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1 UvoD

Kruhatka Matthioliho moravska (Cortusa matthioli subsp. moravica) patti v Ceské
republice k ohrozenym druhdm rostlin. Pfirozené se vyskytuje pouze na jediné lokalité —
v propasti Macocha, spadajici pod Chranénou krajinnou oblast Moravsky kras. Propast
Macocha se z dlivodu svych rozméra rfadi mezi propasti typu ,light hole”, tedy propasti zcela
osvétlené Sluncem. Vlivem pfistupného slunecniho zareni se na dné a skalnich sténach dafi
rozmanité vegetaci v Cele s touto unikatni rostlinou, kterd je oznacovana jako glacidlni relikt.
Specifické klima stinnych, vlhkych vapencovych skal propasti vytvari pro kruhatku pfihodné
podminky pro Zivot, a zajistuje preziti tohoto druhu po tisice let. Bohuzel pocet jedincl
v macosské populaci dlouhodobé klesa. Jedinci na lokalité sice kvetou, ale vytvari semena jen
s obtiZzemi. Svoji roli na soucasné situaci muize hrat jak probihajici zména klimatu, tak zptsob
vyuzivani pady ¢lovékem aj. Tyto skutecnosti mohou narusit genetickou variabilitu populace

kruhatky.



2 CILE PRACE

Pfedmétem studia bakalarské prace je kruhatka Matthioliho moravskd, vysokohorsky
druh byliny b&?né rozsifeny ve vysokych Alpach a Karpatech, ktery v Ceské republice roste
pouze na jediné lokalité, a to v propasti Macocha jako glacialni relikt. Cilem prace bylo pfiblizit
pfirodni podminky v misté vyskytu tohoto vyznamného druhu, a také charakterizovat druh
samotny. Cilem praktické ¢asti bylo vyzkouSet metodu AFLP pro studium genotypové diverzity
rostlin zMacochy a na zdkladé toho odpovédét na otdzku, zda-li je populace kruhatky

v Macose geneticky variabilni nebo homogenni (v disledku klonalniho rozmnozovani).



3  TEORETICKA CAST

3.1 Charakteristika Uzemi

Chrdnéna krajinnd oblast (dale CHKO) Moravsky kras se nachazi v Jihomoravském kraji,
severovychodné od krajského mésta Brna. Tato chranéna oblast je druhou nejstar§i CHKO v CR
(Sprava CHKO Moravsky kras 2020). Byla vyhlasena 4. 7. 1956, a je zaroven se svoji rozlohou
92 km? tfetim nejmensim velkoplodnym chranénym Gzemim (Sprdva CHKO Moravsky kras
2020). Jedna se o chranény protahly pas o délce ptiblizné 22 km, tdhnouci se severo — jiznim
smérem, konkrétné od obce Sloup po okrajové ¢asti mésta Brna. Soucasti chranéné krajinné
oblasti jsou i maloplo$na zvlasté chranéna uzemi, a to konkrétné 4 narodni pfirodni rezervace,
2 narodni pfirodni pamatky a 11 ptirodnich rezervaci. V rdmci CHKO bylo objeveno vice nez
1 100 jeskyni, z nichZ pouze 5 je v soucasnosti zptistupnéno verejnosti — Punkevni jeskyné,
jeskyné Balcarka, Sloupsko-Sosivské jeskyné, Katefinskd jeskyné a jeskyné Vypustek.
Nepravidelné turisticky zpfistupnénou jeskyni je také jeskyné Byci skala, ktera je ale béhem

roku pfistupna pouze ojedinéle.

Cast zemi Moravského krasu je od roku 2004 zafazena na List mokiadd mezinarodniho
vyznamu v ramci Ramsarské Umluvy, a to pod ndzvem Podzemni Punkva (Sprdva CHKO
Moravsky kras 2020). Uzemi se vaZe na podzemni tok feky Punkvy, protékajici systémem
Amatérské jeskyné. Uzemi zahrnuje jak samotnou Punkvu, tak i jeji zdrojnice — Sloupsky potok,

Bilou vodu a dalsi mensi toky.
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Obrazek 1 Lokalizace CHKO Moravsky kras na katastralnim Gzemi obci. Zdroj: Nejezchlebova 2018.

3.1.1 Geologie a geomorfologické tvary

Cela oblast je vyvinuta v 25 km dlouhém a cca 3—6 km Sirokém pruhu devonskych
vapencl. Podkladem oblasti je intruzivni téleso vyvielého brnénského masivu
proterozoického stari. Ve stfednim a svrchnim devonu vzniklé mélké, teplé a Cisté more

er

vytvofilo  optimdlni podminky pro rGst a rozvoj kolonii pfisedle Zijicich
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ZivoCichl (Chlupac a kol. 2002). Jejich vapnité schranky se staly zakladnim stavebnim prvkem

vapencl celého Uzemi chranéné krajinné oblasti.

Z geomorfologického hlediska tvofi Uzemi podcelek Drahanské vrchoviny — Moravsky
kras, ktery je nejrozséhlejsim a nejvice zkrasovélym Gzemim Ceské republiky. Stfedni vyska
Uzemi je 448 m n. m. Celé Uzemi je hojné poseto krasovymi tvary reliéfu jak endogennimi

(podpovrchovymi), tak exogennimi (povrchovymi) (Demek et al. 2006).

Mezi nejzndméjsi povrchové tvary mlzeme zaradit Skrapy (konkdvni a konvexni tvary
nejriznéjsich podob, roz¢lenujici skalni povrch nebo stény jeskyni) a zavrty (misto soustfedéni
prosakovani povrchovych vod do podzemi, a ndsledné prohlubovani a snizovani krasového
reliéfu, prevazné kruhového tvaru). Vyznamnymi krasovymi jevy jsou i izolované skaly, skalni
okna, mosty a Zleby (protdhlé krasové udoli, kanonovitého tvaru). Pravdépodobné
nejznaméjsim exogennim tvarem reliéfu Moravského krasu je propast Macocha. Propasti Ize
rozumeét svislou ¢i Sikmou prohluben se skalnimi sténami. Jeji vertikalni rozmér pak prevysuje
rozmér horizontalni (Smolova, Vitek 2007). Z divodu svych mohutnych rozmért se Macocha
fadi mezi propasti typu ,light hole”, tedy propasti, které jsou béhem dne zcela osvétlené
Sluncem. Vlivem této skutecnosti se na dné a skalnich sténach dafi vegetaci. Macocha je
vyznamnym nalezistém kruhatky Matthioliho z ¢eledi prvosenkovitych. Kruhatka Matthioliho
je glacidlnim reliktem a v Ceské republice se nachazi pouze na sténach dolni ¢asti propasti.
Zdejsi populace se lisi od typickych vysokohorskych populaci, a proto je zdejsi populace
povaZovéana za endemicky poddruh, C. matthioli subsp. moravica (PODP.) SOJAK. Pravé tato
unikatni rostlina a jeji macosskd populace je predmétem vyzkumu v této bakalarské praci.
Podrobné se prace tématem zabyva v jedné z nasledujicich kapitol. Propast mlze obecné
koncit jak slepé, tak ijako v pfipadé Macochy vyusténim do casto zavodnénych jeskynnich
prostor. Suchd &ast propasti méri 138,5 m. V MacosSe se poprvé objevuji vody Punkvy na

dennim svétle, kde poté znovu mizi do podzemnich prostor.
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3.1.2 Klima

Propast Macocha se vyznacuje specifickym klimatem. Na dné propasti je zajimavy ro¢ni
chod teploty vzduchu. Roéni amplituda teploty je zde nizsi nez ve volné krajiné. V zimé dochazi

na dné suché ¢asti propasti k hromadéni chladného vzduchu. Z tohoto divodu jsou priimérné

evvs

evvs

roste. Vlhkost vzduchu je na rozdil od teploty nejvyssi na dné a smérem vzh(ru se snizuje.

Vlivem orientace podélné osy propasti SZ — JV smérem, dosahuji paprsky slune¢niho
zafeni nejvétsi hloubky kolem 10 hodiny dopoledni LEC (letniho evropského ¢asu), a tato
situace je doprovazena také maximalni denni teplotou oblasti dna Macochy (Litschmann et
al. 2008). S postupnym ozarenim skalnich stén dochdzi vlivem anabatického proudéni k
rozruseni plvodné inverzniho zvrstveni vzduchu. Nasledkem je pokles teploty ve vyssich
vrstvach. Tato situace je ovsem pouze prechodnad a po relativné kratkém case (cca 1-2 hodiny)
dochdazi k obnoveni teplotni inverze. V tomto case jiz slunecni paprsky nedopadaji pfimo na
skalni sténu a teplota vzduchu se zadind opét pozvolna sniZovat. Pokles teploty je
nejintenzivnéjsi ve spodni ¢asti propasti s kolmymi skalnimi sténami. V nalevkovité rozsifené
vrchni ¢asti (do hloubky cca 20 m) maxima teplot pretrvavaji delsi dobu, a to v dlsledku
turbulentni vymény vzduchu s okolni atmosférou zemského povrchu (Litschmann et al. 2008).
Turbulentni vyménou dochazi také postupné k udrzeni zvySené teploty i v hlubSich ¢astech
propasti do vecernich hodin. Po zapadu Slunce dochazi ke sniZeni rychlosti proudéni, a také
snizeni teploty. V noc¢nich hodindch dochazi k postupnému zaplfiovani propasti studenym

evvs

teploty je dosazeno tésné pred vychodem Slunce.
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Obrazek 2 Primérné rozloZeni teploty vzduchu v Macose v priibéhu dne. Zdroj: Litschmann et al. 2008.

Co se tyce vlhkosti vzduchu, je mozné pozorovat vrstvu nasyceného vzduchu s velmi
malou denni amplitudou na dné propasti, a smérem k povrchu vlhkost pozvolna klesajici. V
dennim chodu vlhkosti jsou nejvétsi zmény pozorovany ve svrchnich vrstvach, smérem do
hloubky se vlhkostni amplituda snizuje. Pomérné znacna ¢ast propasti, od hloubky pfiblizné
60 m, je po prevaznou ¢ast dne vyplnéna vzduchem s relativni vlhkosti vzduchu nad 96 %.
Minimum vzdugné vlhkosti je v hlubsich ¢astech pozorovano kolem 10. hodiny LEC. Smérem k

okolnimu povrchu se vihkostni minimum posouva (Litschmann et al. 2008).
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Obrazek 3 Priimérné rozlozeni relativni vihkosti vzduchu v Macose v pribéhu dne. Zdroj: Litschmann
et al. 2008.

Kromé klimatu Macochy je také zajimavym tématem klima samotnych jeskyni a dalSich
podzemnich prostor. Podzemni prostory maji v porovnani s okolni volnou krajinou nizsi denni
i ro¢ni amplitudy teploty a vlhkosti vzduchu. VIhkost vzduchu v podzemnich prostorach byva
velmi vysokd, proto jsou nékteré tamni prostory vyuzZivany klécbé nékterych dychacich
onemocnéni. V jeskynich, které nejsou bezprostfedné spojeny se zemskym povrchem, se po

cely rok udrzuje konstantni teplota.
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3.1.3 Fléra

Rozmanitost fléry na dzemi CHKO je velmi bohata a Ize ji rozdélit do dvou zdkladnich
skupin — spolecenstva krasového povrchu a krasového podzemi. Moravsky kras se vyznacuje
hustotou zalesnéni okolo 54 % celkové rozlohy. Piida na Uzemi krasu je vSak také zemédélsky
obdélavéna, a tak krasové plosiny pokryvaji, kromé prevazujiciho spolecenstva lesu, i pole.
Mala ¢ast uzemi patfi loukam a pastvindm. S rozvojem zemédélstvi a Zelezarstvi souviselo
kaceni lesl a nahrazovani pUvodnich drevin rychle rostoucimi monokulturami smrku

a borovic.

Fytogeograficky nalezi studovana oblast do fytochorionu 70. Moravsky kras, ktera
naleZi do fytogeografického obvodu Ceskomoravské mezofytikum, v ramci fytogeografické
oblasti Mezofytika (Skalicky 1988). Podle ¢lenéni tzemi CR na bioregiony (Culek 1996), naleZi
oblast do Macossského bioregionu, ktery je v CR Gzemné nejmensi (100 km?), aviak velmi
cenny regionu z pohledu biodiverzity. Tento bioregion fadime do Hercynské podprovincie,

Casti vétsiho biogeografického celku Provincie stfedoevropskych listnatych lesu.

Pro danou oblast je mimo jiné typicka vegetace a kvétena obnazenych skal a skalnich
stén. Zde je vegetace kvlli v prevazné chybéjicimu pldnimu pokryvu omezena na lisejniky
a mechy, na mistech se sporym puadnim pokryvem muizZeme pozorovat i nékteré vyssi rostliny.
V téchto podminkdch roste i kriticky ohroZena kapradina jeleni jazyk celolisty (Phyllitis
scolopendrium), ktera se vyskytuje pouze na nékolika mistech v Pustém Zlebu (Sprava CHKO
2020). Spolecenstva udolniho dna jsou ovlivnéna klimatickou inverzi. Tato spolefenstva jsou
vlhkomilna a chladnomilnd a pfevdziné i stinomilna. Z dlivodu teplotni inverzi rostou v nizsich
Castech reliéfu horské a podhorské druhy, zatimco ve vysSich polohach reliéfu druhy

teplomilné.

Jednim z dasledk( zpristupnéni nékterych jeskyni vefejnosti je rozvoj vegetace, ktera
je pod zemskym povrchem zcela nepavodni, a to kolem svételnych reflektor( vyuzivanych pfi
prohlidkach. Z davodu této skutecnosti je vegetace nazyvana ,Lampenfléorou” (Sprava CHKO
2020). Do podzemnich prostor se organismy dostavaji s navstévniky ve formé spor a semen.

Organismy nasledné reaguji na privod umélého osvétleni a zacinaji rast. Z tohoto dlvodu je
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osvétleni v podzemnich ¢astech eliminovano a je pouzivano co nejvice Usporné, ve forme Cidel

aj.

Zvlastni kapitolou je samotna propast Macocha, ktera patfi mezi mimoradné lokality.
Nejstarsi prameny se zabyvaji rostlinami pouze obecné (badatelé se soustfedili predevsim na
prazkum krasovych jev(). Prvni soustavny prizkum proved| FrantiSek Strandk pfi sestupech s
Karlem Absolonem (1903 a 1905). V propasti zaznamenal 105 druh rostlin. Vlastni floristicky
prizkum propasti provedl Karel Sutory z Botanického oddéleni Moravského zemského muzea
v letech 2001-2008. Své zavéry poté publikoval v ¢asopisu Pfiroda pod nazvem , Cévnaté
rostliny propasti Macocha po 150 letech vyzkumu“ (Sutory 2009). Neomezil se pfitom pouze
na dno a stény, ale zahrnul do svého badani i bezprostfedni okoli (pfiblizné do mist, kde se
terén zalamuje do Macochy). Celkem je obecné z propasti udavano 247 taxonl cévnatych
rostlin, zavéry vyzkumu ukazuji ale pouze 199 taxonl. MoZnym vysvétlenim této skutecnosti
muZze byt ovlivnénilokality clovékem, a to rliznymi, vice ¢i méné obvyklymi zplsoby. Pfikladem
kratkodobého kuriézniho zplsobu muze byt i tento: ,,Pfed mnoha lety ucinila se k rozkazu p.
starohrabéte Salm-Reiferscheida zkouska, zdaz by se v Macose nedaly prechovati ovce;
spusténo tedy nékolik kust doli. A¢ hojnost potravy s vrchu se jim hdzelo, prec jim v té hrozné
hloubce neslo k duhu, ano za krdatky ¢as zaplatila to ona zvifata Zivotem!” (Sutory 2009).
Dlouhodobéjsim ovlivnénim lze oznadit vyzkum jeskynnich prostor a umisténi provizornich
staveb na dné propasti v souvislosti se zpFistupnénim Punkevnich jeskyni (1914) nebo instalaci
Zelezného Zebfriku, ktery meziléty 1913-1933 spojoval dno propasti s dolnim mustkem (Sutory

2009).

V soucasnosti se nové druhy vyskytuji hlavné v okoli horniho a dolniho muUstku a také
kolem chodniku, spojujiciho obé lokality. Do propasti se semena dostavaji nejvice s destovou
vodou z okoli dolniho mustku, pficemz se nasledné uchyti na skaldch pod muistkem a na
vrcholu sutového kuZele. V téchto mistech jsou také nejpfiznivéjsi svételné a teplotni
podminky pro rast. Spodni ¢ast Macochy mohou ovliviiovat i zvysené stavy vody, predevsim
povodné, které zaplni dno, a pokryji jej ndnosy bahna. To vede ke zniceni stavajici vegetace,

ale také k zavleéeni novych diaspor.
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V dolni a strfedni ¢asti propasti se tedy vyskytuji stinomilné druhy, které se vyznacuji
protazenim stonkU ve sméru prichdzejiciho svétla. V okoli vyvér( vodnich tokl mizeme
pozorovat jednodussi organismy, a to rizné druhy fas a mechorostu. Propast je lokalitou celé
fady unikdtnich rostlinnych spolecenstev. Vlhké skalni stény pokryvaji husté polstare
mechorostl - napr. sourubka kaderava (Neckera crispa), stromkovec
ocdskovity (Thamnobryum alopecurum), bariatka potocni (Brachythecium rivulare), mérik
cerity (Plagiomnium undulatum) aj. (Sprava CHKO 2020). V tlejicich kmenech na sutovém
povrchu dna propasti roste vzacny mech Sikousek zeleny (Buxbaumia viridis), ktery se
vyskytuje i v okolnich Zlebech. Jak jiz bylo zminéno vyse, propast je také lokalitou ristu jedné
z nejzajimavéjsich a nejvzacnéjsich rostlin Moravského krasu — kruhatky Matthioliho (Cortusa

matthioli), objevené v roce 1918 pfi vyzkumné vypravé na dno propasti (Sprava CHKO 2020).

3.2 Charakteristika ¢eledi Primulaceae
3.2.1 Taxonomie a obecnd charakteristika

Rod kruhatka patfi do celedi prvosenkovité (Primulaceae) z fadu viesovcotvarych
(Ericales), ktery patfi k evoluéné odvozenéjsi skupiné rostlin — vrdmci skupiny vyssich
dvoudéloznych (Rosopsida) a ndlezi do asteridového kladu (APG 2016); prehledné je

systematické zarazeni shrnuto Tabulce 1.

Tabulka 1 Taxonomické zatfazeni Primulaceae.

Rise: rostliny (Plantae)
Podfise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Trida: vyssSi dvoudélozné (Rosopsida)
Rad: viesovcotvaré (Ericales)
Celed: prvosenkovité (Primulaceae)

Zastupci cCeledi jsou obecné polokere, prevainé ale vytrvalé byliny s celistvymi
a lalo¢natymi listy, které jsou Casto v prizemni rlzici. Korfeny byvaji vlaknité. Kvéty jsou
oboupohlavné, sympetalni, synsepalni nebo choripetalni, méné ¢asto také apetalni. Kvéty jsou
nejCastéji péticetné a aktinomorfni. Pocet tyCinek je shodny s poctem oball. Gyneceum lze

pozorovat se ¢nélkou, ktera je zakoncena hlavi¢katou bliznou. Semenik je svrchni, méné casto
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také polospodni. Plodem je kulovita nebo vejcovita tobolka. Plod se otevira péti nebo deseti
zuby. Semena jsou pocetnd, nepravidelné mnohosténna, na hrbetni strané zplostéla, a na
bfisni naopak vyklenuta, ¢asto bradavcita s tupymi hranami. Byliny spadajici do této celedi
jsou rozsifreny po celé zemékouli, pfedeviim pak v mirném pdsu severni zemské Sirky,
vyjimecné v Americe (Kovanda 1992). U vSech druhl Primulaceae byla zjisténa pouze
fotosyntéza typu C3. V pletivech se ¢asto vyskytuji sekrecni buniky nebo nadrzky obsahujici
sekret (Kovanda 1992). Obsah alkaloidd je téchto rostlin vzdcny (napf. je u Primula

denticulata).

VétsSina zastupcu celedi jsou suchozemské rostliny s vysokou druhovou diverzitou.
Zastupci rostou jak na suchych stanovistich (Primula veris aj.), tak i vihkych (napf. Primula
elatior). Zvlastnosti je zastupce Hottonia palustris, ktera roste ponofena ve stojatych ¢i zvolna
tekoucich vodach. V tropech se jedna predevsim o dfeviny kefového i stromového vzristu

(napt. rod Rapanea) (Grulich 2013).

Znacna rozmanitost zastupcl cCeledi je klasifikovana do 4 podceledi, jejichz struc¢na

charakteristika je shrnuta v Tabulce 2.

Tabulka 2 Zastupci dil¢ich podceledi Primulaceae. Zdroj: Stevens 2017.

PODCELED ZASTUPCI A VYSKYT
Maesoideae pouze rod Maesa, cca 150 druhi v tropech Eurasie a Afriky
. 15 druhl rodu Samolus v Eurasii, jizni Africe, Severni a Jizni Americe;
Theophrastoideae . L .
cca 90 druhll Theophrasteae v tropické Americe
Primuloideae 9 rodu ¢ita 900 druh, vyskyt predevsim v mirném a subtropickém pasu severni polokoule
Myrsinoideae 41 rod( a necelych 1500 druhd, vyskyt kosmopolitni

3.2.2 Kruhatka Matthioliho — Cortusa matthioli L.

Nejstarsi védecky popis této rostliny sestavil vyznamny italsky renesancni lékaf
a botanik P. A. Matthioli ve 14. stoleti. Rostlinu pojmenoval na podest jejiho objevitele
Giacoma A. Cortusiho, ktery ji objevil v horach pobliz obce Valstagna v Benatsku (Danihelka
2011). Dle doslovného prekladu lJifiho Danihelky (Danihelka 2011) popisuje Matthiolus
rostlinu ve svém dile nasledovné: ,,... [p. 985] Tolik o kuklicich. Jejich velmi pfijemna viné mi

pfipomnéla jinou rostlinu, obdafenou snad neméné vyznamnymi ucinky, kterou si dovolim
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nazvat kortuskou [= kruhatkou], nebot o ni jako prvni podal zpravu Slechetny Cortusus.
Cortusa vyhani listy dosti podobné révé, avsak daleko mensi, témér okrouhlé a téz slabé drsné,
ponékud sviravé chuti a s dlouhymi pfimymi rapiky. Stvoly tvofi atlé, pfimé, bezlisté, na
vrcholku vSak nesouci od pfirody nadherné kvéty, které jsou vné purpurové ¢ervené a uvnitf
zlaté zarivé, nebot jsou vyplnény zlatavymi tyCinkami. Spociva na ¢etnych tenkych, do Siroka
rozloZzenych kofenech. Vyskytuje se jak s fialovymi, tak se snéhobilymi kvéty, avSak prvni jsou
Castéjsi. Roste na stinnych, sluncem nikdy neozarenych mistech, na pidé kridové nebo bélavé
barvy. Cortusus, jeji objevitel, nevidél tuto rostlinu nikde jinde neZ v okoli mésta Vicenza, a to
jenom v té ¢asti, ktera slove Valle stagna. Cela rostlina, je-li Cerstva, vydava velmi pfijemnou
vuni, ktera se skoro podoba vini medovych plasty, je vsak daleko prijemné;jsi a téz vyraznéjsi.

U suché [rostliny] vSak vané mizi “.

Druh kruhatka Matthioliho je morfologicky znacné variabilni, variabilita se
v pfirozenych horskych populacich projevuje zejména v hustoté a odéni rapikd, tvaru, barvé
a konzistenci ¢epele listu, a velikosti a tvaru kalicha. Proto je v ramci druhu rozliSovano nékolik
variet nejasné taxonomické vahy. Pro nas vyznacné jsou morfotypy s prevainé s chlupatymi
fapiky a s pomérné tlustou, naspodu Sedozelenou listovou ¢epeli, které se vyskytuji v pohotich
stfedni a jihovychodni Evropy a zasahuji aZ do asijského Ruska. V Ceské republice je vyskytujici
se morfotyp klasifikovan jako samostatna subspecie moravica se zakladnim chromozémovym

poctem 2n = 24 (viz e.g. Kovanda 1992).
Znacna variabilita a plasticita druhu vedla k popsani celé fady vnitrodruhovych taxon(,

které sumarizoval a nomenklatoricky typifikoval Sutory (2010). Prehled jim typifikovanych

vnitrodruhovych taxon( se vztahem ke Stfedni Evropé je shrnut v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Vycéet znamych druhi Cortusa. Zdroj: Sutory 2010; vlastni zpravovani.

TAXON ROK OBJEVU TYP
C. matthioli f. engadinensis 1886 lektotyp
C. matthioli f. alpina 1872 holotyp
C. matthioli f. cenisia 1886 lektotyp
C. matthioli f. tatrensis 1870 lektotyp
C. matthioli f. moravica 1918 holotyp
C. matthioli f. freynii 1873 holotyp
C. matthioli (f. matthioli) subf. longecalycina 1882 lektotyp
C. matthioli (f. matthioli) subf. latidens 1909 lektotyp
C. matthioli (f. brotheri) subf. glabrescens 1892 lektotyp
C. matthioli (f. brotheri) subf. subcanescens 1895 lektotyp
C. matthioli (f. brotheri) subf. villosula 1892 lektotyp

3.2.2.1 Kruhatka Matthioliho moravska — Cortusa matthioli subsp. moravica

Rostliny se vyznacuji fidce a Zlaznaté chlupatym, nékdy az olysalym rapikem a plazivym
oddenkem. Listy jsou s tenkou, ledvinovité okrouhlou az okrouhlou, dlanitolalo¢nou ¢epeli,
s ukrojky nepravidelné, jednoduse nebo dvojité pilovité zubatymi. Na bazi je ¢epel srdcitd a po
obou stranach zelena. Stvol je dlouhy 15-35 cm. Okolik je 5—-12kvéty. Listeny obalu jsou
kopinaté a mnohem kratsi nez stopky. Kalisni cipy kvétd jsou Uzce trojuhelnikovité, Spic¢até az
zaSpicatélé a zarezy mezi nimi Spi¢até. Koruna téchto bylin je purpurové ¢ervena zvonkovitého
tvaru. Prasniky jsou 2x delSi nez nitky, zaroven pfti bazi srd¢ité. Plodem je vejcovitad tobolka

s mnohohrannymi semeny, 1,2 — 1,8 mm dlouhymi (Kovanda 1992).

Mistem vyskytu jsou stinné, vlhké vapencové skaly, a jedinou lokalitou je CHKO

Moravsky kras (v dolni ¢asti propasti Macocha). Tyto byliny jsou tedy endemity Moravského
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krasu. Na lokalité svého vyskytu kvetou, ale semena tvori jen malo. Populace je dlsledkem
této skutecCnosti velmi zranitelna a pocet jedincl se sniZzuje. C. Matthioli poprvé objevil na
Moravé Vilém Filkuka v roce 1918, druh byl oznaden jako glacialni relikt, tedy pozlstatek

organismu doby ledové na nasem uUzemi (Sutory 2010).

Obrazek 4 Cortusa matthioli subsp. moravica. Zdroj: Stefka 2011.

3.2.3 Rozmnozovani, kli¢eni a rUst ¢eledi Primulaceae

Klicivost semen je kritickym pocatkem Zivota vSech rostlin a zdroven mirou Uspéchu
pretrvavani jejich populaci. Mira a Uspésnost kliceni se mlze lisit v zavislosti na lokalité, Zivotni
historii a fylogenetickych vztah(. Jedna z hypotéz, pro¢ je populace kruhatky v Macose
zranitelnd, je Spatna klicivost semen nebo mald schopnost vyklicenych rostlin prezit. Proto
reSerse publikaci vénovanych kliéeni mohou pomoci pfi pozdéjsi volbé strategie ochrany nebo

zachrany populace.

Zastupci Celedi Primulaceae jsou oboupohlavni. Vajicka v semeniku jsou pfipojena k
centrdlni ose bez jakychkoli prepazek mezi nimi. Toto usporadani je zvané volna centrdlni
placentace. Vajicka maji dvojitou ochrannou vrstvu. Na rozdil od vétSiny ostatnich celedi
vramci rfadu Ericales tvofi obé vrstvy mikropyle. Hlavnim opylovacem celedi je hmyz.

V kvétech téchto rostlin byva mechanickd prekazka pro samoopyleni. V tobolce, ktera je
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nesena na rovném stonku je obvykle vice semen. Tobolka se otevira na vrcholu pomoci vicka

nebo zub( (Anderberg et al. 2002).

Praci, které by se zabyvaly kli¢ivosti semen u kruhatek nebo pfibuznych rostlin je velmi
malo. Vyjimkou je studie vénovana klicivosti semen u druhu pochybek hunaty (Androsace
villosa), kterd hledala podminky pro Uspésné kliceni semen (Aarslan et al. 2011). Jedna se
o druh s podobnymi ekologickymi naroky jako kruhatka Matthioliho, preferuje skalni biotopy
v alpinském stupni na vdpencovém nebo Zulovém podloZzi. Autofi (Aarslan et al. 2011)
studovali kli¢éivost semen u rostlin sbiranych na svazich horského masivu Uludag
(2543 mn. m.) vzdpadnim Turecku (pobliz mésta Bursa). Testovali rozdily v kli¢ivosti
cerstvych semen, semen vystavenych kratkodobému vihkému chlazeni (15 d, + 4 °C), semen
oSetfenych GA3 (které se pouziva k prekonani nizké kli¢ivosti semen u mnoha druh rostlin;
100, 150 a 250 ppm) a semen vystavenych chlazeni + GA3. Vlhké chlazeni bylo provadéno
jednak v nepretrzité tmé (20 °C), a také za 12hodinové fotoperiody pfi 20/10 °C. Semena
udrZzovana ve tmé vykdzala vyssi procenta kli¢ivosti nez semena udrzovana pod fotoperiodou.
Rychlost kliceni se zvySila na 90-97 % pfi pouziti 100-250 ppm GA3 a kratkodobé vihkym
chlazenim v nepretrzité tmé (20 °C). Prace ukdzala, Ze kombinace obou procesU je efektivnim

zplUsobem, kterym lze zvysit procento klicivosti rostlin (Aarslan et al. 2011), vysledky shrnuje

Tabulka 4.
Tabulka 4 Kli¢ivost semen Androsace villosa L. Zdroj: Aarslan et al. 2011.
T A GAs Germination MGT
Teatment Series =
{ppm} (%0) (days)
0 24 %2 14.7 £ 0.8
100 B4 + 4 10.9 £ 0.8
150 6313 95+1.1
Datlinesn 250 7516 9.2 0.4
(20°C) 0 56 + 4 B.6+0.9
Moist chilling 100 91+5 5.0+0.2
]l‘:’ E:::’l“ 150 97 £ 1 4.810.1
250 aT 1 4.4 £0.7
0 0 ]

100 20+ 2 16.9 1.5
150 2442 16.1 £ 0.6
Photoperiod 250 20 % 1 16.5 % 1.1
(20/10°C; 12/12h) 0 9+ 122205
Moist chilling 100 B4 + 6 7.3+06
1|"|‘ E:'f:_i,"l“ 150 6513 10.0 £ 0.1
250 6B+ 6 9.5+0.0

Photoperiod Scarification - -
(20, 10°C; 12/12h) (10 min. %80 Ha804) 8 itk W0
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Vegetacni obdobi Androsace villosa L. je velmi kratké diky vysokohorskym podminkam,
nacasovani prirozeného kliceni je tedy kritické. Studie pfispivd k pochopeni klicicich
mechanismu alpskych druht celkové (predpoklada se fyziologickd dormance), a také k jejich
ochrané. Autofi jsou na zakladé vysledk( toho nazoru, Ze semena, kterd by byla zanesena do
skalnich trhlin, by méla vétsi Sanci kliceni, a zaroven rlstem na takovych stanovistich by

podléhali mensi mife konkurence stejného ¢i jiného druhu.

Co se tyce kruhatky Matthioliho, rozmnoZovani a udrzeni populace se stava, také
v souvislosti s ménicimi se podminkami prostfedi, ¢im dal méné frekventovanym jevem. Tato
problematika by mohla souviset, tak jako v mnoha pfipadech ostatnich ohrozenych bylin, se
zménou svétového a mistniho klimatu, charakterem pldniho pokryvu a geologického
podkladu, dopadem lidské ¢innosti aj. Tuto hypotézu podporuje pozorovani stavu populace
v poslednich letech, kdy extrémni sucha léta v letech 2015-2019 pravdépodobné vyznamné
negativné ovlivnila pocetnost populace kruhatky na sténach propasti Macocha (Z. Musil, Ustni

sdéleni).

Problematikou vyskytu, rozmnozovani a kliceni kruhatky Matthioliho se zabyval
ukrajinsky botanik Yuriy Kobiv, ktery sledoval populaci druhu v masivu Cerné hory
v Ukrajinskych Karpatech (Kobiv 1999). Shrnuti jeho publikace a pfispéni do porozuméni
problematiky rozmnozovani a zivotniho cyklu téchto vzadcnych bylin bude shrnuto
v nasledujicim textu. Cilem publikace bylo na zakladé odhadu budouciho vyvoje populaci
(autor predpokladal pokles poctu rostlin na jednotlivych stanovistich) pfispét k zajisténi

odpovidajici ochrany téchto exemplara.

Autor (Kobiv 1999) nejprve vymezuje na zdkladé literatury 2 hlavni oblasti vyskytu
kruhatky, a to SV ¢ast Evropského Ruska v Cele s pohotim Ural a nékolik nalezist ve strednim
Rusku, a centrdIni a JV Evropu, konkrétné pohofi Alpy a Karpaty, které prechdazi v pohofi
Balkdnského poloostrova. VSechny nalezené populace byly izolované a témér vsechna
naleziSté zaujimala nadmoiskou vysku v rozmezi 500-2150 m n. m., kromé izolovaného
naleziSté v propasti Macocha. Stanovisté byla bez vyjimky na vapenatém podlozi, vihka
a pobliz zdroje vody. Klic¢ivost semen ze 4 vybranych lokalit byla sledovana in vitro na vihkém

filtraCnim papiru (kazda série obsahovala 100 semen) a po pfipadném vykli¢eni byly rostliny
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presazeny do nadob. Vzorky rostlin byly vramci vyzkumu na nékterych stanovistich také

vykopavany a nasledné probéhlo vysetfeni podzemnich ¢asti.

Semena v in vitro podminkach zacala kli¢it 11. — 15. den po vysazeni, vrchol kliceni
nastal 16. — 22. den. Kli¢ivost semen byla ovsem velmi nizka, a pohybovala se mezi 4-14 %
v zavislosti na populaci. Prvni listy kruhatek jsou bezzubé, mélce rozdélené, s nékolika
nendpadnymi laloky, pozdéji se vytvari rlizice 3-5 listl. Jednoleté az dvouleté rostliny jsou
nejprve sterilni, reprodukéni obdobi zadind obvykle mezi 3—-4 vegeta¢nim obdobi. Produkce
novych listl zacina brzy na jare, k nastupu kvétld dochazi zpravidla 20-30 den po tani snéhu (tj.
na konci dubna/zacatkem kvétna). K nejintenzivnéjsSimu kveteni dochazi od cervna. Kazda
rostlina kvete 68 dni a zrani semen konci ve 2 pol. srpna. ProtoZe stonky zUstavaji vztycené,
mohou semena zUstat v otevienych kapslich 1-2 mésice, k Sifeni semen tedy dochazi v obdobi
konce srpna az do konce mésice fijna. Posledni listy rostlin vytvorené v srpnu maji mensi
monopodialné. V zafi vznikne na vytvofeném oddenku apikdlni pupen o priaméru od 3 do 8,5

mm, v zavislosti na typu vyhonku (vegetativni x kvetouci) (Kobiv 1999).

Oddenek u dospélych jedincl je tmavé hnédy, (I-) 1,5-4 (—6) cm dlouhy a husté
pokryté dlouhymi smyccovymi kofeny. Mladé rostliny ve véku 1-3 (—4) let jsou predstavovany
jednou listovou rozetou, tj. tzv rhizomatdznim rlstem. Kazdda rozeta nema vice nez jeden stvol.
Ve véku od cca 4 let rlstu dochazi k vyvoji oddenku, iniciovanym postrannimi pupeny na
oddenku (vétsSina téchto pupen( ale z(stdva necinnymi natrvalo). Poté se na této oddenkové
vétvi objevi nova listova rozeta. V fadu nékolika let dochazi k dalSimu vétveni na dcefiné ose.
5 az 7letd kvetouci rostlina je obvykle predstavovana 2—-4 integrovanymi moduly. Kromé

listové rozety mlze nést stvol kazdy modul (Kobiv 1999).

ProtoZe rychlost rhizomatdézniho rdstu je pomald, pupeny stejného genetického
plvodu obvykle zlistadvaji pevné agregované (rostliny bez agregace vykazovaly snizeni rychlosti
vegetativni proliferace). Dcefiny klonalni fragment (odkazujici na byvalou lateralni osu)
nevykazuje u kruhatek jakékoli rysy omlazeni ve srovnani s rodi¢ovskou ¢asti. Pomérné pomala
vegetativni proliferace v kombinaci s moznou fragmentaci mize ponékud prodlouzit Zivotnost

genet.
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Plodné obdobi obvykle pretrvava 3-5 (—7) let. Stafi kvetouci jedinci vykazuji ziejmé
pfiznaky starnuti: pokles velikosti listl a stvoll, rychlosti vegetativniho mnoZeni a poctu list(
na rozeté, jakoZ i zvySeni akumulace mrtvych zbytk( nadzemnich a podzemnich organa.
Néktefi jednotlivci prochazeji kratkym 12letym senilnim obdobim, které se vyznaluje
zastavenim kveteni, Uplnym poklese vitality, zakrnéni a postupnym umiranim. Celkova délka
Zivota se tedy obecné pohybuje mezi 5 a 10 lety. OvSem dle vyzkumu autora drtivd vétSina
rostlin umirala dfive. Tento zavér vyvodil ze srovndni jedinch vybranych skupin, kdy
reprodukcéné schopni jednotlivci témér nikdy v testovanych populacich neprevlddali (Kobiv

1999).

Struktura populaci béhem vyzkumu v ptipadé karpatskych kruhatek byla posuzovdna
nasledovné: v kazdé populaci byly zaznamendny c¢tyri vékové skupiny: sazenice, rostliny ve
vegetativnim obdobi, reprodukéné schopné rostliny a senilni rostliny. Pocet sazenic kolisa
kazdym rokem, takZe ho nelze povaZovat za relevantni parametr. Pozornost proto byla
vénovana zbylym stabilnéjsSim skupinam. Pozorované populace zahrnovaly jak reprodukéni,
tak i po postreprodukéni jedince, které lze rozeznat pouze vykopdnim a zkoumanim jejich
podzemnich orgdn(. Senilni jedinci byli pfitomni v kazdé populaci, ale jejich procento bylo
nizké a nikdy nepresahlo 5 % z celkového poctu dospélych rostlin. Vegetativni dospéli jedinci

prevysovali ostatni skupiny témér ve vsech populacich.

Autorliv vyzkum ukazal, Ze jednotlivé populace v ukrajinskych Karpatech byly v roce
2006 pomérné vzacné, a pravdépodobnost preziti byla kriticka (Kobiv 1999). V porovnani
s pfedchozimi méfenimi a Udaji o poctu nalezist a jedinch byly vysledky v dobé autorova
méreni neuspokojivé. Nékteré populace jiz nebyly nalezeny vibec. Jiné, dfive oznacené jako
hojné, byly nalezeny zvyrazné niisim poctem jedincl. Jako moZnou pficinu uUbytku di
celkového vymizeni Kobiv oznacil redukci vodnich tok(, tézbu drfeva a vapence v okoli toki
a vyuziti lokalit jako pastvin. Autor také konstatuje skutecnost, Ze se jedna a tzv. glacialni relikt,

a je tedy predpokladan pfirozeny upadek populace, ktery je nutné sledovat.

Posledni praci, kterd okrajové souvisi s kli¢ivosti semen u rostlin pfibuznych kruhatce
je studie vénovana morfologii semen a endospermu v ¢eledi Primulaceae (Morozowska et al.

2010). Autori popisuji morfologii semen a strukturu endospermu u vybranych druhtd. Snahou
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autord bylo studium morfologie semen, posuzovany byly velikost a tvar, povrchova struktura,
tloustka plasté semen a struktura endospermu u druhl napfi¢ Celedi Primulaceae, t;j.
u Androsace septentrionalis (pochybek severni), Cortusa matthioli (kruhatka Matthioliho),
Hottonia palustris (Zebratka bahenni), Primula elatior (prvosenka vyssi), Soldanella carpatica
(dripatka karpatska), Anagallis arvensis (drchnicka rolni), Centunculus minima (drobysek
nejmensi, v praci uveden jako Anagallis minima), Cyclamen purpurascens (brambofik
nachovy), Glaux maritima (sivénka pfimotska), Lysimachia nemorum (vrbina hajni), L. vulgaris
(vrbina obecnd), Trientalis europaea (sedmikvitek evropsky) a Samolus valerandi (solenka
Valerandova). Morfologické a anatomické znaky semen byly studovany za pouziti semen
ziskanych béhem let 2005-2007 ze Zivych rostlin v ptirodnich lokalitdch vyskytu. Méreni
semen a hilum byla provadéna svételnou mikroskopii (LM) 30, tloustka semenného povlaku
byla mérena pomoci obrazk(i ze skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) (Morozowska et al.

2010).

Na zakladé vyzkumu byla podrobné popsana i morfologie semen Cortusa matthioli,

jejichz charakteristika je shrnuta v Tabulce 5.

Tabulka 5 Charakteristika semen Cortusa matthioli. Zdroj: Morozowska et al. 2010, vlastni zpracovani.

Spongiova Tloustka testa [um] Endosperm
h Tvar evs hil H

Dru semene vnejsi | Tvar hilum rany Vnjsi Vnitini Vnitini
vrstva Testum Typ

vrstva vrstva povrch

- . Rovnomérné

Cortusa | co toroidni | Chybi Rovny | \eokiidlené ) 5, o 6,4 251 | ztloustnuté |  Hiadky

matthioli ani kylnaté buitky

Tvar semen je sektoroidni, s pfiblizné stejnymi uhly, spongiova vnéjsi vrstva chybi. Lze
pozorovat obrysy krystall viditelné na ventrdlnim pohledu na povrchu semen pod vrstvou
bunécné vrstvy kutikuly. Semena maji Uzké a rovné hilum a na svém povrchu jsou opatiena
sekundarnimi pruhy/sitémi pruh(. Hrany semen nejsou ani okfidlené, ani kylnaté. Tloustka

testa je 31,5 um. Buriky endospermu jsou rovnomérné ztloustnuté a vnitini povrch je hladky.
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3.3 Studium genotypové variability

Populacni genetika vyuzivd modernich metod molekularni biologie, mezi nejrozsitené;jsi
patfi studium variability mikrosateliti (SSR, Simple Sequence Repeats) a metoda AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism). Obecné je vhodnéjsi vyuZiti kodominantnich
markerU jako jsou pravé mikrosatelity nebo SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Jejich
pouziti je vazano na znalost polymorfnich Usek( a primer(. Proto je ¢asto volena nahradni

metoda, dominantni AFLP.

Pro kruhatky nejsou znamé zadné dostupné mikrosatelity, proto se metoda AFLP jevi
jako nejvhodnéjsi a nejdostupnéjsi metodou pro studium genetické diverzity reliktni populace
kruhatky v Macose. Tato metoda byla jiz dfive UspésSné pouzita na katedie botaniky ke studiu
reliktnich populaci s malym poctem jedincl. S pomoci metody AFLP tak byla stanovena
genotypova variabilita kriticky ohroZzeného pelyriku Panci¢ova (Kitner et al. 2012), pampelisek
(Majesky et al. 2012; 2015) nebo reliktnich populaci tuénice ceské (Majesky et al.,
nepublikovdno). Sochor a kol. (2013) testovali vyuZiti metody AFLP spolecné s mikrosatelity na
pocetné omezenych populacich vzacné vrby lykovcové v Moravskoslezskych Beskydech
a prokazali, Ze obé metody poskytuji podobné vysledky. PrestoZe je populace kruhatky
Matthioliho v Macose velmi omezena a dostupny rostlinny materidl nedostacujici pro bézna
statistickd vyhodnoceni, AFLP se teoreticky jevi jako vhodnda metoda, ktera ma potencial

poodhalit genotypovou variabilitu této unikatni populace.

3.3.1 Metoda AFLP

Amplified Fragment Length Polymorphism, zkracené AFLP, je restrikéni metoda, kterd
umoznuje analyzu polymorfismu v celkové genomové DNA organisml, a tedy jeji
charakterizaci. Metoda nevyzaduje znalosti o struktufe genomu. Vyuziva prvki
metody RFLP (restriction fragment length polymorphism / polymorfismus délky restrikénich
fragmentQa PCR (polymerase chain reaction / polymerazova retézova reakce). DNA
zkoumanych vzorkl je Stépena dvéma rlznymi restrikénimi enzymy. K restrikénim
fragmentim jsou ligaci pripojeny oligonukleotidové adaptory, zkonstruované tak, aby nedoslo
k obnové plvodniho mista restrikce. Ndsledné je pomoci dvou PCR s vyuZitim specifickych

primertd selektovana ¢ast vzniklych fragmentl(. Produkty PCR jsou nakonec rozdéleny
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elektroforézou v polyakrylamidovém gelu. Principem metody je sledovani pfitomnosti nebo

nepritomnosti fragmentu vybrané délky.

3.3.1.1 Princip metody

Prvnim krokem metody AFLP je restrikce, cozZ je specifické rozstépeni genomové DNA
dvéma restrikénimi endonukledzami, a to enzymem Msel, ktery rozpoznava 4bp dlouhou
sekvenci (TTAA), a enzymem EcoRlI, rozpozndvajici 6bp dlouhou sekvenci (GAATTC). Zminéné
restriktazy Msel a EcoRl Stépi DNA tzv. sprfesahem (na koncich fragmentl vznikaji
jenovldknové presahy nékolika bazi). Vysledkem je velké mnozZstvi fragmentl DNA, pficemz

jeden konec oznacen Msel a druhy enzymem EcoRI (Laboratof molekularni biologie rostlin PFF

JU 2013).
EcoRli cul
2 337 [T R (0 R S T T s A S B O [ TR V) TITR T, S L .
T G AATTEC
. &-F T A S
3 Picofadi- gk g / 4§33 1 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 . \ A e

Obrazek 5 Restrikce. Zdroj: Katedra botaniky UK 2020.

Na volné konce vzniklé pfedchozi restrikci se komplementarné vazou tzv. adaptory
(kratké synteticky vytvorené Useky dvouretézcové DNA, o znamé sekvenci). Tuto fazi
nazyvame ligace. Spojeni liga¢nich adaptoru s konci fragment( zajistuje enzym T4 DNA ligaza.
Vysledkem ligace je tedy presné urceni za¢atku a konce viech fragmentd DNA (Laboratof

molekuldrni biologie rostlin PFF JU 2013).

Mse| adaptor EcoR| adaptor
TETYT T TIT X T FrEY TSI BT %
3 A T 3
CAT -
WS WO NN St il
| 1 ] A Qo (o (oEE QOEE SO MR GEED QIR QORR QORR QOEE jORE | S | | I | . | |
= GAATTGSG
AT C TTAAC
- - PR S D o e v i G e D LR W e e e e | L1 |

Obrazek 6 Ligace. Zdroj: Katedra botaniky UK 2020.
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Po ligaci nasleduje tzv. preselektivni amplifikace (zkracené preamplifikace), kdy
probiha reakce PCR s dvéma primery. Pomoci PCR mlzZeme je pfidanim primerd namnozit
pocatecni sekvence ziskanych fragmentd. Velké mnozstvi fragment( je vsak tfeba redukovat
na nizsi pocet. Primery maji sekvenci komplementarni k sekvenci adaptor(, ale také obsahuji
jednu bazi navic, a proto presahuji pfimo do studovaného fragmentu. Vysledkem PCR reakce
jsou fragmenty s Msel adaptorem na jednom konci a s EcoRIl adaptorem na konci druhém.
Prodlouzenim o jednu bazi je preamplifikovana pouze 1/16 fragmentl (namnoZi se pouze %
fragmentl majici na prislusSném misté komplementarni bazi, diky pouZiti 2 primer(

v preamplifikacnim kroku tedy 1/4 x 1/4) (Laborator molekularni biologie rostlin PfF JU 2013).

tsel primer 1
F .y Y T T Oy 9 T
c Lo
5- 7 B ) G S L [ e R P i Lol L T B T )R G i N
G > AGAATTG
e K ¥ G TECTTANES
< W S CHNY e ceeg e 200 foe e 1 [ e e el oty DN TR (UL L [ S ) [N B I Y g e e e
AGAATTG
[T L0190 Y S A T R R 1
£coxl pnmer 1

Obrazek 7 Preamplifikace. Zdroj: Katedra botaniky UK 2020.

Vzniklych fragment( je po preamplifikace stale pfilis mnoho, a k vyhodnoceni je tfeba
jejich pocet ddle zredukovat. Preselektované fragmenty tedy vstupuji do druhé, tzv. selektivni
amplifikace, ve které jsou pouzity primery komplementdarni k adaptorim prodlouzené tremi
selektivnimi nukleotidy, s presahy opét do studovanych fragment(. Timto procesem je pocet
fragment( znovu redukovan (amplifikovana je pouze 1/256 fragmentd - 1/16 x 1/16). EcoRl
primery jsou znacené fluorescencné, coz umozinuje separaci fragmentl v automatickém
sekvenatoru (fragmentacni analyza), kde jsou fragmenty po pfidani fluorescenéné znaceného

standardu rozdéleny dle délky (Laborator molekularni biologie rostlin PfF JU 2013).
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Msel primar
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= N (OO LN VIR [ SRR TS0 LA N (G Ve WS ) N Y TSN AT G O KT YRl Py P T VA O S SRS M|
ESAGAATTGEG
R A TR Y T VL T DO [
EcaRl primer 1
| §

Obrazek 8 Amplifikace Zdroj: Katedra botaniky UK 2020.

3.3.1.2 Vyuziti metody
AFLP lze pouzit diky mozZnosti detekovat variabilitu na nizkych urovnich pro studium
nasledujici problematiky (Katedra botaniky UK, 2020).
1. Definice klond, pfi které je velmi vhodnou metodou, kterd jednoznacéné urci genotyp
zkoumanych organism.
2. Populaéné-genetické studie, a to zjistovani vnitropopulacni a mezipopulacni variability
a diverzity, fylogeografické studie a uréeni podobnosti mezi populacemi (vyuZiti pro
studium prostorového Sifeni rostlin).
3. Analyza rodicovstvi.
4. Systematika (fylogeneze aj.), pfi které muize ovSem nastat problém homologie

fragment(l. Cim podobné&jsi jsou si taxony, tim je homologie pravdépodobné;si.

Pouziti metody AFLP ma nékolik vyhod, a to vysoky stupen polymorfismu, nepotifebnost
predchozich znalosti o studovaném organismu a zachyceni variability v celém genomu
organismu. Nevyhodou metody je pomérné vysoka cena, pozadavky na kvalitu DNA, ¢asova
narocnost metody, zajisténi presnych reakénich podminek pfi restrikci i PCR, nejista

homologie a rlizna intenzita ziskanych fragmentu aj.

31



4 MATERIAL A METODY

4.1 Kliceni a rast kruhatky v in vitro podminkach

Prvni ¢asti provedeného vyzkumu bylo sledovani kli¢ivosti a nasledny rist rostlin Cortusa
matthioli. Rostlinny material byl ziskan v ramci vymény Index Seminum ze 2 botanickych
zahrad, z estonského Tartu a chorvatského Zahiebu. Semena byla podrobena kli¢ivosti v
raznych teplotnich podminkach, a to jak v chladicich boxech (kli¢idlech) Katedry botaniky UP
(v cyklech 14-7 °C a 25-15 °C), tak v prosttedi s pokojovou teplotou. Nasledné byly mladé

rostliny presazeny a umistény do riznych prostredi ke sledovani dalsiho rlstu.

4.2 Studium genotypové variability populace kruhatky v Macose
4.2.1 Rostlinny material

Rostlinny materidl k vyzkumu byl pofizen skupinou dobrovolnik(i dne 27.8. 2013, a to
pri prilezitosti zjistovani aktudlniho poctu jedincl kruhatky Matthioliho moravské v
lokalité propasti Macocha. Material k vyzkumu byl sbirdn z rliznych ¢asti skalnich stén propasti
a nasledné odborné konzervovan a uchovan panem Mgr. Zderikem Spiskem, Ph.D. Seznam
takto pofrizenych vzorkl a jejich charakter je uveden v Tabulce 6. Vzorek s oznacenim 52 byl,
z dlvodu dostatecného mnoiZstvi prebyvajiciho materidlu, pro kontrolu pfi vyzkumu

duplikovan (v tabulce oznacen Cislem 52%*).
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Obrazek 9 Lokalizace propasti Macocha. Zdroj mapovych podkladd: CUZK, vlastni zpracovani.
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Tabulka 6 Rostlinny material pro AFLP. MnoZstvi uddva hmotnost pouzitého rostlinného pletiva,
charakter popisuje, ze kterych ¢asti listd byla DNA ziskana.

VZOREK MNOZ5TVI CHARAKTER
[mg]

cM1 17 | list + rapik

CM 2 8 | rapik

CM3 18 | list

CM4 9 | fapik

CM 13 17 | list

CM 14 20| list

CMm 17 15 | fapik + list

CM 18 20 | rapik + list

CM 21 20 | list

CM 31 19| list

CM 32 19| list

CM 43 21 | list

CM 44 16 | fapik + list

CM 46 20 | list

CM 47 20 | list

CM 48 20| list

CM 49 17 | list

CM 51 18 | fapik + list

CM 52 18 | list

CM 52* 20| list

4.2.2 Extrakce DNA

Extrakce DNA byla provedena s vyuzitim kitu DNeasy od Qiagen, dle doporuc¢eného
protokolu. Doporucené mnozstvi 20 mg nebylo mozné vidy ziskat, pfesny pfehled pouzitého
mnozstvi rostlinného pletiva shrnuje Tabulka 6. Kousky rostlinného pletiva byly vliozeny do 2
ml mikrozkumavky, ke kterému byly vidy pfidany 3 sterilni sklenéné kuli¢ky. Takto pfipravené
vzorky byly homogenizovany pomoci homogenizatoru (Retsch Mixer Mill) o frekvenci 30 Hz
po dobu 3,5 minuty. K vyslednému homogenizatu bylo pfiddno 400 ul pufru AP1, ktery
extrahuje DNA z nadrceného vzorku a rozbije RNA, a 4 ul RNase A. Vzorky byly po dikladném
zvortexovani preneseny na vyhtivany termoblok s tfepackou a inkubovany (65 °C, 40 minut).
Po inkubaci bylo k lyzatu pfiddno 130 ul pufru P3 a smés byla ponechana na ledu po dobu 5
minut. Takto pfipravena smés byla nasledné prefiltrovana pres filtr, ktery byl umistén ve 2ml
zkumavce, a centrifugovana pfi 14 000 RPM a 10 °C po dobu 5 minut. Po centrifugaci bylo
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extrahovano 400 ul vzniklého roztoku do Cistych Eppendorf zkumavek, a to bez odstfedénych
necistot. Ndsledovala dalsi centrifugace (14 000 RPM, 2 min, 4 °C). Po centrifugaci se ve
vzorcich opét vyskytovali v mensi mife nedistoty, proto bylo 350 ul opét prepipetovano do
Cistych Eppendorf zkumavek a ndsledné promichdn se ziedénym pufrem AW1 (525 pl). Po
promichani bylo extrahovano 650 pul vysledné smési a roztok byl centrifugovan ve
zkumavkach, a to 1 minutu pfi 4 °C a 8 000 RPM. Po centrifugaci bylo k roztoku pfidano zbylé
mnozstvi smési (225 ul) a nasledovala dalsi centrifugace, trvajici opét 1 minutu pti4 °Ca 8 000
RPM. Vznikly roztok byl po pfidani pufru AW2 dvoufazové promyvan. (pfiddnim 500 ul AW?2,
centrifugace 1 minutu pti 4 °C a 8 000 RPM; po centrifugaci pfidano opét 500 ul AW2,
centrifugace 2 minuty pfi 4 °C a 14 000 RPM). Nasledné byl do roztoku napipetovan pufr AE,
a to ve dvou, po sobé nasledujicich identickych krocich: 100 pl AE -> klidova faze 5 minut pfi
pokojové teploté — slouzi k rozpusténi DNA -> centrifugace (1 min, 4 °C, 8 000 RPM) ->

opakovani procesu.

Koncentrace DNA byla orientacné stanovena na pfistroji (spektrofotometru) Nanodrop

2000 (ThermoScientific).

Koncentrace DNA byla po extrakci nizkd, proto byla precipitaci a ndaslednym
rozpousténim v mensim mnoizstvi roztoku ziskana koncentrace wvyssi. To zahrnovalo
nasledujici postup. Do extrahovanych vzorkd byl pfidan vychlazeny 96% Ethanol (400 pl)

a nasledné byl koncentrat ponechan pres noc v lednici pfi +4 °C.

Druhého dne bylo zahajeno promyvani vzork(l EtOH. Nejprve byly vychlazené vzorky
15 minut centrifugovany pfi 4 °Ca 13 000 RPM. Nasledné byl roztok ze zkumavek opatrné odlit
a byla ponechdana pouze DNA rostlin. Do kazdé Eppendorf zkumavky bylo pfidano 1 000 ul 80%
EtOH a vzorky opét podstoupily centrifugace, v tomto pfipadé na 10 min, pfi 10 °C a 13 000
RPM. Prebytecna tekutina byla opét odlita, vyjimaje rostlinné DNA. Stejnym zpUsobem
probéhla také posledni centrifugace izolace DNA, tentokrat ale s 70% EtOH. Promyty pelet byl
ponechdn k volnému proschnuti (60 minut do lehce mléc¢né barvy) a rozpustén v 40 az 100 ul
TE pufru (10 mM Tris HCI, pH 8,0; 1 mM). Kvalita izolat( byla stanovena spektroforometricky
(NanoDrop 2 000).
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4.2.3 AFLP

Protokol metody AFLP byl pouZzit podle Kitner a kol. (2012), ktery byl v minulosti na

katedre botaniky aplikovan na rdzné druhy rostlin. Detailni popis metody je uveden v Gvodu.

Pro AFLP analyzy byly nejdfive pouZity vzorky s pfedpokladanou koncentraci 5 ngpul.
Druhé testovani probéhlou s koncentraci DNA 10 ngul (hodnota stanoveno podle pfibliznych

hodnot ze spektrofotometru).

4.2.3.1 Restrikce

Prvnim krokem restrikce ( a AFLP celkové) je ptiprava a napipetovani restrikéniho mixu k
DNA a inkubace vzorku na termobloku (37 °C, 2,5 hodiny). Izolované vzorky DNA (koncentrace
40 ng-ul-1) byly uchovavany v lednici po dobu potfebnou k promichani s restrikénim mixem.
Restrikce byla provedena v ndsledujicich krocich:

1. Priprava restrikéniho mixu pro dany pocet vzork(, — viz. tab. 7.

2. Promichani restrikéniho mixu a rozpipetovani mixu (13,75 ul/10,00 ul) do predem

pripravenych sterilnich PCR stripa.

3. Pridani 6,25/10,00 ul DNA -> vysledny objem smési je tedy 20 pl.

4. Promichani a centrifugace stripu na stolni centrifuze.

5. Premisténi plnych stript do termocykleru a inkubace mixu 2,5 hodiny pfi 37 °C.

Tabulka 7 Protokol ptipravy restrikéniho mixu (uvedené objemy plati pro 1 vzorek).

RESTRIKCE I,
RESTRIKCE I. .
) 1. sada vzorkd 2. sada vzorku
LATKA OBJEM PCR MIXU OBJEM PCR MIXU OBJEM PCR MIXU
OBIEM [T | 2o pipeTovANi [ | OB'EM M1 | pro pipeTovan [ | CBEM M | pro pipETOVANI [u]
ddH.0 11,562 11,562 7,812
EcoRl BUFF 2,000 2,000 2,000
EcoRIl enzym 0,063 0,063 0,063
Msel enzym 0,125 13,750 0,125 13,750 0,125 10,000
DNA 6,250 6,250 6,250 6,250 10,000 10,000
CELKEM 20,000 20,000 20,000 20,000 20,000 20,000
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4.2.3.2 Ligace

Pfed uplynutim doby inkubace (cca 25 minut) byla provedena pfiprava liga¢niho mixu,

ktery se poté pridal ke vzorkiim po restrikci. Proces ligace:

1. Pfiprava ligacniho mixu dle protokolu — viz tab. 8.
2. Promichaniliga¢niho mixu.
3. Pfidani mixu (5 ul) do PCR strip(i pfipravenych v pifedchozim kroku.
4. Inkubace strip na termocycleru po dobu 3 hodin pfi 37 °C.
Tabulka 8 Protokol ptipravy liga¢niho mixu (uvedené objemy plati pro 1 vzorek).
LIGACE I. LIGACE 1.
LATKA OBJEM PCR MIXU OBJEM PCR MIXU
OBIEM Ul | oo pipeTovANi [l | OB'EM M1 | pro pipETOVANT [yu]
ddH,0 3,000 3,000
Ligase BUFF 0,500 0,500
EcoRl adapter 0,500 0,500
Msel adapter 0,500 0,500
Ligase enzym 0,500 5,000 0,500 5,000

4.2.3.3 Preselektivni amplifikace

Matrici pro PCR je nefedény produkt restrikce a ligace (Adaptor/Ligation Solution). Proces

preaplifikace je nasledovny:

1.

2
3
4.
5

Pfiprava mixu dle protokolu — viz tab. 9.

Promichani smési a nasledné rozpipetovani po 18 pl do pfipravenych PCR stripU.
Pfidani 2 ul produktu restrikce/ligace.

Promichani mixu a kratka centrifugace na stolni centrifuze.

Premisténi PCR strip( do cykleru a spusténi nastaveného programu pro preselektivni

amplifikaci (1:25 hod).
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Tabulka 9 Protokol pfipravy mixu pro preamplifikaci (uvedené objemy plati pro 1 vzorek).

PREAMPLIFIKACE I. PREAMPLIFIKACE .
LATKA OBJEM PCR MIXU OBJEM PCR MIXU
OBIEM U1 | oo pipetovANi [l | OB'EM M1 | pro pipETOVANT [yu]
ddH,0 11,850 11,300
buffer dodany s polymerdzou (5x) 4,500 4,000
dNTP (orig) 0,500 1,600
EcoA*primer 0,500 0,500
Msel*primer 0,500 0,500
goTaq Polymerasa 0,150 18,000 0,100 18,000
Adaptor/Ligation Solution 2,000 2,000 2,000 2,000
CELKEM 20,000 20,000 20,000 20,000

Mix byl po preselektivni amplifikaci 7 x nafedén (5 ul smési + 30 pl sterilni ddH20).
Takto zredény roztok byl pouzit jako matrice pro nasledné selektivni PCR amplifikace. Zbytek

nenaredéného vzorku byl zmrazen a uchovan jako zaloha.

4.2.3.4 Selektivni amplifikace

Matrici pro selektivni amplifikaci byl jiz pfipraveny 7x natedény produkt preselektivni
amplifikace. Proces provedeni amplifika¢ni reakce:

1. Pfiprava mixu dle protokolu — viz tab. 10, pouziti vice primerovych kombinaci dle tab.
11.
Promichani smési a rozpipetovani po 8 ul do PCR stripQ.
Pfidani 2 ul naredéného preamplifikatu.

Promichani a kratka centrifugace na stolni centrifuze.

ook W N

Premisténi PCR stripli do cykleru a spusténi nastaveného programu pro selektivni

amplifikaci (0:49 hod).
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Tabulka 10 Protokol pfipravy mixu pro selektivni amplifikaci (uvedené objemy plati pro 1 vzorek).

AMPLIFIKACE I. AMPLIFIKACE II.
LATKA OBJEM PCR MIXU OBJEM PCR MIXU
OBIEM U | oo pipetovANi [l | OB'EM M1 | pro pipETOVANT [pu1]
ddH,0 3,740 4,150
Buffer (5x) 2,000 2,000
dNTP (orig) 0,200 0,800
EcoA***primer 1,000 0,500
Msel***primer 1,000 0,500
goTaq 0,060 8,000 0,050 8,000
preamplifikat (7x zfedény) 2,000 2,000 2,000 2,000
CELKEM 10,000 10,000 10,000 10,000

Tabulka 11 Pouzité primerové kombinace pro selektivni amplifikaci.

AFLP I. AFLP II.
KOMBINACE | PRIMERY | KOMBINACE | PRIMERY
1. E1+M8 CTT | 1. E2+M1
2. E1+M931 |2. E2+M8 CTT
3. E3+M8 CTT | 3. E4+M1
4 E3+M931 |4 E4+M8 CTT

4.3 Kontrola Uspésnosti AFLP elektrolyzou

Kontrola Uspésnosti AFLP probéhla béhem vyzkumu nékolikrat, zejména pak pfi jejim
druhém provedeni. Pfi AFLP I. probéhlo ovéreni po selektivni amplifikaci. Ovéreni probéhlo na
1,2 % agardézovém gelu v TBE pufru (0,5 TBE). Agardzovy gel s plastovymi hiebinky byl
ponechdan k volnému zatuhnuti pfi pokojové teploté 1 hodinu. Nasledné bylo do vzniklych
prohlubni po odstranéni hiebink( napipetovano 4 ul smési po selektivni amplifikaci spolu s 2
ul nanaseciho pufru. Gel byl poté vystaven elektrolyze (100 V, 40 min). Za pozitivni vysledek
0 Uspésnosti AFLP se povazuje detekce ,Smouhy” amplifikovanych band(. Vysledky byly ale
po prvnim pokusu nedostacujici. Na viné mohla byt nizkd koncentrace DNA vzorkd, se kterou

bylo pracovano v ramci AFLP |.

Kontrola zopakované AFLP metody byla provedena dvoufdzové, a to ihned po ligaci
a nasledné po selektivni amplifikaci. V pripadé kontroly po ligaci bylo do kazdé prohlubné
napipetovano 3 pl ligaéni smési spolu s 2 ul nanaseciho pufru. Gel byl poté vystaven

elektrolyze (150 V, 20 min). Po probéhlé selektivni amplifikaci bylo napipetovdno v ramci 2 pl
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smési obsahujici DNA spolu s 2 pl nandseciho pufru, a to pouze do prohlubni po jednom

hfebinku. Nasledna elektrolyza trvala 40 minut pfi 100 V.

4.4

Fragmentacéni analyza

Separace AFLP produktl byla provedena na pfistroji Thermo OWL S3S. Pro detekci

separovanych AFLP fragment( byl pouzit mirné upraveny protokol Bassam a kol. (1991). Cely

postup byl proveden v téchto krocich:

Prvnim krokem byla pfiprava denaturacniho PAA gelu dle nasledujiciho postupu:

1.

Radné ocisténi malého skla, nejprve vodovodni H,0, poté ddH,O -> odetfeni
ethanolem (otfeni skel do sucha) -> pretfeni skel pfipravkem na odpuzovani vody
(Rain Repelent), rozetieni po obvodu smérem do stfedu -> ponechani oSetfeného skla
k volnému schnuti.

Radné ocisténi velkého skla s prilepenym gelem (omyti obou stran kartaéem za poufziti
saponatu, oplachnuti vodovodni H,O a posléze ddH,0) -> otfeni do sucha -> preneseni
skla do digestore na polystyrenové viko.

Osereni velkého skla silanem (1 ml kys. Octové v 96% ethanolu + 3 pl silanu) — naliti
smési na sklo, rozetfeni pap. utérkou od krajl do stfedu, ponechdni 5 min k proschnuti
a vyména rukavic za Cisté, aby nedoslo ke kontaminaci -> po 5 minutach 4x rychle
pretfit EtOH.

PolozZeni spacer(i na hrany oSetfeného velkého skla a nasledné priklopeni malého skla
na umisténé spacery. Fixace skel svorkami.

Pfiprava smési ze 70 ml 6% zdsobniho roztoku akrylamidu, 467 ul 10% roztoku
peroxodisiranu amonného a 46,7 pl TEMEDU.

Natahnuti roztoku do stfikacky a ndsledné plnéni prostoru mezi skly -> vsunuti
hiebinku po naplnéni celé plochy smési a dalsi fixace -> 60 minut ponechano volné
stat.

Po hodiné stani omyti skla, hiebinku a okoli nalévaciho prostoru kartaéem -> upnuti
skla do pfistroje a vytahnuti hiebinku -> naliti pufru 0,5xTBE -> vyplachnuti tfika¢kou
mista, kde byvaji umistény vzorky.

Nastaveni 75 W, max. proud a napéti (2 000 V, 120 mA) na 50 minut.
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9. Denaturace vzorkd: 10 minut predem nahrati temocykleru na 96 °C -> smichani 1 dilu
vzorku a % dilem denaturacniho pufru s formamidem 5 minut prfed nanesenim na gel
-> preneseni vzork( na vytemperovany blok na 3 minuty -> po 3 minutach umisténi
vzorki do ledu. Béhem denaturace vypnuti zdroje stejnosmérného elektrického
proudu, odpojeni katody, otevieni katodového prostoru a znovu vycisténi mezery pro
hiebinek pufrem z injekéni stfikacky -> vsunuti hifebinku asi 1 mm hluboko do gelu.

10. Nanaseni vzork( osmikanalovou pipetou do mezer mezi zoubky hiebinku.

11. Pfipojeni ke zdroji napéti (60 W) a sledovani separace pomoci barviv v nanasecim

pufru (bromfenolovd modr a xylenova modr).

Béhem separace byl pfipraven FIX/STOP roztok (132 ml CH3COOH doplnéno do 1 200 ml
ddH;0), 1% HNOs3 (18 ml koncentrované kys. pomalu nalito do 1 000 ml ddH;0, a poté
doplnéno do 1 200 ml), 0,1% AgNOs (1,2 g dusi¢nanu rozpusténo v 1 000 ml ddH,0, ndsledné
doplnéno do 1 200 ml) a VYVOIKA = 3% Na,COs. Po uplynuti doby elektroforetického déleni
vzorkl doSlo kvypnuti zdroje stejnosmérného elektrického proudu, odpojeni elektrod
a odteceni pufru z katodové ¢asti do sbérného prostoru pomoci pripevnéné odvodni trubicky.
Po tomto kroku byla skla s gelem vyjmuta a po odstranéni hiebinku a spaceri oddélena
noZem. Takto uvolnéné velké sklo s gelem bylo poloZeno do predem pfipravené fotomisky na

tfepacce, gelem nahoru.

Druhym krokem fragmentacni analyzy bylo barveni stfibrem, dle pfipraveného protokolu
v laboratofi Katedry botaniky PFF UPOL:

1. Sklo, ulozené ve fotomisce, bylo zalito FIX/STOP roztokem -> 20minutova doba
pusobeni roztoku za stalého michani (70-90 ot/min).
Sliti FIX/STOP roztoku do bariky.
Promyti skla, ulozeného v Cisté nddobé, ddH,0 (3x & 1-2 min).
Promyti skla o délce 5 minut v 1% roztoku HNO:s.
Opétovné promyti skla, ulozeného v Cisté nadobé, ddH,0 (3x).

Umisténi skla do fotomisky na tfepacce.

N o v &M w N

Pridani 0,1% roztoku AgNOs, doba plisobeni 30 minut -> naliti roztoku do zasobni
lahve.

8. Ponoteni skla s gelem do ddH,0 po dobu 5 vtefin a ulozZeni skla do fotomisky.

41



9. Zaliti pripraveného skla s gelem VYBOJKOU = 3% Na»COs, pokracovani v michani,
dokud nebude gel zabarven.

10. Zastaveni vyvoje zabarveni FIX/STOP roztokem.

11. Odstranéni skla s gelem z fotomisky, sliti roztoku do zasobni lahve.

12. Ponofreni skla na 2 minuty do misky s ddH,O.

13. Preneseni skla do susarny -> suseni 1 hodinu pfi 60°C.

Takto pfipravené sklo bylo popsano fixem k identifikaci a bylo pfipraveno k dalSimu
vyhodnoceni. Poslednim krokem bylo statistické vyhodnoceni zjisténych informaci pomoci

programu R s vyuzitim knihoven ggdendro a ggplot2 (Wickham 2016).

5 VYSLEDKY

5.1 Kliceni

Do kazdého prostredi bylo 30. kvétna 2019 do ptipravenych nadob s perlitem umisténo
stejné mnozstvi semen z obou vySe zminénych lokalit — Tartu a Zahreb. Kli¢ivost zasazenych
semen vykdazala stejnou aktivitu bez ohledu na teplotni rezim prosttedi, a zaroven bez ohledu
na lokalitu plvodu. Nejzdatnéjsi z mladych rostlin byly po 5 mésicich (21. fijna)
experimentdlné presazeny do vétSich nadob se zasaditym substratem, a umistény do 3
rGznych prostiedi. Cast takto presazenych rostlin (12 jedinc(l) byla ponechédna ve skleniku
naleZici Katedre botaniky. Druha ¢ast rostlin byla Setrnym zplsobem prevezena do domaciho
prostiedi. Sedm rostlin bylo umisténo do teplejsi sporadicky vétrané mistnosti bytu na okenni
parapet, dalSich devét pak do chladnéjsi, velmi ¢asto vétrané mistnosti, taktéz na okenni

parapet.
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Obrazek 10 Presazovani jedinct Cortusy Matthioli. 21. fijna 2019. Zdroj: vlastni fotografie.
Béhem zimnich mésict doslo k predpokladanému uhynu vsech jedinct, a to nejprve
v teplejsi mistnosti, dale pak ve skleniku katedry a jako posledni uhynuly i jedinci umisténi

v chladné mistnosti.

Vysledkem provedeného experimentu bylo potvrzeni skute¢nosti, Ze umélé péstovani a
udrZeni populace Cortusy je velmi obtizné, nemluvé o snaze samovolné reprodukce rostlin.
Druh je pravdépodobné velmi silné vazany na specifické klima, vodni rezim a taktéz na slozeni

pady.

5.2 Extrakce DNA

Vysledkem primarni izolace kitem DNeasy od Qiagen byla u vétsSiny vzork(i pomérné

nizkd koncentrace DNA, mnozstvi DNA bylo ovSem dostacdujici pro zvySeni koncentrace

precipitaci. Vysledky méfeni hodnoty koncentraci DNA jsou shrnuty v tabulce 12.
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Tabulka 12 Koncentrace DNA po izolaci, po precipitaci a postup fedéni koncentrace DNA.

VZORKU KONCENTRACE PO PRECIPITACI
DNA [mg/ul] Ratiol Objem 30 pl, konc 40 ng/ul | H,O [ul]
[mg/ul]

cM1 10,7 69,1| 0,578871201 17,4 12,6
CM 2 8,6 38,9| 1,028277635 30,8 -0,8
CM 3 14,9 55,4 0,722021661 21,7 8,3
cM4 12,9 64,2 0,62305296 18,7 11,3
CM 13 8,5 44,9| 0,890868597 26,7 3,3
CM 14 16 52,3| 0,764818356 22,9 7,1
CM 17 10,3 72,9| 0,548696845 16,5 13,5
CM 18 10,6 53,3 | 0,750469043 22,5 7,5
CM 21 20,9 54,0 0,740740741 22,2 7,8
CM 31 11,6 46,5| 0,860215054 25,8 4,2
CM 32 6,5 39,3 1,017811705 30,5 -0,5
CM 43 23,2 75,2 0,531914894 16 14
CM 44 16,3 59,8 | 0,668896321 20,1 9,9
CM 46 41,1 68,2 | 0,586510264 17,6 12,4
CcMm 47 9 75,9 0,527009223 15,8 14,2
CM 48 22,4 55,7| 0,718132855 21,5 8,5
CM 49 13,2 58,7| 0,681431005 20,4 9,6
CM 51 13,7 77,5| 0,516129032 15,5 14,5
CM 52 15,7 67,1| 0,596125186 17,9 12,1
CM 52* 27,3 85,4 | 0,468384075 14,1 15,9

Dalsim krokem bylo fedéni vzork( destilovanou H,0 na pfedem uréenou koncentraci 40
ng/ul, viz tabulka ¢. 11. Do celkového objemu jednotlivych zkumavek bylo napipetovano
mnozstvi DNA a dH;0, dle stanoveného poméru. Ve dvou pfipadech musel byt pomér
dodatec¢né poupraven, a to konkrétné u vzorku cm_2 a cm_32, kdy do pfislusné Eppendorf

zkumavky obsahovali dale nefedénou DNA (podil dH,0 stanoven na hodnotu 0).
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5.3 PrGbéh AFLP reakci

Kontrola na agardzovém gelu ukazala Uspésnost jednotlivych krokd AFLP reakci. Prvni

AFLP reakce nebyla Uspésna a vysledek po prvni selektivni amplifikaci ukdzal jen nizkou

koncentraci DNA v reakci, viz obr. 11.
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Obrazek 11 Kontrola AFLP I. po selektivni amplifikaci na agarosovém gelu.

Za pozitivni vysledek o Uspésnosti AFLP se povazuje detekce ,Smouhy”
amplifikovanych bandl. Vysledky byly ale po prvnim pokusu nedostacujici, vysledek nebyl
zfetelné patrny. Na viné mohla byt nizkd koncentrace DNA vzorkd, se kterou bylo pracovdno

v ramci AFLP I. Po elektrolyze na gelu byla i pres to provedena fragmentova analyza, kterd

taktéz neptinesla zadné vysledky.
Kontrola znovu probéhnuté AFLP metody byla provedena dvoufazové, a to ihned po

ligaci a nasledné po selektivni amplifikaci. Obé kontroly probéhly ¢aste¢né Uspésné, separace

na agarésovém gelu potvrdila Uspésny pribéh reakci, viz obrazek 12 a 13.
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Obrazek 13 Kontrola pribéhu AFLP Il. po selektivni amplifikaci na agarosovém gelu.

5.4 Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza pro prvni testovanou primerovou kombinaci byla zcela neldspésna
a nebyly pozorovany zadné fragmenty AFLP. Pravdépodobnou pfi¢inou je kombinace 2
faktor(: velmi nizka koncentrace DNA fragment( po AFLP a zdroven nedostate¢né nabarveni

téchto fragmentu pfi fragmentacni analyze na PAGE.
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Fragmentacni analyza druhého testovani AFLP byla Uspésnéjsi a podafrilo se vizualizovat
fragmenty AFLP pro 4 primerové kombinace (E1-M8, E2-M8, E4-M1 a E4-M8). Ani druha
probéhla fragmentacni analyza neposkytla kvalitni vysledek. Podafilo se ziskat pouze gel
svelmi slabé vizualizovanymi fragmenty AFLP. Jako hlavni pfi¢inu lze pravdépodobné
povazovat malé mnoZstvi napipetovaného mnozstvi roztoku s AFLP fragmenty (s plvodnim
cilem uchovat cast pro pfipadnou kontrolni fragmentacni analyzu). | presto, Ze byly
separované fragmenty velmi slabé, bylo moiné je (byt sobtizemi) odecist a oskdrovat

kombinaci odecitanim na ¢tecce a vizualizaci po naskenovani a zvySeni kontrastu.

Pavodnim planem bylo ve spolupraci se Skolitelem fragmentacni analyzu zopakovat
a ziskat zretelnéjsi vysledek, ale vzhledem k omezenim plynoucim z SARS-2 pandemie nebylo

mozné tento plan uskutecnit.

5.5 Vysledky AFLP a jejich interpretace

Fragmentacni analyza ukazala, Ze neprobéhly reakce Uspésné pro vSechny a vzorky
a vSechny primerové kombinace. Vysledky jsou k dispozici k nahlédnuti ve volné pfiloze. Pro
nékteré vzorky neprobéhla reakce opakované pro vice primerovych kombinaci (vzorek 52),
pro jiné vzorky reakce probéhla jen u nékterych primerovych kombinaci. Pouze v pfipadé 7
vzorkd probéhla AFLP reakce (nebo byly detekovany fragmenty na PAGE), tj. u vzorkd 1, 13,
17, 18, 43, 51 a 52*. Vzhledem k absenci kontroly nelze jednoznacné fici, zda je pfic¢inou
absence fragmentl problém reakci AFLP nebo S3Spatna fragmentacni analyza. Pocty

neuspésnych reakci, a také pocty zjisténych alel jsou shrnuty v tabulce 13.
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Tabulka 13 Pocet zjisténych alel a neldspésnych reakci fragmentacni analyzy

Kombinace Pocet zjiSténych  Pocet neldspésnych
primerd alel reakci
E2-M1 43 9
E2-M8 75 5
E4-M1 49 6
E4-M8 39 11
Celkem 206 31
E1-M8 0 20
E1-M931 0 20
E3-M8 0 20
E3-M931 0 20
Celkem 0 80

Pocet detekovanych fragment( (206) ukazuje na pouZitelnost zvolenych kombinaci
primerd v dalSich studiich. Pfi dostatecné velkém populaénim vzorku by byla moiné data

signifikantné statisticky vyhodnotit.

Nedostatecny pocet studovanych jedincl (pouze 19, pficemzZ po duplicité 20 vzork
celkem) a maly pocet kompletnich profili neumozriuje AFLP data statisticky vyhodnotit.
Pfesto lze z prvnich pilotnich dat, jejichz hlavnim cilem bylo testovani metodiky, vycist
informaci o studované macosské populaci. Vysledna data ukazuji, Ze jednotlivé rostliny
nepredstavuji klony, naopak jsou zfejmé geneticky dostatec¢né divergované. UPGMA analyzy
(i pfes nedostatecnosti dat pro takové analyzy) ukazuji pomérnou genetickou variabilitu mezi

studovanymi jedinci.

Shlukovaci analyza pro 7 jedincl s kompletnim profilem ve vSech 4 primerovych
kombinacich ukazuje, Ze zadny jedinec neni zcela shodny. Tato skutecnost je zobrazena v nize
uvedeném obrdzku 14. Vzhledem k tomu, Ze pouze u 7 jedincl $lo sloucit data ze vsech 4
primerovych kombinaci, byla provedena také shlukovaci analyza vsech 20 vzorkl (19 rostlin),

rozdélena na 4 podskupiny podle primeru. Tato analyza ukazuje jen minimalni podobnost mezi
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vzorky. Jediny velky shluk vzorkd v sobé zahrnuje profily bez uspésné AFLP amplifikace (viz

obrazek 15).

Obrazek 14 Dendrogram genetické podobnosti 7 rostlin s kompletnim AFLP profilem ze vSech 4

primerovych kombinaci.
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Obrézek 15 Dendrogram genetické podobnosti 20 profilll (v pofadi jedincl 1, 2, 3, 4, 13, 14, 17, 18,
21,31, 32,43, 44, 46, 47, 48, 49, 51, 52 a 52*) pro primerovou kombinaci E2-M1 (¢isla 1-20), E2-M8
(Cisla 21-40), E4-M1 (Cisla 41-60) a E4-M8 (Cisla 61-80).
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6 DISKUZE

Na zdkladé vyzkumu spojenych s bakaldfskou praci Ize konstatovat, Ze péstovani a
udrzeni populace Cortusy je velmi obtizné. Druh je pravdépodobné velmi silné vadzany na
specifické klima, vodni rezim a taktéZ na sloZeni substratu. Tato vazba muzZe nepfiznivé
ovliviovat budouci populace v propasti Macocha vzhledem kpostupné ménicim se

podminkam prostredi.

V souvislosti s extrakci DNA Cortusy bylo zjisténo, Ze extrakce pomoci béznych
komercnich kit se nejevi jako vhodna metoda extrakce DNA pro vzacné druhy rostlin z
hlediska nedostatku materialu. Qlagen DNA kity jsou znamé vysokou kvalitou izolované DNA,
ale soucasné jeji nizkou koncentraci. To muze ovlivnit pribéh metody AFLP. Tato metoda je
obecné znama svou citlivosti na obsah DNA. To se potvrdilo i v ptipadé prvniho experimentu,
kdy AFLP nebylo Uspésné, nebot DNA koncentrace stanovend pomoci spektrofotometru byla
pravdépodobné vyrazné mensi, nez znacily namérené hodnoty. Druhy experiment (s vy$sim
obsahem DNA) nasledné prokazal pouZitelnost stanovené metody. Kontrola jednotlivych
krokl na agarézovém gelu potvrdila Uspesnost jednotlivych krok( AFLP, a to i pfes to, Ze
reakce neprobéhla u vsSech vzorkl. Naslednd fragmentacni analyza potvrdila pfitomnost
fragment(. | s nedostate¢né kvalitnim prvnim PAGE gelem se podafilo identifikovat 206
raznych fragmentl. Tento pocet by jiZz umoznioval, v pfipadé vyssiho poctu jedinctl, zakladni
statistické vyhodnoceni. | pres to lze na zakladé provedeného vyzkumu konstatovat, Ze prvni
vysledky naznacuji relativné geneticky variabilni populaci. Dalsi potvrzeni prvnich vysledk( se
nepodafilo realizovat v dlsledku opatfeni vlady proti Sifeni pandemie SARS-2 (nemoci Covid-

19).
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7 ZAVER

Prace je zamérena zejména na testovani pouZitelnosti metody AFLP pro studium
populace kruhatky v propasti Macocha. Populace je ve svém pfirozeném prostredi
v poslednich letech postihovdna snizenou rozmnoZovaci schopnosti a naslednym ubytkem
jedincd. Tato skutecnost vlivem silné vazby rostlin na specifické podminky byla taktéz

potvrzena provedenym vyzkumem.

Zhodnoceni ziskanych vysledkd provedeného vyzkumu ukdzalo pouzitelnost vyse
zminéné metody AFLP. | pfes nedostatecné kvalitni PAGE gel se podafilo identifikovat celkem
206 raznych fragmentld DNA. Vysledky naznaduji, Ze populace kruhatky Matthioliho je
ve studii pokracovat na rozsahlejSim populacnim sbéru, ktery by bylo moziné statisticky
vyhodnotit (napfiklad stanovit heterozygotnost/homozygotnost, tzn. miru inbreedingu,
genetickou vzdalenost mezi jednotlivymi druhy apod.). Bohuzel po provedeném vyzkumu
nebylo mozné stanovit zdkladni populacné-genetické parametry z didvodu nedostate¢ného
poctu analyzovanych jedincl a presnéjsi fragmentacni analyzy. Nebylo mozné nalézt ani jisty
pattern ve vztahu mezi studovanymi rostlinami. Vychozi pfedpokladana geneticka variabilita

ale pfinasi optimismus pro budouci preziti druhu na studované lokalité.
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Tento pracovni list je uréeny pro zdky stfednich Skol. Spada do uciva biologie dvoudéloznych
rostlin. Zak by si timto vytvofenym pracovnim listem mél utfibit zakladni obecné informace
tykajici se dvoudéloZnych rostlin a posléze konkrétné informace tykajici se ¢eledi Primulaceae.
UKOL ¢&. 1: Popis stavbu kvétu krytosemennych rostlin.

CELKOVA STAVBA KVETU PESTIK TYCINKA

UKOL &. 2: Popis rozdil mezi jednodéloznymi a dvoudéloznymi rostlinami, uved’ 3 zastupce

ke kazdé kategorii.

dvoudéloiné

jednodéloiné

Jednodélozné

Dvoudélozné
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UKOL €. 3: Zarad' celed prvosenkovité do systému a napis jejich latinsky nazev.

Ride:

Podrise:

Oddéleni:

Trida:

v

Rad:

Celed:

UKOL &. 4: Dopli kfizovku dle napovédy.
Vite, jaké je latinské rodové jméno nejzndméjsiho zastupce celedi Primulaceae — prvosenky

jarni?

1. Latinsky nazev rostlin.
2. Rostlinné pletivo tvofené burikami s tenkymi bunécnymi sténami, burikami nejcastéji
izodiametrického tvaru.
3. Listové privesky na bazi rapiku nebo na bazi prisedlého listu, vyskytujici se u
krytosemennych rostlin.
. Rostlinné pletivo tvorené bunkami s délivou funkci.
. Jizva na semeni po vaje€ném poutku.

. Bezlisty a nevétveny stonek rostlin s pfizemni rlzici nesouci kvét nebo kvétenstvi.

N o o b

. ZpUsob Siteni semen nebo plodd pomoci vétru.
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UKOL &. 5: Kratce popi$ ¢eled' Primulaceae. Uved' 3 zastupce.

UKOL &. 6: Doplii a spravné prirad’ text z moznosti uvedenych nize.
Kruhatka Matthioliho moravska (Cortusa matthioli subsp. moravica) patfi do celedi

Prvosenkovité ( ). Jedna se o

glacialni , ktery se na tizemi CR

vyskytuje pouze najediné lokalité, a to v

propasti , nalezici do CHKO

Rostliny Ize nalézt na

skalnich sténach. Dlouhodobou existenci této

byliny umoziuji specifické a

podminky propasti. Kruhatku

fadime do kategorie , tedy

viceletych nedrevnatych rostlin. Kvéty kruhatky jsou barvy, usporadané do

hroznovitého kvétenstvi zvané . Pilovité listy wvyrGstaji v pfizemni
. Plodem je

MozZnosti:

relikt, Primulaceae, okolik, vapencovych, rdzici, Macocha, tobolka, Moravsky kras, klimatické,

trvalek, vlhkostni, riZové.
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Tento pracovni list je uréeny pro zdky stfednich Skol. Spada do uciva biologie dvoudéloznych
rostlin. Zak by si timto vytvofenym pracovnim listem mél utfibit zakladni obecné informace
tykajici se dvoudéloznych rostlin a posléze konkrétné informace tykajici se ¢eledi Primulaceae.
UKOL ¢&. 1: Popis stavbu kvétu krytosemennych rostlin.

CELKOVA STAVBA KVETU PESTIK TYCINKA

pestik

ty&inky blizna
prasniky
¢énélka
nitka

koruna

vajicka

Stofiek semenik

kvétni luzko

UKOL &. 2: Popis rozdil mezi jednodéloznymi a dvoudéloznymi rostlinami, uved’ 3 zastupce

ke kazdé kategorii.

dvoudéloiné

jednodéloiné

Dvé délohy, kvét rozliSen na kalich a korunu, zpefend Zilnatina,
Dvoudélozné | usporadané cévni svazky cévni svazky, hlavni kofen s postrannimi koreny.
Zastupci — prvosenka jarni, hrusen obecna, rGze Sipkova.

Jedna déloha, kvétni obaly nerozliSeny = okvéti, soubéina Zilnatina,
Jednodélozné | svazlité kofeny, neusporadané cévni svazky.
Zastupci — lipnice obecna, hyacint vychodni, lilie zlatohlavek.

UKOL &. 3: Zarad' ¢eled prvosenkovité do systému a napis jejich latinsky nazev.
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rostliny

Podfrise: cévnaté rostliny
Oddéleni: krytosemenné
Trida: vy$Si dvoudélozné
Rad: viesovcotvaré
Celed: Primulaceae

UKOL ¢&. 4: Doplii kiizovku dle napovédy.
Vite, jaké je latinské rodové jméno nejzndméjsiho zastupce celedi Primulaceae — prvosenky

jarni?

P A L I S T Y
M E R I S T E M
H I L u M

1. Latinsky ndzev rostlin.
2. Rostlinné pletivo tvorené burikami s tenkymi bunéénymi sténami, bufikami nejcasté;i
izodiametrického tvaru.
3. Listové privésky na bazi rapiku nebo na bazi prisedlého listu, vyskytujici se u
krytosemennych rostlin.
. Rostlinné pletivo tvorené bunikami s délivou funkci.
. Jizva na semeni po vaje¢ném poutku.

. Bezlisty a nevétveny stonek rostlin s pfizemni riizici nesouci kvét nebo kvétenstvi.

N o o b

. ZpUsob Sifeni semen nebo plodd pomoci vétru.
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UKOL ¢&.5.: Kratce popis ¢eled’ Primulaceae. Uved 3 zastupce.

Jednd se jednoleté o vytrvalé byliny s hlizou nhebo oddenkem. Listy tvofi pfizemni rdZici a jsou

stfidavé nebo vstficné. Palisty u této Celedi chybi. Kvéty se vyskytuji jednotlivé nebo

v kvétenstvi a jsou oboupohlavné. Andreceum tvorené péti tyCinkami, gyneceum z péti

plodolistll. Semenik svrchni. Kvét rozliSen na kalich a korunu. Plodem je tobolka, kterd se

otevird pomoci zubl nebo vicka.

Zastupci: prvosenka jarni, brambofrik nachovy, vrbina teckovana.

UKOL ¢&. 6: Doplii a spravné pfifad’ text z moznosti uvedenych nize.
Kruhatka Matthioliho moravska (Cortusa matthioli subsp. moravica) patfi do celedi

Prvosenkovité (_ Priulaceae ). Jedna se o

glacidlni relikt , ktery se na tuzemi CR
vyskytuje pouze najediné lokalité, a to v

propasti Macocha , nalezici do CHKO

Moravsky kras

Rostliny lze nalézt na vapencovych

skalnich sténach. Dlouhodobou existenci této

byliny umoznuji specifické klimatické a

vlhkostni podminky propasti. Kruhatku

fradime do kategorie trvalek , tedy
viceletych nedrevnatych rostlin. Kvéty kruhatky jsou _ rGZové barvy, usporadané do
hroznovitého kvétenstvi zvané okolik . Pilovité listy vyrGstaji v pfizemni __rQzZici .

Plodem je _ tobolka .

Moznosti:

relikt, Primulaceae, okolik, vdpencovych, rizici, Macocha, tobolka, Moravsky kras, klimatické,

trvalek, vlhkostni, riZové.
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