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Abstrakt:

Barvinek menSi\(inca minor) je stalezeleny polokeatici doceledi tojegovité
(Apocynaceae), ktery byl po staleti ¢gstovan jako okrasna aciga rostlina. V této
bakal&ské praci byla zjigvana geneticka variabilita populace b. menSihpamaklé
sttedowké vesnici Svidna pomoci dvanacti¢eenych mikrosatelitovych sekvenci
DNA. Vysledky genetickych analyz byly porovnavanydaty morfometrickych
méteni. Byly potvrzeny vysledky nedavnych vyzkiyrie b. mensi naistdowkych
zaniklych lokalitach vykazuje SirSi charakterdistez b. mensi na pogdvzniklych
lokalitach. Mezi testovanymi vzorky z lokality Swia nebyly zji&ny rozdily na
arovni testovanych mikrosatelitovych markeNebyla zjis¢na genetick& variabilita
b. mensiho na studované lokalvidna, coz by mohlo byt argumentem pro jeho

nepivodnost VCR a poditem dalSich zkoumani.

Kli¢ova slova: barvinek mensi, mikrosatelity, geneticdddabilita, morfometrika
listu

Abstract:

Lesser periwinkle \(inca minor) is an evergreen subshrub belonging to the
Apocynaceae family, which has been planted for centuries asoamamental and
medicinal plant. We studied a genetic variabilitypopulation ofVinca minor at the
deserted medieval village Svidna with help of twelverified microsatellite
sequences of DNA. The results of the genetic arsalygere compared to
morphometric measuring. The recent study provedt Wimca minor at medieval
deserted localities is characterised by wider lasithanVinca minor at the recent
localities and this bachelor thesis confirms thaifferences were not established
among tested samples on the level of the testetbsaitellite markers. The genetic
variability of Vinca minor was not established at studied locality of Svidneguld
mean that it is not autochthonous in the Czech Blepwand it is a reason for

studying the origin.

Keywords: lesser periwinkle, microsatellites, geneariability, leaf morphometry
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1 Uvod

Uzemi stedni Evropy je osidlovano jiz od neolitu (cca 5@d0n. 1.). V této dob
doslo k rozvoji chovu domécich #af, pistovani plodin a poz§l vyrazné krajinu
pozmenilo i poznani vyuziti oh& dobyvani minerél a pouzivani kovovych nasttoj
(Lipsky 1999). K dalSim vyrazysim zlomim v intenzi€¢ vyuzivani krajiny doslo na
konci stedowku, pak Bhem pfimyslové revoluce a v 50. - 70. letech 20. stokety,
doSlo k zintenzivéni zengdélstvi, pouzivani urlych hnojiv a zjednoduSeni
struktury krajiny vlivem kolektivizace (Low, Mich&003). Lidé zmignymi zasahy
do krajiny nezmnili jen jeji podobu a fungovani, ale ovlivnili takeba i roz&eni
n¢kterych druli. Jednim z rostlinnych drah ktery byl ovlivien antropogennimi
vlivy, je barvinek menSiiinca minor). B. menSi je poloke patici do celedi
toje¥ovité (Apocynaceae). B. mensi byl po staleti¢ptovan jako okrasné aciga
rostlina. Jeho firozeny pivodni areal neni znam, ale jiz dgtéinskych dob byl
Slechtn v oblasti mediteranu. Diky této znalosti se vahiedolkt vyuziva jako
fytoindikator byvalych sedowkych osadRimani. B. mensi byl i na nase uzemi
z velkégasti pravédpodobré zavieéen Rimany. V naSich podminkéach stajtak jako
v ostatnich statech #stdni Evropy neni &Sinou schopny se rozmnoZovat
generativi, pouze vegetativhzakdenovanim dlouhych odderik V minulosti byla
jiz studovana geneticka variabilita jeh#ijuzného druhu, barvinkovcézZzovéeho
(Catharanthus roseus) (Shokeen et al. 2007) a naslédnsamotného b. menSiho,
jehoZ vzorky byly sebranyievazr v Némecku (Méller 2015). Na Uzenteské
republiky genetickou variabilitu studovali a nasied porovnali s variabilitou tvaru

listt: HlasnaCepkova et al. (2016), na coz tato bakska prace navazuje.



2 Cile prace

» Shrnout dosavadni poznani o vyskytdesi, morfologické a genetické
variabilit¢ barvinku mensiho

» Zhodnoceni morfologické variability barvinku mersima lokalit
Svidna.

e Oweteni moznosti aplikace markerovaciho systému miketisa (SSR,
simple semence repeatsjetré optimalizace protokolu izolace DNA u
barvinku mensiho.

» Zhodnoceni genetické variability barvinku mensiadakali€ Svidna.



3 Literarni prehled

3.1 Botanicky popis druhu Vinca minor

Barvinek mensi\(inca minor) (Obrazek 2) je vytrvala,ipbazi devnatjici,
lysa bylina s tenkym valcovitym plazivym az 70 cihouhym oddenkem. Kienuje
z nodi, ze kterych dale vystaji ¢asto sterilni, poléhavé lodyhy. Tyto lodyhy
vétSinou nenesou kK¥y. Mohou byt pimé, vystoupavé nebo také poléhavé. Jsou
fidce pokryty kratkymi chlupy. Nesou kratdapikaté podlouhle kopinaté az
eliptické, kozZovité, stalezelené listy (15-45 x,5-Phm) (Dostal 1989, Slavik 2000).
Na svrchni strahjsou lesklé, tmavzelené, na spodni &é a matné. B. mensi kvete
fialové modrou, sétle modrou ¢ervenofizovou a vzachmuze kvést i bilou barvou.

Jeho k¥ty vyrastaji jednotli¥ z Gzlabi hornich listenna dlouhych stopkach.

Obrazek 1 Barvinek mensi (Vinca minor)

Kalich mé& nalevkovit rozSteny tvar s pti Gzkymi cipy. Koruna jegepicovita
s uzkou, nélevkouwit rozStenou trubkou cca 1 cm dlouhou &ip Sikmo
obkopinatymi az Sikmo obu&fymi tupymi cipy (cca 1,2 cm dlouhé). Plodem je 15
21 mm dlouhy kuZelovity gthyfek s 2-3 Uzkymi, hedymi bradavitymi semeny
(Dostal 1989, Slavik 2000).

3.2 Rozsireni Vinca minor

V Ceské republice jestistm vyskytu b. mesiho oblast od vychodni Moravy
do severnicltech a odCeského krasuips Podbrdsko do Podyji (Slavik 2000). Dale
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se vyskytuje na&tsiné uzemiCR, coz je patrné z mapy (Obrazek 2). Z vertikalniho
pohledu je podle Slavika (2000) ragsi od pahorkatin do podii (max.: Cerna
Studnice, 850 m n. m.), podle Lhotské (1985) sekytyge jiz od nizin. B. menSi
obyva vSechny fytogeografické okresy. Na naSem dzmnjeho prawgpodobré
autochtonni populace vyskytuji ve smiSenych lesicizich, Kovinach a na
zarostlych skalach (Lhostka 1985, Kubat 2002), kéwmkji v dubohaliinach a
bukovych lesich (Slavik 2000).

® autochtonni vyskyt druhu A vyskyt druhu v pohraniénim poli
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Obréazek 2 RozEniVinca minor na tzem{R (Slavik 2000).

V Evrope je pavodni aredl rozgeni b. mensiho diky starobylym kulturam,
které ho pro jeho t@vé a okrasné vlastnostiiy napiic Evropou, jen &ko
k rozpoznani. Jeho vyskyt je ve sp@usemi jako nap Anglie, severni Bmecko,
Srbsko nebo v oblastech alpskych udoli twvepini (Meusel et al. 1978a).
Predpokladané roz&ni b. mensiho na Uzemi Evropy dle Meusela etllf§a) je
patrné z mapy@brazeks). Také podle Slavika (2000) je primarnim arealenopga
(od SZ Pyrenejského poloostrovaiep Francii, Apeninsky poloostrov, festini

Némecko, Ceskou republiku po sever byvalé Jugoslavie), &Zgtm
v submeridionalnim pasu, coz potvrzujeha i Fleming (2004).

Z ekologického hlediska roste b. menSi na Gzivnyidach s vysSim

obsahem dusiku a ngerstvych @dach, které jsou slabkyselé az slabbazické
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(hlavreé na vapencich a opukach). Nejvhe@dih podminky mu poskytuji listnaté az

smisSené lesy a stanowidilizké lesm (Ellenberg 1986, Stolz 2013).
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Obréazek 3 Roz&niVinca minor na Uzemi Evropy (Meusel et al. 1978b).

3.3 Taxonomie a pribuzné druhy

B. menSi je stalezeleny poldkpatici do ¢eledi tojegovité (Apocynaceae)
(Khanaviet al. 2010)eled toje¥ovité je zastoupena vytrvalymi bylinami, polske
a kaiky. V tropickych oblastech se vyskytuje hlgvwe formg stromi, ket a
dievinnych lian. Listy rostlin téta@eledi jsou celokrajné, jednoduché a obvykle
koZovité, sukulentni nebo stalezelenéstnjsou 4-5¢etné.Celad’ ¢ita zhruba 2000
druhi, zcéehoz se #Sina nachazi v tropech, men&ist v subtropech aékolika
druhy zasahuje i do temperatniho pasu. Druhy &étedi jsou zajimavé tim, Ze
obsahuji katuky, mizné alkaloidy a kardiotonické glykosidy, které sguZivaji

7 s

v |ékarstvi neboiteba jako smrtekhjedovaté Sipové jedy (Slavik 2000).

Barvinek mensi p#tdo rodu barvinek\(inca). V Evrop: a zapadni Asii se
vyskytuje sedm druh barvinki, pricemz vCeské republice je rod barvinek
zastoupen pouze &ma druhy (b. men& b. ¥tSi (V. mgjor)) (Danihelka 2012). Do
Nové kwteny CSSR byl z#azen jedt treti druh b. bylinny {. herbacea). Ten je
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zajimavy tim, Ze jako jediny barvinek ma opadawtyli(Dostal 1989). Krow
pavodnich &i zavletenych jeding rodu barvinek je €R &asto gstovan oleandr
obecny Nerium oleander), ktery pati téZ doceledi tojesovité (Novak, Skalicky
2009).

3.4 RozmnozZovani druhu Vinca minor

Ve stedni Evrog se b. menSi rozmnoZuje hlavrvegetative a to
zakaenovanim dlouhych odderikLhotské et al. 1985, Hlasti&epkova et al. 2016).
Ve svém fvodnim arealu, tedy mediteranu se rozmnoZugvq@rre generativi
(Prange 1996, Hlasr@epkova et al. 2016). Je to alogamni rostlina, kekezsemen
tedy dochazi pouze po cizospraSeni (Lipow, Wya®)98Zistt doby kveteni je od
biezna dotervna (Hlasn& epkova et al. 2016).fPgenerativnim rozmnoZovani se
utvori nenapadna semena, ktera dozravaji koncem srppa dozrani se ihned
uvohuji. Po uvolrni nejsou schopna hnedditj kli¢i az po &kolika mésicich, kdy
byla uloZzena v chladném a vihkém presti. Prvni kiéni rostliny se objevuji
v pozdnim jaru. Kdyz dojde k opyleni, semeniky kaku se mini v Gzce elipsoidni
meéchyiky a zarové dojde ke sklogni kwtnich stopek, na jejichz koncich se
méchyiky nachazeji. Mchyiky ze sebe semena vypudi {3t zeleném stavu
puknutim. Mezi stanovisti fize byt dale rozgbvan ptaky nebo také myrmekochérn
(Lhotské et al. 1985).

3.5 Geneticka diverzita druhu Vinca minor a piibuznych druhi

Jak uz bylo napsano vyse, b. mensijgqgalni v oblasti Mediteranu. V této
oblasti je schopny generativniho mnozeni, vigwma plodi. Generativni
rozmnozovani je pro genetickou diverzitile¥itym aspektem. Méller (2015) ve své
disert&ni praci porovnavala genetickou diverzitu mezi gapemi barvinku
mensSiho a zjistila, Ze vzorky sebrané v Italii,ytedoblasti givodniho arealu, az na
dvé vyjimky vykazuji vysokou genotypovou diverzitu. piati tomu ve sedni
Evrops a Severni Americe je genetickd diverzita nizkasebranych jedinc se
prokézala klonalita. Ze ziskanych vzorkylo zjiS€no celkem 105 alel,igemz 62
z nich bylo v italskych populacich, 17 alel vestoevropskych populacich a 26 alel

bylo sdileno jak italskymi, tak igdoevropskymi populacemi b. mensiho (Mdller et
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al. 2015). To potvrzuje teorii, Ze geneticka divierfe vysSi v oblasti jehoipodniho
arealu, tedy v oblasti mediteranu, kde je schommeativniho mnozeni.

Geneticka diverzita b. mensiho byla studovana Ceské republice.
Piavodnost tohoto druhu €eské republice neni jistagkteri autdi ji podporuji
(Slavik 2000), aktefi ji popiraji (Prange 1996). Pro teorii riepdnosti b. mensiho
v Ceské republice mluvi argument, Ze v naSich podnaimkéeni schopny
generativniho mnoZzeni, tedy vyteé plody. Pesto jsou jeho porosty schopny diky
vegetativnimu mnoZeni velkych nanbshNicmére tato skuténost vede k otazce, jak
je vlastré b. mensi \Ceské republice geneticky variabilni. Na tuto otarkedali
odpowd HlasnaCepkova et al. (2016). Ti porovnavali vzorky (neg@ech, ale i
jinych stati stedni Evropy) b. menSiho sebrané z tzivaqanich starobylych a
nedavno vzniklych lokalit. Vzorky byly sebranyepazié na opustnych osadach,
starych fibitovech a troskach hradZ jedné lokality se odebiral jeden vzorekiilkv
piedpokladu, Ze diky klonalnimuistu a homogenit populace by se vice vzdrk
Z jedné lokality geneticky shodovalo. Genetickouialzlitu pak studovali pouzitim
primeri ISSR (Inter simple sequence repeat) a vysledky pakovnavali i
s variabilitou tval listu. Zjistili, Ze na nedavno vzniklych lokalithge geneticka
variabilita b. menSiho vySSi nez na lokalitAdivgunich starobylych, kde vzorky
vykazovaly identickou DNA, vysokou miru klonalitidasnaCepkova et al. 2016).
Sebrané vzorky se tak daly rtidit do 2 klastih podle genetické variability figemz
klastr 2 jsou vzorky z nedavno vzniklych lokalitkéastr 1 vzorky z pvodnich
lokalit, coZ n4zor#é popisuje dendrogram (Obrazek 4).
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Obrazek 4 Geneticka variabilita vzérkinca minor pivodem zCeské republiky, Slovenska a
Némecka (Hlasn&epkova et al. 2016).

V této praci Hlasn€epkové et al. (2016) byl potvrzen statisticky vyzmey
vztah mezi genetickou variabilitou a morfologiitdisu vzorki zaazenych do dvou
klastrii dle variability na arovni ISSR primierCelkow byla zjiS&na velka variabilita
i ve tvaru a i ve velikosti list Jedinci sebrani zipodnich lokalit (klastr 1) i listy
Siroké v rozmezi od 1,00-1,11 cm a@mpernou délkurapiku 0,33 cm. Jedinci sebrani
z nedavno vzniklych lokalit (klastr 2) pakehnlisty s primérnou Sfkou 1,38 cm a
pramérnou délkourapiku 0,28 cm. # porovnani délky list se namdfené hodnoty
mezi klastry vyznamhineliSily. Da se tedyict, Ze jedinci klastru 1 maji uzsi listy a

delSitapik a navic jsou listsidéeji rozmistny (Hlasn& epkova et al. 2016).

Podobné vysledky vykazuji iifpuzné druhy b. menSiho rfiafparvinkovec
razovy (Catharanthus roseus). Stejré jako b. menSi se barvinkoveiZovy psstoval
pro okrasu a je také vyuzivan v medicpro obsah l&vych alkaloidi. Pivodnim
aredlem barvinkovceizového je Madagaskar. Odtud byl v 18. stoleti Ryatiti
rozSten do Indie, kde se naturalizoval. Podbbe rozdil tieba i na Sri Lanku nebo
do Mozambiku. Zd&chto poznati Ize vidt jistou paralelu k rozE&ni b. menSiho.
Z vyzkumu také dosli Shokeen et al. (2007) k pogobrzawram, tedy Ze vzorky

sebrané v Indii, jakoZto v népodnim arealu, vykazuji nizkou genetickou diverzitu
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Mimo to studovali genetické vztahy mezi dalSimiibpznymi druhy a rody
barvinkovce iZového. Fibuzné rody (b. mensi, oleandr obechigrfum oleander),
thevecie peruanskdlievetia peruviana)) byly jasré oddtleny do jiného klastru od
rodu barvinkovecGatharanthus). Barvinkoveciizovy je i v ramci pibuznych drubi
(barvinkovec vlaskatyQ. trichophyllus), b. drobny C. pusillus)) odliSny a tyto
piibuzné druhy jsourazeny do jinych klasic ZjiSténi genetické variability a
piibuznosti Shokeen et al. (2007) provedli metodokrosatelifi (SSRS).

3.6 Vinca minor vyuziti

Barvinek je spolu s petkem pravym Artemisia absinthium), dobromysli
obecnou Qriganum wvulgare), pastinakem setym Péstinaca sativa), mydlici
|ékarskou Gaponaria officinalis) nebo violkou vonnou \{fiola odorata) kulturni
stredowky relikt (Celka 2011). Porosty b. menSiho &ssto soused’uji kolem
potoki, byvalych zemdélsky vyuzivanych ploch a jinych ploch, na které eoyle
stredowku vazéana pitomnostélovéka. Diky tomuto poznatku @iie b. mensSi slouZzit
jako indikator byvalych #edowkych osad a archeofyt vyuZivany fip
nedestruktivnich archeologickych metodach (Hejcnefinal. 2013, Stolz 2013).
Nedestruktivni archeologie seinuje zjiS&ni minulosti dané lokality dale nap
pomoci rozboru fdy a zjiS€ni pritomnosti mnozstvi gkterych prvki (nag. P, Ca,
As, Pb) (Hejcman et al. 2013). Veredowku byl b. menSi kulturni rostlinou
pouzivanou jak v lidovém d&@elstvi, tak i pro okraswi jako ritualni gFednet.
Rimané wfili, Ze je ochrani fed zlem, ped éarodjnictvim a byl sodéasti teba i i
duchovnich otadech. B pohrbivani s nim zdobili hroby a pletli Zimo wnce
(Prange 1996)Rimanim byly znamy jeho &vé &inky a ty se vyuZivaji i v dnesni

medicirg.

B. menSi obsahujefgs 50 druh alkaloidi (Khanavi et al. 2010), z nichz se
nékteré pouzivaji fes 40 let fi 1é¢bé rakoviny a zhoubnych nadojako doprovodna
lécba k chemoterapii (Vincent et al. 2015). K dastji studovanym alkaloi@im b.
mensSiho pdt vinkamin. Ten se pouzivaeba i 1écbé onemockni nervové
soustavy, poruchach patnh nebo i zvySeném krevnim tlaku (KorbélaEndris
1981, Hasa et al. 2013). DalSim alkaloidem b. niensktery se v posledni déb

vyuziva je vinkaleukoblastin. Ten trvale snizujecg@obilych krvinek a potlaje
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nadorové bujeni (Korbeald Endris 1981). Alkaloidy barvinku se dale poufivaj
k 1&b¢ gastritidy, zastu stev, pifijmovych onemocni, zvySeného mnozstvi cukru
v krvi nebo dokonce k odstaveni kojeni (Khanavalet2010). Vinkamin je lidskym
télem dol¥e tolerovan, ale z dopafenych davek fdpravku se oralnim podanim do
téla vsteba pouhych 20%. Vysledky studie (Hasa et al. 20k&yaly, Ze by se toto
procento mohlo navysit jinym #pobem ziskdvani vinkaminu z rostliny a to
v podolg suSenych extrakt Ty mohou obsahovat az 40 % vinkaminu z celkove
vahy susiny. Ke zvySeni procentaiefianého vinkaminu do organismiispivaji
latky obsazené v samotném barvinku {naplygenoly a saponiny), které se ovSem
pii stavajicich metodachiipziskavani vinkaminu separuji (Hasa et al. 2018¥i
zevnim podani se vyuZivédiolesti v krku, krvaceni z nosu, srazeninach riglké
pro I&bu ekzéni (Khanavi et al. 2010).

3.7 Zanikla stredovéka vesnice Svidna

Zanikla stedowka vesnice Svidna se nachazi v obci Drnek, kterdasbhazi
v Kladrg. Presnécasové uteni jejiho vzniku neni znamo, vi se vsak, Ze vaniki’
v pribéhu 13. stoleti nebo na @atku 14. stoleti. Byla zaloZzena jako zeliska
jednotka, coz je celkemigkvapive, protoze v této oblasti nejsou nejvhgéin
zentdélské podminky. Chy# zde trvalejSi povrchovy zdroj vody. Jeji obyvatel
pravdpodobré ¢erpali vodu z vykopané studny, jeji archeologickjea je ale zatim
neprokazany, i kdyz se @m spekuluje. Déle jsou zde ¢d€, silr€ jilovité nedrodné
pudy, kterym na Urodnosti n&da ani jejich ndlkost. Horninové podloZi Svidny jsou
turonské kidové usazeniny, slinovce, které byly pouZzity nataybu budov. DalSim
materialem pro vystavbu byly pouzity cenomanské&aise, které se nachazely
v blizkosti Svidny. Jadrem vsi byla protahla obdéwmitd naves orientovana od
severo-vychodu na jiho-zapad. Celkova rozloha jeaddvana na 14,1 ha (245 x 170
m). Fevladaly zde dubové, listnaté porosty (dubo-habriwage, subxerofilni
doubravy, acidofilni doubravy). Podle Quitta (1974%i Svidna na pomezi mén
teplé (QMT11) a teplé oblasti (QT2). To znamen&idedpla a sucha léta a kratké
teplé mirné zimy, ghem kterych je sthova pokryvka jen kratce. #mérna rani
teplota se pohybuje mezi 8-7°C, coz se jevi jakmézlsky priznive, nicmén
porgkud hif jsou na tom srazky, kterych je 500-550 mntnio Klimatické

podminky tedy také nejsou pro zé&wistvi moc givétive. Koncem 15. stoleti a
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v prvni polovirg 16. stoleti se oteplilo klima a nastaly tak prgpatobr jest vétsi
problémy s nedostatkem vody. To vSe mohou laybdy, pr@ byla Svidna v prvni
polovirg 16. stoleti vysidlena. Nebyly nalezeny Zadné znamé&silného konce
Svidny ani stopy pozaru, vSe n&gtuje zvolnému a &domému opughi. Tak po
zhruba 200 letech existence byla opnata zarostla lesem. Znovuobjevena byla
roku 1996 diky povrchovémuijmkumu (Smetanka 1988).

3.8 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou Bzné genetické markery vyuzivané ke zkoumani
genetické variability populaci. Znalost geneticlkgiability pak nize byt kltem ke
zZjisténi evolwnich proces a propojenosti populacéehoz se vyuziva k planovani
ochrannych strategii pro zachovani biodiverzity li@e, Lugon-Moulin 2002).
Mikrosatelity nebo také mikrosatelitni DNA téz S@®mnple sequence repeats) jsou
kratké tandemay se opakujici Useky oligonukleotid ve kterych se mnohokrat
opakuji ugité motivy sekvenci (n&pA., (AT)n, (ATA),, kde index n ozrialje paet
opakovani - repetici). Ret opakovani na lokusu definuje alelu, jejiz ddkezjistit
pomoci PCR amplifikace (kapitola 3.9). Mikrosatelitmohou vznikat
beztemplatovou syntézou DNA za zvySené teplotiitampnosti fiznych koncentraci
iontd. Jsou specifické dynamickymi mutacemi, coZz znamemase fdavaji ¢i
ubiraji celé kopie zakladniho motivu. Blovéka mize nadmirné prodlouzeni
mikrosateliti vést i k neurodegenerativnim oneméuim. Mikrosatelity jsou velmi
nestabilni, snadno a reverzilmeéni své usptadani,imz meni své vlastnosti.
Dusledkem toho se pakipreplikaci jevi polymeraze jiné nez jsou, coZigpbi, Ze
polymerdza zrni délku syntetizovanéhtettzce. Jejich vyznam vSak neni dosud
objasrén (Kypr 1999, Vieira et al. 2016). Mikrosatelityojs jedny z nejvhodfjSich
molekularnich markérvyuzivanych v genetice rostlin k zjgvani gibuznosti diky
tomu, Ze se hopnvyskytuji v celém genomu, jsou extré&nwariabilni a 1ze pomoci
nich rozliSit heterozygoty. V jaderné DNA se nadjazdw kopie kazdého
mikrosatelitu (tzn. diploidni jedinec = 2 alely) @bdy analyzy mikrosatetit2017).
Jejich nevyhoda &zi ale v obtiZznosti jejich nalezeni. Kazda repatitisekvence,
tedy mikrosatelit, ma na svém konci acatku ,flanking regions”, coz jsou
priléhajici oblasti, které jsou stejné pro dany mdatelit a pro vSechny jedince
zkoumaného druhu. Toho se vyuZivA pavrhovani primar (fettzec o rkolika
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bazich, diky kterému tize z&it DNA polymeraza z#t replikovat DNA). Sekvence
primeri se zji§uje sekvenovanim (zfisvani pgadi nukleovych bazi) genomu nebo
se vyuziva znalosti primeérpiibuznych drubh (cross-amplifikace) (Fofistkova
2007).

3.9 PCR

PCR je zkratka anglického nazvu polymerase chaiacti@, coz je
v piekladu polymerazovéetzova reakce. PCR je molekularni metoda pouZzivana
k amplifikaci tedy mnoZeni fragmentu DN#& vitro. Tento proces je podobny
replikaci DNA in vivo. PouZiva se k niffstroj termocykler, ktery zajisti piabné
teplotni cykly (cca 30-40), dmem kterych probihaji tyto faze (Ka&arek 2007,
Lyskova 2008):

1. Denaturace (Obrazek 5) — probiha 1 mintpplot 94-95°C, coz je
teplota, Bhem které dochézi k rozruSeni vodikovyclisthi mezi
bazemi DNA, dvouSroubovice se tedy rélzge na dé vidkna. DNA
je schopna # snizeni teploty off renaturovat (Kdarek 2007,
Lyskovéa 2008).

BOROVERH
03 R LR v A L

Obréazek 5 Denaturace (Vierstraete 1999).

2. Hybridizace (Obrazek 6) —¢hdy nazyvana anglickym pojmem
.-annealing” probiha 45 sipteplo€ 40-65°C, ochlazenim dochazi
k renaturaci. Primery (chemicky syntetizované keatk
oligonukleotidy) pitomné ve vzorku hybridizuji rychleji nez
jedndetzcové molekuly DNA, a tak se navazi na svou
komplementarni sekvenciige (Kotarek 2007, Lyskova 2008).
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. | T 3

Obrazek 6 Hybridizace (Vierstraete 1999).

. Extenze (Obréazek 7) — probiha 2 miti peplo€ 72°C. Bthem ni
dochazi k syntéze nukleotidovydbtizci. Syntéza je katalyzovana
DNA polymerazou, ktera prodluZzuje vidkna DNA od npeitt ve
sméru od 5° konce k 3' konci. K syntéze novych viladkgn treba
v PCR reakci nadbyteé mnozstvi deoxynukleotidtrifosta{Kocarek
2007).

L AL
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Obrazek 7 Extenze (Vierstraete 1999).
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4 Metodika

4.1 Charakteristika mista sbéru vzorku

Vzorky byly sebrany ze zaniklé retlowké vesnice Svidna {foha 1).
V souwasné dob je zalesmna acloveék na ni nema idimy vliv krom¢ lesnického
hospodéeni, ovSem relikty zdi budov a zidek eéhlgici parcely jsou velmi dae
rozpoznatelné. Specifikace Svidny jsou uvedenysieddijici tabulce (Tabulka 1).

Studované Gzemi Svidna
Lokalizace 35 km SV od Prahy, pobliz starobylé vesnice D
Souradnice N 50°12101*
E 13°57'156"
Nadmorska vyska 426 mn. m.
Pramérna ro¢éni teplota 7°C
Pramérné roéni srazky 500-550 mm
Mate&né hornina Pisé&né slinovce a spongilitické jilovce
Pidni typ Pararendzina
Potencialni pfirozena vegetace Tiliocordatae-Fagetum
Druhova skladba SmiSeny led-arix decidua, Pinus sylvestris, Picea

abies, Fagus sylvatica

MenSi nemiSené porosBicea abies, Pinus sylvestris,
Fagu ssylvatica

Kefové patro-jen mistyQorylus avellana, Cornus
Sanguinea)

Tabulka 1 Charakteristiky studovaného Gzemi Svidna

4.2 Sbér a priprava materialu

Zanikla stedowka vesnice Svidna se skladd ze 14 poZenmkicemz
pozemek ozngeny cislem 14 se &i na 3 menSi pozemky (14a, b, c). Pro
vyhodnoceni morfologickych paramitbyly odebrany z kazdého pozemku kgom
parcel 12 a 13 vzorky z ozfenych ploch na Obrazku 8 a to v po&oleskeré
biomasy na ploSe 40x40 cm. Tyto vzorky bylemeseny v plastovych pytlich do
laboratde, kde byla rozplavenim odstiara pida a mechanicky odteny ostatni
druhy rostlin. Nasledovala separace nadzemni bipntas podzemni biomasy,
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odcklovani listi a stonk nadzemni biomasy a Koki a oddenk podzemni
biomasy. Pro €ely genetické analyzy byla z kazdé ozrae plochy odebrana jedna
celd rostlina b. menSiho, ktera byla urmst na experimentdlnim pozemku
Botanické zahrady Fakulty tropického zt#istvi (BZ FTZ, CZU) a pstovana

v konstantnich podminkéach.

Obrazek 8 Mapa zanikléretowké vesnice Svidny. OranzovyKislicemi jsou ozné&ny jednotlivé
parcely a koleky mista sbru (Smetanka 1988, upr.)

4.3 Morfometrie

Ze separovanych vzaikbyly nangieny Stka lista, délka listi, paiet nodi
(veetre terminalniho) a délka stofiks presnosti na 0,5 mm pravitkem. Od kazdého
vzorku se nifilo 5 listh a 5 stonk z jedné rostliny. Parametry nafané na listech
byly kromg samotnych délek aigk vyhodnoceny i jako podil (délkai&h), cimz se
ziskala informace o tvaru listu. Morfometrické (glapak byly statisticky
vyhodnoceny v programu Statistica 12.0 softwarelaByouzita metoda ANOVA
(Analysis of variance) pro rozZtkni vzorki do vzajema porovnavanych skupin a
pro zjiseni statisticky vyznamné diference byl pouZit post ffukey test na hladin
p<0.05.
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4.4 Genetika

4.4.1 Extrakce DNA

Extrakce DNA byla provama podle protokolu Doyle, J. J., Doyle J. L.
(1987) na homogenizovanych rostlinnych pletivéehstvych lisi o hmotnosti cca
100 mg (Obrazek 9). Listy seistily etanolem a jemhnatrhané kousky se vkladaly
do zkumavek (Obrazek 10), do kterych byléidgno @t sklerenych kulicek.
Zkumavky se vlozily do mlynku Retsch MM 400 (Retsblimecko) na 5 min a 30
ot/s (Obrazek 11). V digesicse pak do nadrceného materiatidpl roztok CTAB s
2% merkaptoetanolu (celkem 700 plésinna jeden vzorek) a navic oproti protokolu
Spetka PVP (Carl Roth, &hecko) a 5 plRnasy A (10mg/ml) (Thermo Scientific,
USA). Zkumavky se promichaly na vortexu a poté skubovaly 30 min na
termomixéru p 60°C a 1400 ot/min. Dale se inkubované vzorkytigmgovaly 6
min pri ot&kach 13200 ot/min. Supernatant siegpetoval opt v digestdi do
novych zkumavek (na kazdy vzorelista Sptka) a gidalo se 500 pl sHsi
chloroform:isoamylalkohol (24:1). Po uzewi zkumavek se 2-3xigwrétily a
nechaly se cca 5 min stat. Naslede centrifugovaly 6 minip13200 ot/min. Vznikl
dvoufazovy roztok (Obrazek 12), ze kterého se opatdebral do novych zkumavek
(1,5 ml) vrchni supernatant tak, aby se dpnepimichaly neistoty (ot na kazdy
vzorek ¢istou Spéku). Do novych zkumavek bylofipano 500 ul vychlazeného
isopropanolu, 1-2 sergvratily (Obrazek 13) a nechaly 30 min stat v -20P0té se
staxily na centrifuze 3 min ip 13200 ot/min,¢imz se oddila DNA s trochou
netistot (Obrazek 14) a supernatant se ogastit do k&dinky v digestd. Otewené
zkumavky se potétpvratily dnem vzhiru na filtrani papir a nasledrse gidalo 400
ul vychlazeného 96% etanolu. Zkumavky se telgy viozily do termomixéru
nastaveného na 37°C na 3 min a 1200 ot/min a potéysna centrifuze 5 min ip
13200 ot/min. Supernatant se opatsfil do kaddinky a do zkumavek ségalo 200
ul vychlazeného 70% etanolu. Nasledse 3 min f 13200 ot/min stdily na
centrifuze. Obsah se épvylil do kadinky a zkumavky otdly dnem vzhiru a
polozily na filtrani papir. Nezatené zkumavky se vysusily na termoblokugb°C
6-10 min. K vysuSenému peletu bylé&igano 50 ul ddbO a uzavené zkumavky se
inkubovaly 10 min na termoblokufip60°C a 600 ot/min. Vzorky se nakonec
promichaly na vortexu a kratce &ty na centrifuze. Integrita a kvalita extrahované

DNA se zjistila na 1% agar6zovém gelui(®@ha 3). Pro nasledujici krok (PCR) jsou
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vhodné vzorky o koncentracich 20ul, koncentracetoprioyla kontrolovana na
piistroji Nano Drop 2000c device (Nano Drop produdi§A) a jelikoz ¥tSina

vzorki me¢la koncentraci mnohonasaobrvyssi, byly vzorky néediny ddHO na

potrebnou koncentraci. Vzorky byly poté uloZeny v -20°C

Obrazek 9 Vazeni erstvych listiina Obréazek 10 Manualni pfipravné Obrazek 11 Dreeni vzorkd
hmotnost0,1 g natrhéni listG

Obrazek 12 Dvoufazovy roztok ziskany Obrazek 13 Cisténi DNA isopropanolem Obréazek 14 Usazena DNA s trochou
béhem extrakce DNA nedistot

4.4.2 Mikrosatelity
Pro b. mensi je znamo 18 mikrosatelitovych sekvéhiiller et al. 2015).

Pro naSe paoeby bylo vybrano 12 mikrosatelitovych pa¢Sigma-Aldrich, CR)
(Priloha 2). Aby se o¥fila jejich funkénost pro druh b. mensi, byly pouzity
v optimaliza&ni ¢asti nezné&ené mikrosatelitové sekvence. Ozeaé mikrosatelitové
sekvence byly pak sestaveny dbftinkénich multiplexa (Tabulka 3) podle teploty
hybridizace (,annealing®) a délky fragméntcoz umo#ovalo amplifikaci vice
lokusi béhem jedné PCR.

24



4.4.3 PCR
Pro PCR se fiipravily vzorky o celkovém objemu 10 pl slozené zub
QIAGEN Multiplex PCR Kit (QIAGEN, Nmecko), 3,5 pl ddH20, 1 pl genomickeé
DNA (20 ng/ul), primet (oba o objemu 0,2 pl a koncentraci 10 uM) - fov 5°-
M13 ocasekem) a reverse primer a fluoresoebarva (0,1 ul) (PET, VIC, NED a
FAM). Promichané vzorky se vlozily do termocyklesunasledujicim nastavenim
(Tabulka 2):

Krok Teplota Cas Poket opakovani kroku
1. Denaturace 95°C 15 mir 1
2. Annealing | 94°C 30s 30
55°C 45 s
72°C 1 min
3. Annealing Il 94°C 30s 8
52°C 45 s
72°C 1 min
4. Konegné elongace 72°C 10 min 1
5. Zchlazeni 4°C

Tabulka 2 Jednotlivé kroky PCR pouzité pro ampéiikDNA u vzorki V.minor

Uspesnost amplifikace pak byla testovana na 1% agaémayelu v TBE pufru.

4.4.4 Priprava vzorki na fragmentacni analyzu
Pripravila se srss formamidu (12 pl na 1 vzorek) a Lizu (0,2 pl nezbrek).
K této snési se pidal 1 pl spipetovaného PCR produktu (sloZzenéheseeh 4 barev
- FAM, VIC, PET, NET,(Applied Biosystem, UK)) (Tabulka 3). Raw data pakab
vyhodnocena pomoci programu GeneMarker GeneMarker M8 (SoftGenetics,
State park, PA, USA) {Hoha 4 ).
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5 Vysledky prace

5.1 Genetické analyzy

V optimalizani casti bylo vybrano 12 mikrosatelitovych sekvenci pro
naslednou analyzu u 14 vzdérk. mensiho z lokality Svidna. V prvnim kroku byly
pouzity nezn&né mikrosatelitové sekvence a byla potvrzenahejimkenost pro
druh b. mensi. V tétdasti se také vyzkouselo, zda je fiinkkoncentrace DNA (20
ng/ul) a mnozstvi jednotlivych reagenci vkladanygb PCR. Vysledné PCR
produkty byly naneseny na gel, po této vizudlnitkae, zda probih&a spra¥n
amplifikace DNA pro jednotlivé mikrosatelitové usekPriloha 3), byly zn&ené
mikrosatelitové sekvence sestaveny tlontultiplexa tak, aby se nekryly barvami
(PCR multiplex 1: VmO05, VmO07, Vm11, Vm15; PCR mpléx 2: Vm26, Vm34,
Vimi25, Vimi26; PCR multiplex3: Vimi34, Vimi39, Vind3, Vimi53). Velikost
fragmenti se pohybovala od 154 do 262 bp. Jak je patrnobmlkga 3 na jednom
lokusu byla vzdy pouze jedna alela (,A"), jejiz kiglisme zjistili PCR amplifikaci

(,Velikost fragmentu (bp)*).

No. Lokus* T(°C) Velikostfragmentu (bp) A He Ho Barva PCR multiplex
1 VmO5 55 218-233 1 0 0 PET 1
2 VmQO7 55 186-201 1 0 0 NED 1
3 Vm1ll 55 147-156 1 0 0 FAM 1
4 Vml5 55 260-262 1 0 0 VIC 1
5 Vm26 55 158-164 1 0 0 PET 2
6 Vm34 55 178-186 1 0 0 NED 2
7  Vimi25 55 134-149 1 0 0 FAM 2
8 Vimi26 55 154-149 1 0 0 VIC 2
9 Vimi34 55 164-174 1 0 0 PET 3
10  Vimi39 55 158-160 1 0 0 NED 3
11  Vimi43 55 223-226 1 0 0 FAM 3
12 Vimi53 55 184-206 1 0 0 VIC 3

Tabulka 3 Vysledky genetickych analyz pomoci mailk&sR

Diky SSR se potvrdila naSecakavani, Ze je heterozygozita nulova.
Genetickymi analyzami reprezentativnich jedirzclokality Svidna se prokazalo, Ze
na urovni &chto mikrosatelitovych primérje zdejSi populace b. mensiho slozena

z geneticky uniformnich jedifica Ze je tedy geneticka variabilita velmi nizkadelLz
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piepokladat, Ze tato populace vznikléegavanim rostlin v ramci sousedstvi, zZe

pochazely z jedné zdrojové rostilny.

5.2 Morfometrické analyzy

Pramérna fka listu b. mensiho na lokafiSvidna je 15,69+2,67 mm.i&&
listd jedindi b. mensiho je na této lokalithodre variabilni, mezi nejmensim
a nej#tsim zmeérenym listem byl rozdil fes 8 mm. Rmérna délka listu je
33,31+5,39 mm. Stejnjako Stka listu je jeho délka taktéz velmi variabilni.
NejmenSi narrena hodnota délky listu byla 25,20+2,49 mm a &8jv
43,00+4,06mm. Podilem délky afl§i listu jsme dostali informaci o tvaru. kgs
variabilni délku a $ku lista jsme jejich podilem dostali vcelku jednotnou hadne
praméru 2,16+0,38 mmgimz se b. menSi na Svidiadi k typickym populacim
b. menSiho starobylych lokalit, tedy k populacimgirSim charakterem tvaru hst
V praméru se pak dale na jednom stonku vyskytuje 5t2in@detre terminalniho)
a délka samotného stonku je 189,47+103,92 mm. kiyddbnku data hodrkolisala

kolem pfiméru.

VF;?EL Vzorek op:I?(c)(\e/;ni Sitka listu (mm) De(”r(nan:l)Stu délkaF;g:]ke; listy P Oretnodi De"z?nrsr:()mku
1 S1 5 15,2+¢1,36"  3500+2,3%5  2,31+0,18°  4,20+1,30 166,20+24,98°
2 S2 5 12,2040,8%4  32,40+2,07 2662025 4,001,068 120,40+19,4%
3 S3 5 12,4+055°  33,40+1,82  2,69t+0,18  5,40+1,14 174,80+29,58"°
4 S4 5 15,60+2,78"  33,40+3,68  2,17+02  4,00:0,7f 155,00+26,1¥"
5 S5 5 16,40+1,18°  33,00+0,71  2,0240,16  4,00:0,7f 157,80+21,68"
6 S6 5 14,40+1,52°  32,60+1,67  2,2840,27°  5,60+1,3% 171,60+46 58"
7 s7 5 16,20+1,68"° 352043989  2,18+0,28  4,20+0,45 181,40+18,4%
8 S8 5 16,20+1,16™ 36,803,426  2,27+0,16°  500+1,58 179,20+43,2%
9 S9 5 15,603,058  32,80+4,48  2,13+0,2f  580+1,18 224,60+23,05
10  S10 5 15,20+1,78"  33,40+3,28  2,21+025  3,80+0,8%4 149,40+16,7%°
11 s11 5 14,60+1,52° 2280+1,30  1,57+0,16  4,20+1,64 73,40+30,88
12 Sl4a 5 17,60+2,09  37,40+2,076  2,14+0,18  9,00+2,12 347,00+85,3%
13 Si14b 5 17,60£1,5%"  25,20+2,48 1,44+0,15  5,80+1,64 101,80+36,1%
14  Sl4c 5 20,40+351  43,00+4,06  2,13+0,18  11,20+0,84 450,00+111,44

Pramer 70 15,69+2,67 33,31+5,39 2,16+0,38 5,44+2,37 189,47+103,92

Tabulka 4 Vysledky statistické analyzy morfometyick dat

Tabulka 4 uvadi sumarizaci vysleédknorfometrickych parametr(primér
smerodatnd odchylka) vyhodnocenych pomoci ANOVA (Stata 12.0) u dat
nantienych na 14 vzorcich lokality Svidna. Statistickyikazné rozdily (§0.05)
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dle Tukey post hoc testu jsou ozZamy iznymi pismeny (indexy) u hodnot ve
sloupécich.
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6 Diskuze

V souwasné dob je b. mensi povazovan za autochtonni druh (SI2000).
Autochtonni druhy maji ale obvykletéi genetickou variabilitu ve svéntifpzeném
arealu a jsou schopné generativniho mnozeni (MuSeikop 2016). Z vysledk
bakal&ské prace vyplyva, Ze populace b. mensiho na Wk&vidna vykazuje
nulovou genetickou variabilitu a je ttena pouhym jednim klonem, vznikla tedy
vegetativnim mnozenim stejrjako Wtsina populaci b. mensiho na Gze@R.
JelikoZz jde o jeden klon, Izefgdpokladat, Ze populace vznikla z jedné zdrojové
rostliny. Nejen \CR ale i v Nmecku a na Slovensku vykazuji populace b. mensiho
nizsi genetickou diverzitu na starobylych lokalitagproti populacim na nedavno
vzniklych lokalitach (Hlasn&epkova et al. 2016). Takové zjigf napovida tomu,
Ze byl b. menSi ve igdowku Siten pouze z malych zdrojovych populaci a mohl byt
piedavan mezi obyvateli jako okrasgidéciva rostlina. Nepvodnost b. mensSiho ve
stredni Evrog nazn&uji i dalSi autéi (Prange 1996, Muller, Sukopp 2016). Nizka
diverzita populaci b. mensiho byla prokazana i wveB@ Americe (Mdller 2015). B.
mensi je tedy dle zménych studii malo geneticky diverzifikovany a neguip
generativniho mnoZeni ve vSech svychiwveplnich arealech. To neni neobvyklé ani
pro pibuzné druhy b. mensiho. Shokeen et al. (2007) @gidobnym vysledkm
pii studiu druhu barvinkovecazovy (Catharanthus roseus) s pouzitim stejnych
genetickych markér mikrosatelii. Ten mimo s\ pavodni areal vykazuje také

nizkou rekdy aZ nulovou genetickou variabilitu a mnozZi sevht vegetativi.

Jelikoz se z genetickych analyz ukazalo, Ze je tygk@evariabilita populace
b. mensiho na Svidmulova, veSkera morfologicka variabilita populaeeSvid® je
tedy ovlivréna pouze podminkami préstli, pop. st&im meienych ¢ésti rostliny,
coZz jsme se snazili eliminovat Wiem pouze plé vyvinutych ¢asti rostlin.
Morfometricka data na#éiena na jedincich b. mensiho ze zanikiédgtivké Svidny
byla pongrné variabilni. V porovnani s jedinci sebranych na awew vzniklych
lokalitach (Hlasn& epkova et al. 2016) vykazovaly $irsi charakteulistejr jako
jedinci b. mengiho sebrani ze starobylych lokallagnaCepkova et al. 2016).
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7 Zavér

B. mensSi je fivodnim druhem oblasti mediteranu, kde také dosabuge
nejvyssi genetické diverzity. V jinych oblastectkgaje Severni Amerika nebo
stredni Evropa je jeho geneticka diverzita niz&hato se jedna o klonalni rostliny.
V CR se nazory o jeho tpodnosti lidi. V naSich podminkach neni schopen
generativniho mnozeni a vysledky poslednich vyzkwse giklani spiSe k jeho
nepivodnosti. Jeho gvodnost Ize jednozia¢ urcit genetickymi analyzami. V této
bakal&ské praci byly provedeny genetické analyzy pomoetoaly mikrosatelit
(SSR) na vzorcich b. menSiho ze zaniklgedsivwké vesnice Svidna. Metoda
mikrosateliti se ukazala jako vhodna pro zkoumani genetickéabiity tohoto
druhu. ZdejSi populace vykazuje velmi nizkou gexketii variabilitu a jedna se s
nejvyssi pravépodobnosti o jeden klon. Potvrzuje se takdpoklad, Ze sem byl
tento druh zavi&en a pedavan v ramci lidového digelstvi ¢i pro okrasu z pouhych
n¢kolika zdrojovych populaci. B. menSi byl zaxde do stedni Evropy
pravdspodobré Rimany ve sedowku, coZ potvrzuji i prvni zaznamy. Populace b.
mensSiho na zaniklé isdowké vesnici Svidna se na zakdadysledki bakald&ské
prace fadi do skupiny barvink starobylych lokalit. Populace b. mensiho na
starobylych lokalitach vykazuji kro¥mizké genetické variability také SirSi charakter
listd oproti populacim nedavno vzniklych lokalit, coztyauji i vysledky této
bakal&ské prace. Jelikoz jsou na Swdgeneticky uniformni jedinci, tak veSkera
morfologicka variabilita mezi jedinci na dané lak&aje dana podminkami prdeti.
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10 Prilohy

Priloha 1 Sotasny pohled na lokalitu byvala&stiowka vesnice Svidna (autor: Michal Hejcman)



Identifikace Lokus Primerova sekvenc Opakuijici se

R: CTTTATGTTCCTTGCTTCCA

R: GGGCAATAAAAATTCTCCTC

R: TGACATCTCTGTTCAAGTACAC

R: TCTCAAGTGTGCTACTCATAG

"‘

R: TCCTAGTCCAAGAACTCACAA

R: CCTGAACCTGGAATTAGAACT

R: GGAAACTCAAATCCTTCTGA

R: TTTGTGTCTGTAGCTTCTCG

R: TCCATCCCTTTTACAGTTTC

R: GAGTCCCTGTTTCTGTTGAT

R: CCAAACCATTTCCATCTAAG

Priloha 2 Rehled pouzitych primér



— -
S1 S5 S7 S13 S14 C

S1 S5 S7
/ VMO5-P. /. VMO07-N 1 VM11-F ! VM15-V. /I_VM26-P___

2.5% TopVidor™ LE GQ Agarcss (3R0491)

0.5 pgianz, 8 cm kength gel,
1XTBE, 5Vem, 1 h

Priloha 3 llustrativni obrazek kontroly integrity aadity DNA elektroforézou na 1% agarozovém gelu
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Priloha 4 Vyhodnocovani raw dat pomoci programu Gesnd®et ver. 1.8 (SoftGenetics, State park, PA, USA).



