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1 UVOD
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rostlinnych celedi Asteraceae. Do daného rodu se fadi jeden kulturni druh L. sativa L.,
ktery ma mnoho variet ¢i kultivart riznych barev a tvartu lista, ma také hospodaisky
vyznam a péstuje se jako listova zelenina. Mnoho plané rostoucich druha se vyskytuje
po celém svété a to zejména v Evropé, Asii, Severni a Stfedni Americe a Africe
a Australii (Lebeda et al., 2007). Biogeograficky jsou dobfe zpracované evropské druhy.
Komplexni tdaje o ekologii a geografickém rozsifeni africkych, asijskych
a severoamerickych druhi rodu Lactuca vsak chybi (Lebeda et al., 2004).

Rod Lactuca byl zpracovan v mnoha studiich, ale chybi podstatné informace
0 fylogenetickém uspotadani rodu. Dosavadni analyzy zpracovavaly jen velmi omezeny
pocet druht z rodu (napt. Koopman et al., 1998; Wang et al., 2013; Wei et al., 2017),
ale vétsi a ucelenéjsi studie, ktera by zpracovavala vétsi a vice reprezentativnéjsi vzorek
druha fadicich se do rodu Lactuca, chybi. Evolu¢ni vztahy mezi jednotlivymi zastupci
rodu nejsou zcela jasné a molekularni studie poukazuji nato, Ze v pribéhu evoluce
subtribu Lactucinae pravdépodobné dochazelo k opakované hybridizaci, coz se odrazilo
zejména v dédicnosti a variabilit¢ chloroplastovych markert. Tato skute¢nost
komplikuje rekonstrukci fylogeneze na nizsi taxonomické urovni.

Pii Slechténi hospodaisky vyznamného druhu L. sativa se vyuzivaly jeho
ptibuzné plané rostouci druhy. V soucasné¢ dobé€ jsou publikované studie, tykajici se
péstovaného salatu a jeho ptibuznych druhti, které tvofi tzv. primarni genovy pool
L. sativa (Lebeda et al., 2014). Geny z genového poolu lze pouzit ke zvySeni kvality
vlastnosti u Slechténych rostlin a pro zachovani nebo rozsifeni druhové diverzity
(Lebeda et al., 2007). Celkem jsou tii skupiny genovych poold, které byly sestavené na
zaklad¢ kiizeni mezi §lechténymi a jejich pfibuznymi druhy (Harlan & Wet, 1971).
Prvni skupina predstavuje primarni genovy pool a zahrnuje druhy L. altaica
Fisch. & C.A.Mey., L. aculeata Boiss., L. serriola L., L. dregeana DC.
a L. azerbaijanica Rech.f., L. georgica Grossh., L. scarioloides Boiss., které se mohou
lehce kfizit, snadno vymeénovat geny a jsou kompatibilni s L. sativa. Druha skupina je
sekundarni genovy pool a zahrnuje plan¢ rostouci druh L. saligna L. Tteti skupina tvofi
tercialni genovy pool a zahrnuje druh L. virosa L., u kterého je vyména gent obtizna
amusi se jim pomahat specialnimi metodami (Lebeda et al., 2007). Druhy, které

se mohou pftirozené kiizit s kulturnim salatem, mohou byt snaze vyuzity pro zlepseni
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jeho dulezitych vlastnosti a genetické variability (Lebedaetal., 2014). Poznani
fylogenetickych vztah uvnitf rodu Lactuca a identifikace blizce pfibuznych taxont

je velice dulezita a mize pomoct ve Slechténi.



Cile prace

Cilem této diplomové prace je pomoci metod molekularni biologie
a fylogenetické analyzy zhodnotit vhodnost (informaé¢ni hodnotu) vybranych jadernych
a chloroplastovych molekuldrnich markerti k rekonstrukci mezidruhovych vztahii na
rozsiteném datasetu rodu Lactuca, ktery obsahuje zastupce témét vSech hlavnich skupin
rozliSovanych v rod¢€. Nasledn¢ kriticky zhodnotit ziskané vysledky v Sir§im kontextu

rodu Lactuca i z nomenklatorického hlediska.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Charakteristika a morfologicky popis rodu locika

(Lactuca)

Nazev rodu Lactuca pochazi od latinského slova ,laceo®, coz v ptekladu
znamena ,mit mléko”“. Zastupci rodu maji v pletivech specializované bunky,
tzv. mlécice, které obsahuji mlé¢nou §t'avu, tzv. latex (Ferrakova, 1977; Lebeda & Pink,
1998). Latex je smési fenoll, proteini, terpenoidt, alkaloidi a glykosidd
(Lebeda et al., 2013).

Rod Lactuca zahrnuje jednoleté, dvouleté i vytrvalé byliny (Grulich, 2004).
Pouze jeden druh L. sativa ma hospodaisky vyznam a péstuje se jako listova
zelenina — salat (Lebeda et al.,, 2007). Listy jsou jednoduché, c¢lenéné, celistvé
a na okrajich ostnité. Bazalni listy jsou uspofadané v ruzici (Grulich, 2004). Lodyhy
jsou 25 — 250 cm vysoké, lysé nebo ostnité, chlupaté nebo $tétinaté. Horské druhy
mohou byt plazivé i lianovité. Ubory jsou bez plev s plochym Lizkem, drobné a pocetné
kvéty se skladaji ve vrcholi¢natd, hroznovitd, latovitd nebo klasovita kvétenstvi. Kvéty
jsou jazykovité (v poctu 4 — 25 nékdy az 50) s ligulou ve Zlutém, modrém nebo
fialovém provedeni, vzacné i v bilém. Plodem je svétle zelend, hnéda nebo ¢erna nazka
s vietenovitym a silné¢ zploStélym tvarem. Charakteristickym znakem naZky
je pfitomnost, nebo nepfitomnost zobanku, ktery muze byt bud’ delsi, nebo kratsi
nez té€lo nazky. U vétSiny druhil se na okraji nazky vyskytuji uzka kiidla a na povrchu
nazky se nachdzeji zebra. Chmyr je bily, nebo naZloutly a sklada se z jedné fady bun&k
(vyjimecné 1 z vice fad). Paprsky chmyru jsou pfiblizné stejné dlouhé, jednoduché

a opadavé (Dolezalova et al., 2002; Ferakova, 1977; Grulich, 2004).

2.11 Geografické rozsireni rodu

Rod zahrnuje celkem 17 evropskych, 43 africkych, 51 asijskych, 12 americkych
druhti a 3 australské druhy (Lebeda et al., 2014). Jednotlivi zastupci rodu jsou
Z ekologického hlediska velmi variabilni a osidluji rtizné typy biotopl. VéEtsina druhti

je xerofilnich, coz znamena, ze byliny jsou pfizpisobeny k ristu v suchych oblastech
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s teplym klimatem (Lebeda et al., 2001). Druhy se pfevazné vyskytuji v mirném
ateplém pasu severni polokoule: Evropa, Asie, Afrika, Indonésie, jihovychodni Cina,
Severni a Stfedni Amerika (Ferakova, 1977; Lebeda & Astley, 1999; Grulich 2004).

Rod Lactuca je velmi variabilni. BéZné evropské druhy jako napf.: L. serriola,
L. saligna, L. virosa jsou synantropni (ruderalni) a preferuji narusend stanoviste.
Vyskytuji se hojné kolem ptikopi, cest a dalnic (Lebeda et al., 2004). Jiné druhy jako
napi. L. gracea Boiss., L. perennis L., L. viminea (L.) J.Presl & C.Presl a L. tenerrima
Pourr. patfi mezi kalcifilni druhy, rostouci v dolomitovych a vapencovych oblastech
nebo také hojné na vapencovych skalach (Ferakova 1977; Lebeda et al., 2009a). Druhy
jako L.aurea (Sch.Bip. ex Vis. & Panci¢) Stebbins, L. biennis (Moench) Fernald.,
L. quercina L. a ¢aste¢né také L. sibirica (L.) Benth. ex. Maxim., jsou soucasti lesnich
porosti (Ferakova, 1977) a L. tatarica C.A.Mey. a L. acanthifolia (Willd.) Boiss.,
rostou jako plevel na pobteznich utesech (Dolezalova et al., 2002). Lactuca tatarica
roste v chladnych oblastech spole¢né se stepni vegetaci, pfevazné na slanych loukéach
nebo piscitych substratech. Pivodni lokalita druhu L. acanthifolia jsou ttesy na pobiezi.
(Ferakova, 1977). V Asii sevyskytuji druhy napf. L. altaica, L. aculeata,
L. azerbaijanica, L. georgica, L. scarioloides, a z Jizni Afriky pochazi L. dregeana.
Nékteré taxony (napf.: L.serriola, L. saligna) byly zavleCeny do Australie, kde
postupné naturalizovaly (Burbinge & Gray, 1970).

Taxony jako napt. L.viminea subsp. alpestris (Gand.) Ferakova, L. tatarica,
L. altaica, L.tenerrima alL.quercina subsp. wilhelmsiana (DC.) Ferakova,
byly zaznamenany ve vyskach do 2500 m n. m. Nicméné, optimalni nadmotiska
vyska pro vétsinu  evropskych druhtt je v rozmezi 200 — 600 m n. m.
(Ferakova, 1977; Lebeda, 2001). Komplexni Gdaje o geografickém rozsifeni a ekologii

africkych, asijskych a americkych druhti rodu Lactuca vsak chybi (Lebeda et al., 2004).

2.1.2 Taxonomie rodu

Rod Lactuca patii k jedné z nejvétsich rostlinnych celedi Asteraceae. V ramci
této Celede se fadi do podceledi Cichorioideae, kmene Cichorieae (Lactuceae), podkmen
Lactucinae, skupiny Cichorium podskupiny Crepis (Dolezalova et al., 2002). Podle
soucasné literatury rod zahrnuje 98 plané rostoucich druhii (17 evropskych, 51 asijskych

3 australskych, 43 africkych a 12 severoamerickych) (Lebeda et al., 2014).

12



Tuisi (1968) rozdelil skupinu Lactuca s. I. do Sesti sekei: Scariola F.W. Schmidt,
Mulgedium Cass., Cicerbita Wallr., Cephalorrhynchus Boiss., Steptorhamphus Bunge
a Lactuca L. Stebbins (1937) definoval v ramci rodu Lactuca pét samostatnych podrodu
Cicerbita Wallr., Mulgedium Cass., Mycelis Cass., Lactucopsis Schultz-Bip.
ex Vis. et Pan¢. a Phaenixopus Cass. Ferakova (1977) pteskladala z predchozich dvou
klasifikaci rod Lactuca do ¢ty sekei: Mulgedium (Cass.) C.B. Clarke, Phaenixopus
(Cass.) Benth, Lactuca a Lactucopsis (Schultz-Bip. ex Vis. et Pan¢.) Rouy. Lebeda et al.
(1998) rozsifili rod o africkou a severoamerickou skupinu a také o asijské sekce:
Micranthae, Sororiae a Tuberosae.

V taxonomii rodu je nejcastéji aplikovano Siroké pojeti rodu, ve kterém jsou
druhy uspotadany celkem dosedmi sekci (Mulgedium, Lactucopsis, Phaenixopus,
Tuberosae, Micranthae, Sororiae alactuca) a dvou geografickych skupin
(severoamericka a africka skupina) (Lebeda et al., 2007). V sekci Lactuca se druhy
rozlisuji na zékladé poctu chromozomu na dvé podsekce Lactuca a Cyanicae. Podsekce
Lactuca zahrnuje druhy, jako jsou napf.: L.altaica, L.aculeata, L. livida
Boiss. & Reut.,, L. dregeana, L. sativa, L.saligna, L.serriola aL.virosa,
L. azerbaijanica, L. scarioloides. Do podsekce Cyanicae jsou ftazeny druhy
L. tenerrima, L. perennis a L. intricata Boiss. Zminéné druhy jsou jednoleté nebo
dvouleté byliny a maji charakteristicky ubor sloZzeny z 10 — 30 Zlutych kvétd. V sekci
Phaenixopus jsou zafazené druhy piedeviim z oblasti Stiedomoii (Recko, Kréta,
Sardinie a Pyrenejsky poloostrov). Sekce zahrnuje L. acanthifolia, asijské druhy
L. orientalis Boiss. a endemické druhy L. longidentata Moris ex DC. a L. viminea.
Zminéné druhy jsou dvoulété az vytrvalé, ubor sloZzeny z 5 — 6 kvétd a laty maji husté
rozvétvené. Sekce Mulgedium zahrnuje vytrvalé druhy L. tatarica, L. sibirica,
L. taraxacifolia (Willd.) Hornem., které se vyskytuji v severnich oblastech Asie
a Evropy. Kvéty jsou modré a malokdy bilé. Do sekce Lactucopsis patii dvouleté druhy
(napt. L. quercina) a vytrvala L. aurea, které rostou v zalesnénych oblastech Asie
a Evropy a endemicky druh L. watsoniana Trel., ktery pochazi z Azorskych ostrovi.
Kvétenstvi je slozeno z6 — 15 Zlutych nebo bilych kvétl, nazky jsou podlouhlé
az eliptické. Asijské druhy se fadi predev§im do sekci Tuberosae, Micranthae
a Sororiae (Lebeda 1998), ale v Asii se také nachazi druhy tadici se do sekce Lactuca.
Sekce Tuberose zahrnuje druhy vétSinou se zlutymi nebo modrymi kvéty jako jsou
L. indica, L. raddeana, L. triangulata Maxim., L. formosana Maxim., L. lessertiana
(Wall. ex DC.) Wall. ex C.B.Clarke a L. graciliflora DC. Do sekce Micranthae se fadi
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druhy s fialovymi nebo purpurovymi kvéty jako L. auriculata DC., L. dissecta D.Don,
L. glauciifolia Boiss, L. rosularis Boiss. a L. undulata Ledeb. Sekce Sororiae zahrnuje
pouze jeden druh s fialovymi kvéty L. sororia. Africka skupina zahrnuje druhy
L. capensis Thunb., L. dregeana, L. glandulifera Hook.f., L. homblei De Wild.,
L. imbricata Hiern, L. praecox R.E.F., L. schweinfurthii Oliver et Hiem a L. tysonii
(Phillips) C.Jeffrey. Severoamericka skupina zahrnuje druhy L. biennis, L. canadensis
L., L. floridana (L.) Gaertn., L. graminifolia Michx., L. hirsuta Muhl. ex. Nutt.,
L. ludoviciana (Nutt.) Riddell a L. terrae-novae Fernald (Lebeda et al., 2007).
Klasifikace rodu neni Gplna, protoze je tieba ziskat vice informaci o morfologii,
biologii, anatomii a molekularni struktuie jednotlivych druhti (Dolezalova et al., 2002).
Pravdépodobné v budoucnu miize dojit ke zméndm zafazeni druhd na zakladé
molekularnich studii, jejichz cilem je podrobn&jsi odhaleni fylogenetickych vztahu

Lactuca spp. (Dolezalova et al., 2002; Lebeda et al., 2014).
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2.2 Molekularni metody pouzivany ve studii fylogeneze

rodu Lactuca

Molekularni markery se pouzivaji ke studiu genetické variability od 60. let
20. stoleti. Béhem poslednich deseti let doslo k rapidnimu vyvoji novych molekularnich
markert (Bretting & Widrlechner, 1993), které se hojn¢ zacaly pouzivat ke zkoumani
fylogeneze, genetické wvariability av Slechténi. Zacaly se vice pouzivat piistupy
zalozené na genotypu nez na fenotypu. Jejich rozvoj ovlivnil GspéSnost a rychlost
Slechténi a ziskavani novych odrid u péstovanych rostlin (Simko, 2008).

Prvni biochemické markery, které se zacaly vyuzivat pii studiu genetické
variability rodu Lactuca, byly — izoenzymy (polymorfni molekularni formy enzymi)
(Bretting & Widrlechner, 1993). Izoenzymy byly definovany jako strukturné odlisné
formy enzymu s kvalitativné stejnou katalytickou funkci. Pochazi z aminokyselinovych
zmén, které zplUsobuji zmény v prostorové struktufe molekuly enzymu
(Hadacova & Ondiej, 1972; Vallejos, 1983; Soltis & Soltis, 1989). Jedna se o
kodominantni markery, jejichz pomoci lze odliSit na daném lokusu jedince
s heterozygotni konstituci alel od homozygotl. Izoenzymova analyza se pouzivala k
charakteristice genovych sbirek rodu Lactuca (Lebeda & Pink, 1998). Dale se metoda
pouzivala k identifikaci mezidruhovych hybridd, k ur€ovani polyploidie a ptibuznosti
mezi voln¢ rostoucimi kulturnimi druhy rodu Lactuca (Dziechciarkova et al., 2004;
Lebeda et al., 2009b; Lebeda et al.,, 2012). Polymorfismus, hodnocen pomoci
izoenzymt, blizce piibuznych druhl byl relativné nizky, a omezoval feSeni otazek
mezidruhovych vztahu (Kesseli etal., 1991). Z tohoto divodu se objevuje tendence
hledat nové citlivéjsi metody, které by eliminovaly nevyhody izoenzymovych technik.
Izoenzymova analyza proto byla postupné nahrazena variabiln€jSimi typy markert

(Repkova & Relichova, 2001), které jsou dale v textu ve stru¢nosti popsané.

RFLP, neboli polymorfismus délky restrikénich fragmentd je metoda zalozena
na stépeni DNA specifickou restrik¢ni endonukleazou. Razné velikosti neboli délky
restrikénich fragmentt ziskané po rozSt€peni endonukledzou slouzi K rozliSeni
rostlinnych druhti, genotypi a v nékterych ptipadech i jedincu (Karp etal., 1998).
RFLP metoda byla pouzita i pfi studiu rodu Lactuca v pracich Landry et al. (1987),
Kesseli et al. (1991, 1994) a Vermeulen et al. (1994).
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Kesseli et al. (1991) pouzili analyzu pro stanoveni pivodu péstovaného salatu
(L. sativa). Z dat ziskanych pomoci techniky RFLP vyplynulo, Ze L. sativa je uzce
ptibuzna s druhem L. serriola, ale nikoliv s zadnym jinym druhem zahrnutym do této
studie (L. saligna, L. virosa, L. perennis a L. indica). Studie potvrdila zna¢né genetické
rozdily mezi druhy. Vysledky studie naznacuji polyfyleticky ptivod péstovaného salatu.
Soubor RFLP markerad napomohl také k wvytvofeni podrobné genetické mapy
hlavkového salatu (Landry et al., 1987). Omezeni u této metody je to, ze je technicky
a finan¢né naro¢na, a proto byly hledany dalsi metody. To umoznil piedevsim
objev polymerazové ftetézové reakce (PCR) pro amplifikaci DNA, ktery vedl
k vyvoji fady novych  technologii, které pomohly piekonat metodu RFLP
(Dziechciarkova et al., 2004).

RAPD (nahodné¢ amplifikované polymorfni c¢asti DNA) je technika zalozena
na polymerazové ftetézové reakci (PCR). Danou metodu poprvé pouzili
Williams et al., (1990). Metoda je zaloZzena na enzymatické amplifikaci nahodnych
segmentt DNA za pomoci ruznych primert. Technika byla pouzita na studium
hlavkového salatu pro vyhodnoceni variability a pro stanoveni rozdili mezi liniemi
riznych salatovych odrid (Waycott & Fort, 1994). Dvé odrudy L. serriola odolné proti
plisnim byly zmapovany pomoci RAPD a markert kodujicich SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) (Maisonneuve et al, 1994). Kesseli et al. (1994)
porovnali geneticky polymorfismus u dvou markeri RFLP a RAPD mezi dvéma
kultivary salatu pii konstrukci genetické mapy. RFLP a RAPD markery ukazaly
podobné rozloZeni v celém genomu, obé metody identifikovaly podobné urovné
polymorfismu. Pomoci metody RAPD byla identifikace odrid rychlejsi. Metoda RAPD
u rodu Lactuca byla pouzita také ve studiich Truco et al. (2007) a Yang (2007).

AFLP (polymorfismus délky amplifikovanych fragmenti) je metoda hodnotici
variabilitu amplifikovanych restrikénich fragmentt. Ve vSeobecnosti se AFLP markery
pouzivaji v genetickych studiich pfi hodnoceni biologické rozmanitosti, analyze sbirek,
genotypizaci jedinci a analyze genetickych vzdalenosti (Dziechciarkova et al., 2004).
AFLP technika byla pouZita pro stanoveni fylogenetickych vztahti mezi druhy rodu
Lactuca v praci Hill et al. (1996). Hill et al. (1996) pouzili tuto metodu pro studium
ptibuzenskych vztahti mezi salatem (Lactuca sativa) a péti planymi druhy L. serriola,

L. saligna, L. virosa, L. perennis a L. indica. Ty samé genotypy byly analyzovany uz
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ze vSechny testované druhy (L. serriola, L. saligna, L. virosa, L. perennis a L. indica)
se zobrazily jako odlisné jednotky. Vzorky L. serriola tvofily sestersky klastr k vétvi
L. sativa. Tento vysledek poukazal na piibuznost mezi L. serriola a L. sativa (Lindqvist
1960; Kesseli et al., 1991). Metoda AFLP byla také pouzita k objasnéni vztahti mezi
druhy rodu Lactuca adruhy z piibuznych druht (Koopman et al., 2001). Vysledky
neprokazaly rozdil mezi druhy L. sativa, L. serriola, L. dregeana a L. altaica a autofi
predpokladali, ze vySe zminované druhy jsou konspecifické, tedy nalezici ke stejnému
druhu. Technika AFLP byla také pouzita k vytvoreni AFLP mapy péstovaného salatu
(Jeuken et al., 2001). Lebeda et al. (2009) studovali pomoci metody AFLP vztahy mezi
50 populacemi L. serriola. Studované populace pochazely zriznych geografickych
oblasti. Studie ukazala, ze populace pochazejici z riznych ekologicko-geografickych
oblasti Evropy se vyrazné lisily v genetickém polymorfismu a v morfologii. Nékteré
evropské populace L. serriola (napf. ze Skandinavie a Anglie) se zdaji byt izolované a
homogenni, naopak populace vyskytujici se ve Stfedni Evropé jsou geneticky znacne
polymorfni.

Ve srovnani s jinymi metodami, napi. RAPD, RFLP nebo mikrosatelity, je
metoda AFLP schopna detekovat vysSi troven variability, je tedy povazovana za
metodu vhodnou pro odliseni blizce ptibuznych druhti nebo populacné genetické studie

(Dziechciarkova et al., 2004).

Jako mikrosatelity se oznacuji kratké tiseky DNA, které jsou slozeny z jednoduchého
opakujiciho se sekvenéniho motivu o délce 1-6 nukleotidovych bazi (mono-, di-, tri-,
tetra-, penta-, hexa- nukleotidové repetice). Mikrosatelitové sekvence jsou vhodné pro
rozliSeni blizce pfibuznych genotypi (Smith & Devey, 1994) a také jsou zvIasté vhodné
k identifikaci ptibuznych odrid (Vosman etal., 1992). Pouziva se pii studiu
vnitrodruhové variability, genetické struktury a toku gend. Vyhodou této metody je
kodominance, velké mnozstvi alel na lokus a vysoka reprodukovatelnost analyz. U rodu
Lactuca bylo publikovano nekolik praci, které vyuzivaly mikrosatelity (naptf.: van de
Wiel et al.,, 1999; Alexander et al., 2009). Bohuzel autofi téchto praci nezvetejnili
sekvence pouzitych mikrosatelitnich primerti. Diky projektu CGP (Compositae Genome
Projekt) byla zalozena databaze EST (Expressed Sequence Tags = exprimované
sekven¢ni znacky), kde se publikovalo 200 000 EST sekvenci, které byly ziskané

z druh L. perrenis, L. sativa, L. serriola, L. virosa a L. saligna. Informace ulozené
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Vv této databazi byly vyuzity pro navrzeni né€kolika sad mikrosatelitnich markert (tzv.
EST-SSR markery), které jsou dostupné pro $ir$i védeckou vefejnost (Simko, 2009;
Riar et al., 2011). Riar et al. (2011) studovali vyuziti EST-SSR markert u druhu L.
serriola a L. perennis a L. sativa. Studie potvrdila vhodnost vyuziti EST-SSR markert
pro studium genetické variability vramci rodu Lactuca. Mikrosatelity jsou
nejpouzivanéjsi genetické markery, diky vysokému polymorfismu a jsou spole¢né
s AFLP vhodnou metodou pro studium genovych zdroja rodu Lactuca (Spooner et al.,
2005). Napi. Jemelkova et al. (2015) provedli pomoci mikrosateliti a AFLP prvni
podrobny vyzkum zaméfeny na poznani genetické variability v populacich L. aculeata z
siroké geografické oblasti Blizkeho vychodu (Turecko, Jordansko a Izrael).

Mikrosatelity maji vyznam pro budouci studie rodu Lactuca, pro rozliSovani
jednotlivych  kultivari a pro screening rozmanitosti genetickych  zdroji
(Dziechciarkova et al., 2004). Mikrosatelity a AFLP byly pouZity a jsou pouZzivany
k charakterizaci sbirek salatu v genovych bankach napf. CGN ve Wageningenu
(Hintum van et al., 2003).

Sekvenovani vybranych useki DNA je metoda, pii které se urci pofadi nukleotidl
ve studovaném useku DNA. Metoda poskytuje velké mnozstvi znak ke zkoumani.
Standardné jsou hodnoceny useky o délce 700 — 900 part bazi (pb). Diky ukladani

sekven¢nich dat v genové bance (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) je mozné

zahrnout do analyz i vzorky zraznych geografickych oblasti, které nejsou lehce
dostupné. Sekvenovat se mohou kratké useky DNA tzv. Sangerovou metodou
(Sanger et al., 1977) nebo cely genom. Sekvenovani se pouziva zejména pii studiu
mezidruhové hybridizace, fylogenezi, vzniku a pivodu druhi (Weising et al., 2005).

Rod Lactuca byl zpracovan v mnoha studiich, ale chybi podstatné informace
o0 fylogenetickém uspoifadani rodu, protoze se studovaly jen omezené pocty druht
zrodu (napt. Koopman et al., 1998; Wang et al., 2013; Weiet al., 2017).
Wang et al. (2013) publikovali fylogenetickou rekonstrukci subtribu Lactucinae pomoci
molekularnich technik. Poskytli prvni komplexni fylogenezi této taxonomicky slozité
skupiny a pouzili ji spoleéné¢ s morfologickymi tudaji jako zaklad pro obecnou
klasifikaci subtribu.

V rozsahlé molekularni studii, ktera méla za cil rekonstrukci evolu¢niho vztahu
mezi endemickymi africkymi druhy rodu Lactuca, byly pouzité chloroplastové markery
ndhF a trnL — trnF a jaderny lokus ITS (Wei et al., 2017). Na zakladé vysledku z této
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studie rod Lactuca obsahuje dvé zakladni skupiny: "Pterocypsela™ a tzv. "crop skupinu”
(neboli skupinu piibuznych taxonl kolem druhu L. sativa). Severoamerické a asijské
druhy bud’ tvofi malé skupiny, nebo jsou shlukovany s druhy Melanoseris. Autofi
poukazuji, Ze rody Melanoseris a Lactuca jsou sice odlisné, ale blizce piibuzné. Nové
identifikované endemické druhy z Afriky by mohly byt povazovany za novy rod, ackoli
k tomu je potieba podrobné&jsi analyza.

Pro pochopeni fylogenetickych vztahi jsou uzitené kompletni sekvence
genomi ziskané pomoci celogenomového sekvenovani. Metoda celogenomového
sekvenovani je finan¢n¢ velmi nakladna a védci se snazi o cilené obohacovani piesné
definovanych usekli genomické DNA (tzn. délka sekvenované oblasti genomu Se omezi
jen na studovanou oblast). Diky tomu dojde ke snizeni nakladi na samotnou sekvenaci.
U rodu Lactuca se tyto metody aplikuji piedev§im u kulturniho salatu.
Kompletni genom chloroplastu L. sativa byl ziskan technikou Sangerova sekvenovani
(Timmeetal.,, 2007). V lonském roce byly publikovany dvé zasadni prace
popisujici obecné charakteristiky genomu a evoluce L. sativa (Zhang et al., 2017
Reyes-Chin-Wo et al., 2017).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material

Rostlinny material (listy) pro tuhle praci byl poskytnut nizozemskou péstitelskou
firmou RIJK ZWAAN. Listy z dospélych jedinci byly sbirany v roce 2015 pracovniky
katedry botaniky (prof. Ing. Ale$ Lebeda, DrSc.; doc. Ing. Eva Kiistkova, Ph.D.)
v péstitelskych sklenicich firmy v Nizozemsku.

V této praci bylo pouzito celkem 41 druhli pochézejicich z riiznych oblasti
a celkové se pracovalo s 95 vzorky. Seznam pouzitych druhtl, jejich geografickych
puvod a pocet analyzovanych jedinct z kazdého druhu je uveden v Tabulce 1 (dalsi

identifika¢ni Gdaje jsou dostupny na pozadani u doc. Ing. Evy Ktistkové, Ph.D.).

Tabulka 1 Seznam pouZitych rostlin, jejich ptivod a pocet jedinci z kazdého druhu.

Taxonomicka skupina Cislo vzorku Druh Pivod
Cephalorrhynchus Tax_191 L. takhadzhinii Arménie
Chondrilla Tax_152 Chondrilla sp. Azerbajdzan
Ixeris Tax_151 Ixeris sonchifolia ptvod neznamy
Phoenixopus Tax_153 . Recko
P Tax 197 L. acanthifolia Recko
Tax_98 Izrael
L Tax_100 Izrael
actuca Tax_103 L. aculeata pivod nezndmy
Tax_125 Turecko
Tax_166 Turecko
Tax_126 Turecko
Tax_136 Kyrgyzstan
Lactuca Tax_137 L. altaica Kyrgyzstan
Tax_138 Kyrgyzstan
Tax_145 Arménie
Micranthae Tax_161 L. auriculata Kyrgyzstan
. Tax_106 L. biennis Kanada
North American Group Tax_90 Spojené staty americké
Tax_107 L. canadensis Spojené staty americké
Tax_108 Spojené staty americké
African group Tax_74 L. capensis Jihoafricka republika
Tax_149 ) Tanzanie
Lactuca Tax 01 plvod neznamy
Tax_02 L. dregeana ptvod neznamy
Tax_03 pivod neznamy
North American Group Tax_120 L. floridana Spojené staty americké
Tax_109 Gruzie
Lactuca Tax_110 . Gruzie
Tax_119 L. georgica Gruzie
Tax_146 Gruzie
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Taxonomicka skupina Cislo vzorku Druh Piivod
Tax_04 plvod neznamy
Tuberosae Tax_05 L. indica Cina
Tax_06 plvod neznamy
Tax_105 L. inermis Jihoafricka republika
Lactuca Tax_162 L livida Portugalsko
Tax_164 ) Portugalsko
Tax_78 L. ludoviciana SpOJ:ene: stéty amer?cké
North American Group Tax_79 ' Spojené 'stat'y aﬂmerlcke
Tax_154 L. palmensis neznamy puvod
Tax_195 L. parishii Thajsko
Cyanicae Tax_07 L. perennis Svycarsko
Tax_160 L. pseudorientalis Kyrgyzstan
Lactucopsis Tax_193 L. quercina Armgm@
Tax_194 Arménie
Tuberosae Tax_192 L. raddeana plvod neznamy
Tax_77 Italie
Tax_94 . Izrael
Lactuca Tax:99 L. saligna Ttalic
Tax_104 Slovensko
Tax_124 neznamy puvod
Lactuca Tax_127 L. sativa Spanélsko
Tax_139 Gruzie
Lactuca Tax_148 L. scarioloides Turecko
Tax_13 Spanélsko
Tax 22 Izrael
Tax_23 Izrael
Tax_177 Jihoafricka republika
Tax_180 Jihoafricka republika
Lactuca Tax_15 _ Spojené staty americké
Tax_24 L. serriola Spojené staty americké
Tax_42 Spanélsko
Tax 52 Rakousko
Tax_59 Francie
Tax_68 Spojené staty americké
Tax_81 Spojené staty americké
Tax_95 Spojené staty americké
L. serriola?
Tax_09 (Ixeridium dentatum) Japonsko
Mulgedium Tax_10 L. sibirica Rusko
Sororiae Tax_190 L. sororia Japonsko
Mulgedium Tax_111 - ptvod neznamy
L. taraxacifolia N .
Tax_184 ptvod neznamy
Mulgedium Tax_96 L. tatarica Ruska federace
Tax_92 L. tenerrima Spanélsko
. Tax_147 Kypr
Cyanicae Tax_155 L. tetrantha Kypr
Tax_176 Kypr
Tax_196 L. triangulata Jizni Korea
Tax_178 Kypr
Tuberosae Tax_179 L. triquetra Kypr
Tax_183 Kypr
Micranthae Tax_150 L. undulata Jordansko
Tax_18 Slovensko
Phoenixopus Tax 118 L. viminea Franc!e
Tax_140 Francie
Tax_168 Francie
Tax_85 Spojené staty americké
Tax_86 Spojené staty americké
Tax_87 L. virosa Spojené staty americké
Tax 91 Spojené staty americké
Lactuca Tax_133 Francie
Tax_11 puvod neznamy
Tax_12 Lactuca sp. plvod neznamy
Tax_135 Turecko
Mycelis Tax 141 Mycelis muralis Slovensko
Tax_167 Slovensko
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3.2 lzolace DNA

Cilem izolace nukleovych kyselin je extrakce Ccisté nerozStépené DNA
bez ptimési RNA, bilkovin nebo sekundarnich metaboliti. U vySe uvedeného
rostlinného materialu (Tab. 1) byla izolovana celkova genomickd DNA (gDNA).
Izolace byla provedena RNDr. Miloslavem Kitnerem, Ph.D. Vsechny dalsi laboratorni

préace byly pak uz provedeny autorkou této prace.

3.2.1 Méreni koncentrace a stanoveni miry integrity

vyizolované DNA

Dtlezitym krokem po vyizolovani gDNA je orienta¢ni spektrofotometrické
stanoveni jeji koncentrace a zjiSténi jeji kvality. Koncentrace a Cistota veskeré izolované
gDNA byly kontrolovany spektrofotometricky pomoci pfistroje NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). Podle naméfenych hodnot, které se pohybovaly od 29,5 do 2710,9
ng/ul, byly vSechny vzorky nafedéné na koncentraci 10 ng/ul. Takto nafedéné vzorky
se pouzivaly pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Integrita vyizolované DNA

byla odhadnuta pomoci agarozové elektroforézy.

3.3 Amplifikace vybranych oblasti cp a nrDNA pomoci
PCR

Pro testovani amplifikace byly vybrany nasledujici chloroplastové tseky: ndhF
(primery ndhF-forvard, ndhF-reverse, ndhF 913-forward; z prace Karis et al. 2001),
trnL— trnF (primery ¢ a f; z prace Taberlet et al. 1991), dale jaderny usek ITS
(ITS1 —5.8SrDNA — ITS2; primery ITS1 a ITS4 z praice White et al. 1990) a usek
TOPOG6 (primery Top6_2F, Top6 3F, Top8_R; zprace Blattner 2016). Pichled
amplifikovanych useki a sekvence primert jsou sefazeny v Tabulce 4. Slozeni reak¢ni
smési PCR reakce jeuvedeno v Tabulce 2. Jako negativni kontrola nahodné
kontaminace byl v kazdé reakci pouzit vzorek, kde misto DNA byla pfidana destilovana

voda.
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Tabulka 2 SloZeni reakéni smési pro PCR reakce. V zavorkach jsou uvedeny
pocatecni koncentrace jednotlivych reakénich komponentt.

Komponenty PCR reakce

Objem pro 1 vzorek

(koncentrace)

deionizovana voda dH,O 16,8 ul
Reak¢éni pufr (10X) 2,5ul
Piimy primer (10pM) 0,5 ul
Zpétny primer (10pM) 0,5 ul
Taq DNA-polymeraza (5U/pl) 0,2 ul

gDNA (10ng/nl) 4 ul
Celkovy objem 25 ul

Pted samotnou ptipravou PCR reakce se jednotlivé komponenty reakce nechaly

rozmrznout, potom se promichaly pomoci vortexu a stoéily v centrifuze. Piiprava PCR

reakce seprovadéla ve flowboxu, aby se zabranilo kontaminaci jednotlivych

komponentti reakce a gDNA. VSechny reakéni komponenty byly v pribéhu piipravy

PCR reakce udrzovany na ledu. Nejprve se ptipravil PCR premix v jedné zkumavce ze

vSech komponentli kromé gDNA. Nasledné se premix rozpipetoval do nachystanych

mikrozkumavek. Posledni byla ptidana templatovi DNA a smés byla promichana

na mikrocentrifuze. Mikrozkumavky byly vloZeny do termocykleru s nastavenym

programem pro PCR reakci (Tab. 3).

Tabulka 3 Program pro PCR reakci pro testované lokusy

trnL-trnF ITS TOPO6 ndhF
Pocate¢ni denaturace 95°C  3min | 95°C  5min | 95°C 5min | 94°C 3 min
Denaturace 95°C  30s | 95°C  30s 95°C 30s | 94°C  30s
Nasedani primert (Annealing) 50°C  30s | 56°C 30s 59°C 30s | 50°C  45s
ProdluZovani primeri (Elongation) 72°C 30s | 72°C 30s 72°C 30s | 72°C 1 min
Finalni prodlouZeni (Final elongation) | 72°C 15 min | 72°C 10 min | 72°C 10min | 72°C 20 min
Konec reakce 10°C e 10°C © 10° C 0 10°C 0
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Uspésnost PCR reakce byla ovéfena pomoci agarézové elektroforézy na 1,5%
agarézovém gelu (1,5g agardzy na 100ml 0,5X TBE pufru). Pro zviditelnéni PCR
vzorkll bylo do roztoku pfidano 3 ul interkala¢niho barviva GelRed (Biotum, USA).
Ptipraveny roztok byl nalit do vanicky s hiebinky. Po ztuhnuti gelu byly hiebinky
vyjmuty a vana byla pfenesena do elektroforetické vany. Do jednotlivych jamek byly
pipetovany PCR vzorky v mnozstvi 3 pl smichané s 1 pl zelené barvy 5X Green Go Taq
Buffer (Promega, USA). Separace vzorki byla provadéna po dobu 30 minut pii napéti
80 V. Vizualizace avyhodnoceni tspé$nosti PCR reakce bylo provedeno v UV
transilluminatoru Fire-Reader V4 (UVITEC, UK).

3.4 Procisténi vzorku pred sekvenaci

Pfed zaslanim vzorkd na sekvenaci bylo nutno vzorky procistit a zbavit
je zbytkd nespotiebovanych primerd a nukleotidi. Procisténi se provadélo pomoci
roztoku 20% PEG (+2,5 NaCl) nasledovné. VSechny vzorky byly nejprve promichany
na vortexu. Poté bylo kazdému vzorku napipetovano 22 ul 20% PEG (+2,5 NaCl) a cely
objem byl promichan pomoci osmi kanalové pipety. Takto piipravené vzorky se
nechaly hodinu odstat. Po hoding se vzorky centrifugovaly, pti 3700 otackach, po dobu
30 minut pii pokojové teploté. Po centrifugaci byl supernatant odpipetovan, diky ¢emuz
zustal na dné mikrozkumavky vysrazeny PCR produkt. K vysrazenému produktu se
piidalo 50 ul 70% etanolu na procisténi a vzorky se znovu centrifugovaly pii 3700
otaCkach, po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Po centrifugaci byl supernatant
odpipetovan a vznikly sediment se ususil ve vakuové susicce pii teploté 42°C po dobu
30 minut. VysuSené¢ PCR produkty se nakonec rozpustily v 15 pl deionizované vody a
byly umisténé do lednice. Sekvenace vzorkli byla provddéna komeréné firmou
Macrogen (Amsterodam, Nizozemi). Pfed samotnou sekvenci byly vzorky pfipraveny
nasledovné: pét mikrolitri z kazdého vzorku bylo napipetovano do 96 jamkové PCR
desticky, ve které byly smichané s péti mikrolitry sekvenacniho primeru (Tab. 4). Timto

zpusobem pfipravené vzorky byly odeslany k sekvenovani.
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Tabulka 4 Testované DNA markery. Tabulka zahrnuje nazev markeru, oznaceni
primeru, sekvenci primeru a jejich pouziti.

marker  oznadeni primeri sekvence pouziti
ITS 1-forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG PCR, sekvenace

ITS

ITS 4-reverse TCCTCCGCTTAATTGATATGC PCR, sekvenace
trnL-trnE c-forward CGAAATCGGTAGACGCTACG PCR, sekvenace
f-reverse ATTTGAACTGGTGACACGAG PCR

ndhF-forward AGGTAAGATCCGGTGAATCGGAAAC PCR, sekvenace
ndhF ndhF-reverse ACCAAGTTCAATGTTAGCGAGATTAGTC PCR, sekvenace
ndhF 913-forward GGAGCTACTTTAGCTCTTG sekvenace
TOPOG Top6_2F-forvard CGGAGAACAAGAAYATYGCKGG PCR
Top6_3F-forward GYTWGTTGARAATGKNCTTGATTC PCR
Top8 R-reverse TCAATAGGSAGTCCSGTRCTCA PCR

3.5 Zpracovani sekvenci a fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence byly zpracovany a upraveny (ofezanim necitelnych casti)
v programu BioEdit (Hall, 1997) a nasledn¢ uloZeny ve formatu FASTA. Upravené
sekvence byly nasledné analyzovany pomoci programu MEGAG6 (Tamura et al., 2013).
Nejprve bylo provedeno sefazeni sekvenci (alignment), tim doSlo k vzajemnému
sefazeni homolognich tGsekd pod sebe. V alignmentech byly zjistény pocty variabilnich
pozic, parsimonicky informativnich pozic, jedine¢nych (singleton) a konzervativnich
pozic. Pro zjisténi haplotypové/ribotypové diverzity (tedy poctu ruznych
haplotypt/ribotyptt) byl pouzit modul "DNA to haplotype collapser and converter"”
webového nastroje FaBox  (http://users-birc.au.dk/biopv/php/fabox/) u vsech

hodnocenych lokust.

Neredukovany alignment (alignment obsahujici sekvence vSech vzorkl) byl
pouzit k fylogenetickym analyzam provedenym v programu MEGAG6. Taxony Mycelis
muralis (L.) Dumat, Chondrilla sp. a Ixeris sonchifolia Willd. byly pouzité jako
outgroup na zakotenéni fylogenetického stromu. Fylogenetické analyzy byly provedeny
Vv nasledujicich variantach: a) pro lokusy trnL — trnF a ndhF samostatné, b) pro spojené
lokusy trnL — trnF+ndhF, ¢) a pro lokus ITS. Pro analyzy byly pouzity dva pfistupy:
metoda maximalni uspornosti (Maximum parsimony = MP) ametoda maximalni
vérohodnosti (Maximum likelihood = ML). Fylogenetické analyzy byly provadény
ve dvou setech, kdy set A obsahoval jenom vzorky z diplomové prace (Tab. 1) a set B
obsahoval kromé vzorkti setu A navic i vzorky ziskané z databaze GeneBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Z databaze GenBank byly stazeny vSechny
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vzorky, které se v databazi nachazely, ze subtribu Lactucinae pro lokusy trnL-trnF
a ITS (Tab. 10). U setu B byla provedena jen metoda maximalni vérohodnosti.

U obou metod se ovéfovala statisticka podpora stromd pomoci bootstrapové
analyzy (1000 replikaci). Pii rekonstrukci fylogenetického stromu byl vliv mezer (gapii)
na analyzu posouzen tak, ze mezery byly nejprve z analyzy Uplné vylouceny, poté
Castecné vylouCeny a nakonec byla pro rekonstrukci stromu pouzita vSechna mista
vysledného alignmentu (tj. metody implementované v programu MEGAG). Ziskané
fylogenetické stromy byly poté navzajem porovnany a byl zhodnocen vliv mezer na
rekonstrukci fylogeneze. Pii MP analyze bylo ponechano deset stejné dlouhych
(parsimonickych) stromi, ze kterych byl vytvorfen vysledny konsensudlni strom.
U metody maximalni vérohodnosti se nejprve vybral vhodny substitu¢ni model evoluce
DNA sekvenci pomoci modulu “Find best DNA model“ implementovaném
v programu MEGAG, na zaklad¢ zjisténé nejnizsi hodnoty Bayesovského informacniho
kritéria (BIC) s pfihlédnutim k Akaikeho informac¢nimu kritériu (AlCc). Konkrétni
modely, které se pouzily k vytvoteni fylogenetickych stromi metodou ML, jsou shrnuté

v Tabulce 5.

Tabulka 5 Vybrané modely u metody maximalni vérohodnosti, pouZité v setu A a v setu B u jednotlivych
lokusu k rekonstrukci fylogeneze. T92 = Tamura 3-parametrovy model (Tamura, 1992); GTR — General Time
reversible model (Tavaré, 1986); n. a. = neanalyzované; pfitomnost nevariantnich mist (+ I) (Shoemaker a Fitch,
1989); gamma parametr (+ G) (Yang, 1994).

SETA SETB
trnL - trnF T92+G T92+G
ndhF GTR+G n. a.
ITS GTR+G+I GTR+G+I
spojené cpDNA GTR+G n. a.
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4 VYSLEDKY

Celkem bylo k analyzam v setu A pouzito 96 vzorkt (41 druhu, Tab. 1). U
vétsiny vzorkll se mi podatilo ziskat PCR produkt pti amplifikaci regionti trnL — trnF,
ndhF a ITS. Chloroplastovy lokus trnL — trnF se nepodafilo amplifikovat u dvou
vzorkl, lokus ndhF se nepodafilo amplifikovat u ¢tyf vzorki a jaderny usek ITS
se nepodatilo amplifikovat jen u jednoho vzorku. Testovany lokus TOPO6 se
nepodatilo amplifikovat ani u jednoho vzorku.

Ruzné piistupy k hodnoceni mezer (gap) nemély vliv na vyslednou topologii
stromt. U lokusu trnL — trnF bylo rozliseno 30 haplotypt (Tab. 7), u lokusu ndhF 39
haplotypt (Tab. 8) a u lokusu ITS celkem 52 ribotypi (Tab. 9). Celkova variabilita
zkoumanych druht v pouzitych lokusech vyjadiend pocty variabilnich, parsimonicky

informativnich, konzervativnich a jedinecnych (singleton) pozic byla spise nizsi (Tab. 6).

Tabulka 6 Charakteristika parsimonickych analyz a pouzitych aligmentu

délka findlniho  pocet parsimonicky pocet pocet pocet
lokus alignmentu informativnich variabilnich *'singleton** konzervativnich
(bp) pozic pozic pozic pozic
trnL-trnF SetA 861 67 108 41 743
ndhF setA 2188 120 211 90 1968
spojeny usek
trnL-trnF + SetA 3049 177 315 137 2678
ndhF
ITS SetA 664 267 310 43 345

Ze ziskanych sekvenci jednotlivych lokust (trnL — trnF, ITS a ndhF) byly
zhotoveny fylogenetické stromy, u kterych byla porovnana jejich topologie, shlukovani
hodnocenych taxonl, umisténi jednotlivych taxonli na stromech a zobrazeni
fylogenetickych vztahii. Ziskand data byla dostate¢né robustni napifi¢ hodnocenymi
lokusy a poskytovala téméf stejny vysledek, pficemz topologie stromu byla velice
podobna, a to jak u metody maximalni uspornosti (MP), tak u metody maximalni
veérohodnosti (ML). Z divodu minimalnich rozdilti mezi zhotovenymi MP a ML stromy
Vv nasledujicim textu budou podrobnéji rozebrany jenom vysledky shlukovani taxont
pomoci metody maximalni vérohodnosti (ML). V pfipadé rozdili shlukovani taxond
mezi pouzitymi metodami (ML vs. MP), tedy topologie fylogenetickych stromii, jsou
vysledky MP analyzy porovnavany s vysledky metody ML.
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U vSech zkonstruovanych stromt se vyclenily skupiny "Lactuca sensu lato",
zahrnujici skupinu "Lactuca sensu stricto” a "Scariola", "asijska skupina",
"afro-americka skupina", skupina taxonu “perenis/undulata” a “sororia/triangulata”,
jako monofyletické skupiny S vnitinimi vztahy c¢asteéné nerozieSenymi. Ve vSech
fylogenetickych analyzach se také spolecné shlukovaly druhy L. quercina, L. parishii
Craib. a L. tatarica. Vnitini vztahy mezi jednotlivymi taxony v ramci vétSich skupin
vsak zistaly vétSinou nerozieSeny, coz je mozno pripsat na vrub celkové spiSe niz§imu
poctu informativnich mist v sekvenovanych lokusech (Tab. 6).

Pro vytvotfeni fylogenetického stromu z jaderného useku ITS metodou
maximalni vé€rohodnosti byl vybran model T92+G+1 (Tab. 5, Obr. 1). Témét ve vSech
vnitinich skupinach byla pozorovana polytomie — tj. neroziesené fylogenetické vztahy.
Zvlast se vyclenily taxony L. takhtadzhianii Sosn. a L. taraxacifolia. Lactuca tatarica
aL. quercina tvotrily samostatnou skupinu spolu s taxonem L. parishii. Z druht
pouzitych jako "outgroup" je Mycelis muralis nejvice pfibuzny rodu Lactuca, nachazel
se na samostatné vétvi Vramci velké polytomie. Bliz§i vztahy mezi skupinami
azbylymi taxony se vSak pomoci ITS lokusu nepodafilo roziesit. Ze ziskaného
stromu je patrné samostatné postaveni skupiny americkych a africkych taxona (Obr. 1),
zatimco u metody maximalni uspornosti (MP) tyto taxony tvofily spole¢ny Klastr
se dvéma jasné odd€lenymi skupinami, africkou a americkou (Obr.1). S touto
"afro-americkou™ skupinou se klastrovaly také taxony perennis/undulata, které jinak
ve vSech ostatnich analyzach mély umisténi mimo tuto skupinu.

Pro vytvoreni fylogenetického stromu z chloroplastového tiseku ndhF metodou
maximalni vérohodnosti (ML) byl zvolen model GTR+G (Tab. 5, Obr. 2). Do analyzy
byly pfidany ¢tyfi sekvence druhii z databaze GenBank (L. sativa kultivar Salinas, L.
sativa, L. ludoviciana (Nutt.) Riddell, Sonchus oleraceus). Sonchus oleraceus vytvofil
spole¢ny shluk s hodnocenymi vzorky taxonu L. taraxacifolia. Samostatné se vy¢lenily
taxony L. takhtadzhianii, L. triquerta (Labill.) Boiss., pficemz L. triquerta se vyclenila
samostatn¢ jako sesterska skupina vuciskupiné S. oleraceus/taraxacifolia, taxonu
Mycelis muralis, skupiné L. sorroria/triangulata a zbylym hodnocenym taxontim
(Obr. 2). Fylogeneticky strom zhotoven metodou maximalni tspornosti (MP) pro tento
lokus byl shodny s vyse popsanym ML stromem (Obr. 2).

Pro vytvoreni fylogenetického stromu z chloroplastového useku trnL — trnF,
metodou maximalni vérohodnosti (ML) byl vybran model T92+G (Tab. 5, Obr. 3).

Vnitini vztahy ve velkych skupinach se nepodafilo rozieSit pomoci tohoto lokusu
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a je patrna velka polytomie (Obr. 3). Samostatné se vyclenily taxony L. taraxacifolia,
Ixeris sonchifolia alL.triquerta. U metody maximalni tuspornosti (MP) taxony
L. taraxacifolia, Ixeris sonchifolia aL. triquerta tvofily jednu spole¢nou skupinu
(Obr. 3).

Pro vytvofeni fylogenetického stromu ze spojenych chloroplastovych usekt
trnL — trnF + ndhF metodou maximalni vérohodnosti (ML) byl vybran model GTR+G
(Tab.5, Obr. 4). Zvysledki je ziejmé, ze americké a africké taxony vytvofily
samostatny klastr se dvéma odd€lenymi skupinami. Lactuca triquerta se vyclenila
samostatné jako sesterska skupina k taxonum L. taraxacifolia, Mycelis muralis
a ke skupiné L. sororia/triangulata (Obr. 4). Asijska skupina se také vyclenila
samostatné. Velice podobny vysledek poskytla i metoda maximalni aspornosti (Obr. 4).

Jelikoz v databazi GenBank se nachazely sekvence z subtribu Lactucinae jen pro
dva (trnL — trnF a ITS) ze téi hodnocenych useku, fylogenetické analalyzy na setu B
byly provedeny jen pro tyto dva lokusy. Pro vytvofeni fylogenetického stromu
z chloroplastového useku trnL — trnF byl vybrdn model T92+G. Do analyzy byly
ptidany sekvence 118 druhti (Tab. 10, Obr. 5). Na strom¢ se vyclenilo nékolik
monofyletickych skupin, pficemz hlavni skupiny pozorované V analyzach na setu A
zustaly zachovany: "Lactuca sensu lato" se dvéma jasné odliSnymi skupinami: "Lactuca
sensu stricto" a "Scariola”, dale pak to byla skupina americkych taxont spole¢né
se skupinou africkych  taxonli, navic se  vy€lenily velké  skupiny
Melanoseris/Chaetoseris a Paraprenanthes. Podobné jako u setu A, tak u setu B,
zUstaly vnitini vztahy v téchto skupinach nerozieseny a jsou zobrazeny jako rozsahla
polytomie (Obr. 5). Pro vytvofeni stromu z jaderného useku ITS, byl vybran model
GTR+G+I (Tab. 10, Obr. 6) Na ziskaném fylogenetickém stromé se opétovné vyc¢lenily
skupiny "Lactuca sensu lato" se dvéma jasn¢ odliSenymi skupinami:
"Lactuca sensu stricto™ a "Scariola”, dale pak skupina asijskych taxond, kterym
dominoval druh L. indica. Dale ztstala zachovana skupina africkych taxont, zatimco
skupina americkych taxonid se rozpadla na vicero mensSich skupin, tvofenych vétSinou
jen jednim taxonem. Vzhledem k pfitomnosti rozsahlé polytomie neni mozné hodnotit

fylogenetické vztahy mezi vytvofenymi skupinami (Obr. 6).
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Obrizek 1 Fylogenetické stromy vytvorené z jaderného useku ITS1-5.85rDNA-ITS2. Stromy byly zakotenéné
taxonem Chondrilla sp. Cisla u jednotlivych uzlt udavaji hodnotu bootstrapti vy$si nez 50 %. Fylogeneticky strom A
byl vytvofen metodou maximalni vérohodnosti a fylogeneticky strom B byl vytvofen metodou maximalni Gispornosti.
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Obrazek 2 Fylogenetické stromy vytvorené z chloroplastového useku ndhF. Stromy byly zakofenéné taxonem
Chondrilla sp. Cisla u jednotlivych uzli udavaji hodnotu bootstrapti vyssi nez 50 %. Fylogeneticky strom A byl
vytvofen metodou maximalni vérohodnosti a fylogeneticky strom B byl vytvofen metodou maximalni aspornosti.
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Obrazek 3 Fylogenetické stromy vytvorené z chloroplastového tseku trnL - trnF. Stromy byly zakofenéné

taxonem Chondrilla sp. Cisla u jednotlivych uzli udavaji hodnotu bootstrapti vy3si nez 50 %. Fylogeneticky strom A
byl vytvofen metodou maximalni vérohodnosti a fylogeneticky strom B byl vytvoifen metodou maximalni Gispornosti.
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Obrazek 4 Fylogenetické stromy vytvoiené z chloroplastovych tsekd trnL — trnF a ndhF. Stromy byly
zakofenéné taxonem Chondrilla sp. Cisla u jednotlivych uzld udavaji hodnotu bootstrapti vy$si nez 50 %.
Fylogeneticky strom A byl vytvofen metodou maximalni vérohodnosti a fylogeneticky strom B byl vytvofen

metodou maximalni Gispornosti.
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5 DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo pomoci metod molekularni biologie a
fylogenetické analyzy zhodnotit vhodnost (informaéni hodnotu) vybranych jadernych a
chloroplastovych molekularnich markertit k rekonstrukci mezidruhovych vztahti na
roz$ifeném datasetu rodu Lactuca, ktery obsahuje zastupce témét vSech hlavnich skupin
rozliSovanych v rodé. Pouzité lokusy byly vybrany tak, aby bylo mozné zahrnout do
fylogenetickych analyz i taxony, které byly soucasti dvou dulezitych praci Wang et al.
(2013) a Wei etal. (2017). V prub¢hu prace se vSak ukazalo, Ze sekvence lokusi Vv
taxonti studovanych Vv praci Weietal. (2017) se nenachazeji Vv zadné z vefejné
dostupnich databazi a tedy nebylo mozné zahrnout tyto africké endemické lociky
k analyzam provedenym v této praci.

Prvni komplexni fylogeneticka rekonstrukce subtribu Lactucinae byla provedena
pomoci jaderného lokusu ITS a chloroplastovych lokust psbA-trnH, rpl32 trnL,
trnL — trnF, a trnQ (Wangetal,, 2013). Fylogeneze odvozena na zaklad¢
chloroplastovych markert se lisila od fylogeneze postavené na jaderném lokusu, coz
se ukazalo v nesrovnalostech topologie stromd. I kdyZz se podafilo pomoci pouzitych
lokusi rozlisit hlavni evolu¢ni linie, evoluéni vztahy mezi identifikovanymi skupinami
zustaly nerozieSeny. Jednim z moznych davodu je pravdépodobné skute¢nost, Zze béhem
evoluce subtribu Lactucinae dochazelo k opakované hybridizaci a mnohé taxony ziskaly
znaky (i genetické) od rodice, od kterého se to nepiedpokladalo. Dalsim divodem mize
byt také nizk4d informacni hodnota vybranych markerti anebo chybéjici taxony
v analyzach (Wang et al., 2013).

Wei et al. (2017) hodnotili pomoci chloroplastovych markert ndhF a trnL — trnF
a jaderného lokusu ITS fylogenetické vztahy mezi endemickymi africkymi taxony
fazenymi do rodu Lactuca. Z vysledka je patrné, ze rod Lactuca obsahuje skupiny
"Pterocypsela™ a tzv. "crop clade" skupinu, neboli skupinu pfibuznych taxonti kolem
druhu L. sativa. Autofi poukazuji, Ze rody Melanoseris a Lactuca jsou sice odlisné, ale
blizce ptibuzné rody. Nové identifikované endemické druhy z Afriky by mohly byt
povazovany za novy rod, ackoli ktomu je potieba podrobnéjsi analyza
(Wei etal., 2017).

Ze ziskanych sekvenci jednotlivych lokusu (trnL — trnF, ndhF a ITS), pro
taxony studované v této diplomové praci, byly zhotoveny fylogenetické stromy. Ziskana

data byla dostate¢né robustni k tomu, aby dokazala v ramci studovanych taxont rozlisit
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skupinu pracovné oznacenou jako "Lactuca sensu lato", ktera je tvofena dvémi
vnitfnimi skupinami "Lactuca sensu stricto”, kterou tvofi taxony L. sativa, L. serriola,
L. dregeana, L. aculeata L. altaica, L. sibirica, L.georgica, L. scarioloides, L. saligna a
L. virosa pattici do sekce Lactuca subsect. Lactuca. Ve studii Wei et al. (2017) se tyto
taxony také spolu shlukovaly v skupiné oznacené jako “crop clade". Podle studie
Lebeda et al. (2007) L. sativa a L. serriola tvofi primarni genofond, L. saligna tvoti
sekundarni genofond a L. virosa tvofi tercialni genofond pro L. sativa. To znamena, Ze
tyto druhy piedstavuji bohaté genetické zdroje pro dal$i Slechténi a vylepSovani
vlastnosti péstovani salatu (L. sativa), napt. pro zisk odrid odolnych proti plisnim,
jelikoz u vSech vySe zminénych taxonil byla zjisténa odolnost proti nékterym plisnim
(Wei et al., 2017).

U fylogenetického stromu zkonstruovaném metodou ML z jaderného tseku ITS
(Obr. 1) byla pozorovana velka polytomie u vnitinich skupin. Taxony L. sativa
aL.serriola seshlukovaly spole¢né. Koopman et al. (1998) ve své studii
fylogeneze postavené na jaderném tuseku ITS také potvrdili blizkou ptibuznost téchto
dvou druhti. Druhou skupinou, v této praci nazyvanou jako skupina "Scariola",
tvorily druhy L.viminea, L. tetrantha B.L.Burtt & P.H.Davis, L. acanthifolia,
L. pseudorientalis. Nazev "Scariola” byl zvolen podle toho, Ze vSechny taxony, které
se shlukovaly do této skupiny, byly (pfipadné dle nékterych autort stale jsou) fazeny
do rodu Scariola F.W.Schmidt (Grulich, 2004). O taxonech, které tvofily skupinu
"Lactuca sensu lato" lze jednoznaéné fict, ze jsou si ze vSech hodnocenych taxonil
nejvice pribuzné, maji spolecného predka, maji tedy monofyleticky ptivod a mély
by tvofit jadro rodu Lactuca.

Dalsi skupinou, ktera byla pozorovana ve vétsing analyz, byla skupina tzv. "afro-
americkych" taxonti. Ve vSech analyzach setu A provedenych z chloroplastovych
lokust, tvofily tyto taxony spole¢nou skupinu se dvémi jasné odliSenymi skupinami,
ptiemz obé skupiny mély spoleéného ptedka (Obr. 2 az 4). AvSak jaderny region ITS
poukdzal i na jinou moznou alternativu a tou je nezavisly ptivod téchto dvou skupin
(Obr. 1). Ze ziskanych dat je vSak tézké hodnotit skute¢né evolucni vztahy mezi t€émito
skupinami, jelikoz v analyzach na rozSifeném setu B se jinak koherentni skupina
americkych taxond rozpadla na nékolik, jednoduchych vétvi s nerozieSenymi vztahy
k vétsin¢ analyzovanych taxont (Obr. 6). Kazdopadné, moznost spoleéného predka,

alespon mezi nékterymi z americkych a africkych zastupct rodu, je teoreticky
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I prakticky mozna (napt. Obr. 5). Bylo by vsak potieba analyzovat vicero druhti z téchto
skupin.

Ve fylogenetickych stromech taxony L. sororia a L. triangulata se shlukovaly
vzdy spole¢né, i kdyz paradoxné patii do jinych sekci. Lactuca sororia je fazena
do sekce Sororiae, zatimco L.triangulata je fazena do sekce Tuberosae
(Lebeda et al., 2007). Zajimavy je fakt, Ze zatimco L. triangulata je akceptovanym
jménem, L. sororia je podle databaze "The Plant List" (http://www.theplantlist.org/)
jenom synonymum a platné jméno pro tenhle taxon je Paraprenanthes sororia (Mig.)
C.Shih. Spole¢né shlukovani téchto dvou vzorkl na vSech zkonstruovanych stromech
svéd¢i bud’ o blizké piibuznosti, nebo o zdméné a chybném taxonomickém urceni
analyzovanych vzorkd. Jelikoz ke studovanym vzorkiim nebyly zhotoveny herbarové
doklady, spravnost uréeni se bude muset provést opétovnim vysevem. JelikoZ taxony
L. sororia/triangulata se na fylogenetickych stromech zkonstruovanych ze setu B
(Obr.5 a Obr. 6) shlukovaly spolecné sjinymi taxony oznacovanymi jako
Paraprenanthes, taxonomické postaveni téchto druht v ramci rodu Lactuca by mélo byt
pfehodnoceno. Na stromé, zhotoveném z lokusu trnL — trnF na setu B, se L. triangulata
shlukuje spole¢né s nékolika vzorky taxonu Paraprenanthes umbrosa (Dunn)
Sennikov., ptficemz jejich sekvence byly shodné. To vede k domnénce, zda se nejedna
spiSe o taxon L. umbrosa, ktery je synonymem Kk pojmenovani P. umbrosa.

V praci bylo pouzito nekolik vzorkd od jihoafrického zastupce L. dregeana.
Vsechny zkoumané vzorky mély shodné haplotypy a ribotyp se vzorky taxonu
L.serriola (Tab. 7 az 9). Je tedy pravdépodobné, ze i vtomto piipadé doslo
ke Spatnému taxonomickému urCeni avzorky ve skutenosti nepiedstavuji taxon
L. dregeana nybrz L. serriola. Bohuzel, kvili neexistenci herbafovych dokladi, nebylo
mozné danou nesrovnalost ovéfit. Zameéna je vSak velice pravdépodobna, jelikoZz oba
taxony jsou si morfologicky velice podobné (Herwijnen & Manning, 2017). Dalsi
taxonomicka nesrovnalost byla pozorovana v ptipadé dvou vzorku taxonu L. quercina
(Tax_193 a Tax_194; Tab. 1), které se vzdy shlukovaly odlisn¢ (Obr. 1, 3, 4 a Tab. 7,
9). Pii taxonomickém urceni doslo s nejvétsi pravdépodobnosti k chybnému uréeni
jednoho ze dvou vzorku (podle Obrazku 6 byl ziejm¢ Spatné€ uréen vzorek oznafeny
jako quercina Tax_194).

Problematické je rovnéz hodnoceni taxonu L. taraxacifolia, ktery se ve vsech
analyzach vyc€lenil samostatné a tvofil sesterskou vétev k ostatnim hodnocenym

taxoniam (Obr. 1 az 4). Na ML strom¢& (Obr. 5) se tento taxon shlukoval spole¢né
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s jednim vzorkem Lauaea sarmentosa. Platny nazev pro tento taxon neni Lactuca
taraxacifolia, ale Launaea taraxacifolia (viz. databaze "The Plant List";
http://www.theplantlist.org/). U fylogenetického stromu, ktery byl vytvofen z tseku
ndhF metodou ML a MP (Obr. 2), se taxon Sonchus oleraceus spole¢né shlukoval
s taxonem L. taraxacifolia. Wei et al. (2017) analyzovali také taxon Sonchus oleraceus,
ktery se shlukoval s Launaea sarmentosa. Je tedy evidentni, ze taxon oznacovan jako
Lactuca taraxacifolia potfebuje taxonomickou revizi. Témé&f ve vSech analyzach (Obr. 1
az 4) sesamostatné vyclenoval taxon L.takhtadzhianii, jehoZz synonyma jsou
Cephalorrhynchus takhtadzhianii (Sosn.) Kirp. a Zollikoferiastrum takhtadzhianii
(Sosn.) Kamelin. Na stromech zkonstruovanych ze setu B, se tento taxon shlukoval
se zastupci rodu Melanoseris (Obr. 5) a zastupci rodu Cephalorrhynchus (Obr. 6).
Z toho lze usoudit, ze tento taxon zjevné nepatii do rodu Lactuca a jeho taxonomické
postaveni by mélo byt také prehodnoceno.

Taxon Mycelis muralis je evidentné velice blizce ptibuzny s rodem Lactuca,
podle nékterych fylogenetickych stromd (Obr. 1 az 4) dokonce vice neZ taxony
L. triquerta a nebo L. taraxacifolia. Avsak skuteéné evoluéni vztahy mezi timto
monotypickym rodem a rodem Lactuca se nepodafilo bliZe roztesit, protoZze ve vSech
analyzach setu B byl taxon umistétn do velké polytomie, tedy mezi taxony
S nerozieSenymi vztahy.

Vsechny velké skupiny, pozorované na zkonstruovanych stromech, mély
vysokou bootstrapovou podporu, coz vsak nemusi nutné znamenat, ze zobrazené
fylogenetické vztahy jsou pravdivé. Geneticka informace o pfibuznosti mezi
analyzovanymi vzorky byla v pouzitych lokusech (trnL — trnF, ndhF a ITS) dostate¢na
K rozeznani hlavnich skupin vramci skupiny Lactucae (jako “Lactuca s. I."
"Lactucas. str.", "Scariola", afro-americkd a asijska skupina), pfesto vSak nebyla
dostate¢na K rozliseni vnitinich vztahti uvniti téchto velkych skupin. Ze zhotovenych
fylogenetickych stromti nelze jednoznaéné fict néco vice o vztazich mezi skupinou
asijskych, africkych a americkych taxonl a také o jejich vztahu/ptibuznosti ke skupiné
"Lactuca sensu lato". Pfitomnost velké polytomie téméf u vSech stromii naznacuje,
ze tyto lokusy nejsou zcela vhodné pro podrobnéjsi rozieSeni vztahii na tak nizké
taxonomické urovni (mezi druhy). Z prace je vSak evidentni, Ze chapani rodu Lactuca se
1i$i mezi rGznymi autory a taxonomické zpracovani rodu si vyzaduje piehodnoceni.

V soucasném pojimani neni rod monofyleticky, nybrz polyfyleticky nebo parafyleticky.
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit pouzitelnost vybranych chloroplastovych
a jadernych lokust ke zhodnoceni fylogenetickych vztaht na nizké taxonomické tirovni
(mezi druhy) v ramci rodu Lactuca. Pii testovani uspésnosti amplifikace byly nakonec
vybrany useky: jaderny usek ITS a dva chloroplastové tiseky trnL — trnF a ndhF.

U vSech zkonstruovanych stromti se vyclenily skupiny: "Lactuca sensu lato",
"Lactuca sensu stricto”, "Scariola", dale pak "asijska skupina"”, "afro-americka
skupina”, skupina taxona perenis/undulata a sororia/triangulata, jako monofyletické
skupiny, které¢ mély vnitini vztahy, jako 1 vztahy mezi jednotlivymi skupinami, ¢astec¢né
nevytfeSené. Zavérem lze fict, ze pouzité lokusy jsou dostatecné k vyclenéni SirSich
evolu¢nich linii v ramci subtribu Lactucinae, avSak nejsou dostatecné na to, aby
dokazaly rozieSit vnitini vztahy mezi jednotlivymi taxony Vramci rodu Lactuca a

jinych blizce piibuznych rodl v ramci subtribu Lactucinae.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A
AFLP

AlCc
BIC
Bp

DNA

ML
MP
NaCl
ng
PCR
RAPD

RFLP

SSR

TOPOG6
TRAP

ul
uv

Adenin

Amplified fragment length polymorphism, polymorfizmus délky
amplifikovanych fragmentt

Akaikeho informac¢ni kritérium

Bayesovské informacni kritérium

Base pare, pary bazi

Cytosin

Deoxyribonucleic Acid, deoxyribonukleova kyselina

Forward primer, primary primer

Guanin

Maximum likelihood, metoda maximélni vérohodnosti

Maximum parsimony, metoda maximalni uspornosti

Chlorid sodny

Nanogram

Polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

Random amplified polymorphic DNA, nahodné amplifikované polymorfni
casti DNA

Restriction fragment lenght polymorphism, polymorfismus délky
restrikénich fragmentt

Simple sequence repeat, repetice jednoduchych sekvenci

Thymin

Topoizomeraza

Target region amplification polymorphism

Uracil

Mikrolitr

Ultrafialové svétlo
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7 PRILOHY

Tabulka 7 Seznam haplotypia pro lokus trnL — trnF

1 LLF-HAP_1 1 790 Chondrilla_Tax_152
2 LLF-HAP_2 1 806 Ixeris_sonchifolia_Tax_151
3 LLF-HAP_3 2 833 taraxacifolia_Tax_111, Tax_ 184
4 LLF-HAP_4 1 784 auriculata_Tax_161
5 LLF-HAP_5 3 787 triquerta_Tax_178, Tax_179, Tax_183
6 LLF-HAP_6 3 784 viminea_Tax_140, Tax_118, Tax_168
7 LLF-HAP_7 1 784 pseudoorientalis_Tax_160
8 LLF-HAP_8 1 784 acanthifolia_Tax_153
9 LLF-HAP_9 2 784 tetrantha_Tax_147, Tax_176
10 LLF-HAP_10 1 784 acanthifolia_Tax_197
11 LLF-HAP 11 2 784 Lactuca_sp_Tax_135
- tetrantha_Tax_155
12 LLF-HAP 12 3 786 capensis_Tax_r4, Tax_149
- inermis_Tax_105
13 LLF-HAP_13 2 786 palmensis_Tax_154
- tenerrima_Tax_92
14 LLF-HAP_14 2 789 parishii_Tax_195
- quercina_Tax_193
15 LLF-HAP_15 4 784 saligna_Tax_77, Tax_94, Tax_99, Tax_104
georgica_Tax_109, Tax_110, Tax_119, Tax_146
livida_Tax_162, Tax_164
16 LLF-HAP_16 12 784 scarioloides_Tax_148
virosa_Tax_85, Tax_86, Tax_87, Tax 91,
Tax_133
aculeata_Tax_98, Tax_103, Tax_125, Tax_166
altaica_Tax_137
dregeana_Tax_02
17 LLF-HAP_17 14 784 Ixeridium_dentatum_Tax_09
Lactuca_sp_Tax_11, Tax_12
sativa_Tax_124, Tax_127, Tax_139
serriola_Tax_13, Tax_42
aculeata_Tax_100
altaica_Tax_126, Tax_136, Tax_ 138, Tax_145
dregeana_Tax_03
18 LLF-HAP_18 18 784 serriola_Tax_15, Tax_22, Tax_23, Tax_24,
Tax_52, Tax_59, Tax_68, Tax_81, Tax_95,
Tax_177, Tax_180
sibirica_Tax_10
19 LLF-HAP_19 1 782 tatarica_Tax_96
20 LLF-HAP_20 2 789 Mycelis_muralis_Tax_141, Tax_167
21 LLF-HAP_21 1 789 undulata_Tax_150
22 LLF-HAP_22 1 784 biennis_Tax_106
canadensis_Tax_90, Tax_ 107, Tax_108
23 LLF-HAP_23 6 778 floridana_Tax_120
ludoviciana_Tax_78, Tax_79
24 LLF-HAP 24 1 784 triangulata_Tax_196
25 LLF-HAP_25 1 784 sororia_Tax_190
26 LLF-HAP_26 1 784 takhtadzhianii _Tax_191
27 LLF-HAP_27 1 787 perennis_Tax_07
28 LLF-HAP_28 1 789 quercina_Tax_194
29 LLF-HAP_29 1 778 raddeana_Tax_192
30 LLF-HAP_30 3 774 indica_Tax_04, Tax_06, Tax_05

46



Tabulka 8 Seznam haplotypu pro lokus ndhF

1 ndhF_HAP_1 1 2173 Ixeris_Tax_151

2 ndhF_HAP_2 1 2173 Mycelis_Tax_141,

3 ndhF_HAP_3 1 2173 Mycelis_Tax_167

4 ndhF_HAP_4 2 2173 ludoviciana_Tax_78, Tax_79
Lactuca_Tax_12, Tax_11
aculeata_Tax_100, Tax_103,
Tax_125, Tax_166, Tax_98
altaica_Tax_126, Tax_ 136,
Tax_137, Tax_145, Tax_145
dregeana_Tax_01, Tax_02,

5 ndhF_HAP 5 29 2176 Tax 03

- - sativa_Tax_124, Tax_127,

Tax_139
serriola_Tax_09, Tax_13,
Tax_15, Tax_22, Tax_23,
Tax_24, Tax_42, Tax_59,
Tax_68, Tax_81, Tax_95
sibirica_Tax_10
Lactuca_Tax_135

6 ndhF_HAP_6 4 2176 tetrantha_Tax_147, Tax_176
viminea_Tax_18

7 ndhF_HAP_7 1 2173 parishii_Tax_195

8 ndhF_HAP_8 2 2176 acanthifolia_Tax_153, Tax_197
biennis_Tax_106_1I

9 ndhF_HAP_9 2 2173 floridana_Tax_120

10 ndhF_HAP_10 2 2173 canadensis_Tax_107, Tax_90

11 ndhF_HAP_11 1 2173 capensis_Tax_149,

12 ndhF_HAP_12 1 2173 capensis_Tax_74

13 ndhF_HAP_13 1 2173 takhtadzhianii _Tax_191
eorgica_Tax_109, Tax_110,

14 ndhF_HAP_14 4 2176 gTax_gng,_ Toc 146

15 ndhF_HAP_15 1 2173 Chondrilla_Tax_152

16 ndhF_HAP_16 2 2173 indica_Tax_04, Tax_05

17 ndhF_HAP_17 1 2173 indica_Tax_06

18 ndhF_HAP_18 1 2173 inermis_Tax_105
livida_Tax_162, Tax_164

19 ndhF_HAP_19 6 2176 virosa_Tax_85, Tax_86,
Tax_87, Tax_91

20 ndhF_HAP_20 1 2167 perennis_Tax_07

21 ndhF_HAP_21 1 2176 pseudorientalis_Tax_160

22 ndhF_HAP_2?2 2 2173 quercina_Tax_193, Tax_194

23 ndhF_HAP_23 1 2173 raddeana_Tax_192
saligna_Tax_104, Tax_77,

24 ndhF_HAP_24 4 2176 Taxgig T

25 ndhF_HAP_25 2 2176 serriola_Tax_177, Tax_180

26 ndhF_HAP_26 1 2176 serriola_Tax_52

27 ndhF_HAP_27 1 2188 scarioloides_Tax_148

28 ndhF_HAP_28 1 2173 sororia_Tax_190

29 ndhF_HAP_29 1 2179 taraxacifolia_Tax_111

30 ndhF_HAP_30 1 2173 tatarica_Tax_96

31 ndhF_HAP_31 1 2173 tenerrima_Tax_92

32 ndhF_HAP_32 1 2176 tetrantha_Tax_155

33 ndhF_HAP_33 1 2173 triangulata_Tax_196
triquerta_Tax_17, Tax_178,

34 ndhF_HAP_34 3 2173 Ta?(_179_ — —

35 ndhF_HAP_35 1 2173 triquerta_Tax_183

36 ndhF_HAP_36 1 2173 undulata_Tax_150

37 ndhE HAP 37 1 2176 viminea_Tax_118, Tax_140,

- - Tax_168
38 ndhF_HAP_38 2 2176 viminea_Tax_140, Tax_168
39 ndhF_HAP_39 1 2176 virosa_Tax_133
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Tabulka 9 Seznam ribotypi pro lokus ITS

1 ITS 1 1 639 acanthifolia_Tax_153

2 ITS_2 1 639 acanthifolia_Tax_197
aculeata_Tax_100, Tax_103, Tax_125,

3 ITS_3 6 639 Tax_166, Tax_98
altaica_Tax_126
altaica_Tax_136, Tax_137, Tax_138,
Tax_145
dregeana_Tax_01, Tax_02, Tax_03
Lactuca_sp_Tax_11, Tax_12

4 ITS_4 20 639 sativa_Tax_124
serriola_Tax_15, Tax_22, Tax_24, Tax_42,
Tax_52, Tax_59, Tax_68, Tax_81, Tax_95
sibirica_Tax_10

5 ITS_5 1 638 auriculata_Tax_161

6 ITS_6 1 640 biennis_Tax_106
canadensis_Tax_107, Tax_108

7 ITs_7 4 640 ludoviciana_Tax_78, Tax_79

8 ITS_8 1 640 canadensis_Tax_90

9 ITS_9 1 626 capensis_Tax_149

10 ITS_10 1 626 capensis_Tax_74

11 ITS_11 1 642 Chondrilla_Tax_152

12 ITS_12 1 638 floridana_Tax_120

13 ITS_13 2 639 georgica_Tax_109, Tax_119

14 ITS_14 2 639 georgica_Tax_110, Tax_146

15 ITS_15 2 640 indica_Tax_04, Tax_05

16 ITS_16 1 640 indica_Tax_06

17 ITS_17 1 626 inermis_Tax_105

18 ITS_18 1 639 Ixeris_sonchifolia_Tax_151

19 ITS_19 1 641 Lactuca_takhtadzhianii_Tax_191

20 ITS_20 1 639 Lactuca_sp_Tax_135

21 ITS_21 2 639 livida_Tax_162, Tax_164

22 ITS 22 2 640 Mycelis_muralis_Tax_141, Tax_167

23 ITS_23 1 626 palmensis_Tax_154
parishii_Tax_195

2 TS 24 2 640 quercina_Tax_193

25 ITS_25 1 639 perennis_Tax_07

26 ITS_26 1 639 pseudoorientalis_Tax_160
quercina_Tax_194

2 ITs 27 2 640 raddeana_Tax_192

28 ITS_28 1 639 saligna_Tax_104

29 ITS_29 1 639 saligna_Tax_77

30 ITS_30 1 639 saligna_Tax_94

31 ITS_31 1 639 saligna_Tax_99

32 ITS_32 1 639 sativa_TAX_127

33 ITS_33 1 639 sativa_Tax_139

34 ITS_34 1 640 scarioloides_Tax_148

35 ITS_35 1 639 serriola_Tax_09

36 ITS_36 1 639 serriola_Tax_13

37 ITS 37 2 639 serriola_Tax_177, Tax_180

38 ITS_38 1 639 serriola_Tax_23

39 ITS_39 1 642 sororia_Tax_190

40 ITS_40 2 637 taraxacifolia_Tax_111, Tax_184

41 ITS_41 1 643 tatarica_Tax_96

42 ITS_42 1 626 tenerrima_Tax_92

13 ITs_43 3 639 tgtr.’.:mtha_Tax_147, Tax_176
viminea_Tax_18

44 ITS_44 1 641 triangulata_Tax_196

45 ITS_45 1 640 triquerta_Tax_178

46 ITS_46 1 640 triquerta_Tax_179

47 ITS_47 1 640 triquerta_Tax_183

48 ITS 48 1 639 undulata_Tax_150

49 ITS_49 1 639 viminea_Tax_118

50 ITS_50 1 639 viminea_Tax_140

51 ITS 51 1 639 viminea_Tax_168
virosa_Tax_133, Tax_85, Tax_86, Tax_87,

52 ITS_52 5 639 Tax_gi = - = -
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Tabulka 10 Seznam vzorkii staZzenych z databaze GenBank a pocet jedinci

Zkratka Druh Podet jedincii

AJ633331.1, AJ633332.1, HQ172902.1, KU586730.1, KT249919.1, KT249882.1, KT249853.1,
KT249815.1, KT249814.1, KT249813.1, KT249811.1, KT249809.1, KT249806.1, AB742457.1.,

ABT742456.1, KT249805.1, LT721932.1, KT249808.1, AB742455.1, KT249804.1, KT249807.1, Lactuca serriola 29
KT249810.1, KT249812.1, KT249879.1, KT249804.1, KT249807.1, KT249810.1, KT249812.1,

KT249879.1

1.13957.1, L13957.1, AY504693.1, KT249802.1, AJ633337.1, KU586729.1, KT249801.1 Lactuca sativa L. 7

KT249803.1 Lactuca sativa var capitata L. 1

LT722049.1 Lactuca georgica Crossh. 1

AJ633335.1, KU586734.1, LT722056.1 Lactuca virosa Habl. 3

AJ633336.1, HQ161960.1, KU586728.1, LT721966.1 Lactuca salina L. 4

LT722048.1 Lactuca quercina L. 1

LT721985.1, LT722057.1 Lactuca tatarica (L), C. A. Mey. 2

AJ633341.1 Sonchus sibiricus L. 1

KC968085.1, KC968086.1, KC968053.1, KC968087.1, KC968054.1, KC968055.1, KC968051.1, Lactuca indica L. 14

KC968052.1, LT722027.1, AY862579.1, LT721993.1, AY862579.1, LT721993.1, LT722027.1

KT249885.1, KT249887.1, KT249885.1, KT249887.1

Lactuca indica var laciniata Hara.

LT721959.1, LT722034.1

Cicerbita macrophylla (Willd.) Wallr.

LT722053.1, LT722036.1, AJ633326.1

Cicerbita racemosa (Willd.) Beauverd.

KU586731.1 Lactuca sibirica (L.) Benth. ex Maxim.
KU586733.1, AJ633333.1 Lactuca viminea (L.) J.Presl & C.Presl.
LT722051.1 Lactuca tetrantha B.L.Burtt & P.H.Davis.
LT721981.1 Lactuca alpestris (Gand.) Rech.f.
LT722007.1 Lactuca acanthifolia (Willd.) Boiss.
KF739606.1 Pterocypsela elata (Hemsl.) C.Shih.
LT721938.1 Lactuca inermis Forssk.
LT722001.1,LT722001.1, KU586732.1 Lactuca tenerrima Pourr.
LT721976.1 Lactuca inermis
LT721994.1 Lactuca picridiformis Boiss.

LT722012.1, LT722005.1, LT721940.1

Lactuca tuberosa Jacq.

AJ633334.1, LT721987.1

Lactuca perennis L.

LT721930.1, LT722025.1

Lactuca intricata Boiss.

LT721998.1 Lactuca glauciifolia Boiss.
KU586721.1 AJ633325.1 Cicerbita plumieri (L.) Kirschl.
LT721964.1 Lactuca plumieri (L.) Gren. & Godr.

HQ161957.1, KP828827.1, LT722010.1

Lactuca floridana (L.) Gaertn.

HQ161959.1,KP828828.1

Lactuca biennis (Moench) Fernald.

HQ172901.1

Lactuca hirsuta Muhl. ex Nutt.

KP828830.1, HQ161958.1

Lactuca graminifolia Michx.

HQ161956.1, KP828829.1, GU818575.1

Lactuca canadensis

LT722044.1, LT722037.1,

Lactuca variabilit Bornm.

Lactuca aurea (Sch.Bip. ex Vis. & Panci¢)

LT722039.1 !

Stebbins.
LT721937.1 Cicerbita deltoidea (M.Bieb.) Beauverd.
LT721953.1 Lactuca oyukludaghensis (Parolly) N.Kilian

& Parolly.

LT721988.1, LT722017.1

Lactuca glareosa Boiss.

LT721948.1, LT722015.1

Cicerbita pancicii (Vis.) Beauverd.

LT722026.1

Cicerbita petiolata (K.Koch) Gagnidze.

AJ633340.1, KU586720.1, AJ633324.1, LT721978.1

Cicerbita alpina (L.) Wallr.

LT722035.1, LT721939.1

Cicerbita hispida Beauverd

LT721971.1 Cephalorrhynchus subplumosus Kovalevsk.
LT721958.1 Cephalorrhynchus microcephalus DC.
LT722040.1 Cephalorrhynchus kirpicznikovii Grossh.
AJ633338.1 Mycelis muralis

LT722055.1 KU586737.1 Lactuca muralis (L.) Fresen.
LT722009.1 Cicerbita roborowskii (Maxim.) Beauverd
LT722033.1 Lactuca alaica Kovalevsk.
LT721920.1 Lactuca mira Pavlov

LT722030.1, LT721972.1, LT721924.1

Kovalevskiella zeravschanica (Popov ex
Kovalevsk.) Kamelin

RN E NN ENNERE AR NN AN AN NN ARG RN E NN

Kovalevskiella kovalevskiana (Kirp.)

LT721945.1, LT721982.1 . 2
Kamelin
Kovalevskiella rosea (Popov & Vved.)
LT721980.1,L.T721989.1 Kamelin 2
KF739620.1 Faberia thibetica (Franch.) Beauverd 1
Faberia faberi (Hemsl.) N. Kilian, Z.-Huan
KF739619.1 Wang & J.W. Zhang !
KF739615.1, KF739616.1 Faberia nanchuanensis C.Shih 2
EU046560.1, LT722038.1 Notoseris maalentliigi\;ﬁmot & H. Lév.) N. 2
EU436698.1 Notoseris triflora (Hemsl.) C.Shih 1
x Notoseris khasiana (C.B. Clarke) N. Kilian
LT722002.1 Notoseris scandens (Hook. f.) N. Kilian 1
LT722011.1 Paraprenanthes triflora C.Shih 1
KE739610.1 Paraprenanthes dn_/e_rsnolla (Vaniot) N. 1
Kilian
LT722024.1 Paraprenanthes yusr}?ie;nenms (Franch.) 1
KF739609.1 Notoseris psilolepis C.Shih 1
LT721923.1, LT721955.1 Melanoseris souliei (Franch.) N. Kilian 2
LT721935.1 LT721941.1, LT721975.1 Lactuca praecox R.E.Fr. 3
LT721968.1 Lactuca calophylla C.Jeffrey 1
LT722008.1 Lactuca lasiorhiza (O.Hoffm.) C.Jeffrey 1
LT721969.1 Lactuca ugandensis C.Jeffrey 1
LT721983.1 Lactuca schulzeana Biittner 1
LT721967.1 Lactuca setosa Stebbins ex C.Jeffrey 1
LT721957.1 Lactuca paradoxa Sch.Bip. ex A.Rich. 1
LT722003.1, LT722029.1, LT721942.1, LT721952.1 Cephalorrhynchus kossinskyi (Krasch.) Kirp. 4
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Tabulka 10 - pokradovani

Zkratka Druh Podet jedincii
LT721984.1 Lactuca attenuata Stebbins 1
Melanoseris bracteata (Hook. f. & Thomson
LT722006.1, LT722042.1 ex C.B. Clarke) N. Kilian 2
LT721944.1 Steptorhamphus crassicaulis (Trautv.) Kirp. 1
LT721965.1 Melanoseris violifolia (Decne.) N.Kilian 1
LT722052.1 Melanoseris macrorhiza (Royle) N. Kilian 1
LT721950.1 Melanoseris monocephala 1
LT722004.1 Melanoseris likiangensis (Franch.) N. Kilian 1
LT721949.1 Melanoseris tenuis (C. Shih) N. Kilian 1
LT721991.1, LT721992.1 Melanoseris graciliflora (DC.) N. Kilian 2
LT721986.1, LT721990.1 Melanoseris cyanea Edgew. 2
LT722023.1 Melanoseris brunoniana Wall. ex DC. 1
LT722028.1 Melanoseris decipiens (C. B. Cl.) N.Kilian & 1
Ze H.Wang
LT721922.1 Lactuca hazaranensis Djavadi & N. Kilian 1
LT722000.1 Lactuca rosularis Boiss. 1
LT722045.1 Steptorhamphus pL{P:JliISL:s (Rech.f. & Tuisl) 1
LT721954.1, LT721974.1 Cicerbita thianschanica (Regel & Schmalh.) 2
Beauverd
Cephalorrhynchus soongoricus (Regel)
LT721926.1, LT722043.1, LT721933.1 Kovalevsk. 3
LT721928.1,L.T721951.1,LT721927.1 Melanoseris polyclada (Boiss) 3
LT722021.1 Lactuca bourgaei (Boiss.) Irish & N.Taylor 1
AJ633329.1 Cicerbita bourgaei (Boiss) Beauverd 1
LT721960.1 Cicerbita prenanthoides (M.Bieb.) Beauverd 1
LT721996.1 Cephalorrhynchusléﬁl;htadzh|an|| (Sosn.) 1
LT721929.1, LT721931.1, LT721943.1 Cephalorrhynchus brassicifolius (Botss.) 3
LT721962.1, LT721961.1, LT721970.1, LT721973.1 Lactuca triquetra (Labill.) Boiss. 4
LT721997.1 Hypochaeris maculata L. 1
LT721977.1 Hypochaeris radista L. 1
LT721934.1 Lagoseriopsis popovii (Krasch.) Krip. 1
LT721925.1 Sonchella dentata (Ledeb.) Sennikov 1
AJ633327.1, AJ633328.1 Cicerbita tianschanica (Regel & Schmalh.) 2
LT721947.1 Dubyaea hispida (D.Don) DC. 1
LT721919.1 Soroseris glomerata (Decne.) Stebbins 1
LT722014.1 Nabalus trifoliolatus Cass. 1
LT721999.1 Crepidiastrum tenuifolium (Willd.) Sennikov 1
Ixeris chinensis subsp. versicolor (Fisch. ex
LT722018.1 Link) Kitam. 1
LT722046.1 Youngia cineripappa (Bahc.) Babc. & 1
Stebbins
LT722020.1 Crepis sancta (L.) Bornm. 1
LT722031.1 Nabalus tatarinowii (Maxim.) Nakai 1
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Seznam 1 Pouzité pristroje a laboratorni vybaveni

Centrifuga Eppendorf® 5804 R (Eppendorf, DE)

Digestot (Merci, CZ)

Dokumentac¢ni systém Fire-Reader V4 (UVITEC, UK)
Elektroforéza OWL A6; Easy Cast OWL B1 (Fisher Thermo Scientific, USA)
Flowbox PV-100 (Telstar, ES)

Homogenizator Fastprep® 24 (MP Biomedical, FR)
Laboratorni vaha PM 2000 (Mettler-Toledo, USA)
Mastercycler nexus (Eppendorf, DE)

Mikropipety Eppendorf, 0.1 — 1000 pul (Eppendorf, DE)
Spektrometr NanoDrop 2000 (Fisher Thermo Scientific, USA)
Susarna (Chirana, SK)

Termalni cycler Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, DE)
Termomixer Mixing Block MB-102 (Bioer, CN)

Vortex MS2 mini; MS3 basic (IKA, DE)

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

Agardza (Sigma-Aldrich, USA)

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich, USA)
Ethanol (LachNer, C2)

H3BO3; = kys. borita (LachNer, CZ)

Interkala¢ni DNA barvivo GelRed (Biotum, USA)

KAPA Tag PCR Kit (Kapabiosystems, USA)

PEG = polyethylenglykol (Sigma-Aldrich, USA)

NaCl = chlorid sodny (LachNer, CZ)

TRIS = trishydroxymethylaminomethan (VWR Life Science, UK)

Zasobni roztok 10X TBE pufru (55 g H3BO3, 108 g TRIS bylo rozpusténo v destilované

vodé, bylo pridano 40 ml 0,5M EDTA (pH 8) a doplnéno do vysledného objemu 1L a

sterilizovano filtraci pomoci membranového filtru Millipore [22 pum])
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