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1 Uvod

Laku$niky (Ranunculus sect. Batrachium) jsou jednou z evolu¢né nejkomplexnéjSich skupin
vodnich rostlin (Prancl et al., 2018). Vyskytuji se pfevazné na severni polokouli a rozlisujeme
asi 30 druhi (Wiegleb et al., 2017). Definovat hranice jednotlivych druht lakusnikd neni
z mnoha riznych divodd jednoduché. Tyto vodni rostliny s nitovitymi ¢i lupenitymi listy a
bilymi kvéty plovoucimi na hladiné (Pranc¢l, 2015) na prvni pohled nemusi pusobit piilis
pozoruhodné, ale pii dukladnéjsim zkoumani skryvaji mnoho zvlastnosti, které z nich délaji

Vyzvu pro taxonomy.

Mezi tyto zvlastnosti patii napiiklad fenotypova plasticita, tedy mnoho znakid téchto
rostlin siln€ zavisi na podminkach prostiedi (Butkuviené et al., 2017), a tak mohou byt
geneticky stejné rostliny morfologicky odlisné, a naopak rostliny, které si nejsou blizce
ptibuzné, mohou vypadat velmi podobné (Prancl et al., 2018). Také dalsi jevy, jako Casta
hybridizace ¢i polyploidie, zpisobuji, ze podobnosti v morfologii druhti nemusi odrazet
skute¢né evoluéni vztahy (Prancl et al., 2018). Proto jsou klicovym prostiedkem pro zkoumani
populacni genetiky laku$nikti molekularni metody, které nam umoziuji mimo jiné odkryt

pouhym okem nezjistitelné rozdily.

Znalost genetické diverzity druhu je pro jeho charakteristiku velmi dialezita (Wade et al.,
2002). Butkuviené et al. (2017) ve své praci o genetické diverzité lakusnikt v litevskych fekach
podotykaji, ze zkoumani genetické diverzity lakusnikl a jejich populacnich struktur je zasadni,
pokud chceme porozumét jejich roli v ekosystému, a také pro nasledné zavedeni opattent, ktera
by mohla predchazet ztraté diverzity jednotlivych populaci lakusnika. Navzdory dulezitosti
lakusnikt jakozto indikatorti udrzitelnosti vodnich ekosystému (Butkuviené et al., 2017) jsou
studie jejich populacni genetiky pomémeé vzacné. AvSak zalina se jim dostavat ¢im dal vice
pozornosti ze strany veédcu, ktefi vyvijeji a testuji razné molekularni metody. Tyto metody nam
umoziuji odhalit také evolucni procesy, které formovaly variabilitu této skupiny, a to tvori

zaklad pro dalsi, taxonomické studie (Zalewska-Gatosz et al., 2015).

Jednou z téchto metod je vyuziti mikrosatelitnich neboli SSR (simple sequence repeat)
markerd. U klonalnich rostlin mohou byt odhady genetické variability zavadéjici pii pouziti
markerl s nizkou rozliSovaci schopnosti (Arnaud-Haond et al., 2005). Proto jsou vhodnym
nastrojem pro genetické studie vodnich makrofytl, které se ¢asto mnozi klonalné, polymorfni

markery (Wu et al., 2017). Mezi né patfi SSR markery, které umoziuji rozliSovat vice alel



jednoho lokusu a obé alely genu jedince, a pravé pro tyto vyhodné vlastnosti jsou hojné
vyuzivané pro vyzkum genotypu klonalnich rostlin (Mason, 2015). Pro studium lakusnika byly
mikrosatelitni markery poprvé vyvinuty v roce 2017 pro druh Ranunculus bungei (Wu et al.,
2017), druh Siroce rozsiteny v Cing (Chen et al., 2014). Wu et al., 2017 vytvorili 22 ETS-SSR

markera pro vyzkum jeho populaéni genetiky.

Moznost vyuziti téchto markerti navrzenych pro Ranunculus bungei na evropské druhy
lakusnikt byla testovana v ramci bakalarské prace (Gemeinhardt, 2019), jejiz cilem bylo zjistit,
zda jsou tyto mikrosatelitni markery vhodnym nastrojem pro populaéné-geneticky vyzkum
evropskych druht. VétSina primeri uspésné amplifikovala DNA pii PCR, témeéf ve vsech
pfipadech vsSak byla délka mikrosatelitnich sekvenci krat§i nez zaznamenali Wu et al., 2017,
dal§im Castym problémem bylo preruSeni sekvence mikrosatelitu jednim nebo vice pary bazi.
Kratsi, pferuSené opakovani maji nizsi frekvenci mutaci (Vieira et al., 2016), a tak nejsou

vhodnym nastrojem pro vyzkum blizce pfibuznych jedinca.

Primery navrzené pro R. bungei byly tedy shledany nevhodnymi pro vyzkum
evropskych druhd, zvlasteé kvuli vysledné nizké vnitrodruhové diverzit€é a dalSim zminénym
problémim. Proto se objevila nutnost pro vyzkum stfedoevropskych druhti vyhledat pro né
specifické lokusy s mikrosatelity. V prvnich pifedb&znych analyzach byly zjistény
v jednotlivych lokusech rozdily na druhové trovni, a tak je potfeba hledat lokusy pro kazdy
druh zvlast. Proto se ma prace zaméfuje pouze na dva druhy: Ranunculus peltatus a

Ranunculus fluitans.

2 Cile prace

Cilem této prace bylo otestovat mikrosatelitni markery pro dva druhy laku$nika:
Ranunculus peltatus a Ranunculus fluitans, idealné najit lokusy vhodné pro budouci vyzkum
téchto dvou druhil a shrnout v resersi dualezité studie dosavadniho vyzkumu populacni genetiky

lakus$nikd.



3 ReSerse

3.1 Laku3$niky

Lakusniky (Ranunculus sect. Batrachium) jsou, co se tyCe jejich evoluce a urovani druhu,
velmi slozitou skupinou rostlin. Do rodu lakusnik patfi ptiblizné 30 riznych druhd, obecné se
prevazné vyskytuji na severni polokouli. Evropa je povazovana za centrum diverzity lakusnika,
vyskytuje se zde 14-18 druhi (Wiegleb et al., 2017), z nich 8 bychom nasli ve stfedni Evropé.
Lakusniky obyvaji rizné mokfadni habitaty, od eutrofnich rybnikd a jezer v nizinach po
vysokohorska oligotrofni jezera, kromé stojatych vod je najdeme i v rychle tekoucich fekach

(Prancl et al., 2018).

Skupina je znama pfitomnosti dvou odliSnych typu listd. Lupenité listy jsou ploché,
lalo¢naté a plavou na hlading, oproti tomu nitovité listy jsou obvykle ponofené. Rostliny
mohou byt heterofylni a mit oba dva typy, nebo pouze jeden z nich. Ve stfedni Evropé rostou
homofylni lakus$niky vyhradnés nitfovitymi listy, jinde ve svété se vSak muzeme setkat i
s druhy, které maji pouze listy lupenité. Jaké ma druh listy Casto odrazi jeho zivotni strategii
(Prancl et al., 2018). Velikost kvéti riznych druht se také lisi, a je spojena se zptisobem, jakym
se dany druh rozmnozuje. Skupiny s malymi nendpadnymi kvéty jsou vétSinou povazovany za
autogamni, zatimco rostliny s velkymi kvéty, které produkuji velké mnozstvi pylu, maji
tendenci k alogamii. Nékteré malokvété druhy mohou byt dokonce kleistogamické, to znamena,
ze u nich k opyleni dochazi v uzavieném poupéti pod vodni hladinou. Zejména v tekoucich
vodach se pak laku$niky snadno rozmnozuji vegetativné pomoci fragmentt lodyh (Prancl,

2015).

Pro lakusniky je velmi bézna polyploidie, mohou mit 5 riznych Grovni ploidie od
diploidd po hexaploidy. (Prancl et al., 2018) Pfiblizné polovina evropskych druhi mize mit
dokonce vice ploidnich trovni (Wiegleb et al., 2017). U lakusnikt také Casto dochazi
k mezidruhové hybridizaci, pravdépodobné vSechny taxony jsou schopné se kfizit s jinym. Za
klicové faktory, které umoznuji Sifeni hybridd, je povazovano klonalni §ifeni a autogamie.

(Prancl et al., 2018).

Predmétem mé prace jsou dva druhy lakus$nikt: Ranunculus fluitans a Ranunculus
peltatus. R. fluitans se v Ceské republice vyskytuje roztrousené v Cechach a na jihozapadni

Moraveé v tekoucich vodach jako diploid nebo triploid a méa pouze nitovité listy. R. peltatus se u



nas nachazi roztrouSené od pahorkatin do podhaii, velmi vzacné v nizinach v tekoucich i

stojatych vodach, jako tetraploid a mize mit oba typy listd. (Kaplan et al., 2019; Prancl, 2015)

Vodni rostliny obecné patti do taxonomicky nejkomplikovanéjSich kvetoucich rostlin. I
nepfibuzné druhy jsou Casto velmi podobnym zplisobem adaptované na prostiedi, ve kterém
rostou, a tak je jejich diverzitu tézké zkoumat (Barrett et al., 1993). Zkoumani lakusnika
komplikuje zeyména morfologicka redukce, fenotypova plasticita a Casty vyskyt polyploidie a
hybridizace. Fenotypova plasticita ma za nasledek, ze dokonce i klony mohou v zavislosti na
prostiedi vypadat odlisn€, a druhy nepfibuzné mohou vypadat velmi podobné. A tak maze byt u
téchto rostlin tradi¢ni klasifikace zalozend pouze na morfologickych znacich zavadéjici a
nemusi odrazet realné evolucni vztahy (Prancl et al., 2018). Proto jsou pro vyzkum populacni
genetiky laku$nikti dulezité molekularni metody. Jednou ztéchto metod je vyuZiti

mikrosatelitnich neboli SSR (simple sequence repeat) markert (Koutecky et al., 2022), viz dale.

Takovy vyzkum ma vyznam zejména proto, ze useky fek s vyskytem lakusnikt patii
mezi nejohrozenéjsi sladkovodni typy habitatd v Evropé (Butkuviené et al., 2017). Lakusniky
mohou byt indikatory udrzitelnosti fi¢nich ekosystémi. Své okoli ovliviiuji zejména regulaci
proudéni vody, dynamikou toku Zzivin a sedimenti a také poskytuji utoCist€é vodnim
bezobratlym a rybam. Jsou ohrozovany zejména eutrofizaci, zneCisténim a §ifenim invazivnich
druhit (Mony et al., 2006). I pfes jejich kliCovou roli ve sladkovodnich ekosystémech jsou
studie genetické variability lakusnika stale pomérné vzacné, ale zaina se jim postupné dostavat

¢im dal vice pozornosti.

Obrazek 1: kvetouci Ranunculus fluitans Obrazek 2: kvetouci Ranunculus peltatus
(zdroj: Petr Koutecky) (zdroj: Petr Koutecky)



3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity, nebo také single sequence repeats (SSRs), €i short tandem repeats (STRs) jsou
tandemové opakovani kratkych motivi nukleotidd DNA, Patii do tandemovych repetic, které
spolu s transpozony tvofi podstatnou ¢ast repetitivni DNA (Vieira et al., 2016). SSRs jsou
obzvlast zajimavé z evolu¢niho pohledu, protoze jsou kvili chybam, které déla DNA
polymeraza pii replikaci sekvence mikrosatelitu, velmi nestabilni (Mason, 2015). Tandemové
repetice mutuji s frekvenci mezi 107 a 10~ na bun&nou generaci, coZ je o jeden aZ deset fadi
vyS$$i mira, nez u bodovych mutaci (li§i se pro rizné organismy) (Tautz, 1989). Vétsina mutaci
v mikrosatelitnich sekvencich znamena pfidani jednoho nebo vice opakovani motivu

konkrétniho mikrosatelitu, tedy zménu délky mikrosatelitu (Jansen et al., 2012).

Mikrosatelity jsou obvykle slozené z opakovani dlouhych 1-6 bp. Najdeme je
v prokaryotnich 1 eukaryotnich genomech, zejména jsou hojné zastoupené v eukaryotnim
euchromatinu, v kodujici 1 nekodujici, jaderné 1 organelové DNA (Mason, 2015). Historicky
byly TRs povazovany pouze za soucast nekodujici DNA bez jakékoli funkce. S moznosti
sekvenovani celych genomt pfislo odhaleni, Zze se mikrosatelity vyskytuji i v kodujicich
oblastech, promotorech a jinych regulacnich sekvencich. U lidského genomu se dokonce
odhaduje, ze bychom repetitivni sekvence nasli ve ¢tecich ramcich az 17% gent (Jansen et al.,
2012). Obecné se SSRs v oblasti gent vyskytuji méné Casto, nez v nekodujicich oblastech,
pravé kvuli vysoké frekvenci mutaci, ktera by mohla ohrozit expresi téchto gent (Vieira et al.,
2016). V nékterych pripadech jsou vSak TR polymorfismy v genech spojovany s funk¢nimi
zménami odpovidajicich proteinli, coz naznaCuje, ze tyto repetitivni sekvence mohou plnit
urcitou biologickou roli. Nasledkem tohoto predpokladu a velké nestability by TRs mohly byt
nastrojem pro rychlou adaptivni evoluci gent a jim odpovidajicich fenotypt (Jansen et al.,

2012).

Rozmisténi téchto repetic uvnitf genti neni Upln€ nahodné. TRs s dlouhymi motivy
opakovani (>10 nukleotidl, tzv. minisatetni opakovani) se nachazeji zejména v genech, které
koéduji  extracelularni  proteiny nebo proteiny bunééného povrchu, kdezto mikrosatelitni
sekvence, které maji kratSi motivy opakovani (<10 nt), jsou zastoupeny v regulac¢nich genech
vcetné gent, které koduji transkripcni faktory nebo DNA- a RNA- binding proteiny. Repetice

uvnitf gend jsou obvykle opakovanimi motivi nukleotidi o velikosti nasobki 3, pravdépodobné



diky selekci proti mutacim, které posouvaji Cteci ramec, a které vznikaji u nestabilnich

opakovani motivi, jez nejsou délkou nasobky 3 (Jansen et al., 2012).

Nastrojem pro zkoumani genotyptd pomoci mikrosatelitd jsou mikrosatelitni markery,
odvozené od vlastni DNA s mikrosatelitni sekvenci, které umoziuji amplifikaci SSR sekvence
pomoci PCR (Mason, 2015). Konkrétné jsou odvozeny od tzv. ,flanking™ sekvence, neboli
sekvence v okoli mikrosatelitu v urcité vzdalenosti od néj, které musi byt pro dany druh predem
znamé. Nachazeji Siroké vyuziti v mnoha riznych oblastech védy. Jsou klicové naptiklad pfi
studiu populacnich struktur, genového mapovani a evolu¢nich procesi. SSRs s repeticemi
motiva tfech az péti nukleotidd jsou hojné vyuzivany také ve forenzni genetice a pro analyzu

rodicovstvi (Vieira et al., 2016).

Také jsou Siroce pouzivané pro geneticky vyzkum populacni genetiky rostlin, a to
zejména diky jejich hojnému rozsifeni v genomech vétSiny rostlin, a diky jejich vysokému
polymorfismu a rozliSovacim schopnostem, které umoziuji rozlisit vSechny alely genu jedince
¢i konkrétniho lokusu v populaci. Pro tyto vlastnosti jsou vhodné i pro geneticky vyzkum
klonalnich rostlin (Mason, 2015). Konkrétn€ jsou mikrosatelity divoce rostoucich rostlin
uzite¢né napiiklad pro evolucni studie, tedy odvozovani vnitrodruhovych genetickych vztaha,
pro zkoumani variability druhti ¢i populaci, pro odhad toku genti populaci nebo zkoumani

diverzity mérené na zaklade genetické vzdalenosti (Vieira et al., 2016).
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Obrazek 3: Mikrosatelitni sekvence s 26 opakovanimi motivu CA

3.3 Vyzkum populacni genetiky lakusniki

Mikrosatelitni markery byly pro vyzkum lakusnikd navrzeny poprvé v roce 2017. Wu et al.
(2017) vyvinuli SSR markery pro druh Ranunculus bungei za G€elem jejich nasledného pouziti
pii zkoumani vlivu ekologickych faktorii na tok genti a genetickou strukturu tohoto druhu.

Testovali také s pomoci téchto primerd amplifikaci lokusti dvou jinych pfibuznych druht



lakusnik(. Ta probéhla uspésne, a tak navrhli vyziti jimi vyvinutych primert i pro vyzkum
jinych druht lakus$nika. Toto vyuZiti bylo testovano na evropské druhy v ramci bakalaiské
prace Gemeinhardt (2019) viz Uvod. Do té doby viak prob&hlo n&kolik studii, které se

vénovaly populacni genetice téchto rostlin, za pouziti jinych molekularnich metod.

Popularni metodou pro analyzu neosekvenovanych genomi je metoda ISSR (inter
simple sequence repeats), ktera je hojné pouzivana v populacnich, ekologickych a
fylogenetickych studiich (Coppi et al., 2015) Metoda ISSR, cilend na useky DNA mezi
mikrosatelitnimi lokusy, pfi které jsou primery kladeny pfimo do mikrosatelitti (Godwin et al.,
1997), obchazi problém vlastni SSR markerum, pro které je potieba znat , flanking™ sekvence.
Ma vSak jiné nevyhody jako napiiklad, ze podobné dlouhé fragmenty DNA, které jsou
amplifikovany pfi PCR, nemusi byt vzdy homologni, tedy pochazet ze stejné oblasti v genomu.
Dal§i nevyhodou je problém s reprodukovatelnosti (Godwin et al., 1997), podobné jako u
metody ALFP.

Dal§i nevyhodou metody AFLP (Amplified fragment length polymorphism) je
nachylnost k chybam, které znemoziuji pii vyzkumu variability populaci lakusnika rozlisit, zda
se u dvou podobnych profila, které se lisi pouze nékolika malo fragmenty, jedna o ramety
stejného genotypu, ¢i blizko pfibuzné genotypy (Butkuviené et al., 2017). V nékterych studiich

lakusnik je toto rozliseni problematické vzhledem k nizké genetické diverzité populaci.

Dalsi metoda pouzivana pfi vyzkumu populacni genetiky lakusniki RAPD (random
amplified polymorphic DNA), ktera uz se dnes pro svou nepiesnost nepouziva. RAPD primery
jsou cilené na nahodné sekvence o délce priblizn€ 10 bp (Tingey, 2003). Jeji vyhodou je rychlé,
pomérné snadné provedeni, pro které je potfeba malé mnozstvi DNA a naopak neni potfeba
vytvaret primery na zakladé konkrétni znamé sekvence. Nejvétsi nevyhodou je, ze tyto primery
témeér nejsou prenositelné mezi riznymi vyzkumy, tedy nejsou vhodné ke srovnavani vysledkt
podobnych praci. Vyzaduji vysoce standardizované experimentalni postupy kvuli citlivosti na
podminky reakce. A kvili schopnosti této metody amplifikovat DNA témér jakéhokoli

organismu je velmi nebezpecna kontaminace vzorki (Hadrys et al., 1992).

S pomoci pravé metody RAPD probéhl jeden z prvnich vyzkumi populaéni genetiky
lakusnikti zaméfeny na analyzu genetické variability druhu R. kadzusensis. Zamérem prace bylo
také schromazdit informace o roz§ifeni a habitatech tohoto druhu, ktery roste v Jizni Koreji jako
neSkodny plevel na ryzovych polich. Vysledky vyzkumu ukazaly nizké hodnoty genetické

variability populaci. To bylo pfisuzovano prevaze autogamie nad alogamii a mladé historii



druhu na zkoumaném uzemi, kam byl pravdépodobné zaveden nedavno, coz uzce souvisi
s efektem hrdla lahve (Ku et al., 2007), tedy poklesu genetické diverzity populace jako nasledek
predchazejiciho prudkého poklesu poctu jedinct, a tedy i alel, v populaci. I po nasledné obnové

velikosti populace tak zistava geneticka variabilita populace sniZena.

Ze stejného roku pochazi studie, ktera se dopracovala k podobnym vysledkim (Koga et
al., 2007). V této studii odhadovali pomoci metody ISSR genetickou diverzitu a strukturu 11
populaci Ranunculus nipponicus, ktery roste vyhradné v Cisté vodé a tak je povazovan za
indikator neznecisténych vod. V poslednich nékolika desetiletich je jeho ptuvodni pfirozené
prostiedi v Japonském regionu Kansai ohrozovano stavbou betonem hraniCenych kanalt, kvili
tomu dochazi k ubytku a zmenSovani populaci, proto bylo cilem citované studie schromazdit
poznatky dilezité pro zavedeni strategii pro ochranu tohoto druhu a jeho pfirozeného prostiedi.
Vénovali se genetické variabilité kazdé populace zvIast' 1 genetické variabilité mezi vSemi 11
populacemi. Zkoumali také, jak se rostliny rozSifuji. Zjistili, ze populace byly na sobé
geneticky nezavislé a vyznamné se od sebe lisily, zaroven geneticka diverzita kazdé z populaci
byla nizka. Zkoumali také, zda by mohli byt za Sifeni druhu R. niponnicus na delsi vzdalenosti
zodpovédni vrubozobi ptaci. Takové Sifeni by mélo pfispivat k redukci genetické diferenciace
mezi populacemi. Protoze byly vSak jednotlivé populace od sebe velmi odlisné, byla moznost
pravidelného Sifeni rostlin ptaky zavrzena. Kromé toho byly zkoumané populace geneticky
izolované kvuli nedostatecnému Sifeni semen, vegetativnich fragmentt rostlin i pylu. Z téchto
divodi by mohla byt ochrana kazdé z populaci dalezita pro zamezeni ztratam genetické

diverzity.

K podobnym vysledkiim dospéla také rozsahlejsi studie, ktera zkoumala genetickou
variabilitu 14 populaci Ranunculus bungei v ¢inském pohoti Hengduan opét za pouziti metody
ISSR (Wang et al., 2010). V citované studii byly ISSR markery pouzity pro odhad genetické
variability kazdé z populaci a mezi vSemi populacemi, dale pro odhad toku genti mezi
populacemi a jak moc jsou od sebe geneticky vzdalené. Byla odhalena nizka geneticka diverzita
uvnitt populaci v kontrastu s vysokou genetickou odliSnosti mezi populacemi. Také odhalili
nizky tok gent, ktery byl pravdépodobné limitovan zejména prostorovou izolaci habitatl
jednotlivych populaci. Obecné organismy, které se mnozi nepohlavné, vykazuji nizkou uroven
genetické diverzity populaci, na rozdil od téch, ktefi se mnozi pohlavné (Loveless and Hamrick,
1984). Nizkou genetickou diverzitu tedy pfisuzovali zejména zpusobu, kterym se laku$niky
rozmnozuji, tedy Castému klonalnimu Sifeni a tomu, ze vétSina druht je schopna samoopyleni a

maji tendenci ke kleistogamii (Cook, 1969). Populace R. bungei v pohoii Hengduan také



pravdépodobné v historii prosly fadou zmeén habitat, rekolonizaci a fragmentaci v dobé
glacialt a interglaciald. DalSim davodem nizké diverzity tedy mohou byt jevy jako efekt
zakladatele v postglacialni rekolonizaci, to znamena zakladani novych populaci malym poctem
jedinca, kteti byli diive soucasti jiné vétsi populace, z cehoz vyplyva omezeny genofond nové

vzniklych populaci, a déle efekt hrdla lahve nasledkem lidskych zasahti do pfirody.

Dalsi vyznamna studie na téma populacni genetiky lakusnika zkoumala jedinou populaci
druhu Ranunculus fluitans, omezenou na 12km usek feky Six Mile Water River v Irsku, za
ucelem shromazdéni informaci vyuzitelnych pii vymysleni strategii pro ochranu tohoto druhu
(Bradley et al., 2013). Pouzivali metodu AFLP. Cilem prace bylo zjistit, zda rozsahly klonalni
rast zpusobil snizeni genetické diverzity této populace, jako to bylo diive prokazano u jinych
menSich a izolovanych populaci (Beatty et al., 2008), jelikoz je nizkd uroven genetické
variability spojovana se snizenim adaptivniho potencidlu rostlin (Bradley et al., 2013) a
populace se tak stavaji ohrozenymi. Dale chtéli zjistit, zda dochazi k hybridizaci s R.
pennicillatus, jelikoz hybridizace mezi takovymto béznych druhem (v zapadni Evropé) a
druhem vzacnéjSim mize vést k zaniku jeho genofondu skrz genetickou asimilaci (Bradley et
al., 2013). Vegetativni zpusob rozmnozovani je u laku$nikd v pfirozenych podminkach
povazovan za dulezitéjsi, nez pohlavni, zejména kvuli ¢astému vyskytu rostlin hybridniho
puvodu, které jsou nezavisle na podminkach prostiedi sterilni (Barrat, 1996). Pfesto vSak
Bradley et al. (2013) nenasli zadny dikaz toho, ze by se zkoumané rostliny klonalné mnozily.
Dale zjistili, ze tato nepfili§ rozlehla populace mé srovnatelnou genetickou diverzitu s vétSimi
populacemi stejného druhu v Anglii. Malé velikost populace ji tedy vyrazné negativné
neovliviiovala genetickym driftem ani inbreedingem pfesto, ze jsou malé populace v tomto
ohledu cCasto zranitelnéjsi nez ty velké (Bradley et al., 2013). Analyza péti jadernych SNPs
(single nucleotide polymorphisms) neodhalila hybridizaci s Ranuncullus penicillatus, 1 ptes to,
ze byla drive udavéana. Hybridizace tedy pro tuto populaci nepiedstavuje nebezpecCi ani
v podobé genetické asimilace, ani v podob€ nartstu vegetativniho rozmnozovani sterilnich
hybridi. Podobné také Butkuviené et al. (2017) neodhalili zadny jednoznacny dikaz casté
mezidruhové hybridizace, ptesto, ze vysledky nékterych predchozich studii dokazuji, ze je

hybridizace u lakusnik bézna (Zalewska-Gatosz et al., 2015).

Cilem jiné ochranaisky zaméfené studie druhu Ranunculus baudotii bylo porovnat
genetickou diverzitu vzorkll ex situ banek semen s genetickou diverzitou kvetoucich rostlin
ptirozenych populaci daného druhu, jak moc se zachranné vysevy semen mohou liSit mezi

sebou a od matetské populace a zejména jaky to ma vyznam pro ochranu tohoto druhu (Coppi



et al., 2015). Dale porovnavali genetickou diverzitu populaci R. baudotii pted a po provedeni
projektu pro obnovu stanoviste, tedy pfirodniho rybniku v italském Narodnim parku Toskanské
ostrovy. Tento projekt zahrnoval odstranéni vysokych bahennich rostlin, jako naptiklad Typha
sp. a Phragmites australis z rybniku. ISSR analyza péti skupin vzorku ukazala relativné
vysokou uroveni genetické diverzity ex situ kultivovanych rostlin, které se tak staly cennym
potencialnim nastrojem pro ochranu tohoto druhu. Ovéfili také, ze kdyz rostliny kultivovali
v teploté stanovené jako optimalni pro kli¢eni tohoto druhu, projevila se Siroka Skala riznych
genotypu, kdezto pii teplotach, které se od optima odchylovaly, vykli¢ilo semen méné a
diverzita genotypu byla vyrazné nizS§i. Tyto pozadavky na podminky klieni ex situ
zachrannych vysevu R. baudotii byly testovany v predchozim vyzkumu (Carta et al., 2012).
Proto by pfi podobnych zachrannych strategiich mél byt na tuto specificky optimalni teplotu
bran ohled. Po provedeni obnovovaciho projektu doslo k rozsahlé rekolonizaci R. baudotii,
uroven genetické diverzity se vSak samovolné po tomto jednom zasahu neobnovila,
v nasleduyjicich letech by bylo v tomto pifipadé vhodné vysadit rostliny znovu (Coppi et al.,
2015).

Butkuviené et al. (2017) analyzovali v Litvé 16 populaci lakusnikl pomoci
morfologickych znaki a molekularnich marker (ISSRs a sekvence chloroplastového tseku
trnH-psbA sekvence). Studie byla zaméfena na zakladni popis diverzity lakusnika: jaka je
variabilita kazdé z populaci a mezi vSemi 16, kolik druhii se v populacich vyskytuje, a zda se
rostliny Casto S§ifi klonaln€. Studie rozlisila oddélené skupiny riznych druht lakus$niki
v Litevskych fekach. Opét odhalili nizky stupeni genetické diverzity, vysokou uroven genetické
odlisnosti populaci a nizky tok geni mezi populacemi. Na rozdil od jinych studii (Bradley et al.,
2013) pozorovali dalezitou roli vegetativniho zptsobu rozmnozovani u studovanych populaci.
Naptiklad u druhu R. fluitans byly ptfitomny kvéty, nebyla vSak nalezena jejich semena, a tak

predpokladali prevahu vegetativniho rozmnozovani.

Roli vegetativniho a sexualniho rozmnozovani u lakusnikti se vénovali také Lambertini
et al. (2017), ktefi studovali genetickou strukturu tii populaci druhu Ranunculus baudotii v
Danskeé fece Aarhus. Za pouziti metody AFLPs zkoumali kromé zpisobu rozmnozovani také
jak je geneticka variabilita v populacich rozprostiena podél toku a genetické vztahy populace R.
baudotii s jinymi druhy lakusnikd, jelikoz identifikovali hybridy, ktefi by mohli ovliviiovat
strukturu populaci. Predchozi studie dokazaly, ze populace R. baudotti v nizinnych tocich
v Dansku jsou primamé zakladany diky vegetativnimu rozmnozovani. Sifenim vodnich rostlin

v fece Aarhus se uz zabyvala studie Riis (2008), ve které autorka uvadi, ze 80% makrofytni
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kolonizace ma na svédomi pravé Sifeni fragmentt s dosahem 300m a pouze 20% vyplyva
z Sifeni semen. Vysledky Lambertini et al. (2017) se s timto shoduji. Vegetativni rozmnozovani
bylo shledano dominantnim zptsobem, pohlavni rozmnozovani ale nebylo zcela vylouceno a
mohlo by byt vysvétleno z vétSiny samooplozenim. Byla také zjisténa nizka geneticka
variabilita u kazdé ze 3 populaci i pro vSechny populace zaroven. Kvili vySe popsané
nepiesnosti metody AFLP vSak mohou byt profily, které se li§i pouze nékolika fragmenty,
ramety stejného genotypu nebo blizce piibuzné genotypy, rozliSovani téchto dvou jeva bylo
v citované studii zvlasté problematické kvili nizké genetické variabilité populaci. Vyskyt

hybrida R. baudotii nebyl jednoznaéné vyloucen, ani potvrzen.

Jiny druh lakusniku, Ranunculus subrigidus, byl vybran jako reprezentativni taxon pro
zkoumani vlivu podminek prostfedi na genetickou variabilitu vodnich rostlin na velkém
prostorovém mefitku (Wu et al., 2019). V této studii se zajimali o genetickou diverzitu 13
populaci Ranunculus subrigidus Tibetské nahorni ploSiny. Cilem prace bylo objasnit, jak
pfispiva geografickd vzdalenost a podminky prostfedi k rozlozeni genetické podobnosti
populaci. Za pouziti mikrosatelitnich markert odhalili nizkou genetickou diverzitu vSech ze
zkoumanych populaci. U vétSiny zkoumanych jedinct odhalili také unikatni genotypy
testovanim néekolika lokust, coz poukazuje na skutecnost, ze u tohoto druhu pravdépodobneé
nedochazi k pfevaze klonadlniho rozmnozovani. Déle prokazali vyznamny vliv klimatickych
podminek na genetickou variabilitu v ramci druhu, a naopak nenalezli dikaz prostorové-
genetické struktury tohoto druhu. Z vysledkt prace bylo vyvozeno, ze historické procesy jako
napiiklad Sifeni na velké vzdalenosti a lokalni adaptace by mohly byt zodpovédné za
genetickou strukturu populaci R. subrigidus a Ze soucasné faktory prostiedi hraji dulezitou roli

v genetické diferenciaci a lokalni adaptaci vodnich rostlin ve vysokohorskych ekosystémech.

Z Tibetské nahorni ploSiny pochazi také 2 nejnovejsi studie z roku 2022, které zkoumaly
jiz za pouziti mikrosatelitnich markerd rizné taxony vodnich rostlin, mezi nimi lakusniky (Wu,
et al., 2022a; Wu et al., 2022b). Prvni z nich (Wu et al., 2022a) zkoumala hybridizaci u tfech
rodu rostlin, konkrétn€é Myriophyllum, Stuckenia a Ranunculus (R. trichophyllus a R.
subrigidus), a jeji souvislost s prostiedim a prekryvem nik rodiCovskych druhd. Vysledky
potvrdily prekryv nik a koexistenci druhti pro vSechny tfi rody, u vSech tfech part také
pozorovali Castou hybridizaci. Praveé rozsahly prekryv mist vyskytu riznych druht byl jiz diive
shledan optimalnim pro existenci hybridnich zon (Yakimowski and Rieseberg, 2014), a tak
k této Casté hybridizaci ekologicky odlisnych druhti pravdépodobné také prisp€l (Wu et al.,
2022a). Casta hybridizace mezi druhy R. trichophyllus a R. subrigidus byla poprvé odhalena
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pravé ve vysokohorskych ekosystémech (Wiegleb et al., 2017). Tito hybridni jedinci byli
povazovani za sterilni, pravdépodobné kvuli rozdilim v ploidii dvou rodi¢ovskych druht
(Wiegleb et al., 2017). Studie Wu et al., (2022a) potvrdila dalezitost hybridizace pfi speciaci
lakusniki a také evolu¢ni dulezitost hybridizace pro zachovani vodnich rostlin ve
vysokohorskych ekosystémech. Prokéazali, ze vyskové gradienty Tibetské nahorni ploSiny

poskytuji vhodné niky pro rozsahlou sympatrii a hybridizaci pfibuznych druha.

Ve druhé studii (Wu, et al., 2022b) se zabyvali klonalni diverzitou 4 rodu rostlin a jakym
zpusobem je ovlivnéna faktory vysokohorského prostiedi. Porovnani mezi Ctyimi taxony, které
se vSechny rozmnozuji sexualné i vegetativné, jim také umoznilo prokézat, zda je jejich
pohlavni rozmnozovani ovlivnéno urcitymi ekologickymi faktory. U lakusnika prokazali, Ze se
zvysujici se klonalni diverzitou se zvySuje 1 geneticka diverzita populaci. Neprokazali zasadni
vliv faktora prostfedi na klonalni diverzitu ani zpisob rozmnozovani lakusnikd. Mezi Ctyfmi

zkoumanymi druhy vodnich rostlin mély laku$niky vyrazné nizsi klonalni diverzitu.

3.4 Shrnuti

Hlavnimi zkoumanymi oblastmi populacni genetiky lakusnika byla tedy geneticka variabilita,
geneticka diferenciace populaci, hybridizace lakusnikti a jejich reprodukce, a jaké faktory
mohou tyto jevy ovliviiovat. Co se tyCe genetické variability populaci lakusnikt, v§echny prace,
které se ji zabyvaly, dospély k tomu, ze jednotlivé populace raznych druha lakusnikt vykazuji
relativné nizkou urover genetické variability (Butkuviené et al., 2017; Koga et al., 2007; Ku et
al., 2007; Lambertini et al., 2017; Wang et al., 2010; Wu et al., 2019). Vysvétleni byla rtzna,
mezi nimi praveé zpusob, jakym se rostliny rozmnozovaly. Ku et al., 2007 pfisuzovali nizkou
genetickou variabilitu druhu Ranunculus kadzusensis zejména pievaze autogamie nad alogamii.
Tendenci nékterych lakusnikii ke kleistogamii, a obecné tim, ze je vétSina druhi schopna
autogamie, vysveétlovali nizkou genetickou diverzitu druhu Ranunculus bungei také Wang et al.,
2010, ktefi ji dale pfisuzovali Castému klonalnimu Sifeni, riznym historickym faktorim, jako
jsou rekolonizace habitatti a fragmentace populaci v dobé glacialt a interglaciali a lidskym
zasahtim do pfirody, které taky mohly zapfi¢init bottleneck efekt a mit tak za nasledek snizeni
genetické diverzity. Bottleneck efekt také predpokladali (Ku et al., 2007) u populaci druhu R.
kadzusensis, ktery byl na zkoumané izemi Jizni Koreji zaveden pravdépodobné nedavno jako

neskodny plevel na ryzova pole.
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Jind studie se zabyvala vlivem podminek prostfedi na genetickou variabilitu vodnich
rostlin, pro tuto studii vybrali druh Ranunculus subrigidus jako vzorovy (Wu et al., 2019).
Z vysledka byl patrny vyznamny vliv klimatickych podminek na genetickou variabilitu v ramci
druhu. Bradley et al.,, 2013 zkoumali, zda ma na genetickou variabilitu populace vliv jeji
velikost, konkrétné zda ma mald populace druhu Ranunculus fluitans, ktera byla pfedmétem
prace, niz§i genetickou variabilitu, nez vétsi populace lakusnikli, a mohla by tak byt kvuli své
velikosti zranitelnéjsi. Zjistili, ze zkoumana populace méla srovnatelnou genetickou variabilitu
s vét§imi populacemi stejného druhu v Anglii. Malé velikost populace tedy genetickou

variabilitu negativné neovliviiovala inbreedingem ani genetickym driftem.

Obvykle byla porovnavana geneticka variabilita v ramci kazdé z nékolika studovanych
populaci a mezi vSemi populacemi zaroven (Butkuviené et al., 2017; Koga et al., 2007,
Lambertini et al., 2017; Wang et al., 2010). Jedna ochranafsky zaméfend studie také
porovnavala genetickou diverzitu kvetoucich rostlin pfirozenych populaci daného druhu s
diverzitou vzorkl ex situ banek semen lakusnik(, dale jak moc se geneticky liSily rizné
zachranné vysevy semen mezi sebou a od matefské populace, a zejména jaky to ma vyznam pro
ochranu tohoto druhu. Také porovnavali genetickou diverzitu zivych sbirek Ranunculus

baudotii pted a po provedeni obnovovaciho projektu (Coppi et al., 2015).

Nékolik studii se zabyvalo otazkou reprodukce lakusniki (Bradley et al., 2013;
Butkuviené et al., 2017; Lambertini et al., 2017; Wu et al., 2019). Bradley et al., 2013 nenasli
zadny dukaz toho, ze by se rostliny jedné zkoumané populace druhu R. fluitans rozmnozovaly
vegetativne. Pfevahu klonalniho rozmnozovani u populaci druhu R. subrigidus vyloucili Wu et
al. (2019), jelikoz u vétSiny zkoumanych jedinci odhalili unikatni genotypy testovanim
nékolika lokust. Jina prace naopak prokazala zasadni roli vegatativniho zptisobu rozmnozovani
u studovanych populaci lakusnikt, naptiklad u druhu R. fluitans byly nalezeny kvéty, ale nikoli
semena, a tak byla pfedpokladana prevaha vegetativniho rozmnozovani (Butkuviené et al.,
2017). Vegetativni rozmnozovani bylo shledano pfevazujicim nad pohlavnim rozmnozovanim
také ve vyzkumu Lambertini et al., (2017), pohlavni rozmnozovani ale nebylo zcela vylouceno

a mohlo by byt vysvétleno z vétSiny autogamii.

Nékolik studii odhalilo vysokou genetickou diferenciaci mezi zkoumanymi populacemi
(Butkuviené et al., 2017, Koga et al., 2007; Wang et al., 2010). Tato genetickd rozdilnost
populaci byla vysvétlovana napiiklad omezenym Sifenim semen, vegetativnich fragmentt i pylu
mezi populacemi (Koga et al., 2007). Nizky tok gent a vysoké hodnoty genetické diferenciace
odhalili také Wang et al., (2010) u populaci druhu R. bungei. Tok gent byl pravdépodobné
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limitovan prostorovou izolaci habitati jednotlivych populaci. Vysledky zkoumani Wu et al.
(2019) zase poukazovaly na vyznamny vliv klimatickych faktora na genetickou diferenciaci

populaci a také na lokalni adaptaci vodnich rostlin ve vysokohorskych ekosystémech.

Neékteré ze studii se vénovaly hybridizaci lakusnika (Bradley et al., 2013; Butkuviené et
al., 2017; Lambertini et al., 2017; Wu et al., 2022b; Zalewska-Gatosz et al., 2015). Bradley et
al. (2013) neodhalili hybridizaci mezi druhy R. fluitans a R. pennicillatus 1 ptes svédectvi o
domnélém vyskytu hybridi. Hybridizace tedy v tomto pfipadé nepredstavovala pro zkoumanou
mensi populaci R. fluitans nebezpeCi ani v podobé genetické asimilace, ani v podob€ narastu
vegetativniho rozmnozovani sterilnich hybridd. Podobné také Butkuviené et al. (2017)
neodhalili zadny jednozna¢ny dukaz Casté mezidruhové hybridizace, presto, ze vysledky
nékterych predchozich studii dokazuji, Ze je hybridizace u lakus$nikd bézna (Zalewska-Gatosz et
al., 2015). Jedna z praci nevyloucila ani nepotvrdila vyskyt hybridi druhu R. baudotii
(Lambertini et al., 2017).

Castou hybridizaci odhalil jiny vyzkum, ktery se soustfedil mimo jiné na dva druhy
laku$nika: R. trichophyllus a R. subrigidus (Wu et al., 2022a). Také zkoumali, zda souvisi mira
hybridizace s prekryvem nik rodi¢ovskych druht a jak je ovliviiovana okolnim prostiedim.
Vysledky potvrdily prekryv nik dvou zminénych druhd lakus$nika. Praveé tento prekryv byl jiz
diive shledan optimalnim pro existenci hybridnich zon (Yakimowski and Rieseberg, 2014).
Casta hybridizace mezi druhy R. trichophyllus a R. subrigidus byla poprvé odhalena ve
vysokohorskych ekosystémech (Wiegleb et al., 2017). Studie Wu et al. (2022a) potvrdila
dulezitost hybridizace pii speciaci lakusniki a také evolucni dulezitost hybridizace pro

zachovani vodnich rostlin ve vysokohorskych ekosystémech.

Neékteré ze studii byly ochranafsky zaméfené a doporucovaly zavedeni opatieni pro
ochranu zkoumaného druhu (Bradley et al., 2013; Coppi et al., 2015; Koga et al., 2007).
Vysledky studie Coppi et al. (2015) poskytly dulezité poznatky pro zrealizovani téchto opatieni.
Overili, ze by mél byt pii kultivaci lakusnika pro zachranné projekty bran ohled na optimalni
teplotu specifickou pro druh, protoze se tak u kultivovanych rostlin projevila vétsi geneticka

diverzita genotypt, nez pii kultivaci za neoptimalnich teplot.
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4 Metodika

4.1 Material

Vzorky rostlin, které jsem pouzila pro svij vyzkum, byly sesbirany skolitelem této prace a
spolupracovniky pfed zacatkem mé bakalarské praxe, jejich sbéru jsem se tedy netcastnila.
Postupné byly testovany 3 sady vzorki. Nejprve bylo potieba na 16 vzorcich raznych druht
otestovat, zda probiha PCR. Takto byly vybrany uspésné primery pro druhou sadu 8 vzorku,
tentokrat uz jen dvou druht: R. fluitans a R. peltatus, PCR produkty byly nasledné poslany na
fragmentacni analyzu. Po vyhodnoceni prvniho kola fragmentacni analyzy byly vybrany
vhodné primery, které¢ amplifikovaly cileny lokus, pro kolo druhé, které bylo provadéno na 32

vzorcich, pro posouzeni genetické variability obou druhti uvnitf populaci a mezi nimi.

16 vzorku, které byly amplifikovany PCR v prvnim kroku (viz kapitola PCR, str. 23)
patfilo dohromady sedmi druhtim lakusnika (Ranunculus aquatilis, R. baudotii, R. circinatus,
R. fluitans, R. peltatus, R. rionii, R. trichophyllus), byly sesbirany z 16 raznych populaci
(Tabulka 1) a byly mi poskytnuty ve formé celych listd uchovavanych v silikagelu.

Dalsi sada vzorkli testovana v prvnim kole PCR sMI13 fluorescencné znaCenym
primerem (viz kapitola PCR s fluorescencné znacenym primerem M13, str. 24) sestavala ze 4
vzorkl druhu R. peltatus a 4 vzorkd druhu R. fluitans, které byly opét sesbirany kazdy z jiné

lokality, tedy z 8 populaci (Tabulka 2). Tyto vzorky mi byly poskytnuty jiz ve forme izolatu.

Sada 32 vzorkl, kterou jsem testovala v druhém kole PCR s fluorescencné znacenym
primerem (viz kapitola PCR s fluorescencné zna¢enym primerem M13, str. 24), obsahovala 16
vzorkt druhu R. fluitans z 6 raznych populaci a 16 vzorka R. peltatus ze 4 ruznych populaci
(Tabulka 3). Tyto vzorky mi byly poskytnuty z ¢asti ve formé izolati a z Casti jako listy

vysusené sillikagelem.
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Tabulka 1: Seznam vzorkd pro prvni krok PCR. Cisla v prvnim sloupci byla ptidélena vzorkiim
jako pracovni v laboratofi. Druhy sloupec informuje o druhu, ze kterého byl vzorek izolovan.
Treti sloupec odpovida populaci, kde byl vzorek nalezen, popsané mistem, kde se nachazi,
presné soutadnice najdeme ve Ctvrtém sloupci. Ve sloupci Kod populace najdeme kody podle
praci (Prancl et al., 2018) a (Koutecky et al., 2022), které byly kazdé populaci ptideleny pii
sb&ru vzorkd, stejné tak &isla rostlin v poslednim sloupci Cislo rostliny.

~

€. vzorku Taxon Populace Souradnice poggli e ros(t:l.iny
816 R. aquatilis CZ, Blansko, feka Svitava ig;;:g;:' K18-35 2
817 R. aquatilis AT, Marchegg, potok ig:;g:iz:' K17-15 1
812 R. baudotii AT, Angern an der March, piskovna ig:gg:iz:' K17-11 2
820 R. baudotii HU, Sarréd, piskovna iég;:g;:' HU-02 1
808 R. circinatus PL, Sandomierz, slepé rameno feky 2222:22:' K18-10 1
811 R. fluitans 2x CZ, Senorady, feka Jihlava 12:22:22:' K13-27 3
819 R. fluitans 2x HU, Mescér, feka Mosoni-Duna i;og;,;;"' HU-01 1
810 R. peltatus CZ, Nova Vcelnice, ryb. Velka Perut igég:g;:' K19-09 1
818 R. peltatus AT, Rudmanns, rybnik ﬁgi:gi:' K17-30 1
814 R. trichophyllus A | CZ, Lipi, ryb. Habersky Mlynsky ﬁ:;g:;g:' K18-43 1
822 R. trichophyllus A | CZ, Krnov—Chomyz, rybnik ig:g::ig:' K13-10 3
815 R. trichophyllus B | AT, Goggendorf, feka Schmida ﬁ:gg:;g:' K18-47 1
813 R. trichophyllus s.I. | AT, Goritz, feka Steyr iZ:ii:;é:' AT-02 2
821 R. trichophyllus s.I. | AT, Feistritz, potok ii:ig:gg:' K18-25 1
809 R. rionii HU, Szeksard, piskovna i::ig:ié:' K19-05 1
823 R. trichophyllus B | AT, Marchegg, potok ig:;g:iz:' K17-15 1
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Tabulka 2: Seznam vzorkt pro prvni kolo PCR s fluorescen¢né znaCenym primerem M13.
Vyznam sloupcti odpovida Tabulce 1.

€. vzorku Taxon Populace Souradnice pog‘:l‘:\ ce C. Rostliny
227 R. fluitans 2x iﬁl :\fanorady' feka ‘1‘2022,22,,' K13-27 3
291 R. fluitans 2x | CZ, Roudné, feka Malse ﬁgg:gg:' K15-33 3
325 R. fluitans 2x g;nsp')tte”dorf' feka ﬁoig,gg,,' K17-29 1
475 R. fluitans 3x g:iislfgozaty' feka giiéé"' K14-05 1
286 R. peltatus CZ, Nova Pec, Lipno ﬁgg:gg:' K15-28 2
425 R. peltatus CZ, Trisov, feka Vitava ﬁi:gz:' K13-26 2
780 R. peltatus Eit Zlf lary, Volarsky ﬁg;;g K12-22 2
784 R. peltatus CZ, Pravikov, rybnik ig:ég:i::' K14-06 2

Tabulka 3: Seznam vzorkl pro druhé kolo PCR s fluorescen¢né znaCenym primerem
M13. Vyznam sloupct odpovida Tabulce 1.

~ ~

C. — Kod C.
vzorku Taxon Populace Souradnice populace | rostliny
910 R. fluitans 2x | AT, Sittendorf, feka Kamp ﬁ:ig:gg:' K17-29 |2
911 R. fluitans 2x | AT, Sittendorf, feka Kamp ﬁ:ig:gg:' K17-29 |3
440 R. fluitans 3x | CZ, Havraniky, Dyje ﬁ:gz:ig:' K10-17 1
912 R. fluitans 3x | CZ, Havraniky, Dyje ﬁ:gz:ig:' K10-17 |2
913 R. fluitans 3x | CZ, Havraniky, Dyje ﬁ:gz:ig:' K10-17 |3
916 R. fluitans 3x | CZ, Jaroslavice, Dyje igig:g?:' K19-32 |1
917 R. fluitans 3x | CZ, Jaroslavice, Dyje ig:ig:g?:' K19-32 (2
116 R. fluitans 2x | CZ, Jetfichovice ig:;g:z:' K14-44 |1
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50°50'57",

906 R. fluitans 2x | CZ, Jetfichovice 14°20'51" K14-44
907 R. fluitans 2x | CZ, Jetfichovice igogg,z"' K14-44
908 R. fluitans 2x | CZ, Roudné, feka Malse ﬁ;g'gg"' K15-33
909 R. fluitans 2x | CZ, Roudné, feka Malse iiogg,gg,,' K15-33
532 R. fluitans 2x | CZ, Senorady, feka Jihlava 1222:22:' K13-27
811 R. fluitans 2x | CZ, Senorady, feka Jihlava 12:22:22:' K13-27
914 R. fluitans 3x | CZ, SenoZaty, feka Zelivka ig:ij:;é::' K14-05
915 R. fluitans 3x | CZ, SenoZaty, feka Zelivka igij:;é::' K14-05
157 R. peltatus CZ, Nova Pec, Lipno ﬁ:ggg:' K15-28
159 R. peltatus CZ, Nova Pec, Lipno ﬁ:ggg:' K15-28
799 R. peltatus CZ, Nova Pec, Lipno ﬁ:ggg:' K15-28
918 R. peltatus CZ, Nova Pec, Lipno ﬁ:ggg:' K15-28
923 R. peltatus CZ, Pravikov, rybnik ig:ég:i::' K14-06
785 R. peltatus CZ, Pravikov, rybnik ig:ég:i::' K14-06
786 R. peltatus CZ, Pravikov, rybnik ig:ég:i::' K14-06
878 R. peltatus CZ, Pravikov, rybnik ig:ég:i::' K14-06
5 R. peltatus CZ, Trisov, feka Vitava ﬁi:gz:' K13-26
782 R. peltatus CZ, Trisov, feka Vitava ﬁ:;i:gz:' K13-26
919 R. peltatus CZ, Trisov, feka Vitava ﬁi:gz:' K13-26
920 R. peltatus CZ, Trisov, feka Vitava ﬁi:gz:' K13-26
477 R. peltatus CZ, Volary, Volarsky potok ﬁ:?;:;g:' K12-22
921 R. peltatus CZ, Volary, Volarsky potok ﬁ:;:;g:' K12-22
922 R. peltatus CZ, Volary, Volarsky potok ﬁ:;:;g:' K12-22
781 R. peltatus CZ, Volary, Volarsky potok ﬁ:;:;g:' K12-22

18




4.2 Primery

Primery, které jsem testovala v ramci této bakalafské prace, navrhoval konzultant mé prace Jiti
Kosnar, vzorky opatfil a izoloval Skolitel mé prace Petr Koutecky. Postup vyhledavani usekt
DNA lakusnikd, které obsahuji mikrosatelity, a nasledného navrZeni primert odpovidal

metodice podle ¢lanki Kur et al. (2014) a Drag et al. (2013).

Pro kazdy ze 7 vzorkl byl vybran odlisny druh lakusniku, konkrétné byly vybrany
druhy: R. peltatus, R. trichophyllus (cytotypy A a B), R. fluitans, R. aquatilis, R. circinatus a
kiizenec nalezeny v rakouskych Alpach podobny R. trichophyllus. DNA bylo nejprve potieba
rozstépit na malé fragmenty pomoci enzymu. Ze smési téchto fragmenta byly odd€leny ty, které
z vétSiny obsahovaly ve své sekvenci mikrosatelit. Tento krok byl proveden za pomoci
magnetickych kulicek, které na svém povrchu nesly mikrosatelitni sekvence komplementarni

k cilenym mikrosatelitim.

K takto vytiidénym fragmentim DNA byla pfipojena sekvence jedinecna pro kazdy ze
sedmi vzorkl (tzv. ,,barcode ), ktera nasledné umoznila rozpoznat, k jakému druhu patfi jaky
fragment. Useky DNA byly smichany do tzv. obohacené knihovny fragmentd, ktera byla
nasledné osekvenovana firmou SEQme (Doii§, CR). Pro sekvenaci byla pouZita metoda tzv.
sekvenovani nové generace a piistroj PacBio. Bylo takto osekvenovano asi 100 000 fragmentt,
které byly nasledné sefazeny podle druhti za pomoci barcode sekvence, ktera umoznila
pfifazeni sekvenci odpovidajicich stejnému taxonu k sobé. Déle byly sekvence rozfazeny podle
podobnosti tak, aby byly sekvence odpovidajici jednomu lokusu u sebe, a byly vyhledavany ty
lokusy, které obsahovaly mikrosatelit, a pro které se seslo nékolik sekvenci, a byla tak vétsi

pravdépodobnost, ze byly programem nalezeny a opraveny piipadné chyby sekvenace.

Timto zptusobem byly ziskany fadove stovky lokust pro R. fluitans i pro R. peltatus, pro
kazdy druh rtizné. Primery pro amplifikaci DNA v ramci mé bakalarské prace byly navrzeny na
zakladé Casti téchto lokusu, vyjimkou byly dva primery, které byly navrzeny na zaklade lokust
druhu R. trichophyllus A (Kotenat, 2022). Konkrétné jsem pracovala s 11 lokusy R. fluitans, 10
lokusy R. peltatus a 2 lokusy R. trichophyllus (Tabulka 4).
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Tabulka 4: Seznam testovanych primert. Prvni sloupec odpovida nazvu primeru, kde prvni
pismeno pied pomlckou (F/P/A) odpovida druhu laku$niku (R. fluitans, R. peltatus | R.
trichophyllus, cytotyp A) pro ktery byl primer vyvinut, AC informuje dvoubazovém o motivu
mikrosatelitu a Cislo bylo pfifazeno pro rozlieni jednotlivych primerd. V druhém sloupci jsou
sekvence forward a reverse primeru, ve tfetim teplota, pii kterém primer naseda a v poslednim je
priblizna délka produktu PCR v bp odectena na zakladé prvniho kola fragmentacni analyzy.

Délka PCR
Lokus Primer Annealing (°C
g (°C) produktu (bp)

Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTAGATAAAGAAATAGTTTTAGAAGTAGG

F-AC-03 48 325-345
R | AGATCAAAATAGGGCACA
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTGAAGATTTGAAGAGAAGATGAAGAA

F-AC-05 48 320
R | GTGAAATAGAGATGAATAACCTTTTTA
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTTGAGTAACAAAACATAGTGATCGTG

F-AC-21 48 190
R | TTTAAATGTGCTATTGCTAAACC
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTGTAGACATGTTCTATGACAATAAATAC

F-AC-40 48 300
R | CAACATTCCAAATAACCAACT
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTTCCCAGCATAAACCTCAAGC

F-AC-42 48 390
R | TTCAGTACCTTTGTGGACATTT
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTGCGCCACTAAGGGTTGAAATT

F-AC-56 56 250
R | GGCGTGCTTTAYTTGATTCC
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGTGAAACCAGGCTCTCC

F-AC-72 50 200
R | TCCAAAATGGAGAATTGCTG
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTGGCTCCTCTTAATCAGTCTCTCTT

F-AC-78 56 155-175
R | GGGTGTGAGGAATTTGGATG
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTGAGAAAATATGGCATCATGAAAA

F-AC-81 56 235-245
R | TCCCTGAAAGTCCATACAAAAG
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTTGGAGGCACAGATTACACCTT

F-AC-85 56 250
R | ATCGGGTCTCGGTCCATT
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTTATTTGGCTGGTCCCTTTGT

F-AC-91 56 140-150
R | ACCCAAAGATCCAATGCAAG
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTCTATTTGACAACAAACTAAAAAA

P-AC-14 48 350
R | TGTTTTAGTGGAAAACCACAA
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTTGTTTGGTCTCGTATCTTGGTAA

P-AC-49 56 125-140
R | TGTTCAATACTATCTACTGCATACCG
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTGGTAGGTGTTACTTGTGATCC

P-AC-52 48 160
R | TCTGAATAAGTTTGCTCACC
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTCCAACTGGGCTGTGTAAACC

P-AC-71 48 230
R | ACTTGCCAACTCAGGTCCAG
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTAGTCGTGGACGTCTTTCATTA

P-AC-73 48 380-405
R | CAATTTCCTCAAATTAACCAGGA
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Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTAAGCAAAACCCGAACAAAAA
P-AC-79 50
R | CGCTGAGAATTAGCATTCTGT 150-160
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTTTTGGAGAAAACACGGTTCA
P-AC-88 54
R | TCCATTGTTTGATTGGCAGA 210
P-AC- |Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGATCCACGAAAAGTGAAT 54
137  |R | CGCGACAAAAGCAGAATAAA 116-140
P-AC- |Ft |TGTAAAACGACGGCCAGTCCTTCGATACGCCTTTGTGT 56
159 R | CAATCTGCTCACCCCAAAAC 335-345
P-AC- |Ft |TGTAAAACGACGGCCAGTGATGTCCGGTAGTGGATTGG s6
168 |R |GAGAGAGCAGGCTTGTTCAATA 170-180
Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTGCATCGTACCTTAGAGAACAACA
A-AC-03 50
R | TTTCTATCACCTCGCAGTCTC 330-345
A-AC- |Ft | TGTAAAACGACGGCCAGTCCTACTCCGTATGAACCCAGA -
156 |R | TCAATGCTGGAGAGGTAAAGG 275-300

4.3 Izolace DNA

4.3.1 Metoda CTAB

DNA vzorkt pro prvni krok PCR (Tabulka 1) byla izolovana podle navodu (Koutecky & Kosnar,
2018) pomoci metody CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Vzorky 808-815 jsem izolovala sama,
druha polovina (816-823) byla izolovana Jakubem Kofenafem v ramci bakalafské prace

(Korenar, 2022).

Malé mnoZstvi suché tkand rostlin (cca 0,25 cm” plovouciho listu nebo odpovidajici
mnozstvi ukrojkd ponofenych listi) jsem vlozila do kazdé z 8 mikrozkumavek s rovnym
vickem o objemu 1,5 ml, déle jsem ptidala dvé kovové kuli¢ky pro rozdrceni tkané. Zkumavky
jsem poté upnula do nastavci mlynku Retsch 400MM, ktery byl nastaven na 30Hz a zakladni
dobu homogenizace- 1 minutu. K rozdrcenému materialu jsem v digestofi pfidala do kazdé
z mikrozkumavek 700 pl zasobniho roztoku CTAB a 10 pl 2-merkaptoethanolu. Poté jsem
zkumavky zavfela, promichala proklepanim a 30 minut nechala inkubovat na tfepacce pti 50

°C.

Po inkubaci jsem vzorky kratce stocila ve stolni centrifuze (2-3 s) a pifenesla bez
kovovych kulicek do novych 1,5 ml mikrozkumavek, které jsem oznacila fixem pied timto
krokem. Kulicky jsem vyklepala do Petriho misky, proplachnula vodou a osusila buni¢inou,

aby ve vodé nedoslo ke korozi. Do vSech novych mikrozkumavek jsem nasledné v digestofi
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pfidala 500 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1. Po pfidani smési jsem

zkumavky uzaviela, nékolikrat prevratila, aby se roztok promichal, a ponechala 5 minut odstat.

Nasledovalo vlozeni vzorkli do centrifugy na 10 min pii 10 000 rpm. Po centrifugaci
jsem horni vodnou fazi s obsahem DNA (cca 500 pl) opét Setrné prepipetovala v digestoifi do
novych 1,5 mikrozkumavek, které jsem pied timto krokem opét oznacila fixem. Pouzité Spicky
1 mikrozkumavky jsem vyhodila do specialni nadoby na nebezpecny odpad, odpadni fazi

s chloroformem jsem také slila do pfislusné lahve na nebezpecny odpad.

Z mrazaku jsem k roztoku pfidala vychlazeny isopropanol, zkumavky jsem poté
prevratila pro zamichani a ponechala 30 minut v mrazéku pfi -20°C. Néasledné jsem je vlozila
na 5 minut do centrifugy nastavené na 13 000 rpm. Po centrifugaci jsem supernatant pipetou
v digestofi odstranila do kadinky na odpad, na dné zkumavek zastal pelet DNA, ke kterému
jsem nasledné pifidano 400 upl vychlazeného 96% etanolu, smes jsem promichala ru¢nim

proklepnutim a nechala inkubovat 15 minut v termobloku pii teploté 37°C.

Po inkubaci nasledovala opét centrifugace pii 13 000 rpm. Po 5 minutach centrifugace
jsem supernatant opatrné odpipetovala do odpadni kadinky. K peletu, ktery zbyl ve
zkumavkach, jsem pfidala z mrazaku 200 pl vychlazeného 70% etanolu, obsah zkumavky jsem
opét promichala poklepnutim, ponechala 5 minut stat pfi pokojové teploté¢ a nasledné jsem
zkumavky vlozila do centrifugy na 5 min pii 13 000 rpm. Supernatant jsem odpipetovala do

kadinky a zkumavky ponechala pfiblizn€ 15 minut susit pfi pokojové teplote.

Ve chvili, kdy byly zkumavky suché bez kapek etanolu, jsem pfidala k vysuSenému
peletu 50 pl sterilni vody. Vzorky jsem ponechala pfes noc v lednicce, aby se DNA tuplné

rozpustila, pro dlouhodobé uchovani jsem pozdéji vzorky presunula do mrazéaku.

4.3.2 Metoda NaOH

Pro druhé kolo PCR s fluorescencné znacenym primerem M13 bylo také potieba nékteré z 32
vzorku izolovat (nékteré byly jiz izolovany pred zacatkem mé prace). Izolaci jsem provadéla
podle navodu (Koutecky & Kosnar, 2018) tentokrat pomoci metody NaOH (Werner et al.,
2002). Konkrétné jsem izolovala vzorky s Cisly 906-922.

Pro izolaci DNA jsem z vysuSeného rostlinného materidlu odebrala a vlozila do kazdé

1.5ml mikrozkumavky cca 0.5 cm® velky kousek tkang. Ke tkani jsem piidala 20 pl 0,5M
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NaOH a nasledné tkan rozdrtila pomoct sterilniho pisku a homogenizatorku, ktery jsem predtim
obalila v pisku. Poté jsem zkumavky vlozila na 2 minuty do centrifugy pii 13 000 rpm. Do
vSech zkumavek PCR stripu jsem piipravila 20 pul 100mM Tris-HCI pufru (pH 8,3), izolaty
jsem fedila v poméru 1:10 (supernatant:purf), k pufru jsem tedy pfidala 2 pl supernatantu.

Vysledné izolaty byly dlouhodobé skladovany v mrazaku.

4.4 PCR

Polymerazovou fetézovou reakci jsem amplifikovala pomoci primera 21 lokust u prvnich 16
vzorkt riznych druht lakusnika (Tabulka 1), uspésnost amplifikace jsem nasledné kontrolovala
pomoci gelové elektroforézy, pritomnost mikrosatelitu v amplifikované sekvenci jsem nasledné

overila u nékterych vzorkd pomoci sekvencni analyzy.

Nejprve jsem si pripravila zkumavky, které jsem fixem oznacila Cisly vzorka, datem a
kédem piislusného pouzitého primeru, mezitim jsem nechala vSechny potfebné reagencie- PCR
vodu, forward primer, reverse primer a Plain PP Master Mix (vyrobce Top-Bio) v pokojové
teploté rozmrznout. Poté, co vSechny slozky roztaly, jsem je promichala ruénim poklepanim a
kratce stoCila v centrifuze. Nasledné jsem vSe vlozila do zamrazeného stojanku na Zkumavky

z mrazaku, tam jsem v§e ponechala do konce pipetovani.

Jednotlivé slozky jsem pipetovala do sterilni zkumavky v poradi: voda, primery a Plain
PP Master Mix. Mnozstvi jsem piepocitavala podle poctu vzorkt. K objemu piislusného poctu
vzorkll jsem piicCetla také objem negativni kontroly a objem pro rezervu v piipadé chyby
pipetovani, oba tyto objemy odpovidaly kazdy objemu jednoho vzorku. Mnozstvi slozek na
jeden vzorek je uvedeno v Tabulce 5. Objem reakce byl 5,5ul, z toho 0,5 ul byl objem roztoku
DNA.

Tabulka 5: objemy slozek PCR smési pro 1 vzorek

reagencie objem (ul) | findlni molarni koncentrace

voda 1,59
primer F 0,33 0,3 uM
primer R 0,33 0,3 uM

PP Master Mix |2,75

Po napipetovani vSech slozek PCR jsem smés promichala proklepanim a kratce stocila

na stolni centrifuze a nasledné rozpipetovala po 5 ul do novych zkumavek, zbytek mixu jsem
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ponechala v pivodni zkumavce a pouzila jako negativni kontrolu. Do v§ech mikrozkumavek
s PCR smési kromé negativni kontroly jsem pfidala 0,5 ul DNA. Ve jsem opét promichala,
sto¢ila v centrifuze. Spustila jsem teplotni program termocykleru a kdyz dosahla teplota bloku
termocykleru 70°C, vlozila jsem vzorky do pfistroje. Teplotni program termocykleru ve vSech
ptipadech sestaval z Sesti fazi (Tabulka 6). Tteti faze se jedina lisila pro jednotlivé primery
pouzité pii michani smési, podle specifické teploty, pii které nasedaji na DNA (Tabulka 4).
Druha az ¢tvrta faze se opakovaly ve 40 cyklech.

Tabulka 6: Teplotni program termocycleru pro PCR.

Faze Doba trvani Teplota bloku Poéet’ ’
(°C) opakovani
1. | pocatecni denaturace DNA |5 minut 94 1
2. | cyklova denaturace 30 vtefin 94 40
3. | annealing primer( 30 vtefin 48/50/54/56 40
4. | cyklova elongace 45 vtefin 72 40
5. | finalni elongace 10 minut 72 1
6. | chlazeni 15

4.5 PCR s fluorescen¢né znacenym primerem M13

PCR se znaCenym primerem M13 jsem provadéla ve dvou riznych krocich pro dvé rizné sady
vzorkt. V obou pfipadech byly vzorky po zkontrolovani produkti PCR pomoci elektroforézy
poslany na fragmentacni analyzu. Prvnim krokem bylo testovani lokust pro 4 vzorky R. fluitans
a 4 vzorky R. peltatus (Tabulka 2), na zaklad¢ kterého byly vybrany primery vhodné pro druhy

krok- testovani primera pro 16 vzorki R. fluitans a 16 vzorkd R. peltatus (Tabulka 3).

Princip michani 1 pipetovani smési byl stejny, jako u PCR (viz str. 23), ale obsahovala o
jednu slozku navic — fluorescencné znaceny primer M13. Dale jsem misto PP Master mixu jsem
pouzivala Plain Combi PP Master mix a misto obycejného forward primeru byl pouzivan
Htailed" forward primer, ktery umoziiuje nasedani M13 znaceného primeru, mé totiz pfipojenou
k nému univerzalni komplementarni sekvenci (,,tail*). Po spotfebovani tohoto forward primeru
v prvnich cyklech PCR nasedaji v nasledujicich cyklech na DNA s forward primerem M13
primery (metoda podle: Schuelke, 2000).

Objemy jednotlivych reagencii pro jeden vzorek se také liSily, to ukazuje Tabulka 7.
MI13 primer mohl byt znafeny jednou ze 4 fluorescencnich barev kompatibilnich se
sekvenatory firmy Applied Biosystems, které byly pouzity pro fragmentacni analyzu: 6-FAM
(,modra“), VIC (,,zelend), NED (,,zluta), PET (,,Cervena™). Poslednim rozdilem byl program
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termocykleru, ten se skladal tentokrat z 9 fazi (Tabulka 8). Tteti faze byla opét specificka pro
kazdy primer podle teploty nasedani (Tabulka 4). Faze 2-4 se opakovaly ve 33 cyklech, faze 5-
7 v 11 cyklech.

Tabulka 7: objemy slozek smési pro PCR se znaCenym primerem

M13 pro jeden vzorek.
reagencie objem (pl) | findlni molarni koncentrace
voda 1,18
M13 primer 0,66 0,3 um
primer F (tailed) 0,08 0,075 uM
primer R 0,33 0,3 uM
Plain Combi PP Master Mix | 3,75

Tabulka 8: Teplotni program termocykleru pro PCR s M 13 primerem.

Faze Doba trvani Teplota bloku Poéet’ ’
(°C) opakovani
1. | pocatecni denaturace 3 minuty 94 1
2. | cyklova denaturace 30 vtefin 94 33
3. | annealing primer( 30 vtefin 48/50/54/56 33
4. | cyklova elongace 1 minuta 72 33
5. | cyklova denaturace 2 30 vtefin 94 11
6. | annealing primer( M13 30 vtefin 46 11
7. | cyklova elongace 2 1 minuta 72 11
8. | finalni elongace 10 minut 72
9. | chlazeni 15 1

4.6 Gelova elektroforéza

Vysledky PCR jsem vyhodnotila pomoci gelové elektroforézy. Produkty PCR jsem nechala
rozmrazit, promichala jsem je proklepnutim, stoCila v centrifuze. Do mikrotitraéni desticky,
vlozené do predem piipravené vanicky s ledovou drti, jsem rozpipetovala po 0,5 pl modry
nanaseci pufr s barvivem GelRed pro planovany pocet vzorki vCetné negativni kontroly. Do

vSech jamek s pufrem jsem nasledné napipetovala 1,5 ul PCR produktu.

Vyslednou smés jsem zjamek mikrotitraéni destiCky piepipetovala do jamek
agarozového gelu. Gel je umistén ve vané uzaviené vikem s pfivodnimi kabely, které ji

ptipojuji ke zdroji energie. K tomu jsem nanesla do vedlejsi jamky 100 bp ladder (6 ul). Po
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naneseni vzorkil jsem pfiklopila viko a spustila elektroforézu. Jakmile se pruh barvy, ktera
prostupuje gelem rychleji, nez PCR produkt, dostal skoro ke konci gelu, vypnula jsem
elektricky proud, sundala viko, vyjmula potfebnou c¢ast gelu a presunula ho do komory UV
transluminatoru. Na pocitaci s nim propojeném jsem si poté gel mohla prohlédnout a ulozit diky
softwaru Scion VisiCapture a dokumenta¢nimu systému Gel Imager. Fotografovani DNA
umoznilo jeji fluorescencni znaceni a osviceni gelu UV svétlem. Piiklad takového obrazku gelu

muzeme vidét na Obrazku 3.

Vysledek gelové elektroforézy mi umoznil ovéfit pritomnost PCR  produktu,
kontaminace i nespecifickych produkti. PCR produkt je pfitomny, pokud je na gelu viditelny
svétly prouzek DNA s délkou piiblizné odpovidajici délce lokusu. Prouzek mize byt razné
vyrazny, zalezi na mnozstvi amplifikované DNA. Délku DNA, ktera se na gelu ukazuje
v podobé prouzku, jsem odhadovala pomoci 100 bp ladderu, ktery obsahuje fragmenty DNA o
znamé délce po 100bp. Prouzky DNA o jinych délkach, nez je délka lokusu, znamenaji
pfitomnost nezadoucich fragmenti DNA neboli nespecifickych produkti PCR. Prouzky

v kontrole, ktera by DNA neméla obsahovat, znamenaji kontaminaci.

Na Obrazku 3 muzeme vidét 32 vzorkl, popsanych Cisly v horni Casti obrazku, které
jsou na gelu rozdeleny na 2 sady, za kazdou z nich je negativni kontrola, oznacena pismenem
K, uprostied je ladder, oznaceny pismenem L. V prvni sadé byl amplifikovan lokus P-AC-73,
druha sada obsahovala amplifikaci lokusu A-AC-03. U prvni sady vidime u Sesti vzorkt, kde se
podafilo namnozit vétsi mnozstvi DNA, jasné prouzky. Zbytek prouzki je slaby, vzorky tedy
obsahovaly méné DNA, u vzorku 916 DNA chybéla Gpln€. Zejména u vzorkid sjasnymi
prouzky vidime dal8i prouzek nebo dva, které neodpovidaji délce lokusu (jsou delsi), jedna se o
nespecificky produkt PCR. V kontrole je slaby prouzek kontaminace. Druha sada meéla
kontrolni vzorek cCisty, kromé vzorku 915 se amplifikace DNA zdafila, opét jsou u nékterych

vzorka pritomné prouzky nespecifickych produktu.
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Obrazek 3: Gelova elektroforéza PCR produktt.
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4.7 Sekvenc¢ni analyza

Pro ovéreni pritomnosti mikrosatelitu (Obrazek 4) ve fragmentech DNA PCR produktd byly
vybrané vzorky poslany na sekvenacni analyzu firmé& Eurofins Genomics, Némecko. Protoze
metoda sekvencni analyzy umoziuje zjiSténi poradi jednotlivych bazi nukleotidd DNA, mohla
jsem kromé potvrzeni vyskytu mikrosatelitu také spocitat, kolik opakovani AC motivu se

v mikrosatelitu nachazi. Celkové bylo osekvenovano 22 vzorkd.

Vzorky na sekvenaci jsem piipravila smichanim 3,5 pl vody, 1 pul PCR produktu a 0,5 pl
Exo-SAP pro kazdy vzorek. Exo-SAP kombinuje 2 enzymy- exonukleazu 1, ktera Stépi
jednovlaknovou DNA a tak likviduje zbylé primery a AP (Fast Alkaline Phosphatase), ktera
odstrafiuje nevyuzité nukleotidy. Vzorky s vyslednou smeési jsem promichala, kratce stocila

v centrifuze a vlozila do termocykleru, na kterém jsem predtim zapnula piislusny program.

Tento program sestaval ze tii fazi. Prvni z nich udrzovala vzorky po dobu 15 minut v
teploté 37°C, ktera zajisStuje aktivitu obsaZzenych enzymt. Druha faze zvysila teplotu na 85°C
také na 15 minut pro inaktivaci enzymi a ve tfeti fazi se blok ochladil na 15°C. Takto
precisténé vzorky od zbylych nepotiebnych piisad PCR jsem nasledné napipetovala do 1,5ml
zkumavek, a pfidala jsem ke kazdému 5 pl forward-tailed primeru. Zkumavky jsem nasledné

polepila carovymi kody a odeslala firmé Eurofins Genomics, Némecko.
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Obrazek 4: Mikrosatelitni sekvence s 26 opakovanimi motivu CA u vzorku ¢islo 820 po
amplifikaci lokusu P-AC-14.

4.8 Fragmentacni analyza

Pomoci fragmentacni analyzy, ktera umoziuje zjisténi presné délky amplifikovaného PCR
produktu, jsem vyhodnocovala zejména, zda se ve vybranych lokusech objevuje jedna ¢i vice

alel, tedy zda studované lokusy vykazovaly polymorfismus.
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Firmé& SEQme s.r.0., Ceska republika jsem zaslala vybrané vzorky ve dvou sadach. Prvni
sada vzorka sestavala z PCR produktu celkem 16 lokusu testovanych na 8 vzorcich (4 vzorky pro R.
peltatus a 4 vzorky pro R. fluitans), nékteré pouze na 4 vzorcich jednoho druhu. Vysledky
fragmentacni analyzy této sady vzorkti mi umoznily porovnat, zda jsou vysledky interpretovatelné a
piipadné jestli se lisi vyskyt alel stejnych lokust mezi 4 odliSnymi populacemi jednoho druhu

(kazdy vzorek pochazel z jiné populace, viz Tabulka 2)

Na zakladé vysledka tohoto prvniho kola fragmenta¢ni analy zy bylo pro druhé kolo vybrano
8 lokust pro R. fluitans a 8 lokust pro R. peltatus, z toho Sest bylo spole¢nych pro oba. Druhé kolo
bylo provadéno na 16 vzorcich R. fluitans a 16 vzorcich R. peltatus, z neznamych technickych

divodu se nezdafilo a nepfineslo zadné vysledky.

5 Vysledky

Z 21 lokusu (Tabulka 4), které byly testovany pomoci PCR na prvni sadé 16 vzorka
raznych druht lakusnikd (Tabulka 1), bylo po tomto prvnim kroku vyfazeno 7 lokusu, které
amplifikovaly kromé cilenych lokusti nespecifické produkty nebo se DNA nedafilo
amplifikovat vibec, ptipadné v amplifikované sekvenci po kontrole PCR produkti pomoci
sekvencni analyzy chybél mikrosatelit. Konkrétn€ byly z dal§iho vyzkumu vyfazeny 4 primery

navrzené na zaklade lokusu R. fluitans a 3 primery navrzené pro R. peltatus.

Zbylych 14 lokust jsem amplifikovala PCR s M13 fluorescencné znaCenym primerem
na Ctyfech vzorcich pro kazdy z druhti R. fluitans a R. peltatus (Tabulka 2). Navic byly pfidany
dva lokusy, které byly navrzeny pro R. trichophyllus A (Tabulka 4), které testoval kolega J.
Kotenar (2022) a které dobie amplifikovaly 1 R. fluitans a R. peltatus. Produkty této PCR byly
po ovéteni amplifikace gelovou elektroforézou poslany na fragmentacni analyzu. Na zakladé
vysledki tohoto prvniho kola fragmentacni analyzy bylo vybrano pro dalsi kolo fragmentacni
analyzy celkem 8 lokust pro R. fluitans a 8 lokust pro R. peltatus, z toho 6 spole¢nych pro oba
(Tabulka 9). Vybrany byly takové lokusy, jejichz alely byly jednoznacné interpretovatelné
(Obrazek 5), tedy byly ve vysledcich fragmentacni analyzy pfitomné u vSech nebo vétSiny
testovanych vzorka a zobrazené jako jednotlivé piky dostatecné intenzity (ptipadné s vyskytem
dalsich pikt jednoznacné identifikovatelnych jako , stutter peaks®, které vznikaji v dasledku
chyb DNA polymerazy, kdy je délka PCR produktu zkracena nebo prodlouzena o jedno nebo

nekolik opakovani mikrosatelitniho motivu). Naopak pro dalsi analyzu nebyly vybrany lokusy,
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které produkovaly vice pika blizko u sebe (Obrazek 6), takZe nebylo mozné urcit jednotlivé
alely, lokusy s vétsSim pocCtem nespecifickych produkti (jiného tvaru a mimo ocekavané
rozmezi délek), nebo lokusy, u kterych lze predpokladat mutace v okolnich (,,flanking®)
sekvencich. Tyto mutace se pak projevuji tak, ze velikosti jednotlivych , alel” neodpovidaji
délce repetice mikrosatelitniho motivu (v mém piipadé vzdy 2 bp) ¢i jejim nasobkiim (Obrazek

7).

Pro vybranych 8 lokust pro R. fluitans a 8 lokustu pro R. peltatus byla provedena opét
PCR s fluorescencné€ znacenym primerem M13 na 16 a 16 vzorcich (Tabulka 3), jejiz produkty
byly po ovéfeni uspésné amplifikace pomoci gelové elektroforézy nasledné poslany na druhé
kolo fragmentacni analyzy, které se ale z nejasnych davodu nezdafilo a tedy nepfineslo zadné
vysledky. Téchto 8 lokust pro R. fluitans a 8 lokust pro R. peltatus by tedy bylo potieba znovu
otestovat, a v pripadé dobfe interpretovatelnych vysledki dale testovat na vétsi sadé vzorkt
jedinca jedné populace pfislusného druhu pro ziskani informaci o vnitropopulacni variabilité
lokust. Tyto informace jsou kli¢ové pro nasledny vyzkum populaéni genetiky téchto dvou

druhu.
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Obrazek 5: Jednoznacné interpretovatelny vysledek fragmentac¢ni analyzy u tfech vzorka. U
prvniho a tfetiho vzorku mizeme vidét jedince homozygotni pro alelu o délce 335 bp, druhy
vzorek je pro zkoumany lokus heterozygotni s alelami o délce 335 bp a 343 bp. U vsech alel je
také viditelny jeden , stutter peak™ o 2 bp kratsi.
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Obrazek 6: Vysledek fragmentacni analyzy u tfech vzorki, ktery nebylo mozné interpretovat
kvuli velkému mnozstvi pika blizko u sebe.
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Obrazek 7: Vysledek fragmentacni analyzy u tfech vzorki, ktery nebylo mozné interpretovat
kvuli predpokladané mutaci v okolni (,,flanking”) sekvenci. Alely druhého a tietiho vzorku maji
délku 155 a 156 bp a lisi se tak pouze o 1 bp, coz neodpovida délce repetice (2 bp).
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Tabulka 9: Souhm vysledkt PCR a dvou kol fragmentacni analyzy (Frag.1 a Frag. 2) pro oba
druhy: R. fluitans a R. peltatus. Policka oznaCend ,,0k™ znamenaji, ze krok probéhl Uspésné,
,nespec.”“ oznaCuje pritomnost nespecifickych produktd po vyhodnoceni PCR pomoci
elektroforézy, , kratky* oznacuje lokusy, kde prob&hla PCR, ale kontrolni sekvence ukazaly, ze
mikrosatelitni motiv chybi, nebo je kratky (< 6 repetic), a tedy nejspiSe nebude pro dany druh
variabilni, ,necit.“ znamena necitelny vysledek fragmentacni analyzy a preskrtnuta policka
znamenaji, ze krok nebyl pro dany lokus proveden (vzhledem k absenci amplifikace nebo
neinterpretovatelnosti vysledkd v predeslych krocich). 2. kolo fragmentacni analyzy je
oznaceno otazniky u nad€jnych lokust, pro které se pokus z technickych divodu nepovedl.

Lokus PCR Frag. 1 Frag. 2
R. fluitans | R.peltatus | R.fluitans | R.peltatus | R.fluitans | R.peltatus

A-AC-03 ok ok ok ok ? ?
A-AC-156 ok ok nespec. ok ?
F-AC-03 nespec. nespec.
F-AC-05 ok ok nedit. necit.
F-AC-21 ok ok necit. necit.
F-AC-40 nespec. nespec.
F-AC-42 kratky kratky
F-AC-56 ok ok ok ok ? ?
F-AC-72 ok ok ok necit. ?
F-AC-78 ok ok ok ok ? ?
F-AC-81 ok ok ok necit. ?
F-AC-85 kratky kratky
F-AC-91 ok ok nespec. ok
P-AC-14 ok ok nespec. nespec.
P-AC-49 ok ok ok ok ?
P-AC-52 nespec. nespec.
P-AC-71 kratky kratky
P-AC-73 ok ok ok ok ? ?
P-AC-79 ok ok ok ok ? ?
P-AC-88 nespec. nespec.
P-AC-137 ok ok ok ok
P-AC-159 ok ok nespec. nespec.
P-AC-168 ok ok ok ok ? ?
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6 Diskuse

6.1 Fragmentacni analyza

Jak bylo zminéno jiz v kapitole Vysledky, druhé kolo fragmentacéni analyzy, které melo
poskytnout informace zejména o variabilité lokust uvniti jednotlivych populaci dvou
zkoumanych druht, se z neznamych technickych divodi nezdafilo. V uvahu ptipada nékolik
moznych pfi¢in. Mohlo dojit k degradaci DNA ve vzorcich, které byly nékolik mésica
v mrazadku, to je ale nepravdépodobné, protoze vSechny vzorky byly testovany dvakrat a
kontrolni gely po probéhnuti PCR vypadaly v pofadku. Chyba se mohla stat také pii michani
vzorkt pro framentaéni analyzu, coz je ale také nepravdépodobné, jde o jednoduchy krok
(smichani stejného objemu od vSech vzorki). Mohlo dojit k degradaci fluorescencniho znaceni
M13 primera, které byly pouzivany po celou dobu pokusu, jako nasledek jejich vystaveni svétlu
(pfestoze zkumavky s primery byly chranény alobalem a byly rozmrazeny a vystaveny svétlu
co nejkratsi dobu). To by znemoznilo fragmentacni analyzu PCR produkti, ktera se skutecné
v drtivé vétsiné vzorkt nepovedla, navzdory tomu, Ze pfi kontrole uspésné amplifikace lokust
pomoci gelové elektroforézy byla DNA ve vzorcich pfitomna. Tento krok by bylo potieba
provést znovu, a v pripadé dobfe interpretovatelnych vysledka testovat vybrané lokusy na vétsi
sadé vzorkll jedinci jedné populace pfislusného druhu pro ziskani informaci o jejich

vnitropopulaéni variabilité, o které z vysledkti mé prace nemohu nic vyvozovat.

6.2 Srovnani mé prace s vyvojem mikrosatelitii u jinych druht laku$niki

Z puvodnich 23 lokust, pro které byla DNA uspésné amplifikovana pii PCR, bylo prvni kolo
fragmentacni analyzy uspésné pro 8 lokust u druhu R. fluitans a 8 lokust u druhu R. peltatus, z
toho 6 bylo spolecnych. V bakaléatské praci Jakuba Kofenare bylo takto vybrano z celkového
poctu 31 testovanych lokust po prvnim kole fragmentacni analyzy pro kolo druhé 14 lokust
pro kazdy z cytotypu druhu R. trichophyllus a spoleCnych bylo pouze 7 znich. Pomér
spole¢nych lokust pro oba cytotypy (v mém piipadé druhy) ku celkovému poctu lokusu, které
byly vybrany pro druhé kolo fragmentacni analyzy, byl tedy vyrazné€ nizsi v piipadé cytotypu R.
trichophyllus. Jakub Kofenar (2022) ve své praci tento nizky pocet spolecnych lokust
vysvétluje tim, ze jsou si cytotypy pribuzné pouze vzdalené, jak je naznaCeno v nedavném
vyzkumu evropskych druht lakus$nikt (Koutecky et al., 2022). Vyssi pocet spolecnych lokust

pro mé dva zkoumané druhy by mohl naznacovat, ze by si druhy R. fluitans a R. peltatus mohly
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byt geneticky relativné blizké, ve studii evropskych lakusnikt (Koutecky et al., 2022) zalozené
na tfech usecich DNA vychazi vSechny Ctyfi zminéné taxony (R. fluitans, R. peltatus, a oba
cytotypy R. trichophyllus) dobte geneticky odd€lené a vztahy mezi nimi nejsou zcela jasné,

podle jaderného useku ITS ale R. fluitans a R. peltatus opravdu patii do jedné linie.

Pfi prvnim testovani 16 vzorka riznych druhi lakusniki SSR primery vyvinuté na druhy
R. fluitans a R. peltatus amplifikovaly pfislusné lokusy uspésné u jinych druht. Na zakladé
téchto vysledkl prevzal pro sviij vyzkum nékteré z téchto primert J. Kofenar (2022) a otestoval
je na vzorcich druhu R. trichophyllus (cytotypy A a B). Nalezl jeden lokus navrzeny pro R.
fluitans, ktery byl vhodny pro vyzkum cytotypu A a jeden lokus navrzeny pro R. peltatus, ktery
byl zase vhodny pro vyzkum cytotypu B. Naopak lokusy navrzené na druh R. trichophyllus
v piipadé nékterych lokust tspeésné amplifikovaly i u vzorka druhd R. fluitans a R. peltatus,
proto byly vybrany v mé praci pro fragmentani analyzu dva lokusy navrzené na R.
trichophyllus (cytotyp A), jeden z nich byl vhodny pro oba druhy, druhy pouze pro R. peltatus.
V ramci jiné bakalaiské prace bylo prokazano (Gemeinhardt, 2019), ze lokusy nejsou dobie
prenositelné mezi riznymi druhy lakusnikd. Gemeinhardt (2019) vSak testovala primery
vyvinuté pro asijsky druh R. bungei na evropské druhy. Moznost prenositelnosti primerti mezi
raznymi druhy laku$nik potvrzena v mé praci a praci J. Kofenare by tedy mohla souviset s tim,
ze vSechny primery byly navrzeny na zakladé evropskych druhli a vSechny nami testované
druhy byly evropské, a byly si tak blize pfibuzné. Markery, které testovala v ramci své
bakalarské prace Gemeinhardt (2019), byly vyvinuty Wu et al. (2017) pro studium vlivu
ekologickych faktorti na tok genti druhu R. bungei a pro zkoumani jeho prostoroveé-genetické
struktury. V citované studii vyvinuli 22 téchto primerti, pomoci kterych amplifikovali vzorky R.
bungei i vzorky piibuznych zastupct Celedi Ranunculaceae (dvou druhti lakusnikt: R. aquatilis
L. var. eradicatus a R. trichophyllus a Sesti dalSich druht: R. cheirophyllus, R. natans,
Halerpestes tricuspis, H. ruthenica, Caltha palustris, C. natans). VSechny lokusy byly uspésné
amplifikovany u vSech 3 druht lakusnikti a 4 z nich u vSech 8 zkoumanych druht. Na rozdil od
lokust testovanych v mé praci a praci J. Kofenafe, u kterych nezname presné umisténi
v genomu, ale pravdépodobné budou soucasti nekodujicich sekvenci, byly markery navrzené
Wu et al. (2017) odvozeny z transkriptomu, tedy kodujicich sekvenci. Nevyhodou tohoto
ptistupu je, Ze mikrosatelity v kodujicich oblastech byvaji méné wvariabilni (maji méné
opakovani konkrétniho motivu). Naopak vyhodou tohoto postupu je, ze okolni sekvence, tedy
geny, byvaji konzervativnéjsi, a proto si mohou byt sekvence podobné i mezi nékterymi

ptibuznymi druhy ¢i rody rostlin, a tedy markery mohou byt mezi nimi pfenositelné.
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6.3 Srovnani lakus$niki s jinymi vodnimi rostlinami

Dalo by se predpokladat, ze kdyby se druhy krok fragmentacni analyzy povedl, geneticka
variabilita uvnitf populaci druhG R. fluitans a R. peltatus by byla nizka, protoze k tomuto
vysledku dospéla vétsina praci, které se tématem genetické variability populaci riznych druht
lakusnik(l zabyvaji (viz Shrnuti), vCetné bakalarské prace J. Kofenare (2022), ktery testoval
primery vyvijené na dva cytotypy Ranunculus trichophyllus s pracovnim oznacenim A a B.
Jakub Kofenar ptisuzoval nizkou vnitropopulacni variabilitu druhu Ranunculus trichophyllus
rozmnozovani pomoci fragmenta lodyh, které by mohlo hrat roli i v pfipadé mnou testovanych
druhd, a také samoopyleni, jelikoz R. trichophyllus ma malé nenapadné kvéty, a tento zptsob
rozmnozovani je u n¢j casty. Mnou testované druhy maji kvéty velké a daji se tak u nich
oCekavat jiné strategie rozmnozovani, jako napiiklad pfenos pylu opylovaci (Prancl et al.,
2018). Diky tomuto rozdilu by tedy mohla byt geneticka variabilita populaci druht R. fluitans a
R. peltatus vyS$8i, nez u R. trichophyllus, ale na toto téma by bylo potfeba provést navazujici

praci.

Populace raznych druht lakus$nikd tedy obvykle vykazuji nizké hodnoty genetické
variability, to je nejCastéji vysvétlovano prevahou autogamie nad alogamii, klonalnim Sifenim
¢i riznymi evoluc¢nimi faktory. U vodnich rostlin je toto pomérné obvyklym jevem. I kdyz to
neni pravidlo, u vétSiny z nich bychom se mohli setkat s nizkou genetickou variabilitou uvnitt

a Castym klonalnim Sifenim, jak ukazuji nasledujici studie riznych druhti vodnich rostlin.

Ani co se tyCe pfevahy autogamie v pohlavnim rozmnozovani nejsou lakusniky mezi
vodnimi rostlinami vyjimkou. Kaplan & Stépanek (2003) zkoumali genetickou variabilitu
populaci druhti Potamogeton pusillus a P. berchtoldii a jak se rozmnozuji ve stiedni Evrop€ a
odhalili, Zze u nich autogamie také pirevazovala. Kromé toho mély populace obou druhi rdestu
velmi nizké hodnoty genetické variability, nékteré byly dokonce geneticky uniformni, to vSak
mohlo byt do jisté miry zptusobeno tim, Ze byly analyzovany isozymy, kde obvykle byva méné
alel, nez pii analyze mikrosatelitd. Déle objevili vysokou genetickou odliSnost mezi

populacemi.

V jiné, ochranarsky zaméfené, studii (Hardion et al., 2021) zkoumali populacni genetiku
oligotrofniho druhu Potamogeton coloratus, ktery vyzaduje Cclovékem nenaruSena a
neznecisténa stanovisteé, ve vychodni Francii. Odhalili velmi nizkou uroven genetické diverzity
vSech zkoumanych populaci a relativné nizkou genetickou variabilitu mezi populacemi

zkoumaného druhu 1 pfes to, ze populace byly navzajem geneticky odlisné.
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Dulezitou roli klonalniho §ifeni vodnich rostlin zejména pfi invazivnim §ifeni prokazali
Mukherjee et al. (2016), ktefi zkoumali genetickou variabilitu pavodnich i zavleCenych
populaci invazivniho druhu Hygrophila polysperma pomoci mikrosateliti a chloroplastové
DNA, s cilem porozumét historii invaze této rostliny na jihu USA a pomoci pfi jeji kontrole.
Invazivni populace tohoto druhu byly vSechny témeét identické a pochéazely pravdépodobné
z jedné klonalni linie. Oproti tomu ptavodni genotypy vykazovaly pomérné€ vysokou genetickou
variabilitu. Podobny vyzkum se zabyval jinym invazivnim druhem- Nymphaea mexicana (Reid
et al., 2021) s cilem poskytnout informace pro zavedeni biologické kontroly tohoto druhu, ktery
se §ifi v Jizni Africe. Obecné se rod stulik ¢asto mnozi klonalné pomoci ulomka rhizom, které
jsou unaseny vodou na nova mista. Opét se vénovali genetické variabilité pavodnich populaci a
populaci zavedenych mimo misto puvodniho vyskytu. Tato prace prekvapivé dospéla
k opacnym vysledkiim, co se tyCe genetické variability zkoumanych rostlin. Geneticka diverzita
invazivnich populaci byla vyssi neZz u puvodnich populaci. Vysokou genetickou diverzitu
invazivnich populaci vysvétlovali zejména tim, ze je druh pro svij esteticky vzhled oblibenou

okrasnou kvétinou.

Ve studii Wu et al. (2022b) porovnavali genetickou diverzitu lakusnikt s genetickou
diverzitou dalSich 3 roda vodnich rostlin v Tibetu: Stuckenia filiformis, Hippuris vulgaris a
Myriophyllum. Geneticka diverzita rodu klesala v uvedeném poradi a lakusniky mély ze vSech 4
roda diverzitu nejnizsi. To bylo opét vysvétlovano zpisobem rozmnozovani, protoze, jak bylo
jiz nékolikrat zminéno, lakusniky maji tendenci k autogamii, zatimco u ostatnich tfi druht
zkoumanych v citované praci rozdilna doba dozravani pestiki a tyCinek kvéti podporuje
alogamii, a jsou nejCastéji opylovany vétrem, coz usnadiuje prenos genetického materialu (Wu

et al., 2022b).
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7 Zavér

Prace potvrdila, ze mikrosatelini markery mohou byt vhodnymi nastroji pro budouci
vyzkum populacni genetiky lakusnik(i. Vzhledem k mezidruhovym rozdiltim je nutné lokusy (a
primery pro jejich amplifikaci) testovat specificky pro konkrétni druhy, prestoze nekteré lokusy
mohou byt prenositelné mezi riznymi evropskymi druhy. Povedlo se najit 8 lokust pro kazdy
ze dvou druht, R. fluitans a R. peltatus, z toho 6 spolecnych pro oba, které je vhodné dale
testovat pro dal§i vyzkum populacni genetiky téchto dvou druhii. Pokud by se v budoucnu
podarilo najit dostatek lokust pro vyzkum druhi R. fluitans a R. peltatus, bylo by potieba je pro
studium populacni genetiky otestovat na vétsi sad€ vzorkt jedinct konkrétnich populaci druht.
Nalezeni téchto lokusti a zkoumani lakusnikd pomoci mikrosatelitnich markeri by také mohlo
pomoci odhalit klonalni strukturu na vét§im prostorovém méfitku, napiiklad jakych rozmeéra
dosahuje vyskyt klonu urcitého druhu v fi¢nich tocich, nebo zkoumat, zda je jeden rozsahly

porost lakusnikt v rybnice klonalni, a jaky je mozny podil autogamie nebo alogamie.
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