson 1999).
Také kvétni perioda se miize u polyploidnich druht lisit, pficemz se obecné udava, ze

polyploidni druhy kvetou pozdéji nez druhy diploidni (Levin 1983, Kim et al. 2012). Pti

16



studiu korelace mezi genomem a velikosti semen, bylo prokazano, ze velikost genomu
ma urcity vliv na hmotnost semen u krytosemennych rostlin, pfi¢emz druhy s velkym
genomem maji ziidka kdy mala semena (Beaulieu et al. 2007). Nicméné&, vSechny tyto
rozdily mezi polyploidnimi a diploidnimi druhy, které ptispivaji k jejich diferenciaci,
jsou velkou mérou ovlivnény rovnéz geografii ¢i vnéj§imi podminkami, v nichz se dany

polyploidni druh nachézi.

Genomova duplikace miize mit vliv i na interakce mezi rostlinami a Zivoc¢ichy (Kao
2008). Napftiklad zmény v kvétni morfologii a fenologii u polyploidii mohou souviset s
diferenciaci opylovaci na diploidni, respektive polyploidni rostliny. Interakce
opylovacli sdruhy rizné ploidie mutze pak prispivat k izolaci polyploidnich
krytosemennych rostlin pii koexistenci na jedné lokalité s jejich diploidnimi predky
(Segraves & Thompson 1999, Thompson & Merg 2008). Spousta studii byla vénovana i
mozné souvislosti mezi polyploidii u rostlin a jejich napadeni herbivorem. Ukazalo se
vSak, ze zatimco nckteré¢ druhy fytofagniho hmyzu upfednostiuji tetraploidni rostliny
pred diploidnimi (Thompson et al. 1997), jini preferuji diploidni rostliny pted
tetraploidnimi (Lou & Baldwin 2003). Existuji ale i druhy fytofagniho hmyzu
napadajici obé ploidie. Z toho vyplyva, Ze polyploidie ziejmé nema na herbivory

jednotny efekt (Nuismer & Thompson 2001).

Polyploidni rostliny ¢asto rovnéZ osidluji, pro své diplodni pfedky, nepfiznivd a
nestabilni prostfedi, kde obsazuji nové niky (Petit & Thompson 1997, Bretagnolle &
Thompson 2001, Fawcett & Van de Peer 2010). Piikladem muze byt druh Spartina
pectinata, jejiz tetraploidni jedinci obsazuji méné naruSené biotopy v blizkosti bieht
potoka, zatimco hexaploidni jedinci kolonizuji Casto ty nejvice disturbované biotopy
(Kim et al. 2012). Obecné se vSak piedpokladd, Ze k diferenciaci stanovisté piispiva
zejména variabilita polyploida v morfologii, demografii a fenotypu (Soltis et al. 2004).
Prokazatelné vétsi mnozstvi polyploidi je pozorovano i ve vyssich zemépisnych $ifkach
a nadmoftskych vyskach (Hijmans et al. 2007, Pausas & Saez 2000) nebo v arktickych
oblastech (Grundt et al. 2006). Podle Soltis (2005) je duvodem vys§i mira
heterozygotnosti (genetické rozmanitosti) polyploidnich jedinctl, kterd jim umoznuje
rizné reagovat na rizné selek¢ni tlaky. Rostliny se zdvojenym genomem maji tudiz
vétsi Sanci na preziti v rychle se ménicich ekologickych podminkéch prostiedi (Crow &
Wagner 2006). Fawcett et al. (2009) dokonce datuje vznik polyploidie do obdobi pied

zhruba 65 miliony lety, do obdobi na rozhrani kiidy a terciéru, kdy na Zemi dochazelo
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vlivem rozsahlych zmén klimatu k velké extinkci druhii a polyploidizace tak mohla byt

pro rostliny klicovym faktorem umoziujici preziti.

3.3 Rod Allium L.

Rod Allium patii s cca 850 popsanymi druhy mezi nejvétsi rody jak v ¢eledi Alliaceae,
tak také v ramci celé tiidy Monocotyledonae (Elez 1999, Mashayekhi & Columbus
2014). Svym rozsahlym rozsifenim, zejména v holoarktické oblasti, a svou rozmanitosti
v morfologickych, anatomickych, karyologickych, biochemickych a ekologickych
vlastnostech slouzi jako vhodny materidl pro studium taxonomickych vztahta (Hanelt et
al. 1992). Mimojiné obsahuje rod Allium mnoho ekonomicky dulezitych plodin.
Prikladem muze byt druh Allium cepa, Allium sativum ¢&i Allium schoenoprasum, které
se velmi ¢asto pouzivaji pro svou typicky vyraznou viini a chut’ zptisobenou produkci
cystein sulfoxidu jako zelenina nebo kofeni (Nguyen 2008, Stajner et al. 2008).
Bezpocet druhii a kultivart (naptiklad Allium giganteum, Allium moly, Allium nigrum)

nachdzi uplatnéni také jako okrasné rostliny (Krzyminska et al. 2008).

Rod Allium je pfirozené rozsifen pouze na Severni polokouli (s vyjimkou jednoho
druhu, A. dregeanum, vyskytujiciho se v jizni Africe) a to hlavné v oblastech, ktera jsou
sezonné sucha (Fritsch & Friesen 2002, Krahulec & Duchoslav 2010). Nejpiihodné&jsim
klimatem je tzv. mediteranni klima, které je charakteristické teplymi, suchymi léty a
chladnym, vlhkym obdobim zimy (Fritsch & Friesen 2002, Wheeler 2011). Béhem
evoluce vSak doslo k ekologické diverzifikaci, kdy se rostliny dokazaly adaptovat i na
mnoho dalSich ekologickych nik. Pfikladem mohou byt riizné typy lest, ¢i Stérkova
mista podél ficnich tokl. Jeden nebo dva druhy jsou dokonce nalézany i v oblasti
subarktického pasu a né€kolik druhti také roste v horach ¢i vrchovinach v subtropickych
a tropickych oblastech (Fritsch & Friesen 2002). Casty vyskyt polyploidie byl pak
pravdépodobné jednim z faktort, které se podilely na charakteru soucasného rozsiteni
zastupct rodu Allium, nebot” polyploidni rostliny mivaji §irsi ekologickou toleranci nez
jejich diploidni ptfedkové (Soltis & Soltis 2000), mimojiné jsou i rychlejSimi a
ucinnéj§imi kolonizatory novych tzemi (Trewick et al. 2002, Wu et al. 2010). Mezi
primarni vyvojova centra diverzity tohoto rodu patii horské oblasti jihozapadni az
centralni Asie. Sekundarnimi a také mensimi centry diverzity jsou pak oblasti na zapadé

Severni Ameriky (Texas, Kalifornie) (Friesen et al. 2006, Nguyen et al. 2008).
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3.3.1 Taxonomické zarazeni rodu Allium L.

Taxonomické postaveni rodu Allium a jeho blizce ptibuznych rodu je jiz dlouhou dobu
pfedmétem sporu. Diive byla tato skupina fazena do Celedi Liliaceae sensu lato
(Melchior 1964 sec. Fritsch & Friesen 2002). AvsSak zatimco néktefi autofi (Cronquist
1981 sec. Chase et al. 2009) zahrnovali do této skupiny vSechny jeji zastupce, jini
(Dahlgren et al. 1985 sec. Chase et al. 2009) tento taxon rozdélovali do mnozstvi fadu,
které¢ byly Casto slozeny z velkého poctu malych, snad monofyletickych celedi. Toto
velké mnozstvi Celedi vSak bylo zaloZzeno spiSe na vybranych morfologickych
podobnostech a rozdilech, které ¢asto nevypovidaly nic o fylogenetickych vztazich mezi
jednotlivymi taxony. Je tedy ziejmé, Ze Celed’ Liliaceae predstavovala heterogenni

skupinu, ktera v zadném ptipadé nebyla monofyleticka. (Chase et al. 2009).

Postupem casu zahrnula tvorba klasifika¢nich systémii deskriptivni a srovnavaci
studie rostlinné anatomie, morfologie, palynologie, cytologie, mikromolekul
(flavonoidlh a terpenoidl) i makromolekul (proteinll). Srovnavaci studia pouzil
naptiklad Takhtajan (1997), kdy zafadil Alliaceae do tadu Amaryllidales blizko
k Hyacinthaceae a Amaryllidaceae. Pohled na rostlinnou systematiku se nasledné
zménil poté, co se zaCaly vyuzivat molekularni metody typu RAPD, RFLP, AFLP.
Rovnéz rozvoj automatického sekvencovani DNA umoznil porovnat velké mnozstvi dat
jednotlivych taxonl zaroven a tim i objektivnéji odvodit fylogenezi jednotlivych taxont
(Ricroch et al. 2005, Wheeler 2011). Moderni klasifika¢ni systémy tedy vychazi
alespon  Castetné z molekularnich fylogenetickych analyz (Wheeler 2011).
S ptihlédnutim k molekularnim datim byl vytvofen i systém APG (The Angiosperm
Phylogeny Group) (1998), kdy bylo uznavano 29 malych celedi fadu Asparagales
(mnohé obsahovaly pouze 1-5 rodt). Protoze vSak byly jednotlivé ¢eledé velmi uzce
definované, byla tato taxonomie srozumitelna jen uzkému okruhu specialisti. To byl
také diavod, pro¢ bylo ve vydani APG II (2003) nasledné navrzeno rozdélit fad
Asparagales do dvou celedi, Asparagaceae a Alliaceae, jez je blizce pfibuzna Celedi
Amaryllidaceae. Ob¢ celedi byly rovnéz na zakladé kvétenstvi snadno rozlisitelné,
nebot’ okolicnaté kvétenstvi je typické pro Alliaceae, narozdil od hroznovitého
kvétenstvi Asparagaceae (APG Il 2003, Fritsch & Friesen 2002). V soucasné dobé
Chase et al. (2009) zahrnuje rod Allium, spolu se ¢trnacti dal§imi rody, do celedi
Amaryllidaceae, podceledi Allioideae. V tribu Allieae piedstavuje rod Allium (zahrnuje

také Caloscordum Herb., Milula Prain a Nectaroscordum Lindl.) jediny rod (Chase et
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al. 2009). 1 presto se vSak muzeme v literatufe setkat i sjinymi klasifikacemi

Vv zavislosti na tom, kterou klasifikaci dany autor preferuje (Fritsch & Friesen 2002).

Taxonomie rodu Allium je komplikovana i kvuli tomu, ze obsahuje velké mnozstvi
synonymickych nazvu a vnitrorodovych skupin. Historie vnitrorodové klasifikace spada
az do doby Linnéovi (1753), kdy bylo rozliSovano 30 druhli ve tfech aliancich.
S dalsimi autory se zvySovaly poCty skupin, napiiklad Regel (1887 sec. Ricroch et al.
2005) rozlisoval 6 sekci a 285 druhi, Kamelin (1973 sec. Li et al. 2010) rozeznaval Sest
podrodt a 44 sekci a podsekci, Hanelt et al. (1992) uspofadal 600-700 druht do Sesti
podrodii a 50 sekci na zakladé morfologickych, anatomickych, karyologickych znakt a

cetnych pozorovani zivotniho cyklu, rozsiteni i ekologie.

V soucasné¢ dobé je podle fylogenetickych studii zndmo 15 monofyletickych
podrodui a 72 sekci rodu Allium (Friesen et al. 2006, Li et al. 2010, Wheeler 2011, Rola
2014). Morfologické studie i molekularné-fylogenetické analyzy podporuji rozdéleni
rodu Allium do tii evolu¢nich linii (Fritsch & Friesen 2002, Friesen et al. 2006). Prvni
evolu¢ni linie zahrnuje tii podrody: Amerallium, Nectaroscordum a Microscordum.
Druha linie obsahuje podrody: Melanocrommyum, Caloscordum a Anguinum. Posledni,
tfeti, linie pak zahrnuje celkem sedm podrodd, a to Rhizirideum, Buromissa, Cepa,
Allium, Reticulatobulbosa, Cyathophora a Polyprason (Fritsch & Friesen 2002,
Wheeler 2011). Kazdy podrod se nasledné na zakladé morfologie, schopnosti kiizeni a

karyotypu rozdéluje na jednotlivé sekce (Havey 1991).

3.3.2 Popis rodu Allium L.

Rod Allium zahrnuje vytrvalé, geofytni byliny, které jsou na rtizna stanovisté specificky
adaptovany svymi zasobnimi organy — cibulemi nebo oddenky. Cibule obvykle ptisedaji
na kratky oddenek, nebo jsou samostatné s oddenkem redukovanym jen na podpudi,
pficemz se vyskytuji bud’ jednotlivé, nahloucené, nebo jsou slozené z jedné az né€kolika
zduznatélych bazi listl, které se Casto kryji. Zfidka jsou tvofeny zduZnatélymi
kolateralnimi pupeny, tzv. strouzky (Krahulec & Duchoslav 2010, Friesen et al. 2006).
Jednotlivé rostliny mnohdy tvofi dcetiné cibule (Kawano et al. 2005). Listy jsou
vétsinou carkovité, ploché, beztapikaté, ptizemni, mnohdy zakryvajici kvétni stvol.
Pochvy listi Casto vytvareji zdanlivou lodyhu. Stvoly jsou trvalé, pfimé az Sikmo
vzhtiru smétujici, oblé az hranaté, plné nebo duté (Fritsch & Friesen 2002, Krahulec &
Duchoslav 2010, Elez 1999).
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Kvétenstvi tvoti vrcholovy dostfedivé kvetouci lichookolik, ktery je zprvu zcela
uzavien v listenovém toulci (Elez 1999, Krahulec & Duchoslav 2010, Stearn et al.
1980). Velmi casto se tvoii pacibulky (Wheeler 2011). Kvéty maji celkem 6 okvétnich
listka, které vytrvavaji a jsou bud’ volné, ¢i na bazi kratce srostlé. TycCinky jsou v poctu
6 volné, ¢i na bazi kratce rourkovité srostlé a nékdy piirostlé k bazi okvéti (Krahulec &
Duchoslav 2010). Prasniky jsou rizné (nejCastéji zlut€) zbarvené stejné jako pylova
zrna, ktera jsou zpravidla monosulkétni (Elez 1999, Ozhatay & Kocyigit 2009). Cnélka
je gynobazicka. Rostliny jsou entomogamni nebo alogamni. Plodem jsou tobolky,
pukajici §vy, se 3 pouzdry, pficemz maji v kazdém pouzdru 1-2 semena (ziidka vice).
Semena jsou obvykle cernd, 3hranna nebo zplostéla, vzacné mohou byt kulovita

(Krahulec & Duchoslav 2010, Stearn et al. 1980).

Existuje zde velkd rozmanitost v reprodukénich systémech. Tyto rostliny se
rozmnozuji jak generativné, tj. v podobé semen, tak vegetativné, tvorbou dcefinych
cibuli nebo pacibulek, které mnohdy zacinaji pucet jesté v kvétenstvi. Tvorba pacibulek
jedincti v ptirodnich populacich pak tento typ rozmnozovani hraje dulezitou roli
(Kawano et al. 2005). Apomikticky typ rozmnoZzovani jako je diplosporie,
partenogeneze nebo pseudogamie, byl pozorovan napiiklad u druhu Allium senescens
nebo Allium tuberosum (Kojima & Nagato 1997, Kim et al. 1999). Interspecificka
hybridizace neni u tohoto rodu vzacna, i1 kdyZ 1 zde existuji mezi jednotlivymi
skupinami silné reprodukéni bariéry, a to i v ramci fylogeneticky si blizkych skupin
(Budylin et al. 2014, Chuda & Adamus 2009, Fritsch & Friesen 2002).
Interspecifickych hybridizaci se vyuziva zejména u hospodaisky vyznamnych druh
rodu Allium, kdy jsou povazovany za rychlou a u¢innou metodu pro zvyseni kvality a
kvantity vynosu plodin ¢i pro vznik nové plodiny (Chuda & Adamus 2009, Yanagino et
al. 2003, Umehara et al. 2006). Interspecifické kiizeni muze také napiiklad rostling

zajistit rezistenci proti plisnovym chorobam (Alan et al. 2003, Scholten et al. 2007).

U vétSiny druht rodu Allium je zakladni chromozomové Cislo X = 8, ale objevuji se
I jina chromozomova cisla (X = 7, 9) a velké mnozstvi polyploida (Levan 1932,
Duchoslav et al. 2013, Fialova et al. 2014). Velka rozmanitost ve stupnich ploidie (od
2x po 8x) odrazi vramci tohoto rodu znacnou diverzitu v morfologii, ekologii,
reprodukénich systémech i karyologii (Ohri et al. 1998). Diky tomu se stal rod Allium

vhodnym subjektem ke studiu evoluce polyploidd, zmén v obsahu jaderné DNA ¢i
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struktufe genomu (Labani & Elkington 1987, Ohri et al. 1998, Duchoslav et al. 2010).
Existuje spousta studii zabyvajici se vlivem genomové duplikace na variabilitu rostlin.
Publikovany byly kupfikladu studie =zabyvajici rozdilnymi ekologickymi a
geografickymi rozdily v zavislosti na stupni ploidie rostliny (Duchoslav et al. 2010,

2013).

3.4 Rod Allium sect. Codonoprasum REINCHENB

Diky zna¢né morfologické podobnosti a vysokému procentu polyploidie se jedna o
taxonomicky jednu z nejkomplikovanéjSich sekci v ramci rodu Allium, s neustalenym
taxonomickym clenénim. Stearn et al. (1980) ve Flora Europaea uvadi celkem 21 druhii
fazenych do této sekce, z nichz ma fada z nich dva i vice poddruhd. V soucasnosti se
tato sekce fadi mezi nejpocetn&jsi sekce v podrodu Allium. Kocyigit & Ozhatay (2011)

uvadi celkem 49 taxont fazenych do sekce Codonoprasum.

Charakteristickymi morfologickymi znaky této skupiny jsou zfetelné morfologicky
diferencované vejéité cibule s listy kryjici svou pochvou ze 2/3 stvol (Stearn et al. 1980,
Krahulec & Duchoslav 2010). Samotné stvoly jsou duté a v misté nasedani na podpuci
ztenCené. Toulec pii badzi lichookoliku je tvofen dvéma nestejné dlouhymi listeny
s vejCitou, siln€ Zilnatou bazi. Oba listeny vytrvavaji 1 béhem kvétu a svou délkou
ptesahuji stopky jednotlivych kvéti (Stearn et al. 1980, Krahulec & Duchoslav 2010).
Okveéti je zvonkovitého, nalevkovitého, valcovitého ¢i obvejéitého tvaru (Brullo et al.
1996b). Tvar pylovych zrn je protahly az elipticky v distalnim pohledu, kruhovity
V pohledu polarnim. Jasn¢ zietelny zatez se tahne po celé délce pylového zrna, ptfiCemz
se smérem k poliim rozsifuje a jeho konce se zaobluji (Ozhatay & Kocyigit 2009,
Kocyigit & Odabasi 2014). Semenik muZe obsahovat nenapadna nektaria, vaji¢ka jsou
po dvou v kazdém pouzdru. Semena jsou zplostéla (Stearn et al. 1980). Tyto rostliny
maji typickou ¢esnekovou viini, nicméné neobsahuji slouceniny paléivé chuti jako

vétsina ostatnich druhti z rodu Allium (Krahulec & Duchoslav 2010).

Samotna sekce Codonoprasum je typicky mediteranni skupinou s letni dormanci,
ktera je dobfe adaptovana na mirné, vlhké zimy a horka, sucha léta (Hanelt 1996, Ohri
& Pistrick 2001). Svymi druhy zasahuje od Stfedozemniho motfe po Kavkaz (Hanelt
1996). V ramci podrodu Allium byly na zakladé morfologickych znakti sekce Scorodon,
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Brevispatha a Codonoprasum brany za ucelenou skupinu (Hanelt et al. 1992).
Molekularni studie, zalozené napiiklad na RFLP chloroplastové DNA (von Berg et al.
1996, Mes et al. 1997, Samoylov et al. 1999), nebo na ITS sekvencich jaderné

ribozomalni DNA (Freisen et al. 2006), vSak tento postoj nepodporuji a ukazuji na

Obrazek 1: Morfologicky piiklad druhu ze sekce Codonoprasum - Allium paniculatum
(pfevzato z: http://www.jardincanario.org/-/especie-allium-paniculatum-I-, navstiveno
10. 4. 2015)

oddélené postaveni sekce Codonoprasum vici ostatnim sekcim podrodu Allium. Na
zakladé morfologickych znaku je Casto velmi obtizné nékteré druhy zafadit do konkrétni
sekce, nebot’ lezi na pomysiné hranici mezi dvéma sekcemi (Brullo et al. 2001,
Tzanoudakis & Kypriotakis 2008). Skutecny obraz fylogenetické piibuznosti
jednotlivych sekci bude proto ziejme ziskdn az na zakladé podrobnéjsich molekularnich

a cytogenetickych studii jednotlivych druhti (Ohri et al. 1998).

3.4.1 Polyploidni komplex Allium paniculatum

Sekce Codonoprasum Vv sobé zahrnuje neoficialni polyploidni komplex Allium

paniculatum. Pro vSechny druhy spadajici do tohoto komplexu plati, ze jejich cibule
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jsou kulaté az podlouhle vejcité. Vngjsi obal cibule je nejprve bily, pozdéji tmavne.
Lodyha je zhruba do své poloviny kryta listovymi pochvami. Listy jsou uzké, ploché,
semicylindrické az kulaté. Zilnatina a okraje listd jsou ¢asto zdrsnélé. Kvétenstvi je
skryto v zeleném toulci, jehoz listeny se zuzuji do ostrého hrotu, ktery je casto
nékolikanasobné delsi nez samotné kvétenstvi. Toulec se sklada ze dvou listent, které
jsou béhem kveteni zahnuté smérem dold. Kvétenstvi obsahuje bud’ malé, nebo velké
mnozstvi kvétli. Kvétni stopky jsou Casto nestejné dlouhé, vétsinou vsak nékolikrat delsi
nez kvéty (Levan 1937). Kvéty, Casto bilé az po purpurove riizové, jsou pied rozkvétem
vztycené, v obdobi kvétu se stavaji previslymi (Brullo et al. 1996a, Levan 1937). Okvéti
je Casto zvonkovité nebo polokulovité. Okvétni listky jsou elipticky vejcité, na vrcholu

tupé ¢i zaSpicatélé, casto s kylem. Semenik je vejcity (Levan 1937).

Komplex Allium paniculatum je slozen z polyploidnich zastupc se zakladnim
chromozomovym ¢islem x = 8 (Sagona 2006), pficemZ se karyotyp tohoto neformalniho
komplexu sklada z metacentrickych a submetacentrickych chromozomi. Vznik
jednotlivych druhti tohoto komplexu ziejmé spocival ve vzestupu stupné ploidie pomoci
ktizeni blizce ptibuznych diploidnich druhtt (Levan 1937). Zastupci tohoto
neformalniho komplexu rostou od nejzapadnéjsi ¢asti Makaronésie, severni Afriky a
Pyrenejského poloostrova az po oblast celého Stiedomoti (Brullo et al 1996a) a Evropy,
franu a jihozapadni Sibite (Stearn 1980, Malyshev & Peshkova 1987).

3.5 Zastupci rodu Allium ze sekce Codonoprasum

3.5.1 Charakteristika druhu Allium carinatum L.

Druh Allium carinatum spada do polyploidniho komplexu A. paniculatum (Levan
1937). Jedna se o byliny s vej¢itou, v priméru asi 1 cm Sirokou cibuli s ¢ernymi az
hnédymi blanitymi Supinami na povrchu, které se n€kdy podélné rozpadaji na svazecky
vlaken. Z cibule vyrustaji 2-4 listy s ¢arkovitou Cepeli, ktera je na lici mirné zlabkovita,
avSak na rubu zebrovana. Stvol je piimy, obly, vysoky cca 25-45 cm, smérem k bazi se
zuzujici. Do vice jak poloviny je obalen drsnymi ¢i hladkymi listovymi pochvami.
Kvétenstvi je kryto tfikrat del$im toulcem, ktery je na bazi kopinaty a na vrcholu tvori
svymi nestejn¢ dlouhymi listeny dlouhy, stihly, casto doli zakiiveny privések.
Lichookolik je tidky (obsahuje 0-30 kvéth). Mohou se tvofit vietenovité pacibulky.

Okvéti je vejcité, pticemz fialové okvétni listky jsou podlouhle eliptické o rozmérech 4-

24



6 mm X 1,5-2 mm. Ty¢inky vy¢€nivajici z kvétl maji nachové praSniky, které obsahuji
zlutd pylova zrna. Pestiky vycnivaji z kvétt a jejich semeniky jsou tzce obvejcité. Pét
milimetrt velké tobolky se tvofi jen vzacné. Kvete v obdobi Cervence az srpna

(Krahulec & Duchoslav 2010, Stearn et al. 1980, Komarov 1935).

Typicka stanovisté tvofi subxerotermni travniky, sussi slatinné louky, lesni lemy ¢i
okraje ktovin s hlubsi, mineraln¢ silnou, vysychavou pidou se slabé kyselou az slabé
zasaditou reakci (Krahulec & Duchoslav 2010). Podle Flora Europaea zahrnuje tento

druh dva poddruhy (Stearn et al. 1980).

Pro Allium carinatum jsou znamy dva cytotypy, diploidni (2n = 2x = 16 subsp.
pulchellum) (Speta 1984, Vosa 1976, Murin et al. 2000) a triploidni (2n = 3x = 24
subsp. carinatum) (Murin et al. 2000). Karyotyp tohoto druhu muze obsahovat také
jeden az dva B chromomozomy, jak uvadi ve své studii Blagojevi¢ et al. (2007).
Sledované B chromozomy, které jsou vzdy kratsi nez nejmen$i chromozom
v karyotypu, byly dvojiho typu, vétsi (velikosti do 2 um) byl metacentricky, zatimco
mensi akrocentricky (Blagojevi¢ et al. 2007).

Pro Allium carinatum L. subsp. pulchellum Bonnier & Layens (2n = 2x = 16) je
typickym znakem kvétenstvi, které netvoii pacibulky. Charakteristicky je také hladky
semenik (Duchoslav M., osobni sdéleni). Diky t€émto znaklim byl v minulosti taxonomy
rizné klasifikovan. Nektefi fadili Allium pulchellum na zéakladé kvétenstvi k Allium
flavum (Regel 1875 sec. Levan 1937, Koch 1907 sec. Levan 1937), zatimco jini jej
spravné klasifikovali jako poddruh druhu Allium carinatum. Po dlouhou dobu byl také
uvadén jako samostatny druh Allium pulchellum G. Don (Vosa 1996, Levan 1937).
Misty jeho vyskytu jsou: Jizni Francie, Pyrenejsky poloostrov, Italie a Balkanské staty,
dale pak Mala Asie, Kavkaz, Palestina, ¢i Jizni Afrika (Levan 1937).

Druhym poddruhem je Allium carinatum L. subsp. carinatum (2n = 3x = 24) (Levan
1937). Ten, na rozdil od pfedchoziho poddruhu, ma ve svém kvétenstvi obsazeny
pacibulky a jeho semenik obsahuje papily (Duchoslav M., osobni sdéleni). Svym
aredlem pokryva jizni a stfedni Evropu, nejsevernéji zasahuje do jizniho Svédska a
Estonska (Krahulec & Duchoslav 2010). Tento poddruh se vyskytuje i v Ceské

republice, je zde v§ak pomérné vzacny (Zeidler 1999).
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3.5.2 Charakteristika druhu Allium fuscum Waldst. & Kit.

Dalsim druhem spadajicim do komplexu Allium paniculatum je Allium fuscum. Tento
druh je charakteristicky vejcité-eliptickymi cibulemi o rozmérech 10-15 mm x 8-12
strana je bé¢lava. Stvol je vysoky az 40 cm, lysy a pfimy, do 2/3 pokryt listovou
pochvou. Listy vyristajici v poctu 4-6 jsou hladké a vice jak 30 cm dlouhé. Kvétenstvi
je kryto vytrvavajicim toulcem, jenz svymi dvéma listeny tvoifi ve vrcholové ¢asti
dlouhy ptivések a svou velikosti piesahuje samotné kvétenstvi. Polokulovité kvétenstvi
obsahuje 15-40 kvéti. Kvétni stopky jsou dlouhé 10-30 mm a nejsou rovné. Okvéti je
zvonovité S eliptickymi a na vrcholu zaoblenymi okvétnimi listky, které jsou zbarvené
do zeleno-bila az purpurovo-hnéda. Okvétni listky jsou 5-6,5 mm dlouhé 2,2-3 mm
Siroké. Tycinky, které sriistaji pfi bazi do prstence, maji bilé nitky a eliptické, na
vrcholu zakulacené, bélavé prasniky. Semenik je zeleno-zluty, podlouhle obvejcity,
v horni &asti bradavéity. Cnélka je bild, cca 1 mm dlouha. Tvoii tobolky o rozméru 6-

6,2 mm x 5,8-6 mm (Brullo et al. 1996a, Kocyigit & Ozhatay 2010).

Jedna se 0 diploidy s 2n = 2x = 16, jejichz karyotyp je charakterizovan sedmi pary
metacentrickych chromozomti s jednim makrosatelitem a 0-3 mikrosatelity.
Nejcastéjsim mistem vyskytu jsou hlavné vapencova podlozi v jihozapadnim Rumunsku
a severozapadnim Bulharsku (Brullo et al. 1996a). V minulosti byl tento druh ¢asto
zatazen jako varieta ¢i poddruh druhu Allium paniculatum (Stearn et al. 1980), nebo
Allium oleraceum (Fiori 1923 sec. Brullo et al. 1996).

3.5.3 Charakteristika druhu Allium dentiferum Webb & Bethel.

Allium dentiferum je diky souboru typickych morfologickych znaki, které jsou
rozeznatelné jak u zivého, tak i u herbafového materialu, dobie rozpoznatelnym druhem
(Brullo et al. 2008). Typické jsou vejcité cibule o rozméru 1,5-2,5 cm x 1-2 cm
s velkym mnozstvim dcefinych cibulek. Vnitini Supiny cibuli jsou hnédé, zatimco vnéjsi
jsou tmave hnédé. Z cibule vyrista 5-6 listd, které jsou semicylindrické , na abaxialni
stran€ zebrované a kryji polovinu stvolu. Stvol dosahuje 40-90cm délky. Toulec ma dva
nestejné¢ dlouhé listeny, jez svou délkou ptesahuji délku kvétenstvi, které kryji.
Kvétenstvi je kompaktni, zaspicatéle vejCité a nese velké mnozstvi kvétd. Okvéti je
zvonovité s okvétnimi listky zbarvenymi do zluto-zelena ¢i ziidka rdzovo-zelena.

Okvétni listky maji rozméry 5,5-6 mm x 2,5-3 mm. Ty¢inky, s nazloutlymi, vejcité-
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eliptickymi pras$niky a bilymi nitkami s postrannimi zoubky, srlstaji do prstence a
z okvéti vycnivaji. Semenik je valcovity, na vrcholu zazeny, s papilami v horni Casti.
Tvoii obvejéité tobolky o velikosti 5-6 mm x 4,5 mm. (Kocyigit & Ozhatay 2010).
Kvete v obdobi éervna az ¢ervence (Kocyigit & Ozhatay 2011).

v

Tento druh je polyploid sdvéma moznymi stupni ploidie. Nejrozsifenéjsi je
tetraploidni cytotyp S 2n = 4x = 32, druhym cytotypem je pentaploidni cytotyp S 2n =
5x = 40, nicmén¢ toto rozdé€leni nesouvisi s geografickym rozdélenim a oba stupné
ploidie se ¢asto nachazi ve stejném regionu (Brullo et al. 1991 sec. Kocyigit & Ozhatay
2010). U tetraploidii se objevuji kromé ¢ty part témei submetacenrickych hlavné
metacentrické chromozomy. U pentaploidd je uspofadani chromozomuti podobné. Podle

celkového usporadani karyotypu se ziejmé jedna o allopolyploidy (Brullo et al. 2008).

Jedna se o synantropni druh, jehoZ vyskyt je spojen s nitrofilnimi stanovisti, kde se
vyskytuje v malych roztrouSenych populacich. Roste zejména na ruderalnich mistech,
pfi okrajich silnic, na obd¢lavanych polich nebo loukich, kde se vegetativné
rozmnozuje pomoci dcetfinych cibuli. Vysoce rozsifen je tento druh v mediteranu
(Portugalsko, gpanélsko, Balearské ostrovy, Francie, Kostarika, Sicilie, Italie,
Slovinsko, Chorvatsko, Recko, Kréta, Turecko, Kypr, Izrael), je uvadén i z Maroka,
Alziru, Tuniska. Tento druh byl nalezen i na Kanarskych ostrovech a Madeiie (Brullo et
al. 2008).

Taxonomie tohoto druhu neni dosud zcela jasna. V literatufe i v herbafovych
kolekcich ¢asto dochazi k zaméné s jinymi druhy (Brullo et al. 2008, Kocyigit &
Ozhatay 2011). Allium dentiferum mé také celou fadu synonym, jako napiiklad A.
monspessulanum Willd., A. parnassicum (Boiss.) Halacsy subsp. minoicum Zahar., A.
amansii Boreau (Kocyigit & Ozhatay 2010). Brullo et al. (2008) na zékladé studia
herbarovych kolekci a literatury udava, Ze byl tento druh Casto Spatné identifikovéan a
nasledné pfifazen k pfibuznym taxonim ze sekce Codonoprasum, a to hlavné k
druhdm Allium paniculatum, Allium fuscum a Allium pallens. Avsak aktualné;si
morfologicka, karyologicka a kladisticka studie (Brullo et al. 2008) jasn¢ ukazuje, Ze se
jedna o samostatny druh. Velmi blizké pfibuzenecké vztahy vykazuje v kladistickych
studiich rovnéz s drunem Allium galileum, se kterym ma podobné geografické rozsiteni

avsak s rozdilnym biotopem. Existuje také domnénka, ze Allium dentiferum vzniklo
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hybridizaci mezi diploidnimi druhy Allium galileum a Allium paniculatum s. I. (Brullo
et al. 2008).

3.5.4 Charakteristika druhu Allium flavum L.

Dalsim druhem, ktery je soucasti komplexu Allium paniculatum, je Allium flavum. Pro
morfologii tohoto druhu je typicka cibule, jez ma v praméru 1-1,5 cm, s vnéj$imi
blanitymi Supinami, nepravidelné se tvoii i dcefiné cibule. Sivé ojinény stonek vyrlsta
do velikosti 8-50 cm. Typické jsou 2-3 pevné, ojinéné, hladké listy, které do 1/3-1/2
pokryvaji svou pochvou stvol a jez doriistaji do vysky 20 cm, pfi¢emz jsou v pruméru 2
mm Siroké. Kvétenstvi je kryto toulcem, jenz je tvofen dvéma nestejné dlouhymi
listeny, které se ve vrcholové ¢asti spojuji do dlouhého ptivésku. Lichookolik je
zaSpicatély nebo polokulovity, fidky, bez pacibulek, s 9-60 kvéty na rizn¢ dlouhych
stopkach. Okvétni listky jsou jasné zluté, 3-25 mm dlouhé, za plodu vzpiimené.
Samotné okvéti je vejcovité. Z okvéti vyrazné vynikaji svymi zluté zbarvenymi
prasniky ty¢inky, jejichz nitky nemaji postranni zoubky. Semenik je polokulovity a na
bazi zuzeny do velice kratké stopky, ¢nélka vynika z okvéti. Tobolky jsou dlouhé asi 4
mm (Stearn et al. 1980, Kubat 2010, Krahulec & Duchoslav 2010). Obdobi kvétu je od

Cervence az zacatku zafi (Krahulec & Duchoslav 2010).

V Evropé byly u tohoto druhu zaznamenény, v zavislosti na zemépisném rozsifent i
ekologickych narocich, celkem dva stupné plodie: diploidni (2n = 16) a tetraploidni (2n
= 32) (Draghia et al. 2013), ptficemz v karyotypu ptevazuji velké, metacentrické
chromozomy (Vujosevic et al. 2013). Karyologicka studie provedena U
diploidni populace z horské oblasti Gali¢ica (Makedonie) uvadi, ze jsou v Kkaryotypu
pravidelné nachazeny také B chromozomy s subtermindlni pozici centromery (Sopova
1970 sec. Vujosevi¢ 2013). U tetraploidnich jedincti Allium flavum byly B chromozomy
rovnéZ pozorovany, predstavuji vSak jen pfiblizné 1 % =z tetraploidniho genomu

(Vujosevi¢ et al. 2013).

Charakteristicka stanoviSté zahrnuji skalni stepi, xerotermni travniky a viesovisté ¢i
vyslunné ktovinaté stran€. Typické jsou bazické az ultrabazické podklady (Krahulec &
Duchoslav  2010). Tento druh je rozSifen v nésledujicich oblastech: Provence,
Chorvatsko, Dalmacie, Hercegovina, jizni Morava, Hali¢, jizni Rusko, Kavkaz, zdpadni
Asie (Levan 1937), ptiCemz tetraploidni jedinci jsou nachdzeny zejména v Polsku

(Mizianty & Frey 1973), Spanélsku (Ruiz Rejon et al. 1986) a Recku (Tzanoudakis &
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Vosa 1988). Oba cytotypy jsou registrovany v Rakousku, Recku a Bulharsku
(Vujosevi¢ et al. 2013).

Druh Allium flavum objeven uz roku 1749 Hallerem a nasledné¢ popsan Linném
roku (1753) (Levan 1933). Flora Europaca rozd¢luje na zakladé odlisného stupné
ploidie vtomto druhu dva poddruhy: diploidni Allium flavum subsp. flavum a

tetraploidni Allium flavum subsp. tauricum (Stearn et al. 1980).

3.5.5 Charakteristika druhu Allium podolicum Blocki ex Racib. & Szafer

Tento druh je v ramci rodu Allium a sekce Codonoprasum soucasti komplexu kolem
druhu Allium paniculatum. Jedna se o druh, jehoz cibule ma v praméru 0,5-1 cm,
délky obklopen listovymi pochvami. Tti az pét nitkovitych listd dosahuje délky asi 14
cm, pricemz jsou 0,4-1 mm Siroké. Vytrvavajici toulec, ktery kryje kvétenstvi, je tvoren
dvéma nestejné dlouhymi listeny, jez jsou delsi nez samotné kvétenstvi a které jsou na
bazi kopinaté, avSak na vrcholu tvofi dlouhy, stihly ptivések. Lichookolik ma v priméru
2,5-4,5 cm, netvoii pacibulky a obsahuje velké mnozstvi kvéti. Kvétni stopky jsou
nestejné dlouhé. Okvéti je zvonovité, piicemz jasné riZzové, eliptické, zaoblené okvétni
listky maji rozméry 4,5-5 mm x 2 mm. Ty¢inky, se zlutymi prasniky a nitkami o
velikosti cca 5 mm nevy¢nivaji z kvétu, jsou pii bazi srostlé do mezikruzi. Semenik je
elipsoidni, dvakrat delsi nez Siroky. Tvofii tobolky o velikosti cca 5 mm (Stearn et al.

1980). Jedna se o diploidni druh s 2n = 2x = 16 (Speta 1984, Dobrochaeva et al. 1999).

Vyskytuje se zejména ve svétlych lesich nebo na suchych stepich a kamenitych
svazich v oblastech vychodniho Mad’arska, severniho Rumunska, severozapadni az
zapadni Ukrajiny a stfedni a jizni evropské Casti Ruska (Dobrochaeva et al. 1999, Kell
2013). Tento druh by nejprve popsan jako varieta k druhu Allium paniculatum, tj.
Allium paniculatum L. var. podolicum Asch. et Graebn (Rubanovska & Solomaha
2012). Az v roce 1919 byl uznén za samostatny druh (Krytska et al. 2000).

3.5.6 Charakteristika druhu Allium pallens L.

Do komplexu paniculatum patii i Allium pallens. Typickymi morfologickymi znaky
jsou cibule o priméru 1-1,5 cm s vnéjSimi blanitymi, bélavymi Supinami, na vnitini
stran¢ tmavé hnédymi. Stonek o délce 10-30 cm je do své 1/3-%% pokryt listy. Tti az

Ctyfi nitkovité az linedrni listy dosahuji délky 6-16 cm a Sitky 0,5-2 mm. Kvétenstvi

29



obaluje vytrvavajici toulec tvofeny dvéma nestejn¢ dlouhymi listeny, ktery svou délkou
ptesahuje kvétenstvi. Lichookolik ma v priméru 1,5-3,5 cm a obsahuje velké mnozstvi
kvétha (10-70). Kvétni stopky jsou témet rovné o délce 5-15 mm. Bilé az rizové okvéti
je zvonkovité. Okvétni listky jsou eliptické, protahlé az protahle vejcité, na vrcholu
zaoblené. Jsou 4-4,5 mm dlouhé a 1,2-2,5 mm Siroké. Soucasti z kvétl vycnivajicich
ty¢inek jsou zluté zbarvené, eliptické, na vrcholu zakulacené prasniky. Nitky tycinek
jsou dlouhé 3,5-4 mm a samotné ty¢inky jsou pii bazi srostlé do mezikruzi. Semenik je
elipsoidni, dvakrat az tikrat delsi nez Siroky. Cnélka je bila, dlouha 0,7-2 mm. Tvofi
vejCité, 4-4,5 mm x 4-4,5 mm velké tobolky (Brullo et al. 2003, Stearn et al. 1980).
Kvete od &ervna do &ervence (Kocyigit & Ozhatay 2011). Jedna se o tetraploidni druh
(2n = 4x = 32). Karyotyp tohoto druhu je charakteristicky 14 metacentrickymi pary
chromozom (u nékterych part se vyskytuji mikrosatelity) a dvéma chromozomovymi

pary submetacentrickymi (Brullo et al. 2003).

Tento druh je ve vétSin€ piipadi nalézan na nitrofilnich stanovistich, jako jsou
obdélavana nebo opuiténa pole, okraje cest nebo louky. Siroce rozsifeny je tento druh
v mediteranni oblasti, konkrétn& v Portugalsku, Spanélsku, na Balearskych ostrovech,
Sicilii, Kypru, ve Francii, Italii, Recku, zapadnim a jiznim Turecku, Syrii, Lisabonu,
Egypté ¢i Maroku (Brullo et al. 2003, Kocyigit & Ozhatay 2011). Podle Flora Europaea
zahrnuje tento druh tfi poddruhy: Allium pallens subsp. pallens, subsp. tenuflorum a
subsp. siciliense (Stearn et al. 1980).

3.5.7 Charakteristika druhu Allium oleraceum L.

Allium oleraceum je rovnéz z komplexu paniculatum. Zasobnimi organy jsou téméf
kulovité cibule o priméru 1-1,5 cm s vné&j§imi hnédavymi az Sedavymi blanitymi
Supinami, které se rozpadaji ve vlakna. Rostlina béhem roku vytvari také dcetiné cibule
(Duchoslav et al. 2010). Stvol dosahuje 25-100cm vysky a je do své %2-2/3 Kkryt listy.
Listy vyrustaji v poctu 1-4 a jejich Cepel je carkovita az nitkovita, asi 30 cm dlouha. Na
lici jsou listy zlabkovité, na rubu Zebrované s chrupavcitymi zoubky (Duchoslav et al.
2010, Krahulec & Duchoslav 2010). Kvétenstvi obaluje vytrvavajici toulec tvoreny
dvéma nestejné dlouhymi listeny. Lichookolik je polokulovity az kulovity, fidky, s 0-20
oboupohlavnimi kvéty a tvoti bud nékolik, nebo velké mnozstvi (10-60) pacibulek
(Duchoslav 2001, Safafova & Duchoslav 2010, Safatova 2011). Okvéti je zvonkovité

s bélavymi okvétnimi listky srizné¢ barevnym nadechem (riZovym, cervenym,

30



zelenym) a s vyrazné¢ tmavsi stfedni zilkou. Okvétni listky jsou 5,5-7 mm dlouhé a
pfiblizné 2,2-3 mm Siroké. Kvétni stopky jsou rtizné dlouhé (15-60 mm), vnéjsi za
kvétu ohnuté dolt. TyCinky jsou krat$i poptipadé stejné dlouhé jako okvéti, nitky
dosahuji délky 4,5-5,5 mm. Tyc€inky, které jsou na bazi kratce rourkovité srostlé, maji
zluté prasniky. Pestik vy¢niva z kvétu, semenik je uzce obvejcity, asi ¢tyfikrat delsi nez
Siroky. Tvoii 6-7 mm velké tobolky, které obsahuji maly pocet semen (Ohryzek 2007,
Duchoslav 2000). Tento druh se rozmnoZuje jak pohlavné (pomoci semen), tak i
vegetativné, a to dcefinymi cibulemi ¢i pacibulkami (Duchoslav 2001, Stearn et al.
1980, Krahulec & Duchoslav 2010, Komarov 1935). Kvete v obdobi ¢ervence az zafi
(Krahulec & Duchoslav 2010).

Allium oleraceum vykazuje vramci celého rodu vysoky stupenn polyploidie.
Doposud bylo popsano celkem Sest cytotypu, od triploida po oktoploidy (2n = 24, 32,
40, 48, 56, 64) (Duchoslav et al. 2010, Safatova et al. 2011), pii¢emz existuji studie
zabyvajici se korelacemi mezi riznymi polyploidnimi stupni a zménou ekologickych
narokdi tohoto druhu. Hexaploidni cytotypy se vétSinou vyskytuji na lokalitach
ovlivnénych lidskou ¢innosti, jako jsou okraje poli, cest, a ve vysSich nadmoiskych
vyskach. Pentaploidni jedinci byli pozorovani zejména v teplejSich oblastech nizsich a
sttednich nadmotskych vysek, pficemz rostou na Sirokém rozmezi biotopd (vysoce
mineralizované pidy 1 pidy s vysokym pH). Tetraploidni jedinci jsou pak vdzani na
pfirodni stanovisté, jako jsou skalni stepy ¢i stepni louky teplejSich oblasti (Duchoslav
et al. 2010). Rostliny riznych cytotypu se 1isi rovnéz v mnozstvi kvéti a jejich susing,
jak zdokumentovali ve své studii se tfemi cytotypy (4x, 5x a 6x) druhu Allium
oleraceum Fialova & Duchoslav (2014), pficemz se zvySujicim se ploidnim stupném
dochazi ke snizeni mnozstvi kvéti v kvétenstvich a tim i jejich suSiny. Tato studie se
rovn&z zabyvala vztahem mezi stupném ploidie a pomé&rem vyprodukovanych sexuélné
a asexualné vzniklych propaguli, kdy bylo zjisténo, Ze s rostoucim ploidnim stupném
klesa 1 mnozstvi sexudlné vytvotenych propaguli, neboli semen. Jedinci vznikli
z asexualné vzniklych propaguli (pacibulek) jsou nasledné vétsi, kvetou dfive,
produkuji vice propaguli a celkové prezivaji 1épe ve srovnani s jedinci vzniklymi ze
semen, ktefi maji vSak naopak mnohem vysSi genetickou variabilitu. To je ziejmé
diivodem dominantni role vegetativniho rozmnoZovani tohoto druhu pii zakladani nové

populace ¢i pii osidlovani disturbovanych mist (Fialova & Duchoslav 2014).
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Obecné roste tento druh v Sirokém spektru stanovist’ a na riznych typech substrati,
v kfovinach, piikopech, na okrajich lest, mezich, na skalach ¢i na stinnych stanovistich,
kde casto zlstdva ve vegetativnim stavu a vytvaii spiSe rozvolnéné porosty (napiiklad
V luzich a akatinach) (Kubat 2010, Krahulec & Duchoslav 2010). Rozsiten je hlavné po
zapadni, stfedni 1 vychodni Evropé a na jihu Skandindvie, vzacné se vSak objevuje
V jizni &asti Balkanského poloostrova a v jizni Italii. V Ceské republice patii mezi bézné
rostouci druhy s optimem v nadmoiské vysce mezi 300 az 500 m. n. m. (Duchoslav et

al. 2010, Krahulec & Duchoslav 2010).

Allium oleraceum piedstavuje v komplexu Allium paniculatum jediny druh, u
kterého neni znam diploidni cytotyp (Duchoslav et al. 2010). To je také ditvodem, pro¢
neni u tohoto druhu dosud znamy jeho puvod. Jako prvni se touto problematikou
zabyval Levan (1937), ktery oznacil tento druh za autopolyploidni poté, co po zkiiZeni
diploidnich jedinci druhu Allium paniculatum ziskal tetraploidni rostliny, které byly
svou morfologii témét shodné s druhem Allium oleraceum. Protoze vSak bylo zjisténo,
ze pouziti diploidni jedinci jsou dnes klasifikovani za samostatné druhy Allium
podolicum a Allium paniculatum, jedna se pravdépodobné o druh s allopolyploidnim
pavodem (Duchoslav et al. 2010). Allopolyploidni ptivod tohoto druhu piedpokladal, po
pouziti techniky C-bandingu, ktera je zaloZena na vizualizaci oblasti konstitutivniho

heterochromatinu chromozdémi, i Vosa (1976).

3.5.8 Charakteristika druhu Allium paniculatum L.

Allium paniculatum je bazalnim druhem polyploidniho komplexu paniculatum, skupiny
v ramci sekce Codonoprasum (Levan 1937). Jedna se o druh s cibuli o praméru 1-2,5
1/3-% je pokryt hladkymi listovymi pochvami. Listy vyrustaji v poctu 3 az 4, jsou 1-2
mm Siroké, hladké az drsné, svrchu Casto Zlabkovité a zespodu zebrované. Dosahuji
vysky cca 25 cm. Polokulovity az vejcity lichookolik méfi v priméru 3,5-7 cm a
obvykle obsahuje velké mnozstvi kvétl, netvoii pacibulky. Kvétenstvi je kryto toulcem,
ktery je obvykle dvakrat az Ctyfikrat del$i nez samotné kvétenstvi. Toulec je tvofen
dvéma nestejné dlouhymi listeny, které jsou ovalné, na bazi kopinaté. Oba listeny se na
vrcholu spojuji do dlouhého piiveésku. Okvéti je zvonkovité, s okveétnimi listky o
rozmérech 4,5-7 mm X 1,5-2,5 mm. Kvétni stopky nejsou stejné dlouhé a jsou

nékolikrat del§i nez okvéti. Okvétni listky tvoii uzce zvonkovité rizové az tmaveé
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razové lesklé okvéti s tmavé zbarvenou zilkou. Netvofi se pacibulky. Tyc€inky, sriistajici
na bazi do prstence, maji nitky o délce 5 mm, které nepteristaji okvéti, a Zluté zbarvené
prasniky. Semenik je elipsoidni, dvakrat del§i neZ Siroky. Cnélka o velikosti 1-2 mm
Z kvétu ¢astecné vycniva. Tobolky dosahuji velikosti cca 5 mm (Komarov 1935, Stearn

et al. 1980). Kvete v obdobi ¢ervence az srpna (Komarov 1935).

Podle Flora Europaea zahrnuje tento druh ¢tyfi poddruhy, liSici se poctem
chromozomu: subsp. paniculatum (2n = 24, 32), subsp. fuscum (2n = 16, 32), subsp.
euboicum a subsp. villosulum (= Allium rhodopeum) (2n = 16) (Stearn et al. 1980).
Tento taxon roste piedev§im na stepnich a pise¢natych stanovistich (Komarov 1935). Je
rozsifen predeviim ve Stiedomoii, na Krymu, v iranu a stfeasijskych zemich, dale pak
na jihu a vychodé Slovenska a ve stiednim Rusku (Stearn et al. 1980, Dobrochaeva et
al. 1999).

3.5.9 Charakteristika druhu Allium convallarioides Grossh.

Tyto rostliny maji vejCité cibule o rozmérech 15-20 mm % 12-18 mm, s blanitym bilym
obalem, na vngj$i stran€ obvykle tmavé hnéd¢ zbarvenym. Neékdy tvoii 1 dcefiné cibule.
Stonek je vysoky 40-70 cm, valcovity, lysy, kryty do své 1/3-%% listovou pochvou.
Zelené, zebrované listy mohou byt az 15 cm dlouhé a 1-2 mm $iroké, vyristaji v poctu
4-5. Podobn¢ jako u ostatnich zastupci sekce Codonoprasum ma i tento druh
vytrvavajici toulec sloZzeny ze dvou nestejné dlouhych listend, které svou délkou
presahuji kvétenstvi. Kvétenstvi je kulovité az polokulovité, v priméru dosahuje 3-5
cm. Obsahuje mnoho kvétl s nestejné dlouhymi kvétnimi stopkami dlouhymi 10-28
mm. Okvéti je zvonkovité s rovnymi, bilymi, podlouhlymi a na vrcholu zaoblenymi
okvétnimi listky. Ty¢inky vycnivajici z okvéti, maji bilé, nestejné dlouhé nitky o délce
2,5-3 mm. PraSniky jsou Zluté, eliptické, na vrcholu zaspicatélé (Brullo et al. 2003).
Cnélka pestiku vyéniva z kvétu (Komarov 1935). Semenik je elipsoidni, hladky, bily
s nadechem do zelena. Tvofi obvejéité tobolky o velikosti cca 4,5 mm X 4,5 mm (Brullo

et al. 2003). Obdobi kvétu je podle Komarova (1935) v rozmezi ¢ervna az Cervence.

Jednd se o diploidni druh s 2n = 2x = 16, ktery je svym karyotypem je znacné
podobny piibuznému druhu Allium pallens. Chromozomovy komplement je znaéné
homogenni, je slozen ze 7 metacentrickych parti, u kterych nese jeden par na svém
kratkém raménku makrosatelit, a jednim parem submetacentrickym (Brullo et al. 2003).

Mistem vyskytu tohoto druhu jsou pfevazné skalnatd mista, kioviny, €i stepni strang.
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Objevuje se rozptylené po celé Sttedni Asii, tj. Kavkaz, Krym, Iran, Irak (Brullo et al.
2003, Takhtajan 2006).

Tento druh je, diky svym morfologickym, ale i karyologickym znaktim, povazovan
za fylogeneticky blizce pfibuzny druhu Allium pallens a Allium coppoleri Tineo (Brullo
et al. 2003). Dfive byl pro svou morfologii dokonce mylné povazovan za synonymum k
Allium myrianthum Boiss. (Kollmann 1984 sec. Brullo et al. 2003). Avsak Brullo et al.
(1995) ve své morfologické, ekologické i karyologické studii jasné ukazal, ze se jedna 0

dva zcela odlisné druhy.

3.5.10 Charakteristika druhu Allium rupestre Steven

N 24

blanitou membranou. Stonek o délce 25-40 cm s 2-3 nitkovitymi listy, které dosahuji
délky 12 cm a sitky 0,5-1 mm, je do své 1/3 az 2/3 kryt zdrsnélou nebo vzacnéji
hladkou listovou pochvou. Polokulovité kvétenstvi ma v primeéru 2-3 cm obsahuje malé
mnozstvi kvétd (5-20). Kvétenstvi je kryto toulcem, jenz svou délkou ptesahuje
samotné kvétenstvi a jenz se sklada z témér stejné dlouhych, anebo nestejné dlouhych
listend. Okvétni stopky jsou téméf stejné dlouhé (5-10 mm). Okvéti je uzce zvonkovité
a jednotlivé okvétni listky jsou svétle rizové az bilé, nékdy na okrajich zabarvené do
hnédo-fialova, s fialovou stfedni zilkou, uzce eliptické, tupé a mé&fi 5-6 mm x 1,5 mm
(Stearn et al. 1980, Ozdemir et al. 2011). Ty¢inky jsou bud’ stejné délky jako okvétni
listky, nebo je jen kratce prertistaji. PraSnik je fialovy. Podle palynologické studie
provedené Giilerem & Pehlivanem (2006) obsahuji pylova zrna tohoto druhu ryhu zrnité
struktury, vicko vSak chybi. Z kvéti vycniva i pestik (Komarov 1935). Plodem je
tobolka o rozmérech 4 mm x 2 mm (Ozdemir et al. 2011). Pi studii kli¢ivosti se
ukazalo, Ze na rozdil od vétSiny zastupct rodu Allium, kteti nejvice kli¢i pti teplotach
od 5 do 16 °C, u tohoto druhu vyklicilo vysoké procento semen i pii teploté 26 °C
(Specht & Keller 1997). Obdobi kvétu je u tohoto druhu od srpna do fijna (Oganesian &
Agababian 2001).

Jedna se o triploidni druh s 2n = 3x = 24 (Ohri et al. 1998), ktery je pfirozené
roz$iten hlavné na piscitych ¢i skalnatych stanovistich a na kamenitych svazich
evropské cCasti Kavkazu, jihozapadni Asie (sever Turecka), Krymu. Zde roste
v nadmoiskych vyskach okolo 1600-2000 metrti nad mofem (Komarov 1935, Stearn et
al. 1980, Takhtajan 2006, Oganesian & Agababian 2001, Ozdemir et al. 2011).
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Ze souCasné literatury nejsou ndzory na piibuzenské vztahy tohoto druhu
s ostatnimi druhy zcela zfejmé. Brullo et al. (2004) naznacuje, na zaklad¢ celkového
habitatu rostliny a spole¢nych znaka v kvétenstvi, moznou pfibuznost s druhem Allium
exaltatum (Meikle) Brullo ze sekce Codonoprasum. Mnoha vyznamnymi znaky, jako

jsou velikost kvétenstvi, barva okvéti, ¢i ploidie, se vSak od sebe lisi.

3.5.11 Charakteristika druhu Allium kunthianum Vved.

Tento druh ma vejéité cibule o délce 0,5-1,5 cm a priméru 0,8-1,3 cm s hnédavymi az
¢ernavymi, papirovitymi vnéjSimi obaly. Stonek vyristd do délky 8-25 cm a je do své
1/2 az 2/3 kryt listovymi pochvami. Listy rostou po 2-4, jsou cca 1 mm Siroké,
ryhované, hladké nebo na krajich zdrsné€lé, Casto piertistajici stvol. Vytrvavajici toulec,
ktery je tvofen dvéma nestejné dlouhymi listeny, je stejné jako u ostatnich zastupct této
sekce delsi nez kvétenstvi. Kvétenstvi je polokulovité, obsahuje spi§ maly pocet kvétl a
netvoii pacibulky. Kvétni stopky jsou téméf stejné dlouhé, obvykle kratSi nez okvéti.
Okvéti je zvonkovité, tmavé riiZzoveé s tmavé fialovou stiedni Zilkou. Okvétni listky jsou
podlouhlé, 5-8 mm dlouhé a 0,8-1,5 mm Siroké. TyCinky maji zluté prasniky a
nepre¢nivaji kvéty. Tobolka je 1,5-2,5 mm dlouha a 1-2 mm Siroka (Ozdemir et al.
2011, Komarov 1935). Obdobi kvétu spadd do intervalu od srpna do zati (Komarov
1935).

Tento druh roste zejména na loukach a skalnatych mistech ve vysokych horach
Kavkazu a jihozapadni Asie (Iran) (Komarov 1935, Takhtajan 2006). Ozdemir et al.
(2011) uvadi piirodni populace v Turecku. Allium kunthianum je blizce pfibuzné
s druhem Allium rupestre. Tyto dva druhy se vsak lisi svou geografickou polohou, kdy
Allium kunthianum se vyskytuje, na rozdil od Allium rupestre, zejména ve vysokych
polohach (Takhtajan 2006).

3.5.12 Charakteristika druhu Allium rhodopeum Velen.

Allium rhodopeum patii na zakladé morfologickych znak do sekce Codonoprasum,
pricemz vykazuje tésné vztahy s polyploidnim komplexem Allium paniculatum (Brullo
et al. 1998).

Tento druh se vyznacuje vejCitymi cibulemi o velikosti 1,5-2,2 mm X 1-1,5 mm,
které netvoii dcefiné cibule. Vnéjsi obaly jsou kozovité, svétle hnédé, zatimco vnitini

jsou blanité a bélavé. Lysa, tuha lodyha méfi 15-35 cm, Siitka se pohybuje v rozmezi 1-
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3,5 mm. Lodyha je kryta listovymi pochvami do % nebo do 2/3 délky. Deset az tiicet
centimetrt dlouhé listy maji 0,3-0,8 mm dlouhé chlupy. Kvétenstvi je volné, s 15-35
kvéty s nestejné dlouhymi kvétnimi stopkami (5-25 mm). Kvétenstvi je kryto vytrvalym
toulcem se dvéma listeny, které jsou v horni Casti zazené a tvofici dlouhé, chlupaté
ptivésky. Okvéti je zvonkovité, tvofené 5-6 mm dlouhymi, 2-2,7 mm Sirokymi,
nestejnymi, podlouhlymi okvétnimi listky, jez jsou na vrcholu kruhovité az jemné
zaspicCatélé a obsahuji mnozstvi chlupt. Ty¢inky maji nestejné¢ dlouhé nitky, na vrchni
casti bilé a ve spodni Casti fialové, jez jsou na vnéjSim okraji kvétu Casto kratSi nez
uvnitf kvétu. Prasniky jsou zbarveny do Zluto-bila a jsou jemné protazené (rozméry 1-
1,2 mm x 0,5-0,6 mm). Zeleny semenik, dosahujici délky 2,5-3 mm, ma dlouhou bilou
¢nélku. Tobolka se otvird tfemi chlopnémi. Jeji tvar je obvejCity, pficemz se sm&rem
Kk bazi vyrazné zuzuje. Kvete od ervence do zacatku srpna. Zastupci tohoto druhu maji
diploidni chromozomovou sadku s2n = 2x = 16. Karyotyp je obvykle uniformni,
obsahuje 8 metacentrickych chromozomovych part, pficemz u nékterych z nich se

objevuji sekundarni konstrikce. (Brullo et al. 1998)

Vyskytuje se pfevazné na suchych skalnatych mistech a to zvlasté u borovicovych
lestt a macchii nebo na svazich, které jsou exponovany na sever, a to do 300-400 metrt
nad motem. Allium rhodopeum zahrnuje dva poddruhy, které se lisi morfologicky,
geografickym rozsitenim, dobou kveteni, i karyologicky. Prvnim z nich je subsp.
rhodopeum. Tento poddruh ma obvykle tfi az Ctyfi Siroce zlabkovité listy. Toulec je
tvofen dvéma listeny, pfi¢emz vétsi listen obsahuje 5-7 Zilek a mensi 3-5 Zilek. Prasniky
jsou na vrcholu zaoblené, semenik je podlouhly. Roste v oblastech jizniho Bulharska,
severniho a stfedniho Recka. Kvete od &ervence do za¢atku srpna. Druhym poddruhem
je subsp. turcicum, ktery ma na rozdil od piedchoziho poddruhu 4-6 plochych a cca 2
mm Sirokych listd. Vétsi listen toulce obsahuje 7-9 Zilek, zatimco mensi 5 Zilek.
Prasniky jsou na vrcholu zaSpicatélé, semenik je ve stfedni ¢asti zaSkrceny. Tato
subspecie roste v oblastech severovychodniho Recka, v evropské &asti Turecka a
Vv severozapadni Casti Malé Asie. Kvete od konce srpna do zafi. Karyologicky se od
sebe oba poddruhy lisi ptitomnosti sekundarni konstrikce u chromozomovych para. U
subsp. rhodopeum se satelit vyskytuje na kratkém raménku u patého chromozomového
paru, popiipadé¢ na dlouhém raménku ctvrtého paru. U subsp. turcicum se sekundarni

konstrikce nachazi vzdy u posledniho chromozomového paru. (Brullo et al. 1998).
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Po dlouha 1éta byl tento druh oznacovan jako poddruh k druhu Allium paniculatum,
tj. Allium paniculatum subsp. villosulum (Barina & Pifko 2011). Od tohoto druhu se
vSak odliSuje ochlupenymi listy. Diky tomuto znaku je pfifazovan spiSe k druhu Allium
pilosum Sibth. & Sm., nebo k druhu Allium archeotrichon Brullo, Pavone & Salmeri ,
se kterym sdili i znaky ve stavbé kvétu (Brullo et al. 1998, 1999, 2001).

3.6 Molekularni metody

Metody molekularni genetiky se zamétuji na vyhledavani rozdili v sekvencich DNA a
identifikaci polymorfizmti v celkové genomové, chromozomové, mitochondridlni,
chloroplastové, ¢i plazmidové DNA anebo polymorfizmi specifickych genu, ptipadné
jejich &asti (Smarda et al. 2010). Data, ktera pomoci téchto metod ziskame, je poté
mozno vyuzit pro rozpoznavani jednotlivych druhl organismt, jejich t¥idéni, ¢i ke
studiu rostlinné diverzity (Karp et al. 1996), zjisStovani genealogické ptibuznosti jedincti
vV ramci populace ¢i druhu a rekonstrukci fylogeneze druhil nebo vysSich taxonii bez
zkreslujicich vlivii naptiklad z vnéjSiho prostiedi (Agarwal et al. 2008). Vyuzitim
molekularnich dat pro ucely fylogenetiky a systematické biologie se v soucasnosti

zabyva samostatny védni obor, tzv. molekularni fylogenetika (Flegr 2009).

V molekularnich studiich se pouziva tzv. molekularnich DNA markert, které
vyuzivaji pfirozené se vyskytujiciho polymorfismu DNA (inserce, delece, translokace,
duplikace a bodové mutace) (Kumar et al. 2009, Mondini et al. 2009). Tyto markery
jsou definovany jako identifikovatelné sekvence DNA, nachazejici se v urcitych
mistech genomu, které mohou, ale nemusi souviset s fenotypovym projevem znaku
(Jonah et al. 2011, Mondini et al. 2009). Rizné molekularni DNA markery maji také
rizné genetické vlastnosti. RozliSuje se u nich naptiklad dominantni (RAPD, AFLP), ¢i
kodominantni (RFLP, SSRs) charakter, pfi¢emz kodominantni markery jsou na rozdil
od dominantnich schopny rozliSit heterozygotnost od homozygotnosti a tim stanovit
genotyp a frekvenci alel vlokusu (Mondini et al. 2009, Kumar et al. 2009).
Kodominantni markery jsou ale vyjadfeny pouze v ptipadé, ze se u daného jedince
vyskytuji ob¢ alely. V porovnani s dominantnimi markery tak ptfinaseji mén¢ informaci,
nebot’ na rozdil od multilokusovych technik analyzuji pouze jeden lokus (Kumar et al.
2009).

Kromé¢ molekularnich markert je geneticka diverzita hodnocena také pomoci

morfologickych a biochemickych analyz. Morfologie ale ¢asto podléha fenotypové
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plasticité, a proto je vhodné&j$i k posouzeni variability organismi v pfitomnych
podminkach vné&jsiho prostfedi. Biochemické analyzy, zalozené na separaci proteintl,
jsou zase omezeny pouze na né€kolik enzymd, pro zhodnoceni celé diverzity jsou proto
nevhodné. Z hlediska systematiky a fylogenetiky maji tedy molekularni markery celou
fadu vyhod. Kromé toho, ze nemohou byt ovlivnény faktory vné&jSiho prostiedi, maji
molekularni markery i tu vyhodu, Ze se vztahuji na vSechny ¢ésti genomu, nevykazuji
pleiotropni ani epistatické ucinky. Dale jsou schopny rozlisit polymorfismus, ktery
nezpusobuje zménu fenotypu, a pozitivem vétSiny z nich je i kodominantnost (Mondini
et al. 2009). Vyznamnou vyhodou molekularnich marker je jejich stilost a
detekovatelnost bez zavislosti na velikosti, ¢i diferenciaci (Agarwal et al. 2008).
Molekularni markery maji také na rozdil od vétSiny markerii morfologickych
kvalitativni charakter, coz umoziiuje jejich piepis napiiklad do alfabetickych znakl a
jejich predani bez jakékoli ztraty ¢i zkresleni informace (Flegr 2009). Diky vSem svym
vyhodam se ukézaly byt velmi dobrym nastrojem k hodnoceni genetické variability a
K objasnéni jak vnitrodruhovych, tak mezidruhovych vztahi (Chakravarthi &
Naravaneni 2006).

K vyhodnocovani DNA polymorfisml se pouziva riznych druht technik, které jsou
obecné klasifikovany do dvou kategorii: 1) techniky zaloZené na hybridizaci a 2)
techniky zaloZené na polymerazové fetézové reakci (PCR) (Mondini et al. 2009). Prvni
technika je zaloZena na vyuZiti enzymd, restriknich endonukledz, které rozstépi danou
DNA na ptesné definovanych usecich na rizné dlouhé fragmenty, které jsou nasledné
vizualizovany pomoci elektroforézy a hybridizaci DNA se znacenou sondou (Zeisek
2007). Tyto metody jsou vSak ¢asové naro¢né a pracné, nebot’ vyzaduji hybridizaci a
Southern blotting (Schulman 2007), kterym se relativni poloha jednotlivych fragmentt
DNA z gelu pienese na pevné médium (nitrocelulézni nebo nylonova membrana) pro
nasledné zvyraznéni definovanych gent ¢i segmentti (Briggs & Walters 2001). Naopak
techniky zalozené na PCR vyuzivaji amplifikace ur¢itych sekvenci DNA in vitro,
pomoci specificky ¢i libovoln€ vybranych primeri a termostabilni DNA polymerazy.
Vysledné amplifikované fragmenty jsou nasledné elektroforeticky separovany a bud’

barvenim, ¢i autoradiografii detekovany (Kumar et al. 2009).

S rozvojem technik zalozenych na polymerazové fetézové reakci se od 80. let 20.
stoleti zacaly ve velké mife pouzivat tzv. mikrosatelity (Balloux & Lugon-Moulin

2002). Ty jsou znamé také pod zkratkou SSRs (Simple Sequence Repeats) a piedstavuji
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useky DNA, které se skladaji z opakujicich se kratkych tandemovych sekvenci o
velikosti od 2 do 6 pari bazi (Jarne & Lagoda 1996, Mondini et al. 2009). Pomoci PCR
amplifikace se zvyraziuji rozdily v délkach tandemovych sekvenci, které mohou byt
nasledn¢ detekovany pomoci gelové elektroforézy a jsou znamkou polymorfismu
(Provan et al. 2001, Kumar et al. 2009, Jonah et al. 2011). Tyto useky jsou velmi
rozsifené v celém genomu a na zékladé rozdili v poétu opakujicich se jednotek
zobrazuji uroven polymorfismu (Jonah et al. 2011, Jarne & Lagoda 1996). Pro svuj
kodominantni charakter, obrovsky rozsah alelické diverzity, snadnost hodnoceni
velikostnich zmén SSR pomoci PCR, ¢i vysokou reprodukovatelnost se mikrosatelity
staly velice popularnimi genetickymi markery (Agarwal et al. 2008). Na druhou stranu
vSak vyvoj metod, které vyuZzivaji mikrosatelitii, vyzaduje rozsahlé znalosti sekvenci
DNA, a proto jsou vyvinuty piedev§im pro komer¢ni plodiny nez pro plané rostouci
druhy (Mondini et al. 2009). 1 ptesto, ze mikrosatelity predstavuji kodominantni
markery, mize vést mutace v misté nasedani primerd ke zkresleni odhadu alelickych
frekvenci a tim k podhodnoceni heterozygotnosti. Nehodi se proto ke studiu vysSich
taxonomickych urovni (Kumar et al. 2009). Obecné jsou mikrosatelity diky svému
vysokému stupni polymorfizmu pouzivany k populacné genetickym studiim ¢i ke

genovému mapovani (Roder et al. 1998).

Vyznamnymi molekularnimi markery, jeZ jsou zaloZzené na vyhodnocovani
variability mikrosatelitnich sekvenci, jsou napfiklad SNPs (Mondini et al. 2009). SNPs
neboli ,,Single nucleotide polymorphism® pfedstavuji molekularni markery, které jsou
v genomech zastoupeny ve velkém mnozstvi a to jak v kodujicich, tak i nekodujicich
oblastech. Tyto markery jsou obvykle bialelické, nebot’ jsou zaloZeny na detekci bodové
mutace, tj. pouze jedné¢ zaménéné baze (A, T, C nebo G), v sekvenci dané rostlinné ¢i
zivo¢iSné DNA, piiCemz pravdépodobnost zmény dvou bazi v jedné pozici je velmi
nizka. Nejcastéji detekovanymi mutacemi jsou transverze, to znamena mutace, pii nichz
dochazi k zaméné purinové baze za pyrimidinovou ¢i naopak, nebo tranzice, kdy se
vyméni bud’ purinova baze za jinou purinovou bazi, nebo naopak pyrimidinova baze za
jinou pyrimidinovou bazi (Vignal et al. 2002). Velké mnozstvi SNP markerd se pouziva
zejména k vytvareni genetickych map zivocichli nebo k analyze lidského genomu
(ptedevsim pii studiu dédiénych onemocnéni) (Wang & Moult 2001). Siroké uplatnéni
nachazi rovnéz pti studiu rostlin, kde naptiklad slouzi k identifikaci odrid plodin (Deleu

et al. 2009, Ganal et al. 2009 ).
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Piikladem dalSich molekularnich metod, kterych se bézné¢ pouziva jak
Vv ekologickych, evolu¢nich, taxonomickych, fylogenetickych, tak 1 genetickych
studiich, jsou jiz zminéné fingerprintingové metody RFLP, RAPD a AFLP. Stile se
vsak objevuji nové pokrocilejsi techniky, které jsou vyvijeny na zaklad¢ starSich metod
a které umoznuji zvySeni citlivosti starSich metod (Agarwal et al. 2008, Mondini et al.
2009).

3.6.1 Metoda RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Metoda RFLP, kterou pouzili Botstein et al. (1980) ke konstrukci prvni genetické mapy,
se stala prvni molekuldrni markerovou technikou detekce DNA polymorfismu zalozené
na hybridizaci. Jednd se o metodu polymorfizmu délky restrikénich fragmentt, ktera
vyuziva k charakterizaci dané jaderné, mitochondridlni ¢i plastidové DNA
polymorfizmu v délkach restrikénich fragmentt, tj. téch fragmentt, které byly
z komplexni DNA vystépeny pomoci restrikénich enzymtl (Smarda et al. 2010, Flegr
2009).

Pfirozenou funkci restrikénich enzymi je rozeznat specifické sekvence DNA o
velikosti 4, 5 nebo 6 bazi a podle této rozpoznané sekvence nasledné danou DNA
rozstépit. Tyto endonukledzy jsou produkované rtiznymi prokaryotnimi organizmy
(napfiklad bakteriemi), u kterych slouZi jako ochrana pted cizorodou DNA. Kazdy
takovyto enzym ma svou specifickou, vétSinou palindromickou, rozpoznavaci sekvenci,
ptfi¢emz bakterie svou DNA pied zkracenim (napiiklad methylaci cytosinu ¢i adeninu) v
této sekvenci chrani (Weising et al. 2005). Rozdily ve velikosti restrik¢nich fragmentt u
riznych jedincti nasledné svéd¢i o polymorfismu, ktery nastava poté, co mutace zptsobi
ztratu daného restrikéniho mista nebo se vytvoii restrikéni misto nové. To mize byt
zpiisobeno inzerci ¢i deleci v ramci restrikéniho fragmentu nebo pfesmykem DNA
(Sabir et al. 2014). Pfitomné polymorfismy lze nésledné snadno detekovat gelovou
elektroforézou, pii které se vysledné fragmenty separuji podle velikosti (Smarda et al.
2010, Weising et al. 2005, Botstein et al. 1980). Gelova elektroforéza miize byt také
doplnéna Southernovou hybridizaci napiiklad s radioaktivnimi nebo
chemiluminiscen¢nimi sondami specifickymi pro polymorfni oblasti genomu, pfi¢emz
selektivni  hybridizace umozZzni snazSi interpretaci vysledkli snizenim poctu

srovnavanych fragmentt (Botstein et al. 1980, Smarda et al. 2010).
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Metoda RFLP ma fadu modifikaci a variant. Napiiklad pro genomy s nizkou
komplexitou (genomy bakterii a organel) je mozné pouzit k elektroforetické separaci
V agarozovém Ci polyakrylamidovém gelu DNA po restrikci a polohu DNA fragmenti
Vv gelu detekovat fluorescencnim barvivem, respektive ethidiumbromidem (Flegr 2009).
Pro komplexnéjsi genomy je vSak vhodnéj$i po nastipini DNA provést radioaktivni
oznaceni konct fragmenti a po ukonceni elektroforézy jejich umisténi detekovat

pomoci autoradiografie. Tato metoda se oznacuje jako tzv. metoda taxoprinti (Fedorov

et al. 1992 sec. Grechko et al. 1997).

Tato metoda je uznavana hlavné pro sviij kodominantni charakter a vysoky
polymorfismus (Kumar et al. 2009, Weising et al. 2005). Typicka je rovnéz jeji vysoka
reprodukovatelnost a schopnost zpracovat velké mnozstvi vzorkd najednou (Mondini et
al. 2009). Na druhou stranu je vSak potieba velké mnozstvi purifikované DNA
s vysokou molekulovou hmotnosti. Kviili ¢asové a financni naroc¢nosti a pouzivani
radioaktivnich ¢i toxickych cinidel vSak tato metoda nepatii mezi nejpouzivanéjsi
(Agarwal et al. 2008, Amini-Bavil-Olyaee et al. 2013). Podobné jako jiné metody je
nejvhodnéjsi pro studium fylogenetickych vztahi mezi blizce ptibuznymi druhy, ke
studiu hybridizace a introgrese, ¢i ke studiu diverzity (Kumar et al. 2009). Je vSak
mozné ji pouzit 1 na intraspecifické studie, kde se vSak musi pocitat s jeji snizenou
pouzitelnosti danou jejim multilokusovym charakterem, ktery znemoziuje pouZiti této

metody k analyze genotypové skladby populace (Flegr 2009).

3.6.2 Metoda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Metoda ndhodné amplifikace polymorfni DNA vyvinuta Williamsem et al. (1990),
predstavuje cenové a Casov€ efektivnéjSi alternativu RFLP analyzy (Penner et al.
1993a). Zéakladem této metody je PCR reakce dané DNA, pfti které se vSak pouzije
jediny PCR-primer libovolné sekvence s neznamou homologii k cilové sekvenci DNA o
délce kolem 10 nukleotidd (Bardakci 2001, Smarda et al. 2010). Za tdchto
podminek nasedd primer s vysokou pravdépodobnosti na vice mistech na obou fetézcich
chromozomové nebo plazmidové DNA (Smarda et al. 2010). P¥i PCR se pak tyto tiseky
surcitym nahodné¢ vybranym primerem amplifikuji a po provedeni agar6zové
elektroforézy je jejich pfitomnost a polohu mozné bud’ barvenim stfibrem, nebo

pouzitim fluorescenéniho barviva zviditelnit (Sabir et al. 2014).
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Hlavni vyhodou této metody je jeji jednoduchost a rychlost. Také diky PCR reakci
neni potfeba velké mnozstvi templatové DNA (obvykle sta¢i 5- 50 ng/ul) (Williams et
al. 1993). Vyhodou je i moznost pouziti riznych primeru i jejich kombinaci ¢i pouziti
jiz predem restrikénimi endonukleazami nastipané DNA (Flegr 2009). I ptesto je vSak
dilezité pocitat s tim, ze pouzivané markery jsou dominantni, a k vytvareni genetickych
map je proto nutné pouzit zpétné kiizeni nebo rekombinantni inbredni populace. (Karp
et al. 1996, Bardakci 2001). Velmi Casto je této metod¢ vytykana nizka spolehlivost a
reprodukovatelnost (Schierwater & Ender 1993), nebot’ vysledek PCR je velmi citlivy i
na drobné zmeény v reakénich podminkach, které se mohou lisit i mezi jednotlivymi
laboratofemi (Kumar et al. 2009, Mondini et al. 2009, Agarwal et al. 2008). Takovymi
zménami jsou napiiklad denaturacni teplota umoznujici rozvolnéni dvouSroubovice
DNA, zvoleny primer, vhodnym zplsobem ziskana DNA ¢i piesny pribeh
amplifikacniho programu (Hilton et al. 1997, Micheli et al. 1994, Penner et al. 1993a).
Diky tomu je také nemozné porovnavat vysledky RAPD z riznych pracovist’ a dokonce
je nevhodné porovnavat 1 vysledky ziskané na jednom pracovisti, avSak v nezavislych

pokusech (Hilton et al. 1997, Penner et al. 1993a).

I ptes velké nevyhody je vSak tato metoda stale vyuZzivana pii vytvateni genetickych
map, V populacnich analyzach, fylogenetickych studiich, v molekularni ekologii i
taxonomii (Micheli et al. 1994, Karp et al. 1996). Ptikladem uspé$ného vyuziti metody
RAPD je identifikace polymorfismii spojenych s geny rezistence onemocnéni ovsa
(Penner et al. 1993b) a mapovani genomu u Arabidopsis thaliana (Reiter et al. 1992), ¢i
druhd tilapii (Oreochromis niloticus a Oreochromis aureus) (Naish et al. 1995).
V ramci studia rodu Allium se tato metoda vyuziva zejména pro odhaleni intraspecifické
a infraspecifické diverzity (Ebrahimi et al. 2009, Mukherjee et al. 2013, Tedeschi et al.
2014).

3.6.3 Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

Molekularni metodu AFLP, kterda dimysiné kombinuje RFLP analyzu s PCR,
publikoval roku 1995 Vos et al. Jedna se o techniku zalozenou na selektivni amplifikaci
celkové genomové DNA, kterd je aplikovatelnd na vSechny organismy a to i bez
piedchozi znalosti jejich nukleotidové sekvence (Vos et al. 1995). Protoze jsou jeji

vysledky vysoce informativni, stala se jednou z metod k detekci polymorfismu DNA,
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které se vyuziva jak v diagnostice, ¢i populacni genetice, tak pro fylogenetické a

taxonomické studie (Weising et al. 2005).

Pribéh AFLP se sklada ze Ctyf zakladnich kroki: 1) restrikce DNA restrikénimi
endonukledzami, 2) ligace s oligonukleotidovymi adaptory, 3) preselektivni a selektivni
amplifikace restrik¢nich fragmenti pomoci selektivnich primerii a 4) elektroforeticka

separace amplifikovanych fragmenti V nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu

(Smarda et al. 2010).

V prvnim kroku dochazi k restrikci, coz je nastithani useku genomové DNA
pomoci dvou restrikénich enzymti: EcoRI, jenz rozeznava sekvenci GAATTC, a Msel
rozeznavajici sekvenci AATT. Po pisobeni téchto enzymu se vytvofi tii typy DNA
fragmentl: Eco-Eco, Eco-Mse a Mse-Mse, jez jsou zakonCeny tzv. lepivymi konci
(Meudt & Clarke 2007). Dalsim krokem je tzv. ligace, pii které synteticky vyrobené
kratké fragmenty DNA zvané adaptory nasedaji k lepivym konctim genomové DNA po
restrikci (Bensch & Akesson 2005). Adaptor je vytvoien tak, aby ligace fragmentu na
adaptor znemoznila dal$i piisobeni restrik¢nich enzymii. Koncova sekvence adaptoru
obsahuje jak cast zbyvajici restrikéni sekvence, tak vlastni adaptorovou sekvenci, ktera
umozni vazbu s PCR- primerem. Restrikce a ligace mohou probihat béhem jedné reakce
(Mueller & Wolfenbarger 1999).

Tretim krokem je preamplifikace, ktera piedstavuje standardni PCR reakci
se dvéma primery, jez jsou svymi 5" konci komplementarni k sekvenci adaptort
(Weising et al. 2005). Na 3" konci jsou tyto primery zakonceny jednim nukleotidem,
ktery zasahuje do vnitini strany amplifikovanych fragmenti DNA. To zpusobi selekci
asi Y ligovanych fragmenti a také vyraznou redukci fragmentt, které se vyskytuji

v liga¢ni smési (Savelkoul et al. 1999).

Protoze je vsak v preamplifikatu stale velké mnozstvi fragmentd, je pro objektivni
hodnoceni potieba dalsi redukce téchto fragmenti. Pro selektivni amplifikaci se
pouzivaji primery, které maji na svém 3" konci piidané dalsi dva selektivni nukleotidy
(napfiklad Eco + ATA a Mse + CAC), coz umozni dalsi redukci amplifikovanych
fragmentt. Typ a  pocet selektivnich ~ nukleotidi  se  voli  na
zaklad¢ velikosti a komplexity genomu, pficemz s rostoucim genomem by mél rist

také pocet selektivnich primerti. DuleZité je také prvotni testovani primerovych
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kombinaci, pfi€emz se vybiraji ty kombinace, u nichZ je po separaci ziskdn dobie
detekovatelny profil (Meudt & Clarke 2007).

Poslednim krokem je gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu po
predchozi denaturaci jednovldknovych fragmenti DNA, tj. amplifikdtu (Vos et al.
1995). K detekci amplifikovanych fragmenti se pouziva velké mnozstvi technik,
naptiklad znaceni radioizotopy, ¢i barveni fluorescennimi barvivy (Weising et al.
2005). K velice citlivym metodam patii i detekce barveni stiibrem, jejiz vyhodou je

hlavné nizka naro¢nost na pfistrojové vybaveni a relativné nizka cena (Vos et al. 1995).

Genomic
DNA —-\
gj GAATTC TTAA 3
CTTAAG AATT 5
Step 1 | EcoR I/Mse | digestion
Y
AATTC- ~T
G AAT
Eco linker Mse linker
- ) ) TAC—
\ GTTAA Step 2 | Ligation of linkers l:-"'/ :
= Y
\ "AATTC TTAC /
GTTAAG AATG
Eco+Apre-
selective primer ™\ v
CAATTCN NTTAC
GTTAAGN NAATG
Step 3 | Pre-selective \—— Mse + C pre-
Eco+ATA ___ P 3 | amplification PCR selective primer
selective primer \ Y
= CAATTCANN ——— NNGTTAG
Fluorescent GTTAAGTNN RNCAATG
dye
y lecti \.___ Mse + CAC
Step 4 Selective selective primer
amplification PCR
Y

CAATTCATA—GTGTTAC
GTTAAGTAT CACAATG

TRENDS in Plant Science

Obrazek 2: Princip AFLP (Meudt & Clarke 2007)

Vzhledem knizké komplexité ziskané smési a vysoké piesnosti urceni délky
fragmentli pomoci elektroforézy je velmi pravdépodobné, ze piitomnost dvou
identickych fragmentd ve vzorcich DNA, které pochazeji ze dvou druhti, bude odrazet

existenci stejné dvojice restrikénich mist u obou druhti. Nasledn¢ pak miizeme vypocitat
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pravdépodobnost genetické vzdalenosti mezi dvojicemi studovanych druhi na zakladé

podilu shodnych fragmentt (Flegr 2009).

Mezi vyhody metody AFLP patii jeji schopnost najednou zpracovat velké mnozstvi
vzorkl, dale jeji vysoka spolehlivost a reprodukovatelnost vysledkt a v neposledni fad¢
1 schopnost ziskat velké mnozstvi dat (Flegr 2009). Vyhodou je i jeji multilokusovy
charakter a mozZnost pouziti rizn¢ uchovavaného rostlinného materialu, at’ uz Cerstvych
¢asti rostlin, uchovavanych v chladu (pod -80 °C), ¢i suSenych (herbafovych polozek),
nebo materiald uchovavanych chemicky (v roztoku NaCl a CTAB) (Flegr 2009,
Weising et al. 2005). Na druhou stranu mé& AFLP také fadu omezeni v podobé
limitovaného stupn¢ studovaného polymorfismu (zvlasté u nckterych kultivart)
(Weising et al. 2005), nebo nezbytného pouziti dostatecné purifikované, kvalitni
genomové DNA v dostate¢ném mnozstvi, ktera byla ziskana jednou extrakéni metodou
(Meudt & Clarke 2007). Uskalim této metody je i tzv. homoplazie, kterd oznacuje stav,
kdy neidentifické fragmenty stejné délky béhem elektroforetické separace komigruji, i
kdyz pochazi z riznych lokusti genomu. Tyto fragmenty jsou ndsledné¢ pti hodnoceni
povazovany za identické (Paris et al. 2010). Velky vliv ma také osoba, ktera vysledny
gel vyhodnocuje, coz Paris et al. (2010) oznacuji jako tzv. technickou homoplazii.
Nevyhodou mliZe byt i cena a ¢asova narocnost této metody spolu s vybérem vhodnych

primert.

Metoda AFLP se tedy nejlépe hodi pro vnitrodruhové studie (Barret & Kidwell
1998) ¢i pro studie fylogeneze blizce piibuznych druhti (Paul et al. 1997, Barret &
Kidwell 1998, Mace et al. 1999). Stala se i vykonnou technikou k identifikaci odrud
(Powell et al. 1996) a vyuziti nachazi rovnéz pii genetickém mapovani (Zhang et al.
2010, Xie et al. 2012, De Vos et al. 2013).

45



4 METODIKA

4.1 Rostlinny material

V tomto vyzkumu bylo studovano 217 rostlin pochazejicich z 89 populaci (rozmisténi
lokalit viz obrazek 3 a 4), které reprezentuji blizce ptibuzné druhy z rodu Allium sec.
Codonoprasum. Jako outgroup byly pouzity rostliny druhu Allium ampeloprasum L. ze
sec. Allium a rostliny druhu Allium roseum L. ze sec. Molium. Rostliny byly pfivezeny
Z ptirozenych oblasti vyskytu a nasledné kultivovany na experimentalnim pozemku
Katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Piehled
studovanych druhi ze sec. Codonoprasum i druht kontrolnich rostlin rodu Allium sec.
Allium a Molium s mistem ptivodu a stupném ploidie je uveden v tabulce 1. Pro studium
genotypové variability byl z kazdé rostliny odebran list o hmotnosti asi 100 mg, ktery
nevykazoval 7z4dné znamky poSkozeni ¢i napadeni patogenem. Z odebraného
rostlinného materialu byla vyizolovana DNA bud’ jiz v Cerstvém stavu, nebo byl vzorek
pted zpracovanim uchovan v chladu po Sokovém ochlazeni tekutym dusikem v hluboko

mrazicim boxu pfi -80 °C.
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Obrazek 3: Mapa Evropy s vyznacenymi lokalitami populaci jednotlivych druhti rodu Allium
sekce Codonoprasum, ze kterych byly odebirany vzorky pro studium genetické variability.
(Vytvofeno v programu QGIS.)
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Obrazek 4:Detail mapy Evropy v oblasti A) Balkénského poloostrova, B) na hranici Spanélska a
Francie znazornujici lokality populaci rodu Allium sekce Codonoprasum, v nichz byly odebirany

vzorky pouzité v tomto studiu. (Vytvoieno v programu QGIS.)
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Tabulka 1: Seznam studovanych druht rostlin rodu Allium sec. Codonoprasum a kontrolnich rostlin z rodu Allium sec. Allium a sec. Molium (u druht se
symbolem ,,*“ byla pomoci prutokové cytometrie zméfena velikost genomu, stupen ploidie v§ak zatim nebyl ur¢en)

. Pocet Zemgépisna Ploidie
Druh Stat Cislo populace studovanych | Zemépisna Sitka P
s délka populace
jedinct

Anglie 1 3 51.46406222 | -2.625779167 3
Ceska republika 2 2 48.9385 17.80047222 3

Cerna Hora 3 3 42.76111111 19.55416667 2;3
. ) i Chorvatsko 4 3 45.40233333 13.53411111 3

Allium carinatum subsp. carinatum
Ll 5 3 45.84924722 13.41436667 3
e 6 3 45.86708333 | 13.53016667 3
Kosovo 7 6 42.20308333 20.98977778 3
Slovensko 8 2 48.98761111 | 18.671333333 3
9 3 4257438889 | 23.428861111 2
10 3 42.25213889 | 23.310388889 2
Bulharsko 11 4 42.12819444 | 23.332666667 2
. . 12 5 42.11858333 23.32394444 2
Allium carinatum subsp. pulchellum

13 2 42.12636111 23.32094444 2
Kosovo 14 2 42.26880556 21.22622222 2
Slovensko 15 3 48.77180556 18.93711111 2
Slovinsko 16 2 46.19819444 13.74013889 2
Allium convallarioides Grossh. Gruzie 17 3 41.83508333 43.26561111 2
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Tabulka 1 pokracovani

. “ Pocet , Zemépisna Zemg¢pisna Ploidie
Druh Stat Cislo populace | studovanych iy .
jedinci Sitka délka populace

Erancie 18 3 43.50530556 | 2.319388889 5

19 3 42.80391667 | 2.427305556 5;6

Chorvatsko 20 3 43.106 17.33733333 5

21 3 41.31147222 | 1.808444444 5

Allium dentiferum Webb & Berthel. 22 3 41.31755556 | 1.763083333 *
Spanslsko 23 2 41.39088889 | 1.906916667 *

24 1 41.41591667 | 1.902166667 5

25 3 42.21611111 | 2.588833333 5

26 1 42.35536111 3.0365 5

Bulharsko 27 3 42.13233333 | 23.15402778 2

28 2 42.57438889 | 23.42886111 3

Allium flavum L. 29 3 44.545 22.15 2
Rumunsko 30 3 46.44838889 | 23.53461111 2

31 3 44.63872222 | 22.29408333 2

Slovensko 32 3 48.31805556 | 17.28166667 2

Bulharsko 33 6 41.52869444 | 23.41583333 2

Allium flavum subsp. tauricum 34 3 46.67397222 | 3087644444 3
Ukrajina 35 1 45.03913889 | 36.22158333 *

36 1 47 32 3

Allium kunthianum Vved. Gruzie 37 3 42.94775 42.95416667 2
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Tabulka 1 pokracovani

Pocet

Druh Stat Cislo populace studovanych | Zeme¢pisna Sifka | Zemépisna délka Ploidie
- populace
jedinct

Anglie 38 1 54.16666667 -2.433333333 5
Chorvatsko 39 1 45.45666667 18.04111111 5
Italie 40 1 40.82638889 14.3755556 5
Madarsko 41 1 48.05055556 20.2341667 3
Rakousko 42 1 47.99472222 16.0458333 4
43 1 4466527778 21.7072222 5
44 1 44.90341667 21.7486667 5
Rumunsko 45 2 44.69633333 21.7200556 3;5
46 2 4454831889 22.1725111 5
. 47 3 4491542222 21.7611111 5
Allium oleraceum L.
48 3 47.83816 18.31277 5
Slovensko
49 3 47.836111111 18.34833333 5
i 50 1 45.960694444 13.68355556 4
Slovinsko
51 1 46.467277778 13.95318889 4
52 3 41.092994444 | -3.463183333 8
53 3 41.591666667 2.338055556 4
Spanélsko 54 1 41.649277778 2.505194444 5
55 3 41.734916667 2.563527778 4;5
56 3 42.36519444 1.659944444 4
Svédsko 57 1 58.47444444 14.96944444 5
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Tabulka 1 pokracovani

« Pocet Zemgpisna Zemgépisna Ploidie
Druh Stat Cislo populace | studovanych nep P
s Sitka délka populace
jedinct
Allium oleraceum L. (pokracovani Ukrajina 58 1 50.95602778 | 30.88038889 3
ptedchozi tabulky)
. 59 3 43.67638889 5.224444444 4
Francie
60 1 43.36886111 | 2.777083333 4
Hali 61 2 43.54033333 13.56258333 5
alie
Allium pallens L. 62 3 43.16961111 13.64794444 4
63 3 42.23905556 2.716222222 *
Spanélsko 64 3 41.83988889 1.771472222 4
65 3 42.40930833 1.120130556 4
66 1 43.62336111 | 22.693944444 2
Bulharsko 67 2 42.069875 27.96803333 4
68 3 41.79791667 23.15827778 *
Francie 69 3 43.35747222 2.741083333 4
Allium paniculatum L. Gruzie 70 2 41.82261111 | 43.26488889 *
71 3 47.83527778 18.35083333 2
Slovensko 72 3 47.83611111 18.34833333 2
73 1 47.82083333 | 18.65583333 2
gpanélsko 74 3 42.36519444 1.659944444 4
. . 75 3 44,7032 21.72880833 2
Allium fuscum Waldst. et Kit. Rumunsko
76 7 4472977778 21.72055556 2
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Tabulka 1 pokracovani

9 PoCet Zemépisna Zemepisna Ploidie
Druh Stat Cislo populace | studovanych nep P
s Sitka délka populace
jedinct
77 2 4492277778 21.77386111 2
78 2 44.63872222 | 22.29408333 2
79 1 44.54831389 22.17251111 2
Rumunsko

Allium fuscum Waldst. et Kit. 80 3 44.54238889 22.21097222 24
(pokracovani predchozi tabulky) 81 2 44.674166667 | 21.72055556 2
82 1 44.62841667 22.03719444 2
Srbsko 83 3 44,15709722 | 19.483576389 2
Bulharsko 84 3 41.71572222 25.46491667 2
Allium podolicum Blocki ex Racib. & Ukrajina 85 1 50.04072222 | 31.11830556 2

Szafer
Gruzie 86 3 43.05561111 4277927778
Allium rupestre Steven. 87 2 43.04941667 | 42.85122222

Ukrajina 88 1 44.50816667 34.25197222 2;3
Allium rhodopeum Velen. Bulharsko 89 2 41.52869444 | 23.41583333 2
. . 90 2 43.383277778 | 6.5883888889 4

Allium ampeloprasum L. Francie

91 2 43.476583333 | 6.9290277778 4
Allium roseum L. Italie 92 4 43.400555556 10.855 6
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4.2 1zolace genomické DNA

Izolace genomické DNA byla provedena dle mirné modifikovaného CTAB protokolu
Doyle & Doyle 1987.

1.

10.

Do 2 ml Eppendorf mikrozkumavek byl pfipraven extrakéni pufr smichdnim
700 pul 2% CTAB pufru (0,1 M Tris HCI pH= §,0; 0,02 M EDTA pH= 0,8; 1,4
M NaCl; s1% PVP40) a 2 pl merkaptoethanolu. Mikrozkumavky
S pfipravenym roztokem byly pfedehtaty na tfepacce (65 °C).

Asi 200 mg zmrazenych ¢i zivych listh bylo homogenizovano v tekutém dusiku
a nasledné pieneseno do extrak¢éniho pufru na tiepacee (65 °C), kde byly vzorky
inkubovany 1-2 hodiny.

Nasledné bylo pfidano 700 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu (24:1),
vzorky byly intenzivné protfepany a 15 minut centrifugovany v predchlazené
centrifuze (10 °C, 13 000 rpm).

Horni faze z mikrozkumek (cca 500 pl) byla opatrné pienesena do novych
mikrozkumavek s 500 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu (24:1). Smés
byla opét intenzivné protfepana a 15 minut centrifugovana (10 °C, 13 000 rpm).
Horni faze z mikrozkumavek (cca 400 pl) byla pfenesena do stejného objemu
vychlazeného isopropanolu, smés byla lehce promichana a precipitovdna pfi
4 °C alesponi 30 minut.

Po precipitaci v mikrozkumavkach byla provedena centrifugace po dobu 15
minut (4 °C, 13 000 rpm). Supernatant byl opatrné vylit tak, aby sediment zistal
vV mikrozkumavce. Po mirném oschnuti sedimentu k nému bylo pfidano 200 pl
10x TE pufru, ve kterém byl sediment ponechan na rozpusténi ptes noc (4 °C).
Pro odstranéni RNA bylo do kazdého vzorku ptidano 5 pl RNasy (5 pg/ml).
Roztok byl inkubovéan po dobu 30 minut pii 37 °C na tfepacce.

Po 30 minutach bylo do vzorkli pfidano 20 pl vychlazeného NaAc (acetat
sodny) a dvojnasobek objemu (tj. 440 ul) vychlazeného 96% ethanolu. Vzorky
byly precipitovany alespoinl 30 minut pii 4 °C.

Po 30 minutach byla provedena centrifugace (4 °C, 15 minut, 13 000 rpm).
Supernatant byl po centrifugaci opatrné vylit a pelet byl promyt 80% ethanolem
a centrifugovan po dobu 10 minut (10 °C, 13 000 rpm).

Supernatant byl opatrné vylit a pelet byl promyt 70% ethanolem a centrifugovan
po dobu 10 min (10 °C, 13 000 rpm).
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11. Po opatrném sliti supernatantu byl pelet ponechdn k oschnuti a poté byl
vysuSen na termobloku pii 39 °C po dobu cca 45 minut. Aby nemohly byt
vzorky béhem vysouSeni kontaminovany, byly piekryty jednotlivé
mikrozkumavky parafilmem. Vysuseny pelet byl nakonec rozpustén v 70 ul 1x

TE.

4.3 Méreni koncentrace DNA

Mg¢teni bylo provedeno na spektrofotometru NanoDrop Thermo ND — 1000, na ktery
byly nanaSeny 2 ul vzorku rozpusténého v 1x TE pufru. Pfed méfenim bylo nutné
vzorky dikladné promichat a provést blank NanoDropu 1x TE pufrem. Koncentrace a
Cistota vzorkli byla stanovena na zdkladé¢ zmétené absorbance pii 260 a 280 nm,
pricemz pomér hodnot absorbance pifi 260 a 280 nm od 1,8 do 2,0 pfedstavuje Cistou
nukleovou kyselinu. Pokud byl vypocteny pomér mensi nez 1,8, znamenalo to, ze byla
dand DNA kontaminovana proteiny. Naopak vysledek vétSi nez 2,0 znamenal

kontaminaci organickymi latkami (naptiklad chloroformem).

Studované vzorky byly ve vétSin€ piipadi v rozmezi hodnot od 1,8 do 2,0. Ostatni
vzorky, které lehce pfesahovaly dané rozmezi (do dvou desetin) byly pro AFLP rovnéz
pouzity. Vyrazeny byly pouze ty vzorky, jejichz izolaci genomové DNA nebyla ziskdna
dostate¢na koncentrace DNA, tj. alesponi 30 ng/pul.

4.4 Gelova elektroforéza

Pro stanoveni kvality vyizolované DNA byla pouzita metoda separace vzorkd na 1,5%
agarozovém gelu. Tato metoda umoznila jak detekci kontaminace RNA, tak odhad

koncentrace a ¢istoty DNA v daném vzorku.

1. 1,5% agarozovy gel byl pfipraven v 0,5x TBE pufru. Tato suspenze byla
rozvatena v mikrovinné troubé tak, aby vznikl Ciry roztok.

2. Po zchladnuti roztoku agar6zy bylo pfidano 5 pl interkala¢niho ¢inidla GelRed
a takto vznikly roztok byl nalit do elektroforetické vanicky, kam byl také
zasunut hiebinek. Gel tuhl po dobu asi 30 minut.

3. Po zatuhnuti gelu byl hiebinek opatrné vytaZzen a vanic¢ka byla vlozena do
elektroforézy naplnéné 0,5x TBE pufrem tim zplsobem, aby pufr ptekryval
ztuhly gel o 2-3 mm a aby byly jamky uspotfadany od katody k anodé¢.
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4. 3 pl vzorku byly pomoci pipety smichdny s nandsecim pufrem ,,Loading Dye* a
napipetovany do jamek. Na zacatek kazdé fady byly naneseny 2 ul ladderu
smichaného s timto barvivem.

5. Byl zapnut elektricky zdroj na 100 V po dobu 30 minut.

6. Po skonceni elektroforézy byl gel vyjmut a vlozen do komory, kde byla
provedena fotografickd dokumentace gelu pomoci digitdlniho fotoaparatu,
nebot’ komplex interkala¢niho barviva s DNA po ptisobeni UV zaieni v komoie

zpusobuje svétélkovani a tim 1 zvyraznéni separované DNA.

4.5 AFLP

Pro analyzu pomoci AFLP musely byt vSechny vzorky DNA nafedény sterilni
destilovanou vodou na jednotnou koncentraci 30 ng/ul. Celkem bylo pracovano s 36
stripy, které odpovidaly 217 vzorkim genomové DNA studovanych rostlin rodu Allium
sec. Codonoprasum a 8 vzorkiim genomové DNA kontrolnich rostlin z rodu Allium sec.
Allium a sec. Molium. Pro amplifikaci byly pouzity celkem tfi primerové kombinace.
Celkovy piehled pouzitych adaptéri a primert a jejich sekvenci je uveden v tabulce 2

Vv kapitole 5 Vysledky.

4.5.1 Restrikce

Nejdiive byl ve flowboxu pfipraven do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky mix, jenz byl
nasledné rozdélen do jednotlivych PCR zkumavek (stript), do kterych byly nakonec
napipetovany i jednotlivé ziedéné vzorky DNA. Jak s mixem, tak s jednotlivymi ¢inidly
a stripy bylo neustale pracovano na ledu. K restrikci byly pouzity enzymy: EcoRI (Stipe
sekvenci DNA v pozici G*AATTC) a Msel (Stipe sekvenci DNA v pozici T*TAA).

Nasledujici hodnoty udavaji jednotlivé slozky mixu pro jeden vzorek:

Destilovana voda 12,790 ul

EcoRI BUFF 2,000 pl
EcoRI (enzym) 0,063 ul
Msel (enzym) 0,125 pl

Celkovy objem pro pipetovani PCR mixu: 15 ul
Ptidana DNA (koncentrace 30 ng/ul): 5,0 ul
Celkovy objem v jedné PCR zkumavce: 20 pl
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PCR stripy byly promichany poklepnutim prstem na strip a kratce zcentrifugovany na
stolni centrifuze. Dale byla smés inkubovana v cycleru (Thermocycler TG- XP Bioer)
pii 37 °C po dobu 2,5 hodiny. Asi 15 minut pied ukonc¢enim inkubace byl piipraven mix
pro ligaci. Po inkubaci byly PCR stripy kratce zcentrifugovany na stolni centrifuze a

umistény na led.

4.5.2 Ligace

S mixem, Cinidly a stripy bylo nutno pracovat opét na ledu a ve flowboxu. Do sterilni
1,5 ml mikrozkumavky byl pfipraven mix o uvedeném slozeni, ktery byl pfidan ke

vzorkim po restrikci (mnoZzstvi je uvedeno pro jeden vzorek):

Destilovana voda 3,00 ul
LIGASE BUFF 0,50 pl
EcoRlI adapter (koncentrace 5 uM) 0,50 ul
Msel adapter (koncentrace 5 uM) 0,50 ul

LIGASE (enzym) 0,50 pul

Celkovy objem pro pipetovani PCR mixu: 5 pl, které byly pfidany ke vzorku po
restrikci

PCR stripy byly promichany, kratce zcentrifugovany na stolni centrifuze a inkubovany
Vv cycleru pii 37 °C po dobu 3 hodin. Po ukonceni inkubace byly stripy opé&t kratce

zcentrifugovany a umistény na led.

4.5.3 Preamplifikace

Do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky byl ve flowboxu napipetovan mix, ktery byl
nasledné rozde€len do sterilnich PCR stripii. Opét byla potteba pracovat neustale na ledu.

(mnozstvi uvedeno na jeden vzorek):

Destilované voda 11,850 pl
Buffer (5%) 4,500 ul
dNTP 0,500 pl
EcoA*primer (koncentrace 75 ng/ul) 0,500 pl
Msel*primer (koncentrace 75 ng/ul) 0,500 pl
goTaq polymeraza (5 U/ul) 0,150 pl
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Celkovy objem mixu pro pipetovani: 18 ul
Ptidana DNA po ligaci: 2,0 ul
Celkovy objem v jedné PCR zkumavce: 20 pul

Po napipetovani byly stripy kratce promichany, zcentrifugovany na stolni centrifuze a

umistény do cycleru, kde prochazely nasledujicim programem:

1% 94 °C/ 3 min
20x  94°C/30s

56 °C/ 1 min

72 °C/1min45s
Ix 72 °C/ 5 min

4 °C/ neomezené

Po ukonceni preamplifikace byly stripy opét kratce zcentrifugovany a umistény na led.
Preamplifikat byl nasledné 7x ziedén (5 ul preamplifikatu + 30 ul sterilni destilované
vody). Zbytek nenatfedénych vzorkii byl uchovéan pii teploté¢ -20 °C pro ptipadné

opakovani.

4.5.4 Amplifikace

Jako matrice byl pouzit 7% nafedény preamplifikat. Ve sterilni 1,5 ml mikrozkumavce
byl ve flowboxu pfipraven mix pro odpovidajici pocet vzorkd, ktery byl nasledné
napipetovan do jednotlivych PCR stripli. VSechna ¢inidla i vzorky musely byt opét

uchovavany na ledu. MnozZstvi je uvedeno na jeden vzorek:

Destilovana voda 3,74 ul
Buffer (5%) 2,00 pul
dNTP (orig.) 0,20 ul
EcoA primer (koncentrace 15 ng/ul) 1,00 pl
Msel primer (koncentrace 15 ng/pl) 1,00 pl
goTaq polymeraza (5 U/ul) 0,06 pnl
Celkovy objem PCR mixu: 8 ul

Ptidany 7% zfedény preamplifikat: 2,00 pl
Celkovy objem pro pipetovani: 10,00 pl
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Jednotlivé stripy byly promichany, kratce zcentrifugovany na stolni centrifuze a

umistény do cycleru, v némz prochéazely danym programem:

1% 94 °C/3min30s
16x  94°C/30s

60,1 °C/30s

72 °C/ 1 min
1% 94°C/30s

56 °C/30s

72 °C/ 1 min

4 °C/ neomezené

Po ukonceni amplifika¢niho programu (dosazeni kroku 4 °C/ neomezeng) v cykleru
byly jednotlivé stripy kratce zcentrifugovany na stolni centrifuze a umistény na led.

Pted dalsi manipulaci byly vzorky uchovany pfi teploté -20 °C.

4.5.5 Separace a detekce AFLP PCR produktii

Nejdtive byla diikladné umyta a osuSena obé& skla, spacery a hiebeny. Svrchni mensi
sklo (které nemélo pfilnout ke gelu) bylo omyto vodou a ethanolem a papirovymi
utérkami bylo vytieno do sucha. Na toto sklo bylo nasledné naneseno 0,5 ml repelentu
na odpuzovani vody, jenz byl dobfe rozetfen, ponechan cca 5 minut ptsobit a nasledné
umyt destilovanou vodou a ethanolem. Spodni vétsi sklo bylo ocisténo vodou se
sapondtem, na oplachnuti byla pouzita destilovand voda a sklo bylo papirovymi
utérkami vytfeno do sucha. Nésledné na néj byly v digestofi naneseny dvakrat 3 pl
silanu, ktery zajistuje pfilnuti gelu na sklo, a 1 ml roztoku kyseliny octové a ethanolu
(0,5% kyselina octova v 96% ethanolu), vSe bylo ponechdano 5 minut plisobit a poté

bylo sklo ¢étytikrat setfeno 50% ethanolem.

V digestoti byly polozeny na oSetfené spodni sklo k delSim okrajim spacery, na
které bylo poloZeno svrchni sklo stranou oSetfenou repelentem dold, a obé skla byla
pomoci svorek spojena. V kadince bylo smichano 70 ml 6% zasobniho roztoku
akrylamidu (420 g mocoviny; 484 ml deionizované destilované vody; 50 ml 10x TBE;
150 ml 40% roztok akrylamidu), 46,7 ul N, N, N*, N‘-tetramethylethylendiamidu a 467

ul 10% roztoku peroxodisiranuamonného. Tento roztok byl ndsledné pomoci stiikacky
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nanaSen mezi piipravenad skla tak, aby vznikla 0,4 mm silné vrstva polyakrylamidového
gelu bez bublin. Gel byl takto nanesen az k okraji svrchniho skla. Nakonec byl mezi
skla zasunut hieben (zuby smérem ven) a to asi 5 mm hluboko. Ob¢ skla byla na

kratSich stranach spojena klipsy a gel byl ponechan minimaln¢ 1 hodinu tuhnout.

Po ztuhnuti gelu byl vytazen hieben, skla véetné prostoru po vytazeném hiebenu
byla dikladné umyta pod proudem vody, osusena a vlozena do elektroforetického
stojanu T-REX Thermo, kde byla uchycena svorkami. Do stojanu se sklem byl jak do
horni, tak i do dolni vany nalit 0,5% TE pufr, kterym byl rovnéz pomoci stiikacky
proCistén prostor po vytazeném hiebenu, ¢imz byly odstanény zbytky mocoviny.
Zapojenim zdroje po dobu cca 45 minut byl gel pfedehian na teplotu cca 55 °C. Po
predehiati byl zdroj odpojen a do gelu byl zasunut hieben tak, aby vytvofril v gelu jamky

pro nanaseni vzorki.

Ke vzorkim umisténym na ledu bylo napipetovano 5 pl denatura¢niho pufru
(formamid a loading dye 9:1), pifed nanaSenim na gel byly vzorky denaturovany 3
minuty pii teploté 95 °C. Po denaturaci byly vzorky zchlazeny na ledu. Nasledné byly
do jamek napipetovany 2 ul jednotlivych vzorkl a aparatura byla piipojena ke zdroji

napéti na 2000 V po dobu cca 1,5 hodiny.

Po ukonceni elektroforézy byl zdroj elektrického proudu vypnut, byly odpojeny obé
elektrody a na zadni strané byl pfipojen ventil, pomoci n¢hoz odtekl pufr z horni ¢asti
elektroforézy do sbérné¢ nadoby. Poté byla vynata skla, z nichZ byl vyndan hieben,

spacery a nakonec byla od sebe za pomoci noze obé¢ skla odd¢lena.
Vyvolani

Na vyvolani byly pfipraveny tyto roztoky:

e Vyvojka (pfed pouzitim byla uchovana pfi teplot¢ 4 °C) — 45 g uhli¢itanu
sodného Na,CO3 bylo dopInéno destilovanou vodou na objem 1500 ml; tésné
pfed pouzitim byly k roztoku ptfidany 2,25 ml formaldehydu a 300 pl 1%
roztoku thiosiranu sodného NayS,03

e FIX STOP roztok — 165 ml 98% kyseliny octové bylo doplnéno destilovanou
vodou na objem 1500 ml

e 1% roztok kyseliny dusi¢né HNO3; — 22,5 ml 65% kyseliny dusi¢cné HNO3; bylo

doplnéno destilovanou vodou na objem 1500 ml
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e 0,1% roztok dusi¢nanu stfibrného AgNO3; — 2 g dusi¢nanu stfibrného AgNO3
bylo doplnéno destilovanou vodou na objem 2000 ml; tésn¢ pied pouzitim byly

pfidany 3 ml formaldehydu

Spodni (velké) sklo s gelem bylo pfemisténo do lodny umisténé na tfepacce gelem
nahoru a bylo zalito FIX/STOP roztokem. Zde bylo ponechéno po dobu 20 minut. Po
uplynuti 20 minut bylo sklo 3% promyto v lodné s destilovanou vodou a FIX/STOP
roztok byl slit zpét do kadinky. Sklo bylo nasledn¢ umisténo na 5 minut do 1% roztoku
kyseliny dusi¢né, odkud bylo po uplynuti této doby opét vlozeno na promyti (3x) do
lodny s destilovanou vodou. Sklo s gelem bylo dale polozeno na 30 minut do 0,1%

roztoku dusi¢nanu stiibrného.

Byla piipravena lodna s destilovanou vodou a nadoba s vychlazenou vyvojkou. Sklo
s gelem bylo ponechano pfesné 5 sekund v destilované vodé a nasledné bylo pfemisténo
do lodny na tfepacce. Do vychlazené vyvojky byl pfidan formaldehyd a 1% roztok
thiosiranu sodného a takto ptipravena vyvojka byla nalita na sklo pfipravené v lodné na
tiepacce. Po dostate¢ném zabarveni bylo vyvijeni ukonéeno nalitim FIX/STOP roztoku,
jenz pusobil asi 2-3 minuty. Sklo bylo umisténo do destilované vody a nakonec do

susarny, kde bylo suSeno pii teploté 70 °C po dobu asi 1 hodiny.

4.6 Vyhodnocovani dat

Nasledovalo vizualni vyhodnoceni AFLP fragmentd jednotlivych primerovych
kombinaci. Skla byla hodnocena na negatoskopu, kde byla hodnocena ptitomnost a
nepiitomnost bandt, pricemz bandy hodnocené jako pfitomné musely vykazovat uréitou
silu signalu, tj. musely byt spolehlivé rozliSitelné a detekovatelné. Vysledky hodnoceni
vSech primerovych kombinaci byly nasledné sjednoceny a pievedeny do programu MS
Excel v podob& bindrni matice (pfitomnost bandu byla oznaena symbolem ,,1%,
nepiitomnost symbolem ,,0%). Vytvofena matice bude nasledné¢ analyzovana

statistickymi programy — napiiklad GenA1Ex 6.5 a FigTree 1.3.1.
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5 VYSLEDKY

Celkem bylo CTAB metodou modifikovanou podle Doyle & Doyle 1987 izolovano 217
rostlin pochazejicich z 89 populaci rodu Allium sec. Codonoprasum a 8 vzorkul blizce
ptibuznych druhti ze sec. Allium a sec. Molium. Celkova vytéznost DNA, ktera byla
zjiSténa méfenim na nanodropu, se pohybovala v rozmezi 30 ng/ul — 10174 ng/ul.
Kvalita vyizolované DNA, tj. mira kontaminace izolované DNA bilkovinami, RNA, ¢i
nizkomoekularnimi latkami (napiiklad fenol), byla ovéfena na nanodropu. Vystupem
elektroforézy byl pod UV zafenim vyfoceny ¢erno-bily elektroforetogram (obrazek 5)
obsahujici nékolik drah, po kterych putovaly podle své koncentrace jednotlivé vzorky.
Na zacatku kazdé tady byl pouzit marker (M), jenz piedstavuje standart velikosti
jednotlivych bandi (v pouzitém markeru piedstavovaly tseky jednotlivych fragmentt
100 bp). V ostatnich sloupcich jsou pak patrné bandy jednotlivych vzorku, jejichz

intenzita je imérna koncentraci DNA.

M 123 45 67 8 9101112131415 161718 1920 2122 2324 252627 28

ﬁ-.—.—.¢b~{v—<- s ¥

'M 2930 31323334 35363738 304041 424344 4546 47 484950 5152 53 54 55
<+ a

=) ¢ T P - L EEEE
G= €

«d

Obrazek 5: Piiklad elektroforetogramu znazornujiciho kvalitu DNA po izolaci (M — marker: DNA
Ladder (100 bp); 1-55 — vzorky DNA; a — start, jamky, do nichz byla napipetovana DNA; b —
vyizolovana DNA; ¢ — degradovana DNA; d — kontaminace RNA)
Na vsech téchto vzorcich byla nasledné provedena restrikce, ligace a preamplifikace,
pti¢emz byly produkty preamplifikace sedminasobné zfedény. Nasledné byl proveden
vybér vhodnych primerovych kombinaci pro amplifikaci tak, aby byly vysledné bandy

na akrylamidovém gelu polymorfni, tj. aby vykazovaly urcitou variabilitu, a dobie
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detekovatelné, ¢ili aby mély urcitou silu signalu a aby je bylo mozné z vysledného gelu
spravné odecist. Ziedéné produkty preamplifikace byly poté amplifikovany s tfemi
vybranymi selektivnimi primerovymi kombinacemi (E71- M9311; E1- M643 a E2-
M9311) (celkovy piehled pouzitych adaptéru, primeru a jejich sekvenci viz tabulka 2).
Po amplifikaci byly jednotlivé vzorky nanaseny na polymerovany akrylamidovy gel, na
kterém byly elektroforeticky separovany. Na kazdy gel byly naneseny kromé
jednotlivych studovanych vzorka i vzorky ztzv. kontrolniho stripu. Kontrolni strip,
ktery obsahoval 8 vzorku rtiznych druhti ze sec. Codonoprasum (Allium dentiferum,
Allium fuscum, Allium oleraceum a Allium carinatum subsp. carinatum), umoznil
detekovat stejné bandy u vzorkd umisténych na riznych polyakrylamidovych gelech

stejné primerové kombinace a ovéfit tak spravnost vysledk.

Metodé¢ AFLP bylo timto zptGsobem dosud podrobeno 107 vzorkl rostlin z 21
populaci rodu Allium sec. Codonoprasum a 8 vzorki rostlin z blizce piibuzné sec.
Allium a sec. Molium. Vysledné AFLP fragmenty byly po barveni stéibrem (obrazek 6)
vizualn¢ zhodnoceny a podle pfitomnosti (symbol ,,1°) ¢i nepfitomnosti (symbol ,,0%)
bandu prevedeny v programu MS Excel do podoby binarni matice (tabulka 3), pficemz
zména v pritomnosti bandu znac¢i polymorfismus. Timto zplsobem bylo pro kazdy
genotyp rostliny zhodnoceno prozatim 66 detekovatelnych bandi, které budou pouzity

pro posouzeni genotypové variability mezi studovanymi druhy.

Tabulka 2: Celkovy ptehled pouZitych adaptéri a primert a jejich sekvence

Faze AFLP Adapter/primer Sekvence 5" —3"

E-L1: CTG GTAGAC TGC GTACC
EcoRlI adapter

) E-L2: AAT TGG TAC GCA GTC TAC
Ligace

M-L1: GAC GAT GAG TCCTGA G
Msel adapter

M-L2: TAC TCA GGA CTC AT

Eco A* primer GAC TGC GTACCAATT CA
Preamplifikace

Msel* primer GAT GAG TCC TGA GTAAC
E71: GAC TGC GTA CCA ATT CAT CG
EcoA primer El: GAC TGC GTACCAATT CAGC
Amplifikace E2: GACTGC GTACCAATT CAGG

M9311: GAT GAG TCC TGA GTA ACG ACG G
Msel primer

M643: GAT GAG TCC TGA GTA ACA ATC
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Obrazek 6: Ukazka vyslednych AFLP fragmentl separovanych na polyakrylamidovém gelu
barveném stfibrem (pouZzita primerova kombinace: E71- M9311). Ptiklady hodnocenych
polymorfnich bandl jsou oznaceny Sipkou. Kazdy sloupec odpovida jinému vzorku DNA
(K —kontrolni strip; 1 — 36, 37 — 62 — vzorky DNA).

Rovnéz zbyvajici vzorky rostlin, které jsou zatim ve fazi preamplifikace, budou
timto zpiisobem zpracovany. VSechny vzorky budou také doplnény o dalsi dvé
primerové kombinace a budou podrobeny statistickému zpracovani napiiklad

v programech GenAIEx 6.5 a FigTree 1.
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Tabulka 3: Ptiklad zpracovani vysledka z polyakrylamidového gelu do binarni matice pro primerovou kombinaci E71- M9311 pro stripy Al a A2

A2

10/41

10/28B

10/14

09/32 | 09/48/

08/8

04/104 | 08/2

Al

10/41

10/28B

10/14

04/104 | 08/2 | 08/8 | 09/3 | 09/48/

Strip
Pozice na

stripu

Identifikace

vzorku

Cislo bandu

10
11
12
13

14
15

16
17

18
19
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6 DISKUZE

V této praci bylo studovano 14 druhirodu Allium sec. Codonoprasum rizného
ploidniho stupné, které pochazeji z riznych geografickych oblasti. Pro posouzeni
genotypové variability téchto druhti byla vybrdna metoda AFLP, ktera se stala
vykonnou a spolehlivou DNA fingerprintingovou metodou pro studium genomu
jakéhokoliv piivodu ¢i komplexity (Vos et al. 1995). Jako velice vhodna se ukézala byt
jak pfi vytvareni fylogenetickych zavéri ve skupindch organismi s nejasnymi nebo
komplikovanymi fylogenetickymi vztahy (Garcia-Pereira et al. 2014, Wietsma et al.
2014), tak pro analyzovani taxoni blizce piibuznych, ¢i k identifikaci odrad (Powell et
al. 1996).

Pro posouzeni genetické variability byla metoda AFLP uspésné aplikovana
napiiklad pfi analyze vytrvalych, klondln€¢ se rozmnozujicich rostlin druhu
Maianthemum bifolium (Arens et al. 2005, Honnay et al. 2006). Metoda AFLP byla
zvolena zejména diky své extrémné vysokeé citlivosti na drobné genetické rozdily, kterd
umoznuje detekovat genetické rozdily i1 v populacich s klondlnim rozmnoZovanim
(Honnay et al. 2006). Na studium genetické inter- a intraspecifické diverzity vytrvalych
jednodéloznych rostlin byly testovany i metody RAPD ¢i metoda allozymii (Nybom &
Bartish 2000). Metoda RAPD vsak vykazovala signifikantni rozdily jen u geograficky
znaén€ vzdalenych populaci s pohlavnim rozmnoZovanim. Pro urceni vnitropopulacni
variability rostlin s ¢astym klonalnim rozmnozovanim se tak ukazala byt malo u¢inna
(Nybom & Bartish 2000). Naopak pouziti allozymi se na zjiSténi vnitropopulacni
variability rostlin ukazalo byt vhodnéjsi (Nybom & Bartish 2000), v porovnani
s metodou AFLP vSak dokézalo rozeznat mensi genetickou variabilitu (Honnay &

Jacquemyn 2008).

Metoda AFLP byla uspéSna 1 pfi posuzovani genetické variability mezi Ctyfmi
druhy tulipant (Tulipa biebersteiniana, Tulipa patens, Tulipa scytica a Tulipa riparia),
kde byl diky ni zjiStén genovy tok mezi jednotlivymi populacemi prostiednictvim
pylovych zrn, semen, ale také i dcefinymi cibulemi (Kutlunina et al. 2013). Vhodnost
metody AFLP ke studiu genetickych vztaht potvrzuji naptiklad 1 studie provedené na
jilku (Roldan-Ruiz et al. 2000), s6je (Nimnual et al. 2014), nebo rozrazilu (Albach
2007). V ramci rodu Allium se metody AFLP vyuziva zejména ve velkém mnozstvi

studii zabyvajicich se genetickou diverzitou klont a kultivart hospodarsky vyznamného
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druhu Allium sativum L. (Garcia-Lampasona et al. 2003, Ipek et al. 2003, Volk et al.
2004, Lee et al. 2002) ¢i Allium porrum L. (Smilde et al. 1999, Filjushin et al. 2011).

Pro svou schopnost detekovat vysokou miru polymorfismu a diky moznosti odecitat
AFLP markery kodominantn¢ je metoda AFLP hojné¢ vyuzivdna i pro studium
polyploidnich komplext (Meudt & Clarke 2007) a k identifikaci pfedkd polyploidnich
druhtt v misté a case. Prikladem muze byt studie zabyvajici se evoluci polyploidie u
evropského rodu Dactylorhiza, u néhoz bylo pouzito nékolik typi molekularnich metod
na odhaleni predki jednotlivych, vétSinou tetraploidnich, druhii tohoto rodu (Hedrén et
al. 2001). Jednou z vyuzitych metod bylo pouziti allozymt (Hedrén 1996, Pedersen
1998). Allozymové lokusy, 1 kdyz poskytly urcity vhled do fylogeneze tohoto rodu,
vSak nebyly dostate¢né variabilni, aby dokéazaly odhalit bliz8i vztahy mezi jednotlivymi
druhy, a proto byla pouzita metoda AFLP. Tato technika, vzhledem ke svym nahodné
po celém jaderném genomu rozSifenym fragmentim, umoznila rozliSit variabilitu mezi

jednotlivymi genomy (Hedrén et al. 2001, 2007).

Dalsim ptikladem mutze byt prace studujici evoluci polyploidniho rodu Achillea, ve
které byly zjistovany fylogenetické vztahy nékolika druhti tohoto rodu, pficemz by se
mela genetickd struktura hybridl a polyploidit shodovat se specifickymi AFLP bandy
jejich rodica. Pfi porovnavani konkrétnich AFLP fragmentl riznych ploidnich stupiii
byly také jasné€ zfejmé znamky vicenasobné hybridizace a polyploidie. Timto zplisobem
byly studovany diploidni, tetraploidni a hexaploidni taxony, pfi¢emz napiiklad bandy
nepfitomné u diploidnich taxonti vykazovaly horizontalni pfenos hybridizaci na
tetraploidnim stupni. To svéd¢i o dikazu nové genetické diferenciace u téchto
hybridnich tetraploidnich taxont, nebot’ pravé polyploidizace a hybridizace se podilely

na masivnim rozsiteni tohoto rodu (Guo et al. 2005).

Diskutovana byla rovnéz schopnost metody AFLP detekovat geograficky ptvod
organismu. Napiiklad u druhu Maianthemum bifolium dokazala od sebe metoda AFLP
rozliSit populace vzdalené pouhych 200 m (Arens et al. 2005). Rovnéz Garcia-
Lampasona et al. (2003) ve své studii uvadi, Ze pii studiu argentinskych klont ¢esneku
(Allium sativum L.) existovala souvislost mezi vysledky AFLP a zem&pisnym ptivodem
klontd. Naopak pfi studiu dvou druhl narcist (Narcissus poéticus L. a Narcissus
radiiflorus Salisb.), které pochazely ze dvou od sebe pies 100 km vzdalenych populaci,

byl mezi obéma populacemi zjiStén na zdkladé¢ AFLP fragmentl pouze maly rozdil.
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Dokonce pfi srovnavani obou druhti pochazejicich ze stejné lokality, neposkytla metoda
AFLP, jez je povazovana za velice G€innou pii rozliSovani blizce piibuznych, ale
oddé€lenych taxoni, zaddné jasné oddé€leni téchto dvou taxonu. Tucci et al. (2004)
dokonce uvadi, ze i1 populace stejného druhu se od sebe lisily vice, nez se od sebe lisili
jedinci riznych druhd. Divodem muze byt to, Ze tyto populace mohly v minulosti tvofit
jednu velkou populaci a ze u nich k pferuseni genového toku doslo pomérné nedavno
(Tucci et al. 2004). V této studii bylo tedy pouzito AFLP metody i jako nastroje na
rozliSeni taxont, kdy Tucci et al. (2004) na zakladé zjisténé nizké genetické variability
u obou druhti navrhl slou¢eni druhti Narcissus poéticus a Narcissus radiiflorus do druhu

jednoho.

V porovnani s jinymi molekularnimi metodami, jako jsou RAPD, RFLP nebo
mikrosatelity, patfi metoda AFLP v detekci genové variability mezi nejefektivnéjsi. Ve
srovnani s RAPD se ukézala byt metoda AFLP vice informativni zejména ve vytvaieni
vétSitho mnozstvi polymorfnich markerti na primerovou kombinaci, jak udava Ipek et al.
(2003), jenz pii studiu klond Allium sativum srovnaval pouziti riznych molekularnich
markerd, nebo McGregor et al. (2000), ktery porovnaval DNA fingerprintingové
techniky pro tetraploidni Solanum tuberosum. AFLP fragmenty mohou byt totiz
nahodné rozsifené po celém jaderném genomu, a tak pfi pouziti dostate¢ného mnozstvi
primerovych kombinaci mohou vytvofené soubory dat poskytnout lepsi pfiblizeni se ke
skute€nym rozdiliim mezi jednotlivymi studovanymi genomy (Hedrén et al. 2001, Ipek
et al. 2003). Metoda RAPD je vSak na druhou stranu aplikovatelnd jak pro druhy
s velkym genomem, tak na druhy s genomem malym, na rozdil od metody AFLP, ktera
je pouzitelna zejména pro odhaleni genetické ptibuznosti druhi s velkym genomem

(Wilkie et al. 1993, Lee et al. 2002).

Ve studii zabyvajici se genetickou variabilitou Ficus carica L. se vSak ukazaly
Vv detekci polymorfismu mnohem leps§i SSR markery, které se od AFLP markert lisi i
svym kodominantnim charakterem (Baraket et al. 2011). Na rozdil od metody AFLP
vyzaduje vSak pouziti SSR metody rozsahl¢ znalosti sekvenci DNA, coZ neni pro
studium plané rostoucich druht vhodné (Mondini et al. 2009). Vyhodou metody AFLP
muze byt rovnéz jeji rychlost a spolehlivost a to, Zze nevyzaduje predchozi znalost DNA

sekvence (Baraket et al. 2011).
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Slabinou metody AFLP muze byt tzv. homoplasie fragmentové velikosti, ke které
muze dojit pfi vyhodnocovani, kdy dva bandy stejné velikosti, tj. pohybujici se pfii
separaci stejnou rychlosti, nemusi byt homologni, ale mohou pfedstavovat fragmenty
z ruznych oblasti genomu (Vekemans et al. 2002). Pfi porovnavani s jinym taxonem tak
nemusi fragmenty stejné velikosti pochazet ze stejného lokusu. Stejné tak muize dojit
k nespravnému zhodnoceni bandu chybéjiciho (Althoff et al. 2007). Problémy byly
zaznamenany 1 ve studiu polyploidnich druhii, které na rozdil od druht diploidnich
produkuji mnohem vétsi mnozstvi AFLP fragment (Han et al. 1999, Goldman et al.
2004, Fay et al. 2005, Guo et al. 2006). Stejné tak vSak produkuji i velké mnozstvi
polymorfnich fragmentd, které zahrnuji vétsi mnozstvi lokust a alel, coz mize znacné
ztézovat determinaci alel ¢i lokust konktrétnich (McGregor et al. 2000). V takovém
pfipad¢ je nutné metodu AFLP modifikovat (Han et al. 1999), nebo kombinovat s
dalsimi technologiemi tak, aby se mnozstvi polymorfnich sekvenci snizilo. Nevyhodou
muze byt 1 jeji dominantni charakter, ktery miize komplikovat interpretaci vysledka i

statistické analyzy (Holsinger et al. 2002, Bensch & Akesson 2005).

Nicméné¢ i pres své nevyhody predstavuje metoda AFLP pro hodnoceni genotypové
variability druhti rodu Allium sekce Codonoprasum ucinny nastroj. Pro toto studium je
vhodna nejen pro svlij multilokusovy charakter a vysokou miru polymorfismu, ale i pro
svou schopnost zpracovat velké mnozstvi vzorka zaroven a tim ziskat velké mnozstvi
dat. Prednosti je 1 skuteCnost, ze pouziti této metody nevyzaduje piedchozi znalost
studované sekvence DNA, coZz umoZiluje studium plané rostoucich druhl rostlin.
Rovnéz svou pouzitelnosti pro studium druhti s velkym genomem je pro studium

polyploidnich druhti rodu Allium vhodna.
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7 ZAVER

V ramci této bakalarské prace bylo studovano 217 rostlin z 89 populaci rodu Allium
sekce Codonoprasum, které pochazely z riznych geografickych oblasti a které byly
kultivovany na experimentdlnim pozemku Katedry botaniky Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci. Sekce Codonoprasum, ktera v sob¢ v ramci rodu
Allium zahrnuje polyploidni komplexy, jako je napfiklad komplex Allium paniculatum,
predstavuje v ramci rodu Allium i podrodu Allium, kam je v soucasnosti tato sekce
fazena, jednu z nejkomplikovangjSich sekci s neustdlenym taxonomickym clenénim.
Jedna se o geofytni rostliny s genovym centrem v horskych oblastech jihozapadni az
centrdlni Asie, které se vSak béhem své evoluce dokdzaly adaptovat na Siroké spektrum
ekologickych nik. Napiiklad samotna sekce Codonoprasum je typicky mediteranni
skupinou s adaptaci na mirné, vlhké zimy a horka, sucha léta (Hanelt 1996, Ohri &
Pistrick 2001).

Pravé polyploidie, ktera hraje dalezitou roli v evoluci 47-100 % kvetoucich rostlin
(Wood et al. 2009), se mohla podilet na velkém rozsifeni tohoto rodu, nebot
polyploidie, ktera vyvolava u jedince jak morfologické, tak fyziologické zmény, které
by mély vzhledem k rozsifenosti polyploidie svého nositele bud kratkodobe, ci
dlouhodob¢ zvyhodnovat, umoziuje svym nositeliim rychleji a uc¢inngji osidlovat nova
uzemi. S polyploidii souvisi rovnéz velka rozmanitost v reprodukénich systémech, kdy
maji polyploidni jedinci kromé schopnosti pohlavniho rozmnoZovéani i schopnost
samospraSeni C¢i vegetativnitho rozmnoZovani (napiiklad dcefinymi cibulemi ¢i
pacibulkami), coz umoZznuje preziti tohoto jedince 1 bez pfitomnosti partnera vhodného
cytotypu. Genomova duplikace se vSak netykd jen evoluce rostlin, kde predstavuje
jeden z klicovych mechanismi adaptace a diverzifikace, nybrz i evoluce genomu
ostatnich eukaryot. Bylo prokazano, Zze mnoho organismi, nejen z rostlinné fiSe, si
béhem evoluce proSlo procesem polyploidizace a sviij diploidni charakter ziskali az
procesem tzv. sekundarni diploidizace genomu (Wood et al. 2009, Van de Peer et al.

2009).

V soucasnosti se pro studium genetické diverzity hojné vyuziva tzv. molekuldrnich
markerti, které na zdklad€¢ polymorfismi v celkové genomové, chromozomové,
mitochondrialni, chloroplastové, nebo plazmidové DNA dokazou rozpoznat jednotlivé

druhy organismii, zjistit jejich genealogickou ptibuznost v ramci populace ¢i druhu, ¢i
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rekonstruovat fylogenezi daného taxonu bez zkresleni napiiklad vlivy wvnéjsiho
prostiedi. Takovymi metodami jsou napiiklad RFLP, RAPD, AFLP ¢i SSR. Pro
studium genetické diverzity vybranych druhti rodu Allium sekce Codonoprasum byla
zvolena metoda AFLP, ktera se diky své schopnosti odhalit genetickou ptibuznost
druhii s velkym genomem, o ¢emZ vypovidd i mnozstvi predchozich studii (naptiklad
Hedrén et al. 2001, Arens et al. 2005, Guo et al. 2005), ukazala byt nejvhodné;jsi
metodou pro studium tohoto polyploidniho komplexu. Celkem bylo touto metodou
prozatim analyzovdno tfemi primerovymi kombinacemi 107 vzorkli rostlin
pochazejicich z 21 populaci rodu Allium sekce Codonoprasum. Ziskana data budou dale
doplnéna o vysledky ze zbyvajicich vzorka rostlin a z dalSich dvou primerovych
kombinaci, pficemz budou pouzita jako zaklad k navazujici magisterské diplomové
praci. V té budou vSechny vysledky zkompletovany, statisticky zpracovany a pouZity

pro posouzeni genotypové variability.
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