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SUHRN

Bakalarska praca sa zameriava na problém stvisiaci s taxonomickym postavenim
Pinguicula bohemica (tu¢nice ¢eskej) v ramci agregatu Pinguicula vulgaris (tu¢nice obyc¢ajnej),
a teda ¢i tucnica Ceska predstavuje samostatny taxon odlisSny od tuénice obycajnej, alebo sa
jedna len o morfologicku variabilitu bez vyznamnej$ej taxonomickej hodnoty. Cielom prace
bolo pokusit’ sa najst’ polymorfné molekuldrne markre, pomocou ktorych by bolo mozné odlisit’
tucnicu ¢esku od tucnice obycajnej a jej najcastejSej morfologickej variety tucnice obycajne;j
dvojfarebnej (P. vulgaris var. bicolor).

Teoretickd Cast’ prace pozostava z kapitoly zaoberajucej sa sithrnnou charakteristikou
rodu Pinguicula, nasledovanou popisom agregatu Pinguicula vulgaris a predstavenim
problematiky taxonomického zaradenia P. bohemica. Tretia kapitola vo vSeobecnosti popisuje
metody zalozené na molekularnych markroch vyuzivané v taxondémii rastlin.

Experimentalna cast popisuje vysledky hl'adania polymorfnych molekularnych
markrov. V ramci tejto Casti prace bolo pomocou PCR reakcie testovanych celkovo 16 lokusov
(3 jadrové a 13 chloroplastovych). V pripade tuspeSnej amplifikdcie (2 jadrovych
a 9 chloroplastovych) boli amplifikované lokusy sekvenované a sekvencie nasledne
bioinformaticky spracované a navzajom porovnané zarovnanim. U dvoch jadrovych lokusov
bol detegovany zmesny signal a navrhuje sa d’alSia analyza pre vytvorenie lokus-specifickych
primerov. Z celkového poctu deviatich uspesne amplifikovanych chloroplastovych lokusov
v piatich nebol pozorovany Ziadny polymorfizmus. Vo zvy$nych Styroch bol pozorovany
polymorfizmus, ktory by mohol byt druhovo Specifickym pre taxéon Pinguicula bohemica.
Ako najvhodnej$im lokusom pre d’alSie pouzitie sa zdaju byt lokusy psbM-ycf6 a trnQ-rps16.
Pre vyvodenie spol'ahlivych taxonomickych zaverov je vSak nutné d’alSie $tadium véacSicho

poctu vzoriek.



SUMMARY

This bachelor thesis is focused on the problem with the taxonomic delineation
of Pinguicula bohemica (czech butterwort) in relation to Pinguicula vulgaris aggregate
(common butterwort) whether the czech butterwort represents a distinct taxon that differs from
the common butterwort, orthe difference between these taxa represents morphological
variability without a taxonomic value. The thesis aimed to find polymorphic molecular markers
which will help to differentiate P. bohemica from common butterwort (P. vulgaris s. str.) and
its most common morphological variety P. vulgaris var. bicolor.

The first part of the thesis represents brief characterization of the genus Pinguicula and
is followed by a description of the investigated taxa Pinguicula vulgaris and P. bohemica, and
part describing the problem with taxonomic delimitation of P. bohemica. In the third chapter
basic molecular methods used in botanical research and plant taxonomy are described.

In the experimental section, the results of searching for polymorphic molecular markers
are described. Altogether 16 loci (3 nuclear and 13 chloroplast) were tested for the presence
of polymorphism using PCR reaction. In the case of successful amplification (two nuclear and
nine chloroplast), amplified loci were sequenced, and sequences were bioinformatically
processed, aligned and compared each to other. Two nuclear loci gave a mixed signal,
and further optimization is suggested to design locus-specific primers. Within the rest nine
successfully amplified chloroplast loci no polymorphism was observed in five of them.
The remaining four loci showed some level of polymorphism that showed to be specific
for P. bohemica. The most suitable loci for further use seems to be the psbM-ycf6 and trnQ-
rps16 loci. To draw reliable taxonomic conclusions a further study of a larger set of samples

is needed.
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1 UvoD

Agregat tucnice obycajnej (Pinguicula vulgaris agg.) predstavuje skupinu blizko
pribuznych druhov, vktorom je mozné na ziklade niekolkych malych, avSak stalych
morfologickych znakov odlisit’ viacero taxonov. Hlavnymi taxénmi rozliSovanymi v agregate
vyskytujucimi sa na Gzemi Ceskej republiky st tuénica oby¢ajna prava (P. vulgaris L.
[=P. vulgaris subsp. vulgaris]), tu¢nica ceska (P.bohemica Krajina) atucnica obycajna
dvojfarebna (P. vulgaris var. bicolor Nordst. ex Fries). Vyskyt P. vulgaris var. bicolor bol
zaznamenany len v opustenom vapencovom lome Dolni Kamenarka pri Stramberku, aviak
povodnost’ tohto vyskytu je otazna. Pinguicula vulgaris s. str. rastie najmd v horskych
a podhorskych oblastiach na raSelinistiach a vlhkych stanovistiach. Jej vyskyt v Ceskej
republike nie je ojedinely a moZno ju najst v juznych a zapadnych Cechach ako aj v oblasti
Hrubého Jeseniku. Naproti tomu tucnica ¢eska je Casto vnimana ako stenoendemiticky druh
Ceskej republiky (Studni¢ka, 1989). Jej sucasny vyskyt je obmedzeny len na niekol’ko lokalit
na strednom Polabi a Ralsko-bezdezskej tabuli (Bélohlavkova, 2000; Valova 2010). Nazory
na taxonomicku hodnotu tu¢nice Ceskej nie st jednotné a vedla seba koexistuji dva néazory.
Jeden jej prisudzuje postavenie samostatného druhu, zatial’ co ten druhy poukazuje na napadnu
podobnost’ s morfologickou varictou tuénice obycajnej s dvojfarebnou korunou — tucnicou
obyCajnou dvojfarebnou. Na zaklade toho by sa tucnica Ceska nemala vyclenovat ako
samostatny druh na ziadnej taxonomickej urovni. Zastancovia prvého nazoru tvrdia, zZe tucnica
ceskd by mala byt klasifikovana ako samostatny druh na zéklade odlisného poctu
chromozomov (2n = 32), dvojfarebnej koruny, tvaru kaliSnych lupienkov a tvaru tobolky
(Studnicka, 1989; Bélohlavkova, 1989). Tucnica obycajna méa pocet chromozomov 2n = 64,
farbu koruny od modrej az po ¢isto bielu, resp. dvojfarebni modro-bielu (Bélohlavkova, 2000).
Avsak dalSie prace toto tvrdenie vyvracaju a poukazuju na to, Zze P. bohemica sa
chromozomovym poctom nelisi od P. vulgaris (napr. Krahulcova et Jarolimova, 1991; Valova
2013; Majesky et al., unpublished). V tejto bakalarskej praci sme sa pokusili o najdenie
Specifickych polymorfizmov, ktoré by mohli pomoct’ vyrieSit problematiku taxonomického

postavenia tucnice Ceske;.



2 CIELE PRACE
Cielom prace je najdenie polymorfnych chloroplastovych a jadrovych markrov,
pomocou ktorych bude mozné rozliSit' taxon Pinguicula bohemica od P. vulgaris s. str.

a P. vulgaris var. bicolor.

Postup prace:

amplifikdcia vybranych lokusov na 6smich vzorkach zahrijucich taxény
(Pinguicula bohemica, P. vulgaris s. str. a P. vulgaris var. bicolor)

. sekvenovanie amplifikovanych lokusov

. bioinformatické spracovanie a vyhodnotenie ziskanych sekvencii

J identifikacia polymorfnych lokusov



3  LITERARNY PREHI’AD
3.1 Charakteristika rodu Pinguicula

Rod Pinguicula je rodom hmyzozravych rastlin, ktoré patria do ¢el'ade Lentibulariaceae.
Rod zahttia priblizne 91 druhov (Roccia et al., 2016). Na tzemi Ceskej republiky sa prirodzene
vyskytuju len dva druhy z rodu Pinguicula, konkrétne P. vulgaris s. str. a P. bohemica a ich
krizenec P. X dostalii. Oba druhy patria medzi ohrozené druhy a P. bohemica sa povazuje
za kriticky ohrozeny ustupujici endemit (Bélohlavkova, 1989; 2000). Okrem tychto druhov, je
mozné najst na tizemi Ceskej republiky aj niekolko nepdvodnych druhov, ktoré boli
S najvacSou pravdepodobnost umelo vysadené do prirody, pricom sa im dari prezivat
na vhodnych stanoviStiach. Jedna sa o druhy: P. hirtiflora Ten., P. crystallina Sm.,
P. grandiflora Lam., P. alpina L. (www.pladias.cz; Majesky pers. communication).

Po morfologickej stranke st tuénice rastliny vytvarajuce listové ruzice, ktoré su
uchytené pomocou niekol’kych kratkych a nevetvenych korenov v substrate. V priebehu vyvinu
jedinca hlavny koren zanika a nahradzaju ho tenké, kratke adventivne korene s jednoduchou
vnutornou stavbou (Bélohlavkova, 1989). Listy tu¢nic sa medzi jednotlivymi druhmi liSia
a u vacsiny tropickych druhov pocas roka v zavislosti na sezonnych zmenach podnebia
dochadza k zmenam funk¢éného typu olistenia. Rozlisuju sa listy, ktoré maja iba asimila¢na
funkciu a listy ,,hmyzozravé“. Odlisna funkcia listov ma vplyv napriklad na pocet listov
V ruzici, ich tvar, pripadne 1 anatomiou. Druhy rastiice v miernom klimatickom pasme, resp.
v alpinskych az subalpinskych polohach vysokych pohori, tvoria v obdobi vegetacného pokoja
(od jesene do jari) tzv. hibernakuld, t.j. drobné utvary s vyrazne redukovanymi Supinam
podobnymi listami tesne pritisnutymi k sebe, chraniacimi rastové meristémy (Roccia et al.,
2016). Zo stvolu vyrastaji kvety na samostatnych kvetnych stopkach, pricom kazda stopka
nesie vzdy len jeden kvet (vynimku predstavuje druh P. ramosa Miyoshi ex Yatabe, ktory ma
na jednej kvetnej stopke dva a niekedy aj viac kvetov) (Roccia et al., 2016). Kvet mbze
dosahovat’ velkost’ az 6 cm. Farba koruny byva medzi druhmi ale aj v ramci druhov premenliva
a vicsinou zahfna odtiene od bledych az k tmavomodrym a tmavofialovym (Studnicka, 2006).
Vynimo¢ni farbu koruny v ramei rodu predstavuje zlta (P. lutea Walter) a Cervena (P. laueana
Speta & F.Fuchs) (Roccia et al., 2016). Kalich je patpocetny, dvojpysky. Horny pysk ma tri az
sedem cipov, dolny pysk je dvojcipy (Bélohlavkova, 1989; Roccia et al., 2016). Koruna
je zrastena s ostrohou a je zretelne alebo iba v naznaku dvojpyska. Pysky st rozdelené celkovo
na pat’ lalokov, ktoré mo6Zu byt u niektorych druhov naviac vykrojené alebo zubaté. VacSina

druhov sa dokaze rozmnozovat pohlavne inepohlavne — vegetativne pomocou dcérskych


http://www.pladias.cz/

pupenov na zaklade Zivotnej stratégie daného druhu. Plodom je tobolka, ktora obsahuje stovky
drobnych sudkovitych az vretenovitych semien, ktoré sa rozsiruju pomocou vody alebo vetra
(Roccia et al., 2016). ,,Hmyzozravost™ u tucnic sa prejavuje pasivnym lapanim vac¢Sinou
drobného hmyzu, ktory je nasledne traveny za pomoci vylu¢ovanych proteolytickych enzymov.
Na listoch plniacich ,,hmyzozravi® funkciu sa nachadzaju dva typy zliazkatych trichomov.
Vicsie stopkaté trichomy produkujice lepkavy sekrét, ktory funguje ako lepidlo a menSie
sediace trichomy produkujuce proteolytické enzymy, pomocou ktorych rastlina travi telo
lapenej koristi (Roccia et al., 2016).

Celkovy aredl rodu je vel'mi rozsiahly, avSak nesuvisly. Rozprestiera sa na oboch
pologuliach, vo vSetkych klimatickych zonach na vSetkych kontinentoch okrem Antarktidy
a Australie (StudniCka, 2006; Roccia et al., 2016). Rod ma dve vyznamné vyvojové centra,
jedno sa nachadza v subtropickej az tropickej oblasti Strednej Ameriky a zasahuje az
do juhovychodnej Casti Severnej Ameriky, druhé centrum sa nachadza na severnej pologuli

v subtropickej az temperatnej oblasti Europy (Bélohlavkova, 1989; Roccia et al., 2016).

3.2 Pinguicula vulgaris agg.

Agregat tucnice obycajnej (P. vulgaris agg.) zahfna niekol’ko morfologicky a evolu¢ne
blizko pribuznych taxénov. Hlavnym taxénom tejto skupiny je P. vulgaris L., druh s najvac¢sim
rozSirenim v rdmci celého rodu. Centrum rozSirenia tucnice obycajnej je temperatna oblast
Eurépy, s presahom do Severnej Ameriky a Azie (Roccia et al., 2016). Jednotlivé taxdny
z tohto okruhu sa liSia v niekol’kych morfologickych znakoch pritomnych hlavne na kvete
a plode. Takymi znakmi st napr. tvar, farba, velkost’ a postavenie korunnych lupienkov, tvar
kaliSnych lupienkov a tvar tobolky. Uvedené morfologické znaky su vSak v ramci arealu
P. vulgaris vel'mi premenlivé (Roccia et al., 2016). Aj naprick znamej velkej morfologickej
plasticite vo vysSie spomenutych znakoch, mnohi autori vyclenuju jednotlivé taxony,
pri ktorych sa stretava prave pritomnost’ urcitej morfologickej odchylky a izolovany vyskyt
(v ramci celkového arealu P. vulgaris) s celkovo malym poctom lokalit a malou populaénou
velkostou, na samostatné druhy resp. poddruhy. Ako priklad takéhoto pristupu mézu byt
uvedené minimalne nasledujuce taxony P. fontiqueriana Romo, Peris & Stiibing, P. vulgaris
subsp. anzalonei Peruzzi & F.Conti, P. vulgaris subsp. ernica Peruzzi & F.Conti, P. vulgaris
subsp. vestina F.Conti & Peruzzi, alebo P. vulgaris var. alpicola, P. vulgaris var. bicolor a iné
(Roccia et al., 2016). Samotné rozliSovanie taxonov ostava vSak vel'mi problematické

a v niektorych pripadoch, ked’ nie je znama lokalita, je takmer nemoZné.



3.2.1 Morfologicka charakteristika, ekologia a rozSirenie

Pinguicula vulgaris (tu¢nica obyc¢ajna prava)

Stopkaté listy v prizemnej ruzici s eliptickym az vajcovitym tvarom, lesklej zeleno az
zltozelenej farby. Stvol Zzl'aznato chlpaty. Kalich je dvojpysky, na vonkajSej strane mierne
zlaznato ochlpeny, pricom horny pysk je trojcipy s trojuholnikovitymi az podlhovasto
kopijovitymi kaliSnymi cipmi. Dolny pysk je dvojcipy, cipy podlhovasté az vajcovité, tupo
zaSpicatené. Koruna je dvojpyska, modrofialova s belavou Skvrnou Vv usti korunnej rarky.
Laloky horného pysku st obdiznikovité, zaokrahlené, laloky dolného pysku su vicsie
a navzajom oddialené, obdiznikovité, zaokrihlené az mierne utaté, ploché, na baze chlpaté.
Korunna trubka je lievikovit4. Pocet chromozémov 2n = 64.

Tucnica obyCajna sa vyskytuje na mnohych stanovistiach, napriklad na raSeliniStiach,
raSelinnych lukach a pastvinach, na brehoch potokov a rybnikov i na pramenitych horskych
svahoch. Oblubuje slnecné az polotienisté stanovistia, kde sa nachddzaji nizSie pocty
konkuren¢nych druhov. Rastie najmd na humolitoch, ale ina pieséitych, jemne Strkovitych
prevzduSnenych podach so slabo kyslym az slabo zasaditym pH.

Dany druh je najrozsirenejsi v juznych a zapadnych Cechach, v oreofytiku, termofytiku
a v niekol’kych chladnejsich izemiach mezofytika. Najhojnej$i vyskyt tu¢nice obycajnej je
na Sumave, v Krusnych horach, v Sumavsko-Novohradskom podhori a v minulosti sa
pravdepodobne maléd populacia vyskytovala aj v oblasti Krkonos, avSak dnes uz neexistuje.
Z povodnych 20 lokalit Ceského termofytika sa zachovali len dve. Na tizemi Moravy rastie
najmid v Hrubom Jeseniku. V nizSich polohach postupne mizne vplyvom odvodiiovania

a hospodarskej ¢innosti (Bélohlavkova, 2000; Valova, 2010).

Pinguicula bohemica (tu¢nica eska)

Listy prizemnej ruzice su stopkaté, pritlacené k zemi, eliptického az vajcovitého tvaru,
zaokruhlené, zelenej az zltozelenej farby. Kvety vyrastaju samostatne na vrchole kvetnej
stopky. Kvet md dvojpysky kalich, horny pysk je trojcipy, dolny dvojcipy, kaliSné cipy
st iroko trojuholnikovité az obdiznikovité a zaokrithlené. Koruna je dvojpyska, na vonkajiej
strane riedko zliazkato-chlpata, belavej az bledofialovej farby. V Usti korunnej rarky sa
nachadza tmavofialova prie¢na Skvrna. Kvinte od méja do juna. Pocet chromozémov 2n = 64.

Tuénica ceska uprednostiiuje slne¢né az mierne zatienené stanovistia, ktoré maju
vysokl hladinu spodnej vody a obas byvajii zaplavované. Vyskytuje sa na slatinach, kde

vyviera voda bohat4 na uhli¢itan vapenaty, na mezotrofnych, neutralnych az slabo zasaditych



podach. Tucnica Ceska rastie v kratkosteblovych a rozvolnenych porastoch, v ktorych byvaja
hojne zastipené rézne druhy machorastov (Bélohlavkova, 2000).

Tuénica &eska je v su¢asnosti chapana ako endemicky taxon Ceskej republiky a radi sa
medzi kriticky ohrozené druhy ceskej flory, ¢im je zdkonom chranena (www.mzp.cz). Pocet
lokalit, kde sa v sti¢asnosti vyskytuje, neustale klesa, nakol'ko st jej prirodzené stanovistia
znehodnocované vplyvom hospodarskej c¢innosti, najmd odvodnovanim, zaoravanim
a zarastanim (Studni¢ka, 1986). V Ceskej republike sa tu¢nica eska vyskytuje len v oblasti
Ceskej kriedovej tabule, v strednom Polabi (fytogeograficka provincia Ceské termofytikum)
a v oblasti Ralsko-bezdéskej tabule (fytogeograficka provincia Ceskomoravské mezofytikum)
(Bélohlavkova, 1989; Valova, 2010). Tucnica ¢eska je rozsirena v planarnom (roviny, 150-210
m n. m.) az suprakolinnom (pahorkatiny a vrchoviny, 200-550 m n. m.) stupni. Mnohé
historicky zndme Polabské lokality vplyvom l'udskej ¢innosti zanikli (Bélohlavkova, 1989;
Skalicky, 1988; Valova, 2010).

3.2.2 Problematika taxonomického zaradenia P. bohemica

Od objavenia a publikovania popisu tuénice ¢eskej V. Krajinom v prvej polovici
dvadsiateho storocia (Krajina, 1927) sa veda diskusie o tom, na akej taxonomickej irovni by
mal byt tento taxon klasifikovany. Nazory su nejednotné a diskutuje sa 0 tom, ¢i by mala byt
P. bohemica oznacena ako samostatny druh, poddruh, pripadne varieta. Krajina postavil popis
nového druhu tucnice z Polabia na odlisnostiach v tvare kalicha, tvare a farbe kvetu a v tvare
tobolky v porovnani s tucnicou obycajnou. V popise Krajina porovnava tucnicu cCesku
S0 vSetkymi vV tom obdobi znamymi eurdpskymi zastupcami rodu (P. lusitanica L., P. villosa
L., P. norica Beck = P. vulgaris, P. alpina, P. hirtiflora, P. crystallina, P. corsica Bernard &
Gren., P. longifolia Ramond ex DC, P. vallisneriaefolia Webb., P. reichenbachiana Schindl.,
P. leptoceras P. vulgaris Rchb., P. grandiflora). V praci Krajina spomina aj velka
morfologickt premenlivost’ tu¢nice obycajnej a medzi inymi aj taxén P. vulgaris var. bicolor,
morfologickt varietu s dvojfarebnou korunou, vel'mi podobnu prave popisovanej tucnici
Ceskej. Napriek vyraznej podobnosti medzi tymito dvoma taxénmi usudzuje, ze v ostatnych
znakoch je tuénica Ceska dostato¢ne odlisna. Avsak uz kratko po uverejneni popisu Krajinom,
Domin vo svojej praci ,,Plantarum Cechoslovakiae enumeration species vasculares indigenas
et introductas exhibens® (Domin, 1935) priradil tuénici ¢eskej status poddruhu P. vulgaris
subsp. bohemica (Krajina) Domin. Klasifikacia na urovni poddruhu sa objavuje i v neskorSich
pracach a to hlavne v Kvétené CSR a Kli¢i k uplné kvétené CSR (Dostal, 1950; 1958). V inych



pracach bola tucnica Ceska klasifikovand na rovni variety, pripadne iba ako synonymum
k menu P. vulgaris (Klika, 1947; Ernst, 1961). Vyznamny nemecky botanik a odbornik na rod
Pinguicula Jost Casper v monografickej praci venovanej europskym tu¢niciam neprisudzuje
morfologickym znakom, definujucim tu¢nicu ¢esku ako samostatny druh, vel'ku vahu a zastava
nazor, ze sa jedna len o lokalnu morfologicku odchylku tu¢nice obycajnej (Casper, 1966)

V dalSich rokoch sa podrobne danej problematike venoval ¢esky botanik M. Studnicka,
ktory sa zasluzil o opdtovné uznanie tucnice Ceskej ako samostatného druhu. Zameral sa najma
na morfologické znaky (velkost’ listov, dizka stvolu a koruny, poéty listov, rozmery semien,
atd’.) a karyologiu (Studnicka, 1989). Jednym z hlavnych argumentov Studni¢ku, k uznaniu
tucnice Ceskej ako samostatného endemického druhu, bol nim stanoveny pocet chromozémov,
ktory je v ramci celého agregatu P. vulgaris vynimoc¢ny. Jednotlivé taxony v ramci P. vulgaris
agg. maju 2n = 64 chromozémov, ¢o pri zédkladnom chromozémovom ¢isle pre tito skupinu
X = 8 predstavuje oktoploidnu uroven. Studnicka vSak stanovil pre tu€nicu cesku 2n = 32
(Studnicka, 1989). Tento pocet chromozdémov poukazuje na tetraploidny cytotyp. V pripade
rodu Pinguicula, podobne ako aj pri ostatnych rodoch, plati, Ze ¢im je druh mladsi, tym vyssia
je uroven jeho ploidie a miera morfologickej premenlivosti (Casper et Stimper, 2009; Roccia
et al., 2016). To by potom znamenalo, Ze tu¢nica Ceska je evoluéne star§Sim taxénom, nez
tunica obycCajnd aje zaroven priamym predkom tuc¢nice obycajnej (Majesky pers.
communication). Rovnaky nazor na taxonomické zaradenie tucnice ¢eskej ma Bélohlavkova,
ktora uznava rovnaké morfologické znaky ako Studni¢ka a povazuje ich za dostatocné
na uznanie tucnice Ceskej na irovni samostatného druhu. Ich ndzor na pocet chromozémov
je vsak rozdielny, nakol'’ko Bélohlavkova uvadza pocet chromozémov 2n = 64 (Bélohlavkova,
1989). V nasledujucich rokoch bola tu¢nica ¢eska objektom skiimania aj v d’alSich pracach.
Krahulcova a Jarolimova sa zaoberali problematikou rozdielnych chromozdémovovych poctov
a opakovanym karyologickym analyzovanim rastlin potvrdili tvrdenie Bélohlavkovej, Ze
tucnica Ceskd je oktoploid so somatickym poctom chromozémov 2n= 64 (Krahulcova
et Jarolimova, 1991). K danej téme sa opidt’ vratil Studnicka v spolupraci s Hejnym, ktori
na zaklade morfologickych odliSnosti nad’alej obhajovali druhové postavenie tucnice Ceskej,
avSak ich nazor na pocet chromozdémov zostal nad’alej nezmeneny (2n = 32) aj napriek d’al§im
pracam, ktoré toto tvrdenie vyvratili (Studnicka et Hejny, 1992).

Kvétena CR uvadza tuénicu esku ako samostatny druh (Bé&lohlavkova, 2000), aviak
0 dva roky neskor je tuénica Ceska v Kli¢i ke kvétené CR oznatena ako poddruh tuénice
obycajnej (P. vulgaris subsp. bohemica) (Kubat, 2002). Nazory v zahrani¢nych publikaciach

su taktiez nejednotné, niektoré sa priklanaju k druhovému postaveniu tucnice Ceskej, napr.
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Degtjareva (2006) a Casper et Stimper (2009), niektoré tomuto taxonu neprikladajia velky
vyznam, ako napriklad recentna monografia rodu Pinguicula od Roccia et al. (2016).

Spory o taxonomickom postaveni tucnice Ceskej a pocéte chromozémov mohla
definitivne ukon¢it’ karyologickd monografia rodu Pinguicula od Caspera a Stimpera (2009).
V tejto praci Casper prehodnotil svoje tvrdenia zo starSich prac (1962, 1966) a priklana sa
k nazoru, Ze tucnica Ceska by mala byt’ klasifikovana na trovni druhu. V tejto praci uvadzaju
pre tucnicu Ceskt dva cytotypy na zaklade spocitanych chromozémov: 2n = 32 — tetraploidny
a 2n = 64 — oktoploidny cytotyp. Tuto problematiku uzatvaraju s tym, ze populacie P. bohemica
st pravdepodobne cytotypovo zmiesané, o vysvetluja introgresiou, (Casper et Stimper, 2009).

Vyskumu morfologickej premenlivosti taxonu P. vulgaris v prirodzenych populaciach
v oblasti Zapadnych Karpat na uzemi Slovenskej republiky sa venovala Bernatova. Studovala
farebna premenlivost’ korunnych lalokov a morfologickt stavbu kvetu. Podl’a jej pozorovani je
mozné na Uzemi Slovenskej republiky rozli§it 5 ustdlenych typov zafarbenia koruny:
a) jednofarebna ¢isto biela koruna; b) dvojfarebna koruna s bielymi lalokmi horného i dolného
pysku koruny; ¢) dvojfarebna koruna s dvojfarebnym pyskom (laloky spodného pysku biele,
laloky vrchného pysku modrofialové); d) dvojfarebnd koruna s modrofialovymi lalokmi pyskov
a Cisto bielou korunnou rarkou; e) celd koruna modrofialova s bielou Skvrnou v tusti hrdla rarky
na dolnom pysku koruny. Z vysledkov usudila, ze oddelenie tuénice ¢eskej na turovni druhu
i oznaenie endemit su problematické a spochybnitel'né, nakolko Specifické znaky
prisudzované tu¢nici ¢eskej ju nedovol'uju spolahlivo odlisit’ od P. vulgaris (Bernatova, 2010).

V nedavnej minulosti sa problematikou tu¢nice ¢eskej vo vzt'ahu ku komplexu tucnice
obycajnej venovala vo svojej diplomovej praci Valova. Pre tcely porovnania relativnej vel'kosti
genomu (teda ploidnej urovne) vyuzila metéodu prietokovej cytometrie a na stanovenie
genetickej podobnosti/odli$nosti taxénov v ramci agregatu vyuzila metodu AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism). Pomocou prietokovej cytometrie stanovila relativne
mnozstvo DNA pre 116 jedincov troch taxonov P. vulgaris s. str. , P. vulgaris var. bicolor
a P. bohemica. Vysledky merania nepreukazali vyznamné rozdiely v relativnom mnoZstve
DNA, i ked analyzované jedince tucnice ¢eskej vykazovali spomedzi troch skimanych taxénov
najvyssie hodnoty (Valova, 2013). Tieto zistenia nepoukazuju na vyrazné rozdiely v stupni
ploidie medzi analyzovanymi vzorkami, respektive taxonmi, aké by sa ocakavali v pripade, ak
by tu¢nica ¢eska mala byt tetraploidnym taxénom. Vysledky skor poukazuju na fakt, ze vietky
tri skimané taxony maji zhodnu troven ploidie, ato oktoploidni. V praci vSak chyba
Statistické spracovanie vysledkov cytometrickych merani a priame stanovenie poctu

chromozémov pre Studované taxény. Metdda AFLP vSak ukdzala, Ze aj napriek vyraznej
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genetickej podobnosti Studovanych taxénov tuénica ¢eska, na rozdiel od zvySnych dvoch
taxénov tucnice obycajnej a tucnice obycajnej dvojfarebnej, ktorych analyzované populacie
vytvarali premieSané zhluky, vytvara samostatny geneticky zhluk (Valova, 2013).

V stcasnosti prebieha na Katedre botaniky Univerzity Palackého vyskum tucnice Ceske;j
a jej vztahov s d’alsimi taxonmi v ramci agregatu tucnice obycajnej (P. vulgaris agg.), ktory
nadvédzuje na vyssSie spomenuty vyskum. Tento vyskum ma za ciel: 1) vyvratit, pripadne
potvrdit’ tetraploidny status P. bohemica; 2) zistit’ mieru genetickej premenlivosti v agregate
Pinguicula vulgaris; 3) ak existuju, najst vhodné molekularne markre, na zéklade ktorych by
bolo mozné odlisit’ taxon P. bohemica; 4) uréit mozné vztahy medzi taxénmi v skimanom
agregate. Na dosiahnutie tychto cielov sa pouziva prietokova cytometria (urenie velkosti
gendmu a ploidnej Grovne), rastrovacia elektronova mikroskopia (porovnanie mikroskopicke;j
Struktary povrchu semien) a metdody molekularnej biologie, konkrétne AFLP a sekvenovanie
jadrovych a chloroplastovych markrov (urCenie miery genetickej podobnosti/pribuznosti medzi
skimanymi taxénmi).

DoterajSie vysledky nepreukazali ziadnu premenlivost’ ploidie medzi troma vybranymi
taxonmi (P. bohemica, P. vulgaris s. str. , P. vulgaris var. bicolor), ktora je priblizne rovnaka
(jedna sa oktoploidné taxony s poctom chromozémov 2n = 64). V pripade velkosti genomu
existuji rozdiely medzi Studovanymi taxonmi, pricom tucnica ¢eskd ma z vyssSie spomenute;]
trojice najmensiu velkost gendmu. Analyza semien pomocou rastrovacieho elektronového
mikroskopu neukazala ziadne vyznamné odlisnosti v tvare a celkovej morfoldgii pozorovanych
semien. Tvar semien bol vo vicSine pripadov pravidelne cylindricky az elipsoidny,
mikromorfoldgia semenného obalu bola podobna. Molekularne markre ukazuja, ze medzi
skimanymi taxénmi existuje blizky vzt'ah a premenlivost’ P. bohemica je len na vel'mi nizkej
urovni. Pouzita metdda AFLP ukazala, ze P. bohemica predstavuje samostatni skupinu v ramci
P. vulgaris agg., charakterizovanii nickol’kym jedineénymi AFLP markrami. Doterajsie
sekvenovanie jedného jadrového (ITS1-5.8S-ITS2) ajedného chloroplastového (trnT-trnF)
markru ukéazalo navySe pritomnost’ troch variabilnych miest (dvoch v sekvenovanom
chloroplastovom a jedného v jadrovom lokuse), ktoré odlisuju tucnicu ¢esku od ostatnych
skiimanych taxénov v ramci agregatu P. vulgaris. Tieto identifikované polymorfizmy vsak nie
st dostato¢né na vyvodenie zadverov o taxonomickom postaveni tu¢nice ¢eskej, a preto je nutné

hl'adat’ existenciu d’alSich genetickych markrov (Majesky et al., nepublikované vysledky).



3.3  Vyuzitie molekularnych markrov v taxonomii

V minulosti, pred rozvojom molekularnych technik, sa v systematike a taxondmii
rastlin vyuzivali najma morfologické znaky, ako napriklad symetria kvetu, pocet tyCiniek, farba
korunnych lalokov a rozmery korunnej rurky, habitus, typ embrya, postavenie listov, ochlpenie,
typ plodu a dalsie (Linné 1753; De Candolle 1844; Ernst 1961; Rodondi et al. 2010).
S rozvojom molekularnych technik sa v taxondémii ¢oraz viac zacalo uplatiiovat’ skimanie
odli$nosti na urovni DNA pomocou molekularnych markrov. Molekularne marke st urcité
useky DNA, ktoré svojim usporiadanim vypovedaji o pribuznosti jedincov, populacii a druhov.
Zavedenie molekularnej biologie, bioinformatiky a genomiky prinieslo novy pohlad
na taxonémiu organizmov. Existuje mnozstvo typov technik vyuzivanych k biosystematickému
Studiu rastlin a ich pocet sa neustale zvySuje. Niz§ie je uvedeny stru¢ny popis najbeznejSich

a najcastejsie vyuzivanych technik.

3.3.1 Izoenzymy

[zoenzymy boli prvym molekularnym markerom vyuZitym pri Stadiu variability rastlin.
[zoenzymova analyza sa uplatiovala viac ako 60 rokov pre rozne vyskumné ucely, napriklad
pri Stadiu fylogenetickych vztahov a genetickej premenlivosti, $tidiu populdcii a Slachteni
(Staub et Meglic, 1993). Pojem izoenzym oznaCuje enzymy, ktoré katalyzuju rovnaku
chemickl reakciu, avSak maji odlisSni primarnu Struktaru, na zadklade ktorej je mozné
jednotlivé izoenzymy od seba odlisit’. Pri ich analyze sa vyuziva rozlicna mobilita jednotlivych
Struktar v jednosmernom elektrickom poli pri elektroforetickej separacii (Hada¢ova et Ondfej,
1972; Vallejos, 1983; Soltis et Soltis, 1989).

Vyhodou vyuzitia izoenzymov je jednoduchost metody, kodominantny charakter
markeru, moznost’ §tidia vel’kého mnoZstva lokusov a ziskanie velkého mnozstva alel. Dalsimi
vyhodami vyuZitia izoenzymov je rychlost’ a finan¢n4 nendrocnost’ analyzy.

Na druhej strane, izoenzymy maju nizku variabilitu a nizku Groven polymorfizmu, ¢o je
ich hlavnou nevyhodou. Naviac je pri skimani izoenzymov nutné pracovat’ s Cerstvym
rastlinnym materialom a toxickymi chemikaliami. Problémové moze byt taktiez vyhodnotenie
enzymov s kvartérnou Struktirou. Pre tieto dovody su izoenzymy v sGi€asnosti nahradzané
spol’ahlivejsimi a citlivej§imi markermi (Vallejos, 1983; Baes et Cutsem, 1993; Hudson et al.,
1994).
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3.3.2 Polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov (RFLP — Restriction
Fragment Length Polymorphism)

RFLP je metdda zalozena na Stiepeni DNA restrikénou endonukledzou a nasledovana
hybridizaciou a separdciou rozstiepenych fragmentov pomocou agar6zovej elektroforézy.
RFLP markre patria k prvej generacii molekularnych markrov a boli vyuzivané najméi
v 80. a 90. rokoch minulého storocia (Jones et al., 2009). Metoda je zaloZena na detekcii zmien
(napr. inzercii a delecii) v nukleotidovych sekvenciach, ktoré je mozné detegovat’ pomocou
$pecifickych restrikénych endonukleaz. Cinnostou danych endonukleaz je extrahovand DNA
Stiepana na fragmenty, ktoré st rozdelené pomocou elektroforetickej separacie a nasledne je
vykonany ,,southern blotting®, ¢im sa vzorky prenesti na nitrocelul6zovii membranu, kde je
vizualizovana iba Cast’ fragmentov s pouzitim Specifickej sondy (Southern, 1975). Sondami st
napriklad umelo syntetizované radioaktivne znacené oligonukleotidové sekvencie, avSak je
mozné taktieZ pracovat’ s neradioaktivne znadenymi sondami (Repkova et Relichova, 2001).
Variabilita, ktora je danym spdsobom detegovand, ukazuje jednobodové mutacie v pdvodnych
restrikénych miestach, pripadne dokazuje inzercie a delécie vyskytujice sa v analyzovanom
useku. RFLP metodu je mozné vyuzit napriklad pri Stadiu fylogenetickych vztahov
a genetickej diverzity (Avise, 2004; Sun et al., 2001; Weising et al., 2005), pri mapovani génov
a tvorbe restrik¢nych map (Ahn et Tanksley, 1993).

RFLP markre vykazuji relativne vysoky stupenn polymorfizmu, st vysoko
reprodukovatel'né, nie je nutné poznat' nukleotidovi sekvenciu a maji vysoku lokusovu
Specifitu (Agarwal et al., 2008; Lateef, 2015), avSak dand metdéda ma aj niekolko negativ,
ku ktorym patri ¢asova a finan¢na naro¢nost, taktiez vyzaduje velké mnoZstvo rastlinného

materialu, ¢isti DNA a radioaktivne a toxické reagencie (Karp et al.,1996; Piola et al., 1999).

3.3.3 Nahodne amplifikovand polymorfna DNA (RAPD - Random

Amplified Polymorphic DNA)

Metoda RAPD je zaloZend na nahodnej amplifikacii DNA fragmentov, pricom zahttia
pouzitie iba jedného kratkeho oligonukleotidového primeru s dizkou priblizne 10 bp
na zmnoZenie segmentov genomickej DNA. Vd’aka svojej dizke a zniZenej teplote pri nasadani
primerov sa zvySuje pravdepodobnost’ ich nasadnutia na viacerych miestach vlakna DNA. Dané
kratke primery patriace k univerzalnym a nes$pecifickym primerom sa vyuzivaju k odhaleniu
polymorfizmu v amplifikovanych produktoch, ktoré s zviditelnené pomocou agardzovej

elektroforézy (Williams et al., 1990; Varshney, 2013). RAPD patri medzi tzv. dominantné
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markre, pri ktorych sa hodnoti len pritomnost’ alebo nepritomnost’ dané¢ho znaku, hodnotia sa
teda len homozygdty (dominantné a recesivne) no nie je mozné rozlisit’ heterozygotov.
Najviacsou vyhodou RAPD metddy je, ze nevyzaduje predchadzajicu znalost’
gendmovej sekvencie a méze byt prevedena aj s malym mnozstvom DNA. Mo6ze byt vyuzita
napriklad pri $tadiu genetickej variability populacii a fylogenetickych vztahov. RAPD markre
boli najcastejSie vyuzivané pre stanovenie fylogenetickych vztahov medzi druhmi
a na vnutrodruhovej urovni, avSak nie si vhodné pri rieSeni taxonomickych problémov
na vyssej ako druhovej trovni (Gupta et al., 1999). Hlavnou nevyhodou RAPD je hlavne nizka
reprodukovatel'nost’ a spol'ahlivost’, nakol'ko u identickych vzoriek dochadza medzi r6znymi
laboratoriami k odliSnym vysledkom, preto sa CastejSie volia iné metddy (mikrosatelity, AFLP)

(Jones et al., 1997).

3.3.4 Polymorfizmus dizky amplifikovanych fragmentov (AFLP — Amplified
Fragment Length Polymorphism)

Metoda AFLP sa zacala rozvijat’ na zaciatku 90. rokov minulého storo¢ia (Vos et al.,
1995). Metoda spociva v selektivnej amplifikacii restrikénych fragmentov naprie¢ celym
genomom. V prvom kroku je nutné rozstiepit’ genomicki DNA na fragmenty pomocou dvoch
restrikénych enzymov (najcastejsie sa k tomu pouzivaji ECoRI a Msel), vd’aka ¢omu vzniknu
3 rézne typy fragmentov s tzv. lepivymi koncami. Nasledne sa prevadza ligacia kratkych
nasyntetizovanych adaptorov, ktoré su nasledne vyuzité pri PCR reakcii. Potom nasleduje
preselektivna amplifikacia s pomocou dvojice primerov, ktoré si komplementarne k sekvencii
adaptorov. Dané primery naviac na 3' konci obsahuji nukleotid, ktory zasahuje do vnutra
amplifikovanych fragmentov a zabezpeci tak selekciu len tych fragmentov, ktoré vznikaji
pri Stiepeni pomocou oboch pouzitych restrikénych enzymov (ECoRI a Msel), ¢im sa zredukuje
mnoZstvo fragmentov v zmesi (Savelkoul et al., 1999). Dalsia redukcia sa docieli pridanim
vhodnych PCR primerov, ktoré obsahuji selektivne nukleotidy v tzv. selektivnej amplifikacii.
Vd’aka pouZitiu r6znych kombindcii primerov je mozné detegovat’ desiatky az stovky vysoko
polymorfnych markrov. Na zdver su amplifikované fragmenty elektroforeticky separované
a vizualizované pomocou striebra, autoradiografie alebo fluorescencie, ¢im sa ziska unikatny
a reprodukovatelny ,,fingerprint* (Vos et al., 1995; Nicod et Largiader, 2003).

AFLP metéda m4& mnoho vyhod, je napriklad velmi citlivd a taktieZz vysoko
reprodukovatelna. Vyhodou je aj nizka finanénd narocnost’, nakol’ko umoZziuje detegovat

velké mnozstvo koamplifikovanych restrikénych fragmentov, vyzaduje stredné mnoZzstvo
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DNA a v porovnani s RFLP je vhodnejsia pre uréovanie polymorfizmov (Gupta et al., 1999;
Edwards et Batley, 2010). Na druhej strane metéda AFLP vyzaduje doslednu optimalizaciu
a v porovnani s RAPD je finan¢ne nadkladnejsia. Taktiez si vyzaduje vysoku Cistotu skimanych
vzoriek DNA a pouzitie toxickych polyakrylamidovych gélov (Weising et al., 2005). Vyuzitie
metody AFLP je Siroké, mbéze byt vyuzitd napriklad pri fylogenetickej analyze blizko
pribuznych druhov, dokazovani klonov a kultivarov, mapovacich stadiach i studiu génovej

expresie (Vos et al., 1995).

3.3.5 Mikrosatelity (Simple Sequence Repeats — SSRS)

Mikrosatelitové markre st jednoduché repetitivne sekvencie skladajice sa z tandemovo
sa opakujicich kratkych nukleotidovych motivov (1 — 5 nukleotidov v repeticii).
St kodominant¢ a vysoko variabilné, C€o znich robi vhodné molekuldrne markre.
Polymorfizmus mikrosatelitov spo¢iva najmd v rozdielnom pocte opakovani zékladného
motivu. K tymto zmenam pravdepodobne dochadza v dosledku tzv. skiznutia DNA polymerazy
pocas replikacie, bodovymi mutaciami v okoli mikrosatelitového lokusu, pripadne inzerciami
a deléciami Casti sekvencii mikrosatelitovych lokusov (Weising et al., 2005).

Pri mikrosatelitovej analyze je potrebné v prvom kroku ziskat’ mikrosatelitové markre
pomocou PCR reakcie s komplementarnymi primermi. Dané primery musia byt
komplementarne k sekvenciam, ktoré obklopuji sktimané mikrosatelitové lokusy.
Amplifikované PCR produkty sa nasledne separuji na polyakrylamidovom gély a vizualizuju
radiograficky, fluorometricky, pripadne striebrom alebo etidium bromidom (Weising et al.,
2005). Taktiez je mozné separaciu previest’ pomocou kapilarnej elektroforézy.

V porovnani s AFLP a RFLP su mikrosatelity vysoko spolahlivé a vyzaduju mensSie
mnozstvo DNA (Zietkiewicz et al., 1994). Mikrosatelity st obl'ibené vd’aka svojej vysokej
reprodukovatelnosti, kodominantnej povahe a vicSinou vysokému stupiiu polymorfizmu
i moznosti medzidruhového pouzitia navrhnutych primerov (Li et al., 2002; Weising et al.,
2005; Agarwal et al., 2008). Hlavnou nevyhodou metody je ¢asova naro¢nost’ navrhovania
lokusovo $pecifickych primerov (Squirrell et al., 2003). AFLP metoda a mikrosatelity
nachadzaju uplatnenie v botanike, avSak nie je vhodné pomocou nich skiimat vztahy
na vyssich taxonomickych urovniach, ako su napriklad rody a druhy. Spominané metody st

vSak idedlne pre Stidium vzt'ahov medzi populaciami a v rdmci druhu.
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3.3.6 Sekvenovanie

Vd’aka sekvenovaniu je dnes mozné urcit’ presné poradie nukleotidov v konkrétnych
usekoch DNA a tym ziskat' pristup k detailnej Struktire skimanych vzoriek. Ziskané
informacie mozu byt’ nasledne zdiel'ané a porovnavané prostrednictvom internetovych databaz.
Historia sekvenovania zacala v druhej polovici minulého storocia, kedy Sanger predstavil svoju
enzymaticki metédu sekvenovania. Podstata metédy spociva v termindcii syntézy
vznikajiceho retazca DNA za pouzitia fluorescencne znacenych dideoxyribonukleotidov,
ktorym chyba hydroxylova skupina na 3' uhliku, v dosledku coho sa dalsie
deoxyribonukleotidy nemoézu naviazat. Kazdy deoxyribonukleotid nesie Specificka
fluorescencnu znacku s charakteristickou farbou, ktort1 je mozné sledovat’ v kone€nom vystupe.
Vysledkom PCR reakcie je zmes fragmentov sroznou dizkou akazdy fragment nesie
na svojom konci fluorescen¢ne znaCeny nukleotid. Pomocou sekvenatora sa amplifikované
fragmenty zoradia vzostupne podla dizky a vysledny chromatogram je pouzity pri d’alsich
analyzach (Sanger et al., 1977).

Vyssie uvedené metody Studia variability rastlin (RFLP, RAPD, AFLP, mikrosatelity
a sekvenovanie kratkych isekov DNA) su v sucasnosti vd’aka pokrokom v genomike postupne
nahradzané technologiami celogendémového sekvenovania (NGS — Illumina, SOLID, 454
sekvenovanie), avSak ich uplatnenie je stale obmedzené kvoli finan¢nej ndro¢nosti metdd
a taktiez moZznostami analyzy a ndslednej interpretacie ziskanych informacii. Sekvenovanie
roznych gendmovych lokusov sa vyuziva v botanickom vyskume na r6znej trovni, od najnizse;j

populacnej az po najvyssiu medzi celad’ami a kladmi.
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4 MATERIALY A METODY
4.1 Biologicky material

Pre jednotlivé analyzy bolo pouzitych osem testovacich vzoriek pochadzajiacich

zo styroch lokalit. Tieto vzorky s sucastou vicSicho setu vzoriek agregatu Pinguicula

vulgaris, studovaného na Katedre botaniky. Testovacie vzorky boli vybrané s ohl'adom na to,

aby v nich boli zahrnuté tri hlavné taxony skimaného agregatu (P. vulgaris s. str, P. vulgaris

var. bicolor, P. bohemica). Zoznam testovanych vzoriek a ich pévod je sucastou Tabulky 1.

Genomicka DNA (gDNA) bola vyizolovana byvalou Studentkou Mgr. Lenkou Valovou,

v ramci jej diplomovej prace. Vyizolovana gDNA bola uchovavana v mraznicke pri teplote —

80 °C. Pred zaciatkom testovania lokusov bola gDNA nariedena na koncentraciu priblizne

20 ng/ul. Takto nariedené vzorky boli pouzité pre PCR reakcie a boli skladované v chladnicke

pri teplote 4 °C.

Tabul’ka 1: Zoznam pouzitych vzoriek a ich povod.

Taxon Oznadenie Lokalita Zelvr}eplsna Zem,eiplsna Nadl'rlorska
Sirka dlzka vySka
P. vulgaris VU NOR 1 d Norsko, medzi
P. vulgaris VU NOR 2 a  mestami Haugastela  60°30'15" 07°56'49" 980 m
P. vulgaris VU NOR 2 d Ustaostat
Slovensko, Vazecké
P. vulgaris VU SK a ltky, ned’aleko obce 49°04'48" 19°5820" 800 m
Vazec
P. bohemica BO BR_ a
P. bohemica BO BR_b Cechy, Baronsky 50°36'10" 14°3722" 260 m
rybnik
P. bohemica BO BR_ e
Slovensko, Mala
P.wulgarisvar. g g 4 4 Fatra, liky 48°5719"  18°40"07" 620 m
bicolor - == Vv blizkosti obce
Vricko
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4.2 Pouzité chemikalie, supravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

5X DNA Red Loading Buffer (BIOLINE, kat. ¢. BIO-37068)
Agardza (Serva, kat. €. 11404.05)

Deionizovana voda

Etanol (LachNer, kat.¢. 20025-A96)

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotum, kat. ¢. 41001)
HyperLadderTM 100 bp (BIOLINE, kat. ¢. BIO-33029)

KAPA dNTPs Kit (Kapa Biosystems, kat. ¢. KK1007)

KAPA Taq DNA Polymerase (Kapa Biosystems, kat. ¢. BK1000)
Kyselina borita (LachNer, kat. ¢. 10017-CP0)

Disodna sol’ kyseliny etyléndiamintetraoctovej, dihydrat (Na;EDTA x 2H20) (Sigma-Aldrich,
kat. & E5134-250G)

MyTaqTM Red DNA Polymerase (BIOLINE, kat. ¢. BIO-21109)
Polyetylénglykol 6000 (PEG-6000) (Sigma- Aldrich, kat. ¢. 81260)

Trishydroxymetylaminometan (TRIS) (VWR Life Science, kat. ¢. 0826-500G)

4.2.2 Pouzité roztoky a ich priprava

10X TBE pufor: 108 g TRIS-u rozpustit’ za nepretrzitého mieSania v 900 ml dH»O, pridat’ 55 g
kyseliny boritej a 40 ml 0,5 M EDTA (pH=8), doplnit’ do 1000 ml

0,5X TBE pufor: zasobny roztok 10X TBE zriedit' 20X, napr. na pripravu 5 | je potrebné
zmieSat’ 250 ml 10X TBE so 4750 ml dH20.

70% etanol: 73 ml 96% etanolu doplnit’ destilovanou vodou do objemu 100 ml.

20% PEG (2,5 mM NacCl): rozpustit’ 20 g PEG-6000 v 70 ml destilovanej vody, pridat’ 14,6 ¢
NaCl, po rozpusteni doplnit’ objem do 100 ml.
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4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

Analytické vahy KERN 572-35 (KERN & SOHN GmbH)
Elektroforetickd komorka Owl EasyCast B1 (Thermo Scientific)
Elektroforeticka komorka Wide Mini-Sub (BIORAD)
Chladena vakuova susicka (LABCONCO)

Mikropipety Eppendorf, 0.1 — 1000 ul (Eppendorf)
Mikrovinna rtira ETA 3203 (ETA)

Minicetrifiga MiniStar silverline (VWR)

Stolna centrifiga Eppendorf 5418 D (Eppendorf)

Termocykler Eppendorf Mastercycler pro S (Eppendorf)

UV dokumentaény systém Fire-Reader V4 UVI-1D (UVITEC)
Vortex MS2 Minishaer (IKA)

Zdroj jednosmerného napitia Minis-300 (Major Science)
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4.4  PouZité experimentalne a vyhodnocovacie postupy
4.4.1 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Na testovanie vhodnych polymorfnych lokusov bolo vybranych 13 chloroplastovych
a 3 jadrové lokusy. Testované boli nasledujuce jadrové: PPC, topo6 a isi a chloroplastové
lokusy: psbM-ycf6, trnC-ycf6, trnQ-rpsl6, rpS16, trnD-trnT, trnD-psbM, trnS-trnfM, trnH-
psbA, ndhF, rpoB-trnCCA, trnS-trnL, rpL16 a petL-psbE. Prehlad testovanych lokusov,

sekvencie pouzitych primerov a ich zdroj je sicast'ou Tabulky 2.

Tabul’ka 2: Tabulka uvadzajuca oznaenie testovanych lokusov, teplotu nasadania primerov

(TA = annealing temperature), oznaéenie pouzitych primerov a ich zdroj.

Lokus TA [°C] Zdroj
Jadrové lokusy
ppc 55 primer PPCX4F a PPCX5R: Olson 2002
topo6 59 primer top6_2F 305, Top6_3F 464 a Top6_8R_1680: Blattner 2016
isi 55 primer isi-ex3F a isi-ex5R: Franck et al. 2012
Chloroplastové lokusy
rpoB-trnC 54 primer rpoB, trnCE“AR: Shaw et al. 2005
trnD-trnT 54 primer trnDCYCF, trnT®%Y: Shaw et al. 2005
trnD-psbM 54 primer trnD®YCR, psbMF: Shaw et al. 2005
psbM-ycf6 54 primer: ycf6F, psbMR: Shaw et al. 2005
trnC-ycf6 54 primer trnC®“AF, ycf6R: Shaw et al. 2005
trnQ-rps16 54 primer trnQYY¢, rpS16x1: Shaw et al. 2007
trnS-trnL 50 primer trnS€CA, trnLYA4R: Shaw et al. 2005
trnS-trnfM 55 primer trnSYCA, trnfMC®AY: Shaw et al. 2005
rpL16 50 primer rpL16F71, rpL16R1516: Shaw et al. 2005
rpS16 52 primer rpS16F a rpS16R: Shaw et al. 2005
trnH-psbA 54 primer psbA a trnH: Tate et Simpson 2003
petL-psbE 54 primer petL, psbE: Shaw et al. 2007
ndhF 50 primer ndhF-913 F, ndhF_R: Karis et al. 2001

Pre kontrolu nahodnej kontaminacie komponentov PCR reakcie bola pri kazdej reakcii
pouzitd jedna vzorka, v ktorej namiesto gDNA bola pridana destilovana voda (tzv. negativna
kontrola). Pred pripravou PCR reakcie sa jednotlivé komponenty priddvané do reakcie nechali
rozmrzndt a nasledne sa premiesali pomocou vortexu a kratko stoc¢ili na stolnej minicentrifuge.
Zlozenie reak¢nej zmesi je popisané v Tabulke 3. Reakénd zmes na PCR bola pripravena
napipetovanim jednotlivych zloziek do jednej 500 pl mikroskiimavky, naslednym premiesanim

na vortexe a stoenim na centrifige. Takto pripravena reakénd zmes bola rozpipetovana
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po 23 ul do vopred oznacenych PCR stripov umiestnenych v chladiacom stojane. Nasledne boli
pridané do kazdej mikroskiimavky s PCR reakénou zmesou 2 pl gDNA. Po pridani vSetkych
zloziek boli PCR stripy s obsahom kratko scentrifugované na stolnej minicentrifige a vlozené
do termocykleru, na ktorom sa spustil prislusny program pre aktualne testovany lokus
(Tabulka 4).

Tabulka 3: Zlozenie PCR reakénej zmesi.

Koncentracia pracovného

Reagencie Kone¢na koncentracia Objem na 1 vzorku
roztoku

Deionizovana voda 18,8 ul
Pufor A* 5X 1x 2,5 ul
dNTPs 10 mM 0,2mM 0,5 ul
Priamy primer 10 uM 0,2 uM 0,5 ul
Spétny primer 10 uM 0,2 uM 0,5 ul
Taq polymeraza 5 U/l 1U 0,2 ul
gDNA =40ng =80 ng 2 ul
Celkovy objem 25 ul

Legenda: * - vysledna koncentracia Mg?* iénov v pufri bola 1,5 mM.

Tabul’ka 4: Teplotny program pouzity pre PCR reakcie pre testované lokusy.

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Pociatoéna denaturacia 95 °C 3 min 1
Dodato¢na denaturacia 95 °C 30s
Annealing (nasadanie primerov) * 30s 36
Elongacia 72 °C 30s
Koneéna elongacia 72 °C 10 min 1
Ukoncenie 10 °C 0

Legenda: * - teploty nasadania primerov pre jednotlivé lokusy st popisané v Tabul'ke 2.

4.4.2 Elektroforeticka separacia

Produkty PCR amplifikacie boli nasledne detegované pomocou elektroforetickej

separacie v 1,5% agar6zovom gély, ktory bol pripraveny zmiesanim 1,5 g agarézy so 100 ml
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0,5X TBE pufru v kadinke. Nasledne bol obsah kadinky rozvareny v mikrovinnej rure.
Po rozvareni sa nechala zmes mierne ochladit’, boli pridané¢ 2 ul fluorescenéného farbiva
(GelRed® Nucleic Acid Gel Stain) a roztok bol starostlivo premiesany. Po premiesani bol gél
preliaty do pripravenej elektroforetickej vani¢ky s hrebenimi, kde priblizne 30 minut tuhol
pri laboratornej teplote. Po stuhnuti boli odstranené hrebienky a gél bol premiestneny
do elektroforetickej komorky naplnenej 0,5X TBE pufrom. Do prvej jamky boli napipetované
3 pl $tandardu molekulovej hmotnosti HyperLadder™ 100 bp a do dalsich jamiek boli
napipetované 3 ul jednotlivych PCR produktov. Pred samotnym nanesenym vzoriek do gélu
bola kazda vzorka dodato¢ne zmiesana s 1 pl nanasacieho pufu (5X DNA Red Loading Buffer).
Po napipetovani vzoriek bola spustena elektroforeticka separacia pri napati 80 V po dobu
30 mintit. Nasledne po separacii boli vzorky vizualizované a dokumentované pomocou

UV dokumenta¢ného systému UVI-1D (UVITEC).

4.4.3 Purifikacia PCR produktov pred sekvenovanim

V pripade, ze bol vysledok PCR amplifikacie pozitivny a negativna kontrola
nenasvedcovala moznej kontamindcii, vykonala sa purifikacia vzoriek precipitaciou pomocou
20% polyetylénglykolu (PEG), ¢im sa odstranili zvysky nespotrebovanych primerov
a nukleotidov. V prvom kroku sa k PCR produktu pridal rovnaky objem PEG roztoku (teda
22 ul) a obsah skimavky sa jemne premiesal opakovanym nasatim vzorky pipetou. Nasledne
vzorky jednu hodinu precipitovali pri laboratornej teplote. Po uplynuti jednej hodiny boli
vzorky centrifugované po dobu 25 minat pri 3 700 otdCkach. Vzniknuty supernatant bol
odpipetovany a produkt premyty 40 pl 70% etanolu. Nasledovala 15 minutova centrifugacia
pri3 700 otackach. Supernatant bol odpipetovany, vyzrazany pelet vysuSeny vo vakuovej
suSicke a nasledne rozpusteny v 20 pl destilovanej vody. Takto precistené vzorky boli uchované
pri teplote -20 °C do d’alsieho spracovania. Pred odoslanim vzoriek na sekvenovanie bolo nutné
vykonat' ich upravu zmieSanim 5 ul vzorky s 5 upl sekvenaéného primeru (Tabulka 2)
a rozpipetovanim do 96-jamkovej PCR dosticky. Vsetky vzorky boli sekvenované pomocou
priameho aj spatného primeru pouzitych pri PCR reakcii. Takto pripravené vzorky boli

odoslané na komer¢né sekvenovanie do firmy Macrogen (Macrogen, JuZzna Korea).
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4.4.4 Bioinformaticka analyza

Vystupy zo Sangerovho sekvenovania boli upravené pomocou programu BioEdit
(orezanie necitatelného zaciatku a konca sekvencii). Porovnanim priamej a spétnej sekvencie
bola vytvorena konsenzualna sekvencia, ktora bola nasledne analyzovana pomocou programu
MEGAG6 (Tamura et al., 2013) vytvorenim mnohopocetného zarovnania pomocou algoritmu
ClustalW. V pripade, Ze bola zistena medzidruhova variabilita v danom lokuse, skiimany lokus
bol oznaceny a bude vyuzity v d’alSej praci. V opacnom pripade bol lokus vyradeny z d’alSicho

pouzitia.
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5  VYSLEDKY

V ramci experimentdlnej cCasti bakaldrskej prace boli otestované 3 jadrové
a 13 chloroplastovych lokusov na &smych vzorkach predstavujucich tri zdkladné taxony
agregatu P. vulgaris (P. bohemica, P. vulgaris s. str., P. vulgaris var. bicolor) pochadzajucich
z uzemia Norska a Slovenskej a Ceskej republiky. Prehl'ad vysledkov testovanych lokusov je

sucast'ou Tabulky 5.

Tabul’ka 5: Vysledky testovania jednotlivych jadrovych a chloroplastovych lokusov.

Lokus Vysledok Dz{aill’(oztlzzzlieadil::]o p;gﬁ;%igus Poznamka
Jadrové lokusy
PPC + n.a. n.a. zmesny signal
topo6 - n.a. n.a. n.a.
isi + n.a. n.a. zmesny signal
Chloroplastové lokusy
psbM-ycf6 + 917 1 SNP (A/G) Specificky znak, VU vs. BO
trnC-ycf6 + 795 1 SNP (p((?llyc'l;')) +1 SNP §p601ﬁ§:§}; 22?fl‘1(ck\;u \}lLSJ BO +
trnQ-rpsl6 + 448 7 bp inzert + 1SNP (polyT)  S$pecificky znak, VU vs. BO
rpS16 + 738 1 SNP (polyT) Specificky znak, VU vs. BO
trnD-trnT + 827 0 n.a.
trnD-psbM + 590 0 n.a.
trnS-trnfM + 978 0 n.a.
trnH-psbA + 300 0 n.a.
ndhF + 913 0 n.a.
rpoB-trnCecA - n.a. n.a. n.a.
trnS-trnL - n.a. n.a. n.a.
rpL16 - n.a. n.a. n.a.
petL-psbE - n.a. n.a. n.a.

Legenda: + - GispeSna amplifikacia; - - netispe$na amplifikacia; bp - pocet nukleotidovych parov
(base pair); n.a. - nehodnotené; SNP - jednonukleotidovy polymorfizmus (Single Nucleotide
Polymorphism); VU - oznacenie pre Pinguicula vulgaris s. str. a P. vulgaris var. bicolor; BO -
oznacenie pre P. bohemica.

Z testovanych jadrovych lokusov sa podarilo uspesne amplifikovat’ len lokus ppc a isi
vo vSetkych vzorkéch, ktorych produkt po elektroforetickej separacii na agar6zovom gély
predstavoval jeden vyrazny pruh. Ich sekvenovanie vSak nebolo uspesné, nakolko vsetky
sekvencie boli ne¢itatelné z dovodu zmesného signalu. Naopak, lokus topo6 sa nepodarilo

uspesne amplifikovat’ na Ziadnej z pouzitych vzoriek.
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Zo skimanych chloroplastovych lokusov sa podarilo uspesne amplifikovat’ devét, d’alSie
Styri neboli Gspesne amplifikované na vsetkych vzorkach. Konkrétne sa jednalo o lokusy rpoB-
trnC, trnS- trnL, rpL16 a petL-psbE. V piatich lokusoch (trnD-trnT, trnD-psbM, trnS-trnfM,
trnH-psbA a ndhF) s priemernou dizkou zarovnania 722 bazovych parov nebol pozorovany
ziadny polymorfizmus medzi pouzitymi vzorkami. V pripade d’alSich Styroch lokusov bol
pozorovany polymorfizmus. V pripade chloroplastového lokusu psbM-ycf6 bol pozorovany
jednonukleotidovy polymorfizmus, a jednalo sa o druhovo S$pecificky znak, ktory odlisoval
tu¢nicu Ceskl od tu¢nice obyc€ajnej a tucnice obyc¢ajnej dvojfarebnej. V pozicii 796 vysledného
zarovnania bol v testovanych vzorkach tucnice Ceskej pritomny adenin, zatial’ ¢o u zvySnych
vzoriek bol v tejto pozicii pozorovany nukleotid guanin. Aj u d’alSich troch lokusov bol
detegovany polymorfizmus, so Specifickym znakom odlisujicim P. bohemica od Pinguicula
vulgaris s. str. aP. wvulgaris var. bicolor. Lokusy trnC-ycf6 a rpS16 obsahovali
jednonukleotidovy polymorfizmus v tzv. poly-T tseku. Lokus trnQ-rpsl6 obsahoval inzert
s dizkou 7 bp a jednonukleotidovy polymorfizmus znovu v poly-T oblasti. Lokus trnC-ycf6
obsahoval navySe druhovo ne$pecificky jednonukleotidovy polymorfizmus v pozicii 560
vysledného zarovnania, kedy u dvoch vzoriek tu€nice obycajnej z Norska (VU _NOR 2a,
VU _NOR_2d sa Vv tejto pozicii nachadzal guanin, zatial' ¢o u vSetkych ostatnych vzoriek bol

pritomny tymin.
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6 DISKUSIA

Ciel'om bakalarskej prace bolo najst’ polymorfné chloroplastové a jadrové markre, ktoré
by mohli byt vyuzité pri rozliSeni taxénu P. bohemica od ostatnych taxénov v agregate:
P. wulgaris s. str. a P. vulgaris var. bicolor.

V pripade dvoch uspesne amplifikovanych jadrovych lokusov (ppc aisi), ktoré
po sekvenovani nebolo mozné vyhodnotit’ pre zmesny signdl, doSlo zrejme k amplifikacii
viacerych lokusov. Aj ked’ tieto lokusy predstavuju tzv. ,,Jow copy nuclear genes®, teda gény
S malym poctom koépii v gendéme, je pravdepodobné, Ze v gendme skiimanych taxénov rodu
Pinguicula sa tieto gény nachadzaja vo viacerych odlisnych kopiach lisiacich sa pravdepodobne
len malym niekol’ko nukleotidovym posunom, ¢o sa prejavilo necitatelnou zmesnou
sekvenciou. Ked'ze skimané taxony predstavuju vysoké polyploidy s poctom chromozémov
2n= 8x = 64, je tito moznost’ viac neZ pravdepodobna. Dalsim vysvetlenim pre zmesni
sekvenciu moze byt fakt, ze pouzit¢ primery nie su dostatocne Specifické a amplifikuja
niekol’ko odlisnych lokusov. V tomto pripade by sa vSak dalo oCakavat viacero produktov
vyrazne sa lisiacich dizkou amplifikovaného produktu. Nakolko na agarézovom gély bol
pre obidva lokusy pozorovany len jeden jasny pruh, toto vysvetlenie sa zdd byt menej
pravdepodobné. Bez d’alSieho testovania nie je v§ak mozné vylucit’ ani tito moznost’. Tieto dva
lokusy (ppc a isi) neboli preto vylacené z d’alSicho testovania a budt rozklonované, aby bolo
mozné zistit’ pri¢inu zmesného signalu.

V pripade $tyroch chloroplastovych lokusov (psbM-ycf6, trnC-ycf6, trnQ-rpslé a
rpS16), pri ktorych bol pozorovany polymorfizmus sa vo vsetkych Styroch pripadoch jednalo
0 Specificky znak, ktory odliSoval taxony P. bohemica od P. vulgaris s. str. a P. vulgaris var.
bicolor. Nakolko v tejto praci sa pracovalo len s 6smimi vzorkami, pouzitenost’ tychto
markrov bude nutné podporit’ otestovanim celého setu vzoriek, ktory obsahuje taxon tucnice
obycajnej z viacerych casti Eurdpy ako aj d’alSie blizko pribuzné druhy. Az po otestovani
na celom sete bude jasné, ¢i su tieto polymorfné znaky druhovo $pecifické. Existuje totiz stale
moznost, ze znaky odliSujuce P. bohemica v testovacej sade vzorieck mdzu byt pritomné aj
v taxone P. vulgaris, alebo inom pribuznom taxone, v inej Casti celkového arealu P. vulgaris
agg. nez predstavovali zahrnuté vzorky.

Z tychto Styroch chloroplastovych lokusov je pre dalSie pouZitie jednoznaéne
najvhodnejsi lokus trnQ-rpsl6 s detegovanym 7 bp inzertom charakteristickym pre tucnicu
Cesku a usek psbM-ycf6. Ostatné pozorované polymorfizmy nemaju az taki vahu na pripadné
taxonomické zavery, nakol’ko sa jedna o znaky v poly-T tsekoch. V takychto miestach DNA,

teda miestach, kde za sebou nasleduje jeden typ nukleotidu vo vel'kom pocte, moéze dojst’
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k pridaniu respektive ubratiu jedného alebo viacerych nukleotidov, ateda kvzniku
polymorfizmu velmi lahko pocas replikdcie DNA (ale aj pocas PCR reakcie)
pritzv. ,posmyknuti sa polymerazy“. Kontrola novo-syntetizovaného vlakna je stazena
opakovanim sa jedného typu nukleotidu a nie je vel'mi efektivna. V tomto pripade vSak mozno
vylucit chybu polymerdzy ako zdroja pozorovaného polymorfizmu, nakolko pozorované
polymorfné miesta sa vzdy vyskytovali u vSetkych testovanych vzoriek konzistentne.
V pripade, ze by zdrojom takéhoto polymorfizmu bolo ,,poSmyknutie sa polymerazy* pocas
PCR reakcie (teda chyba polymerdzy), o¢akaval by sa ndhodny vyskyt takéhoto polymorfizmu

a nie druhovo $pecificky, aky bol pozorovany.
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7  ZAVER

Na zdklade vysledkov je evidentné, Ze tuCnica Ceskd, tuCnica obycajnd a tucnica
obycajna dvojfarebnd s vel'mi blizko pribuzné, nakolko aj napriek testovaniu vel'kého poctu
molekularnych markrov, sa nepodarilo odhalit’ vyraznejsie rozdiely v ziskanych sekvenciach.

Lokusy, u ktorych sa prejavil polymorfizmus bude potrebné otestovat’ na vicSom pocte
vzoriek z d’alsich ¢asti Europy, nakol'ko v ramci bakalarskej prace bolo spracovanych iba osem
vzoriek. V pripade, Ze sa pri podrobnejSom skiimani znak prejavi ako dostatoc¢ne Specificky
pre tu¢nicu ¢eskl, bude mozné na zdklade ziskanych vysledkov vyvodit’ urcité taxonomickeé

zavery.
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GEACGTTCTAAATCGTIGAGGTITTCCTCTCTCTCTTTC TTAT TAGTAAAGEGEAAGEAATAAGAATC CTAACGATAAGAATTGTTTC TGATCCGGACCARATAAATAGATGTAGCAAATTGGETGT TATT TCAATGCCATAGAATA TACAGAATT
GEACGTTICTAAATCGTIGAGGTITCCTCTCTCTCTTTC TTAT TAGTAAAGGEGAAGEAATAAGAATC CTAAGATAAGAATTGTTTC TGATCGGACCARATAAATAGATGTAGCAAATTGGCTGT TATT TCAATGCCATAGAATA TAGAGAATT
GEACGTICTAAATCGTIGAGGTITCCTCTCTCTCTTTC TTAT TAGTAAAGEEGAAGEAATAAGAATC CTAACGATAAGAATTGTTTC TGATCGGACCARAATAAATAGATGTAGCAAATTIGGETIGT TATT TCAATGCCATAGAATA TAGAGAATT
GEACGTTCTAAATCGTTGAGGTTTCCTCTCTCTCTTTC TTAT TAGTARAGEGEGAAGSAATAAGAATC CTAAGATAAGAATTGTTTC TGATCGGACCARATAAATAGATGTAGCAAATTGGETGT TATT TCAATGCCATAGAATA TAGAGAATT
GEACGTTCTAAATCGTIGAGETITTCCTICTCTCTCTTTC TTAT TAGTAR AGEGEAAGEAATAAGAATC CTAACGATAAGAATTGTTTC TGATCCGACCARATAAATAGATGTAGCAAATTGGGTGTTATTI TCAATGCCATAGAATATACAGAATT
GEACGTTCTAAATCGTIGAGETITTCCTICTCTCTCTTTC TTAT TAGTAR AGEGEAAGEAATAAGAATC CTAACGATAAGAATTGTTTC TGATCCGACCARATAAATAGATGTAGCAAATTGGGTGTTATTI TCAATGCCATAGAATATACAGAATT
GEACGTTCTAAATCGTIGAGGTITTCCTCTCTCTCTTTC TTAT TAGTAAAGEGEAAGEAATAAGAATC CTAACGATAAGAATTGTTTC TGATCCGGACCARATAAATAGATGTAGCAAATTGGETGT TATT TCAATGCCATAGAATA TACAGAATT
GEACGTTCTAAATCGTIGAGGTITTCCTCTCTCTCTTTC TTAT TAGTAAAGGEEAAGEAATAAGAATC CTAACATAAGAATTCTTTC TGATCEGACCARATAMATAGATGTAGCAAATTGEGTGT TATTTCAATGCCATAGAATA TACAGARATT
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GAATACCGCCGATTCTAGT TCACTCATTTCET TTAAGT TAAGACGTGAAATTGGAATCCTGTTCATT TAACTTCGTCAATTTT TGATAAGAACTCA TAAGGAAACGTTTCATGCAAATGAAATTGCATTAATCATTTTGACTGACTGTTTTTA
GAATACCGCCGATTCTAGT TCACTCAT T TCET T TAAGT TAAGACGTCAAATTGEAATCC TGTTCATT TAAC T TCGTCAATT T T TGATAAGAAC TCA TAAGGARAAGTTTCATGCAAATGARATTGCATTAATCATTTTGACTGACTGTTTTTA
GAATACCGCCGATTCTAGT TCACTCATTTCET T TAAGT TAAGACGTEAAATTGEAATCC TGTTCATT TAACTTCGTCAATT T T TGA TAAGAAC TCA TAAGGAAAC TTTCATGCAAATGAAATTGCATTAATCATTTTGACTGACTGTTTTTA
GAATACCGCCGATTCTAGT TCACTCATTTCET T TAAGT TAAGACGTEAAATTGEAATCC TGTTCATT TAACTTCGTCAATT T T TGA TAAGAAC TCA TAAGGAAAC TTTCATGCAAATGAAATTGCATTAATCATTTTGACTGACTGTTTTTA
GAATACCGCCGATTCTAGT TCACTCATTITCET T TAAGT TAAGACGTCAAATTGEAATCC TGTTCATT TAACTTCGTCAATT T T TGA TAAGAAC TCA TAAGGAAAS TTTCATGCAAATGAAATTGCATTAATCATTTTGACTGACTGTTTTTA

GAATACCGCCGATTC TAGT TCACTCATTTCAT TTAAGT TAAGACGTGAAATTGEAATCCTGTTCATT TAACTICGTCAATTT T TGA TAAGAAC TCATAAGGARACG TT TCATGCAAATGAAATTGCATTAATCAT TTTGACTGACTGTTTTTA

Obrazok 1: Vysledné zarovnanie sekvencie lokusu psbM-ycf6 (pozorované variabilné pozicie su zvyraznené farebne).
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TTCTGATATAAC TG AGAAT TC TTCCC GG TAGAAGAAGAGGAAACAAACCGETGATACTTTGT TTGAT TC TAAGCGTGTGGTCGGEAGGC T TTCTAAAAGAAAAGATTGTGAATCCTICGTT
TTCTGATATAAC TCGCAGAAT TCTTCCC GG TAGAAGAAGAGGARACAAACCGETGATACTTTGTTTGAT TCTAAGCGTGTGGTCGGEAGGCTTTCTAAAAGAAAAGATTGTGAATCCTICGTT
TTC TGATATAAC TC G AGAAT TCTTCCC GG TAGRAGAAGAGGARAC AAARCC GG IGATACT T TG TTTGAT TCTAAGCGTGTGGTICGGEAGGC T TTCTAAAAGAAAAGATTGTCGAATCCICGTT
TTCTGATATAAC TCGCAGAAT TCTTCCC GG TAGRAAGAAGAGGCGARACAAAC CGEIGATACT T TG T ITTGAT TCTAAGC GTGTGEICGGEAGGC T TTCTAAAAGAAAAGATTGTGAATCCTICGTT
TTCTCATATAAC T GCAGAAT TCTTCCC GG TAGAAGAACACGARAACAAACCCCTIGATACTTTGT TTCAT TC TAAGCGTGTCGTCCCCAGGC T TTCTAAAAGAAAAGATTCTCAATCCICGTTCCGCATTCCGGE
TTCTGATATAAC TG AGAAT TC TTCCC GG TAGAAGAAGAGGAAACAAACCGETGATACTTTGT TTGAT TC TAAGCGTGTGGTCGGEAGGC T TTCTAAAAGAAAAGATTGTGAATCCTICGTT
TTCTGATATAAC TCGCAGAAT TCTTCCC GG TAGAAGAAGAGGARACAAACCGETGATACTTTGTTTGAT TCTAAGCGTGTGGTCGGEAGGCTTTCTAAAAGAAAAGATTGTGAATCCTICGTT
TTC T GATAT AR T G AGAAT TC T T C GG TAGRAAGAAGAGGARAC AR ACC GG IGATACT T TG TTTGAT TC TAAGC GTGT GG TICGGEAGGC T TTCTAAAAGAAARGATTGTCGAATCCICGTT
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T ARG A AATAT TC TAATC TACTCGTAT TC TAATC TACTCGTAT IC TAATC TACTC G TATAGGEGGATCACGAC TTCACAAT TTTC TTCTATTGC TAGGGGAGTTTC TAATGACTGGATC TTGAATCAGA
T AA G CAAATAT T TAATC TAC TG TAT TC TAATC TACTCCTAT IC TAATC TACTC G TATAGGGGATCACGAC TTCACAATTTTCTTCTATTCC TAGGGGAGTTITC TAATGACTCGATC TTCAATCAGA
T AAGGAAATAT TC TAATC TACTCGTAT TC TAATC TACTCGTAT IC TAATC TACTC G TATAGGGGATCACGAC TTCACAATTTTCTTCTATTGC TAGGGGAGTTITC TAATGACTGGATC TTGAATCAGA
T AAGGAAATAT TC TAATC TACTCGTAT TC TAATC TACTCGTAT IC TAATC TAC T G TATAGGGGATCACGAC TTCACAAT T I TCTTCTATTGC TAGGGGAGTTITC TAATGACTGGATC TTGAATCAGA
TTCAAGGAAATAT TCTAATC TACTCGTAT TC TAATC TACTCGTAT TCTAATC TACTC G TATAGEGEATCACGAC TTCACAAT TTTCTTCTATTGC TAGGGGAGTTTC TAATGACTGGATC TTGAATCAGA
T ARG A AL TAT TC TAATC TACTCGTAT TC TAATC TACTCGTAT IC TAATC TACTC G TATAGEGEATCACGAC TTCACAAT TTTC TTCTAT TG TAGGGGAGTTTC TAATGAC TEGGATC TTCGAATCAGA
T AA G CAAATAT T TAATC TAC TG TAT TC TAATC TACTCCTAT IC TAATC TACTC G TATAGGGGATCACGAC TTCACAATTTTCTTCTATTCC TAGGGGAGTTITC TAATGACTCGATC TTCAATCAGA
T AAGGAAATAT T TAATC TAC T CGTAT TC TAATC TACTCGTAT TC TAAT C TAC T C G TATAGGGGAT CACGAC TTCACAATTT TCTTCTATT GO TAGGGGAGTTITC TAATGACTGGATC TTGAATCAGA
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TATACGACAGACTT G GAGAATC TATAAGTGC TCAGATATCCAATCGAATTCTAATAATGATTIGGAGGEATAATTTA
TATACGACAGACTT G GAGAATC TATAAGTGC TCAGATATCCAATCGAATTCTAATAATGATTIGGAGGEATAATTTA
TATACGACAGAC TTGCGAGAA TC TATAAGTGC TCAGATATCCARTCGAATTCTAATAATCGAT IGGAGCGGATAATTTA
TATACGACAGAC TTGCGAGAA TC TATAAGTGC TCAGATATCCAATCGAATTCTAATAATCGAT ICGCGAGGCGGATAATTTA
TATACCACAGACTT GO GAGAATC TATAAGTCC TCACGATATCCAATCCGAATTCTAATAATCATTICCACCGCGATAATTTA
TATACGACAGACTT G GAGAATC TATAAGTGC TCAGATATCCAATCGAATTCTAATAATGATTIGGAGGEATAATTTA
TAGAGCCTGATAGGAAATTAAATTAC TAGTTTTGGAAAGGCACGGAAGTTIGC TATACGACAGACTTGCGAGAATC TATAAGTGC TCAGATATCCAATCGAATTCTAATAATGAT TGCGAGGGATAATTTA
TAGAGCCTGATAGGAAATTAAATTAC TAGTTTTGGAAAGGCACGEAAGTTIGT TATACGACAGAC TTGCGAGAA TC TATAAGTGC TCAGATATCCARTCGAATTCTAATAATCGAT IGGAGGGATAATTTA
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TAGAGCCTGATAGGAAATTAAATTAC TAGTTI TT GGAAAGGCACGGAAGTTGC
TAGAGCCTGATAGGAAATTAAATTAC TAGTTI TT GGAAAGGCACGGAAGTTGC
TAGAGCCTGATAGGAAATTAAATTAC TAGTT TTGGAARAGGCACGERAGTTGEC
TAGAGCCTGATAGGAAATTAAATTAC TAGTT TTGAARAGGCACGGRAAGCGTTGC
TAGAGCCTGATAGGAAATTAAATTAC TAGTTI TTCCAAAGGCACGGAACGTTGC
TAGAGCCTGATAGGAAATTAAATTAC TAGTTI TT GGAAAGGCACGGAAGTTGC
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ATAGAARAAAGAGCCARARAGARARAGAATT
ATAGAARAAACGAGCCAARAGARARAGAATT
ATACGAAAMACGACCCAAAAGAAAAGAATT

TTTT CCTTITCGGCAACACC CAGTCAAAC TCC TTACGATAGGGETACGGATTAAC TCARATGGAGARATAGAGGTCTGAARCTAGATAGTG
TTTT CCTTT
TTTT CCTTT
TTTTATAGAAAAAGAGCCAAAAGAAAAGAATTCCTTT
TTTT CCTTT
TTTT CCTTT
TTTT CCTTT
TTTT CCTT

T C
TCGECARACACCCAGTCAAAC TCC TTAC GATAGGGGTACGGATTAAC TCAAATCGAGAAATAGAGGTICTCAACTAGATAGTGC
TCGECAACACC CAGTCAAAC TCC TTACGATACGGGGTACGGATTAAC TCAAATCCAGAAATAGAGGTICTCGAACTAGATAGTCGC
TCGECAACACCCAGTCAAAC TCC TTACGATAGGGGTACGGATTAAC TCAAATGGAGAAATAGAGGTICTAACTAGATAGTGC
ATAGAAAAAGAGCCAARAAGAARAGAATT T C
ATAGAARAAGAGCCAARAGAARAGAATT C
C

C

CGGCAACACCCAGTCAAAC TCCTTACGATAGEGGTACGGATTAAC TCAAATGGAGAAATAGAGGTCTGAACTAGATAGTG
TCGECARCACCCAGTCAAAC TCC TTAC GATAGGGGTACGGATTAAC TCARAATGGAGARATAGAGGTCTGAACTAGATAGTG
ATAGAARAAACGAGCCAARAGARARAGAATT TCGECARCACCCAGTICAAAC TCC TTACGATAGGGGTACGGATTAAC TCAAAT GCAGARAATAGAGGTCTGAACTAGATAGTG
ATAGAAAAAGAGCCAAAAGAAAAGAATT TTCGECAACACCCAGTCAAAC TCC TTACGATAGGGGTACGGATTAAC TCAAAT GGAGAAATAGAGGTCTGAACTAGATAGTG
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GTGATTTCTCACCTTCTTTCEMTTT TT THT TTATTTATGAGGGC CAACAARAAAAGAAAGAATAGGAAC TATTAT TCC TACATGT TCCCATTCCCTIGGAATGTTAATACCTATTTIGC TTATGTTTAATCTTT
GTGATTTCTCACCTTCTTTCHTTTTT TGT TTATTTATGAGGGC CAACAARAAAAGAAAGAATAGGAAC TATTAT TCCTACATGT TCCCATTCCCT IGGAATGTTAATACCTATTITIGC ITATGTITIAATCTITT
GTGATTTCTCACCTTCTTTCHTTTTTTGTTTAT TTATGAGGGC CAACAAAAAAAGAAAGAATAGGAAC TATTATTCCTACATGT TCCCATTCOCTTGGAATGTTAATACCTATTTTGCTTATGTTTAATCTTT
GTGATTTCTCACCTTCTTTCHTTT TT THT TTAT TTATGAGGGEC CAACAARAARAGAAAGAATAGGAAC TATTAT TCC TACATGT TCCCAT TCCCT TGGARTGTTARTACCTATTITTGC TTATGTTTAATCTTT
CTGATTTCTCACCTTCTTTCETTTTT TET TTATTTATCACCCC CAAC AAAAAAACAAAGAATACGAAC TATTATTCC TACATGT TCCCATTCCCTIGGAATGTTAATACCTATTITIGC TTATCTTTAATCTITT
GTGATTTCTCACCTTCTTTC-TTTTTTHT TTATTTATGAGGGC CAACAARAAAAGAAAGAATAGGAAC TATTATTCC TACATGT TCCCATTCCCTIGGAATGTTAATACCTATTITIGC TTATGTTTAATCTITT
GTGATTTCTCACCTTCTTIC-TTTTT THT TTATTTATGAGGGC CAACAARAAAAGAAAGAATAGGAAC TATTAT TCC TACATGTTCCCATTCCCTIGGAATGTTAATACCTATTITIGC ITATGTITTIAATCTITT
GTGATTTCTCACCTTCTTTC-TTTTT TET TTATTTATGAGGGEC CAACARARAAARAGAARGAATAGGAAC TATTAT TOC TACATGT TCCCATTCCCTTGGAATGTTARTACCTATTITIGC TTATETITTAATCTTT
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CCC AT T GAAATCATAGTC G T TTAT TGGAT TG I TTCTCAATAG TG I TCAGTCCGAATCCCTTTTTTTGAC TC TGCACCAT TGATTCCAC TATTATTAGTGAGGRATAATGGRAARAATTCCT

CoCGATTCGAAA TCATAGTC G T TTAT TGGAT TG I TTCITCAATAG TG I TCAGTCCGAATCCCTTT TT T TGAC TC TGCACCAT TGATTCCAC TATTAT TAGTCGAGGRAATAATGGAARAATTCCT

o AT T CAAA T CATAGTC G T TTAT TGCAT TG T T TC TCAATAG TG T TCAGTCCCAATCCCTTTTT T TCAC TC TG CAC CATTCGAT TCCAC TATTAT TACGTCGAGGAATAATCCAAARATTCCT

o GAT T GAAAT CATAGTCGTTTAT TGGAT TGGT T TC TCAATAG TG I TCAGTCCGAATCCCTTTTT T TGAC TC TG CAC CATTGAT TCCAC TATTAT TAGTGAGAATAATGGAAAAATTICCTTCATATT
TTTTTGACTC TGCACCAT TGATTCCAC TATTATTAGTGAGGAATAATGGAARARATTCCT
TTTTTGACTC TGCACCAT TGATTCCAC TATTATTAGTGAGGRATAATGGRAARAATTCCT
TTTTITEACTC TGCACCAT TGATTCCAC TATTAT TAGTGAGGAATAATGGAARAATTCCT
TTTTTCAC TCTGCACCAT TCAT TCCAC TATTATTAGTCGAGGAATAATGCCAAAARATTCCT

CCCGAT T GAAATCATAGTCGTTTAT TGGAT TGETTTCTCAATAGTIGTTCAGTCCCAATCCCTT
O AT T GAAATCATAGTCGTTTAT TCCAT TG T TTC TCAATAGTIGTITCAGTCCCAATCCCTT

Obrazok 2: Vysledné zarovnanie sekvencie lokusu trnC-ycf6 (pozorované variabilné pozicie st zvyraznené farebne).
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TTTTATC C TACAC TAT TGC CC TAGAAAGAAGCGTAGGCAAGGG T TAATACATATCAAT T TAAATATC TGTCGTCTCTTCCGAATC TCATTAACAARATAATCAAGTTC
TTTTATCC TACACTAT TGCCC TAGAAAGAAGTAGGGAAGGG T TAATACATATCAATTTAAATATCTGTGTCTCTTCGAATCTCATTAACAAATAATCAAGTTC
TTTTATCCTACACTATTGCCC TAGAAAGAAGTAGGGAAGGG T TAATACATATCAATTTAAATATCTGTGTCTCTTCGAATC TCATTAACAAATAATCAAGTTC
TCCCAGCGTATATGCA TTTTA TCTCTT
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TCCTACACTATTGCCC TAGAAAGAAGTAGGGAAGGGTTAATACATATCAATTTAAATATCTGT CGAATCTCATTAACAARTAATCAAGTTC
TCCTACACTATTGCCC TAGAAAGAAGTAGGGAAGGETTAATACATATCAATTTAAATATCTGT CGAATCTCATTAACAAATAATCAAGTTC
T TACAC TAT T e TAGCGAAA CAACG TACGCGCAAGCETTAATACATATCAATTTAAATATCTCGT CCAATCTCATTAACAARTAATCAACGTTC
T TACAC TAT TGO CC TAGAAAGAAGTAGGGAAGEGTTAATACATATCAATTTAAATATCTGTG CEAATCTCATTAACAAATAATCAAGTTC
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GAGATCATATAGAAATGTGT TATGGAACCCAATTTTTACTTTGTTAATCTCCCTT-——-—-——— TAGTTAGATATTTCGTGTTTGTCTC TAGTAACAATTTTTATTTCTTTCTTCETTTITTTTTTTTT TA
GAGATCATATAGAAATGTGT TATGGAACCCAATTTTTACTTITGTTAATCTCCCTT ~TAGTTAGATATTTCGTGTTTGTCTC TAGTAACAATTTTTATTTCTTTCTTCMTTTITTTTTTTTTTA
GAGATCATATAGAAATGTGTTATGGAACCCAATTTTTACTTITGTTAATCTCCCTT ~TAGTTAGATATTTCGTGTTTGTCTC TAGTAACAATTTTTATTTCTTTCTTCMTTTITTTTTTTTTTA
GAGATCATATAGAARAATGTGT TATGGAACCCAATTTTTACTTITGTTAATCTCCCTT ATTTCGTGTTTGTCTC TAGTAACAATTTTTATTTCTTTCTTCEMTTTTTTTTTITTTTA
GAGATCATATAGAAATGTGT TATGGAACCCAATTTTTACTTITGTTAATCTCCCTT —— -TAGTTAGATATTTCG TG T T TG TCTC TAGTAACAATTTTTATTTC TTTCTTCMTTTTTTTTTTT T TA
CAGATCATATAGAAATGTCT TATGCAACCCAATTTTTAC TT TG T TAATC TCCC T THECENECTACT TAGATATTTCGTETTTGTCTC TAGTAACAATTTTTATTTC TTTCTTC-TTTTTTTTTTTTTA
CAGATCATATAGAAATGTGT TATGGAACCCAATTTTTACTTTGTTAATCTCCC T THRECHENAEGC TAGT TAGATATTTCGTGT TTGTCTC TAGTAACAATTTTTATTTCTTTCTTIC-TTTTTTTTTTTTTA
CAGATCATATAGAAATGTGT TATGGAACCCAATTTTTACTTTGTTAATCTCCC T THRECHENAGC TAGT TAGATATT TCGTGTTTGTCTC TAGTAACAATTTTTATTTCTTTCTTIC-TTTTTTTTTTTTTA
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Obrazok 3: Vysledné zarovnanie sekvencie lokusu trnQ-rpsl6 (pozorované variabilné pozicie si zvyraznené farebne).
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