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Abstrakt

Z celkového poctu patnacti druht rodu Anthoxanthum (Poaceae) se na uzemi Evropy
odlisuje 8 taxont. P&t z nich je vytrvalych a tvoti komplex A. odoratum s. 1., tfi jsou jednoleté,
viceméné mediteranni taxony (A. aristatum, A. ovatum a A. gracile). V ramci komplexu
A.odoratum s. 1. jsou vyliSovany tyto taxony: Siroce rozsitené A. odoratum s. str.
(4x; 2n = 20), arkto-alpinské A. alpinum (2x a 4x; 2n = 10 a 20), endemit Madeiry
A. maderense (2x; 2n = 10), endemit balkanskych hor A. pauciflorum (2x; 2n = 10) a endemit
Pyrenejského poloostrova A. amarum (?x; 2n ~ 90). Predmétem této studie je objasnéni dosud
neznamych vzajemnych evolu¢nich vztahli mezi taxony, mezi jednoletymi a vytrvalymi
zastupci a mezi diploidy a polyploidy.

Konkrétnimi otdzkami jsou: 1) Jaky je ptivod a rozSifeni znovuobjeveného diploidniho
vytrvalého taxonu a jaka je jeho vazba k ostatnim zastupcim skupiny; 2) Jaké distribucni
pattern zaujimaji vytrvali zastupci rodu Anthoxanthum v Evropé a jaka je jejich haplotypova
diferenciace (celkové rozsifeni taxonil a haplotypt a existence jejich sympatrického vyskytu);
3) Jaké jsou evolu¢ni vazby mezi jednotlivymi zéastupci rodu v Evropé a jakym zptisobem
vznikl allotetraploidni druh A. odoratum s. str.

Stanoveni ploidnich urovni a velikosti genomu studovanych taxonii bylo provadéno
pomoci pratokové cytometrie. K odhaleni evolu¢nich vztahii mezi taxony a jejich haplotypové
diferenciace bylo pouzito sekvenovani nekodujicich usekii chloroplastové (trnL-trnF,
rpl32-trnL) a jaderné (single-copy gen GBSSI) DNA.

Pratokova cytometrie odhalila druhové specifickou velikost genomu u vétSiny evropskych
taxonil, coz umoznuje jejich nezavislé a objektivni urcéeni. Navic byl pomoci pritokové
cytometrie objeven v literarnich pramenech zminovany, ale dosud pravdépodobné platné
nepopsany, diploidni mediteranni taxon, ktery by mohl byt jednim z rodi¢ovskych druha
allotetraploidniho druhu A. odoratum s. str. Jeho blizky vztah k ostatnim diploidnim druhtim
Mediteranu (jednoletym 1 vytrvalym) nicméné nedovoluje urCit pravy puvod genetické
diverzity A. odoratum s. str. Druhym rodi¢ovskym taxonem je s nejvétsi pravdépodobnosti
diploidni A. alpinum nebo jeho piimy piedek. Tento poznatek je dobfe dolozen
i molekularnimi daty jak z chloroplastové, tak jaderné DNA. Analyzou genu GBSSI byla
zjisténa velka mira diferenciace ve sloZzeni genomu jednotlivych jedincii t€éhoz taxonu (zejména

allotetraploidniho A. odoratum), coz nasvéd¢uje mnohonasobnému a polytopnimu vzniku.

Kli¢ova slova: Anthoxanthum, polyploidizace, velikost genomu, cytogeografie, GBSSI,
chloroplastovda DNA



Abstract

Eight of fifteen species in genus Anthoxanthum (Poaceae) can be found in Europe. Five of
them are perennials forming A. odoratum complex, the remaining three are annual, more or
less mediterranean taxa (A. aristatum, A. ovatum and A. gracile). Within the A. odoratum s. I.
complex the following taxa are distinguished: widely spread A. odoratum s. str. (4x; 2n = 20),
arcto-alpine A. alpinum (2x a 4x; 2n = 10 and 20), Madeiran endemic species A. maderense
(2x; 2n = 10), endemic species of Balkan mountains A. pauciflorum (2x; 2n = 10) and the
Iberian peninsula endemic A. amarum (?x; 2n ~ 90). The aim of this thesis is to clearify the
unknown evolutionary relationships between the taxa, between the annuals and perennials,
diploids and polyploids.

The following questions should be answered in this study: 1) What is the origin and
distribution of the rediscovered diploid perennial taxon and what is its relationship to the other
members of the group; 2) What is the distribution pattern of the perennial taxa of the genus
Anthoxanthum in Europe and what is their haplotype differenciation (overall distribution of the
taxa and haplotypes and the existence of their sympatric occurence); 3) What evolutionary ties
exist among the species and what is the origin of allotetraploid taxon A. odoratum s.str.

The assessment of ploidy levels and absolute genome sizes of the studied taxa was carried
out using flow cytometry. To reveal evolutionary ties among the taxa and their haplotype
differenciation a sequencing of non-coding segments of chloroplast (trnL-trnF, rpl32-trnL)
and nuclear (single-copy gen GBSSI) DNA was used.

Flow cytometry revealed species-specific genome size in most of the European taxa, which
enables their independent and objective determination. Moreover, using flow cytometry,
a known (mentioned in literature), but probably not validly described diploid mediterranean
taxon was found, a possible parrental species of the allotetraploid A. odoratum s. str. But its
close relationship to other medieterranean diploid taxa (both perennial and annual) doesn’t
allow to distinguish real source of genetic diversity of A. odoratum. On the other hand, the
second parrent is more clear and most probably is composed of A. alpinum or its direct
ancestor. This hypothesis is supported by molecular data from both chloroplast and nuclear
DNA. Analysis of the gene GBSSI revealed high rate of differenciation in genome structure of
individual plants of one taxon (especially in the case of A. odoratum), which supports the

hypothesis of multiple and polytopic origin.

Keywords: Anthoxanthum, polyploidization, genome size, cytogeography, cpDNA, GBSSI
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1. Uvod

Polyploidizace, proces zvySujici pocet kompletnich chromozémovych sadek v jadie
bunky, je v soucasnosti mnohymi autory uznavana jako jeden z kliCovych adapta¢nich
a speciac¢nich mechanizmi evoluce rostlin (Ramsey & Schemske 1998, Wendel 2000;
Soltis et al. 2003, Wood et al. 2009).

Soltis (2008) si mysli, Zze v dneSni dobé neni otazkou, jaké je zastoupeni polyploida
u krytosemennych rostlin, ale kolika polyploidizacnimi udalostmi je dand evoluéni linie
charakterizovana. Tvrdi, ze alespon jednim kolem genomové duplikace prosly v minulosti
vSechny krytosemenné rostliny. Bez dikazii o paleopolyploidizaci je zatim jen jejich
sesterska skupina s poslednim zijicim zastupcem - rodem Amborella (Soltis et al. 2009).

Rod Anthoxanthum L. (Poaceae: Pooideae: Aveneae) se pro zkoumani polyploidni
speciace jevi jako velmi zajimavy. Zahrnuje v sobé ancestralni diploidni typy i odvozené
typy polyploidni (tab. 1), které vznikly pravdépodobné odliSnymi polyploidizacnimi
udalostmi (Hedberg 1986).

Z celkem asi patnacti druht rodu Anthoxanthum (tomka) se na uzemi Evropy odliSuje
osm taxont. P&t z nich je vytrvalych a tvoii komplex A. odoratum s. lat., tii jsou jednoleté,
vicemén¢ mediteranni taxony (A. aristatum Bois., A. ovatum Lac., A. gracile Biv.).

V ramci komplexu A. odoratum s. lat. jsou rozliSovany tyto taxony: Siroce rozsitené
A. odoratum L. s. str. (4x; 2n = 20), arkto-alpinské A. alpinum A. Love & D. Love (2X a 4x;
2n = 10 a 20), endemit Madeiry A. maderense Teppner (2X; 2n = 10), endemit balkanskych
hor A. pauciflorum Apamovic (2x; 2n = 10) a endemit Pyrenejského poloostrova
A. amarum Brot. (?X; 2n ~ 90).

U druhu A. alpinum je otazka puvodu tetraploidi uspokojivé dokazana. Jak studium
karyologie (Teppner 1970, Hedberg 1970 a 1986), tak enzymatickych systému (Zeroual-
Humbert-Droz & Felber 1999) potvrzuje autopolyploidni ptivod tetraploidnich rostlin.

Na vznik tetraploidi druhu A. odoratum existuje nékolik nazorid, které zpusobuji
rozpory v postaveni tohoto taxonu i v dnesni dobé (Pimentel & Sahuquillo 2008). Felber
(1986) pfisel snazorem autopolyploidniho vzniku z hypotetického jihoevropského
ancestralniho taxonu. Allopolyploidni pivod hybridizaci mezi A. alpinum a jinym
diploidnim taxonem z jizni Evropy udava Teppner (1970) a Hedberg (1986, 1990). | my
jsme se na zakladé prubéznych vysledkd priklonili k této hypotéze (Khodlova 2008).



Postupny prizkum evropského terénu a naslednd analyza sebranych vzorkd rodu
Anthoxanthum ukazal rozmisténi nékolika odlisnych haplotypt (Khodlova 2008). Objevily

se tak dalsi dva okruhy otazek, které jsou predmeétem mé diplomové prace:

1) Jaky je distribu¢ni pattern vytrvalych zastupct rodu Anthoxanthum v Evropé¢ a jaka je
jejich haplotypova diferenciace?
* Jaké je rozsifeni vytrvalych druhtt rodu Anthoxanthum a jejich haplotypti v Evropé?
* Vyskytuji se diploidni druhy v sympatrii? Jak asto se vyskytuji smisené populace
(rtzné ploidie) a populace se smiSenymi haplotypy?
* Sdileji vytrvalé druhy haplotypy s druhy jednoletymi, nebo jde o zcela oddélené

haplotypové linie?

2) Polyploidni piivod a fylogeneze evropskych druhti rodu Anthoxanthum.
* Jaky je puvod vSech zahrnutych polyploida?
* Kolikrat v pribéhu evoluce doslo k polyploidizacnim udalostem?
* Miizeme v soucasné dob¢ najit ptivodni rodicovské diploidni taxony? Mohou byt
jednoleté druhy vylouceny z polyploidizacnich udéalosti?
* Jaky je vztah mezi vSemi evropskymi taxony?

* Je mozné pokladat vytrvalé a jednoleté druhy za zcela oddélené vyvojové vétve?

Pro feSeni vySe uvedenych otazek byly pouzity v soucasné dobé hojn¢ vyuzivané metody
rostlinné biologie — prutokova cytometrie, sekvenovani nekodujicih usekli chloroplastové
DNA a sekvenovani genu pro syntetazu katalyzujici tvorbu malto-oligosacharidu

v skrobovych zrnech (GBSSI — Granule-bound starch synthase I gene) jaderné DNA.
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2. Literarni reSerse

2.1. Rod Anthoxanthum

Podrobnymi morfologickymi a karyologickymi znaky rodu Anthoxanthum jsem se
zabyvala ve své bakalarské praci (Khodlova 2008). Tyto poznatky nejsou pro diplomovou
praci stézejni, nebudu je zde proto zminovat.

Rozsiteni, stanovisté, zivotni cyklus, ploidni Groven a synonyma osmi evropskych
druht rodu Anthoxanthum jsou popsany v tabulce 1. Nejsou zde ovSem uvedeny vSechny
cytotypy patfici do komplexu Anhoxanthum odoratum s. I. Tradiéné byl rozliSovan na
tetraploidni druh A. odoratum L. (2n = 20) a diploidni A. alpinum LovE & LOVE.
Uprednostnéni morfologickych znaki (ptfitomnost hackovitych chlupii na pluchach
fertilnich kvéti u A. alpinum; Mayova 1982, Bogenrieder & von Stietencron 1985) nad
znaky karyologickymi vedlo k zavértim, Ze oba druhy pfedstavuji komplexy diploidnich
i tetraploidnich rostlin. Ve S$vycarském predalpi byly nalezeny tetraploidni rostliny
s hackovitymi chlupy ptifazeny k A. alpinum (Felber 1986), v jizni Evropé naopak
diploidni rostliny bez hackovitych chlupu ptifazeny k A. odoratum (Hedberg 1986, Felber
1987).

2.1.1. Rozsifeni 4 cytotypu Anthoxanthum odoratum
Pro uplnost tdaju uvadim podrobnéjsi rozsifeni vSech ¢ty cytotypu A. odoratum:

Anthoxanthum alpinum Love & Love (2n=10) se vyskytuje v oblasti hlavnich
eurasijskych masivli od Japonska po Alpy. Je pfitomny téz ve Skandinavii, na Islandu
a Vv Gronsku. Felber (1993) uvadi poprvé jeho ptitomnost na Korsice. Chybi na Sicilii,
Krété a vseverni Africe, piestoze se vyskytuje ve stejné zemépisné Sifce ¢i o néco
severn¢ji v Apeninach, na Balkané¢ a v Turecku. Jako glacialni relikt pfetrval na
rakouskych hadcich (Melzer 1986). Seznam podrobnéjsi literatury s vyskytem tohoto
cytotypu ma ve své dizertacni praci F. Felber (1987), ptevzaty je téz v mé bakalaiské praci

(Khodlova 2008).

Mediteranni diploid (2n = 10) byl zfejmé poprvé pozorovan Jonesem (1964), ktery se
0 ném zminuje jako o ,,nepojmenovaném druhu z Kréty“. Dale je tento cytotyp uvadén
ze Sicilie (Bocher 1961), Italie (Teppner 1970), byvalé Jugoslavie (Teppner 1970), Recka
(Hedberg 1986), Bulharska (Pundeva 1974), jihu Francie (Felber 1988a) a Korsiky



(napt. de Litardiere 1949, Felber 1993). Autofi ho pojmenovavaji jako diploidni formu
A. odoratum.

Anthoxanthum odoratum L. (2n = 20) je Siroce rozsifeno po celé Evropé€, chybi pouze ve
vyS$ich horskych polohach, kde ho nahrazuje A. alpinum (Hedberg 1967, 1969, 1970a,
1986, 1990, Rozmus 1958). Seznam studii s rozsifenim z jednotlivych stati ve Felber
(1987) ¢i Khodlova (2008). Prestoze nejde s urcitosti fici, ze typovy material, ktery mél
Linné k dispozici pfi popisovani druhu (Linné 1753), pochazi z tetraploidnich rostlin, je to
velmi pravdépodobné. Jeho popis se omezuje na lakonické ,,Habitat in Europe pratis*, coz
si lze prelozit tak, ze m¢&l Linné K dispozici nejrozsitenéjsi typ rostlin, coZ jsou prave

tetraploidni zastupci.

Anthoxanthum alpinum (2n = 20) se podle dosavadnich vyzkumut vyskytuje pouze na
malém tizemi v Polsku (Rozmus 1958), Francii (Teppner 1970, Felber 1988) a Svycarsku
(Hedberg 1970a).

2.1.2. Polyploidizace u druhu Anthoxanthum odoratum L. s. lat.

Néazory na vznik tetraploidniho A. odoratum se daji shrnout do dvou skupin. Prvni
zastanci autopolyploidizace, tedy zdvojeni sady chromozomu jednoho diploida, vyslovili
svilj ndzor na zéklad¢ pozorovani prubéhu meiodzy (Katterman 1931, Parthasarathy 1939,
Oestergen 1942). U autotetraploidil je, kviili vyskytu ¢tvefice homolognich chromozomti,
typickym jevem tvorba tetravalentti, které pii pokusech spatfili.

Béhem experimetu I. Hedberg (1967) i F. Bretagnolla (2001) vznikli v ¢isté diploidni
populaci A. alpinum triploidni jedinci. Podpofili autotetraploidni hypotézu na zakladé
moznosti vzniku tetraploida splynutim neredukované triploidni gamety s gametou
haploidni.

V roce 1970 publikovala Hedberg hypotézu autotetraploidniho vzniku v té dobé
objeveného tetraploidniho A. alpinum z diploidniho cytotypu téhoz druhu (Hedberg
1970a). Tvrdila, ze karyotyp A. odoratum je mozno odvodit pfestavbami chromozomu
A. alpinum. Ve stejném roce uveiejnila pozménénou variantu, a to, ze druh A. odoratum
vznikl hybridizaci dvou odliSnych ekotypii téhoz diploida (Hedberg 1970b). Po zvetejnéni
objevu dvou odlisnych diploidnich karyotypu publikoval F. Felber vroce 1986 dalsi
moznost vzniku obou tetraploidd - z diploidniho A. alpinum vznikl tetraploidni druh
A. alpinum, z mediteranniho diploida vznikl druh A. odoratum. Pfitom oba diploidni

karyotypy vznikly z jednoho spole¢ného piedka a postupnou speciaci se diferenciovaly.



S myslenkou allopolyploidizace, tedy zkiizeni dvou rtiznych diploidd, pfiSel poprvé
Borrill vroce 1963. Na zaklad¢ morfologickych vyzkumtu se domnival, Ze doslo ke
zktizeni A. alpinum (2x) s rostlinou pattici do komplexu A. aristatum-ovatum.

Pro ovéteni jeho zavéri provedl Jones v roce 1964 morfologickou studii chromozomu
a dospél ke stejnému nazoru. Ve zkoumaném materidlu nenasel zadného jedince, ktery mél
Ctyfi stejné sady chromozomi. Uvefejnil né€kolik moznosti vzniku tetraploidniho
A. odoratum: A. alpinum (2x) x A. ovatum, A. alpinum (2x) x , krétsky diploid®, A. ovatum
x  krétsky diploid®.

[Jones pii svych karyologickych pokusech zaznamenal existenci diploida odlisného
karyotypu a jako prvni pfipustil, ze by tento diploid mohl hrat roli pfi vzniku tetraploida;
néjakou dobu vsak trvalo, nez byla existence dal§iho diploida vzata na védomi. Pozdg&ji se
ukazalo, ze je Jonesuv krétsky diploid ziejmé totozny s mediterannim diploidem (Hedberg
1986)].

Teppner v roce 1970 uvetejnil dal§i ndzor na vznik tetraploida. DoSlo podle né¢j ke
zktizeni mediteranniho diploida (o tomto druhu veédél ze svych studii jihoevropeského
materialu) a hypotetického diploida podobného A. alpinum.

S dalsi hypotézou ptisla I. Hedberg v roce 1986, kdy uz byla existence dvou diploidnich
1 tetraploidnich karyotypt plné prokazana. Na zdklad¢ studia morfologie chromozomu
obou diploidai i tetraploidi doSla k nazoru, ze A. odoratum (4x) mohlo vzniknout
zktizenim A. alpinum (2x) a mediteranniho diploida. Potvrdila tak Jonesovu (1964)
hypotézu. Zaroven ale Hedberg nevyloucila mozZnost vzniku A. odoratum
autotetraploidizaci, kterou jsme se pokusili, na zaklad¢é méfeni velikosti genomu

zminovanych taxond, vyvratit my v nasi pilotni studii (Khodlova 2008).

2.1.3. Pouziti molekularnich markeru v rodé Anthoxanthum

Vétsina dosud publikovanych studii se zabyva rodem Anthoxanthum z morfologického
¢ karyologického hlediska.

Prvni, kdo pouzil molekularni markery u tohoto rodu, byli v roce 1999 Corine Zeroual-
Humbert-Droz & Frangois Felber. Elektroforeticky analyzovali isoenzymy a potvrdili
autopolyploidni vznik tetraploidniho druhu A. alpinum.

Dalsi, na molekularni biologii zalozené, ¢lanky vysly v roce 2007. Pimentel et al.
(2007b) studovali fylogeografii rodu Anthoxanthum pomoci metody AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism). Srovnavali rostliny z Madeiry, Pyrenejského
poloostrova, Alp, Sudet, Skandinavie a Malty.



Pimentel & Sahuquillo (2007) se zabyvali rGznymi varietami endemického druhu
Pyrenejského poloostrova A.amarum pomoci morfologickych méfeni a Random
Amplified Polymorphic DNA markeri (RAPD).

V roce 2008 titiz autofi vydali ¢lanek zabyvajici se vztahem mezi A. odoratum
a A. alpinum. Na zakladé¢ vysledki molekularnich (RAPD) a morfologickych analyz
populaci pouze z Pyrenejského poloostrova a Skandindvie navrhli sjednoceni téchto dvou
druhti do jednoho.

V posledni publikaci Pimentel et al. (2010) fes$i morfologickymi metodami a metodou
AFLP otazku dvou blizce ptibuznych jednoletych druhd A. aristatum a A. ovatum. Mysli

Si, Ze je neopravnéné vyclenovat je jako samostatné druhy.
2.2. Metody pouzité v diplomové praci

2.2.1. Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie (FCM, Flow cytometry) je v Soucasnosti metodou pouzivanou
v §irokém spektru biologickych obord. Byla vyvinuta v 60. - 70. letech 20. stoleti pro
biomedicinské Gcely, zejména pak pro rychlé pocitani a analyzu krevnich bunék. Pevna
bunééna sténa u rostlinnych bunék zpusobila pozdéjsi nastup cytometrie v botanickych
oborech, kde se pouziva od poc¢atku 80. let 20. stoleti (Dolezel 1997) zejména ke stanoveni
velikosti genomu, urceni ploidie, reprodukénich zpusobu, detekci endopolyploidie,
aneuploidie aj. (Dolezel et al. 2007).

Kwvuli problematické morfologické odliSitelnosti druhti rodu Anthoxanthum byla tato
metoda zvolena jako nejspolehlivéjsi kritérium rozliSeni diploidnich a polyploidnich
jedinca.

Je zaloZena na snimani a vyhodnoceni optickych vlastnosti ¢astic (bunck, jader apod.),
které jsou nejdiive usmérnény do tenkého paprsku. Vzajemné odd€lené prochazeji jedna za
druhou mistem, kde jsou nasledné ozateny specifickym zdrojem svétla. To umozni stanovit
jejich pozadované vlastnosti. Pro botanické ucely se pouziva zejména princip
hydrodynamické fokusace dvou rozdilné proudicich kapalin - vzorku (zpravidla suspenze
jader) a unaseci kapaliny (zpravidla destilovana voda). Fluorescen¢né oznaéeny vzorek je
tak v laminarnim proudu unasen kapilarou priatokové komurky, kde je ozafen paprskem
excitacniho zdroje svétla. Fluorescencni pulsy ¢astic jsou sbirany optickou soustavou

a prevadény pocitatem do digitalni podoby (Dolezel et al. 2007).



Vysledkem analyz jsou histogramy (obr. 1), které zobrazuji relativni intenzitu
fluorescence izolovanych jader.

Jednim z parametrti cytometrickych analyz je varia¢ni koeficient (CV). Charakterizuje
piesnost analyzy, rovna se podilu smérodatné odchylky a primérné pozice piku. Obvykla
tolerance se pohybuje v rozmezi od 1 do 5 %. U kritickych analyz, jako je naptiklad
analyza velikosti genomu, jsou povazovany za presné hodnoty do 3 %. U druhi s vysokym
obsahem sekundérnich metabolith ¢i taxonti s malym mnozstvim DNA jsou akceptovany
analyzy s vys$$im CV (Suda 2004).

Hlavni pfednosti pritokové cytometrie zahrnuji jednoduchou ptipravu vzorki, velkou
rychlost analyz a nedestruktivnost. Pro analyzu sta&i velikost pletiva kolem 0,5 cm?, coz
umoznuje rostlinu analyzovat nékolikrat. Je mozné studovat i vzacné, ohrozené ¢i mizejici
druhy (Suda 2004). Mezi dalsi piednosti této metody patfi moznost analyzovat Sirokou
Skalu pletiv a nezavislost na délicich se bunkach (Dolezel et al. 2007).

K nevyhodam patii ve vétSin€ ptipadli nutnost pouziti cerstvého rostlinného materialu.
Dal§im negativnim faktorem je vysoky obsah sekundarnich metabolitii n€kterych celedi
(Geraniaceae, Rosaceae) ¢i organickych kyselin (Crassulaceae). Sekundarni metabolity,
zejména taniny, negativné¢ ovliviiuji vazbu fluorescen¢niho barviva na dvousroubovici
DNA, organické kyseliny siln¢ snizuji pH vzniklé¢ jaderné suspenze. VSechna vyse

uvedena fakta se nepfiznivé odrazi v kvalité histogrami (Suda 2004).
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Obrazek 1. Ukazka vysledného histogramu z pritokového cytometru - analyza mladého listového pletiva
Anthoxanthum alpinum 2x. Velky pik S-G1 odpovida jadrim vzorku se zakladnim mnozstvim jaderné DNA (G1
faze cyklu), P-G1 je pik standardu — Pisum sativum. Ve dvounasobné vzdalenosti se nachazi jadra
S duplikovanym mnozstvim genetického materialu (G2 faze), mezi nimi lezi jadra syntetizujici DNA (S faze)
asignaly v levé casti oznacuji nespecifickou fluorescenci (,,Sum® dany existenci poSkozenych organel,
autofluorescenci, apod.)



2.2.2. Molekularni analyzy

Prakticky vSechny prace z oblasti molekularni fylogenetiky v soucasné dobé pouzivaji
jako molekularni markery pofadi nukleotidi v sekvenci DNA. Tato data se ziskavaji
pomoci riznych molekularnich metod, mezi které patii i sekvenovani gend, jejich casti ¢i

nekddujicih oblasti.

2.2.2.1. Sekvenovani chloroplastové DNA (cpDNA)

Chloroplastovy genom obsahuje nckolik desitek molekul cpDNA, skladajicich se
z kodujicich (funk¢nich) tsekt ptedstavujicich geny pro proteiny a RNA a tuseku
nekodujicich (bez funkce), které jsou tvofeny introny a mezernikovymi useky mezi geny
(Shaw et al. 2007).

V 80. letech 20. stoleti se zaCala studovat pifibuznost taxoni na zdkladé analyz
restrikénich mist CPDNA. Technologicky pokrok a s nim souvisejici sniZzeni ndkladi na
sekvenovani DNA v 90. letech 20. stoleti ptispély Kk Sirokému uplatnéni této metody
a zpusobily zvrat v molekularni fylogenetice (Soltis et al. 1998). U rostlin ptevladly
analyzy sekvenci CPDNA, zejména genud jako rbclL, matK ¢i ndhF (Olmstead & Palmer
1994). Jednim z limitujicich faktorti pfi pouziti téchto kdodujicich usekd pro odhalovani
evolucnich vztahi mezi blizce ptibuznymi rody nebo na vnitrorodové trovni je jejich
nedostate¢na mutacni rychlost, a tedy nizka variabilita porovnavanych sekvenci (Palmer
et al. 1988).

Pro fylogenetické analyzy na nejriznéjSich taxonomickych urovnich se zacaly proto
v 90. letech 20. stoleti pouzivat nekddujici oblasti CPDNA (napt. Taberlet et al. 1991,
Clegg et al. 1994, Morton & Clegg 1993, Gielly & Teberlet 1994). Sekvenace téchto
oblasti umoziuji detekovat polymorfismy na urovni populaci az jedinct, identifikovat
jednotlivé haplotypy a postulovat ptibuzenské vztahy mezi nimi. Vyuzivaji se k feseni celé
fady systematickych i evoluc¢nich otazek jako zjistovani piivodu domestikovanych druhti
(Wills & Burke 2006), sledovani biogeografickych pohybu (Ickert-Bond & Wen 2006,
Schonswetter et al. 2006a, b), osvétleni mezidruhovych vztahti v ramci rodu (Shaw
& Small 2005).

Zejména diky uniparentdlni (u krytosemennych rostlin nejcastéji maternalni) dédi¢nosti
(Corriveau & Coleman 1988, Harris & Ingram 1991) a také absenci rekombinaci (Schaal
etal. 1998) se analyzy cpDNA vyuziva pii fylogeografickych studiich (Demesure et al.
1996, Dumolin-Lapegue et al. 1997, Stehlik 2002).



Prevazné¢ matroklinni dédi¢nost, haploidni a nerekombinantni charakter, maji za
nasledek nepfitomnost alelické variability v rdmci jednoho jedince. TO umoziuje piimé
sekvenovani bez potfeby klonovani (Krak 2011).

Omezeni pouziti CPDNA se v systematice tyka predevsim hybridizace a polyploidizace,
které jsou u rostlin ¢astymi zptsoby speciace. Je fakt, Ze haploidni a uniparentalné dédéna
CpDNA vypovidd vzdy jen o jedné zrodiCovskych linii. Analyzou samotné CpDNA
Vv ptipad¢ hybridniho taxonu budou nalezeny pouze vazby k jednomu z rodi¢t. Druha linie
i samotny fakt, Ze k hybridizaci doslo, zistanou neodhaleny (Krak 2011).

Pro studium evoluce na mezidruhové (a ¢asto ani mezirodové) urovni nejsou kodujici
useky CPDNA dostatecné variabilni. Proto je pfi studiu téchto vztahli nutné zaméfit
pozornost na nekodujici Gseky — introny a mezerniky. Diky existenci univerzalnich
primert (Taberlet et al. 1991, Shaw et al. 2005, 2007) je mozné bez vétSich problému
amplifikovat kterykoli z nich.

V této studii bylo pouzito sekvenovani useku trnL-trnF (Taberlet et al. 1991), ktery byl
v letech 1992-2005 pouzit spolu se sekvenovanim genu trnK/matK v 342 studiich
vydanych v periodikach American Journal of Botany, Systematic Botany, Molecular
Phylogenetics and Evolution ¢i Plant Systematics and Evolution (Shaw et al. 2005).
Druhym sekvenovanym nekodujicim cpDNA usekem je, podle studii Shaw et al. (2007)

a Timme et al. (2007) nejvariabiln&j§i cpDNA usek rpl32-trnLA).
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2.2.2.2. Sekvenovani GBSSI — Granule-Bound Starch Synthase | (Waxy)

Krom¢ cpDNA se ve fylogenetice rostlin pouziva také jaderna ribosomalni DNA
(nrDNA). Vyskytuje se v genomu v mnohatisicovych tandemovych repeticich, tvofi
zhruba 10 % celkové DNA. Jako vSechny jaderné geny je dédénd biparentalné. Substitucni
rychlost se u jednotlivych oblasti NrfDNA podstatné 1isi. Lze u néj rozliit useky
konzervované a useky variabilni. Vy$§i miru proménlivosti vykazuji interni a externi
ptrepisované mezerniky (ITS a ETS). Nejrychleji mutuje mezernik 1GS (Krak 2011).

Vyhodami pouziti NnrDNA je zejména jeji velké mnozZstvi v rostlinném genomu a vyskyt
extrémné konzervativnich usekl. S tim je spojend snadnd izolace a amplifikace, zejména
moznost pouziti univerzalnich primera (White et al. 1990, Blattner & Kadereit 1999).

Nejpouzivangj§$im molekularnim markerem v molekularni systematice rostlin je ITS
(Internal Transcribed Spacer). Relativné vysoka substitu¢ni rychlost z néj tvofi vhodny
marker pro biosystematické studie hlavné na mezidruhové urovni (Alvarez & Wendel
2003), tada studii vsak odhalila jeho nedostatecnou variabilitu (Baldwin et al. 1995, Sang
2002), coz byl v roce 2006 i nas ptipad (Travnicek, nepublikovano).

Alternativou k nrDNA jsou geny nachazejici se v jaderném genomu pouze V nékolika
malo kopiich, tzv. low-copy ¢i single-copy geny. Obecné se véfi, ze tyto geny mohou byt,
a Casto i byvaji, variabilnéjsi nez ITS tsek nrDNA i nekddujici sekvence CpDNA.

Navic jsou low-copy markery méné Casto subjektem tzv. concerted evolution, ktera
zaruCuje intragenomickou uniformitu opakujicich se jednotek (Cronn et al. 1999, Senchina
et al. 2003). Jsou tudiz vhodnym nastrojem pro rekonstrukci allopolyploidizace (Small
etal. 1998, Sang & Zhang 1999). V celedi Poacecae, napiiklad vrodé Elymus
(Mason-Gamer 2008) ¢i Bromus (Fortune et al. 2008), byly uspéS$né pouzity pro
identifikaci rodi¢ovskych kombinaci piedpokladanych hybridt ¢i polyploidi sekvence

genu waxy (GBSSI). Proto jsme se rozhodli pouZit tento gen i pro rod Anthoxanthum.
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3. Material a metody

3.1. Rostlinny material

Béhem let 2006 az 2011 byl pofizen rostlinny material ze 142 populaci rodu
Anthoxanthum z co nejSir§iho tzemi Evropy, zejména pak z Evropy jizni, kde je centrum
diverzity rodu. Soufadnice vSech lokalit byly zaméfeny pomoci GPS (obr. 2, tab. 2).
Material obsahuje vzorky ze 37 lokalit A. odoratum (4x), 30 lokalit A. alpinum (2x), 28
lokalit mediteranniho  diploida, 19 lokalit ~A.amarum, 13 lokalit komplexu
A. aristatum / ovatum, 4 lokalit A. alpinum (4x), 3 lokalit A. gracile, 1 lokality A.
maderense, 2 smiSenych populaci A. alpinum (2x) + A. odoratum, 2 smiSenych populaci A.
alpinum (4x) + A. odoratum, 2 smiSenych populaci A. odoratum + A. amarum a 1 populace
s komplexem A. aristatum / ovatum 2x a 3x.

V terénu byly sbirdny bud: 1) nepoSkozené vitdlni listy, které byly uschovavany
vV uzaviratelnych plastovych saccich, a po ndvratu zterénu neprodlené¢ zpracovany
(zeyjména pro ucely cytometrickych analyz); 2) mlad$i nepoSkozené listy, které byly
uchovavany v uzaviratelnych plastovych saécich se silikagelem (DNA metody); 3) zivé
rostliny, které byly presazeny do experimentdlni zahrady Botanického tstavu
Vv Prihonicich; nebo 4) obilky pro vykli¢eni v nasledujici sezon€¢ a péstovani tamtéz.
V obou piipadech s vyuzitim zazemi experimentalni zahrady bylo k analyzam velikosti
genomu a odbértim pro DNA analyzy piistoupeno az poté, co rostliny utvotily noveé listy.
Na lokalitach téz byly sebrany herbarové polozky z 1-3 rostlin, pfipadné k témto ucelim
byly vyuzity péstované rostliny.

Jako outgroup pro molekularni analyzy byla pouzita Hierochloé australis

z Holubovskych hadcti u Kfemze (Jizni Cechy, Ceska Republika).
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60N

50N

A. aristatum/ovatum 2x
A. aristatum/ovatum 2x + 3x
A. maderense 2x
A. gracile 2x
mediterranean 2x
A. alpinum 2x

A. alpinum 4x

A. odoratum 4x
A.amarum 77x

45N

40N

+ 0 O 0 0 @ 2 # K

rd g,

Obrazek 2. Mapka sbért. Podrobnosti v tabulce 2.
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3.2. Stanoveni velikosti genomu

3.2.1. Pritokova cytometrie

Pro méfeni velikosti genomu vSech druhi rodu Anthoxanthum byl pouzivan pritokovy

cytometr Partec CyFlow (laser s excita¢ni vinovou délkou 532 nm jako svételny zdroj).

Izolace jader byla provadéna pomoci dvoustupniové metodiky dle Otto (Otto 1990,
Dolezel et al. 2007b), ktera byla pro tcely stanoveni velikosti genomu tohoto rodu Gspésné

aplikovana (Filipova & Krahulec 2006).

V plastové petriho misce obsahujici 0,5 ml chlazeného pufru Otto I (0,1 M monohydrat
kyseliny citrénové, 0,5% Tween 20) bylo Ziletkou rozsekano pfiblizng 0,5 cm? listu
Anthoxanthum spole¢né s odpovidajicim mnozstvim interniho standardu (Pisum sativum
cv. Ctirad; 2C = 8,76 pg; Greilhuber et al. 2007). Suspenze byla piefiltrovana pies
nylonovou sit" s velikosti oka 42 um do kyvety. Nasledné byl piidin 1 ml barviciho
roztoku obsahujiciho pufr Otto Il (0,4 M Na,HPO, 12H,0), propidium jodid jako
fluorescen¢ni  barvivo (50 pg/ul; Sigma), RNazu 1A (50 pg/ul; Sigma)
a BB-mercaptoethanol (2 pul/ml; Sigma). Po ca 5 minutach barveni pii pokojové teploté byl
vzorek analyzovan na pritokovém cytometru CyFlow, kde byla zaznamenéna fluorescence

5 000 jader.

U vétSiny vzork byl stejny postup zopakovan jesté 2x, aby byla eliminovana piipadna
denni fluktuace v piesnosti méfeni. Hodnoty vSech méfeni byly zprimérovany a tato

hodnota byla pouzita pro vypocet pramérné velikosti genomu populace (viz tab. 7).

3.2.2. Statistické zpracovani dat

Histogramy byly analyzovany v programu Partec FloMax 2.4b. Statistické zpracovani dat
bylo provedeno v programu PAST (grafické znazornéni pomoci box-plotl) a SAS 9.1
(procedura CORR - korelace velikosti genomu s geografickou polohou, procedura GLM —
— porovnani 1Cx hodnot vSech zahrnutych taxoni pomoci modelu LMEANS

a Tukey-Kramer metody parového srovnani).
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3.3. Molekularni metody

3.3.1. Izolace DNA a PCR reakce

Vzorky byly zpracovavany v laboratoii DNA Katedry botaniky Piirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze.

Pfiblizné 0,5 g vysuSeného rostlinného materialu ze silikagelu bylo pouzito k extrakci
DNA metodou CTAB — Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (Doyle & Doyle 1987) ¢i
pomoci DNeasy Plant Mini Kitu (Quiagen Inc., Valencia, CA, USA).

Nasledné byla zméfena koncentrace DNA na spektrofotometru BiOPhotometer
(Eppendorf) ¢i na Nanodropu (program ND 1000) a nafedéna deionizovanou vodou na
koncentraci 5 ng/ul.

Takto nafedénd DNA byla nasledné pouzita k PCR amplifikaci studovanych usek.
Vsechny reakce byly provadény v objemu 20 ul v cyklerech Mastercycler ep gradient
S thermal (Eppendorf, Hamburg, Némecko) ¢i Touchgene gradientovy cykler (Techne,
Cambridge, Velka Britanie). Podminky PCR jsou uvedeny v tabulce 3.

V roce 2006 bylo vyzkouseno 6 V laboratofi dostupnych primert na amplifikaci
3 nekodujicich cpDNA tseki: trnL Y*V-trnFE* (primery trnL-c a trnF-f; Taberlet et al.
1991), trnG-trnG (primery trnG2G a TrnG; Shaw et al. 2005) a trnH-pbsA (primery trnH
a psbA; Sang et al. 2007, Tate & Simpson 2003). Kvuli nejvyssi variabilité z vyse
zminénych usekl byl pro dalsi studium zvolen usek trnL-trnF, pomoci néhoz byly
analyzovany vSechny rostliny uréené pro molekularni analyzy (tab. 2).

V roce 2009 bylo vyzkouSeno dalSich 8 part standardizovanych chloroplastovych
primeru slouzicich k amplifikaci nekddujicich cpDNA usekd (atpl-atpH, psbD-trnT,
psbJ-petA, rpl32-trnL, trnQ-5 7psi6, ndhF-rpl32, 3 trnV-ndhC, 3 rpsi6-5 trnK) (Shaw et

N | (UAG)
Byl pouzit na analyzy 50 (podle druhu rostlin a polohy lokality) vybranych vzorkd.
Teplotni profily PCR studovanych tsekt jsou v tabulkdch 4 a 5.

Jaderny gen GBSSI byl amplifikovan pomoci primeru F-for a M-bac (Mason-Gamer
et al. 1998) za teplotnich profilti uvedenych v tomtéz ¢lanku.

Pro PCR reakce byly pouzivany polymerazy Jump Star Red Tag DNA Polymerase
(Sigma), AmpliTag Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems), Immolase DNA
Polymerase (Bioline), Sahara DNA Polymerase (Bioline), MyTag HS DNA Polymerase
(Bioline) a k nim ptislusné PCR pufry. Sekvence primerti pouzivanych pro PCR jsou

v tabulce 6.
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Tabulka 3. Reakéni podminky PCR. Pro vSechny studované tiseky byly pouzity vSechny uvedené polymerazy.

Objem [ul] na 1 reakci pro uvedené polymerazy
Slozka smési pro PCR
Jump Star Red Taq| Gold MyTaq Sahara Immolase

ddH,O 15,6 13,9 13,8 13,6 15,8
10 x pufr 2 2 4 2 2,1
MgCl, (1,5mM) - 2 - 2 1,2
dNTP (10 mM) 0,4 0,4 - 0,4 0,4
Forward primer (25 pmol/pl) 0,25 0,25 0,5 0,25 0,2
Reverse primer (25 pmol/ul) 0,25 0,25 0,5 0,25 0,2
Taq Polymeraza (1U/ul) 0,5 0,2 0,2 0,5 0,1
DNA (5 ng/ul) 1 1 1 1 1
celkem do reakce 19 pl smési + 1 pl DNA 20 pl +1 pl

Pozn. Jsou uvedeny pracovni koncentrace jednotlivych slozek. Pokud koncentrace neni uvedena, dana slozka byla obsahem pfislu§ného pufru.

Tabulka 4. Teplotni profil PCR pro amplifikaci

useku trnL-trnF cpDNA.

useku rpl32-trnL cpDNA.

Tabulka 5. Teplotni profil PCR pro amplifikaci

Krok ¢islo | Teplota v °C Cas Krok ¢islo | Teplota v °C Cas
1 94 1 minuta 1 80 5 minut
2 94 50 sekund 2 94 30 sekund
3 52,5 50 sekund 3 55 1 minuta
4 72 90 sekund 4 72 2 minuty
5 opakuj 34 x krok 2-4 5 opakuj 35 x krok 2-4
6 72 10 minut 6 72 10 minut
7 10 o0 7 4 o0

Tabulka 6. Seznam primerti pouzivanych pro PCR amplifikaci i sekvenaci uvedenych cpDNA tseki a genu

GBSSI nrDNA.
Usek DNA Jméno Sekvence primeru (5°-3") Citace

trnL(VAA)_trnEGAR) trnL-c CGAAATCGGTAGACGCTACG Taberlet et al. 1991
trnF-f ATTTGAACTGGTGACACGAG

rpl32-trnL ) trnL ) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT Shaw et al. 2007
rpL32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC

GBSSI GBSSI F-for TGCGAGCTCGACAACATCATGCG Mason-Gamer et al. 1998
GBSSI M-bac | GGCGAGCGGCGCGATCCCTCGCC

Po skonc¢ené PCR byly 2-4 ul amplifikovaného produktu naneseny na 1% agarosovy gel
v TAE (Tris-Acetate-EDTA) pufru (Sambrook et al. 1989). Do prvni jamky na gelu bylo

naneseno 1,5 pl velikostniho standardu O’GeneRuler'™ 100 bp Ladder Plus (Fermentas,

Maryland, USA) pro porovnani délky naamplifikovaného fragmentu. DNA obarvena

ethidium bromidem byla vizualizovana UV svétlem a snimana kamerou Kodak Gel Logic

100. Viditelnost prouzk byla kontrolovana pomoci Kodak 1D Image Analysis Software.

PCR produkt byl precistén pomoci Jetquick PCR Purification Spin Kit (Genomed,

Lohne, Némecko) ¢i Qiaquick PCR Purification kit (Qiagen, Valencie, USA).
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3.3.2. Klonovani a sekvenovani DNA

Precisténé PCR produkty chloroplastovych usekii bylo mozno rovnou sekvenovat,
u genu GBSSI byl zjistén u ptimych sekvenci zna¢ny intraindividudlni polymorfismus,
proto byly produkty klonovany pomoci pGEM-T Easy Vector System (Promega, Madison,
USA). Ligace, transformace i kultivace na pevném agarovém médiu byly provadény podle
instrukci dodavatele, s vyjimkou toho, Zze u ligace a transformace byl pouzit polovi¢ni
objem reakce.

Inzerty byly z bakterii reamplifikovany PCR se stejnymi primery (F-for a M-bac) a za
stejnych podminek, jako pii ptivodni amplifikaci (Mason-Gamer 1998). Jako templat byly
pouzity pozitivni (bil¢) kolonie, které byly pfeneseny do zkumavek S reakéni smési pomoci
paratek (tab. 3). Pro diploidni rostliny bylo sekvenovano 8-16 Klont, pro tetraploidni 16
klonti. Pokud bylo z diivodu $patnych sekvenci nutné opakovani, byl pocet individualni.

PCR produkty byly pfecistény pomoci vyse zminénych kitii, ptipadné byly purifikovany
sekvenacni spole¢nosti Macrogen (Soul, Jizni Korea).

Chloroplastové tseky i1 naklonovany GBSSI gen byly posilany na sekvenovani do
Macrogenu, nebo do sekvenacni laboratote biologické sekce PTF UK. Sekvena¢ni primery

byly totozné, jako pii amplifikaci (tab. 6), Gseky byly vzdy sekvenovany z obou stran.

3.3.3. Analyza dat

3.3.3.1. Analyza sekvenci DNA a tvorba alignmentu

Chromatogramy sekvenci byly kontrolovany a editovany v programu Chromas L.ite
(Technelysium, Ltd., Australia). Editované dvojice sekvenci ziskané sekvenaci t¢éhoz PCR
produktu s pouzitim obou PCR primerd byli spojeny ru¢né v textovém editoru. Tyto
sekvence byly alignovany v programu Clustal X (Larkiin et al. 2007), s pouzitim
vychozich parametri a editovany ru¢né v programu BioEdit (Hall 1991).

U obou chloroplastovych tusekli byly pifimo alignovany sekvence vSech
studovanych jedincl. Pro gen GBSSI byly konstruovany nejprve alignmenty klonl
ziskanych ze stejné¢ho jedince. Jedine¢né bodové mutace charakteristické¢ pro jednotlivé
klony, které sdilely zbytek svého polymorfismu alespont se sekvenci jednoho dalSiho
klonu, byly povaZzovany za chyby polymerazy a upraveny nahrazenim za vétSinovou bazi.
Unikatni sekvence identifikované pouze pro jediny z klon byly ponechdny bez zmén.
Soubory identickych kloni byly redukovany tak, Ze byl kazdy typ sekvence zastoupen

pouze jednim klonem. Déle byly identifikovany klony s jedine¢nymi kombinacemi mutaci.
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Ty klony, které ve své sekvenci kombinovaly mutace téchto jedine¢nych sekvenci, byly
z alignemtu odstranény jako mozné rekombinantni typy. Z takto zjednoduSenych

alignmenti jedinct byl vytvofen vysledny alignment se zastoupenim vSech vzorku.

3.3.3.2. Fylogenetické analyzy

Gen GBSSI byl analyzovan pro dva samostatné soubory dat. Cilem prvni analyzy bylo
zjistit fylogenetické vztahy na trovni diploidnich taxonti, tudiz do ni byli zahrnuti pouze
vSichni diploidni jedinci. Druhd analyza, do které byli zahrnuti kromé diploida
i tetraploidi, byla zaméfena na ovéfeni hypotéz o hybridnim ptvodu tetraploidd
a identifikaci jejich rodicovskych linii. Po sérii pfedbéznych analyz bylo zjiSténo, Ze dva
tetraploidni vzorky z Korsiky (konkrétné rostliny 68 a 101) mély vyrazn€ negativni vliv na
topologii a podporu hlavnich skupin identifikovanych na zakladé analyz diploidd (viz
vysledky). Proto byla provedena jesté treti série analyz, z kterych byly tyto vzorky
vylouceny.

Do analyzy chloroplastového tseku trnL-trnF bylo zahrnuto 100 jedinct. Kombinovana
analyza usekd trnL-trnF a rpl32-trnL byla provedena jenom pro redukovany soubor ¢itajici
50 jedincu.

ProtoZe vSechny soubory dat obsahovaly vétsi pocet inserci / deleci delSich nez 1 bp,
byly tyto indely kédovany v programu SeqState (Miiller 2005) s pouzitim algoritmu pro
jednoduché kédovani inserci (simple gap coding method; Simmons & Ochoterena 2000)
a zahrnuty do analyzy jako dodatecné znaky.

Fylogenetické stromy byly pro vSechny soubory dat konstruovany metodou
maximalni parsimonie a bayesovskou analyzou.

K parsimonické analyze byl pouzit program PAUP* (Swofford 2002). Fylogenetické
stromy byly porovndvany pomoci heuristického hledani s vyuzitim branch swaping
algoritmu TBR (Tree Bisection Reconnection). Jednotlivé sekvence byly do analyzy
ptidavany ndhodné v deseti opakovanich. Pro ovéteni robustnosti vysledkii analyz byla
vypoctena podpora jednotlivych vétvi pomoci metody bootstrap s 1000 opakovanimi.

Pro tcely bayesovské analyzy byl nejprve pro kazdy soubor dat ur¢en vhodny model
nukleotidovych substituci v programu Mr.Modeltest (Nylander 2004). Jako nejvhodngjsi
modely byly vybrany GTR+I+G pro vSechny tfi analyzované GBSSI soubory dat, pro
analyzu trnL-trnF Gseku cpDNA model F81, pro kombinouvanou analyzu obou cpDNA

useki pak model GTR. Bayesovské analyzy byly provedany v programu Mr.Bayes
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(Ronquist & Huelsenbeck 2003). Parametry analyz a apriorni pravdépodobnosti byly
nastaveny tak, aby zodpovidaly zdkladnim parametrim vybranych modeld. Pro mcmc
algoritmus porovnavani stromil byla pouzita vychozi nastaveni, s vyjimkou poctu generaci
(délky trvani béhu analyzy). Tato nastaveni se u jednotlivych soubort dat lisila: u GBSSI
analyzy diploidd, analyzy useku trnL-trnF cpDNA i kombinované analyzy obou cpDNA
usekti bylo pouzito 3 000 000 generaci; u GBSSI analyz di- a tetraploidd byl pocet
generaci 6 000 000. Po skonceni analyz byly sumarizovany jejich vysledky, data z prvnich
25 % generaci byla ze sumarizace vylou¢ena. Na zaklad¢ zbylych udaji byl konstruovan
konsensudlni fylogeneticky strom a vycisleny posteriorni pravdépodobnosti jeho
jednotlivych vétvi.

Mapky byly vytvoieny v programu DMAP 7.2e, jehoZz vystupy byly dale graficky

upraveny.
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4. Vysledky

4.1. Velikost genomu

Cytometrické analyze bylo podrobeno 359 jedinct ze 138 evropskych populaci (tab. 2).
Ukazalo se, ze velikost genomu tézko rozpoznatelné druhy po morfologické strance

(A. odoratum, A. alpinum 2x a 4x, mediteranni diploid) dobie odlisuje (obr. 3 a 4, tab. 7).

200 I Obrazek 3. Vystup z pritokového
taxon  Index cytometru pifi simultinni analyze

| P :I gggg A.alpinum 2x (I), mediteranniho

150 | mW I 1.232 diploida (1), Pisum sativum jako
g v 1.425 interniho standardu (P), A. alpinum
2 4x (1) a A. odoratum 4x (IV).
g 100 | Hodnota indexu uddva poméry
IE) relativni fluorescence mezi taxony
2 a standardem. Vzorky byly sekany,
S0 barveny a analyzovany najednou,

s vyuzitim dvoukrokové metodiky dle

Otto, fluorescencéni barvy DAPI

e

0 200 400 600 200 1000 @pomoci cytometru PA II (Partec).

Relative fluorescence

Tabulka 7. Absolutni velikosti genomu pro jednotlivé druhy (Pramér - pramérna velikost genomu
(2C hodnota), s. d. - smérodatna odchylka, N - pocet analyzovanych jedincti.)

taxon pli‘;‘gjl]er s. d. min max Va'[’(',/i r]wce N | ploidie holocl:n)gta
A. alpinum (2x) 5.528 0.072 5.401 5.692 5.4 68 2 2.764
A. alpinum (4x) 10.976 | 0.169 10.524 11.151 6.0 15 4 2.744
A. aristatum / ovatum (2x) 7.667 0.498 6.893 9.217 33.7 71 2 3.834
A. gracile (2x) 18.747 | 0.161 18.633 18.860 1.2 2 2 9.373
A. maderense (2x) 7.028 0.029 7.002 7.059 0.8 3 2 3.514
mediteranni diploid (2x) 7.431 0.119 7.161 7.871 9.9 76 2 3.715
A. odoratum (4x) 12.902 | 0.349 12.010 13.631 13.5 99 4 3.225
A. amarum (?x) 44.487 | 2.153 39.513 49.740 25.9 25 ? ?
359

Pozn. U druhu A. amarum neni zndma ptesna ploidie, neda se tedy spocitat 1 Cx hodnota.
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Obrazek 4. Porovnani 2C-hodnot (vlevo) a 1C-hodnot (vpravo) jednotlivych druha

. Kvuli neznamé ploidii

neni uvedena 1C-hodnota A. amarum. (alp2x — A. alpinum 2x, annu2x — A. aristatum / A. ovatum 2x, mad2x —
A. maderense, med2x — mediteranni diploid, alp4x — A. alpinum 4x, odo4x — A. odoratum.)

4.1.1. Autopolyploidni vznik A. alpinum 4x a allopolyploidni vznik A. odoratum

Rozdily ve velikosti genomu (1Cx hodnoty) jednotlivych taxon byly otestovany

metodou obecného linearniho modelu (General linear model, GLM) v programu SAS. Tato

statisticka metoda je robustni k nestejnym velikostem jednotlivych skupin. Jako hranice

rozdilnosti byla zvolena hladina a = 5 % (tab. 8).

Tabulka 8. Porovnani 1Cx hodnot vSech zahrnutych taxontt GLM procedurou v

SAS 9.1 pomoci modelu

LMEANS a Tukey-Kramer metody parového srovnani. Tu¢né jsou zvyraznény nesignifikantni hodnoty. (alp2x —
A. alpinum 2x, alp4x — A. alpinum 4x, annu2x — A. aristatum / A. ovatum 2x, mad2x — A. maderense, med2x —

mediteranni diploid, odo4x — A. odoratum.)

druh odo4dx med2x mad2x gracile annu2x alp4x
alp2x <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.998
alp4x <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

annu2x <0.001 <0.001 0.001 <0.001

gracile <0.001 <0.001 <0.001

mad2x 0.003 0.115

med2x <0.001

Nesignifikantni vySly hodnoty u druh@ A. alpinum 2x a A. alpinum 4x, kde se 1C

hodnota téméf nelisi. Tato skutecnost naznacuje pravdépodobny autopolyploidni zpisob

vzniku tetraploidniho A. alpinum, nebot 2C-hodnota tohoto taxonu je témét presny

dvojnasobek taxonu diploidniho (tab. 7, obr. 4).
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Druha nesignifikantni hodnota vysla pii porovnani druhtt A. maderense a mediteranniho
diploida. Tyto druhy spole¢né s komplexem A. aristatum/ovatum se téz na zakladé
cytometrickych analyz a v souladu s literarnimi tdaji daji povazovat za jednoho
z rodiCovskych taxon A. odoratum, budeme-li uvazovat vysoce pravdépodobny
allopolyploidni vznik zdosud zijicich rodicd. 2C hodnota mediteranniho diploida
(7,431 + 0,119 pg), A. maderense (7,028 + 0,029 pg), ale i komplexu A. aristatum / ovatum
(7,667 + 0,498 pg) vsouctu s2C hodnotou A. alpinum (druhy uvaZovany rodic,
2C =5,528 £ 0,072 pg), dava vysledek 12,959 pg, resp. 12,556 pg, resp. 13,195 pg. Tato
Cisla dobte koresponduji s naméfenymi 2C hodnotami A. odoratum, které Cini rozmezi

12,010 pg a 13,631 pg.

4.1.2. Variabilita velikosti genomu

U vétSiny taxonl byla zjiSténd pomérné velkd vnitrodruhova (vnitrocytotypova)
variabilita ve velikosti genomu, kterd byla opakovan¢ dokdzdna simultanni analyzou
(obr. 5). Extrémnich hodnot dosahuje vntitrodruhova variabilita komplexu A. aristatum /
ovatum (34%) a A. amarum (26%) (obr. 5, tab. 7).

240 240

A 111 B
I
180 180
< 120 < 120
z z
60 60
O hoa O L e
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Relative fluorescence Relative fluorescence
300
1l C Obrazek 5. Porovnani velikosti genomu pii
simultanni analyze stejnych taxond.
225 A) A. odoratum (4x) - 8% rozdil mezi
g rostlinou z Ceské republiky (populace CZ03)
S 150 a Chorvatska (HR03)
£ B) 3,5% rozdil mezi rostlinami mediteranniho
“ 75 diploida z Italie (103) a Cerné Hory (MNEO5)
C) vice nez 8,2% rozdil ve velikosti genomu
0 s A. amarum z portugalské populace P14.
0 200 400 600 800 1000

Relative fluorescence
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4.1.3. Korelace velikosti genomu s geografickou polohou

Pro druhy A. alpinum (2x), A. odoratum a mediteranniho diploida byla v programu

SAS 9.1 provedena procedura CORR - korelace velikosti genomu se zemépisnou Sitkou

a délkou. U ostatnich druhi by byly vysledné hodnoty korela¢nich koeficientt zatizeny

omezenym arealem vyskytu druhu (A. alpinum 4x, A. maderense, A. amarum) ¢i

omezenym sbérem dat (A. aristatum / ovatum, A. gracile).

Signifikantné vySly korela¢ni koeficienty u A. alpinum (2x) pro zemépisnou S$irku

idélku a u A. odoratum pro zemépisnou Sitku, u jinych parametrti jsou hodnoty

nesignifikantni (tab. 9, obr. 6).

Tabulka 9. Korelace 2C-hodnot jednotlivych druhti se zemépisnou Sitkou
a délkou. Uvedeny Spearmanovy koeficienty a jejich p hodnoty

v zavorkach. Tuéné jsou zvyraznény signifikantni hodnoty. N — pocet

analyzovanych jedinca.

G5
G0
latitucle 55

a0+

45|

longitude

taxon N zemepisna Sifka zemepisna délka
A. alpinum 2x 30 -0.718 (<0.0001) -0.496 (0.0053)
A. odoratum 4x 43 -0.549 (0.0001) -0.140 (0.3703)
Mediteranni diploid 2x | 26 -0.286 (0.1564) 0.139 (0.4977)
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4.2. Molekularni analyzy

Finalni soubor pro sekvenovani useku trnL-trnF cpDNA zahrnuje 100 rostlin z 88
populaci, pro tsek rpl32-trnL bylo pouzito 50 jedinct (1 z kazdé populace) a pro ¢ast genu
GBSSI 76 kloni 31 rostlin z 26 populaci (reprezentujicich 284 klonl s findlnim poctem
1-3 vzajemné diferencovanych kloni na jedince)(tab. 2). Charakteristiky alignmentu,
vstupnich parametrii parsimonickych analyz i nékteré vysledky jsou uvedeny v tabulce 10,

finalni alignmenty v ptiloze 2.

Tabulka 10. Charakteristika pouzitych alignmenti a parsimonickych analyz.

(Cl —konzistenéni index, RI — retenéni index)

Parsimonicky Pocet Délka nejvice
Délka Pocet |Variabilni| . .y nejvice . R
Soubor dat . . o . informativni . c parsimonickych| CI RI
alignmentu |indeli| mista . parsimonickych .
mista o stromu
stromu
trnL-trnF 971 bp 8 56 48 6 59 0,966 | 0,995
trnL-trnF
+rpl32-trnL 1817 bp 21 114 100 8 123 0,919 | 0,98
GBSSI 2x 1428 bp 71 259 210 72 417 0,681 | 0,861
GBSSI 2x+4x | 1295 bp 62 339 265 300 598 0,645 10,872

Pro sekvenaci nekddujicich useki cpDNA byly pouzity vzorky z populaci vSech
evropskych druhi (A. odoratum, A. alpinum 2x a 4x, A. gracile, komplex A. aristatum/
ovatum, A. maderense, A. amarum a mediteranni diploid) kromé A. pauciflorum, které se
nepodafilo v terénu ziskat. Pro sekvenaci genu GBSSI nebyly zatazeny kvili vysoké
ploidii ani rostliny A. amarum.

Jako outgroup byla pouzita Hierochloé autralis z Holubovskych hadci u Kiemze

(vzorky 216 a 217).
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Analyzou trnL-trnF tseku cpDNA u vsech zahrnutych vzorkl byly zjistény tfi odlisné
haploskupiny (obr. 7, tab. 2).

Zcela samostatnou vétev (,,clade®) podpofenou 100% shodou (100/1.0 — hodnota
bootstrapu parsimonické analyzy / hodnota posteriorni pravdépodobnosti bayesovské
analyzy) tvofi rostliny druhu A. gracile z Kréty. Dalsi dvé vétve v parsimonickém stromé
tvoii rostliny s haplotypem od A. alpinum (,,A“ haploskupina; 87/0.97) a od mediteranniho
diploida (,,M* haploskupina; 94/1.0).

Do vétve s ,,A* haploskupinou spadaji vsechny rostliny A. alpinum 2x a A. alpinum 4x.
Mimo to téz rostliny A. odoratum z Ceské republiky (CZ04), Finska (FINO1), Francie
(F25), Madeiry (P03), Rakouska (A06), Spanélska (E10), Svycarska (CH07) a Velké
Britanie (GBO1, GB02, GB03).

Ve druhé¢ vétvi (haploskupina ,,M*) se vyskytuji vSechny rostliny mediteranniho
diploida, A. amarum, A. maderense a komplexu A. aristatum / ovatum. A. odoratum zde
zastupuji rostliny z Ceské republiky (CZ01, CZ02, CZ03, CZ06), Francie (F24), Korsiky
(F19, F20, F21), Chorvatska (HRO03), Rakouska (AO03, AO05), Rumunska (ROO04),
Slovenska (SKO05), Spanélka (E11, E12) a Svycarska (CH06, CHOS).
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Obrazek 7. Parsimonicky strom zaloZeny na sekvenovani Gseku trnL-trnF cpDNA.

Zobrazeny jsou bootstrapové hodnoty nad 50 %. Vétve stromu, které jsou zvyraznény cervené, maji
bayesovskou podporu vyssi nez 0.9. Cisla vzorkii a zkratky statd odpovidaji tdajim v tabulce 2.
Ruznobarevné Sipky poukazuji na haplotypy téch rostlin, které jsou komentovany v textu u GBSSI stromu.

A. alpinum haplogroup — haploskupina ,,A“, mediterannean haplogroup — haploskupina ,,M*.
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Po spole¢né analyze sekvenci usekd trnL-trnF a rpl32-trnL cpDNA (obr. 8) pro vybér
50 rostlin se ukazalo, ze je v rdmci haploskupiny ,,M“ (95/1.0) vnitini struktura délici
haploskupinu na 2 subtypy. Zatimco vétsinovy subtyp ,,M1“ ma pouze slabou podporu
(65/0.58), druhy subtyp (,,M2 ) ma naopak velmi silnou podporu (94/1.0), a proto nemize
byt opominut. Vtéto ,M2“ skupiné¢ jsou zahrnuty nékteré rostliny komplexu
A. aristatum / ovatum z Portugalska (P01) a Spanélka (E09), portugalské A. amarum (P14)
a piekvapivé A. odoratum ze Svycarska (CHOS). Ostatni uspoiadani stromu zastalo stejné,
jako pii analyze samotného tuseku trnL-trnF. Podpora vétve A. gracile je absolutni
(100/1.0), rovnéz vétev haploskupiny ,,A“ ma velmi silnou podporu (98/1.0).

Zajimavosti z této analyzy (obr. 9):

* na Madeife se vyskytuje A. maderense (P02) v haploskupiné ,,M“ a A. odoratum

(PO3) v haploskupiné ,,A“ (pravdépodobné z A. alpinum)

« ve Svycarsku jsou velmi blizko od sebe lokality s A. alpinum 4x (CH04, CHO5),
které spada do haploskupiny ,,A“ a A.odoratum (CHO8), které spada do
haploskupiny ,,M2

* ze smiSené populace A. alpinum 2x a A. odoratum v Rakousku (A03) patii A. alpinum do

haploskupiny ,,A“, ale A. odoratum do haploskupiny ,,M1¢.
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Obrazek 8. Parsimonicky strom zaloZzen na sekvenovani tseki trnL-trnF a rpl32F-trnL tseki cpDNA.
Zobrazeny jsou bootstrapové hodnoty nad 50 % a posteriorni pravdépodobnosti bayesovské analyzy nad
0.9 jsou vyznadeny Gervenou vétvi daného uzlu. Cisla vzorki a zkratky statti odpovidaji tidajim v tab. 2.
A. alpinum haplogroup — haploskupina ,,A“, mediterannean haplogroup — haploskupina ,,M*“, M1 — subtyp
,»M1“, M2 — subtyp ,,M2°. Viz téZ obr. 9.
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Obrazek 9. Mapka haploskupin zalozena na sekvenovani aseka trnL-trnF a rpl32-trnL cpDNA.

Fylogenetické vztahy diploidnich taxon byly zkoumény na zdklad¢ analyzy GBSSI
genu u téchto taxonu: A. gracile, A. alpinum 2x, A. aristatum / ovatum, A. maderense,
mediteranni diploid. Z parsimonického stromu (obr. 10) je ziejmé jasné oddéleni vétve
s A. gracile a vysoka podpora pro oddéleni zbytku zahrnutych taxonu. Vnitini struktura
stromu je ponékud slozitéjsi, je ale zjevné vysoce podpotfené odliseni 2 hlavnich vétvi.
Jedna zahrnuje vSechny zastupce A. alpinum (,A*; 77/0.99), druhd vSechny zastupce
mediteranniho diploida, A. maderense a n¢kterych jedinct komplexu A. aristatum / ovatum

(,M*; 76/1.00). U této ,,M* vétve je patrna jasna diferenciace oblasti stromu zahrnujici

vSechny klony madeirskych rostlin (véetné 2 kloni korsickych mediterannich diploidi;
96/1.00).
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Obrazek 10. Parsimonicky strom pro diploidni druhy rodu Anthoxanthum zalozen na sekvenovani ¢asti
genu GBSSI. Zobrazeny jsou bootstrapové hodnoty nad 50 %, podpory bayesovské analyzy nad 0.9 jsou
zvyraznény Cervenymi vétvemi pied danym uzlem. Cisla vzorkdi a zkratky statd odpovidaji Gidajim
vtab. 2. ,*“ vétev je blize vysvétlena u GBSSI analyzy s tetraploidy. A. alpinum clade = ,,A“ vétev,
mediterranean clade = ,,M* vétev.
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Pro ovéteni hypotéz vzniku tetraploidi a ur€eni jejich rodiCovskych linii byly
konstruovany fylogenetické stromy z vychoziho diploidniho stromu zalozeného na
sekvencich tseku c¢asti GBSSI genu, ke kterému byly ptidani i tetraploidni zastupci
rodu (obr. 11, ptiloha 1).

S absolutni podporou se opét oddélila vétev A. gracile (100/1.0), jejiz GBSSI alely
nebyly nalezeny v zadném tetraploidovi. Zakladni topologie stromu je ve srovnani s vyse
uvedenym stromem diploidnim vicemén¢ totozna, ptesto doslo k né¢kterym zménam. Velmi
vysokou podporu (99/1.0) ziskala vétev provizorn¢ oznacena jako ,**, kterd se ve
stromech sestavenych na zaklad¢é usekii CpDNA viibec neoddélila, v diploidnim GBSSI
stromu téZ neni patrna. Spadd sem A. odoratum z Ceské republiky (CZ01), Svycarska
(CHO7) a jediny klon diploidniho zastupce A. aristatum / ovatum z Portugalska (P15).

Ob¢ zakladni skupiny ,,A“ a ,M“, které se vylisily v diploidnim stromu (obr. 10), jsou
podporu maji vnitini uzly vedouci k témto skupindm (pro ,,A“ 80/1.0 a pro ,,M* 66/0.54).
Naopak nékteré vnitini skupiny obou hlavnich vétvi zlistaly prakticky beze zmén. Sem lze
zatadit madeirskou odnoz ,M“ vétve, kam se pfidal pouze jeden klon z jedince
A. odoratum (taktéz z Madeiry, P03), ktery ale zaroven obsahuje dalsi kopie GBSSI genu,
které nalezi do ,,A“ vétve (viz rostlina ¢. 212 v obr. 11).

Z dalsich tetraploidnich zastupct rodu Ize vysledovat nésledujici zvlastnosti (na obr. 7
i 11 zvyraznény ruznobarevnymi Sipkami):

» rostliny obsahujici GBSSI alely obou hlavnich skupin (,,A* 1,,M*) a zaroven sdilici

,A“ cpDNA haploskupinu - 141 (Velka Britanie, GB01) a 212 (Madeira, P03)

* rostliny obsahujici GBSSI alely obou hlavnich skupin (,,A*“ 1,,M*) a zaroven sdilici
,,M*“ cpDNA haploskupinu - 104 (Korsika, F20) a 207 (Rumunsko, RO04)

« rostliny obsahujici GBSSI alely ,,A* a ,,* skupiny - vzorek 185 (Svycarsko, CH07)
« vzorek 192 (CR, CZ01) se v rimci tohoto stromu vyskytuje ve skuping ,,**,
u cpDNA patii k haploskupin¢ ,,M*

« vzorky 178, 179, 180 (Spanélsko, E12) sdilici pouze GBSSI alely ,,A* skupiny patii
do ,,M*“ cpDNA haploskupiny.

Zcela dle piedpokladt tetraploidni jedinci A. alpinum (FO07) sdili pouze GBSSI alely
,»A“ skupiny a zaroven se vyskytuji v,,A“ CpDNA haploskupiné.
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Obrazek 11. Parsimonicky strom zalozen na sekvenovani casti genu GBSSI (bez vzorkd 68 a 101).
Zobrazeny jsou boostrapové hodnoty na 50 %. Vétve stromu, které jsou zvyraznény Cervené, maji
bayesovskou podporu vyssi nez 0.9. Cisla vzorki a zkratky stati odpovidaji udajtim v tab. 2. Riiznobarevné
Sipky poukazuji na rostliny, které jsou komentovany v textu u GBSSI stromu. Znaménko + oznacuje
haploskupiny z analyz cpDNA (obr. 7 a 8), + haploskupina ,,M*, + haploskupina ,,A“. A. alpinum clade -
LA“ vétev, mediterranean clade - ,,M“ vétev, * clade — ,,** vétev. Alternativni parsimonicky strom k tomuto
je v ptiloze 1.
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U fylogenetického stromu na zaklad¢é sekvenci GBSSI, kde jsou zahrnuty i vzorky 68

a 101 (A. odoratum z Korsiky), je zna¢né snizena podpora jednotlivych vétvi (obr. 12).

Klony z obou vzorkt se vyskytuji v obou hlavnich skupinach ,,A“ a ,,M*, ve stromech na

zaklad¢ usekli CPDNA patii k haploskupinég ,,M*.
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Obrazek 12. Parsimonicky strom zalozen na sekvenovani ¢asti genu GBSSI. Zobrazeny jsou boostrapové

hodnoty na 50 %. Cisla vzorkt a zkratky statt odpovidaji tdajim v tab. 2. Riznobarevné Sipky poukazuji

na umisténi klond vzorkti 68 a 101, zatimco ¢erné Sipky ukazuji na snizené hodnoty podpor danych vétvi

ve srovnani s Obr. 11. Znaménko + u vzorkl 68 a 101 oznac¢uje haploskupiny z analyz cpDNA (cbr. 7 a 8),
+ haploskupina ,,M*, + haploskupina ,,A“. A. alpinum clade - ,,A“ vétev, mediterranean clade - ,,M“ vétev,

* clade — ,,** vétev.
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Grafické znazornéni prostorového uspoidaddni kombinovaného vyskytu CpDNA
haploskupin (odvozeno z trnL-trnF stromu) a alel GBSSI stromu je na obr. 13. Z tohoto
vystupu je patrné, ze prevlada vazba dané cpDNA haploskupiny ke stejnému typu GBSSI
alel (tj. ,,A“ haploskupina trnL-trnF se vétSinou vaze k ,,A* skupin¢ GBSSI alel a ,,M*
CcpDNA haploskupina k ,,M* skupin¢ GBSSI). Na druhou stranu vétSina zastupcd
A. odoratum (€. 6) vykazuje vysoky podil zastoupeni riznych typi sekvenci, a to

V riznych kombinacich.
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Obrazek 13. Mapka s haploskupinami (trnL-trnF tsek cpDNA) a jednotlivymi alelami (&ast genu
GBSSI) pro soubor rostlin, u nichz jsou k dispozici oba tudaje. (1 A. alpinum 2x, 2 A. alpinum 4x,
3 mediteranni diploid, 4 A. maderense, 5 A. gracile, 6 A. odoratum, 7 A.aristatum / ovatum.)
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5. Diskuze

Cilem této prace bylo objasnéni dosud neznamych vzajemnych evolu¢nich vztahti mezi
taxony rodu Anthoxanthum, mezi jednoletymi a vytrvalymi zastupci a mezi diploidy
a polyploidy.

Konkrétni otazky se vztahovaly k ptuvodu a rozsifeni znovuobjeveného diploidniho
vytrvalého taxonu a jeho vazbé k ostatnim zastupcim skupiny. Dalsi pak k rozsiteni
vytrvalych zastupci rodu Anthoxanthum v Evropé, jejich haplotypové diferenciaci
aevoluénim vazbam mezi jednotlivymi zastupci rodu, zejména zpusobu vzniku
allotetraploidniho druhu A. odoratum s. str.

VyfeSeni, nebo alespon castecné odpovédi na otazky, byly zavislé na sebrani
dostatecného mnozstvi rostlin z co nejvétsiho aredlu vyskytu. V rdmci moZnosti se nam
podatilo sehnat reprezentativni vzorek. Navic na zaklad€ vysledki této prace bude moznost
se zaméfit na sbirani v oblastech, kde se vyskytuji zajimavé kombinace chloroplastovych
haplotypi / GBSSI alel jednotlivych druhii, a pokusit se tak zjistit podrobn&jsi
fylogeografické vztahy mezi taxony v rtiznych oblastech vyskytu.

K odpovédi na vysSe polozené otazky byl zvolen metodicky aparat kombinujici
prutokovou cytometrii s molekuldrnimi analyzami, coz se ukdzalo byt velmi vhodnym
piistupem ve studiu evolu¢nich vztahti u mnoha polyploidnich komplext (napi. Bendiksby
et al. 2011; Burnier et al. 2009; Slotte et al. 2006).

Z molekularnich metod byla zvolena varianta sekvenovani nekodujicich tisekii CpDNA,
pozdéji i jaderného genu GBSSI. Zde nutno uvést, ze zatimco usek trnL-trnF byl
analyzovan u vSech rostlin, asek rpl32-trnL a gen GBSSI jen u vybrané ¢asti populaci.
Bohuzel se zatim nepodatilo kvili ¢asové i finanéni ndrocnosti ziskat tyto sekvence
u stejného souboru jedinct, ¢imz mohou byt analyzy (jejich porovnani) mirn¢ ovlivnény.
Napitiklad v analyzach GBSSI genu neni podchyceno pfili§ mnoho tetraploidnich rostlin.
Navic byly, po ptedbéznych zkuSebnich analyzich, vylouceny rostliny A. amarum,
s kterymi si zatim neumime poradit. Pro srovnani s Pimentelem a Sahuquillem (2007) ale
bude stat za to zkusit se v budoucnu vypotadat i s tak vysokymi polyploidy. Do nékterych
analyz bylo zahrnuto vét$i mnozstvi rostlin z jedné populace, zejména pokud byl soubor
rostlin daného druhu maly (A. maderense, A. alpinum 4x). Piesto si myslim, ze jsou

vysledky relevantni.
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Vztahy mezi diploidnimi taxony

Vztahy mezi diploidnimi taxony rodu Anthoxanthum se ukazaly jako velice zajimaveé,
zejména pak v oblasti Mediteranu, kde se vyskytuji vytrvalé i jednoleté typy. Ve vSech
molekularnich analyzach se oddélil druh A. gracile, vyskytujici se na ostrovech
Stfedozemniho mofte, a pfestoZe roste Casto v tésné blizkosti jinych zastupct (napf. nase
sbéry z Kréty), nesdili chloroplastovou haploskupinu s zadnym jinym druhem (obr. 7-13).
Jeho velikost genomu (2C i 1Cx hodnota) je rovnéz zcela odliSnd od ostatnich zastupci
rodu (tab. 7). Toto zjisténi je zcela v souladu s Pimentelem et al. (2007b), v jejichz praci se
A. gracile z Malty na zaklad¢ AFLP metody téZz se 100% podporou oddélilo od zbytku
druht.

Druhou dobfe vyhranénou skupinu tvofi zastupci druhu A. alpinum (jeho diploidni
ze vSech zkoumanych zastupcu (tab. 7, obr. 4), ale zaroven sdili totoznou chloroplastovou
haploskupinu a jejich GBSSI alely tvoti dobie vyhranénou vétev (obr. 10). Jakkoliv se zda,
7ze je uvniti tohoto taxonu urCitd variabilita (signifikantni vazba velikosti genomu na
geografickou polohu — tab. 9, obr. 6; vnitini struktura GBSSI ,,A* vétve — obr. 10) nelze ji
v tuto chvili interpretovat. Jisté ale je, Ze tento taxon tvoii specifickou skupinu jak
Z pohledu cytometrického, tak molekularniho, a je tedy nepfijatelny navrh Pimentela
a Sahuquilla (2008) na spojeni tohoto druhu s A. odoratum (viz téz dale).

Mnohem slozitéjsi situace je u diploidnich taxonii v oblasti Mediteranu, které podle
analyz CpDNA sdileji stejnou haploskupinu ,,M* (obr. 9), coZ znesnadiuje otazku zjisténi
jejich ptivodu, nebot’ tato skupina ma jen velmi nejasnou vnitini strukturu (obr. 7 a 8).
Jesté ndpadnéj$i nejednota systematickych jednotek (taxonll) s molekuldrnimi daty je
patrna u stromu GBSSI (obr. 10). Zde se viditelné vyprofilovala pouze vétev
s A. maderense, ktera ma ovSem vazby k alelam korsickych rostlin (viz dale). Mediteranni
diploid a komplex A. aristatum / ovatum vSak jasné postaveni nezaujimaji. Klony
portugalské rostliny (145 z pop. P15) z komplexu A. aristatum / ovatum se vyskytuji zcela
samostatné na samé bazi diploidniho GBSSI stromu, Spanélské (151 - E06) se 100%
oddé€luji od uzlu vedouciho ke skupiné ,M*“ a korsické¢ (087 - F10) se vyskytuji na
nejodvozengj$im misté této vétve. S timto nejasnym postavenim moznd Uzce souvisi
i velka variabilita ve velikosti genomu (tab. 7), ktera jednoznatné ukazuje na vnitini
nejednotnost komplexu. Tato skutecnost odpovida i zjisténi Pimentela et al. (2010), ktefi
poukazuji na genetickou i morfologickou nejednotnost souvisejici s introgresi mezi dvéma

domnélymi ptivodnimi rodinami A. aristatum a A. ovatum. Klony mediteranniho
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diploidniho taxonu jsou bez vyraznéjSich vazeb napi. ke své geografické provenienci
rozesety po celé ,,M* vétvi GBSSI stromu.

Zajimavosti u diploidnich rostlin je téz naprostd druhova vyhranénost populaci.
Caste¢nd to mize byt nahoda, ale na zadné lokalité nebyly nalezeny rostliny vice druhd,
mimo korsickou populaci (F10) s A. aristatum / ovatum 2x a 3x. Zaroven je zcela zjevné,
ze vytrvaly mediteranni diploidni druh (ktery nebyl nikdy fadn€ popsan, viz napt. Jones
1964, Hedberg 1986) je vazan na V Mediteran, zatimco jednoleté druhy komplexu
A. aristatum / ovatum jsou vazany Cisté na Z Mediteran (obr. 2). Jedinym nalezenym
sty¢nym mistem obou skupin je ostrov Korsika, kde jsou oba typy vySkove vikariantni (viz

dale).

Autopolyploidni vznik A. alpinum 4x

Ziskana data z méfeni velikosti genomu nasvédcuji uz nékolikrat publikované
autotetraploidni teorii vzniku A. alpinum 4x z A. alpinum 2x (Zeroual-Humbert-Droz
& Felber 1999). Naméiené 1Cx-hodnoty pro diploidni (2.764 pg) a tetraploidni cytotyp
(2.744 pg) jsou téméf totozné, coz bylo statisticky ovéfeno (tab. 8, obr. 4). Tuto teorii
potvrzuji i molekularni analyzy, nebot se ob¢& ploidie A.alpinum vyskytuji vzdy ve
spole¢né haploskupiné ,,A“ cpDNA stromu i ,,A“ vétvi GBSSI stromu a nikde jinde. Je
mirn¢ zarazejici, ze zatimco ve stromech zaloZzenych na sekvencich usekit CcpDNA
A. alpinum 4x sdili s rostlinami A. alpinum 2x totozny nebo jen nepatrné odli$ny haplotyp
(obr. 7 a 8), vGBSSI stromu (obr. 11) se vyskytuje mimo dobic podpofené vétve
diploidnich taxond. Ba naopak, klony tetraploidi padaji na bazi , 4“ vétve, a nebo
vytvaieji klastry spole¢né s klony izolovanymi z tetraploidnich rostlin A. odoratum. Toto
oddéleni by mohlo byt teoreticky mozné diky spolecnému, dnes jiz vyhynulému, predku,
ktery stal na pocatku diploidni linie rodu. Mohlo z n&j vzniknout A. alpinum 2x, 4x a pfi
hybridizaci s jinymi diploidy i A. odoratum.

Dalsi moznosti tohoto zvlastniho postaveni by mohl byt tzv. ,lineage sorting” (napf.
Lyons-Weiler & Milinkovitch 1997), kdy dojde v ranych stadiich evoluce daného taxonu
nahodnymi procesy k vyselektovani n€kterych alel z pivodné velkého mnozstvi. Pokud by
si diploidni i tetraploidni linie zachovaly jen nékteré vzajemné nepodobné alely téhoz
genu, mohly by se ndm zdat druhy nyni vskutku vzdalené. (K tomuto jevu pravdépodobné
dochazi u druhu A. odoratum, kdy maji nékteti jedinci chloroplastovou haploskupinu ,,A*,
ptestoze v GBSSI genu zadnou alelu haplotypu skupiny ,,A“ nemaji.) V neposledni fadé se

mohlo stat, Ze je analyza GBSSI ovlivnéna vybérem vzorki, nebot’ nejblizsi A. alpinum 2x
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a A. alpinum 4x, jez jsou do souboru dat zahrnuty, jsou od sebe vzdalené téméi 1300 km
vzdusnou ¢arou. Na druhou stranu A. alpinum 2x, vzdalena od sebe vzdu$nou ¢arou vice

nez 3500 km (Island — Cerna Hora), vytvaii monofyletickou skupinu.

Allopolyploidni vznik A. odoratum

Zptsob vzniku tetraploidniho A. odoratum byl, a stale je, jednou z nejcastéji
diskutovanych otazek. VVzhledem k postupnému objevovani cytotypt A. alpinum a rostlin
dlouha 1éta ptitazovanych k A. odoratum (mediteranni diploid) se ménily i nazory na vznik
tohoto druhu.

Z cytometrickych analyz je patrné, ze pokud budeme uvazovat dosud Zijici rodice
tohoto druhu, nepfipada v ivahu autotetraploidni vznik. 2C-hodnota A. odoratum je 12,902
+ 0,349 pg, cemuz neodpovida dvojnasobek naméiené¢ 2C-hodnoty zddného diploidniho
taxonu rodu Anthoxanthum.

Naopak teorii allotetraploidizace dobte podkladaji 2C-hodnoty druhu A. alpinum,
jakoZto prvniho uvazovaného rodi¢e (2C = 5,528 + 0,072 pg) a mediterdnniho diploida
(2C= 7,431 + 0,119 pg), A.maderense (2C = 7,028 + 0,029 pg) ¢i komplexu
A. aristatum / ovatum (2C = 7,667 pg + 0,498), jez by se dali povazovat za rodice druhého.
Soucet téchto hodnot dava dohromady vzdy né&jakou zrozmezi 2C-hodnot druhu
A. odoratum.

Allotetraploidni vznik dokladaji i molekularni analyzy. U vzorkd rostlin A. odoratum
lze najit tfi z dosud objevenych haploskupin u stromil postavenych na sekvencich cpDNA
(obr.7 a 8), taktéz se A. odoratum vyskytuje ve tfech koncovych vétvich stromu
zalozenych na sekvenovani genu GBSSI (obr. 11 a 12). To doklada né€kolikanasobny,
nezavisly vznik tohoto druhu. Nase vysledky jsou v né€kterych rovinach v nesouladu se
studii Pimentela et al. (2007b), kterym se vy€lenila v NJ stromu na zakladé AFLP dat
homogenni skupina A. odoratum. V roce 2008 pak ale Pimentel a Sahuquillo navrhovali na
zakladé¢ nezjisténé genetické diversifikace metodou RAPD a morfometrickymi analyzami
spojit druhy A. odoratum a A. alpinum do jednoho. Molekularni analyzy zahrnuté do této
prace ale zcela jasné vyvratily opravnénost takového slouceni, nebot’ A. alpinum lze
povazovat pouze za jeden z rodiCovskych taxont, ktery se podilel na obrovské genetické
variabilité tetraploidniho A. odoratum. Druha ¢ast skladanky vedouci k nejrozsitenéj$imu
zastupci rodu v Evropé je stale obestfena tajemstvim, nebot’” GBSSI gen u A. odoratum
obsahuje alely vSech moznych diploidnich zastupci mediteranu (A. maderense,

mediteranniho diploida i komplexu A. aristatum / ovatum) i jejich nejriznéjsi kombinace.
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De facto to odpovida vSem dosud postulovanym hypotézam allopolyploidniho vzniku
tohoto druhu, jako je hybridizace A. alpinum 2x a A. ovatum (Jones 1964) ¢i A. alpinum 2x
a mediteranniho diploida (Jones 1964, Teppner 1970, Hedberg 1986). Snad jen hybridizace
A. ovatum a mediteranniho diploida (Jones 1964) by se na zaklad¢ velikosti genomu dala
vyloucit.

Stejné jako Pimentelovi et al. (2007b), se nam nepodafilo vysledovat zadné geografické
¢i jiné vazby v zavislosti na genetické podobnosti populaci. Zistava tedy u spekulaci.

Myslime si, ze na vétsim mnozstvi dat z vét§iho geografického ramce by se, i pomoci
dosud pouzivanych molekularnich metod, dalo zjistit vice o fylogeografii tohoto druhu,
o které vySe uvedeni autofi, ale 1 Felber (1987) diskutuji. Napiiklad obéma autory
zminovana refugia na Pyrenejském poloostrové a nasledna rekolonizace Evropy by mohla
vysvétlit pritomnost haploskupiny ,,M2“ u rostlin A. aristatum / ovatum a A. amarum
(Portugalsko) a A. odoratum (Svycarsko) (obr. 9) &i vyskyt alely koncové vétve GBSSI
stromu oznacované jako ,,** (obr. 13). Tamni vyskyt rostlin A. odoratum s haploskupinou
»M“1,,A% je z tohoto hlediska rovnéz zajimavy.

Allopolyploid A. odoratum mohl téz vzniknout v obdobi sestupu diploidniho A. alpinum
z vrcholi Alp béhem obdobi glacidli. Tuto skuteCnost potvrzuji i reliktni lokality
rakouskych hadcti (Melzer 1986), kde diploidni A. alpinum jako glacialni relikt setrvalo
dodnes. Zde je zajimava i ta skuteCnost, ze A. odoratum Vv sympatrické populaci
s A. alpinum nenese jeho chloroplastovy haplotyp z ,A“ skupiny, ale naopak
Z haploskupiny ,,M1“. Totozny pfiklad je dolozen i ze sympatrické populace A. alpinum 2x
a A. odoratum z Ceské republiky (CZ01).

Mediteranni diploid versus A. maderense

Béhem prace vyvstala na zdklad¢ ziskanych cytometrickych a molekularnich dat dalsi
otazka, a to vztah mezi mediterannim diploidem a druhem A. maderense. Statistické
zhodnoceni velikosti genomu (1Cx-hodnot) poukazuje na vzajemnou neodlisitelnost obou
typu (tab. 8) a analyza GBSSI genu sice ukazuje vysoce podpofené oddéleni vétve
s A. maderense, nicméné i tésnou vazbu nékterych alel zastupcti mediteranniho diploida
K tomuto taxonu. Zatim nelze zcela vyvratit ani 100% dokazat potencialni spojitost mezi
zminénymi druhy. Pimentel et al. (2007b) nemél do svych analyz zahrnuty rostliny
mediterannich diploidt, proto je mozné, Ze se v jejich analyze A. maderense v NJ stromé
oddélilo jako samostatna vétev od ostatnich vytrvalych druht. V diskuzi pak uvazuje jako

mozného predka A. maderense pravé mediteranniho diploida. Této hypotéze napovida i ta
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skuteCnost, ze predpokladanym mistem ptivodu mnoha makaronéskych druhii je oblast
Mediteranu (Francisco-Ortega et al. 1996). Tuto problematiku bude vsak nutné podrobit
dalsimu zkoumani, nejspiSe na zdkladé morfometrickych, karyotypovych a dalSich

molekularnich analyz.

Variabilita ve velikosti genomu

Zajimavym fenoménem, ktery byl zjiStén napfi¢ zkoumanymi druhy, je vysoka
vnitrodruhova variabilita velikosti genomu (tab. 7). Ta dosahuje extrémnich hodnot
u komplexu jednoletych druhti A. aristatum / ovatum (az 34 % v ramci DNA-diploidd).
Samoziejmé tento fakt mize souviset s umélym slu¢ovanim nekolika odliSnych taxond
(v historii bylo popsano relativné mnoho vnitrodruhovych taxonti obou druhti (napf.
Valdés 1973, Lopéz-Gonzales 1994), nicméné vnitropopulacni variabilita dosahuje témér
stejnych hodnot (populace E09 — 31.4 %, tab. 2). Obdobny, i kdyz ne tak markantni rozdil,
byl zaznamenan u vét$iny taxonu (tab. 7). Pfi¢in vzniku vnitrodruhové variability mize byt
hned nékolik — aneuploidie (pravdépodobna u A. amarum, kde bylo publikovano n¢kolik
chromozomovych poc¢til v rozmezi 2n = 80-90, Fernandes & Queirds 1969, Teppner 2002),
prezence ¢i absence B chromozomti ptipadné satelitni DNA (Hedberg 1990) a v neposledni
fad¢ i pocet kopii transpozoni (pro srovnani napt. Zedek et al. 2010). Objasnéni pficin

takto vysoké vnitrodruhové variability vyZaduje dalsi podrobné studium.

Korsika

Jako opravdu zajimavé misto co se druhti rodu Anthoxanthum tyce, se zda byt Korsika.

I kdyz zde nebyly nalezeny smiSené populace, kromé vyse uveden¢ho komplexu
s diploidnimi a triploidnimi jedinci, mohou se tu recentné potkavat jednoleté druhy
(A. aristatum / ovatum — vyskytujici se v pfimofskych polohach do ca 200 m. n. m.)
S druhy vytrvalymi (mediteranni diploid — nejéast&jsi druh sttednich poloh [300-1200
m.n.m.], A. odoratum — vyrazn¢ horsky druh [1500-2000 m. n. m. ], a mozna i A. alpinum
— pravdépodobné vazan na nejvyssi polohy nad 2000 m. n. m.]). Zajimavy je naptiklad
pravdépodobné rekombinantni ptivod alel, které se vyskytly u né€kterych korsickych rostlin
A. odoratum (68 — F19, 101 — F20). Domnivame se, ze vzhledem k vysokému zastoupeni
kloni neni mozné, aby rekombinace vznikly béhem PCR, ale souviseji s mistem vyskytu
a hybridogenim plvodem taxonu. Nicméné tuto spekulaci bude nutné ovéfit dalSimi

analyzami.
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Za zminku téz stoji pritomnost 2 klont korsickych rostlin (73 - F16, 91 - F17) na dobie
oddélené vétvi s A. maderense (obr. 10). To by nasvéd¢ovalo teorii Pimentela et al.
(2007b) o mozné souvislosti vyvojovych vétvi mediteranniho diploida s madeirskymi
rostlinami (viz vyse). Mozny je ale i druhy scénat odvijejici se od hybridizace dlouhodobé
izolovanych madeirskych typt mediterannimi diploidy z Korsiky (i kdyz se zda podobny
scénai velmi krkolomny, podobné¢ ,,nepochopitelny* pienos alel lze vysledovat i u ,,*“
vétve v ramci GBSSI stromu). Ze ke genovému toku z A. maderense dochazi je potvrzeno

ptitomnosti shodné alely GBSSI genu v rostlin¢ A. odoratum z Madeiry (212 - P03).
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6. Zavér

V ramci predkladané diplomové prace byly feSeny dva okruhy otdzek spojené
S rozSitenim a polyploidnim pivodem rodu Anthoxanthum v Evropé. K vyzkumu byly
pouzity dvé v soucasnosti hojn¢ vyuzivané metody rostlinné biologie — prutokova
cytometrie pro zjisténi velikosti genomu, sekvenovani DNA pro odhaleni evolu¢nich

vztahli mezi taxony a jejich haplotypové diferenciace.

Vysledky prace jsou nasledujici:

* Priitokova cytometrie odhalila druhové specifickou velikost genomu u vétSiny
evropskych taxontl, coz umoziiuje jejich nezavislé a objektivni urceni.

+ U v€tsiny taxonu byla zjisténa pomérné velka vnitrodruhova variabilita ve velikosti
genomu.

* Byl objeven v literarnich pramenech zminovany, dosud ale pravdépodobné platné
nepopsany, vytrvaly diploidni mediteranni taxon. Je vazan na V Mediteran, zatimco
jednoleté druhy komplexu A. aristatum / ovatum naopak Cisté na Z Mediteran.
Jedinym nalezenym sty¢nym mistem obou skupin je ostrov Korsika, kde jsou oba
typy vyskove vikariantni.

« Statistické zhodnoceni velikosti genomu poukazuje na vzajemnou neodlisitelnost
mediteranniho diploida a A. maderense. V ramci molekularnich analyz patfi
A. maderense do odvozené vétve v ramci skupiny mediterannich diploidu.

* Byl potvrzen autopolyploidni vznik A. alpinum 4x z A. alpinum 2x nebo jeho
piimého predka.

* Byl potvrzen allopolyploidni vznik A. odoratum. Prvnim piedpokladanym rodi¢em
je A. alpinum 2x ¢i jeho piimy pfedek, druhym rodi¢em by mohl byt mediteranni
diploid, rostlina z komplexu A. aristatum / ovatum ¢i A. maderense. Da se fici, Ze
vSechny zminiované hypotézy byly potvrzeny, nebot’ byly u riznych jedinct
A. odoratum nalezeny rizné alely (nebo jejich sesterské typy) vSech zminénych
taxondl.

 Pomoci sekvenci nekodujicich usektt cpDNA byly objeveny 3 haploskupiny (1 se

déli na dalsi 2 subtypy), pomoci sekvenovani genu GBSSI byly rozliSeny skupiny
4 (nebyly ale odliseny 2 vySe zminéné subtypy)
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* U vSech molekularnich analyz se 100% odd¢lila vétev vedouci k A. gracile (nesdili

haplotyp s Zadnym z ostatnich druhil), jeho velikost genomu je téz zcela odliSna.

* Pfevlada vazba dané cpDNA haploskupiny ke stejnému typu GBSSI alel, ale
vétsina zastupct A. odoratum vykazuje vysoky podil zastoupeni riznych typt
sekvenci, ato vriznych kombinacich, coZz nasvédéuje mnohonasobnému
a polytopnimu vzniku.

* A. alpinum 2x tvoti dobie odlisenou skupinu jak z pohledu cytometrického, tak
molekuldrniho.

* Diploidni taxony v oblasti Mediteranu (vytrvaly mediteranni diploid a jednoleté
A.aristatum / ovatum) spadaji do stejné haploskupiny a maji podobnou velikost
genomu, znesnadnuje to otdzku zjisténi jejich ptivodu a jejich podilu na vzniku

A. odoratum.

Sice se podafilo odpovédét na mnohé kladené otazky, nékteré vSak ziistavaji
nevyfeSeny. Také se na zaklad¢ ziskanych dat objevily dalsi. Budouci vyzkum bude
zaméfen na nékolikanasobny vznik apivod A. odoratum a stim souvisejici vztah
mezi mediterannim diploidem a A. maderense. Ziejmé ptistoupime k morfologickym,
karyotypickym i dalsim molekularnim metodam.

Radi bychom se zabyvali fylogeografii rodu, zahrnuli do analyz i A. amarum, a pokusili

se tak zjistit mista vzniku a evolu¢ni pavod vSech polyploidi.
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