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Abstrakt

Druhovy komplex Arabidopsis arenosa je blizce pfibuzny modelovému druhu
Arabidopsis thaliana. Areal rozsifeni diploidni linie pokryva vétsi Cast stfedni a
jihovychodni Evropy S pozoruhodnou diverzitou ekologickych nik od motské hladiny po
vysokohorské vrcholky. Genetické vztahy mezi diploidnimi populacemi A. arenosa stale
nejsou piili§ zndmé. Pomoci 14 jadernych mikrosatelitovych markerti byla prozkoumana
evoluéni historie diploidniho cytotypu napfi¢ celym aredlem rozsieni. V ramci komplexu
Arabidopsis arenosa bylo objeveno 5 linii, které se vyskytuji v biogeograficky odlisnych
oblastech. Tyto linie byly oznaceny jako Zapadni Karpaty, Vychodni Karpaty, Panonska
nizina, Dinarské hory a Pobalti (podle toho, ve kterém geografickém regionu se tyto linie

nachazi).
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Abstract

The Arabidopsis arenosa species complex is closely related to the model species
Arabidopsis thaliana. Distribution range of the diploid lineage covers most parts of
Central and South-eastern Europe with a remarkable diversity of ecological niches from
sea level to alpine peaks. There is still little known about genetic relationships among the
diploid populations of A. arenosa. The evolutionary history of the diploid cytotype across
its entire range was explored by using 14 nuclear microsatellite loci. Five lineages
occupying biogeographically distinct regions were identified in Arabidopsis arenosa
complex. These lineages were labelled as Western Carpathians, Eastern Carpathians,
Pannonian Lowland, Dinaric Alps and Baltic Shore (according to geographical regions

where these lineages occur).
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1. Uvod

Arabidopsis arenosa (L.) Lawalrée je druhovy komplex =z celedi
Brassicaceae, ktery zahrnuje taxony o riznych ploidnich trovnich (2x a 4x), které¢ také
Casto hybridizuji. Velké mnozstvi druhii z ¢eledi Brassicaceae hybridizuje nebo
polyploidizuje, a proto je tato ¢eled’ mimo jiné studovana z hlediska evolu¢nich procest,
jako jsou pravé hybridizace a polyploidizace (Marhold & Lihova 2006). Ptikladem
mohou byt studie rodu Cardamine (Lihova et al. 2007), Rorippa (Bleeker 2003), Arabis
(Karl et al. 2012) a Draba (Jordon-Thaden et al. 2010). Jednim z nejstudovanéjsich druht
z Celedi Brassicaceae je znamy modelovy druh Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Innan
et al. 1997; Bennetzen 1999; Van der Zwan et al. 2000; Mitchell-Olds 2001), ktery je
zaroven blizce ptibuzny modelovému druhu Arabidopsis thaliana (Al-Shehbaz et al.
1999; Clauss & Koch 2006; Koch & Matschinger 2007). Navzdory skute¢nosti, Ze
modelovému druhu byla vénovéana velkd pozornost ze strany védcl zkoumajicich jeho
genom, informace o jeho nejblizsich piibuznych (zejména Arabidopsis arenosa) jsou
nejednoznac¢né a chybi zde piehledné shrnuti (Clauss & Koch 2006; Schmickl et al.
2012).

Tito pfibuzni druhu Arabidopsis thaliana se v poslednich dvou dekadach také
ptesouvaji do popiedi z4jmu evolu¢nich biologil, protoze mohou tézit z velkého mnozstvi
genetické variability a pfirodnich fenotypti vhodnych pro dal§si experimenty
(napt.: Hunter & Bomblies 2010; Koenig & Weigel 2015). Konkrétni divoce rostouci
druhy rodu Arabidopsis byly v nedavné dobé ustaveny modelovymi druhy ke zkoumani
evoluce self-compatibility rostlin, adaptace rostlin na lokalni podminky a pocinajici
speciace (napf.: A. lyrata; Leinonen et al. 2011; Haudry et al. 2012), tolerance vuci
tézkym kovim a regulace doby kveteni (napi.: A. halleri; Aikawa et al. 2010; Meyer et
al. 2015).

Zatimco Arabidopsis arenosa, coz je geneticky nejvariabilnéjsi druh z tohoto
rodu (Hohmann et al. 2014), u kterého se navic v uréitych oblastech pfirozen¢ vyskytuji
spole¢né diploidni a autotetraploidni populace (Schmickl et al. 2012), byl zatim vyuzit
pouze pro rozlusténi molekularni podstaty adaptace na duplikaci genomu (Yant et al.
2013). Na rozdil od ostatnich druhd Arabidopsis je totiz znamo velmi malo o jeho

rozsahlém ,pattern® genetické variability a evolu¢ni historie, zvlast¢ u diploidniho



cytotypu, coz nasledné omezuje jeho vyuziti pro feSeni obecnych otazek botaniky,
napftiklad polyploidizace. Jedina geneticka studie zabyvajici se A. arenosa ve velkém ale
nikoli celém rozsahu variability, vychazi z AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) a plastidovych markert. Diky nim byly identifikovany oblasti s Vyssi
genetickou diverzitou, ale nepodafilo se odlisit hlavni evolu¢ni linie uvniti skupiny
(Schmickl et al. 2012). Nedavna uspésna aplikace RAD sekvenovani (Restriction
Associated DNA sequencing) pomohla odhalit spoleény ptvod jinak Siroce rozsitenych
tetraploidnich populaci (Arnold et al. 2015). Tato studie vSak byla zaméfena pfevazné na
tetraploidy, takze poskytla pouze omezené informace o genetické strukture diploidniho
cytotypu.

Problémem Arabidopsis arenosa je neustalené taxonomické pojeti, které se
rizni od jednoho monofyletického druhu (to pouziva vétsina studii, jako napt.: Yant et al.
2013; Arnold etal. 2015) az po rozpoznavani deseti riznych taxont (diploidnich a
tetraploidnich druhdi nebo poddruhti, ¢asto neformdln€¢ oznacenych), coz je obvykle
ptipad systematicky a lokéln¢ zaméfenych studii (Mési¢ek & Golidsova 2002; Schmickl
etal. 2012).

1.1.Cile a otazky

Cilem této diplomové prace je zhodnotit pouziti mikrosatelitovych markert
pro ucely fylogeografie druhového komplexu Arabidopsis arenosa a porovnat vysledky
této klasické metody s moderni metodou RAD sekvenovani, kterd byla pouZzita jako
hlavni zdroj informaci ve studii Kolat et al. (2016), kde byl analyzovan tentyz dataset,
ktery je soucdsti mé diplomové prace. Dal§imi cili je prozkoumat diverzitu a evolu¢ni
vztahy mezi diploidnimi liniemi komplexu Arabidopsis arenosa, analyzovat jeho
soucasné rozsifeni a navrhnout taxonomické feSeni pro tento komplex. Tato prace je
zaméfena pouze na studium diploiddi, protoze vztahy na diploidni Grovni jsou zékladem
pro pochopeni vztahii mezi diploidy a tetraploidy. Zde navrZeny systém pak mulize

K zodpovézeni evolu¢nich a taxonomickych otazek byla vyuZita jiz zminéna
analyza mikrosateliti (také tzv. SSRs — Simple Sequence Repeats), tj. useki DNA

bohatych na tandemové repetice, kterd se vyuziva zejména pro studium genetickych



vztahll v ramci blizce pfibuznych druht, a pro odhad genetickych charakteristik na
populaéni trovni. I ptfes bouflivy vyvoj novych molekuldrnich technik vyuzivajicich
sekvenovani nové generace (angl. zkratka NGS — Next Generation Sequencing)
Vv posledni dekadé je klasickd metoda mikrosateliti stile hojné vyuzivana (Sall et al.
2004; Lopez-Vinyallonga et al. 2015). A to zejména diky kombinaci nizké ceny a
mnozstvi informaci, které metoda poskytuje, zejména je-li pouzito vétsi mnozstvi téchto
marker za pouziti tzv. multiplexovani. Vyhodou metody mikrosateliti jsou zejména
kodominantni dédi¢nost a multialelicka povaha dat, ktera ziskdvame — tj. Ze analyzou
téchto dat je mozné zobrazit vSechny pfitomné alely jedince (a nasledné vSechny alely
V populaci) a také vztahy mezi jedinci a populacemi. Dalsi jeho vyhodou je vysoka
variabilita na urovni poddruhti vyplyvajici z vysoké muta¢ni rychlosti (Tautz 1989). Diky
tomu jsou mikrosatelity Siroce vyuZzivany ke studiu genetické variability, struktury a
dynamiky na druhové i popula¢ni urovni (Provan et al. 1999; Fér & Hroudova 2009;
Harbaugh et al. 2009; Lepais et al. 2013).

Cilem mé diplomové prace je odpoveédét na zédkladni evolucéni a fylogeografické otdzky.

a) Kolik hlavnich evolu¢nich linii je mozné rozlisit na diploidni Grovni v ramci
komplexu A. arenosa na zakladé¢ studia mikrosateliti?

b) Jaka je struktura genetické diverzity téchto evolucnich linii v ramci komplexu
A. arenosa?

c) Do jaké miry probiha mezi jednotlivymi liniemi genovy tok?

d) Jak se jednotlivé evoluc¢ni linie §itily v prostoru a ¢ase, a jak je mozné vysvétlit
jejich soucasné rozsiteni?

e) Jak se lisi poznatky o genetické struktufe zjisténé na zakladé studia mikrosatelitd

a na zakladé RAD-sekvenac¢nich dat?
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Obrazek 1: Ilustrace Arabidopsis arenosa.

Prevzato z https://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_arenosa
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2. Literarni reSerse

2.1.Fylogeneze a fylogeografie

Tato prace se zabyva fylogenezi a fylogeografii druhového komplexu
Arabidopsis arenosa, jejiz nedilnou soucasti je snaha o rekonstrukci a pochopeni vztahi
mezi populacemi tohoto druhu. Populace A.arenosa jsou vysoce geneticky
diverzifikované, coz vedlo v minulosti k popisu nékolika samostatnych taxont v ramci
druhu, obvykle na urovni poddruht (jako napi.: Arabidopsis borbasii subsp. carpatica,
Arabidopsis petrogena subsp. petrogena a Arabidopsis nitida), které byly navic ¢asto
popsany jen formalné, a nebyly publikovany. Tato klasifikace Arabidopsis arenosa do
(vice ¢i méné formalnich) subspecii vSak neni jednoznacnd a navic ji komplikuje
existence prechodnych morfotypti u nékterych populaci, coz muze byt zplsobeno
hybridizaci nebo polyploidizaci. Mira hybridizace a polyploidizace vSak nebyla
u Arabidopsis arenosa nikdy cele popsana — pravé naopak, vétSina studii je zaméfena
velice konkrétné¢ napiiklad na hybridizaci mezi diploidnim Arabidopsis thaliana a
tetraploidnim A. arenosa za vzniku A. suecica (Kamm et al. 1995; Bushell et al. 2003)
nebo na adaptace souvisejici s duplikaci celého genomu (Hollister et al. 2012; Yant et al.
2013). Recentni studie (Kolaf et al. 2016), ve které jsou zahrnuty i vysledky této
diplomové prace, se zamétuje pravé na rekonstrukci vztahi mezi diploidnimi zastupci
v ramci komplexu Arabidopsis arenosa. Cilem této studie bylo zkoumani genetické
struktury diploidniho cytotypu Arabidopsis arenosa napfi¢ jeho celym arealem rozsiieni
a testovani korelace mezi genetickou strukturou a ekologii druhu. K tomu byly vyuzity
nasledujici  molekuldrni markery: celogenomové SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) a jaderné mikrosatelity. Z takto ziskanych dat byly zrekonstruovany
fylogenetické vztahy, které odhalily rozsahly ,,pattern® genetické diverzity a naznacily

evolucni historii diploidniho cytotypu (Kolaf et al. 2016).

vvvvvv

molekularnich technik a specifickych markerti nezkreslenych vlivem vnéjsiho prostiedi
na studované jedince (Schaal et al. 1998). Zjisténi, ze geografické rozmisténi

koresponduje nejen srozlozenim genetické diverzity ale také s genetickymi
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vzdalenostmi, umoznilo vznik nové oblasti na poli védy: fylogeografie (Avise et al.
1987).

Fylogeografie se zabyva popisem a studiem diferenciace populaci na zakladé
jejich geografického rozSifeni a jejich genetické pfibuznosti v ramci druhu
(ptip. druhového komplexu) a zkouma Sifeni taxonti v prostoru a c¢ase, jakoz i miru
genového toku mezi populacemi i mezi vys$Simi taxonomickymi jednotkami, mezi
kterymi se neutvofila kompletni reprodukéni bariéra (Avise et al. 1987). Sifeni taxonu
muze byt ovlivnéno strukturou krajiny, slozenim ptdy, kompetici a klimatem. Podle
Milankovi¢ovy teorie se béhem pleistocénu stiidala tepla obdobi s dobami ledovymi jako
dusledek pravidelného kolisani ob&ézné drahy Zemé kolem Slunce (Imbrie 1985).
Posledni doba ledova v severni ¢asti Evropy a Severni Ameriky, jejiz maximum (LGM —
Last Glacial Maximum) nastalo v obdobi pied 18000 az 24000 let, silné ovlivnila
soucasnou distribuci druht (Hewitt 2000).

Vseobecné se tedy predpoklada, ze soucasné vzorce geografického rozlozeni
genetické variability na severni polokouli byly vyznamné ovlivnény klimatickymi
zménami, ke kterym dochazelo v pribéhu pleistocénu. Diky migracim v dobéch ledovych
se ménily puvodni arealy rozSiteni rostlin (naptiklad latitudinalnimi i altitudinalnimi
posuny); obvykle byly omezeny na mensi plochu nebo roztfistény na malé dil¢i aredly,
coz vedlo obecné k diverzifikaci populaci. Behem rekolonizaci (v dob¢ interglacialll) pak
navic ¢asto dochazelo k sekundarnimu kontaktu mezi témito roztfiSténymi a ptivodnimi
populacemi (Koch & Kiefer 2006). Tyto zmény v distribuci organismi (posuny, expanze,
fragmentace 1 extinkce) sehraly vyznamnou roli pii formovani soucasnych genetickych
,patterns® mezi druhy i v ramci jednotlivych druht (Taberlet et al. 1998; Hewitt 2000),
takZe dneSni rozmisténi druhli nereflektuje pouze jejich preference urcitych habitath ale

také historii rekolonizace uzemi.
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2.2. Evoluc¢ni procesy (hybridizace, polyploidizace)

2.2.1. Hybridizace

Hybridizace je proces, pfi kterém dochézi ke kiizeni dvou geneticky vice ¢i
mén¢ odlisSnych druhti. Mezidruhova hybridizace Casto pfispivd ke zvySeni genetické
variability a mtze vést ke vzniku novych taxoni (Marhold & Lihova 2006). Jedna se o
tzv. sympatrickou speciaci, coz je zpusob vzniku nového druhu ve stejném case a
prostoru, ve kterém se vyskytuje i druh ptivodni (Dieckmann & Doebeli 1999) — v tomto
piipadé oba rodi¢ovské druhy vzniklého hybrida.

K hybridizaci bézn¢ dochdzi mezi taxony o stejné ploidni Grovni (typicky se
stejnym zakladnim chromosomovym ¢islem, ale i s odlisnymi chromosomovymi ¢isly), a
potom se jedna o tzv. homoploidni hybridizaci. Pokud dochazi k hybridizaci mezi taxony
na rizné ploidni Urovni, mluvime o tzv. heteroploidni hybridizaci nebo také
allopolyploidizaci. Z toho vyplyva, ze hybridizace a polyploidizace jsou jevy, které spolu
velmi tzce souviseji (Hegarty & Hiscock 2005).

V rodé Arabidopsis je hybridizace pomérné Castym jevem (Schmickl & Koch
2011). V této studii Schmickl & Koch (2011) byl odhalen pfirozen¢ se vyskytujici hybrid
mezi tetraploidnimi zastupci Arabidopsis arenosa a A. lyrata (A. arenosa — donor pylu,
A. lyrata — akceptor pylu), ktery vykazuje ptechodné morfologické znaky mezi obéma
rodicovskymi druhy. Dobfe doloZenym ptipadem hybridizace mezi jiz vymezenymi
druny vramci rodu Arabidopsis, kdy navic dochazi ke speciaci, je druh
Arabidopsis suecica (Fries) Norrlin, Meddel., coz je produkt hybridizace mezi diploidnim
Arabidopsis thaliana a tetraploidnim A. arenosa, kde A. arenosa je opét donorem pylu a
A. thaliana jeho akceptorem (Mummenhoff & Hurka 1994; Jakobsson et al. 2006).

2.2.2. Polyploidizace

Polyploidizace je odborny termin oznacujici proces pomnoZeni
chromosomovych sad organismii. Takové organismy se pak nazyvaji polyploidni jedinci
nebo také jednoduse ,,polyploidi*“. Polyploidizace je dal§im z mechanismii sympatrické
speciace, tj. vzniku biologickych druhii vyskytujicich se ve stejném prostoru, a zvIaste

urostlin je pomémé bézna (Otto & Whitton 2000). Oproti jinym specia¢nim
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mechanizmiim dochézi pti polyploidizaci k okamzité zméng, tj. nové vznikly polyploid je
od pocatku izolovany od rodicovského druhu a pfi zpétném kiizeni vznikaji nefertilni
jednici (Jakobsson et al. 2006).

U polyploidizace rozlisujeme dva zakladni typy — autopolyploidizace a
allopolyploidizace — které se li§i mechanizmem vzniku polyploida (Marhold & Lihova
2006). Autopolyploid vznikd zmnozenim vlastniho genomu, zatimco allopolyploid
kiizenim mezi odliSnymi druhy, tj. hybridizaci rtiznych genomii nésledovanou
nez se vseobecn¢ predpoklada, ale je ji vénovana mensi pozornost ze strany védcii nez
allopolyploidii (Parisod et al. 2010). Obvykle se studie autopolyploidii zamé&tuji na rizné
adaptace spojené s duplikaci genomu (angl. Whole Genome Duplication — WGD), jako
napiiklad Yant et al. (2013) nebo Hollister et al. (2012). Dnes se ptredpoklada, ze
opakované duplikace celého genomu sehraly dulezitou roli v evoluci rostlin (Yant et al.
2013).

V celedi Brassicaceae zcela bézn¢ dochéazi k mezidruhovému genovému toku
(hybridizaci) a pomérné casto se zde vyskytuji polyploidni zastupci, coZ naznacuje, ze
procesy polyploidizace a hybridizace sehradly zédsadni roli pfi speciaci v této celedi
(Marhold & Lihova 2006). Pfedpokladany pocet polyploidnich druhti ¢ini odhadem 37 %
(Warwick & Al-Shehbaz 2006). Tento odhadovany podil mize byt vyssi, vezmeme-li
vuvahu i druhy, u nichZz doslo k duplikaci genomu pifed dlouhou dobou,
tzv. paleopolyploidy. Potom je odhadovany podil polyploidnich druhi az 50 % (Koch
et al. 2003). Piikladem mohou byt paleohexaploidni druhy z rodu Brassica (Marhold &
Lihova 2006). Co se tyce rodu Arabidopsis, ten se oddélil od tribu Brassiceae jesté
ptredtim, nez doslo u Brassiceae k hexaploidizaci. K rozdéleni doslo nékdy v obdobi pied
7,9 az 14,6 miliony let (Lysak et al. 2005). Navzdory faktu, ze polyploidizace je v rodé
Arabidopsis pomérné béznym jevem, bylo na ni doposud zaméfeno jen malo pozornosti.
U rodu Arabidopsis se setkavame s n¢kolika v pfirodé se vyskytujicimi tetraploidnimi
druhy. Jedna se o stabilni allopolyploidni druhy A. suecica (Fries) Norrlin, Meddel. a
A. kamchatica (Fisch. ex DC.) O’Kane & Al-Shehbaz (Schmickl & Koch 2011). Dalsim
pfipadem pfirozené se vyskytujicich tetraploidnich populaci je druhovy komplex
Arabidopsis arenosa, ktery zahrnuje diploidni i tetraploidni taxony (Mgsicek 1970;
Schmickl et al. 2012). U téchto taxonti neni dosud znamo, jestli se jedna o autopolyploidy
nebo allopolyploidy, ani jestli vznikli jednou v historii nebo opakované (Clauss & Koch
2006).
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2.3.Rod Arabidopsis (DC.) Heynh.

Jméno Arabidopsis bylo puvodné navrzeno de Candollem v roce 1821 jako
sekce rodu Sisymbrium L. Roku 1842 pozvedl Heynhold taxon Arabidopsis na troven
biologického rodu a za jeho jediny druh oznacil Arabidopsis thaliana, bez ohledu na fakt,
ze tento druh viibec nebyl zahrnut v ptivodni de Candollové pojeti sekce Arabidopsis. To
by ve vysledku znamenalo, ze jméno Arabidopsis by bylo pouhym synonymem dfive
publikovanych nazvii. Avsak vzhledem k vyznamu Arabidopsis thaliana pro rostlinnou
biologii v dnesni dobé se taxonomové dohodli na definitivnim feSeni — tj. zachovani
tohoto jména v nomenklatufe navzdory jeho komplikované historii. K tomuto
,,zakonzervovani® doslo v roce 1988 v Berlin¢ (Al-Shehbaz & O’Kane 2002).

Podle studie O’Kane & Al-Shehbaz (1997) je rod Arabidopsis rozliSovan na
9 druhd, které jsou shrnuty nasledovné:

e Arabidopsis arenosa (L.) Lawalrée

e Arabidopsis cebennensis (DC.) O’Kane & Al-Shehbaz

e Arabidopsis croatica (Schott) O’Kane & Al-Shehbaz

e Arabidopsis halleri (L.) O’Kane & Al-Shehbaz

e Arabidopsis lyrata (L.) O’Kane & Al-Shehbaz

e Arabidopsis neglecta (Schultes) O’Kane & Al-Shehbaz

e Arabidopsis pedemontana (Boissier) O’Kane & Al-Shehbaz
e Arabidopsis suecica (Fries) Norrlin

e Arabidopsis thaliana (L.) Heynhold

2.3.1. Druhovy komplex Arabidopsis arenosa

Arabidopsis arenosa agg. je nejdiverzifikovanéjsim druhovym komplexem
v ramci rodu Arabidopsis. Zahrnuje jednoleté, dvouleté i kratkoveéké vytrvalé rostliny,
diploidni i tetraploidni zastupce (Al-Shehbaz & O’Kane 2002). Diploidni jedinci maji 16
chromozomil (2n = 16) a tetraploidni maji 32 chromozoml (2n = 32) (M¢ésicek 1970).
Oba cytotypy, diploidni i tetraploidni, vykazuji ptekvapujici diverzitu habitatd od
moftského pobiezi po alpinska stanovisteé (rozpéti cca 2500 vyskovych metrtt), a zaroven
od submediteranniho Balkanského poloostrova aZz po subarktickou severni cast

Skandinavie — rozpéti cca 3000 km zemépisné Sitky (Hoffmann 2005, Kolaf et al. 2015).
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Takova ekotypova variabilita je pozoruhodna a v celém rodé Arabidopsis ojedinéla
(pouze s vyjimkou Arabidopsis kamchatica), coz naznacuje velky potencial pro vyuziti
Arabidopsis arenosa naptiklad ke studiu lokalnich adaptaci.

Areal rozsiteni Arabidopsis arenosa zahrnuje celou temperatni oblast Evropy
a ma tii centra genetické diverzity — jedno Vv Karpatech, druhé na Balkanském
poloostrové a tfeti ve vychodni az jihovychodni casti Alp (Schmickl et al. 2012).
Distribuce diploidnich a tetraploidnich cytotypu se piekryva v oblastech vychodnich a
zapadnich Karpat, v mensi mife pak v piedhtii Julskych Alp na tizemi Slovinska. Tato
zjisténi tykajici se rozsifeni komplexu A. arenosa a jeho cytotpti v Evropé¢ byla zalozena
na rozsahlém samplingu A. arenosa skrze cely aredl jeho rozsifeni a lze je povazovat
za dosud nejucelengjsi (Kolar et al., 2015). Diploidni zastupci A. arenosa se Vyskytuji
pfevazné ve stfedni, severni a vychodni Evropég, nerostou v podminkidch Mediteranu ani
v pfili§ chladnych severnich oblastech. V severnich oblastech vyskytu ptevazuji
tetraploidni jedinci, coz vyplynulo z terénniho sbéru populaci po celé Evropé (Kolar et al.
2015). Diploidni linie se vyskytuje hlavné na pfirozenych habitatech ve vysSich
nadmoiskych vySkach (Al-Shehbaz & O’Kane 2002). Mezi primarni stanovisté
Arabidopsis arenosa patii rokliny a vlhké stinné skaly (jako jsou napiiklad
ve Slovenském raji). Ve vysSich nadmoiskych vyskach roste na horskych travnicich,
subalpinskych karech a na bfezich horskych jezer. Sekundarné roste na antropicky
ovlivnénych stanovistich, jako jsou napiiklad zficeniny hradli nebo mista podél
zelezni¢nich trati a silnic. Tato stanoviSté jsou preferovana zejména tetraploidnimi
zastupci (Kolar et al. 2015). Typicka stanovisté A. arenosa jsou pro ilustraci vyobrazena
na obrazku 2. Zastupce komplexu Arabidopsis arenosa lze nalézt jesté na jednom typu
stanovi$t, pon¢kud odlisSném od vySe jmenovanych, a to jsou pisecné duny na moiském
pobiezi — jedna se o populace z pobiezi Baltského mote (Al-Shehbaz & O’Kane 2002;
Schmickl et al. 2012; Kolaf et al. 2015). Z hlediska substratu Arabidopsis arenosa
preferuje bazické podlozi, vapenaté nebo kiemicité. Jeho areal vyskytu nicméné zahrnuje
1 pohofi s kyselym podloZim, ale v takovém piipadé roste pouze na bazickych vychozech

(Clauss & Koch 2006).
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Obrazek 2: Primarni a sekundarni stanovisté obyvana diploidnimi zastupci Arabidopsis arenosa.

Pfirodni stanovisté: B (bfeh horského jezera), D (moiské pobiezi), E (stinné a vlhké skalni
Stérbiny) a G (kamenité stepi). Stanovisté ovlivnéna lidskou cCinnosti: A (zficenina hradu),
C (opustény lom) a F (chodnik).

Fotky prevzaty z prace Kolar et al. 2015.

2.3.1.1. Problematicka taxonomie

Druhovy komplex Arabidopsis arenosa Vv soucasné dobé zahrnuje skupinu
nedokonale definovanych diploidnich a tetraploidnich taxont, které jsou diky Siroké Skéle
existujicich morfotypli mnohdy nejednoznaéné popsany, ptipadné jsou popsany pouze
neformalné (Koch & Matschinger 2007; Schmickl et al. 2012). Dale se budu zabyvat
pouze diploidnimi taxony, protoze situace mezi tetraploidnimi taxony je velmi
komplikovana a k jejimu pochopeni je tfeba jasné porozuméni problematice diploidii. Na
problematiku diploidu je pravé zaméfena tato diplomova prace a nize jsou popsany pouze
znamé diploidni taxony.

Jednim z moznych vysvétleni vysoké morfologické a karyologické diverzity,

ktera vedla k popsani mnoha druhti v ramci skupiny Arabidopsis arenosa, muze byt
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glacialni historie dané¢ho Uzemi, jehoz vétsi ¢ast nebyla v prabéhu pleistocénu nikdy
zalednéna. Diky tomu zde mohlo pfezivat mnozstvi izolovanych populaci v refugiich,
které se adaptovaly na lokalni podminky, a daly vzniknout lokélné odlisnym formam
(Mgsicek 1970). K celkové komplexité skupiny piispiva i vnitrodruhova hybridizace a
opakovana duplikace genomu (Marhold & Lihova 2006).

Hlavni problematika spociva v tom, Ze nékteré¢ klasifikacni systémy uznévaji
uréité taxonomické jednotky za odlisné druhy, zatimco jiné je povazuji pouze
za poddruhy druhu Arabidopsis arenosa. V dne$ni dobé je tedy druhovy komplex
A. arenosa clenén na dva az Sest druhti nebo poddruht, coz zalezi na piistupu zvoleném

védci.

Karpatské populace byly svého ¢asu velmi intenzivné studovany M¢sickem,
coz vedlo k rozliSeni ¢tyf diploidnich druhli na zékladé jejich odlisSnych morfologickych
znakt (Mésicek 1970; M¢ésicek 1998):

e Arabidopsis borbasii subsp. carpatica
e A nitida
e A. petrogena subsp. petrogena

e A neglecta

Nicméné€ prvni tii z té€chto taxonl nebyly formalné popsany a jejich nazvy
publikovany, a tudiZ nemohou byt plné¢ uznavany védeckou vetejnosti. Také nebylo
provedeno zadné zhodnoceni jejich vztahl k ostatnim druhtim v rdmei komplexu pomoci
modernich molekularnich a cytologickych metod. Posléze definovali O’Kane & Al-
Shehbaz (1997) na zaklad¢ studia DNA pouze 2 poddruhy:

e Arabidopsis arenosa (L.) Lawalrée subsp. arenosa
e A. arenosa (L.) Lawalrée subsp. borbasii (Zapalowicz) O’Kane & Al-
Shehbaz

Nejrecentné¢j$i studie Schmickl et al. (2012), kterd si kladla za cil poprvé
analyzovat druhovy komplex z hlediska jeho genetické diverzity a vztaht shrnuje piehled
popsanych diploidnich linii takto:

e Arabidopsis arenosa (L.) Lawalrée subsp. arenosa

e Arabidopsis carpatica, nom. prov.
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e Arabidopsis croatica (Schott) O’Kane & Al-Shehbaz

e Arabidopsis neglecta (Schultes) O’Kane & Al-Shehbaz
subsp. neglecta

e Arabidopsis nitida, nom. prov.

e Arabidopsis petrogena (A. Kern) V. I. Dorof. subsp. petrogena

Pracovni skupina, ktera se zabyva studiem Arabidopsis arenosa agg. na nasi
katedie (Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy, Katedra botaniky), pouziva pro
prehlednéjsi praci a snazs$i kategorizaci vzorkil toto zjednoduSené c¢lenéni poddruhii
Arabidopsis arenosa: petrogena, carpatica, nitida, neglecta a arenosa (viz tabulka 1).
Nékteré ztéchto provizornich poddruhii jsou sice ekologicky nezaménitelné, jako
napiiklad A. arenosa subsp. neglecta, coz je vysokohorsky typ A. arenosa vyskytujici se
méné délenymi listy a celkové drobnéjsim vzristem (obrdzek 3). VétSinou jsou ale jen
tézko jednoznacné popsatelné, a dané cElenéni neodpovida genetické struktuie celého
komplexu.

Je tedy zjevné, ze pro objasnéni vztahli mezi taxony v ramci komplexu
Arabidopsis arenosa, je tfeba detailné prozkoumat vzajemnou genetickou podobnost

velkého mnozstvi jedinci.

Obrazek 3: Vysokohorsky typ A. arenosa rozeznavany jako A. arenosa subsp. neglecta.

Foto z archivu Filipa Kolate.
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2.4.Pouzité¢ metody

2.4.1. Molekularni markery

Molekularni markery podavaji informace o organismu, ziskané analyzou jeho
molekul DNA nebo proteinti. Markerem se rozumi urcitd konkrétni ¢ast informace, ktera
je cilené¢ nebo i1 ndhodné¢ vybrana z celkové informace. Molekuldrni markery tedy
vypovidaji o genetické podobnosti (respektive piibuznosti) studovanych jedinct,
ptipadné celych populaci nebo skupin organismu.

V dnesni dob¢ existuje fada molekularnich markert, které¢ se mezi sebou lisi
riznymi kritérii (napf.: spolehlivosti, mirou komplikovanosti metody, mnozstvim vzorku
DNA vstupujicim do reakci a v neposledni fad¢ také mnozstvim penéz, které dana
metoda vyzaduje). Pro kazdou studii je vzdy nutné vybrat ten nejoptimalngjsi, protoze
vV soucasné¢ dobé neexistuje marker, ktery by byl naprosto univerzalni a idealni. Pro
systematické studie zabyvajici se evoluci vysSich rostlin je jednou z mnoha moznosti
metoda analyzy mikrosatelitii (Slatkin 1995).

Ke studiu fylogeografie v nedavné minulosti (tj. pozdni pleistocén a holocén)
jsou vhodné kombinace sekvenac¢nich metod (napf. cpDNA; Schmickl & Koch 2011) a
hypervariabilnich markert jako je AFLP (napf. Schmickl et al. 2012) nebo pravé
mikrosatelity pouzité v této praci, pfipadné¢ moderni NGS metody jako je RAD-
sekvenovani. Protoze paraleln¢ s analyzou mikrosateliti byl komplex A. arenosa
studovan metodou RAD sekvenovani (Kolaf et al. 2016) a vysledky téchto analyz jsou
pouzity pro srovnani s vysledky analyzy mikrosateliti, je dale kratce popséna i tato

metoda.

2.4.1.1.  Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemové repetice urcitych oligonukleotidovych motivi,
skladajici se minimalné z jednoho a maximalné ze Sesti pari bazi — nejCastéji se vSak
jedna o di-, tri- a tetranukleotidy. Tyto repetitivni oblasti se nachazeji napfi¢ celym
genomem rostlin (jadernym 1 chloroplastovym). BéZzné se k jejich oznaceni uziva
anglicka zkratka SSRs — Simple Sequence Repeats, nebo také starsi spojeni STRs — Short
Tandem Repeats (Wang et al. 1994).
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Sekvence mikrosatelitii vznikaji in vivo pravdépodobné sklouzavanim
(tzv. slippage) DNA polymerazy po fetézci DNA pii jeho replikaci. Pocet sklouznuti
polymerazy v prubéhu replikace je pti¢inou pozorovaného délkového polymorfismu mezi
mikrosatelitovymi alelami (Schlotterer & Tautz 1992). To znamena, Ze jednotlivé alely
jsou charakterizovany poctem opakovani daného motivu, a tedy rizné dlouhé.

Metoda analyzy mikrosatelitii byla hojn¢ vyuzivana v 90. letech minulého
stoleti (Bell & Ecker 1994; Innan et al. 1997; Peakall et al. 1998; Provan et al. 1999).
Tato metoda je tedy ponckud starsi, nicméné mezi jeji hlavni vyhody patti spolehlivost a
snadnd reprodukovatelnost vysledkti, vysokd mira variability a kodominantni dédi¢nost
alel. Prib¢h ptipravy vzorki spociva v amplifikaci vybranych mikrosatelitovych lokust
pomoci PCR a nasledné fragmentacni analyze na kapilarnim sekvenatoru, kdy se
nezaznamenavaji celé sekvence lokust, pouze jejich délky. Jsou-li navic lokusy o jiném
rozsahu délek alel oznaceny jinou znackou (typicky pomoci fluorescenéniho znaceni
primert), je mozné v jediné reakci analyzovat i vice nez deset riznych mikrosatelitovych
lokust (tzv. multiplexovani). Proto je tato metoda také relativné financné nenarocna,
jakmile jsou ziskany druhové specifické primery.

Hlavni nevyhodou této metody je vysokd druhova specifita tzv. flanking
regions, coZ jsou sekvence ohranicujici danou repetitivni oblast. To je divod, proc¢ tato
metoda neni univerzalni, a je vzdy nutné pro kazdy studovany druh vyvinout konkrétni
primery pro amplifikaci mikrosatelitovych sekvenci (Zane et al. 2002). Primery lze ziskat
napiiklad sekvenovanim genomu nebo prohledanim databazi jiz publikovanych primerd,
optimalné pouzivanych pro né&jaky blizce piibuzny druh tomu, ktery hodldme zkoumat.

Pro tucely této diplomové prace byly pouzity mikrosatelitové primery
ze studie Clauss et al. (2002), ve kter¢é bylo na =zakladé sekvenci genomu
Arabidopsis thaliana vyvinuto 42 primeru, které byly schopné amplifikace mikrosatelitl
v genomu jeho blizce ptibuznych druht (A. halleri, A.lyrata, A. petraea) a jednoho
fylogeneticky vzdalengjsiho druhu (Arabis drummondii). Tyto mikrosatelitové markery
schopné docela uspésné mezidruhové amplifikace (79 az 100 %) jsou uzite¢né pro dalsi
vyzkumy ekologie a evoluce vramci rodu Arabidopsis a dalSich blizce piibuznych
zastupcu Celedi Brassicaceae (Clauss et al. 2002). Proto z nich byly vybrany primery pro

pouziti v této diplomové praci k aplikaci na genom Arabidopsis arenosa.
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24.1.2. RAD sekvenovani

RAD (Restriction site Associated DNA) sekvenovani je metoda, pomoci které
1ze analyzovat velké mnozstvi isekiit DNA (desetitisice i vice) pochdzejici z raznych ¢asti
jaderné¢ho 1 chloroplastového genomu, a které mohou mutovat bud rychle (jako
napt. mikrosatelity), nebo pomaleji (napi. sekvence kodujici geny). Pro sekvenovani
takového mnozstvi fragmentl se vyuzivaji metody NGS (Next Generation Sequencing),
tzv. sekvenovani nové generace (Davey et al. 2011). Tato metoda tak poskytuje data
s velkym rozliSenim vhodna pro studium fylogeografie. Navic o studovaném organismu
nemusime mit pfedem zadné zasadni znalosti tykajici se struktury genomu a pii urcité
optimalizaci protokolu Ize, navzdory finan¢ni naro¢nosti NGS sekvenovani, analyzovat
velké mnozstvi jedincli a populaci (stovky jedincll) za cenu srovnatelnou s klasickymi
metodami jako je AFLP (Zéaveska, osobni sdéleni).

Tato metoda je zalozena na principu fragmentace DNA pomoci restrikéniho
enzymu zkombinované s PCR amplifikaci uritych vybranych genomickych fragmenta.
Fragmenty jsou nasledné¢ sekvenovany na nékteré z platforem NGS (nejcastéji na
sekvenatorech Illumina). Vyslednd ¢teni (tzv. ready) ptedstavuji cca 100 — 250 bp dlouhé
sekvence (podle typu zvolené sekvenacéni techniky), které jsou porovnavany mezi jedinci.
Nalezené rozdily v sekvencich mezi jedinci se oznacuji SNP (= Single Nucleotide
Polymorphism) a jsou dale pouzivany ve fylogeografickych analyzach, které se vyuzivaji
1 pro vyhodnocovani tradi¢néjsich dat, jako je napt. analyza hlavnich koordinat (PCoA),
Bayesovské shlukovani a podobné (Baird et al. 2008).

Metoda RAD sekvenovani nachézi uplatnéni pfi zkoumani riznych divoce se
vyskytujicich (,,nemodelovych®) organismi, u kterych neni k dispozici referen¢ni genom
(Emerson et al. 2010; Hohenlohe et al. 2010; Baxter et al. 2011; Bus et al. 2012).
Narozdil od dataseti pro analyzy fylogenetickych stromi, které obsahuji relativné
dlouhé sekvence menSiho poctu genl, obsahuji data generovand metodou RAD
sekvenovani spise kratsi sekvence ale z mnohem vétSiho mnozstvi lokusi. Tato restrikéni
mista jsou konzervovana napti¢ vzorky, takze ma metoda RAD sekvenovani celkové
velky potencial k detekovani velkého mnozstvi SNPs v celém genomu (Eaton & Ree
2013). Z toho divodu byva vétSinou aplikovana ve studiich na popula¢ni rovni (Baird et
al. 2008; Emerson et al. 2010; Baxter et al. 2011), ackoli v posledni dobé je zkouSena jeji
uzitecnost 1 pro fylogenetické studie (napf.: Rubin et al. 2012). Zvlast’ atraktivni je RAD
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sekvenovani pro systematické studie blizce piibuznych druhi, protoze ma potencial
napiiklad k odhaleni souc¢asné nebo historické introgrese (Twyford & Ennos 2012).
Protokoly k metodé RAD sekvenovani a zdékladni informace jsou volné

k dispozici na webovych strankach https://www.wiki.ed.ac.uk/display/RADSequencing/Home.

2.4.2. Metody analyzy molekularnich dat

Primarni data ziskand molekuldrnimi metodami je nutné dale analyzovat
pomoci riznych statistickych metod, které umozni popsat charakteristiky studovanych
populaci €i jejich vzajemné vztahy. K zakladnim popisnym parametrim populaci patii
oc¢ekavana heterozygosita, pozorovana heterozygosita, frekvence alel a celkové pocty
alel. Dale Ize populace charakterizovat mirou inbreedingu vyjadfenou jako index
inbreedingu (Fis), ktery je spoc¢itan na zakladé frekvenci nulovych alel (Chybicki &
Burczyk 2009). Informace o dlouhodobé izolovanosti populaci v lokalité Ize usuzovat
Z pritomnosti vzacnych alel, protoze v izolovanych populacich se hromadi mutace. Tyto
vzacné alely vyjadfuje tzv. index rarity neboli DW index (,,fequency down-weighted
marker). Ten se zjiStuje jako pocet vyskyti alely v populaci ku poctu vyskytt alely
Vv celém datovém souboru (Schonswetter & Tribsch 2005).

K wvyjadieni prostorovych vztahti mezi jedinci a populacemi (zjiSténi
genetické struktury dat), Ize vyuzit dvou typt analyz - hierarchickych a
nehierarchickych. Mezi nehierarchické metody patii mnohorozmérna ordina¢ni metoda
PCoA (Principal Coordinate Analysis) a Bayesovské shlukovani (,,klastrovani*) jedincti
(Falush et al. 2003; Corander et al. 2013). Metoda PCoA (neboli analyza hlavnich
koordinat) funguje tak, Ze redukuje n-rozmérny prostor molekularnich znakt do 2 nebo 3
rozméru a zobrazuje jejich vzajemné euklidovské vzdalenosti (odrazejici vztahy mezi
nimi) na ordina¢nim diagramu. Analyza hlavnich koordinat je uzitecnd v ptipadech, kdy
mame vyluéné binarni znaky, kvalitativni znaky nebo smiSena data. Bayesovské
shlukovani zjiStuje nejpravdépodobnéjsi model rozdé€leni jedinci do urcitého poctu
shlukti. Tento nejpravdépodobnéjsi pocet (tzv. K) odpovida poctu ancestralnich populact,
ze kterych byly odvozeny populace pozorované v soucasnosti. Tim, ze analyza vybird
toto nejpravdépodobnéjsi K bez apriornich informaci o vztazich mezi populacemi,
muzeme tuto metodu povazovat za explorativni. V pifipadé programu Structure neni
hodnota K pfedem urcena, toto Cislo odpovida optimalnimu poctu shluka nebo populaci,

do kterych jsou vsichni jedinci rozdé€leni (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003).
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Ke zjisténi rozdéleni genetické variability uvnitt populaci, mezi jednotlivymi
populacemi a také mezi skupinami populaci se nejcastéji vyuziva analyza molekularni
variance — AMOVA (Excoffier et al. 1992) a F-statistika (Weir & Cockerham 1984). Ob¢
tyto metody se fadi mezi hierarchické a poskytuji informace o tom, do jaké miry jsou
jednotlivé populace (nebo skupiny populaci) od sebe odlisné a izolované, jak moc mezi
nimi dochazi k vyméné genetické informace a jestli jsou v nékteré z populaci fixované

unikatni alely nebo se vSechny alely rovnomérné vyskytuji ve vSech populacich.
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3. Metodika

3.1.Sbér vzorku

Vzorky vSech populaci byly sesbirany pracovni skupinou K. Marholda a
F. Kolafe v letech 2011 az 2013. Terénni sbér vzorkia byl provadén napti¢ celym aredlem
rozSifeni Arabidopsis arenosa, konkrétné na uzemi Slovenska, Polska, Chorvatska,
Slovinska, Rumunska, Mad’arska, Bosny a Hercegoviny, Srbska, Litvy a Némecka.
Sbirané populace se nachazely v nadmotskych vyskach od 1 metru (pobiezi Baltu) do
1823 m n. m. (populace ve Vysokych Tatrach), na primarnich 1 sekundarnich
stanovistich, aby sbér reprezentoval co nejpresnéji variabilitu komplexu.

V terénu byly sbirany vzorky vSech populaci a nasledné byla v laboratofi
priutokové cytometrie pii Katedfe botaniky Pfirodovédecké fakulty UK urcena jejich
ploidie pomoci prutokové cytometrie (FCM), opét ¢leny pracovni skupiny K. Marholda a
F. Kolafe. Tato metoda spociva ve fluorescenénim meéteni celkového obsahu jaderné
DNA ve vzorku (Kron et al. 2007). Ke zpracovani je potfeba pouze mala ¢ast rostliny,
coz je vyhodné vzhledem k faktu, ze jedinci Arabidopsis arenosa nedordstaji pfilis
velkych rozméri, a jesté pak bylo nutné ze vzorkl izolovat DNA.

Pro analyzu mikrosatelitd bylo vybrano 64 diploidnich populaci s celkovym
poctem 592 jedinct. Pivodné bylo v planu zanalyzovat vzdy 10 jedinct z kazdé
populace, ale ukazalo se, Ze mnohé populace byly pfili§ malé a sestavaly tfeba jen ze Ctyf
nebo péti jedinci. Detaily o analyzovanych populacich jsou uvedeny v tabulce 1 a

V mapce na obrazku 4 (nebo detailn¢jsi pohled v ptiloze A).
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Tabulka 1: Ptehled studovanych populaci, jejich urceni podle provizorni taxonomie,

prifazeni k jedné z péti genetickych skupin (na zaklad¢ vysledkd ze Structure) a popis

lokalit, ze kterych populace pochazi.

ZKarp = Zapadni Karpaty, Pan = Panonska nizina, Balt = Pobalti, Din = Dindrské hory,

VKarp = Vychodni Karpaty

. Provizorni . . . " Pocet | Zemépisna | Zemépisna m n.
Kéd | " iaxon | Skupina | Stdt | Popislokality | o h | Cgipka(N) | délka(B) | m.
AAQ007 | petrogena SK pukliny ve zdi 10 48.73897222 | 18.36641667 541
AA009 | petrogena SK kamenit4 step 10 4868627778 | 18.63805556 598
AA011 | petrogena sk | Prikopusilnice, 10 | 48.23697222 | 18.99566667 | 247
Vv okoli les
AA012 | carpatica SK narusena straf 10 4880625 | 10.13147222 | 683
nad silnici
vapencovy svah
AA013 | carpatica SK v rozvolnéném 10 4895283333 | 19.26866667 637
lese
AA016 | carpatica | Balt SK Vigf;lgr?;’e 10 | 48.96030556 | 20.38327778 | 600
AAO17 | carpatica | Balt SK pﬁlzﬁélszrde&imy 10 | 48.89569444 | 2028211111 | 929
opustény
AA018 | petrogena SK kamenolom 10 48.74622222 | 20.02277778 467
AA020 | carpatica s | Svahnadsilnici, | 44 490115 | 2084747222 | 604
opadavy les
AA021 | nitida SK V‘?f;?;’ggrsvl:?e 10 | 49.22891667 | 20.31169444 | 900
AA022 | neglecta SK bieh potoka 5 49.15969444 | 20.24563889 1077
AA023 | carpatica SK travertinova 10 49.10725 | 19.43466667 | 574
P skalka
AA025 | carpatica SK vapencova skalka 10 49.17408333 18.8617 425
AA034 | petrogena HU kamenita step 10 47.458 18.92477778 252
AA035 | petrogena HU kamenita step 10 47.99019444 | 20.32744444 231
AA037 | petrogena HU kamenit4 step 5 4787372222 | 20.03038889 898
AA038 | petrogena HU kamenita step 10 46.09916667 | 18.23391667 408
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AA039 | petrogena HU kamenitéa step 10 47.09719444 | 17.89880556 318
AA040 | petrogena HU kamenitéa step 10 46.84391667 | 17.45138889 402
AA041 | petrogena HU kamﬁ?galjumy 10 | 4698227778 | 17.28147222 | 318
AA048 | petrogena HR | VN H?SSSﬂmC" 10 | 4586908333 | 15.85056667 | 326
AA050 | petrogena SLO okraj silnice 4 45.96928333 | 14.06211667 500
Stérkové
AA052 | petrogena HR naplaveniny 10 45.46061111 | 14.82547222 276
na ficnim biehu
kamenité udoli,
AA054 | petrogena HR podél turistické 10 44.90433333 15.6111 561
trasy
stinné kameny,
AA062 | petrogena | VKarp RO ruiny hradu 5 46.10894444 | 21.72316667 261
rozpadlé zdi podél
AA063 | petrogena | VKarp RO cesty k ruiné 5 45.88969444 | 22.89672222 327
hradu
rozvolnéna
AA064 | petrogena | VKarp RO kamenita 10 4570222222 | 24.11152778 570
doubrava
naru$ena stran
AA066 | petrogena | VKarp RO nad silnici + zdi 10 45.36391667 | 24.63755556 900
kolem
AA069 | petrogena | VKarp RO stinné kameny 10 45.40558333 | 25.50077778 1368
stinné kameny,
AA070 | petrogena | VKarp RO opustény 10 46.10908333 | 25.84636111 609
kamenolom
AAO71 | petrogena | VKarp | RO stinné kameny 10 | 4657936111 | 2523205556 | 572
podél potoka
AA080 | petrogena | VKarp | RO | Stinnékameny, 5 46.71591667 | 2577683333 | 1693
naruseny svah
AA084 | neglecta sK | naplaveny Stérk, 10 49.162 2015419444 | 1823
vlhké kameny
exponované
AA086 nitida SK kameny a $térk 6 49.25925 19.72183333 1552
(cesta)
stérk, vlhké a
AA089 nitida SK stinné kameny, 10 49.24841667 | 20.22761111 1207
turisticka cesta
AA090 | neglecta SK vlhka sut 10 49.20652778 | 20.21505556 1625
kameny a Stérk
AA091 nitida SK (turisticka cesta) 10 49.22991667 | 20.21902778 1751
+ prilehly svah
podél turistické
AA106 | petrogena HR cesty + zdi hradni 10 46.16166667 16.115 550

ruiny

27




kamenity svah

AA110 | petrogena SK kopce 10 47.82388333 | 18.77818333 161
kamenity svah
AA112 | petrogena SK kopce, 10 48.24938333 19.51065 203
dubohabftina
pastviny, sut’ a
AA113 | petrogena SK kameny, ruina 10 48.17146667 19.8564 496
hradu
AA116 | petrogena SK kanﬁﬁfl Cpe(’del 10 | 4856896667 | 20.47128889 | 400
AA118 | petrogena SK doubrava 10 4843313333 | 21.76998333 267
AA121 | petrogena | VKarp SRB svah nad silnici 10 44.6557 21.70708889 81
AA122 | petrogena | VKarp | SRB | MuSinazdolu, 10 44410275 | 21.92992778 | 382
okraj mésta
AA123 | petrogena | VKarp | SRB S“nnﬁ aﬁgﬁ;"ove 10 | 44.26528333 | 21.54271111 | 184
AA124 | petrogena | VKarp | SRB | Stinné kameny, 10 | 4250192222 | 21.88016111 | 888
podél silnice
AA125 | petrogena | VKarp | SRB | Kkamenyastrk 10 43516075 | 20.45257222 | 583
podél feky
AA126 | petrogena | VKarp | SRB | <amenyastérk 10 | 43.39950278 | 20.79089444 | 704
podél silnice
AA127 | petrogena BIH kamenity svah 10 | 43.97502222 | 17.82445556 | 754
nad silnici
AA128 | petrogena BIH kameny a 10 | 4404258333 | 17.37411111 | 772
naplaveny stérk
kamenity
AA129 | petrogena BIH naruseny svah, 5 4433761667 | 17.26995556 384
vedle parkovisté
AA130 | petrogena BIH kameny 10 4488180833 | 15.89881667 217
AA137 | petrogena SK kameny 10 48.785498 19.977113 1339
AA153 | arenosa Balt D piseéné duny 4 53.98566 14.12513 22
AA156 | petrogena | VKarp | RO u silnice, 10 | 4558197222 | 2470247222 | 1518
opadavy les
AA159 | petrogena | VKarp RO u silnice 10 45.40675 23.50566667 985
AA162 | neglecta sk | Vihkeékamenya 10 49.15341 20.04584 1750
stérk, u vodopadu
AA170 nitida SK sutovy svah, §térk 8 49.250216 20.205255 1380
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AA176 | neglecta SK brehjgz";rs:eho 10 49.175629 20.060517 1950
AA183 | carpatica SK naruSeny svah 10 48.9845 19.7573 735
nad silnici
o N
AA197 | arenosa Balt PL pisecné duny 10 53.92109 14.42157 19
pésina v lese
AA199 | arenosa Balt LT pise¢né duny 10 55.378206 21.032308 1
AA200 | arenosa Balt LT piseéné duny 10 55.52908 21.095556 1
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Obrazek 4: Mapa lokalit zkoumanych populaci — celkovy pohled. Zdroj: Google Earth.
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3.2.Laboratorni prace

Molekularni analyzy byly provadény v DNA laboratofi Katedry botaniky
Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze (http://botany.natur.cuni.cz/dna/).

3.2.1. lzolace DNA

DNA pro laboratorni analyzy byla izolovdna ze suSené biomasy pievazné
listd a stonkt. Byl pouzit CTAB protokol (Doyle & Doyle 1987) pouze s nékolika
drobnymi tpravami (viz piiloha C.1.). Nasledn¢ byla zméfena koncentrace vyizolované
DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop (od firmy Thermo Scientific), ktery dokéze
zmefit koncentraci urcité latky v objemu pouze 1 ul. Podle zjisténych koncentraci byly
vzorky DNA natfedény dvakrat destilovanou vodou (ddH20) na koncentraci ¢ = 10 ng/ul.
Vzorky s touto koncentraci byly pouzivany pii vSech laboratornich pracich (analyza

mikrosateliti a pfiprava na sekvenovani mikrosatelit).

3.2.2. Analyza mikrosatelitli a optimalizace multiplexu primert

Vzhledem k faktu, Ze mikrosatelitové primery jsou vysoce druhové
specifické, je potfeba pro studovany druh vhodné mikrosatelitové lokusy nejdiive
identifikovat a navrhnout pro né specifické primery. V ptipad¢€, Ze jsou mikrosatelitové
lokusy jiz zndmé pro néktery blizce pfibuzny druh, staci ovéfit pouZitelnost a variabilitu
primert pro amplifikaci téchto lokusii na zkoumaném druhu. Pro zastupce rodu
Arabidopsis (konkrétné pro druhy blizce piibuzné komplexu Arabidopsis arenosa ) bylo
publikovano nékolik mikrosatelitovych lokust ve studii Clauss et al. (2002) a sedm z nich
jiz bylo uspé$né pouzito i pro analyzy A. arenosa (Schmickl & Koch 2011; Hohmann
et al. 2014). Pro ucely této prace bylo tedy pouzito téchto sedm dfive optimalizovanych
mikrosatelitovych lokust ze studie Clauss et al. (2002), které byly uspofadany do

pracovniho multiplexu, ozna¢ovaného jako Multiplex 1 (viz tabulka 2).
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Tabulka 2: Rozlozeni mikrosatelitovych lokus zahrnutych v Multiplexu 1 (M1). Nazvy lokusi

odpovidaji nazvim z puvodni studie (Clauss et al. 2002). Rozsah délek alel byl odvozen z

vysledkil analyz A. arenosa v této praci.

FlllOI'E%CEI}élll' Mikrosatelitové lokusy a rozsah délek alel
znaceni
zluta (NED) ICE13 (210 -282) | GC15 (116 —168)
modra (6FAM) GC16 (129 —174) SLL2 (258 —308) | NGA162 (71-93)
zelena (VIC) ICE14 (200 — 245) ---
cervena (PET) ICE 7 (90 — 153) --- ---

Pro zvyseni informativnosti analyz bylo z publikace Clauss et al. (2002)

vybrano a optimalizovano dalSich dvanéct primerovych pari, jejichz pouzitelnost a

funkénost byla testovana na nékolika populacich z datasetu, které byly vybrany tak, aby

reprezentovaly variabilitu celého komplexu A.arenosa a pochdzely z riznych

provizornich poddruhti, riznych ekologickych stanovist’ a riznych ¢asti aredlu rozsiteni

(viz tabulka 3 a vice informaci v tabulce 1).

Tabulka 3: Seznam a charakteristiky populaci pouzitych pro optimalizaci mikrosatelitovych

primert a testovani multiplexovych reakci.

Populace Provizorni taxon Geograficka oblast Stat
AA023 | Arabidopsis arenosa subsp. carpatica Zapadni Karpaty Slovensko
AA040 | Arabidopsis arenosa subsp. petrogena Panonska nizina Mad’arsko
AA041 | Arabidopsis arenosa subsp. petrogena Panonska nizina Mad’arsko
AA048 | Arabidopsis arenosa subsp. petrogena Dinarské hory Chorvatsko
AA084 Arabidopsis arenosa subsp. neglecta Zapadni Karpaty Slovensko
AA091 Arabidopsis arenosa subsp. nitida Zapadni Karpaty Slovensko
AA124 | Arabidopsis arenosa subsp. petrogena Jizni Evropa Srbsko
AA128 | Arabidopsis arenosa subsp. petrogena Jizni Evropa He?ssggvailna
AA153 Arabidopsis arenosa subsp. arenosa Severni Evropa Némecko
AA200 Arabidopsis arenosa subsp. arenosa Severni Evropa Litva

Pti vlastni optimalizaci primerti byla testovana funkcnost jednotlivych

mikrosatelitovych primerd, tj. jestli nasedaji na konkrétni lokusy a dochézi k jednozna¢né

amplifikaci v danych lokusech. V ptipad¢ uspésné amplifikace lokusu byla dale testovana
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jeho variabilita fragmentac¢ni analyzou. Primarni data z téchto analyz pak byla
vyhodnocena metodou PCoA pro zbézny odhad informativnosti pouzitych markerd
(zahrnuto mezi vysledky, kapitola 4). Timto zplsobem bylo jest¢ pied zapocetim
hlavnich analyz dat postupné vylouceno 5 primert, které nevykazovaly dostatecnou
variabilitu (tj. napfi¢ vSemi populacemi se vyskytovala pouze jedna alela), nebo ty u
kterych neprobéhla amplifikace béhem PCR. V tabulce 4 je uveden seznam nové
optimalizovanych dvanacti lokusti, jakoz i vysledky optimalizacnich testi ohledné jejich

dalsiho pouziti.

Tabulka 4: Seznam a vlastnosti dvanacti nové vybranych a testovanych mikrosatelitovych lokust,
puvodné publikovanych ve studii Clauss et al. (2002). Nazvy lokusi odpovidaji nazvim

z puvodni studie, ¢islované znaceni bylo pouzivano jen k usnadnéni orientace pii laboratorni

praci.
oy | Naeviokusa | per | VAR |
I F20D22 ano ano ano
I F21M12 ano ano ano
Il F19G10 ano ano ano
V F19K23-483 ano ano ano
VI ICE12 ano ano ano
\l ICE11 ano ano ano
VIl MDC16 ano ano ano
IX AthGAPADb ano ne ne
X ICE6 ne nelze urcit ne
Xl AthCDPK9 castecné ne ne
X1 ICE15 castecné ne ne
XV ICE4 ano ne ne

Z primerd, které se pro Arabidopsis arenosa osvédcily, byl sestaven druhy
pracovni multiplex, oznaceny jako Multiplex 2 (viz tabulka 5). Pfi sestavovani multiplexu
(tj. pt1 optimalizaci podminek reakce, ve které jsou pfitomny primery vSech lokust
najednou) byly nejprve vSechny primery testovany zvlast. Byl zjiStén rozsah délek alel

kazdého primeru a nasledné byly primery sestaveny do dvojic tak, aby se rozsah jejich
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alel neprekryval. K rozliSeni na automatickém sekvenatoru (3130xl Genetic Analyzer,
Applied Biosystems® 2010), byly k dispozici ¢tyfi fluorescencni barvy (tj. fluorescencni
znaceni jednoho z primerd pro amplifikaci): modré, zelena, zlutd a Cervend. Vnitini
standard vzorkl (LIZ 600) pro analyzu na sekvenatoru byl od vyrobce obarven oranzove.
Timto zptisobem byly rozdéleny a odliSeny primery v obou pracovnich multiplexech (viz

tabulky 2 a 5).

Tabulka 5: Rozlozeni nové optimalizovanych mikrosatelitovych lokustu v Multiplexu 2 (M2).
Nézvy lokusti odpovidaji nazviim z ptvodni studie (Clauss et al. 2002). Rozsah délek alel byl

odvozen z vysledkt analyz A. arenosa v této praci.

Fluorescenéni znaceni Mikrosatelitové lokusy a rozsah délek alel
zlutd (NED) F20D22 (159 — 213) MDC16 (105 — 129)
modra (6FAM) F19G10 (169 — 185) ICE11 (114 — 154)
zelena (VIC) F21M12 (138 — 188) ICE12 (215 — 251)
cervena (PET) F19K23-483 (169 — 214) ---

Pfi testovani funkénosti multiplexu bylo nutné vyladit optimalni poméry
jednotlivych primertt v primer-mixu, ktery je vstupni slozkou PCR (QIAGEN Kit),
takovym zplsobem, aby mnoZstvi PCR-produktu jedné alely vyznamné nepievySovalo
PCR-produkty ostatnich alel. Vysledné slozeni optimalizovaného primer-mixu je
v ptiloze C.2.4. Koncentrace primeru ICE12 byla n¢kolikrat navySena, ale 1 pfesto se
primer ICE12 nakonec nepodafilo do multiplexu pro PCR zahrnout, protoZe koncentrace
PCR-produktt jeho alel byly vzhledem k ostatnim stale pfili§ nizké. To znemoznovalo
rozpoznani produkti na sekvenatoru a vysledky byly nezfetelné a nespolehlivé.
V duasledku toho byl primer ICE12 z multiplexu pro PCR vyfazen a bylo nutné vSechny
PCR pro tento primer provadét zvlast (s REDTaq polymerazou). Ze stejného diivodu byl
jiz dfive vyfazen primer ICE7 z hromadné PCR Multiplexu 1. Laboratorni amplifikace
mikrosatelitovych markeri tedy spocivala v tom, provést pro kazdého zkoumaného
jedince 4 reakce (PCR) — jednu s ICE7, jednu s ICE12 a pak dvé s multiplexy M1 a M2.
Oba multiplexy byly zkompletovany teprve pied odeslanim vzorkd na fragmentacni
analyzu na automatickém sekvenatoru.

Nakonec byly tedy pouzity oba pracovni multiplexy pro analyzu celého
datasetu, takZe pro vSechny populace bylo analyzovano celkem ctrnact mikrosatelitovych

lokust. Diky tomu bylo ziskdno pomérné velké mnozstvi dat.
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3.2.3. Sekvenovani mikrosatelith

Jednotlivé mikrosatelitové lokusy byly pfipraveny na sekvenovani (protokol
reakce je v piiloze C.6.), které prob¢hlo v laboratofi sekvenace DNA Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy. Ziskani sekvenci bylo dilezité z toho divodu, abych se
ujistila o spravnosti pfedpokladanych repetitivnich oblasti mikrosatelitti.

Primarni data ze sekvenatoru byla kontrolovana pomoci programu FinchTV

(http://www.geospiza.com/ftvdlinfo.html).

3.2.4. Kontrola vz4jemné kompatibility primert

Pomoci programt volné ptistupnych na internetu byla kontrolovana struktura
mikrosatelitovych primerd a jejich vzijemna kompatibilita nebo inkompatibilita.
Konkrétné se jednalo o online analyzatory: http://eu.idtdna.com/calc/analyzer a
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-
web-tools/multiple-primer-analyzer.html.

V ptipadé, ze by primery byly kompatibilni, tvofily by péary mezi sebou,
misto aby nasedaly na fetézce DNA. To by mohlo mit za nésledek snizeni efektivity

amplifikace v prubéhu PCR (vice v kapitole 4. Vysledky).

3.2.5. PCR aftedéni produktt

Pro amplifikaci lokusti z multiplexi M1 a M2 byly pouzity odpovidajici
primery (Clauss et al. 2002), pficemz forward primer byl vzdy znaceny fluorescen¢ni
znac¢kou, jak je znazornéno v tabulkach 2 a 5. Pro pfipravu polymerazovych fetézovych
reakci (PCR) byly pouZity protokoly uvedené v piilohach C.2., a v pfilohach C.3. jsou
rozepsané teplotni podminky pro béh PCR v termocykleru (Mastercycler, Eppendorf).

Vsechny testovaci reakce a ptipravné reakce na sekvenovani mikrosatelitt
byly provadény s MyTaq polymerdzou (Bioline). Reakce pro analyzu celého datasetu
byly z finan¢nich dtivodi (za ucelem uspory) provadény s REDTaq polymerazou (Sigma-
Aldrich) a na reakce multiplexti byl pouzit QTAGEN Multiplex PCR Kit (QIAGEN).
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V pribéhu prace se ukazalo, ze nékteré PCR produkty mély piili§ vysoké
koncentrace fragmentii DNA, coz obcas zplsobovalo problémy automatickému
sekvenatoru pii analyzovani vzorkd. Z toho divodu bylo vyzkousSeno fedéni PCR
produkta dvakrat destilovanou vodou, které bylo jiz praktikovano na Multiplexu 1, a to
S témito hodnotami:

. produkty QIAGEN kitu byly fedény 120 ul ddH,0
. produkty REDTaq polymerazy byly fedény 10 ul ddH,O

U Multiplexu 2 se fedéni zkouselo n€kolikrat a nakonec se ukazalo optimalni
S témito hodnotami:

o produkty QIAGEN kitu byly fedény 120 pl ddH,0
o produkty REDTaq polymeréazy byly fedény 90 ul ddH,O

Také se ukazalo, Ze produkty REDTaq polymerdzy je nutno fedit az po
elektroforéze, jinak dojde k piilisnému ziedéni fluorescencni barvy (viz nize v kapitole

Elektroforéza), a po naneseni vzorkil neni na gelu vidét Zadny signal.

3.2.6. Elektroforéza

Metoda mikrosatelitii produkuje velké mnoZstvi alel. Rizné dlouhé alely maji
zaroven rdznou pohyblivost v elektrickém poli, a proto je lze rozdélit a nasledné
vizualizovat pomoci elektroforézy. Elektroforéza slouZzi jako vizudlni kontrola toho, jestli
probé&hla amplifikace fragmentit DNA pii PCR.

Produkty PCR byly vzdy nanaSeny na 1% agardzovy gel, ktery byl pfipraven
rozpusténim agaroézy v TAE pufru (10x tris-acetat-EDTA), a nasledné vloZen do nadobky
S tymZ pufrem, pifipojené ke zdroji napéti. Elektroforéza probihala pii napéti 120 V
po dobu ptiblizné 20 min.

Ke zvyraznéni fragmenti DNA v gelu se pouziva fluorescen¢nich barviv,
sviticich v UV svétle. Tato barviva jsou bud’ pfimichana ptimo v pufru pro PCR (napf.
V pufru pro REDTaq polymerazu), nebo je nutné je ptidat té€sné pied nanaSenim vzorki
na gel. Takovym barvivem je napft. ethidium bromid. K prohlizeni geld po elektroforéze

byla vyuzivana kamera Kodak Gel Logic 100, kterd umoziiuje i pofizovani snimki.
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3.3.Fragmentacni analyza a vyhodnocovani primarnich dat

Amplifikované fragmenty (mikrosatelitové lokusy; protokol k fragmentacni
analyze je v priloze C.5.) byly analyzovany na automatickém Sestnactikapilarovém
sekvenatoru 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, 2010) v laboratofi
sekvenace DNA Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy (https://www.natur.cuni.cz/
biologie/servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna).

Data ziskand ze sekvenacni laboratofe byla nasledné zpracovdvana pomoci
demo verze programu GeneMarker (SoftGenetics, LLC., State College, PA, USA,
http://www.softgenetics.com/genemarker.html). Tento program umoziuje graficky
znazornit v§echny pfitomné alely v kazdém vzorku (tj. u kazdého jedince). Z programu
GeneMarker byla primarni data manualné prevedena do tabulky (Microsoft Excel), ktera
obsahovala veskera data o vSech jedincich a alelach ve vSech lokusech. Z této datové

matice pak byly vytvafeny vstupni soubory (tabulky v jiném formatu) pro dal$i programy.

3.4.Analyza mikrosatelitovych dat

Jednim z praktickych programt pro analyzu mikrosatelitovych dat je MSA —
Microsatellite  Analyser  (http://i122server.vu-wien.ac.at/ MSA/MSA_download.html).
Program slouzi k pocitani zakladnich popisnych statistik (Dieringer & Schlétterer 2003),
jako jsou pozorovana (Hp) a ofekavana heterozygosita (Hg), index genové diverzity Hs
(podle Nei 1987), primérny pocet alel a jejich frekvence vyskytu. Vstupnim souborem
pro MSA je datova matice vSech alel (pro vSechny jedince, pfes vSechny lokusy),
obsahujici také informace o lokusech, jako naptiklad velikost repetitivni oblasti (udavana
v bp) a délka opakujiciho se motivu (také v bp). Vstupni soubor obsahuje také informace
o studovanych populacich, naptiklad jejich ptisluSnost ke skupindm/vétSim celkiim nebo
jsou-li populace inbredni nebo outbredni.

Daéle byl spocitdn DW inedx (,,frequency-downweighted marker index*), té¢z
oznac¢ovany jako index rarity (Schonswetter & Tribsch 2005), na zikladé matice
,presence-absence* alel pouzitim R skriptu AFLPdat (Ehrich 2006). Hodnota DW indexu
se ocekava vysSi u populaci s velkym mnozstvim vzacnych alel, tj. alel s nizkou

frekvenci vyskytu v celém datasetu, coz obecné naznacuje dlouhodobé piezivani takové
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populace v kontrastu s vlivem nedavné imigrace nebo disperze na velkou vzdalenost
(Paun et al. 2008). Za ucelem zjisténi, zda v nékterych populacich nedochazi
k samoopyleni, byl spocitan koeficient inbreedingu (F)s) v programu INEST (Chybicki &
Burczyk 2009).

Zejména za ucelem primarni analyzy mikrosatelitovych dat z optimalizacnich
analyz (pouze na testovacim datasetu — viz metodika), ale i pro celkovy dataset, byla
provedena analyza hlavnich koordinat (PCoA) pomoci nejnovéjsi verze freewarového
programu PAST3.5 (http://folk.uio.no/ohammer/past/). PCoA je mnohorozmérna analyza,
ktera umoznuje zobrazit shluky geneticky podobnych jedincti. Vstupnim souborem pro
tuto analyzu byla 0-1 matice znazornujici ptitomnost nebo neptitomnost alely v lokusu.

Pomoci programu STRUCTURE v2.3.2 (Pritchard et al. 2000), ktery funguje
na principu Bayesovského shlukovani, bylo uréeno optimdlni seskupeni populaci do
shlukti, pro odhaleni genetické struktury v celém datasetu. Analyza byla nastavena pro
testovani modelu pro K =1 az K = 10 (kde K je pocet klastri neboli shlukl), pficemz pro
kazdé K bylo provedeno 10 opakovani s nastavenim délky fetézce na 100.000 generaci
pro ,.burn-in“ periodu a naslednym 1.000.000 generaci pro vlastni MCMC analyzy
(Evanno et al. 2005). Optimalni pocet genetickych skupin byl uréen pomoci skriptu
Structure-sum-2009.R (Ehrich et al. 2007), ktery vypocetl koeficienty podobnosti mezi
jednotlivymi béhy Structure. K uréeni nejlepsiho ,,K* bylo vyuzito i AK jako kritérium
odrazejici rozdily v podobnosti jednotlivych béhi programu (Evanno et al. 2005).
Ke grafickému znazornéni vystupli z programu Structure byl vyuzit program Distruct
(Rosenberg 2004).

Pomoci analyzy molekularni variance (zkracené AMOVA) bylo
kvantifikovano rozdéleni genetické variability vramci a mezi populacemi celého
datasetu. Stejné bylo zjiSténo rozdéleni genetické variability mezi hlavnimi skupinami
(tzv. hierarchickh AMOVA). Tyto skupiny byly definovany na zdklad¢ wvysledkl
Structure s pfihlédnutim ke geografické distribuci populaci. Analyza molekularni
variance byla provedena v programu Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). V ramci

této analyzy byly urCeny i hodnoty fixa¢niho indexu Fst (Weir & Cockerham 1984).
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4. Vysledky

4.1. Optimalizace multiplexu primert

Ze dvanacti testovanych mikrosatelitovych lokusi bylo  uspésné
amplifikovano pouze devét. Z téchto deviti lokust byly dva lokusy (AthGAPAD a ICE4)
zcela nevariabilni (viz tabulka 4). Zbyvajicich sedm lokust bylo pouzito pro analyzu
testovaciho setu populaci A. arenosa pro odhad jejich informativnosti pro fylogeografické
analyzy.

Ke zjisténi zda chystand analyza téchto sedmi mikrosateliti v kombinaci
s markery z pracovniho multiplexu M1 bude produkovat smysluplné vysledky, byla
provedena pribéznd analyza hlavnich koordinat. K tomu ucelu byla vytvofena datova
matice, kterd obsahovala data ze Sesti populaci z testovaciho souboru (viz tabulka 3,
kapitola 3.2.2.) — konkrétné se jednalo o populace AA023, AA040, AA041, AA091,
AA128 a AA200. Data byla ziskana za pouziti obou pracovnich multiplext M1 i M2, tj.
celkem 14 mikrosatelitovych lokusti. Tato datovd matice byla zjednodusSena tak, aby
odrazela pouze pfitomnost ¢i nepfitomnost alely — binarni data. Doslo tedy ke ztraté
informace o tom, jestli je dany jedinec homozygot nebo heterozygot.

Vysledkem analyzy (obrazek 5) bylo vytvoieni dvou shlukl zietelné
odliSenych podle prvni osy (17,9 % variability) a tfeti shluk bodd odliSeny podle druhé
osy (12,1 % variability). Pro ptehlednost byly tyto body obarveny podle pfislusnosti
populaci ke skupinam definovanym v ramci Arabidopsis arenosa na zakladé souhrnnych

vysledkl z programu Structure (viz tabulka 1 nebo vysledky Structure obrazek 14).
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Obrazek 5: Ordinacni diagram analyzy hlavnich koordinat testovaciho datasetu provedené
v programu PAST 3.5, jako koeficient podobnosti byl pouzit Jaccardiiv koeficient. Prvni osa
vysvétlila 17,9 % variability a druhd osa 12,1 % celkové variability. Jednotlivé body ptedstavuji
jedince Arabidopsis arenosa.

Zapadni Karpaty: 0, Panonie: 0, Pobalti: ~ , Dinarské hory: +,

4.1.1. Kontrola vzajemné kompatibility primerti v Multiplexu 2

Pomoci dvou riznych online analyzatori primerovych sekvenci (viz
metodika) byla zjiSténa jejich vzdjemna kompatibilita, a to nejen mezi jednotlivymi
primery nebo mezi ,forward“ a ,reverse“ primery, ale i vramci jednotlivych
primerovych sekvenci.

Ukézalo se, Ze 13 rliznymi zplUsoby dochazi k parovani bazi mezi primery —
tzv. Cross Primer Dimer. V péti z téchto tfinacti ptipadi je jednim z primert ICEI12.
S ohledem na tuto skutecnost (riziko snizeni efektivity amplifikace v pribéhu PCR) a
celkovou problemati¢nost byl nakonec tento primer vyfazen z multiplexové PCR. Dale
bylo zjisténo, Ze pouze u dvou primerd muze dojit k tvorbé tzv. Self-Dimers, ¢ili
ke spojovani urcitych usekt primerovych sekvenci a vzniku jakychsi smycek. Jednalo se

0 primery F19G10 (reverse primer) a ICE11 (forward primer). Podle online analyzatoru

39



z Integrated DNA Technologies mize dochazet k parovani bazi v primeru F19G10

jednim zpisobem (obrazek 6) a v primeru ICE11 péti zpisoby (pfiloha D).
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Obrazek 6: Tvorba dimeru v ramci reverse primeru F19G10.

V praxi se ukazalo, ze tvorba dimerti v ramci primerd skute¢né ovliviiuje

jejich funkénost pii amplifikaci mikrosatelitovych sekvenci, a proto byl optimalizovan

primer-mix pro multiplexovou PCR. Koncentrace téchto dvou primera byly tedy oproti

ostatnim zvySeny (viz piiloha C.2.4.).

40



4.2. Molekularni analyzy

Celkem bylo analyzovano 592 jedinct z komplexu Arabidopsis arenosa. Tito
jedinci pochazeli z 64 populaci v ramci celého arealu vyskytu A. arenosa, konkrétné
zGzemi Slovenska (28 populaci), Polska (1 populace), Chorvatska (4 populace),
Slovinska (1 populace), Rumunska (10 populaci), Mad’arska (7 populaci), Bosny a
Hercegoviny (4 populace), Srbska (6 populaci), Litvy (2 populace) a Némecka (1
populace). Vzorky DNA ziskané z téchto jedincti byly analyzovany pomoci 14 jadernych
mikrosatelitovych markert. Celkem bylo detekovano 220 alel napfi¢ vSemi lokusy,
Vv rozmezi 7-26 alel na lokus. Shrnuti informaci o jednotlivych lokusech je uvedeno

v tabulce 6.

Tabulka 6: Seznam mikrosatelitovych lokust (z obou multiplexi M1 a M2) s rozsahem délek

jejich alel a celkovym poctem nalezenych alel v kazdém lokusu.

Nazev lokusu rl:lllﬁ'fl(:)‘llg)l( Rozsah alel | Pocet alel
ICE13 M1 210-282 23
GC15 M1 116-168 26
GC16 M1 129-174 16
SLL2 M1 258-308 7
ICE14 M1 200-245 11

ngal62 M1 71-93 12
ICE7 M1 90-153 13
F20D22 M2 159-213 24
F21M12 M2 138-188 20
F19G10 M2 169-185 9
F19K23-483 M2 169-238 16
ICE12 M2 215-357 15
ICE11 M2 114-154 15
MDC16 M2 105-129 13
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4.2.1. Charakteristiky populaci Arabidopsis arenosa

Pomoci mikrosatelitovych markerii se podafilo detekovat 220 alel napftic¢
vSemi 14 lokusy (viz tabulka 7). Ne u vSech jedinct se povedlo ziskat alely ze vSech
lokusii — v datasetu se na nékolika mistech vyskytla chybé&jici data, kde urciti jedinci méli
alely pouze v 5-8 lokusech. Tito jedinci (jednalo se konkrétné o 12 jedinct z riznych
populaci) byli nejprve z datasetu vylouceni, aby pfili§ neovlivitovali vysledky analyz. Po
otestovani datasetu bez chybéjicich dat a kompletniho datasetu se ukézalo, ze vliv na

vysledky je zcela zanedbatelny a dale byl pouzivan kompletni dataset vSech jedinct.

Tabulka 7: Seznam vSech detekovanych alel ve vSech lokusech, v¢etné Cetnosti jejich vyskytu a
procentudlniho vyjadreni téchto Cetnosti. Zahrnuje soucet vyskyti v celém datasetu.

GC16 Frekvence | Procenta F20D22 Frekvence | Procenta
129 81 6,9 159 5 0,4
132 13 11 161 2 0,2
135 65 55 167 23 2,0
138 114 9,7 169 218 18,6
141 144 12,2 171 491 42,0
144 227 19,2 173 79 6,8
147 196 16,6 175 23 2,0
150 75 6,4 177 31 2,6
153 118 10,0 179 20 1,7
156 31 2,6 181 1 0,1
159 43 3,6 185 63 54
162 24 2,0 187 130 11,1
165 26 2,2 189 19 1,6
168 15 1,3 191 6 0,5
171 6 0,5 193 11 0,9
174 2 0,2 195 28 2,4

SLL2 Frekvence | Procenta 197 2 0,2
258 2 0,2 199 2 0,2
266 4 0,3 201 1 0,1
268 57 4,8 203 1 0,1
293 1 0,1 207 1 0,1
298 59 5,0 209 3 0,3
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306 1 0,1 211 7 0,6
308 1058 89,5 213 3 0,3
ngal62 | Frekvence | Procenta F21M12 Frekvence | Procenta
70 4 0,3 138 4 0,3
71 13 11 140 2 0,2
73 1 0,1 142 10 0,9
75 235 19,9 144 18 1,6
77 374 31,7 146 10 0,9
79 353 30,0 148 18 1,6
81 96 8,1 152 906 78,1
83 57 4,8 154 84 7,2
85 27 2,3 156 17 15
87 0,2 158 4 0,3
89 0,2 168 0,1
93 14 1,2 172 0,1
ICE13 Frekvence | Procenta 174 17 15
210 18 15 176 22 19
216 9 0,8 178 11 0,9
219 17 15 180 10 0,9
222 14 1,2 182 12 1,0
225 11 0,9 184 8 0,7
228 113 9,7 186 2 0,2
231 80 6,9 188 3 0,3
234 105 9,0 F19G10 Frekvence | Procenta
237 89 7,7 169 1 0,1
240 320 27,5 171 6 0,5
243 171 14,7 173 74 6,4
246 116 10,0 175 606 52,3
249 17 15 177 65 5,6
252 24 2,1 179 373 32,2
255 8 0,7 181 30 2,6
258 26 2,2 183 1 0,1
261 8 0,7 185 2 0,2
264 7 0,6 F19K23-483 | Frekvence | Procenta
267 2 0,2 169 25 2,2
270 1 0,1 172 15 13
273 2 0,2 175 74 6,5
276 3 0,3 178 21 1,9
282 1 0,1 181 20 1,8
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ICE14 Frekvence | Procenta 184 33 29
200 1 0,1 187 75 6,6
215 4 0,3 190 414 36,6
218 3 0,3 193 376 33,2
221 48 4,1 196 24 2,1
224 86 7,4 199 19 1,7
227 458 39,1 202 7 0,6
230 454 38,8 205 10 0,9
233 96 8,2 208 13 11
236 13 11 214 2 0,2
239 6 0,5 238 4 0,4
245 1 0,1 ICE12 Frekvence | Procenta

GC15 Frekvence | Procenta 215 4 0,4
116 1 0,1 221 2 0,2
120 10 0,9 223 94 8,3
124 18 1,6 225 68 6,0
126 18 1,6 227 134 11,8
128 34 2,9 229 0,6
130 198 17,1 233 0,2
132 147 12,7 237 0,6
134 73 6,3 243 0,3
136 141 12,2 245 25 2,2
138 153 13,2 247 681 59,9
140 118 10,2 249 33 2,9
142 49 4,2 251 72 6,3
144 51 44 299 2 0,2
146 32 2,8 357 2 0,2
148 51 44 ICE11l Frekvence | Procenta
150 13 11 114 3 0,3
152 0,3 132 11 1,0
154 0,7 134 11 1,0
156 11 0,9 136 7 0,6
158 5 0,4 138 431 37,3
160 15 1,3 140 2 0,2
162 4 0,3 142 358 31,0
166 1 0,1 144 5 0,4
168 1 0,1 146 137 11,9
221 1 0,1 148 1 0,1
230 1 0,1 150 160 13,8
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ICE7 Frekvence | Procenta 152 21 1,8
90 9 0,8 154 7 0,6
93 25 2,1 MDC16 Frekvence | Procenta
96 850 72,6 105 8 0,7
99 6 0,5 107 18 1,6

105 54 4,6 109 4 0,3
120 0,2 111 233 20,2
123 0,1 113 384 33,2
132 78 6,7 115 311 26,9
135 17 1,5 117 97 8,4
138 111 9,5 119 58 5,0
141 0,8 121 27 2,3
147 0,6 123 0,2
153 0,1 125 0,2

127 1 0,1

129 11 1,0

Informace o zékladnich populacnich parametrech (jako jsou pocty a
frekvence alel, ocekdvand a pozorovana heterozygosita nebo genova diverzita) byly
ziskany z analyzy v programu MSA. Tyto parametry shrnuje a srovnava tabulka 8. Pocty
alel v jednotlivych populacich se pohybovaly v rozmezi od 28 do 69 alel. Populace
S nejvetsim poctem detekovanych alel napfi¢ vSemi lokusy pochéazely ptevazné z Karpat.

Ocekavana heterozygosita v ramci populaci se pohybovala v rozmezi od 0,31

cv v

v v

.......

z datasetu. Naopak populace AA17 se vyznacovala nejvyssim poctem alel a nejvySSimi
hodnotami He a Hs. Tato populace byla sebrana na Slovensku. Dale se v celém datasetu
se vyskytlo 8 populaci s pomérné vysokym koeficientem inbreedingu Fs (viz tabulka 8),
u kterych lze tedy pocitat se zna¢n€ snizenou heterozygositou. Primérnd hodnota Fis
u téchto populaci byla vyssi nez 0,17 a zaroven spodni hranice konfiden¢niho intervalu
byla vyssi nez 0 (tyto hranice byly urceny dle vlastniho uvazeni). U téchto populaci 1ze

také nalézt pomérné velky rozdil mezi o¢ekavanou a pozorovanou heterozygositou.
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Nasledujici tabulka (tabulka 8) shrnuje kromé vySe zminénych parametra také
hodnoty DW indexu pro populace napii¢ vSemi lokusy (viz také obrazek 7, ¢ast ,,b®).
Tento index vyjadfuje miru vzacnych alel v populaci, tj. alel s nizkou frekvenci vyskytu
ve zbytku datasetu. U populaci s vysokym poctem vzacnych alel jsou hodnoty DW
indexu obvykle vyssi (naptiklad Paun et al. 2008). V ramci celého datasetu se pohybuji

v

v

hodnota u populace AAS50. Tato populace pochazi ze Slovinska a je velmi mala —

k dispozici jsou pouze 4 jedinci (viz tabulka 1).

Tabulka 8: Souhrn zakladnich populaénich parametri v pfehledu pro vSechny populace
Z datasetu. Pozorovana (Hg) a oekavana (Ho) heterozygosita a genova diverzita (Hs) byla
vypoctena programem MSA. Hodnoty indexu inbreedingu (Fis) a hranice 95% konfiden¢niho
intervalu programem INEST. Zvyraznéné populace maji vys$si miru inbreedingu nez ostatni, a
tudiz u nich lze oCekavat vyrazné€ji snizenou heterozygositu. Hodnoty DW indexu spocitané

pomoci skriptu AFLPdat.R vyjadiuji podil vzacnych alel v populaci.

Kéd Potet K_onﬁdenéni K_onﬁdenéni _
He Ho Hs Fis interval - interval - DW index
HopulEE il spodni (95%) | horni (95%)

AAQ7 47 0,53 | 0,41 | 0,56 | 0,10 0 0,23 0,25
AAQ9 52 059 | 0,35 | 0,63 | 0,31 0,12 0,48 0,29
AAll 49 0,55 | 0,40 | 0,58 | 0,19 0 0,32 0,25
AA12 64 0,60 | 0,48 | 0,68 | 0,07 0 0,20 0,29
AA13 65 059 | 0,46 | 0,62 | 0,09 0 0,21 0,43
AAL6 64 0,58 | 0,40 | 0,66 | 0,08 0 0,26 0,66
AAL7 69 0,63 | 0,49 | 0,71 | 0,09 0 0,23 0,66
AA18 68 0,62 | 0,44 | 0,66 | 0,11 0 0,22 0,45
AA20 56 0,57 | 0,47 | 0,64 | 0,03 0 0,11 0,22
AA21 46 0,51 | 0,25 | 0,58 | 0,44 0,26 0,60 0,18
AA22 46 0,57 | 0,33 | 0,64 | 0,29 0,15 0,47 0,24
AA23 54 0,53 | 0,45 | 0,60 | 0,20 0 0,19 0,40
AA25 57 0,60 | 0,36 | 0,64 | 0,25 0,11 0,41 0,41
AA34 44 0,50 | 0,50 | 0,57 | 0,02 0 0,07 0,24
AA35 46 047 | 0,36 | 0,54 | 0,11 0 0,25 0,32
AA37 35 043 | 0,34 | 0,53 | 0,09 0 0,26 0,73
AA38 37 0,40 | 0,33 | 0,49 | 0,09 0 0,23 0,22
AA39 46 047 | 0,32 | 0,49 | 0,21 0 0,39 0,34
AA40 48 0,50 | 0,45 | 0,48 | 0,04 0 0,12 0,67
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AA41 35 043 | 0,39 | 0,53 | 0,05 0 0,15 0,31
AA48 46 0,41 | 033 | 0,51 | 0,14 0 0,29 0,67
AA50 31 0,35 | 0,34 | 0,46 | 0,08 0 0,24 1,02
AA52 51 0,50 | 0,33 | 0,53 | 0,16 0 0,34 0,66
AA54 46 0,39 | 0,29 | 0,44 | 0,15 0 0,30 0,53
AAG2 40 0,50 | 0,36 | 0,60 | 0,10 0 0,26 0,25
AAG3 31 0,37 | 0,30 | 0,45 | 0,06 0 0,20 0,37
AA64 52 0,51 | 0,43 | 0,54 | 0,06 0 0,17 0,18
AA66 53 0,51 | 0,40 | 0,58 | 0,06 0 0,17 0,23
AA69 50 0,53 | 0,37 | 0,56 | 0,13 0 0,30 0,28
AAT70 54 0,44 | 0,30 | 0,51 | 0,29 0,09 0,46 0,15
AAT71 51 051 | 042 | 0,54 | 0,04 0 0,14 0,35
AA80 34 0,41 | 0,40 | 0,45 | 0,04 0 0,13 0,30
AA84 69 0,62 | 051 | 0,61 | 0,05 0 0,16 0,52
AA86 52 052 | 0,42 | 0,54 | 0,10 0 0,22 0,33
AA89 48 0,56 | 0,39 | 0,58 | 0,10 0 0,29 0,39
AA90 60 0,54 | 0,35 | 0,57 | 0,24 0,09 0,41 0,33
AA91 54 0,46 | 0,32 | 0,49 | 0,10 0 0,28 0,43
AA106 40 0,40 | 0,31 | 0,50 | 0,07 0 0,20 0,42
AA110 58 0,54 | 0,50 | 0,57 | 0,07 0 0,16 0,46
AA112 43 0,44 | 0,27 | 0,51 | 0,35 0,19 0,50 0,38
AA113 46 0,47 | 0,39 | 0,49 | 0,09 0 0,23 0,21
AA116 52 0,49 | 0,33 | 0,60 | 0,15 0 0,30 0,38
AA118 42 0,45 | 0,27 | 0,56 | 0,25 0 0,41 0,18
AA121 57 0,52 | 0,43 | 0,60 | 0,13 0 0,25 0,47
AA122 44 0,45 | 0,36 | 0,52 | 0,09 0 0,23 0,20
AA123 43 048 | 0,36 | 0,55 | 0,12 0 0,30 0,23
AA124 28 0,31 | 0,22 | 0,42 | 0,16 0 0,34 0,12
AA125 37 048 | 0,43 | 0,47 | 0,05 0 0,15 0,30
AA126 35 044 | 0,43 | 0,46 | 0,03 0 0,10 0,29
AA127 50 0,47 | 0,36 | 0,53 | 0,08 0 0,22 0,45
AA128 51 047 | 0,39 | 0,54 | 0,11 0 0,24 0,22
AA129 31 0,34 | 0,26 | 0,50 | 0,11 0 0,32 0,17
AA130 46 0,43 | 0,34 | 0,49 | 0,07 0 0,22 0,29
AA137 62 0,59 | 0,49 | 0,67 | 0,03 0 0,11 0,33
AA153 39 0,48 | 0,39 | 0,53 | 0,08 0 0,26 0,31
AA156 44 0,46 | 0,39 | 0,45 | 0,10 0 0,22 0,22
AA159 57 0,56 | 0,49 | 0,58 | 0,09 0 0,19 0,38
AA162 58 0,55 | 0,46 | 0,58 | 0,08 0 0,20 0,36
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AA170 56 051 | 0,38 | 0,58 | 0,12 0 0,28 0,46
AA176 60 0,52 | 0,39 | 0,60 | 0,13 0 0,28 0,26
AA183 65 0,61 | 0,47 | 0,59 | 0,09 0 0,23 0,39
AA197 44 0,47 | 0,34 | 0,59 | 0,17 0 0,33 0,30
AA199 48 0,54 | 0,48 | 0,61 | 0,04 0 0,13 0,33
AA200 43 0,46 | 0,31 | 0,57 | 0,17 0,06 0,31 0,22

Obrazek 7: Rozlozeni genetické diverzity (Cast ,,a“) a podil vzacnych alel (¢ast ,,b), zjisténé na

zaklad¢ ocekavané heterozygosity a DW indexu. Ve vyfezu jsou detailné vidét populace
ze Slovenska. Tu¢na linie na sever od Ceské republiky zna¢i maximalni dosah kontinentalniho
ledovce béhem posledni doby ledové. Obrazek pievzat ze studie Kolar et al. (2016), kde byl

analyzovan dataset z této diplomové prace.
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Osa2

4.2.2. Analyza hlavnich koordinat (PCoA)

Po dokonceni laboratornich praci byla znovu provedena analyza hlavnich
koordinat, tentokrat byl analyzovan cely dataset (obrazek 8). Populace byly opét
obarveny podle genetickych skupin (podle vysledkii Structure, detaily k zafazeni populaci
do skupin jsou uvedeny téz v tabulce 1). Diky tomu lze snadno rozeznat, ze podél prvni
osy (7,4 % variability) se mirn¢ odliSila ¢ast populaci z Panonské niziny. Podél druhé osy
(5,4 % variability) byl oddé€len shluk populaci zjihu Evropy. Podle tfeti osy, ktera
odhalila 4,8 % variability, se pak vyrazné&ji odliSily populace karpatské od populaci
z Panonské niziny (obrazek 9). Toto oddéleni karpatskych a panonskych populaci se

potvrdilo i zobrazenim vzorkl z pohledu druhé a tieti hlavni koordinaty (obrazek 10).
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Obrazek 8: Prvni a druhd osa ordinac¢niho diagramu analyzy hlavnich koordinat kompletniho
datasetu provedené v programu PAST 3.5, jako koeficient podobnosti byl pouzit Jaccardiv
koeficient. Prvni osa vysvétlila 7,4 % variability, druha osa vysvétlila 5,4 % variability.
Jednotlivé body predstavuji jedince.

Zapadni Karpaty: o, Panonie: 0, Pobalti: ~ , Dinarské hory: +, Vychodni Karpaty:
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Obrazek 9: Prvni a tfeti osa ordina¢niho diagramu analyzy hlavnich koordinat kompletniho
datasetu provedené v programu PAST 3.5, jako koeficient podobnosti byl pouzit Jaccardiiv
koeficient. Prvni osa vysvétlila 7,4 % variability, tieti osa vysvétlila 4,8 % variability. Jednotlivé
body ptedstavuji jedince.

Zapadni Karpaty: o, Panonie: O, Pobalti: ~ , Dinarské hory: +, Vychodni Karpaty:
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Obrazek 10: Druha a tfeti osa ordina¢niho diagramu analyzy hlavnich koordinat kompletniho
datasetu provedené v programu PAST 3.5, jako koeficient podobnosti byl pouzit Jaccardiv
koeficient. Druha osa vysvétlila 5,4 % variability, tfeti osa vysvétlila 4,8 % variability. Jednotlivé
body ptedstavuji jedince.

Zapadni Karpaty: o, Panonie: O, Pobalti: ~ , Dinarské hory: +, Vychodni Karpaty:
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4.2.3. Bayesovské shlukovani podle programu Structure

Jako nejlepsi pocet shlukt (K) pro datovou matici v§ech populaci vyslo K =5
Tato hodnota K méla nejvyssi koeficient podobnosti opakovani béhti algoritmu, vysoky
logaritmus pravdépodobnosti modelu a druhé nejvyssi AK. Dalsi moznosti je K =4
s vysokym koeficientem podobnosti a logaritmem pravdépodobnosti, ale relativné
nizkym AK. Ve vysledném diagramu (obrazek 14) je zobrazena i varianta modelu
pro K =3, kterda mé¢la nejvy$$i hodnotu AK a relativné vysokou hodnotu logaritmu
pravdépodobnosti. Toto je znazornéno na grafech, které pomaha;ji urcit optimalni K (viz
obrazky 11, 12, 13). Grafy ukazuji pravdépodobnost modeli, které rozdéluji jedince do
konkrétniho poctu skupin (K) a rozdil pravdépodobnosti mezi béhy programu pro rtizné
pocty skupin, které jsou pfedem urcené. Mira podobnosti mezi jednotlivymi béhy
programu je vyjadiend koeficientem podobnosti, a ¢im vyssi je podobnost vysledkd, tim

vyssi je 1 pravdépodobnost a stabilita daného rozde€leni jedincit do shlukd.
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Obrazek 11: Vystupni grafy ze Structure-sum. Graf vlevo nahote ukazuje na svislé ose logaritmus
pravdépodobnosti modelu — L(K) — optimalniho rozdéleni do daného poctu skupin K zobrazeného
na vodorovné ose. Graf vpravo nahotfe ukazuje primérnou miru zmény pravdépodobnosti mezi
vypocty s dvéma riznymi pocty skupin K — L*(K). Graf vlevo dole ukazuje miru zmény mezi
dvéma pary béhu programu, tedy mezi dvéma body piedchoziho grafu — L*‘(K). Posledni graf
ukazuje AK ziskané jako primér absolutnich hodnot z pfedchoziho grafu za vSechny béhy

programu pro dané K.
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Obrazek 12: Graf zndzornujici podobnost mezi jednotlivymi béhy programu Structure pro predem
urcené hodnoty K. Na svislé ose je logaritmus pravdépodobnosti modelu a optimalniho rozdéleni
do daného poctu skupin. Na vodorovné ose jsou dané hodnoty K. Jednoznaény vysledek pro

vsechna opakovani algoritmu jako je vzdy u K = 1, lze viceméné nalézt iuK 3,4 a 5.
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Obrazek 13: Graf ukazuje koeficient podobnosti (na svislé ose) mezi jednotlivymi pary béhi
programu pro predem uréeny pocet shlukli K (na vodorovné ose). Na grafu je znazornén
pramérny koeficient podobnosti mezi pary béhti programu a smérodatnou odchylkou. Nejlepsi
vychazi rozdéleni do 4 nebo 5 shlukii, oboji s vysokym koeficientem podobnosti a malé

smérodatné odchylce.
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K urceni nejlepsiho poctu skupin bylo dilezité¢ vysoké AK a také vysoky
koeficient podobnosti (similarity coefficient, Falush etal. 2003) jednotlivych bé&hu
programu vyjadfeny malou smérodatnou odchylkou, coz znamend, Ze pii vSech
nezavislych opakovani vypoctu dojde ke stejnému nebo velmi podobnému rozdé€leni
jedinct do shlukt. O rozdéleni jedinct do 4 nebo 5 skupin svédCil vysoky koeficient
podobnosti a logaritmus pravdépodobnosti, ale tato rozdéleni neméla nejvyssi hodnotu
AK. Proto bylo brano v uvahu i rozdéleni dat do 3 skupin, které mélo jednoznacné
nejvyssi AK, ale velmi Spatny koeficient podobnosti jednotlivych béha a téméi nulovou
smerodatnou odchylku. Vysledné rozdéleni jedinct do 3, 4 a 5 shlukii je znazornéno na
obrazku 14.

V modelu rozdéleni populaci do 3 shluki (K =3) se zfetelné vymezila
skupina populaci pochazejici z Dinarskych hor (¢ervenou barvou na diagramech i v mapé
— obrazky 14 a 15). Dalsi skupinu vytvotily populace z oblasti Panonské niziny spolu
se ttemi populacemi z jihu arealu (nejjiznéjsi ¢ast Karpat, populace AA123, AA125,
AA126; zelenou barvou na diagramech i v mapé — obrazky 14 a 15). Tteti a zaroven
nejveétsi shluk zahrnoval zbyvajici populace z celého oblouku Karpat a také populace
Z Pobalti (modrou barvou na diagramech i v map¢ — obrdzky 14 a 15). Nékolik populaci
Z oblouku Karpat vykazovalo znaky smisené¢ho plvodu, a patfily z¢asti do skupiny
zahrnujici panonské populace (zelend, pro K = 3) a z¢asti do skupiny zahrnujici karpatské
populace (modré, pro K =3). Jednalo se o populace AA70 a AA118. Proporcionalni
pfislusnost jednotlivych populaci k jednotlivym shlukiim je vyobrazena na mapé
V obrazku 15.

U modelu K =4 byla (stejn¢ jako u K =3) oddélena skupina populaci z
Dinarskych hor (Cervenou barvou na diagramech i v mapé — obrazky 14 a 16). Taktéz
byla oddé¢lena skupina populaci z Panonské niZiny, ovSem zde jiZ bez ti populaci z jihu
Karpat (zelenou barvou na diagramech i v mapé — obrazky 14 a 16). Dale se objevil
rozdil mezi shlukem populaci z jihovychodni ¢asti Karpat (svétle modrou barvou na
diagramech 1 v mapé€ — obrazky 14 a 16) a shlukem populaci ze zépadnich Karpat (tmavé
modrou barvou na diagramech i v mapé — obrazky 14 a 16). V tomto pfipad¢ se Baltské
populace zobrazily jako smés obou zminénych skupin v pfiblizném poméru 3:2. [
Vv ptipadé modelu K =4 bylo n¢kolik populaci nejednoznacné zatazeno a vykazovalo
znaky smiSeného ptvodu, nejcastéji se jednalo o populace ze Zapadnich Karpat (obrazky

14 a 16).
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V modelu K =5 se vymezily 4 populace z pobiezi Baltu (AA153, AA197,
AA199 a AA200) do patého shluku spolu se 2 populacemi ze Slovenska AA16 a AA17
(Zlutou barvou na diagramech i v mapé — obrazky 14 a 17). N¢kolik dalsich populaci
Z jithovychodnich a zapadnich Karpat vykazovalo ¢aste¢nou piislusnost k patému shluku,
napiiklad z tizemi Slovenska (AA91) a Rumunska (AA159). Ob¢é byly piedchozimi
modely jednoznaéné piifazeny k populacim z Karpat.

Na zaklad¢ vysledku téchto analyz, zejména podle modelu K = 5 (obrazky 14
a 17), bylo definovano rozdéleni populaci do péti hlavnich skupin: Dinarské hory,

Panonska nizina, Vychodni Karpaty, Zapadni Karpaty a Pobalti.
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Obrazek 14 — 1. ¢ast: Shlukovani jedinct do skupin (vystupy z programu Structure).
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Obrazek 14 — 2. ¢ast:  Shlukovani jedincti do skupin podle genetické podobnosti (vystupy
z programu Structure).

Jednotlivé sloupce jsou populace (oznacené kody) a mensi sloupecky uvniti predstavuji jedince.
Sloupecky jsou obarvené podle pfislusnosti k danému shluku (Panonska nizina, Dinarské hory,
Vychodni Karpaty, Zapadni Karpaty a Balt). Pokud je barev vice, pak pomér barev ve sloupci
odpovida pravdépodobnosti prislusnosti daného jedince do vice barevné odlisSenych genetickych

shlukti. Zobrazeny jsou varianty pro vSechna 3 potencialné vhodna K (3, 4 a 5).
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Obrazek 15: Mapa znazornuje geografické rozmisténi zkoumanych populaci A. arenosa, kruhové
grafy ukazuji jejich proporcionalni pfifazeni ke skupinam podle vysledkl Structure — jedna se o
model s K = 3. Rozdéleni populaci mezi skupiny je zobrazeno na diagramu pod mapou. Data byla

zpracovana v programu ArcMap v.10.



Panonska nizina Dinarské hory Vychodni Karpaty

A o

- 05’6 r o ,"\b,:-&zh5 o O L I ] L H H & o oS O & o ~ R0 s A o
FEFEIFF IS FTIIEFSSIFITEFESFFEITFFEFES
Zapadni Karpaty Balt

N S
T v

»\é\' = A o
; T ¥ ¥

O L3 Lo TN, - N~ B SN
$F L ELE
T v

Y‘i?????;;

5L
FIITT
Obrazek 16: Mapa znazornuje geografické rozmisténi zkoumanych populaci A. arenosa, kruhové
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grafy ukazuji jejich proporcionalni pfifazeni ke skupinam podle vysledkli Structure — jedna se o

model s K = 4. Rozdéleni populaci mezi skupiny je zobrazeno na diagramu pod mapou. Data byla

zpracovana v programu ArcMap v.10.
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Obrazek 17: Mapa znazornuje geografické rozmisténi zkoumanych populaci A. arenosa, kruhové
grafy ukazuji jejich proporcionalni pfifazeni ke skupinam podle vysledkll Structure — jedna se o

model s K = 5. Rozdéleni populaci mezi skupiny je zobrazeno na diagramu pod mapou. Data byla
zpracovana v programu ArcMap v.10.
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4.2.4. Analyza molekularni variance (AMOVA)

Pomoci analyzy datasetu ze vSech 14 jadernych mikrosatelitovych lokust
byla zjisStovana urovenn vnitropopulacni a mezipopulacni diferenciace u diploidnich
zastupci komplexu Arabidopsis arenosa v celém jeho arealu rozsifeni. Relativné vysoké
hodnoty fixa¢niho indexu (Fst az 0,28), poukazaly na vyraznou genetickou diferenciaci
mezi populacemi A. arenosa.

Analyza molekularni variance byla pocitana v programu Arlequin 3.5 nejprve
pro cely dataset, pak pro dataset s pfedem nadefinovanymi genetickymi skupinami (podle
vysledka Structure, viz také tabulka 1) a nakonec byla zvIast’ analyzovana kazda z péti
zminénych genetickych skupin. VSechny analyzy byly provedeny metodou Fst-like
(podle podilu shodnych alel) a vypocty byly testovany 1000 permutacemi. Analyza
celého datasetu (viz tabulka 9) poukdzala na vys$i variabilitu uvnitt populaci (74,4 %
celkové variability) nez mezi jednotlivymi populacemi (25,6 % variability), avSak
pomérmé vysokd hodnota fixa¢niho indexu Fsr (0,26) naznacuje, ze populace jsou

relativné dobte odliSené a vzajemné izolované.

Tabulka 9: Analyza molekularni variance (AMOVA) vSech populaci spocitana v programu

Arlequin 3.5 pomoci metody Fst-like (podle podilu shodnych alel), s poctem permutaci 1000.

Zdroje Stupné | Suma | Variabilita | Procento
variability volnosti | ¢étverca | komponent | variability
Mezi 63 | 150735 | 121 25,6
populacemi
Uvniti populaci 1098 | 3835,22 3,50 74,4
Celkem 5432,57 4,70
FST = 0,26

Ucelem druhé analyzy (viz tabulka 10) bylo zjistit jaké mnoZstvi variability je
mezi genetickymi skupinami, definovanymi podle vysledka Structure (Zapadni Karpaty,
Vychodni Karpaty, Panonska nizina, Dinarské hory a Pobalti). Hodnota fixa¢niho indexu
je vysokd (Fst=0,28), takze tato analyza molekularni variance potvrdila rozliSeni
datasetu na pe€t zminénych skupin. Mezi populacemi v ramci genetickych skupin bylo

zjisténo 16 % a uvnitt populaci 72,4 % celkové variability.
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Tabulka 10: Analyza molekularni variance (AMOVA) vsech populaci s definovanymi skupinami
spocitana v programu Arlequin 3.5 pomoci metody Fsr-like (podle podilu shodnych alel),

S poctem permutaci 1000.

Zdroje Stupné | Suma | Variabilita | Procento
variability volnosti | ¢étvercu | komponent | variability
ulrdl 4 | 56525 | 056 11,6
skupinami
Mezi
populacemi v 59 1032,10 0,77 16,0
ramci skupin
Uvnitf populaci 1098 3835,22 3,50 72,4
Celkem 543257 4,85
Fst=0,28

Nakonec bylo provedeno pét jednotlivych analyz datasetd rozdélenych podle
genetickych skupin (viz tabulky 11, 12, 13, 14 a 15) ke zjisténi toho, do jaké miry jsou
tyto skupiny odliSené na zdklad¢ mikrosatelitovych dat, jak jsou izolované a kolik je
variability mezi nimi nebo v jejich ramci.

Mira mezipopulac¢ni genetické variability byla nejniz$i u Baltské skupiny
(konkrétné 13,4 %) a u skupiny ze Zapadnich Karpat (13,6 %). Tyto dvé skupiny mély
skupinu z Karpat hodnotu 0,14), coz naznacuje pouze stfedni miru diferenciace obou
skupin a naopak vysoké procento variability mezi jedinci uvnit populaci.

Naopak nejvy$si hodnota fixaéniho indexu (Fst=0,23) a nejvyssi
mezipopulacni variabilita (22,9 %) byla zjisténa u Panonské skupiny. Obdobné vysokou
miru diferenciace vykazovala i Dindrskd a Vychodokarpatskd skupina. U téchto skupin
byly také zjistény vysoké hodnoty celkové populacni diferenciace (Fst V rozmezi 0,21 —

0,22) a vysoka mira mezipopulaéni variability (v rozmezi 21,2 — 22,3).
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Tabulka 11: Analyza molekularni variance populaci ze skupiny Zapadni Karpaty, spocitana

v programu Arlequin 3.5 pomoci metody Fsr-like, s po¢tem permutaci 1000.

Zapadni Karpaty
Zdroje Stupné | Suma | Variabilita | Procento
variability volnosti | ¢tverci | komponent | variability
e 21 | 31581 | o061 13,6
populacemi
Mezijedinci | 30, | 148034 | 386 86,4
uvnitf populaci
Celkem 1796,16 4,47
FST=0114

Tabulka 12: Analyza molekularni variance populaci ze skupiny Vychodni Karpaty, spoéitana

Vv programu Arlequin 3.5 pomoci metody Fsr-like, s poé¢tem permutaci 1000.

Vychodni Karpaty
Zdroje Stupné | Suma | Variabilita | Procento
variability volnosti | étverci | komponent | variability
Al 15 286,94 0,89 21,2
populacemi
Mezijedinci | 570 | gog28 | 329 78,8
uvnitf populaci
Celkem 1177,22 4,18
FST:0121

Tabulka 13: Analyza molekularni variance populaci ze skupiny Panonska nizina, spocitana

Vv programu Arlequin 3.5 pomoci metody Fsr-like, s poétem permutaci 1000.

Panonska nizina

Zdroje Stupné | Suma | Variabilita | Procento

variability volnosti | étverci | komponent | variability
Mezi 10 | 21881 0,99 22,9
populacemi
Mezijedinci | 17 | g5741 3,31 77,1
uvnitt populaci
Celkem 871,22 4,30
FST = 0,23
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Tabulka 14: Analyza molekularni variance populaci se skupiny Dinarské hory, spocitana

v programu Arlequin 3.5 pomoci metody Fsr-like, s po¢tem permutaci 1000.

Dinarské hory

Zdroje Stupné | Suma | Variabilita | Procento

variability volnosti | ¢tverci | komponent | variability
e 8 | 14129 | 086 22,3
populacemi
Mezijedinct | 146 | 43704 3,00 77,7
uvnitf populaci
Celkem 578,33 3,86
FST = 0,22

Tabulka 15: Analyza molekularni variance populaci ze skupiny Pobalti, spocitana v programu

Arlequin 3.5 pomoci metody Fsr-like, s poétem permutaci 1000.

Pobalti
Zdroje Stupné | Suma | Variabilita | Procento
variability volnosti | étverci | komponent | variability
Al 5 69,25 0,58 134
populacemi
Mezijedinci | 1) | 37515 | 373 86,6
uvnitf populaci
Celkem 444,40 4,31
FST:0113

Souhrnné informace o téchto skupinach jsou v tabulce 16, ktera shrnuje miru

mezipopulaéni variability, hodnoty fixa¢niho indexu Fsr, dale hodnoty DW indexu, He a

Hs zprimérované pro populace z danych skupin. U primémych hodnot jsou udany

smérodatné odchylky.

Tabulka 16: Index rarity (dDw), heterozygosita (Hg), geneticka diverzita a vysledky AMOVA,

sumarizované pro jednotlivé genetické skupiny. Smérodatné odchylky jsou vyznaceny ,.+“.

Skupiny DW index He Hs Fer M\e/;iﬁggﬁ:?:“i
Dinarské hory 0,49 £0,266 | 0,42+0,055 | 0,50+ 0,033 | 0,22 22,3 %
Pobalti 0,41+£0,194 | 0,53+0,066 | 0,61+0,065 | 0,12 13,4 %
Panonska nizina | 0,370,178 | 0,47 +0,047 | 0,53+0,036 | 0,23 22,9 %
Zapadni Karpaty | 0,34 +0,093 | 0,55+0,050 | 0,60+0,045 | 0,14 13,6 %
Vychodni Karpaty | 0,27 =0,091 | 0,47 +0,064 | 0,52+0,060 | 0,21 21,2 %
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5. Diskuze

Tato prace se zabyvala zevrubnou genetickou analyzou diploidni linie
komplexu Arabidopsis arenosa a to za pouziti klasické molekularni metody analyzy
mikrosateliti. Hlavnim cilem prace bylo tedy prozkoumat diverzitu a evolu¢ni vztahy
mezi diploidnimi liniemi komplexu A. arenosa, analyzovat jeho soucasné rozsifeni a
diskutovat mozna taxonomicka feSeni pro tento komplex. Déle pak porovnat vysledky
analyz provedenych na zaklad¢ mikrosatelitovych dat v této praci s vysledky obdobnych
analyz  provedenych na identickém  datasetu avSak rozdilnou metodou

(RAD sekvenovani), publikovanych nedavno ve studii Kolaf et al. (2016).

Na zéklad¢ studia mikrosatelitt bylo odhaleno 5 evolucnich linii na diploidni
urovni druhového komplexu Arabidopsis arenosa. Z analyzy dat v programu Structure
vyplynulo, Ze nejpravdépodobnéjsim modelem je pravé rozdéleni dat (populaci) na 5
skupin, které viceméné kopiruji rozmisténi populaci do geografickych oblasti. Jedna se o
populace z Dinarskych hor, Panonské niziny, zapadni ¢asti Karpat, vychodni (a jizni)
casti Karpat a pobiezi Baltského mote. Toto rozdéleni viceméné koresponduje se
strukturou, kterd byla odhalena pomoci metody RAD sekvenovani (Kolar et al. 2016).

Populace z Dinarskych hor byly zjevné na svém uzemi dlouhodob¢ izolované,
protoze mezi nimi a dalSimi horskymi populacemi v Karpatech se nachazi Panonska
modelu predpokladajicim pouze 3 skupiny. Tretim shlukem pak byly populace z Karpat
spolu se 4 populacemi z Pobalti, které jsou geograficky velmi vzdalené, ale tato analyza
naznacila, ze geneticky jsou si naopak docela blizké. Na jejich pfibuznost poukazuje i
nizka slozka variability mezi skupinami (pouze 7,4 %) v analyze AMOVA, v niz byly
zahrnuty pouze populace z Karpat a Pobalti (Kolaf etal. 2016). Analyza hlavnich
koordinat (PCoA) sice neodhalila vyraznou strukturu mezi populacemi
Arabidopsis arenosa, ale potvrdila ptibuznost populaci z Karpat a Pobalti, a také
izolovanost Dindrské skupiny.

Jednotlivé skupiny se mezi sebou li§i svou wvnitini strukturou (tj. mirou
mezipopulacni variability), mirou genetické diferenciace (Fsr), heterozygositou a
genovou diverzitou a mnozstvim vzacnych alel. Podle hodnot He a Hs bylo odhadnuto, ze

nejvice genetické diverzity se nachazi v Zapadnich Karpatech a v Pobalti. Pfi¢emz
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Vv Pobalti je to celkem sporné, protoze primérné hodnoty pro celou skupinu byly zvyseny
diky hodnotam populaci AA16 a AA17, které se nachazeji na Slovensku a k Pobalti byly
pfifazeny pouze na zaklad¢é Bayesovského shlukovani (Structure). Primérna hodnota He
pro baltskou skupinu bez zahrnuti populaci AA16 a AA17 (tj. s piihlédnutim ke
geografii) je 0,49 a s témito populacemi 0,53 (analogicky pro Hs jsou hodnoty 0,58 a
0,61). Nejméné genetické diverzity bylo nalezeno v Dindrskych horach (Hg =0,42 a
Hs = 0,50). Zhlediska vzacnych alel se jako nejbohatsi ukézala skupina populaci
Z Dinarskych hor a hned po ni skupina z Pobalti, coz bylo opét zplisobeno zkreslenim
hodnot kvili rozporu mezi vysledky Bayesovského shlukovani a geografii. V ptipadé
Baltu byla hodnota DW indexu zvySena zahrnutim populaci AA16 a AA17 (0,41), bez
téchto populaci to bylo pouze 0,29. Naopak Dindrské hory nejsou pfili§ geograficky
vzdalené od ostatnich skupin, ale vysoky podil vzacnych alel poukazuje na dlouhodobé
pfezivani na daném uzemi, mozné pies obdobi poslednich glaciali. Pokud by zde bylo
glacialni refugium, pak se z néj ale nesifili jedinci K rekolonizaci okolnich tizemi, protoze
populace z této oblasti jsou i v souCasnosti geneticky izolované. Nejméné vzacnych alel
bylo detekovano v jihovychodni casti Karpat, coz vylucuje dlouhodobou stabilitu
populaci na tomto uzemi, a naznacuje, Ze v tomto sméru (stfedni oblast Balkénu) se
zfejm¢ nenachazelo vyznamné refugium diploidnich zastupct Arabidopsis arenosa
(podrobnéji o ,,klasickém balkanském refugiu‘ nize). Pomérné vysoka mira vzacnych alel
byla zjisténa také v Panonské niZiné, kterd diky niZinnému charakteru ziejmé& nebyla
béhem doby ledové piili§ vyznamné ovlivnéna klimatickymi zménami, a také
v Zéapadnich Karpatech. Vyse diskutované hodnoty parametrti genetickych skupin jsou
ptrehledné shrnuty v tabulce 16.

Je mozné, ze na uzemi Slovenska mohly populace Arabidopsis arenosa
ptezivat v tzv. kryptickém severnim refugiu (Stewart & Lister 2001) a to konkrétné na
lokalitach na upati zdpadnich Karpat (Kolaf et al. 2016). Tato oblast jiz byla dfive autory
zvazovana jako vazny kandidat na kryptické refugium na sever od Mediteranu (Provan &
Bennett 2008; Tzedakis et al. 2013). Tyto piedpoklady jsou zaloZeny na fosilnich datech
(Birks & Willis 2008) a genetické struktufe neékterych temperatnich zivocicht (Kotlik et
al. 2006) a rostlin (Magri et al. 2006). Dale bylo zjisténo, ze zapadni ¢ast Karpat byla
béhem posledniho glacialniho maxima (LGM) souvisle zalesnéna (Jankovska & Pokorny
2008) a presn¢ datované fosilie plz zde prokazaly vyskyt temperatnich druhti (Jufickova

etal. 2014).
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Na zédkladé¢ mikrosatelitovych dat lze tézko ziskat ptesné informace o
genovém toku mezi populacemi, ale presto je mozné usuzovat, zda k nému viibec dochazi
nebo nekdy v minulosti dochdzelo. Nejlépe je to vidét na vysledcich Bayesovského
shlukovani, kde vznikaji smési (,,admixture*) v populacich, jejichz pfifazeni k jedinému
shluku nebylo mozné, a naznacuji jejich genetickou podobnost s populacemi z jinych
shlukt. Velka mira ,,admixture* byla zjisténa praveé mezi skupinami z Karpat (vSeobecn¢)
a z pobrezi Baltu (podle modelu ze Structure, kde K = 5). Z toho by bylo mozné usuzovat
na genovy tok nebo sdileny ancestralni polymorfismus mezi populacemi, ovSem
Vv piipadé genového toku nelze odhadnout jeho smér. Jednou moznosti je smér z jihu na
sever predpokladajici postglacialni migraci zastupct Arabidopsis arenosa do severnich
oblasti Evropy. Baltské populace by v tomto ptipadé musely vzniknout na uzemi Karpat a
mit spole¢né predky s témi ,,dneSnimi Karpatskymi populacemi. Teprve v pribchu Casu,
stim jak se populace presouvaly na sever, doSlo k pferuSeni genového toku, a tyto
populace se zacaly odliSovat (hromadit mutace a fixovat alely). Pfesto na dnesni struktute
muzeme pozorovat jedince (nebo celé populace), které se nachazi tieba na Slovensku
nebo v Rumunsku, ale podle molekularnich marker jsou blizce pfibuzné populacim
z Litvy. Druhou moznosti je smér genového toku ze severu na jih, ¢ili od Baltu smérem
do Karpat. Tato varianta se mi zdd mnohem méné pravdépodobnd, protoze obvykle se
predpoklada genovy tok ve sméru rekolonizace po dob¢ ledové (Taberlet et al. 1998), ale
pouze na zakladé mych analyz mikrosatelitii nelze tuto moznost vyloucit. Z modelu, ktery
definoval pouze 4 shluky populaci, je mozné vypozorovat genovy tok mezi obéma castmi
Karpat (zépadni a jihovychodni) a také to, ze Baltské populace patii spise k jithovychodni
casti. Celkove to naznacuje, Ze tyto tfi skupiny jsou si navzajem piibuznéjsi nez kazda
Z nich samostatné se zbyvajicimi dvéma skupinami. Ur¢ity genovy tok nelze vyloucit ani
mezi populacemi v Panonii a v Karpatech (to je zjevné ze vSech variant K 3, 41 5), a to
hlavné mezi t€mi, které jsou si geograficky pomérné blizké — naptiklad populace z Tater
a populace z jihu Slovenska, kde za¢ina nizina. Zda se, Ze jedinou opravdu dlouhodobé
izolovanou skupinou (bez genového toku mezi ni a ostatnimi skupinami) jsou populace
z Dinarskych hor, ovSem pouze ty zuzemi Slovinska, Chorvatska a Bosny a
Hercegoviny. Pomérné zajimavé je, ze populace ze Srbska (Cili geograficky velmi blizké
tém z Bosny a Hercegoviny) byly jednoznacné ptifazeny ke skupiné z jihovychodnich

Karpat.
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Rada diikazii naznaluje, Ze linie Arabidopsis arenosa z Panonské niziny a
z Karpat pravdépodobné piezily posledni velké zalednéni (LGM) v tzv. kryptickych
severnich refugiich (Stewart & Lister 2001), jak bylo jiz vySe zminéno. Zaprvé, populace
rostouci na Balkanském poloostrove (tj. v klasicky uvadéném glacialnim refugiu, napf-.:
Bennett et al. 1991; Taberlet et al. 1998) vykazuji zna¢né snizenou miru genetické
diverzity. Navic jiz zminéné populace ze Srbska maji také nizké procento vzacnych alel a
geneticky jsou ptibuzné s populacemi z jihovychodnich Karpat, coz mulize znamenat
pomémne nedavnou kolonizaci izemi stfedniho Balkénu pravé z Karpat (spojeni téchto
dvou regionti bylo zdokumentovano 1 u dalSich rostlinnych druhi, viz napft.: Frajman &
Oxelman 2007; Ronikier 2011). Také se zda, Ze maly pocet zfetelné¢ odlisnych populaci
v severni ¢asti Dindrskych hor piezival v izolaci od téchto srbskych populaci. Zadruhé,
bazalni pozice Panonské skupiny ve fylogenetickém stromé (Kolaf et al. 2016) vylucuje
moznost nedavného oddéleni panonskych populaci od téch balkanskych. A za treti,
dlouhodobé ptezivani velkych populaci Arabidopsis arenosa ve stiedni a vychodni
Evropé je podlozeno zvySenou mirou genetické diverzity a mnozstvim vzacnych alel
VvV soucasnych populacich, coz bylo zjisténo diky analyze mikrosatelitovych dat
(viz obrazek 7, ¢ast ,,b*) a také studiem AFLP a plastidové DNA (Schmickl et al. 2012).
Opaény mozny scénaf, tj. nedavna (postglacialni) expanze z Balkanu, by zptsobila slabé
diferenciované a geneticky méné variabilni linie ve Stfedni Evropé, a mozna také stopy
po kiizeni vSech hlavnich linii v jiZznich oblastech domnélého refugia.

Tato zjiSténi jsou castecné v rozporu s poznatky ziskanymi ze studia
chloroplastové DNA komplexu Arabidopsis arenosa (Schmickl et al. 2012), které
identifikovaly jako pravdépodobnd glacialni refugia tyto 3 oblasti: nezalednénou cast
vychodnich a jihovychodnich Alp, Karpaty a Balkdn. Nicméné analyzy mikrosatelitl 1
SNPs (Kolat et al. 2016) jednoznacné vyloucily, Ze by oblast Balkanu byla refugiem pro

vSechny diploidy Arabidopsis arenosa.

Informace o vnitropopula¢ni a mezipopulaéni diverzité ziskané na zakladé dat
Z analyzy mikrosatelitli jsou mnohem podrobnéjsi a pfesnéjsi nez z dat ziskanych RAD
sekvenovanim. Dlvodem je to, Ze metoda RAD sekvenovani je finan¢n€ naro¢na, a proto
jeji ,,sampling® zahrnoval jen 2 — 4 jedince z kazdé populace, coz neni dostacujici pro
posouzeni vnitropopulacni a mezipopulacni diverzity. V tomto piipadé¢ je metoda
mikrosateliti vyhodnégjsi, protoze umoziuje levnéji analyzovat vice jedincl z populaci.
Metoda RAD sekvenovani je naopak uzite¢na ke zjistovani vztahti mezi populacemi —
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SNPs umoznily vytvoreni fylogenetickych stromi pro Arabidopsis arenosa (viz Kolar et
al. 2016), coz se na zéklad¢ dat z mikrosatelitovych lokusiti nepodatilo.

I ptes rozdily v obou metodach, vyslo rozdé€leni dat do skupin podle genetické
piibuznosti (v analyze programem Structure) témét shodné, coz je pozoruhodné
vzhledem k faktu, Ze metoda RAD sekvenovani vyprodukovala cca 2400 variabilnich
mist (SNPs) zatimco u mikrosatelitl bylo nalezeno ,,pouze™ 220 riznych alel. V ramci
téchto podobn¢ definovanych skupin odhalila analyza mikrosatelitih vétsi miru
»admixture* nez v pripad¢ dat z RAD sekvenovani a odhalila ur€itou miru genového toku

napt. mezi oblasti Zapadnich Karpat a Panonskou nizinou nebo Pobaltim.
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Na zéklad¢ studia mikrosateliti se mezi 64 populacemi z celého arealu
rozSifeni diploidnich zastupcti Arabidopsis arenosa podafilo rozli§it 5 geneticky
odli$nych linii, které se alopatricky vyskytuji v riznych castech stiedni a jihovychodni
Evropy (jedna z nich vice prostorové izolovana od ostatnich se vyskytuje na jizni ¢asti
pobiezi Baltského mote). Rozmisténi téchto genetickych linii z velké Casti odpovida
vyznamnym geografickym regioniim, podle kterych byly také provizorné¢ pojmenovany:
Dinarské hory, Panonska nizina, Zapadni Karpaty, Vychodni Karpaty a Pobalti.

Genetickd struktura druhového komplexu Arabidopsis arenosa nastinéna
V této praci je v pfimém rozporu s dosavadnim taxonomickym konceptem. Tii ze Sesti
rozeznavanych taxonti podle Schmickl et al. (2012) zapadaji do geneticky definované
skupiny zapadnich Karpat, zatimco vyrazné odliSené skupiny z Dindrskych hor a Karpat
jihovychodnich jsou v soucasném piistupu zcela opomijeny. Jedinym taxonem, ktery
»pasuje do jedné z 5 hlavnich skupin, je Arabidopsis petrogena (A. Kern) V. I. Dorof

korespondujici s populacemi v Panonské niziné (Kolaf et al. 2016).
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Ptilohy

A. Mapy lokalit sbiranych populaci — bliz§i pohledy na pobitezi Baltského mote (horni

obrazek) a na stfedni a jizni ¢ast arealu rozsifeni diploidni linie Arabidopsis arenosa
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B. Tabulky souhrnnych informaci o multiplexech primerti
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C. Laboratorni protokoly

C.1. Izolace DNA

o ze susené biomasy (skladované v silikagelu) odebereme cca 0,5 g a vlozime do
plastovych zkumavek (Eppendorf, 2 ml) spolu se dvéma wolfram-karbidovymi
kulickami

J zkumavky rovnomérné umistime do mlynku Retsch MM200 a drtime pfi frekvenci
30 ot. /sek. po dobu 3 minut (v piipad¢ nutnosti jesté dalsi 2 minuty)

. po rozdrceni materidlu pracujeme v digestofi a pfidame ke kazdému vzorku 900 pl
roztoku CTAB (smiseného v poméru 100:2 s merkaptoethanolem), 5 ul RNasy A a
Spetku PVP (polyvinylpyrolidon)

o uzaviené zkumavky promichame na vortexu (Scientific Industries Inc., Vortex-
Genie 2) a inkubujeme na termomixeru (Eppendorf, Thermomixer comfort) 30 min
pii teploté 60 °C a 1400 rpm

. zkumavky ddme na 6 min do centrifugy (Sigma, 4-16K Centrifuge) a nastavime
maximdlni otaCky (13200 rpm), poté piepipetujume supernatant do Ccistych
zkumavek a zbylé usazeniny zlikvidujeme

. ke vzorkiim pfidame 500 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu (v poméru 24:1),
uzaviené zkumavky 3x pfevratime a nechame 5 minut odstat

o zkumavky umistime do centrifugy na 6 min pfi 13200 rpm a pak pfepipetujeme
supernatant do Cistych zkumavek

. pak zopakujeme posledni dva kroky (pfecisSténi chloroformem a isoamylalkoholem)

o poté piiddame 500 pl vychlazeného isopropanolu, uzaviené zkumavky 2x
prevratime a nechame minimalné 30 min v mrazaku pii -20 °C

o zkumavky umistime do centrifugy na 3 min pfi 13200 rpm, supernatant opatrné
vylijeme a zkumavky (s DNA ve formé¢ pelletu usazené¢ho na dn€) nechame chvili
schnout dnem vzhiiru

. ke vzorkim ptiddme 400 pl vychlazeného 96% ethanolu a inkubujeme je 15 min na
termomixeru pii 37 °C a 1200 rpm

. zaviené zkumavky umistime do centrifugy na 6 min pfi 13200 rpm a pak opét

opatrné vylijeme supernatant
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ke vzorkim piiddme 200 pl vychlazeného 70% ethanolu a nechdme cca 5 min
odstat

uzaviené zkumavky umistime do centrifugy na 5 min pii 13200 rpm a pak naposled
opatrn¢ vylijeme supernatant

oteviené zkumavky nechame 10-15 min vysychat a pak je umistime na termomixer,
kde je suSime pii teploté 65 °C dalsich minimaln¢ 15 minut (vysuSeny pellet DNA
1ze opatrnym poklepanim odd¢lit od stény zkumavky)

vysusenou DNA rozpustime ve 200 ul TE pufru pii inkubaci na termomixeru (10
min, 60 °C a 600 rpm)

DNA Ize skladovat v lednici nebo dlouhodobé v mrazaku (az -80 °C)

C.2. Rozpisy pro PCR

C.2.1. Reak¢ni mix pro MyTaq polymerazu

ddH,0 13,4 ul
MyTaq pufr 4,0 pl
Forward (,,F*) primer 0,13 pul
F primer — fluorescen¢né znaceny FAM 0,5 ul
Reverse (,,R*) primer 0,5 pul
MyTaq DNApolymeraza 0,2 ul

o k 18,73 ul mixu byl pfidan 1 pl vzorku DNA

C.2.2. Reakéni mix pro REDTaq polymerazu

ddH,0O 6,2 ul
hofe¢naté jonty (Mg?") 0,5 ul
Red Taq pufr 1,0 ul
dNTP 0,2 ul
smes primert (F+R) 0,6 ul
REDTaq DNApolymeraza 0,5 ul

o k 9 pl mixu byl ptidan 1 ul vzorku DNA
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C.2.3. Reakéni mix pro QIAGEN Multiplex PCR Kit

ddH,0 1,0 ul
2xX QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 2,5 ul
10x primer-mix 0,5 ul

ke 4 pl mixu byl ptidan 1 pl vzorku DNA

C.2.4. Koncentrace primert v primer-mixu M2

C.3.

F20D22
F21M12
F19G10
F19K?23-483
ICE1l
MDC16

0,75 pmol/ul
0,75 pmol/ul
0,75 pmol/pl
1 pmol/ul
2 pmol/ul
0,75 pmol/pl

Programy v termocykleru

C.3.1. Program pro MyTaq polymerazu

95 °C
95 °C
55°C
72 °C
95 °C
53°C
72 °C
72 °C
10 °C

1 min

30s

30s 27X
45s

30s

30s 8x
45s

10 min

teplota udrzovana az do otevieni vika termocykleru
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C.3.2. Program pro REDTaq polymerazu

94 °C 1 min

94 °C 30s

50 °C 30s 35X

72 °C 40s

72 °C 20 min

10 °C teplota udrzovanad az do otevieni vika termocykleru

C.3.3. Program pro QIAGEN Multiplex PCR Kit

95°C 15 min

94 °C 30s

60 °C 90s 35x

72 °C 1 min

60 °C 30 min

10 °C teplota udrzovana aZ do otevfeni vika termocykleru
C.4. Predisténi octanem

ke vzorkiim (1 pl PCR produktt) pfiddme 1 pl octanu sodného a 10 pl 96%
ethanolu

kratce promichame na vortexu a sto¢ime v centrifuze, pak nechame vzorky 20 min
Vv klidu stat v mrazaku

vzorky vlozime do pfedem vychlazené centrifugy (Sigma, 4-16K Centrifuge) a
nechame tocit pti teploté 4 °C po dobu 30 min a pfi maximalnich otackach (3700
rpm)

poté zkumavky opatrné obratime dnem vzhlru na vrstvu buni¢iny, vlozime zpét do
chlazené centrifugy a pustime na cca 0,5min pfi 580 rpm — nechdme vytéct
supernatant

ke vzorkiim pifidame 100 pul 70% ethanolu a centrifugujeme 5 min pii otackach

3700 rpm
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zopakujeme ptedchozi krok (tj. nechdme v centrifuze vytéct supernatant na
bunic¢inu) a pak vzorky susime v otevienych zkumavkach na termomixeru 6 min pfi
teplote 60 °C

takto precisténé vzorky lze pak skladovat v mrazdku nebo rovnou piipravit

na fragmentacni analyzu

C.5. Ptiprava na fragmentaéni analyzu

ke kazdému vzorku ptfiddme 10 ul smési Formamidu (iontové rozpoustédlo) a
vnitiniho zebfiCku (GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard) dle nésledujiciho
rozpisu:

¢ Formamid 10 pl

o LIZ 600 0,25 ul

DNA ve vzorcich zdenaturujeme pfi teploté 95 °C za 3 min

1ze skladovat kratkodobé v lednici

C.6. Ptiprava na sekvenovani mikrosateliti

precisténé vzorky (PCR produkty) nafedime 5 pl dvakrat destilovanou vodou
(ddH0)
roztoky Reverse primerli nafedime na koncentraci ¢ = 3,2 pmol/ul

smés pro automaticky sekvenator vytvoiime podle nasledujiciho rozpisu:

¢ R-primer 1ul
o  vzorek 1ul
o ddH;O 6 ul
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D. Tvorba dimerii v rAmci reverse primeru F19G10 péti rliznymi zptsoby
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