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Abstrakt:
Morfologicka a geneticka variabilita v populacichGymnadenia conopsea agg.

Kli¢cova slova: Gymnadenia conopsea agg., morfologicka variabilita, geneticka
variabilita, cytogeneticka variabilita

Komplex Gymnadenia conopsea s.l. reprezentuje taxonomicky velmi
problematickou skupinu vykazujici Sirokou morfoldgiu, fenologickou, genetickou
a cytogenetickou variabilitu. Agreg& conopsea zahrnujefadu taxoi, z nichz dva
G. conopsea (L.) R. Br. s.s. &. densiflora (Wahlenb.) A. Dietr., jsou uznavané na
arovni druhu. Jednotlivé taxony nelze vzdy bergeodliSit pouze na zaklg&d

morfologickych znak.

V posledni dob se vede mnoho debat o taxonomické hoglteotoni v ramci
komplexuG. conopsea. Komplex je za stoupen mnoha cytotypyicemz majoritni
tetraploidni cytotypy reprezentuji vySe zrma taxonyG. conopsea a G. densiflora,
které je mozné cytometricky spoleldiwdliSit. Taxonomické Zazeni minoritnich
cytotypi je nejasné. Zthto divodi je pro hodnoceni populaci vhodné uptain
riznych gistupi z oblasti morfologie, cytogenetiky a molekularrengtiky pro
ziskani detailgSich informaci.

Vtéto praci byly pro hodnoceni pouzity morfologickcharakteristiky,
molekularni markery AFLP a analyza mikrosatelgpol&n¢ s neifenim ploidni
arovré pomoci FCM. Na z&kladvyhodnoceni vicerozémné shlukové analyzy a
dendrogramu sestrojeného metodou UPGMA kombintgici data, byla potvrzena
druhova odlisnost taxon@. densiflora od G. conopsea. Ze srovnavanych analyz
mikrosatelitnich lokus a pekryvajicich se morfometrickych charakteristik
tetraploidniho a oktoploidniho cytotyfbl conopsea Ize usuzovat, Ze je oktoploidni
cytotyp oddlenou chromozomalni aberaci tetraploidnich rostlin.



Abstract:

Morphological and genetical variability in populations of Gymnadenia conopsea
agg.

Keywords: Gymnadenia conopsea agg., morphological variability, genetical

variability, cytogenetical variability

The complexGymnadenia conopsea s.l. represents a very problematic group
in terms of taxonomy, showing a wide morphologigaienological, genetical and
cytogenetical variability. The aggregd®e conopsea encompasses a range of taxa,
two of which, G. conopsea (L.) R. Br. s.s. ands. densiflora (Wahlenb.) A. Dietr.,
have been acknowledged as beeing a species ladatidual taxa cannot be safely

distinguished on the basis of morphological charstics in all cases.

Recently, there has been a lot of discussion cairggthe taxonomical value
of taxons within theG. conopsea complex. The complex is represented by a variety
of cytotypes, while the major tetraploid cytotypepresent the above mentionéd
conopsea and G. densiflora taxa, that are easily distinguishable by meanfioof
cytometry. The taxonomical classification of mirtprcytotypes is not clear. For
these reasons, to be able to obtain more detaildmation, an application of
different approaches from the field of morphologytogenetics and molecular
genetics is suitable when evaluating the population

In this thesis, morphological characteristics, AFlaRd an analysis of
microsatellites along with a measurement of plenel using FCM have been used
for evaluation. On the basis of evaluating a mutighsional cluster analysis and a
dendrogram created by the UPGMA method combiningséhdata, a specific
dissimilarity of theG. densiflora andG. conopsea taxon has been confirmed. Based
on the comparative analysis of microsatellite lanod overlapping morphometric
characteristics of tetraploid and octopldid conopsea cytotype it can be assumed

that the octoploid cytotype is a separate chromasaierration of tetraploid plants.
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1. Uvod:

V souwtasné dob se ve studiu rostlinnych populacicizegji uplatiovat nové
metodologické fistupy a molekularni techniky k hodnoceni a zpraod\dat, které
vedou k lepSimu pochopeni jejich strukturyi@si otazky na udrovni vnitro a
mezipopul&ni variability. V minulosti se na rostlinné poputapohlizelo jako na
celek a podle toho byly i hodnoceny, v &asné dob se pohled zinil a populace
jsou zkoumany na urovni soulfioindividualnich rostlin, a zarovieje zdirazren

vyznam jedince a jeho vlivu na chovani a parametgulace.

V této diplomové praci jsem skloubila¢kolik metodickych pistupi
kombinujici morfologicka, cytogenetickh a molekuiardata pro detaitSi
posouzeni vnitro a mezi popdfd variability vramci komplexuGymnadenia

conopsea (L.) R. Br.

Cilem pedkladané diplomové prace je posoudit Ufovernitro
amezi populaéni variability a vyhodnotit korelaci mezi morfologicl, genetickou
a cytogenetickou variabilitou u 10 modelovych p@gillkomplexuG. conopsea za
pouziti analyzy vybranych morfologickych zrigak molekularnich markér
a cytogenetického skriningu. Vybrané populace &één reprezentuji it hlavni
taxony a to tetraploidr®. conopsea, tetraploidniG. densiflora a oktoploidni rostliny

spadajici pods. conopsea.



2. Literarni p rehled:

2.1. Charakteristika agregatu Gymnadenia conopsea s.|.:

Orchidaceae je bezesporu nejrozsahlef&@ledi jednodloznych rostlin, cela
¢eled’ odhadem zahrnuje 20.000 diumekteri autdi uvactji az 25.000, rozglenych
priblizné do 800 rod (Pridgeon et al., 1999, 2001; Nilsson, 1992; Oexs4993).
Charakteristickym rysem orchideji jsoudky, jejichz morfologie nazrtaije blizké
ekologické a evokkni vazby zaficinéné rozsadhlym pdem opylovéa -
bezobratlych i obratlovc (Box et al., 2008). K&ty orchideji maji specializovanou
stavbu se silnou vazbu na opylégaa mnoho vztahmezi rostlinou a opylov@m je
druhow specifickych(Van der Pijl a Dodson, 1966). V sympatrickych plagich,
kde se doba kveteni rostliniie ekryvat, niize specializace na opylaseapisobit
jako prezygoticky izoléni mechanismus rozmnozovani (Van der Pijl a Dodson,
1966; Dressler, 1993).

Rod Gymnadenia (Orchidaceae), pétiprstka (fragrant orchid), péat mezi
terestrické orchideje geograficky roziié v celé Eurasijské oblasti (Gustafsson
a Thorén, 2001). Rod zahrnujélpizné 20 druhii (Pridgeon et al., 1997) a je blizce
piibuzny roduDactylorhiza s nimz tvéi hybridni mezidruhové formy (Bateman
a Farrington, 1989; Stace, 1997). Tak jako u jinyehestrickych orchideji, tak
i u rodu Gymnadenia zaznamenavame symbiotické vztahy s mykorhizninabhmi
(Harvais a Hadley, 1967). Potenci@lgiroké spektrum mykorhiznich hub #i@ich
symbiotické vztahy s orchidejemi praygbdobr zagicinuje schopnost éthto
rostlin osidlovat#izna prostedi s jejich specifickym mikrobialnim sloZzenim (&tat
al., 2009).

Jak jiz bylo zmigno vySe, vyskyt rodGymnadenia je zaznamenan tefh
v celém Evropském aredlu (Moore, 1980). RodozSten od nizinnych oblasti az po
subalpinské louky (Reinhard et al, 1991) a jehokyfsije vyznamg vazan
na agroekosystémy, nalézame ho naieteych pastvinach, v oblastech spasanych
a subalpinskych luk, v blizkosti middi a bazin. Pokles gtu populaci v poslednich
dekadach ma souvislost s destrukchto biotog a znénami v systému hospotiani
s nimi (Gustafsson a Thorén, 2001). Celkové remsi rodu zaujima Evropu,
od britskych ostroy a Skandinavie na severu, az pedbzemi na jihu (zde vSak



roste @tiprstka dosti vzaah) prevazrié jen na horach), dale malou Asii a Kavkaz
az po oblasti jizé od Kaspického me a iran. Z evropskéasti byvalého SSSR
zasahuji druhy rod@ymnadenia pres Ural na Siliia odtud aZz na Dalny vychod,
doCiny a Japonska. Weskych zemich roste éfiprstka v nizinach vzaen

v hornatjSich oblastech roztrous&mmisty az hoja (nag. v Krkonosich, Orlickych
horach, Beskydech, Bilych Karpatech) (Prochazkalésgk, 1983).

Komplex G. conopsea s.l. vykazuje Sirokou variabilitu v morfologii,
fenologii, genetickych a karyologickych znacich i&poblastmi vyskytu (nap
Jongpierova a Jongpier, 1989; Marhold et al., 2@npbell et al., 2007).

Rostliny G. conopsea, G. densiflora a G. borealis (vyjma G. odoratissima)
nelze vzdy bezpmé odlisit diky jejich morfologické variabiktv ramci jednotlivych
populaci (Campbell et al. 2007). V praci GustafssonLonna (2003) byla
uG. conopsea a G. densiflora nalezena morfologicka shodnost. V &asné praci
Jersakova et al. (2010) byly nalezenykaizné morfologické rozdily v délce ostruhy
mezi tetraploidni a oktoploidrs. conopsea a meziG. densiflora. Neni vSak zcela
ziejmé zda ma odlisSnost v délce ostruhy dtigrstky vliv na oddlené opyleni

v smiSenych populacich.

Autori se téz liSi v nazorech nafaaeni G. conopsea , G. densiflora

aG. borealis do taxori a oznauji je jako ekotypy (Scacchi a Angelis, 1989),
poddruhy (Stace, 1997) nebo druhy (Bateman etl8B,/; Pridgeon et al., 1997;
Bateman, 2006). Scachi a Angelis (1989) ve svéi mtéiekovali ,suché a vihké*
ekotypy, které by mohly nazéavat vyznam progedi a ekotypm propijcovat
taxonomicky vyznam. Nazor, Zze se mohou odliSné rngxeebo odliSné cytotypy
v komplexu G. conopsea liSit v ekologickych narocich sdili ve své praeké
Marhold et al. (2005).

V rdmci drulii vyskytujicich se ve &dni Evrog jsou dva druhy liSici se
fenologii kveteni, morfologii a karyologii, schopmeéotit smiSené, sympatrické
populace a toG. conopsea agg.(doba kveteni - kiten azéervenec) &. densiflora
(doba kveteni €ervenec az srpen) (Reinhard et al., 1991; SoliVWadmer, 1999).
Podle dostupnych informaci v literé¢ua vlastniho zjighi uvadi Jersakova et al.
(2010) jasn odliSenou dobu kveteni u tetraploidhi conopsea v kvétnu azéervenci
a u G. densiflora a oktoploidnich rostlin spadajicich do agreg&u conopsea
v éervenci a srpnu.Dale uvadi, Ze mezi oktoploidn. conopsea (2n=80)
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a tetraploidniG. densiflora (2n=40), které maji stejnou dobu kvetenizen dochazet
k toku gerit (cozZ je podpieno sporadickym vyskytem hexaploidnich rostlay$ak
jsou zde #ejmé pre a post zygotické mechanismy omezujici tvorlbribnich
semen / rostlin. Mezi tetraploidi@. conopsea a vySe zmiénymi cytotypy k toku

geni nedochazi diky odlisné dékveteni.

Kvétenstvi g@tiprstky se vyznéuje vyraznou wuni, kterd lakd opylova
(Lepidoptera) shroma#’ujici nektar z kéta (Van der Cingel, 1995). &hé¢ byva
jednim z faktoli, podle kterého jsou rostliny pozorovatelem sermkgri
identifikovany.Diploidni a tetraploidni rostling. conopsea jsou typické svou lehce
negijemnou vini, G. densiflora je typicka pijemnou kdentnou vini po karafiatech
(Marhold et al., 2005). V obsahtigdnich latek, které zjginuji specifickou vwni
petiprstky lakajici opylovee, byly zjiSeény rozdily. U obou majoritnich cytotypG.
conopsea byly nalezeny latky které seubec nevyskytovaly uG. densiflora
a naopak. Opylova ziejmé dokazi detekovat rozdily ve slozeniirpdnich latek,
avSak v navéwvnosti tetraploidniG. densiflora a oktoploidni rostliny spadajici
podG. conopsea rozdily nedlaji, coz mize vést k jejich hybridizaci zagdpokladu

piekonani pre zygotickych bariér (Jersakova et a2

Druhy rodu Gymnadenia jsou autokompatibilni afegpo zavislé
na opylovéich (Gustafsson 2000). Jako hlavni opyl®vaivadi Jersakova et al.
(2010) ne@ni motyly zceledi lisajovitych a rarovitych Deilephila porcellus — liSaj

kyprejovya Autographa gamma - kovolesklec gama

Kvétenstvi¢asto obsahuji mnoho stasré otewenych kéta (Lang, 1990),
coZz umoiuje geitonogamni opyleni. Autogamie je vyjiné (Campbell, 1999).
Tobolka mize obsahovat 2000 nebo vice malych semprimérné hmotnosti 1 mg
(Harper, 1977), ktera mohou byt rozptylen&rem do vzdalenosti 5 — 10 km
(Rasmussen, 1995).

Pétiprstka, jejiz druhovy nazev je odvozenieckéhokonops (= komar)
pro tvarovou podobnost kta s létajicim hmyzem, je rostlinou 20 — 60 cm vysoko
Hlizy mé& hluboce (ne vSak az k bazi) dvouklanéedaptlivymi Ukrojky dale
délenymi ve dva nebotit velmi protahlé laloky. Nad nimi vyistaji z baze lodyhy
silné adventivni kfeny. Stihla, obla, &kdy slal# hranata lodyha mé na bazi jeden
az dva zakrélé, kozZovité, pochvovité listy, a nad nimi teprnd®@isené, z pochvovité
baze Uzce kopinaté, az 26 cm dlouhé a 4 — 40 noké&izlabkovité, ssitle zelené

11



listy. V horni polovirg lodyhy vyristaji jen malé, listaim podobné, fisedlé listky.
Nejhorrgjsi ¢ast lodyhy, stej jako weteno kétenstvi a okraje listén byva rekdy
nacho¥ natehla. Ridké nebo husté, 5 — 29 cm dlouhéstienstvi je sloZeno
z vonnych, §Zzovych, maso¥ cervenych az tmavnachovych, ojeditle i ¢iste¢ bilych
kvétu, vyrastajicich z pazdi vé&ié kopinatych, tizilnych listeri, jez jsou zpravidla
zdéli valcovitych, silé zkroucenych, 8 -10 mmlouhych, gkdy nacho¥ nakehlych
semenik. VnéjSi okwtni listky jsou volné, okolo 5 mm dlouhé, &ié¢ podlouhlé,
vnitini kratSi a uzsi. V obrysu vice nééokrouhly pysk je trojlalény, porekud delSi
nez ostatni okitni listky, s laloky pblizné stejré dlouhymi nebo progednim
o néco delSim postrannich. Obloukaviprohnuta, celko¥ doli sklorgna ostruha
je nitovita, na konci Uzce za%pitla nebo pitupd, 1,5 — 2 x delSi nez semenik.
Sloupek je jen asi 2,5 mm vysoky (Prochazka a ¥k|isl983). K¥ty jsou
uspdadany v porérné hustém ketenstvi v potu 10 — 80 keti na rostlinu

(Jersakova, nepublikovana data).

2.2. Taxonomicka a nomenklatoricka problematika komplexuG. conopsea:

V poslednich dob se vede mnoho debat okolo taxonomického statusu
v ramci komplexuG. conopsea (Campbell et al., 2007Nésledujici pehled ukazuje
vyvoj v nazorech a poznatcich z oblasti morfologiexonomie a poznatcich

0 cytogenetické a genetické situaci v ramci tolkamplexu.

V souwasnosti  jsou neéastji uznavanymi taxony vramci komplexu
G. conopsea (Marhold et al., 2005):

G. conopsea (L.) R. Br. s.s.- pétiprstka ZezZulnik (zahrnuje tetraploidni
a oktoploidni cytotypy a celoadu dalSich minoritnich ploidii (Mrkska, 1993;
Marhold et al., 2005Kubatova, 2008 nepublikovana data). Tento taxonployrvé
popsan roku 1753 C. Linnem pod jménénrchis conopsea (neboconopea). Rod
Orchis byl pozdji rozdélen a druhOrchis conopsea prejmenovan R. Brownem na

G. conopsea (L.) R. Br. s. s.

G. densiflora (Wahlenb.) A. Dietr.- pétiprstka hustoksta (rostliny s SirSimi
listy, kvétenstvim s mnoha Kty prijemné wing, tetraploidniho cytotypu — 2n = 2x =
40). Taxon byl popsan Wahlenbergem ve Svédsku jidce 1806 pod jménem

Orchis conopsea var. [f] densiflora a pozdji ptitazen k rodusymnadenia a ndzev
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zmeénén naG. densiflora (Wahlenb.) Dietr., nebo tak@. conopsea subsp.densiflora
(Wahlenb.) K. Richt,, ¢i G. conopsea var.densiffora (Wahlenb.) Hartm.
Wahlenbergovo pojmenovani bylo Mobergem a Nilssor{@891) v sotiasnosti
lektotypifikovano za pouziti herbdvé polozky z Thunbergova heibav Uppsale
(UPS — THUNB no 21193).

G. densiflora se v sotiasném chapani zda byt karyologicky uniformni {nap
Marhold et al., 2005; Kubatova, 2008 nepublikovate#a). Tomuto faktu vSak
piedchazelo mnoho praci, které se liSily v nadzoreahzaazeni rostlin #znych

ploidnich Urovni do taxan

Jak jiZz byloteteno,G. densiflora byla popsana ve Svédku Wahlenbergem jiz
vroce 1806, stejny taxonomicky statusidplily diploidnim rostlindm (z oblasti
Petrohradu - blizkych arealem vyskytuGs densiflora popsané Wahlenbergem)
ve svych studiich Averyanov (1979) a Agapovova R9%tejrt tak Agapovova
u rostlin v Estonsku a Jongpierova a Jongpier (1989Mora¥. Tato data odporuji
vysledkim praci autat, ktei u rostlin popisovanych jak@. densiflora publikovali
oktoploidni saddku chromozam (2n=80). Prvni, kdo zminil oktoploidni
chromozomovou sadu . densiflora byli Léve a Léve (1961). Ti,&Sinou
bez porovnani s herli@dvymi polozkami a hodnoceni go chromozom, nasledi
pridélili vSechny dive publikované tetraploidni rostliny (2n=40) odfajici
G.conopsea s.I. k taxonu G.conopsea s.str. a oktoploidy (2n=80) k taxonu
G.densiflora. Groll (1965) také Zadil tetraploidni rostliny (2n=40) jak@.conopsea
subsp.conopsea a oktoploidni rostliny (2n=80) jak&.conopsea subsp.densiflora.
Dale uvedl, Zecast studovanych tetraploidnich rostlin (2n=40%lan odliSnou
morfologii a to k¥tenstvi s vice nez 150 &y, listy SirSi nez 3 cm a velmi intenzivni
vani. Tuto rostlinu klasifikoval jakoG. conopsea subsp. montana. Groll vSak
nepouzil Zadné srovnani s hett#ou poloZzkou a z jeho poznamek o morfologii
studovaného taxonu usuzujeme, Ze oktoploidni mystl(2n=80) neodpovidaji
rostinamG. densiflora. AvSak morfologické charakteristiky, které popsasubsp.
montana dokonale padnou na dneSni chap&i densiflora (Kubatova, 2008a).
Ackoli byl v minulosti uznan taxon odpovidajiGi densiflora So6 (1973), neni tomu
tak v rekterych sodasnych identifikénich klicich nebo v Central Europea floras
(Adler et al., 1994). Jako samostatny taxon lgylaensiflora uzndna nap v pracich
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Moseler (1987), Mrkwika (1993) a v satasnosti i Wisskirchenem a Haeuplerem
(1998).

Koncepce tohoto taxonu je heterogenni i v modeotariice, Marhold et al.
(2005) a Kubat (2002) zohlednili tuto réidtenost v nazorech aftipli za vlastni
roz&kleni rodu (taxonu)G. conopsea s.. na dva odtlené druhy: G. conopsea

aG. densiflora.

G.conopsea subsp.montana Bisse je taxonomicky problematicky poddruh
a jeho status je stalegghodnocovan. Jak jiz bylo zngimo (1965), Groll pouzil toto
jméno pro tetraploidni rostliny s odliSnou morfdiog zaadil je jako poddruh
k taxonu G. conopsea. Pavodni holotyp G.conopsea subsp. montana Bisse byl
s nej\tSi prav@podobnosti ztracen a ostatni hédv& polozky zmiované
v protologu (ulozeno v GFW) jsou heterogenni (Kobat2008a). Saiasni autd,
ktefi pouZzivaji pro oktoploidni rostliny ozéeni G. conopsea subsp.montana jsou
napg. Prochazka (v publikaci Kubat, 2002) nebo Marheldal., (2005). AvSak
piibuznost mezi tetraploidnG.conopsea a oktoploidni rostlinou (2n=80)ustava
nejasna (Kubatova, 2008a). Jersakova et al. (204 o oktoploidnich rostlinach

jako o ploidni Urovnis. conopsea.

Otazkou tedy astava taxonomické razeni oktoploidnich rostlin, které byly
diive zangnovany sG. densiflora a jejichZz taxonomické odliSnost byla prokdzana
v praci Marholda et al. (2005). Situaci také korkpje fakt, Ze se rostliny
se shodnou morfologii ale odliSnou ploidii vyskytapa stejné lokal, coz bylo
zaznamenano ¢R, Rakousku i na Slovensku (Marhold et al., 20@Bsdkova et al.,
2010) a nedokazeme takepvidat, zda se v populaci vyskytuji rostliny sé&amou

ploidii ¢i ne.

Z vySe uvedenéhotighledu je tedy jasné, Ze (8. conopsea taxonomicky
problematicky komplex. Je tedy nutné pouzit sdfstargjSi péistup etns
testovani celych populaci na Urdvgejich ploidie, morfometrické hodnoceni
v kombinaci s metodami molekularni taxonomie a tylgsledky porovnat s jiz

ziskanymi poznatky.

V ramci komplexuG. conopsea agg. jsou popisovany i dalsi poddruhy
¢i variety, jako jeG. conopsea subsp. (nebo varalpina (Rchb. F.) So6 (=G.

conopsea subsp.conopsea), ktera odkazuje na (sub) alpinské populace Afagpat
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(Marhold a Hindak, 2002; Wisskirchen a Haeupler98)9a dale je téz v literate
zminovana G. conopsea subsp.borealis (Druce) M. Bateman, Pridgeon, M. W.
Chase (Soliva a Widmer 1999; Delforge, 2006; Carthgbeal., 2007).

Poddruhborealis (Druce) R. M. Bateman, Pridgeon a M. W. Chase (heat
fragrant orhid; Rose, 1991; Foley a Clarke, 200&lé tmavo @Zové kwty tohoto
poddruhu se vyzraji vani hiebicku (Campbell et al., 2007). Nalézame ji obvykle
na vyse poloZenych pastvindch severni Anglie asklot nadmiskych vyskach nad
700 m. n. m., zvla8tpak na lukach s dominantnim druhdvtolinia caerulea
(Campbell et al., 2002 Campbell et al., 2007).

Druh G. odoratissima (L.) L. C. M. je dolie odliSitelny taxon od komplexu
G. conopsea a je c¢asto vyuzivan jako out group (zaktujici skupina)
ve fylogenetickych studiich, pro jeho blizkouriuznost stimto komplexem
(Kubéatova, 2008a). Vyskyt tohoto druhu je omezeunzeona Evropu a vyjma oblasti
tahnouci se ze severozapadni Itadlie do Rumunslaajekieho vyskyt zcelaginy,
jsou jeho populace roztrouseny po celé Evrg¢@ustafsson a Sjorgen — Gulve,
2002).

2.3. Geneticka a cytogenetickd variabilita komplexus. conopsea:

V posledni dob se na objasmi genetické variability v ramds. conopsea
uplatiuje mnoho molekularnich metod a kombinace metodckggh pistup,

zvlase pak studium molekularnich markes karyologicky skrining rostlin.

Za pouziti analyzy alozytn(Scacchi a Angelis, 1989) byly v ramci rodu
u Gymnadenia odliSeny rostliny nalezici k&s. conopsea a G. densiflora. Tuto
metodu ve spojeni s analyzou chloroplastové cpDNgtuaiem morfologie kitu
vyuzili ve své praci také Soliva a Widmer (1999ySak v oboudchto pracich chybi
jakékoli zaznamy o karyologickém stavu rostlin, smiZzuje taxonomickou hodnotu
téchto poznatk (Kubatova, 2008a). Poznatky o variakilthromozoni pétiprstky
jsou vSak znamy jizgkolik desetileti (L6ve a Love, 1961). Nicmestudie zaloZzena
na analyze alozyi z roku 1989 ukazuje jasnou heterogenitu uvkibmplexu
G. conopsea. Soliva a Widmer (1999) nalezli ztreou heterogenitu mezi populacemi
které povazovali z&. conopsea subsp.conopsea ve srovnani s jimi klasifikovanou

G. conopsea subsp.densiflora. Zjistili, Zze tok gefi mezi populacemG. conopsea
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je vySSi nez G. densiflora, a Ze tok gein mezi €¢mito dwma poddruhy je nizky.
Identifikovali také 4 cpDNA haplotypy s rozdilny giem mikrosatelitnich repetic
(SSR - Simple Sequence Repeat).

DalSim hojr vyuzivanym markerem jsou ITS (Internal Transcrilsghcer).
Navzdory jasné a spolehlivé morfologické a fenat&gi odliSnostiG. conopsea
(Gustafsson a Lénn, 2003; Bateman et al., 2003)lePprace Gustafsson a Lonn
(2003) tvai Gymnadenia, i pii malé variabilit v ramci ITS, dva hlavni klastry (za
podpory bootstrapové analyzy): prvni klastr pgz#vetouci rostliny G.conopsea
(2n=80) aG. densiflora, druhy Kklastr tive kvetouci G.conopsea (2n=40)
aG. odoratissima. Lonn et al (2006) shledal shadnza pouziti ITS sekvenci

e

sr

a Widmer, 1999; Scacchi a Angelis, 1989), které kpauji na rozdily mezi
populacemiG. conopsea a G. densiflora za pouziti analyzy alozyin Sowasna
studie Jersakové et al. (2010) nenaléza u cylotygdu Gymnadenia Zadnou
vnitrodruhovou sekveami variabilitu v ramci #i nekédujicich cpDNA oblasti, ale
na zaklad sekvegni variability dvou ITS oblasti odtlje G. densiflora od obou
majoritnich ploidnich UrovnG. conopsea, pricemz ITS sekvence jsou u tetraploidni

a oktoploidniG. conopsea shodné.

Primery pro mikrosatelity diprstky byly vyvinuty ve studii Gustafsson
(2000) a Gustafsson a Théren (2001) a oedy tak novou cestu pro detailni
rodicovskou analyzu a identifikaci smu toku a mnozstvi génmezi jednotlivci
a populacemi @iprstky (Gustafsson, 2000). AvSak v této studiilybyostliny
G. conopsea, G. densiflora a G. borealis zatazeny do jedné taxonomické jednotky.
Campbell et al. (2007) ve své praci popisujici aaititu v ramci populaci komplexu
Gymnadenia pouzil 5 mikrosatelitnich lokus k hledani genetické odliSnosti
a nalezeni toku gén ktery by mohl upesnit taxonomickou hranici mezi taxony
G. borealis, G. conopsea a G. densiflora. Z této studie vzeSlyiit hlavni zawvry.
Zaprveé byla zjid&tna mir® zvySena celkova geneticka variabilita, navzdomup
Ze se studované taxony pohybujioblasti jednoho rodu. U drih tvorici malé
izolované populace byva obvykla spiSe nizSi geké&ticariabilita. Za druhé, byly

zjisteny vysoké hodnotyFs nazngujici, ze maGymnadenia neobvyklou strukturu
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populace, prawipodobrg s vysokou mirou inbreedingu. Zeti, byla zjiS¢na
genetickd diferenciace shodna i&/&Si morfologickou klasifikaci, rozdujici

G. conopsea do #i oddlenych taxonomickych jednotek.

2.4.Molekularni markery:

Molekularni markery pnaseji informace, které pomahaji definovat odlgho
mezi druhy a jejich zazeni v ramci blizceffbuznych skupin a upsnit tak jejich
fylogenetickou pozici. Poskytuji téZz cenné informagedouci KeSeni otazek
hybridizace a polyploidie (Karp a Edwards, 1997)pdpula&ni genetice jsou
v souwtasnosti vSeobeérnvyuzivany techniky zaloZzené na analyze prdteirzozymi
a technikach vyuzivajicich genomovou DNA jako jgdelP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism; dale jen AFLP), SSRs (Singkgu#nce Repeats; dale jen
mikrosatelity), RAPD (Randomly Amplified PolymorghiDNA) a sekvenovani.
Kodominantni markery jako jsou isozymy, mikrosdyelisekvence a restiki
fragmenty (RFLP) poskytuji informace o jedingch lokusech, narozdil
od dominantnich markérjako jsou produkty RAPD a AFLP které jsou vicels&ué
(Coates a Byrne, 2005).
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2.4.1 Metody pouzité v této praci:

2.4.1.1. Dominantni marker: AFLP

Technika je zaloZzena na selektivni amplifikaci nikghich fragment
ziskanych &penim genomové DNA. Genomova DNA jeépdna d¢ma odliSnymi
restrikknimi enzymy, jednim, ktery genomépt v mnoha mistech a dalSi¢gici
ojediréle. Amplifikace restriknich fragment je zajiS€na ligaci dvouvlaknovych
adaptoi ke kond&m restrikknich mist, které jsou nasletncilovym mistem
pro nasedani primeér Pro zaji&ni detekovatelného ptu fragmend maji primery
nasvem 3  konci dity pocet a pdadi bazi které iecnivaji pes adaptory
do restriknich fragment (Vos et al., 1995).

Vyhodami této metody jsou jeji pouzitelnost béedehozi znalosti sekvence
DNA a poskytnuti informaci o polymorfismu odrazéjMendelistickou édicnost
umoziujici popis, identifikaci a mapovéani (diskrétnicpgnetickych znak (Vos
a Kuiper, 1997; Mueller a Wolfenbarger, 1999; Hawgh— Thompson et al., 2005;
Mraz et al., 2007). Potencidéwelky patet polymorfnich lokus a moznost aplikovat
tuto metodu na Siroké spektrum organisnikla z AFLP jednu z nejtinnéjSich
technik umo#ujicich studium genetické struktury rostlinnych plagi a v rdmci
nich déle zjisovani paternity a studium rozmnozovacich mechahi@fnauss et al.,
2002).

2.4.1.2. Kodominantni marker:  Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou Useky DNA, které tviomono, di, tri, tetra nebo penta
nukleotidové jednotky, které se tanderowpakuji a jsou rozpra&ny napic
rostinnym genomem (n&p Wang et al., 1994). Vidledku mutaci nebo
rekombinaci se get &chto repetic mze zvysit nebo snizit (Smarda et &Q05).
Ptima Amplifikace &chto malych repetitivnich sekvendiimasi velké mnozstvi alel
a je tak dobrym kodominantnim genetickym marker&@regan a Quigley, 1997).
Rozdil v délce fragmeritgenomové DNA podmimé gitomnosti mikrosatelit se
pouziva k odliSeni blizceripuznych jeding a k detekci vztaln mezi nimi zejména

v genetice populaci (Smarda et al., 2005).
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Diky tomu, Ze mikrosatelity vykazuji Sirokou vnithmhovou variabilitu, jsou
techniky zaloZené na jejich analyze vyuzivany u inanmstlinnych druin ke studiu
rozmnozovani, v poputai genetice, ke studiu paternity a mapovani genomu,
ke zkoumani migrace, kolonizace a disperze v prdit genetického driftu, efektu
uzkého hrdla, zgémach v efektivni velikosti populace, ke studiu togem mezi
populacemi a ke studiuikeni (hybridizace) uvnitpopulaci (Jarne a Lagoda, 1996;
Chase et al., 1996; Luikart a England, 1999; Oulsbrgl., 1999Friar et al., 2000;
Konuma et al., 2000;Spencer et al., 2000Sunnucks, 2000). Nevyhodou
u hospodésky mér vyznamnych rostlin rive byt absence znamych sekvenci
pro konstrukci primet. Cilové sekvence jsou ziskadvany klonovaristi genomu
do genovych knihoven a jejich naslednym mapovanéoy je dosti narkné
(Kubéatova, 2008a).

2.4.1.3. Phtokova cytometrie:

Principem metody je #feni vlastnosti izolovanych bék a subbuinych
souwasti nebo organel, které v tekutém meédiu jednottixotékaji mikroskopickou
oblasti pod zdrojem s vysokou intenzitouétsy (laserem) kde probiha jejich

fokusace (Robinson a Grégori, 2007).

Praitokova cytometrie (Flow Cytometry - FCM) je perspeki analyticka
a preparativni technika umiadgjici rychla a multiparametricka dfeni optickych
vlastnosti mikroskopickychtastic, zejména bwk a jejich komponent. VyuZziti
pritokové cytometrie u rostlin zahrnuje analyzy na@znych Udrovnich:
od molekularni a bugné drové aZz po studium celych populaci a ekosysiém
Usnadiuje také poznavani funkce humych organel a odhalovani ghu
fyziologickych proces. Vyznam pitokové cytometrie nésta i v oblasti ochrany
piirody a hodnoceni biodiverzity (Dolezel et al., 2ZDOVariabilita ve struktie
a paitu chromosora je hodnotny geneticky marker uvhit mezi druhy (White,
1973).

2.5. Morfologické znaky versus molekularni markery:

Techniky vyuzivajici morfometrické hodnoceni byly mllouhou dobu

zavedeny jako dinné nastroje zkoumajici vyvoj, diferenciaci a sysatiku rostlin
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(nag.: Bookstein et al., 198%iens, 2000; Forey a MacLeod, 2002; Jansen, 2003).
Popularita morfometrickych technik odrézi jak it vyzkumu provéaéného
na orchidejich, které jsou ve své morfologii rozitgrak i neobvykle vysoky podil
skupin orchideji, které neustalgedstavuji vyzvu naSim schopnostem stanovit
optimalni hranici uvnita mezi druhy (nap Bateman, 2001; Bell et al., 200Bpx

et al., 2008). &koli se mohou v mnohaiipadech morfologické znaky jevit jako
nejvhodrigjsi, maji i mnoho nevyhod jako je fakt, Zekteré rostlinné druhy
nevykazuji variabilitu v morfologickych znacich abo se studium zaffuje pouze
na jeden znak, recesivni alely mohou byt maskowarginantnimi a &které z nich
mohou vykazovat epistaticky nebo pleiotropni efektmnoho znak (nag. barva
kvétu) musi byt miifeno relativeé pozd v pribéhu Zivotniho cyklu. Rostliny jsou
prisedlé organismy, které nedok&&lit predatoim a znénam prostedi, z €chto
davoda vykazuji Sirokou fenotypovou plasticitu siliovlivnénou prostedim. Préace,
které vyuZivaji jak molekularni tak i morfologickdata Iépe vystihuji a popisuji
biologickou diverzitu, nez prace které se Zanji pouze na jeden 2dhto gistupi
(Kubéatova, 2008a), navic porovnanim vysiugnalyzy morfometrickych znaék

a molekularnich markér lze ftici, Ze vykazuji pekvapiv vysokou shodu
ve vyjadeni genetické vzdalenosti mezi zkoumanymi objektyillis, 1987;
Fernholm et al., 1989).
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3. Material a metody:

3.1. Charakteristika analyzovanych populaci:

Morfologicka a cytogeneticka data byla u 10 sledcgeq populaci §iprstky
odeitena postuph vroce 2005 a 2006, analyza molekularnich markeyla

provedena naiglomu roku 2009 a 2010.

Do analyzy morfologickych zn@éka molekularnich markéylo zahrnuto
celkem 167 rostlin ze 3 studovanych takoByla u nich stanovena ploidni Grave
ode&iteny morfometrické parametry, naslédnolovana genomova DNA a

analyzovany molekularni markery.

Analyzované populace jsou svou geografickou polofoamistny na Uzemi
od jizni Moravy a jiznichCech aZ po #ednich a severrfechy, a pedstavuiji tak
populace fiznych geografickych a klimatickych podminek zahitiufti sledované
taxony: tetraploidniG. conopsea, tetraploidniG. densiflora a oktoploidni rostliny

spadajici pods. conopsea.

Podrobna tabulka popisuijigislo a nazev lokality, jeji zetpisné soiadnice
dale pak podrohsjSi popis situace na lokalitvcetre sledovaného druhu rodu

Gymnadenia je uvedena vifloze¢. 1.: Popis studovanych lokalit.

3.2. Morfologické charakteristiky:

U vSech rostlin studovanych populaci byly &ty tyto morfometrické
parametry: vySka rostliny, délka &enstvi, délka stonku bez &enstvi, délka
druhého listu, $ka druhého listu, vyska posledniho listu, vySkangme listenového
listu, patet listi, padet listenovych lidl, patet kwta, Sicka kwtu, vySka kétu, Sika
pysku, vySka pysku, délka ostruhy. Hodnoty byly@t#my v obdobi plného kveteni.

Fotografie studovanych taxdwyobrazuje filohac. 2.: Studované taxony.
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3.3. Pritokova cytometrie:

U vSech rostlin studovanych populaci byla&iena ploidni Urovie Analyza
prokéhla v Laboratéi pratokové cytometrie Botanického Ustavu B8R v Praze —
Prahonicich. Na pitokovém cytometriPartec PA Il.

3.4. 1zolace DNA:
Izolace DNA byla provedena kitem Invis6rBpin Plant Mini Kit (INVITEK)

- cca 2 crimrazeného listového pletiva bylo homogenizovand@@ pl Lysis
Buffer s 20 ul Proteinazy K

- homogenizovana tkébyla inkubovana 30 minutipteplot 65°C (lyze
burgk)

- suspenze byla ipvedena na Spin Filtr (déle jen filtr) v centrifdga
zkumavce a centrifugovana 12000 rpm / 1 min.

- kfiltrdtu bylo pidano 200 pl Binding Buffer a vSe d@&promichano

- suspenze bylaipvedena na novy filtr, kde byla ponechana 1min §nami
DNA na filtr) a nasled& centrifugovana 12000 rpm / 1 min

- filtr byl vyjmut a p'emistn do nové centrifugmi zkumavky a na filtr bylo
piidano 550 pl Wash Buffer | a vSe centrifugovano®€pm / 1 min

- filtrat byl odstragn a filtr umisén zpit do centrifugani zkumavky, dale bylo
na filtr pridano 550 pl Wash Buffer Il a g% centrifugovana 12000 rpm /
1 min

- predchozi krok byl zopakovan (za pouziti wash butfer

- filtrdt byl odstragn a filtr dan zpt do centrifugani zkumavky
a centrifugovan 12000 rpm / 2 min bez reagencis@ggni filtru)

- filtr byl pteveden do Receive Tubena membranu bylafidano 50 ul Elution
Buffer predettatého na 65°C, vSe bylo ponechano 3 minuty inkubova
a nasleda centrifugovano 10000 rpm / 1min

- predchozi krok byl zopakovan (za pouZiti Elution Buff

- centrifugaci s Elution Buffer byl ziskan eluat DNA II. ktery byl nasled

pouzit jako vychozi material (vzorek) pro dalSilsag.
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3.5. Analyza molekularnich markefa:

3.5.1. AFLP:
Metoda zahrnuje niZe uvedené kroky (Vos et al5):99
Restrikéni Stépeni:

K restrikknimu Sépeni byl pouzit vzorek obsahujici cca 50 ng DNAritbyl
piipraven smichanim 5 pl roztoku DNA a 35 pl TE apdnhize uvedena reaki
smesi (celkovy objem reaini snesi ¢inil 50 pl). Vzorek byl inkubovan 16 hodirfip
37°C.

- realkéni snés pro jeden vzorek:

koncentrace mnozstvi

H,0: - 4,25 pl
R/L pufr: 1x 5 ul
EcoRI: 5U 0,25 ul
Msel: 5U 0,5 ul

Ligace adaptoni:

K ligaci bylo pouZzito 40 ul 8peného vzorku zipdchozi reakce a 20 pl nize
uvedené realni snesi (celkovy objem reati sn€si ¢inil 60 pl). Vzorek byl
inkubovan 3 hodinyip 37°C.

- reakeni snes pro jeden vzorek:

koncentrace mnozstvi

H,0: - 6,2 ul
R/L pufr: 1x 1l
EcoRI 3": 5 pmol 0,1 pl
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EcoRI5": 5 pmol 0,1 pul

Msel 3": 50 pmol 0,2 ul
Msel 5°: 50 pmol 0,2 ul
ATP: 1,2 pmol 1,2 pl

T4 ligaza: 1U

- sekvence adaptir

EcoRI: 5" - CTCGTAGACTGCGTACC

EcoRIl: AATTGGTACGCAGTC -5’

Msel: 5" - GACGATGAGTCCTGAG

Msel: TACTCAGGACTCAT -5’

PCR: Pre - Amplifikace

K preamplifikaci bylo pouzito 5 pl vzorkutipravenéhorednim ligované
smési s TO:1E 10 x (60 pl vzorku zgdchozi reakce a 540 pl TO.1E) a nize
uvedena realni snes (celkovy objem reaki snesi ¢inil 50 pl).

- reakni sn€s pro jeden vzorek:

H.0:

PCR pufr:
MgCly:
dNTP’s:
EcoRI - A:
Msel — A:

Tag polymeraza:

koncentrace mnozstvi

- 36,5 pl
1x 5 ul

4 mM 2 ul
200 uM 1l
75 ng 0,15 pl

75 ng 0,15 ul
1U 0,2 ul
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- sekvence primér

EcoRI - A: 5" AGACTGCGTACCAATTCA 3’

Msel - A: 5" GACGATGAGTCCTGAGTAAA 37

- PCR cyklus:

pocateEni denaturace 2miniip4°C, dale nasleduje 30 amplifikach

cykla v téchto krocich: denaturace 30 8 p4°C , nasedani prim&r30 s i

60°C, syntézarettzci 1 min. i 72°C , na za¥r reakce nasleduje krok

dosyntetizovanifetzci 9 min. @i 72°C.

PCR: selektivni amplifikace

K selektivni amplifikaci

bylo pouzito 2,5 pl

vzark fed®ného 20x

piipravenéhdedinim preamplifikované DNA s TE (40 ul vzorku #edchozi reakce

a 760 pl TE) a nize uvedend r&aksnts (celkovy objem reaki snesi ¢inil 10 pl).

- reakéni smés pro jeden vzorek

H.0:

PCR pufr:

dNTP’s:

EcoRI - ACG:

Msel - AGA:
- AGT:
- ATG:
- AAA:

Tag polymeraza:

koncentrace mnozstvi

1x
200 uM
5ng

30 ng
30 ng
30 ng
30 ng

0,5U

6,018 pl
1l

0,2 ul
0,087 pl
0,095 ul
0,095 pl
0,095 pl
0,095 ul

0,1 pul
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- sekvence primér
EcoRl: ACG: 5 FAM - GACTGCGTACCAATTCACG 3
Msel: AGA: 5" GATGAGTCCTGAGTAAAGA 3
AGT: 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGT 3
ATG: 5 GATGAGTCCTGAGTAAATG 3
AAA: 5 GATGAGTCCTGAGTAAAAA 3
- PCR cyklus:

pocateEni denaturace 2 miniip94°, déle nasleduje 10 amplifis@ich cykh
v téchto po sob nésledujicich krocich: denaturace 3&is9d°C, nasedani primér
30 s @ 65°C v prvnim cyklu a v nasledujicich cyklech yZal jeden stupe mérg
az do teploty 56°C; u vSech cyikhasleduje syntézgtzci 1 min. @i 72°C. Dale
nasleduje 25 amplifikanich cykii v téchto krocich: denaturace 30 i#§ ©4°C,
nasedani primér30 s @i 56°C, syntézarettzci 1 min. 72°C. Na zar reakce

nasleduje krok dosyntetizovateitezc 15 min. i 72°C.

Denaturace:

K denaturacietézca byl pouzit 1 pl produktu selektivni amplifikacela pl
smssi formamidu a standardu 500UfZ (smss byla gipravena smisenim 11 pl
formamidu a 0,4 pl standardu 500[Y%. Vzorek byl denaturovaniesré 4 minuty
pii 95°C a nasledhumistn do -20°C.

Fragmentati analyza:

Fragmenténi analyza byla provedena na genetickém analyzatoBi
PRISM 3130xI, Applied Biosystems na pracovisti Lifia: genomiky, BC AVCR
(UMBR) v Ceskych Budjovicich.

3.5.2. Mikrosatelity:

Mikrosatelity byly amplifikovany specifickymi prinmg Gc 51, Gc 42, Gc 29,
Gc 17 (Gustafsson 2000; Gustafsson a Théren, 2001).
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PCR:

K amplifikaci byl pouzit 1 pl vzorku (cca 10 ng DNA nize uvedena re&ki

smes (celkovy objem reaiki snesi ¢inil 10 ul)

realéni snes pro jeden vzorek:

H,O:
TopBio MM:

f primer

r primer

sekvence primdr(Gustafsson 2000; Gustafsson a Théren, 2001):

Gc 17:

Gc 29:

Gc 42:

Gc 51:

koncentrace mnozstvi

- 3,8 ul

- 5 ul
Gc 17: 50 pmol 0,1 ul - zteno FAM
Gc 29: 25 pmol 0,1 pul - zt@ano NED
Gc 42: 5 pmol 0,1 pl - zdeno PET

Gc 51: 8,2 pmol 0,1 pl - zéano VIC

Gc 17: 50 pmol 0,1 pul
Gc 29: 50 pmol 0,1 pul
Gc 42: 50 pmol 0,1 pul
Gc 51: 50 pmol 0,1 ul

f: 5" FAM — GCCATAAATGCTCAGAAATGC 3

r: 5" GAGCTCATGCCCTTCTCC 3

f: 5" VIC — CATCTACACAATCATCCTAAGAAG 3’

r:5 CTAGACGCCATGACTTACATG 3

f: 5" NED - GAGTGAAGTGTCTTTAATCGATAAC 3

r: 5" GGGAGAAAGAGTGTGCATGT 3

f: 5" PET — GATCCTAGCTTTCGTTTCAT 3’

r: 5" AGTAATCGAGGCAACCTG 3
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- PCR cyklus (Gustafsson 2000):

Patateini denaturace 3 min.fip94°C, nasleduje 35 amplifikaich cyki
v téchto po sob nasledujicich krocich: denaturace 3Gi9@°C, nasedani primér
liSi se v kazdém pouzitém primeru: Gec 17: 65°C;29c63°C; Gc 42: 52°C; Gc 51:
60°C / 30 s, syntezgettzca 45 s pi 72°C, dale nasleduje dosyntetizovdekzci
10 min. @i 72°C.

Denaturace:

K denaturacirettzci byl pouzit 1 pl produktu amplifikace a 11 pl &n
formamidu a standardu 500L17 (sm¥s byla gipravena smisenim 11 pl formamidu
a 0,4 pl standardu 500L1%). Vzorek byl denaturovaniesr& 4 minuty i 95°C
a nasled& umiseén do -20°C.

Fragmentati analyza:

Fragmenténi analyza byla provedena na genetickém analyzatoBi
PRISM 3130xI, Applied Biosystems na pracovisti Lifia: genomiky, BC AVCR
(UMBR) v Ceskych Budjovicich.

3.6. Popis pouzitych metod hodnoceni:

Data ziskana zfragmeftd analyzy produki AFLP (4 primerové
kombinace) a mikrosatelit(4 primerové kombinace) byla vyhodnocena v program
GeneMapper (v.4.0., Applied Biosystems). Specifish&ktrum pyk — alel bylo
odetteno u kazdého vzorku. U alel byla zaznamenanahjejelikost. Vystupem
analyz byly matice lokus AFLP a mikrosatelit, kde symbol O znamena
negitomnost alely a symbol 1 jejitipomnost. Morfometricka data a data ziskana
analyzou molekularnich markerbyla vyhodnocena v programu MVSP (v3.1.)
shlukovou analyzou a metodou UPGMA (Unweighted Raioup Method with

Arithmetic Averages).
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