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Obrazek 1: Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud.
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Abstrakt

Cilem této bakaléfské préace je shrnout dosavadni poznatky o studiu 3iteni rostlin, ptedevim
pak vyuziti molekuldrnich markeri v této problematice. Za pomoci molekuldrnich metod
muzeme odhalit fadu mechanismi spojenych s osidlovanim novych stanovist, udrZovanim
druhové ¢&i genotypové bohatosti spoledenstev a udaje o vlastnich principech 3ifeni (miry
vyuZivani jednotlivych vektorli, jejich podil na celkové diversité spoledenstev, atd).
Pochopeni logiky $ifeni je zdkladem pro pochopeni ekologickych procesti na krajinné urovni.

Jako modelovy systém pro studium $ifeni rostlin byly vybrany feky, které maji fadu
specifik, naptiklad linedrni charakter &i polarizovany tok diaspor, druhem vyuZivajicim tento
vektor ke svému $ifeni byl zvolen rdkos obecny (Phragmites australis). Jedna se o klonalni
rostlinu, coZ do jisté miry ovliviiuje diversitu populaci. Ke studiu genetické diversity populaci
rdkosu v Ceské republice byly pouzity mikrosatelity — vysoce variabilni molekuldrni marker.
Phragmites australis je polyploidni rostlina, coZ ssebou nese uritd tuskali ohledné
interpretace jednotlivych alel v lokusech. Problematika polyploidnich rostlin i nastin feSeni
skorovani allotetraploidnich vzorki rakosu jsou taktéZ uvedeny v nasledujicim textu.

Moje bakalafrska prace ma tii ¢asti. Hlavni ¢asti je literarni reSerSe, kde je diskutovana
problematika spojend jak s molekularnimi metodami studia $ifeni rostlin, tak s druhem
Phragmites australis a potazmo jinymi vodnimi klonalnimi rostlinami. Druha ¢ast je vénovana
jiz provedené analyze né€kolika vzorkd a metodice dal§itho zkoumadni, kterd bude pouZita
v ramci navazujici diplomové prace. Posledni €asti je nastin otazek, které bych chtéla

zodpovédét v ramci diplomové préce.
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Abstract

The aim of this bachelor thesis is to summarize present pieces of knowledge about plant
dispersal, especially using molecular markers in this questions. By using molecular methods
we can detect a number of mechanisms connected with new locality colonization, preserving
species or genotype diversity and getting data about principles of dispersal (amount of using
dispersal vectors, their participation on species diversity,...). To understand the principles of
plant dispersal is crucial for understanding ecological processes at the landscape level.

As the model of the plant dispersal were chosen river systems, with many
specifications, like linear character and polarized seed flow; as the studied species were
selected common reed — Phragmites australis. It is clonal plant, and this feature influences
population diversity. For studying genetic diversity of Phragmites australis were used
microsatellites — a highly polymorphic marker. Common reed is a polyploid species, whith a
little problems in interpretation of single allel in locus. Problems of polyploid species and
outline of interpretation of allotetraploid samples are presented in the following text.

My bachelor thesis has three parts. The main part is literature search, where problems
conected with molecular methods of plant dispersal and problems with Phragmites australis
and other water clonal plants are discussed. The second part consist of a few already analyzed
samples and the methodology, which will be use in consequential master degree thesis. The

last part is a summary of questions I wish to answer in my master degree thesis.

Keywords
clonality, common reed, hydrochory, microsatellites, molecular markers, Phragmites australis.

phylogeography, polyploidy, river systems, water plants



1. Uvod

Sifeni rostlin je jednim z hlavnich procesii evoluce a dynamiky rostlinnych populaci (Ouborg
et al. 1999). Prostorové uspofadani v ramci ekosystému je dano z velké ¢asti pohybem semen.
Na regionalni urovni mizZe pohyb semen dokonce uréovat miru kolonizace novych prostor ¢i
naopak extinkci n€kterych populaci (Brown et Kodric-Brown 1977). K tomu, abychom
porozuméli vlivu jednotlivych dispersnich vektorli na rozloZeni rostlinného spolefenstva
v daném ekosystému je potieba mit co nejdetailnéjsi znalosti o studovaném druhu/druzich, a
to nejen ekologické a fyziologické, ale pfedevsim genetické.

V této bakalafské praci se budu ve€novat studiu Sifeni rdkosu Phragmites australis
pomoci polymorfismu mikrosatelitovych lokusi. Rakos obecny je vodni klonalni
allotetraploidni druh. VSechny tyto charakteristiky s sebou nesou jistou miru komplikaci, co
se studia za pomoci molekularnich markert ty€e. Vysvétleni jednotlivych pojmi a nastin

feSeni problematiky s nimi spojené je hlavni naplni literarni reserse.

2. Literarni reserse

2.1 Sifeni rostlin

Rostliny jsou sesilni organismy, které ke svému S$ifeni vyuZivaji reprodukéni faze svého
Zivotniho cyklu, nebot’ nemaji schopnost aktivniho pohybu (pomineme-li autochorii — $ifeni
semen nebo plodd vlastnimi silami rostliny, bez vlivi okoli). Béhem tohoto obdobi tvoii
diaspory, neboli &astice oddélené od rostliny, které mohou déat vznik novému jedinci
(Sernader 1906 sec. Miiller-Schneider a Lhotska 1971).

Diaspory jako takové miiZeme rozdélit podle zpisobu jejich vzniku na vegetativni a
generativni. Vegetativni (vybéZky - nadzemni i podzemni, pupeny, hlizy, turiony, pacibulky)
slouZi k rozristani populace na dané lokalité, kde jiZ rostlina nasla své optimum a je pro ni
tedy vyhodné&jsi stdt se méné zavislou na generativnim rozmnoZovani (Eriksson 1992), i
k Sifeni na vét$i vzdalenosti. Generativni diaspory jsou uréeny ke kolonizaci novych (tedy
vzdalenéjsich) mist, takto vzniklé diaspory operuji s vys$§i variabilitou genetické informace
v dcefinnych generacich, a tedy $ir$im spektrem ekologickych optim. Dochézi zde ke vzniku
spor, semen, plodd, které jsou dale $ifeny disperznimi vektory — vétrem (anemochorie), vodou

(hydrochorie), zvitaty (zoochorie), ¢lov€kem (antropochorie)...



2.1.1 Sifeni vodou
Rostliny vyuzivajici k $ifeni svych diaspor proudéni vody se nazyvaji hydrochorni (Dammer
1892 sec. Miiller-Schneider a Lhotskd 1971). Lze fici, Ze kazd4 rostlina m4 moZnost byt
§ifena vodou, aviak existuje skupina rostlin, které na tomto principu stavi svoji disperzni
strategii (Fér 2000). Jsou to typicky druhy obyvajici vodni, pobfezni a mokfadni ekosystémy,
maji vyvinuty mechanismy, které pomadhaji diasporam jeit¢ vice vyuZit daného vektoru —
proudéni vody. Témito mechanismy rozumime investici do plovatelnosti semen, uzplsobeni
dormance, pfizplisobeni kli¢eni semen ve vodé ¢i pod vodou (Fér 2000). Hydrochorie neni
nijak urena taxonomicky, vyvinula se nezavisle u mnoha skupin rostlin (Johansson et al.
1996, van der Pijl 1982).

Disperznimi vektory hydrochornich rostlin se rozumi vodni plochy (rybniky, jezera...),

fi¢ni koryta, moiské ekosystémy i dést’.

2.1.2 Riéni systémy

V této praci se budu zabyvat $ifenim rostlin podél #i&nich tokd. Reka predstavuje linedrni
ekosystém protékajici krajinou, ktery zasahuje do ostatnich ekosystémi a hraje vyznamnou
roli pfi pfisunu bioty, vytvafeni habitati (Cummins et al. 1989) a pfi $ifeni diaspor rostlin
v okoli.

Budeme-li se na feku divat &isté z hlediska disperse, pak je voda v koryté vektorem
hydrochorniho $ifeni, ktery je specificky polarizovanym tokem diaspor zprostfedkovanym
vodnim proudem (Johansson 1996) a migraénimi cestami, které jsou trvale determinované
(Fér 2000). Tyto dva aspekty v jistém sméru usnadiiuji pfipadné studium druhti zde se
vyskytujicich (zejména populaéni analyzy atd). V takto ,,zjednoduSeném* systému miZeme
zkoumat prave roli feky v ustavovani diversity jejiho okoli, nebot’ rostliny se nesifi pouze po
sméru toku (Nilsson et al. 1991), a pfipadné vlivy dalsich biotickych i abiotickych vektori —
vétru, ptactva a ¢lov€ka (at’ uz budeme uvazZovat jeho zasahy do charakteru toku nebo jeho
vlastni funkci vektoru).

Vodni prostfedi se dlouhou dobu povaZovalo za viceméné uniformni (Sculthorpe
1967, Les 1988, Barrett et. al. 1993) diky relativné subkosmopolitnimu rozsifeni vodnich
rostlin. Santamaria (2002) tento omyl vyvraci ve své praci zabyvajici se vysvétlenim $irokého
roz8ifeni vodnich rostlin. Zmitiuje zde stresové faktory, které vodni prostfedi ovliviiuji a pro
rostliny jsou zcela urujici. Nedostatek uhliku, pfebytek sedimentl a nésledny nedostatek

kysliku pro kofeny, mechanickd poskozeni zplisobena proudem, osmoticky stres i limitované



zdroje sice donutili rostliny vytvofit podobné mechanismy k pfeziti, avSak i tyto limitujici
faktory maji Sirokou $kélu pisobeni, kterd je v riznych &astech vodniho prostfedi odlisna
(v ramci feky kupfikladu rozdil mezi bfehem s rychle tekoucim proudem a zato¢inou plnou

naplav) (Santamaria 2002).

2.2 Klonalni rostliny

Klondlni rozmnoZovani u rostlin je klasickym ptikladem nepohlavniho rozmnoZovani.
Rostling tento zpltisob pomaha vyrovnat se se stresujicimi podminkami prostiedi, ve kterych
Zije (Loxdale et Lushai 2003, Klekowski 2003), nebot’ praveé stresovymi faktory byva €asto
limitovano pohlavni rozmnoZovani, a z genetického hlediska se tak sniZuje riziko vymizeni
daného genotypu (Barret et al. 1993). Celkové lze fici, Ze klonalni $ifeni rostliny je pouZivano
piedev§im v méfitcich jejiho mikroareélu, pro ktery je klon nejlépe pfizpisoben, a generativni
§ifeni slouZi ke vzniku novych (variabilnich) genotypti, které jsou naopak Sifeny na ve&t3i
vzdalenosti, kde maji v&tsi anci na uchyceni spi$e ony. (Santamaria, Clausen et al. 2000)

Pro v&deckou praci na druzich sklondlnim zpisobem rozmnoZovani jsou dileZité
pojmy geneta a rameta (Kays et Harper 1974). Genetou rozumime jednoho genetického
jedince, ktery se za pomoci riznych oddenk muize §itit do vzdalenych mist, ovSem stale se
jedna pouze o jeden geneticky celek. Rameta je naproti tomu vyb&Zkem genety, ktery vypada
jako samostatny jedinec, ale neni geneticky odli$ny od ostatnich ramet, se kterymi mtZe &i
nemusi byt v rdmci genety vzajemné& propojen.

Geneta tedy v podobé klonu muzZe Zit relativné dlouho, nebot’ dochézi k neustalému
obnovovani ,schranky“ genetické informace. Tim se zajisti pravdé€podobné&jsi preziti
populace, coZ ma nejspide za nasledek nizkou genetickou variabilitu v rdmci populace a
relativn€ vysokou variabilitu mezi populacemi (Santamaria 2003).

PtestoZe je klonélni rozmnoZovani zastoupeno v rostliné ¥isi relativné nerovnomérng,
je takika pravidlem, Ze rostliny stouto Zivotni strategii obyvaji subkosmopolitni areély.
(Thiébaut 2007). Na jejich vyskyt ma diky vysoké ekologické valenci vliv pouze silny
nedostatek Zivin, toxické prostiedi ¢i teplotni stres ohroZujici metabolismus bunék. Naproxti
tomu se zd4, Ze klima nema na jejich vyskyt Zadny vliv (Santamaria 2003).

V ramci vodnich rostlin se s klonalnim rozmnoZovanim setkdvame velice Casto (Les
2003). Voda tvofi idedlni vektor pro $ifeni ¢4sti genet a jejich disperzi na vhodné misto. Diky

zcela patrné vyhodnosti této strategie nachazime klonalitu i u fady invazivnich druhii (napf.



Impatiens grandiflora, Heracleum mantegazzianum, Reynoutria,...), které €asto pravé feky

pouZivaji jako vychozi misto pro své nasifeni do okolnich ekosystémi (Thiébaut 2007).

2.3 Fylogeografie

Fylogeografie je obor zabyvajici se principy a procesy fidicimi geografickou distribuci
genealogickych linii, pov&t§inou na vnitrodruhové trovni (Avise 1998). Za pomoci tzv.
molekularnich markerd uréuje pfibuznost studovanych jedincd (Hennig 1999), kterou
znazoriiuje pomoci fylogenetickych stromi, a tato zjist€ni nasledné¢ porovnava
s geografickym rozsifenim jednotlivych vzorkt. Na zdklad¢ srovnani t&chto dvou informaci
Ize do jisté miry zrekonstruovat historickou migraci druhu/druhd, odhalit jednotlivé migra¢ni
proudy a pfipadné migraéni vztahy lokalit (Avise 2000).

Meéfitko pro fylogeografické studie je prakticky neomezené. ZéleZi pouze na tom, jak
velky vzorek — fylum — si definujeme (jedna se o monofyleticky soubor jedincli, u nichz
nasledné uréujeme piibuznost; Hennig 1999). Asi nejvice zkoumanou fylogeografickou
otazkou je postglacialni migrace druht (Petit et al. 1997, Sadlo et al. 2005), ktera pfedstavuje
velké fylum na rozloze kontinentu (tedy druh nebo skupinu blizce pfibuznych druhd).
Zaroven vSak jde Casoprostorova piibuznost studovat i na malych $kalach — pohoti, povodi,
okres (Tribsch et al. 2002, Fischer et al. 2000).

Pfibuznost jednotlivych jedinci je ur€ovéna pomoci jednoho &i vice molekuldrnich
marker ¢i jinych fylogenetickych analyz (Arbogast et Kenagy 2001). Nejéastéji se pouZivaji
markery, které ke studiu pouZivaji nerekombinujici ¢asti DNA d&déné po matefské linii (u
rostlin plastidova DNA, u Zivo¢ichd mitochondridlni DNA).

Velkou nevyhodou fylogeografickych analyz je jejich neschopnost zachytit vyhynulé
linie. Pracujeme s alelami, které vzajemné porovnavame a alely vymfelych linii jsou tedy
nenavratné€ ztraceny. Proto nelze molekularni metody pouZit na dobu pfed poslednim
interglacidlem, zde pfichazi ke slovu palynologie a paleontologie. Piesto v ramci tohoto
interglacidlu lze za pomoci markerii a fylogenetickych stromi zjidtovat i ty nejjemnéjsi
zmény v sekvencich polynukleotidd, na jejichZ zaklad& je novodoba fylogeografie postavena.
A pravé diky velkému rozvoji molekularnich technik zaZiva toto odvétvi geografie za dvacet
let své existence velky rozkvét (Avise 1998). Zkouma se vySe zmin&na postglacialni migrace
(Petit et al. 1997), zjist'uji se migraéni koridory jendotlivych druhii &i skupin rostlin (Palmé et
Vendramin 2002), odhaluji se principy speciace a dal$i vyznamné udalosti v rostlinné i

Zivoci$né Fisi.



2.4 Polyploidie

Polyploidie je vyznamnym evoluénim procesem v rostlinné i Zivoci$né fisi, diky némuz mize
dochédzet i ke speciaci. Rada studii prokézala, Ze zdvojovani genomu (opakovani
polyploidizace) je pfitomné v evoluci velké &asti eukaryotnich organismt (Lundin 1993,
Sidow 1996),a je vyznamnym evolu¢nim procesem. Nejvét§iho rozmachu dosahuje u rostlin,
kde zvy$eni chromozomovych sidek neni ve vét§ing pfipadd letalni. V Zivoci$né Fisi se s ni
nesetkavame tak &asto (White 1973), oviem i zde je zndma, véetn¢ ptipadli z podkmene
obratlovcd. Grant (1981) definoval polyploidii jako vyskyt vét§iho po¢tu chromozomi
v karyotypu organismu, ktery vznikl pfidinim celé chromosomové sady pfitomné
v matefském organismu. Jinymi slovy je polyploidie vyskyt tfi a vice chromosomovych sad.

Polyploidizace miZe vést k rozriiznéni ekologickych narokid zastupcti jednotlivych
stuptitit ploidie — polyploidni organismy mohou obsazovat ekologické niky s podminkami
mezi habitaty diploidnich pfedkd (Soltis et al. 2003). Procesu polyploidizace se vyuZiva
napfiklad ve §lechtitelstvi kulturnich i okrasnych plodin (diky morfologickym zmé&énam lze
docilit zvy$eni vynosu atd.), diky prokazatelnému vlivu po¢tu sad chromozomi na morfologii
jedince (polyploidni rostliny mivaji napt. vé&tsi buriky, pozd€;jsi kveteni a plozeni, men3i pocet
vétsich semen...; Clevering et Lissner 1999).

Podle zptisobu vzniku polyploidnich jedinct rozlifujeme né&kolik typt polyploidie.
Zékladni déleni na autopolyploidy a allopolyploidy pochézi z roku 1926 (Kihara et Ono).
Toto déleni zlstalo zachovano dodnes, bylo pouze doplnéno o né€kolik dal§ich podskupin na
zaklad¢ genetickych a bunéénych kritérii. Grant (1981) ve své knize uvadi, Ze zakladnim
kritériem pro rozliSeni autopolyploidii a allopolyploidi (téZ oznadovanych jako amphiploidi)
je chovani chromozomil, plodnost, mira segregace a také morfologie. Allopolyploidi vznikaji
mezi jedinci rtznych druhd, autopolyploidi vznikaji zpravidla uvnitf druhti (Soltis et
Riesenberg 1986).

2.4.1 Autopolyploidie

Autopolyploid vznika znasobenim téZe chromozomové sady (mame-li na zadatku diploida,
vznikne ndm autotetraploid; AA — AAAA). K takovéto udalosti miZe dojit napfiklad
pisobenim tepelného Soku, ktery ovlivni pribéh mitosy v zygoté, chromosomy se
nerozestoupi do dvou buné€k s normélnim diploidnim po¢tem chromosomt, ale vznikne jedna

diploidni builka, kterd obsahuje ¢&tyfnasobek haploidni chromosomové sady. Z takto



vzniklych bunék miZe nasledngé vyrdst polyploidni vétev. Dal§i moZnosti vzniku

autoplyploidie je i splynuti neredukovanych gamet (AA + AA) (Briggs et Walters 2001).

2.4.2 Allopolyploidie

Allopolyploid vznikd splynutim nestejnych chromozomovych sad (AA, BB — AB —
AABB), tedy ktiZenim dvou rozdilnych druhd, pfi kterém vznikne neplodny hybrid (AB). Ten
viak mlzZe vytvofit malé procento neredukovanych gamet, které daji vzniknout polyploidni

vétvi AABB (Briggs et Walters 2001) ktera uZ plodna je.

2.5 Molekularni markery

Je mnoho metod, kterymi se da studovat $ifeni rostlin. Patfi mezi n¢ metody pfimé — chytani
semen do pasti (Thiede et Augspurger 1996, Fér 2000), vypousténi oznaCenych semen
(Johansson et Nilsson 1993), zkouméni drah disperznich vektori za pomoci nahrazek
propaguli (Nilsson et al. 1991); a metody nepfimé — modelovéni drah za pomoci pocitatovych
programu ¢&i laboratornich simulaci (Cain et al. 1998). Tyto metody (zvla3t¢ ptimé) mohou byt
velice pfesné, v8ak maji svoje nevyhody. Vzhledem k vysoké naro¢nosti zachovéani ptivodnich
podminek v terénu a €asto sloZité metodice, neni vysledna disperzni kfivka modelovana na
zakladé¢ takto ziskanych dat tak pfesna, jak by mohla byt. Vykazuje totiZ vysoky podil $ifeni
semen na kratkou vzdalenost a velice malo pfipadi dalkového pfenosu (Ouburg et al. 1999).
Jinymi slovy nam fika, Ze dalkovy pfenos je pouze ndhodnym jevem, coZ se oviem neshoduje
s experimentalné zjiténou mirou osidlovani novych prostor (Cain et al. 1998), nebot’ tyto
experimentalni metody nejsou schopny postihnout jev ndhodného dalkového Sifeni.

Jak tedy lépe studovat $ifeni rostlin, at’ jiz na kratké ¢i dlouhé vzdélenosti, a
nezanedbat ani jeden zaspekti? Jednou zmoZnosti je vyuZit spojeni ekologickych a
populatné genetickych metod (Silvertown 1991). Disperze a geneticky tok, ktery je v tomto
pfipad¢ zkouman (misto toku propaguli), jsou uzce spojeny. A pravé na rozdilnosti
genetickych informaci vzniklych z velké &asti ndhodnym genetickym driftem selektivné
neutralnich alel (Hartl et Clark 1997) jsou postaveny moderni molekuldrni markery.

Pojem marker vieobecné pfedstavuje cilen¢ vybranou &ast celkové informace, znak,
ktery né¢jakym zpisobem vypovidéa o pfibuznosti daného souboru vzorkt (jedinci, populace,
druhu). Podivame-li se do minulosti, uz Gregor Mendel v devatenactém stoleti pouZil prvni
marker fenotypového razu. Moderni molekularni markery pfedstavuji informace ziskané na

zdklade€ analyzy molekul DNA ¢i proteinti. Pfedpokladem pro spravnou analyzu vegetace je

10



tedy pfedevs§im vyber vhodné €asti informace — nejlépe takové, kterd nema vliv na fitness
jedince (tedy selektivné neutralni).

Za poslednich nékolik let byla vyvinuta fada metod pro pokryti co nejvétsi $kaly
ekologické, evolu¢ni, taxonomické ¢i genetické problematiky. Idedlni molekulédrni marker by
mél podle Agarwal et al. (2008) spliiovat nésledujici kritéria: byt polymorfni a rovnomérné
rozmistény po celém genomu, poskytovat adekvatni vysvétleni genetickych rozdild, vytvaret
nezavisly a spolehlivy marker, mél by byt jednoduchy, levny a rychly, k analyze by mél
potfebovat co nejmensi vzorek DNA, mit vazbu na rizné fenotypy a nemél by vyzadovat
Zadnou pfedchozi informaci o genomu ¢&i organismu. Tyto pozadavky vSak zatim nebyly
splnény v ramci jedné techniky, proto dnes mame k dispozici celou $kadlu molekularnich
markerd li§icich se v riznych ohledech (tabulka 1), ze kterych je vzdy potfeba vybrat ten
,»nejvhodné&jdi“ pro danou studii (Sun et al. 1999).

Jednémi z nejstar§ich molekularnich markert jsou allozymy. Jejich mutaéni rychlost
se uvadi v¥adech 10 (Voelker et al. 1980) a nasli své uplatnéni pfedev§im diky nizké
naro¢nosti na technickou uroveni. Bohuzel ¢asto (ne vZdy) ukazuji pouze malou variabilitu
(Barret et al. 1993) a jsou dédi¢né z matefské i otcovské rostliny (pfes semena i pyl), je tedy
potieba odlisit $ifeni semen a pienos pylu. Dodnes je nevyie$ena otdzka, zda jsou allozymy
selektivné neutrdlni ¢i nikoliv.

Novodobé markery (RAPD, RFLP, AFLP, minisatelity, mikrosatelity) predstavuji
daldi krok k dokonalej§imu studiu rostlinnych genomti. Ouborg et al. (1999) ve své praci
uvadi rozdilnosti mezi témito zakladnimi technikami a zaroven odhaluje zékladni principy
vybéru markeru podle charakteru prace.

Vyse zminéné markery se li$i typem a mnoZstvim vysvétlované variability. Kazda
metoda ma sva pro a proti. Napfiklad mnozZstvi vysvétlované variability je potfeba vybrat
s pfihlédnutim na studovany vzorek. Studujeme-li populace na velkém Uzemi, je lep$i vybrat
si mén¢ variabilni marker, ktery ndm ukéaZe pouze vétsi rozdilnosti v genomu a ty mensi, které
by v tomto pifipad¢ byly matouci, necha bez odezvy. Nejméné variabilnim markerem jsou
allozymy, o néco vice variability zachyti RAPD a RFLP, pro odlifeni jemnych rozdila
v populacich se nejlépe hodi mikrosatelity a minisatellite fingerprints.

Dalsi charakteristikou markeru je dominance/kodominance. Kodominantni marker je
schopen rozli$it mezi homozygotem a heterozygotem (allozymy, mikrosatelity, RFLP), dale
dovoluje snadné odhadnuti frekvenci jednotlivych alel v populaci. Dominantni marker

(RAPD, AFLP) tuto vlastnost nema.
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Vybér studovaného genetického materiadlu také ovliviiuje informace, které miZeme
dostat. Jadernd DNA se dédi biparentilné — semeny i pylem. Organelovd DNA je ¢asto
dédéna uniparentalné a je tedy lépe detekovatelnd cesta od matefského jedince k nafemu

vzorku (napfiklad pti analyze rodiCovstvi...)

Tabulka 1:srovnén{ nej¢ast&ji pouZivanych molekuldrnich markert (Agarwal et al. 2008)

RFLP restriction length polymorphism, RAPD random amplified polymorphic DNA, SSR simple sequence
repeats (mikrosatelity), SSCP sngle strand conformational polymorphism, CAPS cleaved amplified poymorphic
sequence, SCAR sequence characterized amplified region, AFLP amplified fragment length polymorphism,
IRAP/REMAP inter-retrotransposon  amplified polymorphism/retrotransposon-microsatellite  amplified
polymorphism

reproduko- stupen lokusova technické mnoZstvi .

mnoZstvi vatelnost polymorfismu  specifita pozadavky potfebné DNA hiavni pouZit
RFLP vysoké vysoka stfedni ano vysoké vysoké fyzické mapovani
RAPD vysoké nizka stfedni ne nizké nizkeé genoveé znaceni
SSR stiedni stfedni stfedni ne stfedni nizké geneticka diversita
SSCP nizké stfedni nizky ano stfedni nizké SNP mapovani
CAPS nizké vysoka nizky ano vysoké nizké alelicka diversita
SCAR nizké vysokd stiedni ano stfedni nizké . |genové znadeni a fyzické mapovani
AFLP vysoké vysoka stfedni ne stfedni stfedni genové znaceni
IRAP/REMAP |vysoké vysoka stfedni ano vysoké nizké geneticka diversita
RAMPO stiedni stiedni stiedni ano vysoké nizké geneticka diversita

2.5.1 Mikrosatelity

Mikrosatelity nebo téZ Simple Sequence Repeats (SSRs; Balloux et Lugon-Moulin 2002) jsou
tandemové€ se opakujici repetice 1-6 bp nachézejici se v eukaryotickych i prokaryotickych
genomech. Vyskytuji se pfevazné v nekddujicich oblastech DNA (Metzgar et al. 2000) a jsou
charakterizovany vysokym stupném délkového polymorfismu. Jejich ptivod je nejspise ve
sklouznuti polymerazy v prub&éhu replikace DNA (Schlbtteter et Tautz 1992), mutaéni
rychlost je relativng velkd — 10 az 10”° na lokus (Tautz 1989). V poslednich 30 letech se
staly diky své vysoké variabilit¢ vyhleddvanym molekularnim markerem vyuZivanym pro
studium popula¢né genetickych otazek.

Jedinou nevyhodou je jejich neuniverzalnost — pro kazdy druh je potfeba vyvinout
novy specificky par primert pro PCR reakci, coZ je relativné naro¢né (Zane et al. 2002).
Kazdy druh mé kolem mikrosatelitd tzv. flanking regions — specifické sekvence nukleotidd,
které jsou stejné pro kazdého jedince daného druhu pro dany mikrosatelit. Kompatibilni
primery lze tedy najit bud’ sekvenaci genomu tohoto druhu (fadu osekvenovanych druhii lze

nalézt v genomovych knihovnach), nebo vyuZitim primerii vyvinutych pro blizce ptibuzny
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druh — metodou tzv. cross-amplifikace (Uspé€$nost amplifikace zcela logicky klesa

s fylogenetickou vzdalenosti; Scribner et Pearce 2000).

Mikrosatelity rozdélujeme do t¥i skupin:

1) jednoduché (simple) - ATATATATATATAT...

2) slozené (compound) - ATATATATATATGCGCGCGCGC....

3) pteruSované (interrupted) - ATATATCCATATACCATATAT...

Nejcastéjsi poéty opakujicich se bazi jsou tfi: dinukleotidy (u rostlin nejéastéji sekvence AT),
trinukleotidy (neporusuji ¢teci ramec, vyskytuji se tedy i v kodujicich oblastech genomu) a
tetranukleotidy (Jarne et Lagoda 1996).

Zjistovana variabilita vzorku je zavisla na po¢tu opakovani dané sekvence a zcela odpovida
délce PCR produktii, coZz umoZituje snadnou detekci alel v lokusu (kazdd ma jinou délku/maji
obé stejnou délku). Takto jednoduSe odhalime heterozygoty ¢i homozygoty v diploidnich
populacich. Pfi studiu polyploidnich druht si takto jisti byt nemtZeme. Ve chvili, kdy se nam
naptf. pro allotetraploida objevi fenotyp ,,AB“, nevime, jestli se jednd o genotyp ABAA,
ABAB nebo ABBB (Markwith et al. 2006).

S touto problematikou skdérovani je potfeba se vypotéadat predev§im kvili statistickym
programlim, které zatim nejsou schopny pracovat s neiplné uréenymi allopolyploidnimi
vzorky. V tuto chvili mdme dvé mozZnosti skérovani mikrosatelitovych gelt.

Becher et al. (2000) se rozhodl posuzovat kazdou alelu (tedy kazdou délku PCR
produktu) zvlast’ — jako pfitomnou ¢&i nepfitomnou. Pro vyslednou binarni matici dat 1ze poté
pouZit techniky vyvinuté pro dominantni markery.

Saltonstall (2003) oproti tomu pouZila ,,diploidni model* skérovani. Pokud se vyskytly
alely dvé nebo tfi, byly ostatni oznaleny za chybéjici v ramci lokusu, pfestoZe mohly byt
pfitomny pouze ve stejnych kopiich. Tento pfistup ovSem nepodita s pfipadem, Ze se jedna
alela vyskytuje v lokusu ve tfech kopiich a druha pouze v jedné, coZ je také zdroj variability,

ktery je timto zplisobem ztracen.
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Obrazek 2: Ukazka analyzy primérnich dat v programu GeneMarker dv&€ma riiznymi zpisoby

Becher et al. (2000): alela 189 193 207
jedinec 1 |1 1 1
jedinec2 |0 1 1

Saltonstall (2003): lokus 1

(? - chybejici data) jedinec 1 | 189 193 207 ?
jedinec2 193 207 ? ?

Témito dvéma zplsoby lze pfipravit datovou matici, kterou miZeme pouZit jako
vychozi pro n&které statistické programy. OvSem ptichazime tak o ¢ast informace. Markwith
et al. (2006) pfisel s programem Tetrasat, ve kterém se snaZi vyvinout systém, ktery by vyuzil
vSech dostupnych informaci o autotetraploidnim vzorku. Program si podle poétu zadanych
alel doda do matice viechny ostatni moZné kombinace lokusu, se kterymi déle pracuje. Jedna

se tak o jeden zmala principl, jak nepfijit o &ast variability a je§té vice tak zhodnotit
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genetickou informaci obsaZenou ve vzorcich. Program v$ak lze pouZit pouze pro omezené

mnoZstvi vzorki a lokusi a nelze ho vyuZit pro allopolyploidni druhy.

2.5.2 Vyuziti mikrosatelitt

Mikrosatelity maji diky svym jedine¢nym vlastnostem fadu vyuZiti. Mame-li k dispozici
vSechny jedince dané populace, 1ze s téméf stoprocentni pravd€podobnosti uréit rodice
dané¢ho jedince (tzv. analyza paternity a pfibuznosti). Na stejném principu (porovnavani
genotypt) funguje i idetifikace klond. Dal8i vyuZiti nachazeji mikrosatelity v populaéné-
genetickych studiich, kde sleduji genovy tok a migrace jednotlivych genotypt, poptipadé
zkoumayji historii populaci a jejich efektivni velikost.

Pfikladem analyzy rodi¢ovstvi je &lanek Robledo-Arnuncio et Gil (2005), ktefi
zkoumali model $ifeni pylovych zrn v rdmci izolované populace Pinus sylvestris. K dispozici
méli 36 stroml v ramci malé reliktni populace, z nichZ sebrali k analyze 813 semen. Zjistili,
Ze dalkova imigrace pylu pfedstavuje 4,3 % pozorovaného opyleni, samoopyleni je velice
Casté (25%) a primérnd vzdélenost pfenosu pylu je 48m. Z dalSich analyz vyplynulo, Ze pocet
a distribuce donorti pylu v malé populaci mizZe siln€ ovliviiovat smér efektivniho $ifeni
pylovych zrn.

Fér et Hroudova (2008a) zkoumali $ifeni Nuphar lutea v fi¢nich korytech. Ze 44
lokalit nachézejicich se na fekach Cidlina, Mrlina a Labe (CR) sebrali 156 vzorkd, které
nésledn€ zanalyzovali pomoci mikrosatelitd. Zjistili, Ze $ifeni vegetativnich propaguli na
dlouhé vzdalenosti je u tohoto druhu velmi limitované. Vzhledem k prokézané vyssi genetické
diversit¢ v dolni &asti toku feky lze usuzovat na §ifeni druhu po proudu, a diky positivni
autokorelaci mezi jedinci a Fi¢ni vzdalenosti 1ze ptedpokladat opakované $ifeni semen v rdmci
deseti kilometri.

Mikrosatelity byly pouZity i ke studiu genetické diversity a ifeni rdkosu obecného
vramci malého fi¢niho systému (Fér et Hroudova 2008b). Bylo sebrano 189 vzorkd na
bfezich fek Cidlina a Mrlina. Pomoci Bayesovského clusterovani jedinc odhalili autofi
né€kolik clusterti, jejichZ distribuce ukazuje na $ifeni vodou nebo vétrem podél toku feky.
Ostatni clustery byly rozesety ndhodné podél obou fek a lze tedy usuzovat na $ifeni za pomoci
vétru. Vzdélenost mezi jednotlivymi populacemi se stejnymi genotypy se pohybovala od 0,5

do 10,8 km, coZ miiZe byt dano vegetativnim $ifenim na dlouhé vzdélenosti.
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2.6 Phragmites australis

tinsiration provided by
IFAS, Center for Agquainc Plams
Universaty of Plonda, Gamesvilie, 1996

Rékos obecny (Phragmites australis
(Cav.) Trin. ex Steud.) je kosmopolitné
rozSifena rostlina zd&eledi Poaceae
tvofici rozsahlé klondlni porosty (Marks
et al. 1993). Jeji pivod je nejspise ve
vychodni ¢&i stfedni Asii (Gorenflot et al.
1990 ex Clevering et Lissner 1999).

Phrageutes ausirahs
Common feed

Roste na vétSin€ typech pid od
jilovitych po pis€ité a je tolerantni
kslanym i alkalickym podminkam
(Marks et al. 1993). Nej¢asté&ji se s nim

(krom vodniho prostfedi) setkdvame

podél Zelezninich trati, v silni¢nich

ptikopech a jinych prohloubeninach, ve

kterych se drZi voda. Obrazek 3: Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud.
zdroj: http://aquat].ifas.ufl.edu/phraus2.jpg

Jednd se o vysokou jednoletou
rostlinu se vzpfimenymi, 2 aZ 4m vysokymi stébly, kterd jsou neohebnd, hladka a duta.
V primé€ru mohou mit aZ 2,5 cm a jsou zakonfena hustou, &asto nafialovélou
tficeticentimetrovou latou se 3-7kvétymi klasky. Sedozelené listy vyristaji ze stébla a jsou
25-50 cm dlouhé, 1-5 cm Siroké. Kofenovy systém je silné€ vyvinuty, vytvéafi hustou sit
vyb&zki, ze kterého nésledné vyristaji dal§i ramety, kofeny rakosu $ahaji do hloubky okolo 1
m.

RozmnoZuje se vyb&Zky (obr. 4) nebo plody (Hejny 1960). Obilky jsou Sifeny
pfedevsim vétrem a vodou (do vodnich toki mohou padat celé laty), je znamé i Sitfeni ptaky
(Ridley 1930). Vegetativni rozmnoZovani slouZi k posileni populace v ramci dané lokality a
rakos timto zpisobem vytvaii rozsahlé porosty sloZzené z jednoho ¢&i vice klonl. Hydrochorng
se mohou §ifit i jednotlivé ulomky oddenkt (Haslam 1972).

Porosty rédkosu chréni pobfeZi pfed erozi pldy, udrzuji Ziviny na daném misté a
vytvaii postupny pfechod mezi vodni plochou a suchou pidou. Rékos je €asto vysazovan do

nové€ vzniklych bfehid aby branil jejich sesuvu (Uchytil 1992). SlouZi jako zdroj potravy pro
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¢lenovce, ptdky a savce a ]
v neposledni fad€ vytvaii specificky
domov pro fadu ohroZenych druhu,
které jsou na tomto habitatu zavislé 4
(Ostendorp 2003). E

V ramci vodnich makrofyt je

Phragmites australis jednou z nejvice
studovanych rostlin (Fér 2008). Jeji / hE apn
vysoky potet ploidnich drovni a | . , ;3
klonalni charakter otvira S$irokou " /o « | ’
Skdlu  otdzek  ohledné¢  vlivu T ',7; if;:,;,
polyploidie na morfologii, ekologii JRCNENEN

Zakladnimi euploidimi ¢&isly : ' '
Obrézek 4: tfi semenacky: A-velmi mlady, C-nejstarsi

rakosu je 3x, 4x, 6x, 7x, 8x, 10x, 11x, zdroj: http:/en.wikipedia.org/wiki/Image:Warming-

. o Skudbygning-Fig10-Phragmites-australis.jpg
12x (x=12), z ¢ehoZ nejb&éznéj$i jsou

tetraploidi (2n = 48) a oktoploidi (2n = 96) (Clevering et Lissner 1999). Tetraploidi jsou
povazovani za allotetrapolyploidy, vznikli hybridizaci dvou matefskych druht, oktoploidi
jsou autoallooktoploidni, tedy vznikli zdvojenim chromosomu allotetraploidi (Clevering et
Lissne 1999). Vzhledem k postupné migraci polyploidii za dobu jejich existence (n€kolik tisic
let) neni piekvapenim, Ze jednotlivé stupné plodiie maji sva ,,centra“ rozsifeni. Tetraploidi
(evolu¢né zfejme& nejstar$i) jsou dominantnimi v Evrop¢ a Americe, kdeZto oktoploidi
pfevazuji v Asii (bylo dokazéno, Z?e ke zdvojeni chromozomi a jejich vzniku doslo
opakované; Gorenflot et al. 1979 ex Clevering et Lissner 1999). V Ceské republice se
setkavame pfedevsim s tetraploidy, oktoploidni populace byla nalezena na slanisku Nesyt
(Clevering et Lissner 1999).

Hansen et al. (2006) se ve své praci zabyval vlivem stupné ploidie a geografického
ptivodu na morfologii kloni. Z jeho studia vyplynulo, Ze oktoploidni genotyp ma vé&tsi listy,
vy$3i a mohutn&j$i vyhony a v&tsi buiiky neZ hexaploidi a tetraploidi. Dodekaploidi se nijak
signifikantné neli$i od ostatnich genotypt, tetraploidi jsou podobni hexaploidim. Hustota
pruduchti klesa se stupném ploidie, zfejm& diky prodluZujicim se privodnim burikam.
Zavérem oviem dodava, Ze rozdilnost mezi jednotlivymi zkoumanymi klony je z velké miry

. 3 eqe 0 . Id v z ’
dana vysokou genetickou variabilitou a kosmpolitnim roz§itenim rdkosum.
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Klonédlni charakter druhu Phragmites vyvoldvd dal§i otazky ohledn€ genetické
variability v rdmci populaci. Pokud bychom totiZ brali populaci na dané lokalit¢ jako jeden
geneticky celek (jeden klon), dopustili bychom se chyby. White et al. (2004) provade¢l
vyzkum klondlnich porostii Phragmites australis v delté¢ feky Mississippi. Zjistoval, zda jsou
populace tvofeny pouze jednim klonem. Dle ofekdvani zjistil, Ze tomu tak neni a v rdmci
velkych populaci miiZe nalézt i n€kolik geneticky i morfologicky odliSitelnych klonti. OvSem
zajimavé bylo prostorové uspofadani danych populaci. White et al. (2004) naSel tzv.
,background“ a ,,patchy” populace. Patchy populace tvofily kruhovité ostrovy uprostied
background populaci, jeZ je obklopovaly. Morfologické rozdily mezi jednotlivymi klony byly
signifikantn¢ prokazany a odpovidaly ptedbéZnym zaveérim z isozymové analyzy. Jako divod
tohoto uspotadani dile uvazuje n€kolik faktord prostiedi, jako jsou hloubka vody a charakter
substratu, nebot’ jednotlivé klony maji svd optima od sebe posunuta a tedy kazdy dominuje
jinde.

PrestoZe v Evropé jsou populace rakosu relativné stédlé, pfedstavuje tato dobie se Sifici
rostlina naptiklad v severni Americe problematicky druh (Keller 2000). Kolonizovanim a
naslednym obsazovanim novych mist nahrazuje stavajici vegetaci (Marks et al. 1994) a méni
tak strukturu i funkci téchto mokfad. Velmi zdvaZznou otdzkou je odliSit od sebe ,benigni*
populace, které jsou stabilni a nepfedstavuji pro
okoli Zadnou hrozbu, a invazivni populace, které
svym §ifenim ohroZuji stavajici ekosystémy(Marks
et al. 1993). Tuto kryptickou invazi studovala
Saltonstall (2002) na dzemi severni Ameriky, kdy
porovnala  vzorky  modernich  spoleCenstev
s herbafovymi polozkami z obdobi pied rokem 1910.
Dokazala, Ze za dramaticky nartist poctu populaci
Phragmites australis za poslednich 150 let opravdu
miZe nepivodni klon a zarovei zjistila, Ze roz§ifeni
tohoto klonu bylo nejspiSe zplsobeno €lovékem —
rozsdhlou stavbou Zeleznic a silnic na konci 19. a

zaCatku 20. stoleti (tedy pfevozem kameni a suté

z piibieZnich oblasti do vnitrozemi).

Obrazek 5: porost Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud.
zdroj: http://plants.usda.gov/java/largeImage?imagelD=phau7 004 avp.tif
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3. Prakticka cast

Byla vyvinuta fada metod, kterymi lze studovat §ifeni roslin fekami. MiZeme chytat semena
¢i jiné propagule pfimo v korytu toku v riznych vzdalenostech od nami vybrané populace
(Bullock et al. 2006), miZeme pomoci sledovani znaenych semen zkoumat dalkové $ifeni
diaspor (Nathan et al. 2003). Dalii metodou je matematické modelovani pohybu propaguli
kolem matetské rostliny, zaloZené na nékterém z jiz vyvinutych dispersnich modeli (Nathan
et al. 2002).

V této préci jsme se viak rozhodli pouzit ke studiu §ifeni rostlin genetické metody
(molekularnich markeri), kterd ndm poskytne potfebnou informaci o genetické podobnosti
jedinci a populaci, na jejimZ zédkladé¢ mizeme dale usuzovat na $ifeni jednotlivych genotypt
vramci daného vektoru — v naSem pipadé fi€niho proudu. Z $iroké rodiny molekularnich
markeri byly vybrany mikrosatelity. Jednd se o vysoce variabilni kodominantni marker
s délkovym polymorfismem, tedy technika umozZiiujici rozlidit jednotlivé genotypy i v ramci
klonélnich rostlin (kterymi rékos bezesporu je). Timto ndm umoziiuje oddélit vnitropopula¢ni
a mezipopulaéni diversitu rakosu v CR.

Tato &ast bakalafské prace slouzi jako odrazovy mustek pro diplomovou praci, jde
ptedev$im o seznameni se s metodikou mikrosatelitii a zakladni vhled do celkové bohatosti
genotypti Phragmites australis u nas. Zaroveti jsme chtéli zjistit, zda i na naSem Uzemi se
nachéazeji populace sloZené z vice klonl, se kterymi bude potfeba v rozsahlejsi studii pro

diplomovou préci pocitat (a vénovat jim naleZitou pozornost).

3.1 Metodika

3.1.1 Sbér materialu

V ramci bakalafské prace jsem pracovala se 6 populacemi sebranymi v priibéhu vegetaéniho
obdobi roku 2007 zlokalit z celé Ceské republiky, vybranych nahodné s ohledem na co
nejvetsi geograficky rozptyl a pokryv povodi v ramci Héniho systému CR (obrazek &.6).

Sbéry materidlu byly provadény v ramci jedné oddé€lené populace, bylo vybrano 6-10
jedinci (od sebe vzdalenych cca 1-3m podle velikosti populace) s mladymi a nenapadenymi
listy, jejichZz ¢ast (3x5cm) byla uchovana v oznacenych igelitovych saécich se silikagelem.
Poloha jednotlivych populaci byla zaznamendna pomoci GPS soufadnic (popisky obrazek
¢.6).
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Obrazek 6: mapa &eské republiky ukazujici studované populace Rakosu obecného

1: Kyn3perk nad Oh#i (50°07°08°’ N; 12°31’17* E) 2: mezi Nymburkem a Pod&brady (50°10°07°° N;
15°04°56° E) 3: Ceské Bud&jovice (49°00°28"’ N; 14°27°45”’ E) 4: Stfeit (Litovel) (49°40°58"° N; 17°09°19”
E) 5: Hodonin (48°39°36’° N; 16°55°58’° E) 6. Ostrava (49°53’12”° N; 18°10°11”’ E)

3.1.2 Zpracovani v laboratofi

Z kazdé sebrané populace byly ndhodné vybrany 4 vzorky k nasledné analyze v laboratoti
DNA Katedry botaniky P#rodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze
(http://botany.natur.cuni.cz/dna). VysuSené ¢asti listovych &epeli byly pouzity k extrakci
DNA metodou CTAB (Doyle et Doyle 1987) . Poté byla zméfena koncentrace extrahované
DNA na spektrofotometru BioPhotometer firmy Eppendorf a DNA byla nafedéna na
koncentraci 5 ng . pl"'. Takto nafedéna DNA byla vyuzita k PCR.

Mikrosatelitovd analyza byla provedena s vyuZitim multiplex PCR s fluorescenéné
znaCenymi primery (Saltonstall 2003), uvedenymi v tabulce 2. SloZeni smési pro PCR reakeci:
sterilni voda 7,42 pl, pufr 1 pl, dNTP 0,2 pl, reverse primer 0,13 pl, forward primer 0,13 pl,
Red Taq polymeraza 0,25 pul, DNA 1 pl. Vzhledem k moZznému pouZiti 4 riznych barev
(jedna pro standart — ¢ervend) bylo moZno nakombinovat jednotlivé primery do 2 multiplexd
(Mastermix 1: PaGT4, PaGT8, PaGT9, PaGT14, PaGT16; Mastermix 2: PaGT11, PaGT12,
PaGT13, PaGT21, PaGT22). Pro PCR byl pouzit program dle tabulky 3 v termocykleru
Eppendorf Mastercycler Gradient.
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SloZeni smési pro PCR reakci: sterilni voda 7,42 pl, pufr 1 pul, dNTP 0,2 pl, reverse
primer 0,13 pl, forward primer 0,13 pl, Red Taq polymeraza 0,25 ul, DNA 1 pl.

Po PCR byly jednotlivé alely vizualizovdny pomoci agar6zové elektroforézy
s pouZitim ethidium bromidu ke zviditelnéni DNA v UV pomoci kamery Kodak Gel Logic
100. Diky této vizualizaci jsme zjistili, které prouzky byly viditelné v odpovidajicim rozsahu
a mohli byt déle posldny k vizualizaci na automatickém sekvendtoru ABI 3100 Avant

v sekvenacni laboratofi biologické sekce PfF UK.

Tabulka 2: ptehled selektivnich jadernych primeril pro rod Phragmites australis (Saltonstall 2003), prvni fadek
oznacuje jednu ze 3 fluorescen¢nich barev (Etrvta byla pouzita pro standart), nisleduje ndzev p¥islusného lokusu,
opakujici se tandemova repetice DNA, sekvence selektivnich primeri (forward a reverse) a na zavér délkovy
rozsah jednotlivych alel podle prace Saltonstall (2003) a rozdéleni do dvou multiplexd podle barev a délek alel.

barva NED NED NED

lokus PaGT4 | PaGT8 | PaGT9 | PaGT11| PaGT12|PaGT13|PaGT14|PaGT16] PaGT21 | PaGT22
repeat units  |(CA)9 (CA)8 (CA)10 |(CA)8 (CA)9 (CA)9 (CAY7 (CA)10 |(CA)S(AT) |(AC)8CTT
6(CA)6 (GA)5

forward primer |[TGCTCCC | TCTGAAC |CCATGTG |[CAACTCC|CTTCCTA [CTCATGC |GTTGCAG|ACCAATC |GCTACTCA|TTGAGTG
TGCAGTT |ATAATCC |TTAATGTT|GTGAATG|GGTCAGT |ATCACTT |CAAGTAT |AGTCAGA|ACAGGTAT|CCTGGTG
TCTTG TGGTGG |GTCC ACATGC |ATCATCC |CACAGG |TTGG CTAGCC |ACGG TATTCG

reverse primer |TATCCAC |TCTTGTG |ATTGAAT |CAGTTTG |GTGGCAG|ACACGGA|CAAGCAT |GTTCTCA |[ATTGAGG |AAGCTTC
CCTTCGA |TGAAGCA|CCACACG|TGCACTA |CTGATTG |CCTAACA |TCTAGTA |TGTTGGA|ATTGAGGT|TGTCATG
AGGCAC |GTTCTGC|TTTCCG |ATGGAC |ATTTGG |TCAACC |GTAGC |GAAGCC |GGTGG GAACCG

velikost 266-284 |170-193 |188-224 |142-151 |151-196 [206-224 |169-198 |231-298 |138-199 |159-209
multiplex MI MI MI Ml Ml Ml MiI MI Ml Ml

Tabulka 3: program pro selektivni PCR ktery byl pouzit pro amplifikaci mikrosatelitovych alel, za¢ind
2minutovou denaturaci dsDNA pti 94°C, ndsleduje 35 opakovéni cyklu denaturace (94°, 30 sec) - naseddni
selektivnich primerd (50°, 30 sec) — elongace (72°, 40 sec), a na zavér 15minutova terminace (72°), kdy dochazi
k dokonteni elongaci, po skon¢eni programu pfejde cycler na 10°C, coz je teplota vhodnd pro del§i uchovani
vysledkti PCR

teplota [°C] |doba trvani

94 2 min iniciaini

94 30 sec

50 30 sec 35 opakovani
72 40 sec

72 15 min terminaéni
10 hold
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3.1.3 Vyhodnoceni primarnich dat

Primarni data ziskana z automatického sekvenatoru byla analyzovdna pomoci demo verze

programu GeneMarker (http://www.softgenetics.com/genemarker.html) a idaje o velikosti

jednotlivych alel byly zaznamenany do tabulky, ktera slouZila jako zdroj pro datové matice
k jednotlivym programim. Tyto matice byly vytvafeny podle dvou ndvodi pro nakladani
s allotetraploidnimi jedinci (Becher et al. 2000, Saltonstall 2003).

Vsechny populace byly analyzovany pomoci programu BAPS 3.2 (Corander et
Marttinen 2005) a FAMD (Schliiter et Harris 2006). Pro zji$téni genetické struktury populaci
bylo aplikovano Bayesovské clusterovani pomoci programu BAPS 3.2 (Corander et Marttinen
2005). Tato metoda nam rozdélila jedince do jednotlivych clusterti bez pfedchoziho zadani
informace o puvodu tohoto jedince. Program FAMD (Schliiter et Harris 2006) spocital
vzdalenost mezi jedinci a pomoci zjisténych dat sestavil fylogeneticky strom. Data pro
program BAPS byla kodovana podle Saltonstall (2003), pro FAMD binérné€ podle Becher et
al. (2000).

3.2 Vysledky

Celkem bylo analyzovano 24 jedinci ze 6 populaci, z kazdé 4 jedinci.

populace ¢. 2, Kyn$perk nad Ohti (50°07°08°° N; 12°31°17"* E), vzorky ¢.2 1,2 3,2 6,2_8
populace ¢. 5, mezi Nymburkem a Podé€brady (50°10°07°° N; 15°04°56°“ E), vzorky €. 5_2,
56,538,510

populace &. 6, Ceské Bud&jovice (49°00°28”’ N; 14°27°45"" E), vzorky &.6 3,6 7,6 8,6 9
populace €. 14, Streni (Litovel) (49°40°58°° N; 17°09°19”* E), vzorky ¢. 14 4,14 5,14 9,

14 10

populace &. 15, Hodonin (48°39°36°° N; 16°55°58°° E), vzorky &. 15_1,15_3,15_7,15_9
populace ¢. 16, Ostrava (49°53°12°° N; 18°10°11°* E), vzorky ¢. 16_3, 16_6, 16_8,16_10
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Obrazek 7: Fylogeneticky strom 6 populaci rakosu z izemi CR studovanych pomoci 9 mikrosatelitovych lokusi;
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upraveny v programu FigTree (http://tree.bio.ed.é;:.uk/soﬂware/ﬁgtree)

Analyza programu BAPS

Number of clustered individuals: 24

Number of groups in optimal partition: §
Log(marginal likelihood) of optimal partition: -563.9
Best Partition:

Cluster 1: {2 1,2 3,2 6,2_8,16_6}

Cluster 2: {5_2,5 6,5 8,5 10}

Cluster 3: {15_1,15_3,15_7,15_9,16_3,16_8, 16_10}
Cluster 4: {6 _3,6_7,6_8,6 9}

Cluster 5: {14_4,14_5,14_9, 14_10}

Changes in log(marginal likelihood) if indvidual i is moved to group j:
ind 1 2 3 4 5

21 .0 -221 -17.8 -33.2 -233
23 .0 -221 -178 -332 -233
26: 0 -219 -179 -333 -234
28 0 -228 -180 -33.1 -232
52 200 .0 -17.8 -38.8 -21.2
56: 202 0 -156 -282 -213
5.8 -200 0 -178 -388 -212
5.10: -187 .0 -16.6 -374 -199
6.3 -329 -326 -285 .0 -l6.1
67 -36.7 -37.3 -340 .0 -26.1
6.8 -367 -373 -340 .0 -26.1
69: -36.7 -373 -340 0 -26.1
14 4: -127 -11.4 -155 -15.1 .0
14.5: -123 -155 -141 -149 0

23



14.9: -214 -195 -139 -172 .0
14_10: -13.5 -12.1 -41 -162 .0
15_1: -145 -114 0 -21.1 -13.7
15.3: 97 53 .0 -27.7 -124
157 -195 -206 .0 -273 -143
159: -135 -114 0 -158 -6.5
16_3: -81 -123 0 -19.0 -121
16 6: 0 -52 -64 -282 -I19
16_8: -102 -140 .0 -25.1 -14.0
16_10: -6.7 -143 .0 <253 -14.0

Probabilities for number of clusters
5 0.9998
6 0.0001739

3.2.1 Diskuze

Program BAPS rozdélil 6 studovanych populaci do 5 clusterti s pravdépodobnosti 99,98 %.
Clustery jsou tvofeny v zasadé podle pfislu$nosti k populaci, spojeny byly populace 15 a 16,
coZ je nejspise dano malym poctem dat, ze kterych nelze €init néjaké vetsi zavery.

Zajimavy je jedinec 16_6, ktery byl pfifazen do clusteru 1, tedy k populaci ¢. 2.
Nejspise se jedna o druhy klon v multiklonalni populaci nebo migranta.

Clusterovani provedené programem BAPS odpovida shlukovani jedinct viditelnému

ve fylogenetickém stromé vytvofeném programem FAMD (obrazek 7).

3.2.2 Zavér

Vzhledem k opravdu malému poétu dat je téZké vyvodit néjaké hodnotné zavéry. Pro budouci
diplomovou praci maji viak i tyto analyzy smysl. Zjistila jsem, %e v ramci CR ma cenu
studovat genetickou diversitu populaci rdkosu obecného za pomoci mikrosatelitli a Ze touto

metodou lze odhalit i diversitu v ramci klonu.
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4. Planované téma diplomové prace

Ma budouci diplomova prace bude plynule navazovat na dosavadni praci a méla by
prozkoumat celkovou genetickou diversitu rakosu obecné¢ho (Phragmites australis) v ramci
celé Ceské republiky. Bude studovana diversita velkych povodi i jednotlivych populaci,
s dirazem na objasnéni role feky pfi vzniku novych populaci, odhaleni odlisnosti v genomu
populaci jednotlivych povodi i odhaleni variability uvnitf populaci. Ke studiu genetické
variability bude pouzZito studia mikrosatelitovych markerd (Ouborg et al. 1999, 2000), které
jsou dostate¢né citlivé pro identifikaci jednotlivych genotypl a nasledné uréeni pfibuznosti
jedincd. Tato prace by nam méla pomoci odhalit, jak se tento druh §ifi v krajin€ a jakou roli

hraje vektor feky.

4.1 Otazky a zpusob jejich Feseni

V ramci diplomové prace bych se rada zaméfila na odlisnosti rdkosd v rdznych povodich
(jsou populace odli§né? nakolik jsou si podobné odlehlé populace?). Pro tento problém byl
zvolen sbér materidlu v jednotlivych povodich velkych fek — bude sbirdano nejspiSe 10
populaci z kazdého povodi, a to jak podél toku ,hlavni feky“, tak par populaci z ptitokd.
Povodi bylo zatim vybrano 7 (Ohfe, Berounka, Vltava, Sazava, Morava, Opava, Labe) dalsi
mohou byt pfidana v pribéhu prace.

Dale se pokusim zjistit roli feky (a strukturovani fi¢niho systému) ve vzniku novych
populaci (hraje roli, zda je populace po proudu, nebo je Phragmites $iten pfedevsim vétrem a
feka tudiz nema takovy vyznam pro jeho $ifeni?). Pro tuto problematiku jsme vybrali metodu
sbéru materialu v ramci jednoho povodi — jak podél toku feky, tak zjejich pfitokd (bude
sebrano nejspiSe v jednom z vy$e uvedenych povodi, a to s vét§im poctem analyzovanych
populaci).

A vneposledni fadé bych se rada dozvédéla, zda jsou populace (zejména ty
rozsahlejsi) tvofeny jednim nebo vice klony. Pro tuto otazku bude proveden transekt na veétsi
populaci (pfipadné vice populacich) — hustota odbéru zatim nebyla stanovena, rozhodne se az
podle jednotlivych vysledku.

Vybér jednotlivych lokalit bude proveden na zakladé promitnuti seznamu populaci
z Ceské nérodni fytocenologické databaze (Chytry et Rafajova 2003) do programu ArcGIS.
V3sechny vzorky (tedy Cepele zdravych a nejlépe mladych listd Phragmites australis) budou po
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sebrani a zaznamenéni polohy lokality pomoci soufadnic GPS uchovavany v suchém stavu v
silikagelu, nasledné¢ bude extrahovdina DNA metodou CTAB (Doyle et Doyle 1987).
K mikrosatelitovym analyzdm budou namnoZeny dané ¢asti studované DNA pomoci PCR za
pouZiti specifického péaru primert (primery ¢&. 4, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 16, 21, 22; Saltonstall
2003; jiz odzkouSeny v bakalafské praci), bude provedena fragmentaéni analyza na
automatickém sekvenatoru ABI 3100 Avant v sekvena¢ni laboratofi biologické sekce PiF
UK. Postup pti analyze primarnich dat bude obdobny jako u bakalatské prace — za pomoci
demoverze programu GeneMarker (http://www.softgenetics.com/genemarker.html), udaje o
velikostech jednotlivych alel budou zapsany do tabulky. Statistické programy pro jednotlivé

otazky budou teprve vybrany.
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