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Abstrakt

Predkladand bakalatska prace je pfedbéznou studii k navazujici diplomové praci, ktera se
bude vénovat problematice evoluce polyploidnich taxonii na modelovém piikladu indickych
zastupct rodu Curcuma L.

Prace zacina kratkym tvodem, ktery klade diraz zejména na uzitkovy vyznam
taxonomicky problematického rodu Curcuma, ktery je navzdory svému velkému
ekonomickému vyznamu a potencialim napf. v 1ékafstvi stale nepfili§ dobie probadan. Uvod
zminuje zékladni problémy komplikujici studium tohoto rodu a také struéné ptredstavuje
strukturu bakalafské prace. Za tGvodem nasleduje literarni reSerSe, kterd se vénuje
polyploidizaci jako vyznamnému procesu saltacni speciace, moznym pfistupim ke studiu
evoluce polyploidnich taxond, pfedstavuje detailnéji rod Curcuma a shrnuje nejnovéjsi
poznatky tykajici se karyologie, polyploidie a pouziti molekuldrnich markeri nejen v tomto
rodu ale i1 v ostatnich rodech ¢eledi Zinigberaceae.

Prakticka ¢ast prace predstavuje predbézné vysledky z pouziti optimalizované
metody AFLP na 164 jedincich z 34 populaci naleZicich do 22 druht Curcuma s.1., struéné
diskutuje ziskané vysledky a hodnoti vhodnost této metody pro nadchdzejici studii, ktera se
bude zabyvat vnitro- a mezi-populacni variabilitou, mezidruhovou variabilitou a
fylogenetickymi vztahy pro odvozeni fylogenetickych vztahli v rdmci rodu Curcuma, zejména
nominalniho podrodu Curcuma, kam patii vétSina indickych zastupcii tohoto rodu.

Prace je uzavfena stru¢nym zavérem a prehledem literatury.

Klicova slova

Curcuma, Zingiberaceae, polyploidie, fylogeneze, evoluce, velikost genomu, cytologie,
karyologie, molekularni markery, AFLP
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Abstract (English)

Presented bachelor thesis serves as a preliminary study for the upcoming master thesis on the
evolution of polyploidy complexes with the focus on Indian species of Curcuma L.

The presented work starts with short introduction, pointing especially towards the
economic importance of the genus Curcuma, which is in spite its huge potential e.g. for
pharmacological industry, not yet well known taxonomically. The introduction also mentions
basic problems explaining the slow progress in taxonomic studies in this genus and also
outlines the structure of the thesis. The introduction is followed by the literature search
pertinent to the process of polyploidy as an important process of evolution and to possible
various approaches to study the evolution of polyploidy complexes. It also introduces the
genus Curcuma in greater details and summarizes the recent knowledge about the karyology,
polyploidy and use of molecular markers not only in the studied genus, but also the rest of the
family Zingiberaceae.

Practical part of the thesis presents preliminary results from the analysis of 164
individuals belonging to 34 population of 22 species of Curcuma s.1. by the optimized AFLP
method. It shortly discusses the obtained results and assesses the suitability of this method for
the upcoming more detailed study, which will focus on inter- and intra-population variability
and phylogenetic relationships within the genus Curcuma, particularly in its nominal
subgenus Curcuma, where all but one Indian representative belong.

The thesis ends by concise conclusion and the list of references.

Key words

Curcuma, Zingiberaceae, polyploidy, phylogeny, evolution, genom size, cytology, karyology,
molecular markers, AFLP,
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Obrazek 1: Curcuma aeruginosa Roxb. (reprodukovano z Monandrian Plants, Roscoe 1824-1828)
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1. Uvod

Rod Curcuma je jednim z vyznamnych rodl tropické celedi Zingiberaceae jak z hlediska
botanického, tak z hlediska ekonomického. Rlizné druhy tohoto rodu jsou vyuzivany jako
kofeni, léky, barviva potravin, textilii, dfeva a mnoha dalSich materiala ¢i jako okrasné
rostliny. Maji tak v soucasnosti obrovsky komer¢ni potencidl zejména pro asijské zemé.
Druhy rodu Curcuma jsou také nedilnou soucasti kazdodenniho zivota asijskych ptivodnich
obyvatel, zejména v Indii jsou pouZzivany pii ndbozenskych ritudlech jiz odnepaméti a
provazeji hinduisty prakticky od narozeni az do smrti (Gupta, 1981). NejzndméjSim a
ekonomicky nejvyuzivan€j$im druhem tohoto rodu je Curcuma longa, kterd poskytuje
kurkumovy prasek, ktery je nedilnou soucasti zndmého koteni curry.

Z botanického hlediska je rod Curcuma otdzkou zejména pro taxonomy, nebot
soucasna znalost taxonomie tohoto rodu je bezpochyby nejzmatenéjsi mezi vSemi rody
indickych Zingiberaceae (Skorni¢kova, 2007). Slozitost a komplexita tohoto rodu je
zpusobena predevsim polyploidnim charakterem jejich taxont, rozdilnou mirou variability a
v neposlednim pfipad¢ také problémim se studiem origindlnich materiali (typovych
polozek), které jsou u mnoha druhti stale nezvéstné a komplikuji jasné pouziti jmen a vyteseni
nomenklatorickych problémi.

Polyploidie je vyznamnym procesem speciace, ktery ovliviiuje evoluci u vice nez 80%
vSech krytosemennych rostlin. Ovliviiuje chovéni rostlin na vSech urovnich-molekularni,
bunécné, organismalni a nakonec ma dusledky i ekologické. Z téchto divodu je proces
polyploidizace pfedmétem mnoha soucasnych intenzivnich studii (napt. Soltis a Soltis 1984-
2004).

Pro studium fylogeneze polyploidnich taxonii a nasledné sestaveni piirozeného
taxonomického systému jsou klicovymi otazkami zejména detekce takovych taxont a urceni
jejich evolucniho piivodu, ktery mtize byt asto velmi spletity. Pro feseni téchto otdzek muize
byt pouzito mnoho novych a presnych metod.

Predkladand bakalafska prace je rozdélena do dvou hlavnich ¢asti. Prvni ¢ast-literarni
reserSe- shrnuje klasické i novodobé poznatky o fenoménu polyploidie, které jsou klicovymi
pro pochopeni chovani polyploidnich organismt a které dovoluji odhalovat jejich vzajemné
vztahy. DalSim cilem této ¢asti je poskytnout jeden uceleny pohled na mozny postup pii
hledani plvodl polyploidnich taxonii pomoci vybranych klasickych cytologickych i
modernich molekularnich technik. Jako modelovy organismus (systém) pro prezentaci
navrzené¢ho teoretického postupu byl pouzit praveé tropicky rod Curcuma, ktery je
charakterizovan ve tieti ¢asti literarni reSerse.

Néplni druhé, praktické ¢asti prace je aplikace vybrané molekularni metody AFLP na
sérii populaci indickych druhii rodu Curcuma s cilem ohodnotit vhodnost vybrané metody pro
dany druh a pro feSeni dané¢ho problému, jimz je rekonstrukce fylogeneze tohoto druhu.

Literarni reSerSe 1 prakticka ¢ast prace budou slouzit jako podklady k dalSim,
komplexnéjsim molekularnim studiim rodu Curcuma planovanym v budouci diplomové praci.
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2.  Literarni reSerSe: Mozné pristupy ke studiu evoluce
polyploidnich taxont

2.1. Polyploidizace jako vyznamny proces salta¢ni speciace

Polyploidizace, proces, pfi kterém dochédzi ke zvySeni poctu chromosomovych sad, hraje
kli¢ovou roli v evoluci cévnatych rostlin (Stebbins, 1971; Soltis a Soltis, 1993). Soudi se, ze
je to nejbéznéjsi mechanismus sympatrické saltacni speciace u rostlin (Otto a Whitton , 2000),
a ze vétsina rostlin tento proces prodélala ve své evolucni historii alesponi jednou, ale spise
vicekrat (Soltis et al., 2003).

Za polyploidni organismus povazujeme takovy organismus, ktery méa v bunécnych
jadrech vice nez dvé monoploidni sady chromosomt (tfi sady = triploid, Ctyfi sady =
tetraploid, atd.) (Darlington, 1932).

2.1.1 Vznik polyploidnich taxoni

Mechanismy vzniku polyploidnich taxoni

Ke vzniku polyploidniho jedince mize dochédzet zdvojenim chromosoml v somatickych
bunkach diploidniho taxonu, coz vede k produkci polyploidnich tkéani, ptipadné k produkci
polyploidniho potomstva (Ramsey a Schemske, 1998).

Podstatngjsi roli pti vzniku polyploida hraji vSak neredukované gamety (Thompson a
Lumaret, 1992), které mohou vznikat nasledkem naruseného prib¢hu meiosy u diploidnich
organismul. Tyto gamety pak obsahuji diploidni sadu chromosomu (2#7). Splynutim takovych
gamet vznika polyploidni organismus (napt. Harlan a deWet, 1975). Vyskyt tohoto procesu je
dokdzan a dobfe prostudovan u mnoha polyploidnich taxond (napt. Dactylis glomerata,
Bretagnolle a Thompson, 1995 nebo rod Tragopogon, Ownbey, 1950).

Typy polyploidnich taxoni

Podle genetick¢é a taxonomické podobnosti genomt, které se polyploidizace ucastni, a
z pohledu chovani chromosom pfi parovani v meidze, rozliSujeme noveé vzniklé polyploidni
taxony na autopolyploidni a allopolyploidni (Kihara a Ono, 1926)

V ptipad€ autopolyploidie jsou vSechny chromosomové sady genomu homologni a
polyploidie vznikla uvnitf taxonu procesem zndsobeni genomu, napt. v disledku naruseni
normalniho pribéhu mitosy, nebo splynutim dvou neredukovanych gamet. V ptipadé
allopolyploidie jsou alespon nékteré chromosomové sady tcastnici se polyploidizace odlisné.
Allopolyploidni genom tak mohl vzniknout naptiklad kiizenim dvou ptibuznych diploidnich
druhti s naslednym zdvojenim genomu (polyploidizaci) v somatickych buiikadch kiizence.
(Lewis a John, 1963).

V zavislosti na dobé vzniku, mohou byt polyploidni jedinci klasifikovani jako
neopolyploidni a paleopolyploidni. Za neopolyploidni se povazuji taxony, které jsou si
vzajemné podobné a blizce ptibuzné k zijicim diploidim (nebo niz§im polyploidim), takové,
které mohou byt umistény ve stejném druhu (nebo druhovém agregatu). Za paleopolyploidni
taxony jsou povazovana odvozena (davna) stadia polyploidi s vysokym zakladnim
chromosomovym ¢islem (Grant, 1963; Goldblatt, 1980). Takové taxony jsou izolovany diky
tomu, Ze vSichni diploidni 1 niZ8i polyploidni ptfedci jsou vyhynuli nebo je jiz nelze rozeznat
(Ehrendorfer, 1980).
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Procesy doprovazejici polyploidizaci
Procesy duplikace genomu jsou doprovazeny znacnymi genetickymi 1 epigenetickymi
zménami v nove vzniklém genomu.

Mezi tyto procesy patii rozsdhlé piestavby genomu po polyploidizaci, zahrnujici
vnitro- 1 mezi-genomické reorganizace (Soltis a Soltis, 1993; Leitch a Bennett,1997; Soltis a
Soltis, 1999; Wendel, 2000; Chen et al., 2004).

Dal$im vyznamnym fenoménem je snizovani velikosti genomu. Tento jev zamita
logicky ptedpoklad, Ze polyploidni taxon, by mé¢l mit rozsahlejsi velikost genomu (C-
hodnoty) nez jeho diploidni piedek. Leitch a Bennett (2004) popsali, na zakladé porovnani C-
hodnot z rozsahlé databaze C-hodnot krytosemennych rostlin (Angiosperm DNA C-values
database: http://www.rbgkew.org.uk/cval/homepage.html), ze mnozstvi DNA
v nereplikovaném jadie gamet (1C DNA) ma tendence se snizovat se zvysSujicim se stupném
ploidie.

Mezi tzv. ,gene silencing® procesy se fadi genetické i epigenetické mechanismy
meénici genovou expresi (Durbin et al.,, 2000; Lynch a Conery, 2000; Lee a Chen, 2001;
Osborn et al., 2003). Zde jsou zahrnuty zmény trvalého charakteru v DNA sekvencich nebo
pfimo ztraty genii (napf. aneuploidie, inserce a delece, duplikace, bodové mutace) i zmény
bez trvalych zmén v DNA sekvencich (Wolffe a Matzke, 1999; Osborn et al., 2003), které
vSak mohou mit dramatické disledky fenotypické.

Tyto d¢&je, genetické i epigenetické, mohou hrat vyznamnou roli v evoluci polyploidie
(Liu a Wendel, 2003). Rada védct navic predpoklada, Ze zmény v genové expresi mohou byt
klicem k porozuméni uspéchu polyploidli ve srovnani s jejich diploidnimi ptedky (Stephens,
1951; Ohno, 1970; Gottlieb, 1977, 1981; Levin, 1983; Soltis a Soltis, 1993; Matzke a Matzke,
1998).

Vyse zminéné zmény doprovazejici polyploidizaci mohou byt souhrnné oznaceny jako
diploidizace-proces, kterym se z polyploidnich taxont stavaji ,,funkéni diploidi (Soltis et al.,
2003).

2.1.2 Rozsireni polyploidie v ramci krytosemennych rostlin

Odhaduje se, ze vice nez 80% krytosemennych rostlin je polyploidniho ptivodu (Leitch a
Bennett, 1997). Cetnost vyskytu polyploidii u kvetoucich rostlin je viak mezi rostlinnymi
celedémi a rody znacné variabilni, napt. u Poaceae je vice nez 80% druhti polyploidnich
(Stebbins, 1985; de Wett, 1987), zatimco v Celedi Liliaceae nebo Fabaceae je to jen 23% a
18% (Goldblatt, 1980, 1981).

Odhady relativniho zastoupeni polyploidnich taxonl nemusi byt vSak vzdy
jednoznacné, nebot’ je otazkou, kdy je druh skuteéné diploidni (Bennett, 2004). Zatimco
Goldblatt (1980) povazoval za diploidni druhy s 2x = 2n < 20, pro jiné védce byla hranice
polyploidie 2n = 2x =28 (Grant, 1981). Goldblatt (1980) usuzuje, ze téméef vSechny druhy s n
= 9 nebo 10 pravdépodobné nekdy v historii prodé€laly polyploidizaci, zatimco druhy sn> 11
jsou téméf jisté polyploidniho piivodu (paleopolyploidi).
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2.1.3 Vlastnosti nové vzniklych polyploidnich taxoni

Fenotyp, fyziologie, ekologie

Diky procesim provazejicim polyploidizaci (,,gene silencing, apod.) se pfimo projevuji
ucinky na fenotyp, fyziologii a chemické vlastnosti organismii (Levin, 1983). Polyploidie
muze ptimo ovlivnit velikost buriky, velikost rostliny nebo obdobi kvétu.

Obecné lze fici, Ze polyploidni taxony casto vykazuji nové fenotypy, které nebyly
pritomny u jejich diploidnich ptfedkti (napt.vyssi tolerance ke stresovym faktorim, delsi
zivotni intervaly, vEtsi obranyschopnost proti patogeniim a herbivoriim, diraz na vegetativni
rozmnozovani) (Lewis, 1980; Levin, 1983), maji vétsi schopnost kolonizovat nova nebo
narusend stanovisté (Stebbins, 1985; Ehrendorfer, 1980) a celkové mivaji SirSi geografickou
distribuci nez jejich diploidni predci (Reese, 1958; Stebbins, 1972).

Sterilita

Se vznikem nékterych polyploidnich taxonli souvisi i jejich Castd sterilita. Pfi redukénim
déleni se v buitkdch polyploidi mohou tvofit multivalenty homolognich chromosomi a
dochdzi k nerovhomérnému rozchodu chromosomu pii prvnim meiotickém déleni. Gamety
vzniklé takovym délenim jsou obvykle sterilni (Briggs a Walters, 2001).

Pfitomnosti multivalentii a univalentli 1ze vysvétlit snizenou plodnost u polyploidi
s lichym poctem chromosomu (napf. triploidni 3x, pentaploidni 5x nebo nonaploidni 9x
taxony). Pfesto mohou byt nekteti triploidni (popt. 5x, 7x, 9x) jedinci plodni. Jejich gamety
vSak byvaji diploidni, triploidni, aneuplodni apod., takze jejich splynutim vznikaji jedinci
s nejrizngj$imi pocty chromosomt (Gibby, 1981).

Zména zpisobu reprodukce

Nové€ vznikly polyploidni jedinec se mize setkat s reprodukénimi problémy. Podle Gibbyho
(1981) je polyploidie nejcastéjsi u vytrvalych bylin, které se mohou rozmnozovat vegetativne.
Vytrvala rostlina tak muize dlouhou dobu pfezivat, ale pfi pfipadném pohlavnim
rozmnozovanim miize trpét ,,nevyhodou malych cisel* (Levin, 1975).

Mezi nejcastéji pozorované zmény zpusobu rozmnozovani patii pfechod
polyploidnich jedincti k samosprasnosti (napt. rod Turnera, Shore a Barrett, 1985 nebo rod
Paspalum, Quarin a Hanna, 1980) nebo k apomixii, a to nejcastéji v pripadech, kdy jsou
polyploidi lichého ploidniho stupné 3x, 5x apod. Piikladem druhu s apomiktickymi
polyploidy a sexudlné¢ se mnozicimi diploidy je napt. Ficaria verna s.., kde se sterilni
triploidni a tetraploidni formy mnozi pacibulkami (vegetativni apomixie), zatimco diploidni
rostliny tvoii béZznym pohlavnim procesem prava semena (Briggs a Walters, 2001).

Ptechod k apomixii mize mit kladny adaptivni vyznam, nebot’ na urcitych typech
stanovist mohou vyhody rychlé a spolehlivé reprodukce pievazit nad vyhodami udrzovani
genetické variability. Mezi takova stanovisté patii agrocendzy, ruderdlni stanovisté vznikla
lidskou ¢innosti apod. (Briggs a Walters, 2001).

Polyploidni taxony a jejich potencial pro evolu¢ni zmény

Procesy jako mnohocetny vznik auto- 1 allopolyploidt (Soltis a Soltis, 2003), nebo genovy
tok uvnitf 1 mezi riznymi ploidnimi Grovnémi mohou vyrazné zvySovat variabilitu
polyploidu. Nasledkem této variability je Siroka ekologicka amplituda i zemépisné rozsifeni,
piekonavajici ¢asto rozsifeni diploidnich ptredkd. (Soltis a Soltis, 2003).

-10 -
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2.1.4 Studium fylogeneze u polyploidnich taxonu

Jako modelové systémy pro studium polyploidie a polyploidizace slouzi vybrané,
v soucasnosti dobie prostudované polyploidni komplexy mezi které patii i fada uzitkovych
rostlin jako napt. Triticum a Aegilops (Ozkan et al., 2001; Kashkush et al., 2002; Levy a
Feldman, 2002; David et al., 2004) nebo Gossypium (Adams et al., 2003; Adams a Wendel,
2004). Mezi vhodné modelové systémy patii také ,,nedavno vznikli polyploidi®, ktefi byli
vytvofeni béhem poslednich 150 let (neopolyploidi), napt. rod Tragopogon (Soltis et al.,
2004), Spartina (Ainouche et al., 2004) nebo Senecio. (Abbott a Lowe, 2004).

Retikularni evoluce

Rekonstrukce fylogeneze polyploidnich komplexii je ¢asto komplikovana jejich vzajemné
provazanymi vztahy (reticulate nature) (Soltis a Soltis, 2003).

K odhaleni rodicovského ptivodu a evolucni historie polyploidii v§ak mohou napomoci
molekularni techniky, zejména kombinace analyz zjaderné a chloroplastové DNA (kap.
2.24).

Ptikladem pouziti molekularnich technik pro rekonstrukci fylogeneze u polyploidnich
skupin je napt. odvozeni ptivodu Silene aegaea (Caryophyllaceae) pomoci sekvenovani useku
ITS jadern¢é DNA v kombinaci s intronem rps16 chloroplastové DNA (Popp a Oxelman,
2001), nebo pouziti metody RAPD v kombinaci se sekvenacnimi daty z ITS a matK k uréeni
domnélych rodi¢t Saxifraga osloensis (Saxifragaceae) (Brochmann et al., 1996). Dalsi
ptiklady uvadi kap. 2.2.4 nebo 2.3.6.

Pro odhalovani vziajemnych vztahti uvnitf polyploidnich druht jsou vSak
nepostradatelné i cytologické analyzy vyuzivajici jak klasickych metod karyologie, tak
urcovani velikosti genomu.

2.2. Pristupy ke studiu polyploidnich taxoni

Polyploidni komplexy maji ¢asto malou morfologickou variabilitu a morfologické znaky jsou
pro studium polyploidi Casto nedostacujici. Pro feSeni otdzek vzniku, pivodu, Cetnosti a
evolucni uspesnosti polyploidnich organismil jsou uzite¢nymi nastroji pro vyzkum moderni
molekularni a cytologické techniky.

2.2.1 Analyza genomu

Nejstarsi studie zabyvajici se hledanim ptavodu polyploidnich druhii vyuzivaly vyhradné
cytogenetické postupy jako napt. studie pribchu meiosy u riznych typt polyploidl vzniklych
predevSim experimentalnim ki#izenim, nebo synteticky-ptisobenim alkaloidu kolchicinu
(Blakeslee a Avery, 1937).

Ukazkovym piikladem pouziti analyzy genomu je studie Hauflera a Zhongrena
(1991), kterd hledala pivod severoamerického allotetraploidniho druhu Polyploium
virginianum (2n = 4x = 148), ktery pravdépodobné vznikl hybridizaci mezi jiznim osladicem
P. appalachianum (2n = 2x = 74) a na severu rozsitenym P. sibiricum (2n = 2x = 74).

Odliseni alloxeploidniho druhu osladice Polypodium interjectum, od jeho diploidniho
(P. australe) a tetraploidniho (P. vulgare) rodicovského druhu dokazaly cytologickymi
metodami studie Mantona (1950) a Shivase (1961).

Metody analyzy genomu vyznamné prispely kpoznani plvodu dilezitych
polyploidnich zemédélskych plodin, naptiklad brukve (Brassica), baviniku (Gossypium) a
bananovniku (Musa) (Simmonds, 1976, Zohary a Hopf, 1993; Smartt a Simmonds, 1995),
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naproti tomu vSak byly odhaleny nckteré jejich limitace pii studiich polyploidnich taxont
rodu Triticum (Riley, 1965; Breiman a Graur, 1995; Zohary a Feldman, 1962; Pazy a Zohary,
1965).

Analyzy genomu zlstavaji vSak nadale uZziteCnym ndstrojem, jsou-li pouzivany
s dalSimi experimentalnimi postupy: analyzou karyotypti a hybridizaénimi experimenty.
(Briggs a Walters, 2001).

2.2.2 Karyologie a studie karyotypi

Karyologie je disciplina zabyvajici se studiem bunécného jadra, kterd zkouméa zejména
chromosomy, nositele vétSiny genetické informace eukaryotnich organismi. Karyotyp je
hlavni charakteristikou jadra. Je to chromosomova sada jedince definovana poctem, velikosti
a tvarem chromosomul obvykle tak, jak se tyto jevi v metafazi mitotického dé€leni. Této
charakteristiky 1ze vyuzit spolu s ostatnimi znaky (napt. morfologickymi, fytogeografickymi,
ekologickymi, chemickymi) jako charakteristiku urcité taxonomické skupiny a k definovani
rozdillh mezi takovymi skupinami. Dal§im dillezitym znakem pfti studii bunééného jadra je
usporddani homolognich chromosomi pii redukénim déleni, nebot mira homologie
chromosomil odrazi miru vyvojové ptibuznosti rodi¢ovskych genomi.

Vétsinu karyologickych znakil Ize vyuzit spiSe k charakteristice skupin na trovni
druhové a nizsi. (Krahulcova, 1998).

Na zédkladé¢ porovnavani karyotypli odhalil napiiklad Jones (1958) posloupnost
udalosti, které vedly ke vzniku pentaploida medynku mékkého (Holcus mollis) z diploidniho
medynku vinatého (H. lanatus) a tetraploidniho H. mollis.

V nedavné studii pak Kubota et al.(2006) pouzil karyologické metody ve spojeni
s molekuldrni metodou AFLP k pfehodnoceni vztahi mezi japonskymi druhy rodu Trilium,
tvotficimi polyploidni série, konkrétné¢ k nalezeni rodicovskych druhii tetraploidniho T.
channellii , kterymi jsou pravdépodobn¢ diploidni 7. camschatcense a tetraploidni 7.
tschonoskii nebo hexaploidni 7. hagae.

Znalosti o proménlivosti poctu, velikosti a tvaru chromosomt umoznily novy pohled
na taxonomii fady kapradin, z krytosemennych pak zejména druhli z Celedi Brassicaceae,
Poaceae, v rodech Crepis, Tragopogon, Clarkia a mnoha dalSich (podle Krahulcova, 1998).

Zikladni karyologické charakteristiky

Zékladnimi karyologickymi charakteristikami, které jsou v ramci krytosemennych rostlin
variabilni a 1ze je tedy pouzit jako taxonomickych znaki, jsou pocet chromosomil (2n) a
zakladni chromosomové ¢islo (znaci se x). Nékteré rody (nebo dokonce i ¢eledi) maji jen
jedno zékladni €islo, jiné jich maji nékolik. Chromosomovy pocet (2n) se zjist'uje nejcastéji z
bunck délicich se somatickych pletiv (napf. meristémi kotfenovych Spicek). Ze znalosti
hodnot (2n) a (x) pak plyne dualezity udaj o stupni polyploidie. Informace o poctu
chromosomil je cennym voditkem zejména v piipadech, kdy se v rdmci skupiny ptibuznych
taxoni vyskytuje vice stupniii ploidie a taxony tak tvoii celé polyploidni fady (komplexy).
Pokud se pii zvétSovani poctu chromosomt jedna o celé nasobky zakladniho ¢isla, mluvime o
euploidii (nebo orthoploidii); stav, kdy se pocet chromosomli od zakladniho ¢isla drobné
odchyluje, nazyvame aneuploidii (nebo anorthoploidii).

Dalsimi charakteristickymi znaky jsou velikost a tvar chromosomti a z celkového
pohledu na karyotyp, jeho symetrie a asymetrie (vice v Krahulcova, 1998).
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Obrazek 2: Priklad rostlinného karyotypu Roscoea humeana (2n = 24); idiogram zobrazujici typy
chromosomt (podle Mahanty, 1970).

2.2.3 Velikost genomu

Dulezitou charakteristikou vSech zivych organismu, a tedy i dal$im uzitecnym taxonomickym
markerem, je velikost genomu, tj. absolutni obsah DNA v jadte buiky.

Obsah DNA v nereplikovaném haploidnim jadfe (bez ohledu na ploidni stupen
taxonu) je oznac¢ovan jako C-hodnota (Swift, 1950), zatimco obsah DNA monoploidni sady
chromosomil (u polyploidi primér) je oznacovan jako velikost genomu. C-hodnota je tak
rovna velikosti genomu, pokud se jedné o diploidni taxon, zatimco je vzdy vétsi nez velikost
genomu, pokud se jedna o polyploidni taxon.

Jak C-hodnota, tak velikost genomu, miZe byt vyjadiena bud’ v pikogramech DNA
(pg) nebo parech megabazi (1 pg = 978 Mbp; Dolezel et al. 2003).

Variabilita ve velikosti genomu

V ramci rostlinné tiSe byla pozorovana velka variabilita v C-hodnotach (Bennett et Leitch
2003) kolisajici mezi 0,16 a 127,4 pg, pticemz tyto hodnoty nejsou nejspis§ definitivni, nebot’
C-hodnoty byly dosud méteny jen u zlomku druhii krytosemennych rostlin (Suda, 2004).

Népadna variabilita ve velikosti genomu je nachdzena i mezi blizce piibuznymi druhy,
coz muze korelovat s riznymi adaptivnimi znaky na jaderné, bunééné, tkanové a organismalni
urovni a ovliviuje také fenologické a ekologické chovani organismu. Zvétseni nebo zmenseni
velikosti genomu muze byt pak korelovdno s evoluénim pokrokem v ramci skupiny a
seskupovani taxont podle C-hodnot poskytnout ptirozeny zpusob vysvétleni fylogenetickych
vztahil (Ohri, 1998).

Variabilita v C-hodnotach ma u nékterych rodii nespojitou povahu a tvoii se tak
skupiny taxont, které jsou jednoznacné oddéleny (ve smyslu pfesnych intervalit C-hodnot).
Jiné rody, jako napft. ¢esnek (A4//ium) mohou vykazovat kontinuéalni variabilitu. (Ohri, 1998).

Z taxonomického hlediska je dilezita ptredevsim variabilita C-hodnot na urovni druhd,
nebot’ nékteré piibuzné druhy se stejnym poctem chromosomii se mohou liSit praveé
v absolutnim obsahu DNA a byt tak jednoduse rozeznany (Suda, 2004).
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Metody pro odhady velikosti genomu

V soucasnosti nejbéznéji pouzivanymi metodami pro odhady velikosti genomu jsou
Feulgenova densitometrie a priitokova cytometrie.

Feulgenova densitometrie byla doposud nejpouzivanéjsi metodou a stale poskytuje
nejvetsi pocet odhadii (Bennett a Leitch, 1997), ale pritokova cytometrie se vzhledem
k rychlosti a pohodlnosti stdva jesté oblibenéjsi a vyhledavangjsi metodou (Dolezel et al.
1998).

Priutokova cytometrie (FCM = flow cytometry)

Tato metoda je zaloZena na odhadu mnozstvi DNA z intenzity fluorescence fluorescencéné
obarvenych ¢astic (napf. jader) (vice o principu metody napt. Suda, 2004). Krom¢é odhadt
velikosti genomu Ize pomoci této metody urcit i jiné charakteristiky jak na buné¢né, tak na
vnitrobunééné urovni (napft. velikost a tvar bun€k, zastoupeni bazi v nukleovych kyselinach,
velikost chromosomd, apod.).

Pouziti FCM pri studiu polyploidnich druhii

Metoda FCM je vyhodnéd ptedevSim z hlediska piesnosti, kterd umoznuje detekovat malé
rozdily ve velikostech genomu v ramci drobnych druhi (mikrospecii), které se 1isi jen
nepatrn¢ v morfologickych znacich, nicméné jsou jednoznacné definovany ploidnim stupném,
nebo poctem chromosomi. Tyto microspecies vramci blizce piibuznych polyploidnich
skupin mohou byt pomoci FCM spolehlivé a rychle urc¢eny (Suda, 2004).

Prikladem miZe byt studie Dimitrova et al. (1999), kde u dvou populaci druhu Crepis
foetida se stejnym karyotypem mél poddruh subsp. commutata o 10% mensi velikost genomu
nez subsp. rhoeadifolia.

Dalsimi pouzitimi metody FCM muze byt identifikace heteroploidnich kiizenct
vzajemné piibuznych taxond, identifikace vzacnych cytotypt, prizkum cytotypové struktury
v ramci populaci (Suda, 2004) nebo vyhodnoceni genomického slozeni u allopolyploidnich
taxonu (Lysak et al. (1999).

Lysak et al. (1999) dokézal asi 12% rozdil mezi genomy A (z Musa acuminata) a B (z
M. balbisiana) vyskytujicimi se v triploidnich kultivarech bananovniku (Musa) a navrhnul, ze
srovnavaci analyzy velikosti genomu u diploidnich a triploidnich taxond mohou byt
napomocné pii identifikaci domnélych predki kultivovanych triploidnich bananovniki.

Hlavnimi vyhodami metody FCM jsou rychlost, snadnd a pohodlnd pfiprava vzorkll pro
analyzy dovolujici zkoumani mnoha desitek vzorkd béhem dne a vysoké piesnost. Vyhodou
jsou i nizké provozni naklady.

Nejvétsi nevyhodou FCM je potieba cerstvého rostlinného materialu pro ptipravu
vzorkll. ObtiZzna mlze byt navic analyza druht, které obsahuji velké mnoZzstvi sekundéarnich
metabolitt, které mohou narusovat proces barveni ¢astic. FCM také nenahradi klasické
karyologické metody pfi detekci aneuploidie nebo ptidavnych chromosomi (Suda, 2004).

Nekteré limitace metody popisuji napt. Dolezel et al.(1998) a Suda (2004).
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Obrazek. 3. (A) reprezentativni histogram z analyzy FCM dokumentujici velikost genomu u druhu
Curcuma oligantha (sbérné Cislo 73325) pii pouziti Bellis perennis jako vnitiniho standardu. (B)
FCM, dtkaz vnitrodruhové variability velikosti genomu u druhu Curcuma longa (soub&zna analyza
polozek 71436 (2C = 2.60 pg) a 86221-11 (2C = 2.85 pg)).Bunécna jadra byla barvena pomoci
fluorochromu propidium iodid.(podle Leong-Skorni¢kova et al., 2007)

Alternativnimi metodami pro méfeni velikosi genomu jsou vysSe zminénd denzitomentrie
(Vilhar et al. 2001), kde mnozZstvi DNA je odvozeno z optické hustoty barvené oblasti (jader)
nebo fluorometrické techniky (Darzynkiewicz et al. 1999), kde mnozstvi DNA je odhadovano
z intenzity fluorescence podobné jako u FCM. Tyto techniky, na rozdil od FCM, pracuji
s Casticemi fixovanymi na pevném podkladu, jsou proto oznacovany jako statické cytometrie,
a ve srovnani s FCM jsou diky zdlouhavé ptipravé vzorkl ¢asove, popt. finanné narocné.

2.2.4 Vybrané molekularni markery ve fylogenetice

V soucasné dob¢ se ve fylogenetice, oboru studujicim piibuzenské vztahy taxoni, masivné
uplatniuji metody vyuzivajici molekularni znaky-tzv. markery.

Jako molekularni marker oznaCujeme informaci o organismu ziskanou na zakladé
analyzy jeho molekul, typicky proteini nebo DNA. Data ziskand prostiednictvim
molekularnich metod lze vyuzit pro ucely rozpoznavani jednotlivych druhli organismi, pro
jejich tfidéni, pro zjisStovani genealogické ptibuznosti jedincti v ramci populace ¢i druhu, pro
zjisténi vnitro a mezidruhové variability a také pro ucely rekonstrukce fylogeneze druhi ¢i
vyssich taxont (Flegr, 2005; Lowe et al., 2004).

Oproti klasickym znaktim, napf. morfologickym, maji znaky ziskané pomoci
molekularné biologickych technik nékolik vyhod (Flegr, 2005): lze ziskat prakticky libovolné
mnozstvi hodnotitelnych znakt; jednotlivé znaky jsou na sobé vzajemné nezavislé, nebo je
jejich zavislost detekovatelnd; na rozdil od klasickych znakd maji molekularni znaky casto
kvalitativni charakter (pfitomnost/nepiitomnost fragmentu, alely, nukleotidu), coz umoznuje
jednoduchy ptepis dat do ,,digitalni* podoby; molekularni znaky maji charakter nevazenych
znakl (kazdému znaku je pfifazena stejnd véha), poptipad¢ se vazeni znakl tidi predem
danym matematickym algoritmem; vétSina molekularnich znaki je selekéné neutralnich (mira
sdileni molekuldrné biologickych znakli u dvou druhli pfimo odrdzi miru vzajemné
piibuznosti danych druhi a je viceméné nezavisla na vnéjSi fenotypové podobnosti ¢i
odli$nosti.
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Molekularni markery ve studiu fylogeneze na druhové urovni

Hlavnim zdrojem informaci pro molekularni fylogenetické studie jsou sekvence DNA (potadi
nukleotidi v DNA). Siroké rozpéti sekvenci z jadernych a plastidovych genomii umoziuje
jejich vyuziti ve fylogenetickych studiich na vSech urovnich. Pro studie bliZze ptibuznych rodii
nebo druht sekvence vSak Casto nevykazuji dostateCnou variabilitu (napt. Muir a Schlotterer,
1999). Na téchto nizsich urovnich mohou byt lepSimi fylogenetickymi markery tzv. délkova
variabilita v restrikénich nebo rtiznymi metodami amplifikovanych fragmentech, ktera
poskytuje dostatecné fylogenetické signaly (Koopman, 2005).

Mezi dal$i bézné pouzivané markery patii napf. restrikéni technika RFLP (restriction
fragment length polymorphisms = polymorfismu v délkach restrikénich fragmenti;
Grodzicker et al., 1974; Botstein et al., 1980), amplifika¢ni tehniky RAPD (random amplified
polymorphic DNAs; Williams et al., 1990; Welsh a McClelland, 1990) a mikrosatelity (nebo
také SSR = simple sequence repeats; Cregan, 1992) nebo metoda, kterd je spojenim
restrikénich a amplifikacnich technik, AFLP (Vos et al., 1995; Amplified Fragment Length
Polymorphisms = polymorfismus v délkach amplifikovanych fragmentt, tzv.).

Sekvenovani DNA

Informace ze sekvenci DNA ziskdvdme urCenim potadi nukleotidii v pfedem vybraném tseku
DNA. Porovnanim vybraného useku vsech studovanych taxonli detekujeme rozdilnosti
v potadi nukleotidii (mutace, substituce, inserce, delece), tedy rozdilnosti v evoluci DNA.
Takovych informaci lze vyuzit ke zjisténi prubéhu a rychlosti evoluce nebo ke zjisténi
podobnosti a ptibuznosti taxoni. MnoZstvi zjiSténych zmén a jejich charakter zavisi na
vybraném useku genomu (Bishop a Rawlings, 1997). K sekvenovani se proto vybiraji rtizné
oblasti DNA.

Pro oblasti kodujici genetickou informaci (exony) je charakteristickd spiSe
konzervativngjsi evoluce a jsou tedy vhodnéjsi pro studie na vysSich Grovnich taxonil (Celedi,
rodll). Oblasti nekddujici (introny nebo intergenické spacery) byvaji variabilngjsi a tudiz jsou
pouzitelné pro studie blize piibuznych taxonl (napt. druhi).

Jinym kritériem pro vybirani vhodnych tsekt je jejich umisténi v riznych genomech.
Ke studiu fylogeneze lze wvyuZzit chloroplastovy (cpDNA) jaderny (nDNA) nebo
mitochondriadlni (mtDNA) genom. Chloroplastovy genom je obecné konzervativnéjsi a Casto
tedy méné variabilni nez genom jaderny (Lowe et al., 2004), coz indikuje také jeho pouziti.

Mezi nejpouzivanéjsi sekvenované useky v systematice a fylogenetice na druhové
urovni patii z cpDNA kodujici usek marK, nekodujici trnL intron a spacer mezi trnL a trnF.
Z jaderné DNA jsou to useky ribozomalni DNA (rDNA) jako napft. ITS — internal transcribed
spacer — ktery je velmi ¢asto pouzivan ke zjiSténi vztahii mezi blizce pfibuznymi rody i1 na
druhové urovni, nékdy je vSak malo variabilni (Muir a Schlétterer, 1999).

Casto se pfi feseni fylogenetickych otazek vyuziva analyz sekvenci z vice tseki
zruzné variabilnich oblasti genomu, nebo kombinaci sekvenovani s nékterym z dalSich
molekularnich markert. Tim lze ziskat vice nezdvislych znakli. Porovnanim vyslednych
dendrogrami ze sekvenovanych tsekii cpDNA a nDNA muzeme odhalit napt. hybridni pivod
nékterych taxonl, nebo vyjasnit vztahy mezi skupinami, které pii pouziti jediného useku
zustanou nejasné. Piikladem takového pfistupu je napf. studie o fylogenetickych vztazich
v ¢eledi Zingiberaceae (Kress et al., 2002). Vice ptikladi je také uvedeno v kapitole 2.3.6.
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Princip metody

Metoda sekvenovani DNA je zaloZena na namnoZeni konkrétni oblasti DNA pomoci metody
PCR s pouzitim dvojice zndmych primeri. Namnozeny usek je pak podroben cyklickému
sekvenovani (Brown, 1994) za pouziti pouze jednoho primeru. Krom¢ dNTP jsou v reakéni
smesi pritomny 1 fluorescencné znacené ddNTP. Vznikaji fragmenty, které se liSi pravé o
jednu bazi, coz umoziuje stanoveni piesného poradi nukleotidi v fetézci DNA. Konecna
vizualizace je provadéna po elektroforetickém rozdéleni na automatickém sekvenatoru.

Vedle Sirokého spektra vyuziti a vysoké kvality informaci je vyhodou této metody predevs§im
jednoduchéd amplifikovatelnost fady tsekii z cpDNA s vyuzitim tzv. univerzalnich primerii
(Demesure et al., 1995) pro studium i dosud molekularné neprozkoumanych taxonti. Nékteré
znamé sekvence jsou dostupné z databazi sekvenci (napi. GenBank (NCBI)). Snadné je 1
vyhodnocovani dat, nebot je k dispozici celd fada metod i dostupného softwarového
vybaveni.

Pokud je sekvenovan usek, ktery je v genomu piitomen ve vice kopiich (tzv. multiple-
copy geny, napi. ITS), miiZe nastat problém s homologii sekvenovanych usekll. Na druhé
strané, sekvenuje-li se jedinecnd oblast (tzv. low-copy, pfipadné single-copy geny nebo
cpDNA), nastava problém s nalezenim vhodnych primeri pro danou oblast a pro studovanou
skupinu, nebot’ nemusi byt znamy sekvence ohranicujici pozadovany sekvenovany usek. To
plati pfedev$im pro useky zjaderné DNA, nebot’ v ptipadé¢ cpDNA byvaji primery Siroce
pouzitelné (Demesure et al., 1995).

Vyhodnoceni sekvenacnich dat

Vyhodnocovani sekvenaénich dat spo¢iva v porovnavani ziskanych sekvenci od jednotlivych
jedincti, které se 1iSi bodovymi substitucemi nebo oblastmi inzerci a deleci. Vlastnimu
hodnoceni ptedchéazi konstrukce tzv. mnohonasobného alignmentu (multiple alignment), kdy
jsou pod sebou fazeny homologni baze. Konstrukce alignmentu ¢asto predpoklada tvorbu
mezer (gapti). Dobfe udélany alignment je piedpokladem pro spravnou fylogenetickou
analyzu.

Na zaklad¢ dat ziskanych vyhodnocenim alignmentu je sestavovan dendrogram. Pfi
konstrukci dendrogramu se postupuje bud’to kladistickou metodou maximalni spornosti
(maximum parsimony), pii které je hledan nejjednodussi strom (takovy, ktery vysvétluje
evoluci genomu co nejmensim poctem zmén), nebo statistickou metodou maximalni
vérohodnosti (maximum likelihood), kterd hled4a strom s nejvét§i pravdépodobnosti, Ze za
daného evolué¢niho modelu se pfi dané topologii stromu vyvinou pozorované sekvence (vice
napt. Lowe et al, 2004). Tteti pouzivanou metodou je tzv. bayesovskd metoda (vice napf.
Ronquist a Huelsenbeck, 2003).

Pro hodnoceni sekvencnich dat lze pouzit také distanéni metody zalozené na
koeficientech podobnosti (viz dale).
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Dominantni a kodominantni povaha dat

Jako kodominantni markery oznacujeme takové, které umoznuji identifikovat homologni
alely a tak rozeznat homozygotni a heterozygotni genotyp, Dominantni markery jsou znaky
skorované jako pfitomné/nepfitomné a tak neumoziuji identifikaci homologiich alel ani
genotyp jedince.

Dominantni markery nejsou pro populacné-genetické studie tak ucinné jako
kodominantni (Lewis a Snow, 1992; Lynch a Milligan, 1994). Odhaduje se, ze pii analyze
dominantnim markerem je potifeba analyzovat 2-10 krat vice jedinci na jeden lokus ve
srovnani s kodominantni markerem (Lynch a Milligan, 1994). Tato nevyhoda mize byt vSak
vyvazena velkym poctem generovanych polymorfismt (Krauss a Peakall, 1998).

Mikrosatelity jako prikladné kodominantni markery

Tato metoda vyuzivd skutecnosti, ze ve vétS§iné genomu existuji pocetné lokusy v nichz se
vyskytuji mnohondsobné repetice urcitého jednoduchého sekvenéniho motivu o délce jedné
az Ctyf bazi-tzv. mikrosatelity (také simple sequence repeats (SSRs) (napf. Goldstein a
Schlotterer, 1999; Powel et al., 1996; Provan, Powel a Hollingsworth, 2001). Po¢et opakovani
daného motivu v jednotlivych lokusech se 1i§i a v rdmci jednoho lokusu existuje v poctu
repetic Casto velky polymorfismus souvisejici s jejich vysokou proménlivosti (mutaéni
rychlost v téchto oblastech se pohybuje okolo 10°-10° na generaci a lokus. Oblasti
mikrosatelitli se nachdzeji jak v jaderné, tak chloroplastové DNA. Jaderné¢ mikrosatelity jsou
casto velmi druhové specifické, velmi variabilni a pouzivaji se pro studie na vnitrodruhové
urovni (Lowe et al., 2004). Na vyss$i trovni mize nastat problém s homologii alel (Buteler et
al., 1999), nulovymi alelami (Callen et al., 1993) a univerzalnosti primerti pro vSechny
studované taxony. Variabilita chloroplastovych mikrosatelitii odpovida variabilit¢ cpDNA.
Chloroplastové mikrosatelity jsou pouzZivany pro hodnoceni mezidruhovych vztaht
(mezidruhové variability) (napt. Provan et al., 1999).

Princip metody

Délkovy polymorfismus lokust je detekovan namnoZenim vybranych usekii technikou PCR a
rozdélenim produktti (alel) gelovou nebo kapilarni elektroforézou. Vzhledem k celkovému
poctu lokust v genomech a stupni jejich polymorfismu pfedstavuji mikrosatelity optimalni
lokusy pro molekularné taxonomické studie (Flegr, 2005).

Mezi vyhody této metody patii kodominantni povaha markeru, ¢ehoz je vyuzivano pfti
analyzach rodiovstvi (rod Hordeum; Provan et al., 1999) nebo identifikaci polyploidnich
druhd.

Nevyhodou je potieba syntézy primerit pro PCR, pfi praci s novym genetickym
materidlem (napf. Robinson a Harris, 1999).

Hodnoceni kodominantnich dat

Hodnoceni dat se provadi vypoctem genetickych vzdéalenosti mezi jedinci na zékladé
frekvenci alel v lokusu napf. Jaccardovym koeficientem (Jaccard, 1908) a naslednou
konstrukei dendrogramu (napt. shlukovaci metodou UPGMA, Sneath a Sokal, 1973). Pro
mikrosatelitova data byla také vyvinuta fada specifickych koeficientl, které¢ zohlednuji délku
jednotlivych alel a umoziiuji tak presnéji odhadnout genetické vzdalenosti mezi jedinci za
predpokladu tzv. step-wise mutacniho modelu (Jarne a Lagoda, 1996).
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AFLP (=Amplified Fragment Length Polymorphism)

Zakladnim principem této metody je Stépeni celkové DNA dvéma restrikénimi enzymy, které
je nasledovano selektivni amplifikaci jen nékterych usekt. U téch je hodnocen polymorfismus
v délce (Vos et al. 1995).

Pribéh metody je rozdélen do nékolika fazi. V prvni fazi — restrikci - je rozstépena
celkovd DNA dvojici restrikénich endonukleaz (napt. EcoRI a Mse 1) na mnoho fragmentt.
V druhém kroku - ligaci - jsou k obéma konctim takto ziskanych usekl pfipojeny tzv.
adaptory, kratké useky dvoutetézcové DNA o zndmé sekvenci. V preselektivni amplifikaci
jsou metodou PCR s dvojici primerti, které jsou komplementarni k sekvenci adaptorii a
s jednou bazi (tzv. selektivni) navic, namnozZeny jen nékteré fragmenty, asi 1/16 z ptivodniho
podtu fragmentd po restrikci. Ctvrtou fazi je tzv. selektivni amplifikace, PCR amplifikace
fragmentll po preselektivni amplifikaci s pouzitim tzv. selektivnich primert (tj. primeri se
dvéma az Ctyfmi selektivnimi bazemi, pficemz jeden z primert je znacen fluorescenénim
znacenim), kterd zajisti redukci poctu fragmentii na optimalni pocet, ktery je mozné
vyhodnocovat.

Genomiz
DA —n\
§: GAATTC TTAM <)
CTTARG RATT 5
Step 1 | EcoR I'Mse | digestion
l|r
RATTC T
3 ANT
Eco linkar Mz linkear
C TAZ
G Step 2 | Ligation of linkers T
R, .
- + -
N ¥
CARTTE TTEE
GTTAAL ALTG
Eco+Apre- _
selective primer “\ ¥
CAATTCH NTTAG
GTTRAGH HAATG
Stap 3 | Pre-selective ‘\a_ Mse_— C pre-
Eco+ ATA P3| amplification PCR selactive primer
selective primer ™y 1
) CAATTCANN HHGTTAC
Fluorascant GTTAACTRN RHCAATG
®
e Salactive S Ma8 4+ CAGC
Step 4 amplification PCR seleclive primer
¥
CARTTCATA GTGETTAC
GTTAASTAT CRCAATE

TREMLS i Fiamd Soience

Obrazek 4. Schéma pribé¢hu AFLP analyzy molekuly DNA (stepl, restrikce = rozstépeni celkové

DNA; step 2, ligace
amplifikace

pfipojeni adaptorGi na konce vzniklych fragmentii; step 3, preselektivni
amplifikace vybranych fragmenti pomoci primerii s jednou selektivni bazi; step 4,

selektivni amplifikace = amplifikace fragment vzniklych v pfedchozim kroku pomoci primert se
ttemi selektivnimi bazemi. (podle Meudt et al., 2007)
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Vyhodnoceni délek fragmentl je provadéno na automatickém sekvenatoru elektroforetickym
rozdéleni produkta podle délky. Vysledné data jsou dominantni povahy a jsou skorovana jako
ptitomnost/nepfitomnost prouzkii v daném lokusu u vSech vzorki. Z téchto dat je sestavena 0-
1 matice, ktera je dale vyhodnocovana vhodnymi metodami, které pomohou vyiesit polozené
otazky.

Nejpodstatnéjsi vyhodou techniky AFLP je vysoky pocet polymorfismil, ktery je touto
metodou generovan (az 100 fragmenti=lokusti na jednu kombinaci primeril). Ve studiich
zabyvajicich se srovndvanim restrikénich technik (Bachmann, 1992, Powell et al., 1996, Karp
et al., 1996, Jones et al., 1997, Milbourne et al., 1997, Russell et al., 1997, a McGregor et al.,
2000) bylo pozorovano, Ze relativné malo informaci poskytuje metoda RFLP, markery SSR,
RAPD a ISSR poskytuji asi dvakrat vétsi mnozstvi informaci nez RFLP, zatimco metoda
AFLP se z tohoto pohledu vymykd, nebot’ ve srovnani s RAPD poskytuje az desetindsobné
mnozstvim informaci (na jednu kombinaci primert). Barker et al. (1999), studoval genetickou
diverzitu v rodu Salix (Salicaceae), nasel 170 polymorfnich prouzkii s 20 RAPD primery, ale
645 polymorfnich prouzkid se 4 AFLP primery. Nakajima et al. (1998) shledal, ze AFLP
produkuje v priméru ctyfikrat vice prouzkd na reakci ve srovnani s RAPD v jeich studii
diverzity rodu Daucus (Apiaceae).

Dal§imi vyhodnymi charakteristikami AFLP jsou: potieba nulové znalosti
analyzovaného genetického materialu, na rozdil od technik sekvenovani nebo mikrosatelitt;
vysoky ,,multiplex ratio® (= pocet odliSnych genetickych lokusii, které mohou byt soucasné
analyzovany v jedné reakci (Rafalski et al., 1996) diky rozmisténi fragmenti AFLP skrze cely
genom; vysokd spolehlivost a reprodukovatelnost metody (Jones et al., 1997).

Nevyhodami techniky je vedle relativni finan¢ni naro¢nosti dominantni povaha AFLP
markerd. Velkym problémem v analyze AFLP miiZze byt homologie fragmentti —problematika
tzv. komigrujicich prouzku, kterou diskutuji napt. Mace et al., 1999 a Kardolus et al., 1998.

Poucziti metody - aplikace

V soucasnosti se metoda AFLP nejvice vyuziva ke studiu ,,zdkladni* diverzity, genetické
variability (napt. Russel et al.,1999; Krauss a Peakall, 1998: analyza otcovstvi v pfirozenych
populacich Persoonia mollis (Proteaceae)) a také v systematice.

Utinnost metody ve fylogenetickych analyzach dolozil napt. Aggarwal et al. (1999),
ktery studoval fylogenetické vztahy mezi diploidnimi a polyploidnimi druhy rodu Oryza
s pouzitim AFLP markert nebo Kardolous et al., (1998), ktery aplikoval AFLP na taxonomii
rodu Solanum a shrnul, Ze AFLP je ,efektivni a spolehliva technika pro evolu¢ni studie®.
Obecnym znakem téchto praci je, ze tyto druhy nebo rody byly jiz téméf prostudovany, nez
byly pouzity jiné markery, tzn., Ze malo AFLP studii poskytlo takové posttehy, které by
nebyly dostupné z jinych markerti. Tak je to napf. se studii rodu Oryza, ktery byl intenzivné
studovan a vysledky od Aggarwal et al. (1999) jsou obecné v souladu s taxonomii rodu
zalozenou na jinych liniich dikaza.

Metoda AFLP byla vsak také uspésné€ pouzita v ptipadech, kdy napt. ptfedchozi studie
zalozené na sekvenovani DNA detekovali minimalni rozdily mezi blizce pfibuznymi taxony a
nebylo tak mozno jednoznaéné urcit vztahy mezi jednotlivymi druhy (napt. rod Trollius L.:
Després et al. 2003 nebo rod Achillea, Guo, 2005).
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Vyhodnocovani dominantnich dat pro tcely rekonstrukce fylogeneze

K interpretaci ziskanych molekularnich dat pro tcely feSeni systematickych otidzek se
zejména vyuziva (1) konstrukce dendrogramii, stromovych grafti znazornujici jakékoli vztahy
mezi objekty-taxony, (2) ordinacnich metod, zejména analyzy hlavnich koordinat (=PCoA),
nebo (3) analyz molekularni variance (AMOVA), pro zjisténi ,,rozlozeni celkové variability
populaci.

Konstrukce dendrogramii-shlukovaci metody

Pro ptfipad dominantniho markeru, s vystupnimi daty v podobé dat bindrnich (jako napi. u
AFLP) se pro konstrukei dendrogramt vyuziva shlukovacich metod.

Z matice binarnich dat jsou vypocteny genetick¢é vzdalenosti (pro kazdy par
studovanych taxontll) pomoci jednoho z né¢kolika moznych koeficientli podobnosti. Nejcastéji
pouzivané koeficienty podobnosti jsou Jaccardiv (Jaccard, 1908), ktery méfi podil
spole¢nych znakll (=prouzkii na vyhodnocovaném gelu), Nei-Li koeficient (Nei-li, 1979),
ktery méfi pravdépodobnost, ze prouzek amplifikovany v jednom vzorku je amplifikovan i
v jiném vzorku a simple matching koeficient, (SMC; Sneath a Sokal, 1973), ktery mé&fi podil
spole¢nych prouzkii (pfitomnych i nepfitomnych) mezi dvéma vzorky.

Nésledné je vybran vhodny shlukovaci algoritmus napt. metoda primérné vzdalenosti-
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean = UPGMA (Sneath a Sokal, 1973)
nebo neighbor-joining (NJ method , Saitou a Nei 1987), podle kterého je zkonstruovan
fenogram, dendrogram popisujici vzdjemnou podobnost studovanych taxonti. Diky selekéni
neutralit¢ hodnocenych znakli odrdzi fenogram pribéh fylogeneze a muze slouzit jako
hypotéza o fylogenetickych vztazich mezi studovanymi taxony.

K posouzeni stupné vérohodnosti ziskanych vysledkii (podpory jednotlivych vétvi
stromu) slouzi napt. technika opakovanych vybéri- tzv. bootstrapping (Manly, 1997).

Analyza hlavnich koordinat ( principal coordinate analysis = PCoA; Gower, 1966)

PCoA slouZi k nalezeni smérti nejvétsi variability v datech na zéklad¢ koeficienti podobnosti
mezi jednotlivymi jedinci. Je vhodna pro interpretaci velkého mnozstvi binarnich dat (jako
jsou napr. data z AFLP), ale 1 jinych znaki. Vysledkem této analyzy je nové zkonstruovany n-
rozmérny prostor zobrazujici jedince, jejichz vzajemnd eukleidovskd vzdalenost v tomto
prostoru odrdzi vztahy mezi studovanymi objekty (tyto vztahy jsou méfeny libovolnym
koeficientem podobnosti).

Analyza molekularni variance (AMOV A, Excoffier, Smouse a Quattro, 1992)

AMOVA je pouzivana pro zjiSténi rozlozeni celkové genetické variability mezi variabilitu
uvniti populaci a variabilitu mezi populacemi, poptipadé¢ mezi skupinami populaci. Tuto
analyzu lze aplikovat jak na dominantni (napt. AFLP), tak na kodominantni data (napf.
mikrosatelity), pfipadné i na sekvenacni data. Hodnoty vnitropopula¢ni a mezipopulaéni
diverzity jsou vypocteny nckterym z algoritml (napf. pomoci programu FAMD, Schliiter,
2006) z dat matice podobnosti mezi jedinci.
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2.3. Polyploidni rod Curcuma a jeho specifika
2.3.1 Taxonomické zarazeni rodu

fiSe: Plantae (rostliny)

podiiSe: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
odd¢€leni: Magnoliophyta (krytosemenné)
ttida: Liliopsida (jednodé€lozné)

rad: Zingiberales (zazvorotvaré)
Celed’: Zingiberaceae (zazvorovité)
rod: Curcuma

Rad Zingiberales
Rad Zingiberales je podle soucasného taxonomického piistupu (Kress 1990) délen na osm
Celedi (Musaceae s.s., Streliziaceae, Lowiaceae, Heliconiaceae, Cannaceae, Marantaceae,
Costaceae a Zingiberaceae) a zahrnuje pies 90 rodi a 2200 druh. Mnohé znich jsou
ekonomicky vyznamné a jsou pestovany pro komercni vyuziti, napt. banany (Musaceae),
ruzna koteni (Zingiberaceae), 1é¢ivé rostliny (zejména Zingiberaceae) nebo okrasné rostliny
(zastupci ve vSech celedich).

Tento fad je povazovan za monofyletickou skupinu, coz bylo podpofeno jak
morfologickymi studiemi (naptf. Tomlinson, 1962; Panchaksharappa, 1962; Thorne, 1976;
Cronquist, 1981), tak neddvnymi molekularnimi studiemi (Kress, 1990).

Celed’ Zingiberaceae

Celed” Zingiberaceae je s 53 rody a vice nez 1200 druhy je nejrozsahlejsi ¢eledi v fadu
Zingiberales (Kress 1990). Vyznamnymi rody jsou Alpinia Roxb. s pfiblizn¢ 250 druhy,
Amomum (cca 150 druht ), Zingiber (cca 90 druhli), Curcuma (po revizi az 120 druht,
Skorni¢kova et al. 2004), Kaempferia (cca 70 druht) a Hedychium s asi 80 druhy. (Podle
Skornic¢kova, 2007).

Zingiberaceae jsou vytrvalé byliny obyvajici nejcastéji spodni patro tropickych lesi,
nékteré jsou epifytické. Zastupci Celedi jsou rozsifeni od nizin po horské oblasti ptiblizné do
3500 m.n.m. a mnoho z nich je béZznych i na lokalitich poznamenanych lidskou ¢innosti. Ve
veétsing stale zelenych lest a ve stale vlhkych oblastech sezonnich lest si udrzuji jedinci listy
po cely rok, v oblastech sezénnich lest jedinci pfechazeji v obdobi sucha do dormance a
prezivaji jako podzemni oddenek (Skorni¢kova 2007, Holttum, 1950)

Celed’ je rozsitena v tropickych oblastech s nejvétsi koncentraci v tropické Asii a spise
sporadicky v Africe a Jizni Americe (Holttum 1950).

Zingiberaceae patii mezi obtizn¢ studovatelné skupiny rostlin. Hlavnimi divody jsou
potfeba studia zivého kvetouciho materidlu, pricemz nékteré druhy kvetou jen velmi kratce,
zasobni organy, které obsahuji dilezité diagnostické znaky lze t€Zko uchovévat jako suché
vzorky. Mnoho druhii bylo popsano pted vice nez 150 lety a jejich identita je dodnes nejasna.
Disledkem téchto probléml je cCasté pfifazovani jednoho jména k néckolika povrchné
podobnym druhtim a naopak, nékolika riznych jmen k jedinému druhu, ktery vSak vykazuje
znacnou vnitrodruhovou variabilitu. Vysledkem je celkovy zmatek v taxonomii této Celedi
(Burt a Smith, 1972; Skorni¢kova, 2007).

Pro objasnéni vztahii uvnitf Zingiberaceae a nasledny pokus o ptfirozenou klasifikaci této

skupiny se jevi jako nadéjné pouziti modernich piistupi a metod, jako je naptiklad vyuziti
molekularnich markerd, sekvenovani DNA apod. To potvrzuje nedavna studie o nové
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klasifikaci Celedi Zingiberaceae (Kress, 2002), ktera vyuziva k rekonstrukci fylogenetickych
vztahli kombinaci molekularnich dat ze sekvenci usekti jaderné a chloroplastové DNA-ITS a
matK. Jejim vysledkem je obecné piijaté vnitini Clenéni ¢eledi Zingiberaceae:

ZINGIBERACEAE
Siphonochiloideae
Siphonochileae
Tamijioideae
Tamijieae
Alpinioideae
Alpinieae
Riedelieae
Zingiberoideae
Zingibereae - Curcuma
Globbeae

2.3.2 Polyploidie v ¢eledi Zingiberaceae

V cCeledi Zingiberaceae se polyploidni komplexy vyskytuji casto, zejména v podceledi
Zingiberoideae, kde byly pozorovany napt. u rodu Globba s2n = 24, 32, 48, 64, 80, 96
(Ramachandran, 1969; Lim, 1972; Larsen, 1972; Takano, 2001; Takano a Okada, 2002), dale
u rodu Hedychium (Raghavan a Venkattasuban, 1943; Sharma a Bhattacharya, 1959;
Mukherjee, 1970; Chen a Chen, 1984) Kaempferia (Raghavan a Venkattasuban, 1943;
Sharma a Bhattacharya, 1959; Ramachandran, 1969; Mahanty, 1970) Boesenbergia (Poulsen,
1993), Zingiber (Bisson et al., 1968; Sato, 1960; Ramachandran, 1969) a dalSich vcetné rodu
Curcuma s 2n =20, 24, 28, 32, 34, 36, 40, 42, 56, 62, 63, 64, 84 (podle Skornitkova, 2007).

Produkce neredukovanych gamet a nasledny vznik autopolyploidi byl pozorovan u
rodu Globba (Takano a Okada, 2002) stejn¢ jako difive u jinych jednodé€loznych (napf.
Refouffi et al., 2001).

Ackoli triploidni taxony jsou obvykle v polyploidnich komplexech vzicné, mezi
Zingiberaceae byly zaznamenany u rodi Globba (2n = 3x = 48, Takano a Okada, 2002) a
Curcuma (2n = 3x = 63, napt. Apavatjrut et al.,1996; Joseph et al., 1999; Sirisavad et al.,
2003). Stejné¢ jako u rodu Globba, existuji u rodu Curcuma o triploidnich taxonech jisté
dohady. U rodu Globba byl navrzen taxon s 2n = 48 jako triploidni podle Takano a Okada
(2002), kde za zakladni chromosomové ¢islo bylo povazovano x = 16. Podle Lim (1972) je
vSak zékladni chromosomové ¢islo u tohoto rodu x = 8, a tedy 2n = 48 odpovida
hexaploidnimu taxonu. Podobné je tomu u rodu Curcuma, kde byly polyploidni stupné
uvazovany pii zakladnim chromosomovém c¢isle x = 21 ( tedy diploidi 2n = 42, triploidi 2n =
63 a zfidka tetraploidi s 2n = 84, podle Ramachandran, 1961; Prana, 1977; Prana et al., 1978;
Islam, 2004), zatimco Leong-Skorni¢kova et al., (2007) zastavaji nazor, Ze zakladnim
chromosomovym cislem je x = 7 s polyploidni fadou 2n = 6x =42, 2n = 9x = 63, 2n = 12x =
84,2n=11x=77 a2n=15x=105.
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2.3.3 Charakteristika rodu Curcuma

wrw

Rozsifeni a druhova bohatost

Rod Curcuma patii mezi nejpocetnéjsi rody celedi Zingiberaceae. M4 sva pfirozena stanovisté
v oblasti jizni a jihovychodni Asie s nékolika druhy zasahujicimi svym ,.teritoriem“ do Ciny,
Australie a Jizniho Pacifiku. Centrem diverzity je Thajsko a Indie (kolem 40 druhi v kazdé
oblasti), dale pak Myanmar, Bangladés, Indonésie a Vietnam. UZitkové vyznamné druhy
(kofeni, okrasné rostliny, zdroj Skrobu ¢i farmakologicky vyznamnych slozek atd.) jsou pak
péstovany v tropech celého svéta.

Ptesny pocet druhti rodu Curcuma neni znam, pricemz v poslednich 30 letech kolisaly
odhady od 50 (Smith, 1981), pfes 80 (Larsen et al., 1998), 100 (Sirirugsa, 1996), zatimco

Takto vysoké odhady jsou zalozeny jak na studiu vSech platn¢ publikovanych jmen
pro rod Curcuma a jejich typi (vice nez 130, mnoha vsSak dlouhodobé ptehlizena;
Skorni¢kova, osobni komunikace), tak neddvnymi objevy novych druhii v jihovychodni Asii
(Sirirugsa a Newman, 2000; Mood a Larsen, 2001) a Indii (Skomiékové et al., 2003a,b,
2004). Dalsi ,,narast poctu druhti* miize byt ocekédvan v mén¢ prozkoumanych oblastech jako
je Laos, Kambodza nebo Vietnam, kde jsou uvadény jen malé pocty znamych druhi, avSak
vzhledem k vhodnému klimatu mohou byt odhady druhové diverzity daleko vyssi
(Skorni¢kova, 2007).

Stanovisté

Druhy rodu Curcuma se uplatiuji jako soucCast podrostu na okrajich tropickych a
subtropickych priméarnich a sekundérnich lest, kifovinnych formaci, otevienych pastvinach,
plantdzich,v podrostu plantazi kokosovych a betelovych palem, na biezich ek nebo ziidka i
v bambusovych lesich (Mangaly a Sabu, 1993). Nékteré druhy mohou byt i prvnimi
osidlovateli naruSenych oblasti jako jsou okraje silnic nebo piikopy.

S typem stanovisté tésné souvisi i stupen ploidie u jednotlivych druhti. Obecné lze fici,
ze zatimco druhy rozmnozujici se semeny miizeme obvykle nalézt na primarnich typech
stanovist, sterilni, vysoce polyploidni druhy jsou rozsifeny na sekundarnich stanovistich a
v ¢lovékem narusenych oblastech (Skorni¢kova, 2007). Né&kolik téchto druhi je kultivovano
(tamé&jSim obyvatelstvem ale i jako komercni zemédélskéd Cinnost) a diky tomu nalézano i
mimo sva obvykla stanovisté¢ (Mangalay a Sabu, 1993). V dasledku lidskych migraci se
nékteré z téchto vysoce polyploidnich druhl nachdzeji po celé¢ Asii a dokonce i v Africe a
Americe.

Morfologie

Zastupci rodu Curcuma jsou vytrvalé byliny s oddenky, jez zatahuji nadzemni ¢asti béhem
obdobi sucha v monzunovych oblastech. VétSina druhti je stfedni velikosti, piiblizné 0,5-1,5
m vysokych, nejmensi druhy vSak méti 15-20 cm, nejstatnéjsi dosahuji az 3,5 m. Oddenky
jsou jednoduché ovalné, nevétvené, nebo vétvené. ,,Vétve oddenkit mohou byt kratké a
slouzit zejména jako zasobni organ, nebo dlouhé plazivé vyhonky, které davaji moznost ristu
novych listovych vyhont daleko od ptivodni rostliny. Oddenky jsou obvykle zvenku svétle
hnédé, uvnitt pak jsou barvy bilé, mohou mit n¢kolik odstinli barvy Zluté, modravé az tmave
modré, od svétlé po tmavé oranZzovou, zluté se zelenavymi okraji, Sedé, apod. Tyto
charakteristiky oddenkii jsou znaéné specifické, ackoli intenzita barevného odstinu mize byt
ovlivnéna stafim rostliny nebo snad 1 ekologickymi Ciniteli. Kofenové hlizy jsou pfitomny u
vSech druhii rodu Curcuma, jsou umistény na koncich kotenil, vzdaleny od oddenkti 5 az 20
cm. Tyto hlizy obsahuji Skrob a nejsou schopny raSeni (odnozovani). Jejich funkce je

-4 -



Studium evoluce indickych zastupcii rodu Curcuma L.

vyhradné za Gcelem uskladnéni energie nezbytné pro rostlinu béhem obdobi dormance. U
vétSiny druht se tvoii tzv. pseudostem (nepravy stonek), ktery je tvofen tésné se objimajicimi
listovymi pochvami. Listy maji pochvu a jsou vétSinou tapikaté, vzacné prisedlé. Vlastni list
je obvykle kopinaty, podlouhly nebo vejcity , ziidka ¢arkovity; jasné zeleny. Nékteré druhy
maji purpurové nebo fialové skvrny na svrchni strané listl, které u nékterych druhti pronikaji
na spodni stranu. Velikost, tvar a relativni umisténi skvrn na listu, barva a hustota, mohou byt
napomocné pii urcovani nekterych druhti, ale jsou obvykle proménlivé zejména u rostlin
rozmnoZujicich se semeny. Zilnatina je soub&zna, u vétSiny druhd hlavni Zilky viditelng
vystupuji a vytvareji napadné vroubkovani na svrchni strané listu. Pfitomnost oddenku je
znacn¢ variabilni, zejména u druhl tvoficich semena, ale mize byt relativné spolehlivym
znakem u nékterych sterilnich druhd. Kvéty jsou usporadany v kvétenstvi, které je tvoreno
listeny. Ty jsou obvykle po stranach spojeny se sousednim listenem a tvofi tak tzv. kapsy
(pouches). Listeny ve spodni ¢asti kvétenstvi jsou plodné, objimajici 1-10 kvéti obvykle
méné barevné, Casto zelené, a vice srostlé nez listeny ve vrcholovych astech kvétenstvi.
Vrcholové listeny jsou obvykle vétsi, delsi a jasné zbarvené, nazyvané ‘coma‘, neboli
chochol. Tato ¢ast kvétenstvi pravdépodobné slouzi k vabeni opylovaci. Nékolik druhti nema
vyrazné oddélené Casti kvétenstvi.

Kvétenstvi mize vyrlstat ve dvou polohdch vzhledem k listim-lateralné nebo
centraln€. Lateralni kvétenstvi se objevuje zdhy po piredmonzunovych sprskach, diive nez
zacne obdobi desth, u nékterych druhti dokonce diive, nez se vytvofi listy. Druhy
s centralnim kvétenstvim kvetou pozdé€ji, kvétenstvi vyrtstd mezi listovymi pochvami.
Nékolik malo druhli se vyznacuje zvlaStnim typem centralniho kvétenstvi, které se protrhne
nepravym stonkem (napt. C. rubrobracteata).

Mnohé druhy, které se rozmnozuji semeny, jsou schopny kvést dvakrat za sezonu,
jedenkrat na zacatku sezény (lateralné) a pokud jsou monzunové desté dostacujici, pak také
pozd&ji v 1ét& (centralng) (podle Skorni¢kova, 2007).

Specifické znaky v zavislosti na stupni ploidie- kveteni, sterilita a variabilita

Vsechny druhy rodu Curcuma vykazuji jeden ze tii zptisobui kveteni - laterdlni, centralni,
nebo oba. Pfi pozorovani zpiisobll kveteni indickych druhi rodu Curcuma byla zjisténa
korelace s ploidni urovni, stavbou oddenkd a relativni variabilitou pozorovanych jedinct.
Tyto korelace vystihuje tabulka 1. Zatimco vSechny sterilni druhy (tj. 2n = 9x = 63) vykazuji
vzdy jen jeden zpusob kveteni (vétSinou lateraln¢ indické druhy a centralné nékteré javanské),
vétSina druhli rozmnozujicich se semeny (2n = 42) je schopné kvést dvakrat (nejprve lateralné
a v piihodnych podminkach i centraln¢).

Morfologické variabilita rostlin izce souvisi se zplisobem rozmnoZovani a ploidni
urovni. Curcuma je obecné povazovana za rod, jehoz druhy jsou si velmi podobné a tézko
rozeznatelné. Pesto si jiZ n¢ktefi autofi v minulosti vS§imli, Ze nékteré druhy rodu Curcuma si
zachovavaji jemné, ale trvalé rozdily (Roxburgh 1810; Wight, 1853; Valeton, 1918). Tito
autofi vSak pracovali s materidlem, ktery neni velmi reprezentativni pro cely rod, protoze
zahrnoval predevsim sterilni, vysoce polyploidni druhy (2n=63, 105), které se rozmnozuji (a
to v zfejmé& naprosté vétSiné piipadl) vyhradné vegetativné pomoci rozvétvenych oddenkt a
tudiz vykazuji nizkou variabilitu. Ve skutecnosti mohou tyto sterilni druhy piedstavovat jen
nckolik klonii, které jsou rozmistény v mnoha oblastech béhem nékolika set let trvajicich
migraci (lidsky faktor, pomoci oddenki).

Druhy rozmnoZzujici se semeny (2n = 22, 42, 77) vykazuji jeden ze tfi odliSnych
stupiii variability a jeden ze dvou charakteristickych staveb oddenkt. Druhy s vétvenymi
oddenky obvykle vykazuji stfedni nebo nizkou variabilitu a vétSinou kvetou jen jednou,
formace semen neni tak Casta a tudiz se da predpokladat, ze se tyto druhy ¢aste¢né (a v rizné
mife u rdznych druhil) spoléhaji na vegetativni reprodukci. Rostliny s nevétvenymi
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(vej¢itymi) oddenky jsou prakticky odkazany na sexualni rozmnozovani, ve vétSiné pripad
jsou schopny kvést dvakrat v jedné sezoné, tvori velké mnozstvi semen a vykazuji vétSinou
vysokou ¢&i stiedni variabilitu (Skorni¢kova, 2007).

Je mozné predpokladat, Ze vegetativni rozmnozovani se vyviji jako diisledek narusené
sexualni reprodukce u kiizenct (hybridnich taxonit).

Druh pozice oddenek variabilita zptisob
kvétenstvi rozmnozovani

2n=2x=22

C. vamana centrdlni  vétveny nizk4 veg./sex.

2n=6x=42

C. angustifolia lateralni  vejcity stfedni sexudlni

C. aff. aromatica 1. lat./cent.? vétveny nizka veg./sex.

C. prakasha lat./cent.? vétveny vysoka veg./sex.

C. aurantiaca (= C. ecalcarata) centrdlni  vejcity vysoka sexualni

C. bhatii centrdlni  vétveny nizka veg./sex.

C. cananorensis (= C. lutea) ~ obé vejlity vysoka sexualni

C. decipiens obé vejlity vysoka sexudalni

C. inodora (= C. purpurea) obé vejcity vysoka sexualni

C. karnatakensis obé vejcity stfedni sexudlni

C. mutabilis obé vejcity vysoka sexudalni

C. neilgherrensis obé vejcity stfedni sexualni

C. pseudomontana obé vejcity vysoka sexualni

C. reclinata (= C. sulcata) obé vejcity vysoka sexualni

2n=9x=63

C. aeruginosa laterdlni ~ vétveny nizka vegetativni

C. aff. aromatica 2. laterdlni ~ vétveny nizka vegetativni

C. aff. aromatica 3. laterdlni ~ vétveny nizka vegetativni

C. leucorrhiza lateralni  vétveny nizka vegetativni

C. zanthorrhiza laterdlni ~ vétveny nizka vegetativni

C. longa centrdlni  vétveny nizka vegetativni

2n=11x=77

C. oligantha (Sri Lanka) obé vétveny stfedni veg./sex.

2n=15x=105

C. raktakanta (= C. malabarica) laterdlni  vétveny nizk4 vegetativni

Tabulka 1: Pozice kvétenstvi ve vztahu ke stupni polyploidie, struktufe oddenkti a k variabilit¢ u
vybranych indickych druhii rodu Curcuma; “?” = neni potvrzeno pfimym pozorovanim (upraveno ze
Skornickova, 2007) (Tyto a dalsi druhy jsou analyzovany v praktické ¢asti.)
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2.3.4 Taxonomie a vnitini ¢lenéni rodu

Od pocatkl studii rodu Curcuma byl tento rod €Elenén na podrody na zakladé rtznych
morfologickych znakt. Roxburgh (1810) jako prvni rozd¢lil rod do dvou sekci na zaklade
pozice kvétenstvi viici rostlin€ — centralni nebo laterdlni. Pfestoze jiz Roxburgh pozoroval, ze
nékteré druhy mohou kvést obéma zplisoby - centralné i lateralné, vétSina autorti presto
pouzivala tento znak pro rozdéleni pfinejmensim na nizSich trovnich (subsekce) (Horaninow,
1862; Baker, 1890; Valeton, 1918; Velayudhan et al., 1996). DalSimi hlavnimi znaky
pouzivanymi pro ¢lenéni rodu byly charakteristiky oddenkii (jejich délka, pfitomnost hliz),
tyCinek, staminodii, tvar listend (Valeton 1918), pfitomnost/nepfitomnost sesilnich hliz
(Velayudhan et al., 1996, 1999).

Podle Velayudhan et al. (1996) a Skorni¢kovéa (2007) zadna z dosavadnich vnitinich
klasifikaci rodu neni vhodn4, nebot’ neni ani pfirozend, tj. nereflektuje fylogenetické vztahy
mezi druhy, ani prakticka, nebot' je zalozena na znacich, které je potfeba sledovat po
prodlouZenou dobu na Zivém materialu.

Pro praktické ucely se nékdy pouziva clenéni podle Schumanna (1904), které
rozdéluje rod na podrod Eucurcuma Schum. (Curcuma) (ptitomnost ostruh na tyCince), a
podrod Hitcheniopsis Baker (absence ostruh na tyéince). Leong-Skorni¢kova et al. (2007)
zminili, Ze lepSim diskriminacnim znakem pro tyto dva podrody je pfitomnost epigynnich
nektarii, nez ptitomnost ostruh na ty¢inkach.

2.3.5 Nejnovéjsi poznatky v rodu Curcuma

Asi nejkritictéjsi problém u rodu Curcuma je identita mnoha druhl, vcetné téch bézné
pouzivanych v dennim zivoté napt. C. zedoaria, C. longa, C. aromatica. VétSina druht je
dosti variabilni, ale mnoho si je jich navzajem velmi podobnych. Navic se nékteré druhy
mohou vzajemné kiizit a naturalizovat. Casto je jedno jméno aplikovano na mnoho réiznych
druhii nebo mnoho jmen pro jeden druh a typovy material je pro mnoho jmen dosud neznamy
a lektotypy nebyly vybrany. Absence kompletni revize rodu Curcuma v celém geografickém
arealu tak zptusobuje zmatek mezi taxonomy, ale ma dopad i na mnoho ostatnich disciplin
(Velayudhan et al., 1996, Skorni¢kova, 2007).

Pocty chromosomii

Nedavna rozsihla cytologicka studie (Leong-Skorni¢kova et al., 2007) zahrnujici asi 46
druhti, 160 jedinct rodu Curcuma poskytla fadu novych poznatkli o poctech chromosomii,
velikostech genomu a stupnich ploidie, coz vnasi nové svétlo do malo jasnych vztahli mezi
Curcuma v Indii (2n = 22, 40, 42, 48, 62, 63, 64, 66, 84, 86, 93, podle Chakravorti, 1948, Das
et al., 1999, Ramachandran, 1961, 1969, Nambiar et al., 1982, Sharma a Bhattacharya, 1959;
Nayak et al., 2006, Sharma, 1970; Chatterjee et al., 1989, atd.) bylo ve studii Leong-
Skorni¢kova et al. (2007) zaznamenano pouze $est chromosomovych &isel (tj., 2n = 22, 42,
63, >70, 77 a 105), kterd jsou ve vétsing pripadu ndsobkem c¢isla x = 7.

Nejcastéji pozorované pocty 2n = 42 a 2n = 63 jsou vétSinou v souladu s diivejSimi
pozorovanimi. Nékteré konkrétni nesrovnalosti pfisuzuji autofi misidentifikaci vzorkid nebo
SirSimu pojeti druhli pfijimanému ve starSich studiich. Karyologicka variabilita (napf.
aneuploidie) nebyla v jejich studii pozorovana, a pfestoze ji autoii a priori nevylucuji,
poukazuji na fakt, ze chromosomy v rodu Curcuma jsou velmi malé, pocetné a vétSina
aneuploidnich poctl je starSiho data (pouziti mén€ dokonalych technik pfi pocitani
chromosomil mohlo produkovat vice chyb). Autoii upozoriuji, ze piestoze bylo provedeno
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mnoho vyzkumt, které se zabyvaly urCovanim poc¢tu chromosomu a stupiiti ploidie u rodu
Curcuma v nejruznéjsich oblastech (Thajsko, Indie, Bangladé$ a Cina), mnoho z nich trpi
nedostatkem dokladovych herbarovych materidli a jejich identita se tudiz neda ovéfit.

Zakladni chromosomové Cislo a stupen ploidie

V pocatcich karyologickych studii u rodu Curcuma zaznamenali Raghavan a Venkatasuban
(1943) poprvé, ze zékladni chromosomové cislo je x = 21. Pozd¢&jsi studie navrhovali x =7 a
x = 8 (Sato, 1960). Ramachandran (1961) pak pozoroval pravidelné tvofeni bivalentl pfi
meiose u druhu C. decipiens (2n = 42) a vysokou frekvenci trivalentl u C. longa (2n = 63),
nicméng, x = 21 je dosud nejbéznéji akceptovanym zakladnim chromosomovym Ccislem
v rodu Curcuma (Ramachandran, 1961; Prana, 1977, 1978; Ardiyani, 2002; Islam, 2004). Jak
poznamendva Ramachandran (1961, 1969), toto Cislo je patrné vysledkem davné polyploidie.
Zakladni chromosomové Cislo x = 7 je niZsi alternativa pro zékladni ¢islo x = 21 a
neni tak v konfliktu s pfedchozimi studiemi. Navic tato hodnota dobfe vysvétluje pozorované
chromosomové Cislo u C. oligantha 2n = 77. Podle Granta (1982) jsou nejbéznéjsi
chromosomova ¢&isla u jednodéloznych x = 7 a 10. Autofi studie Leong-Skorni¢kova et al.
(2007) se domnivaji, Ze x = 7 by mohlo byt povazovéano za zédkladni chromosomové ¢islo pro
nominalni podrod Curcuma (tzn. vétSinu indickych druhti). Z tohoto pohledu by se ptivodné
zamyslené diploidni taxony staly taxony hexaploinimi a triploidni nonaploidnimi atd.

Velikost genomu v rodu Curcuma

Urcovanim velikosti genomu u rodu Curcuma se dosud zabyvalo jen malé mnozstvi praci
(Bharathan et al., 1994; Das et al., 1999; Islam, 2004), navic Casto s rozporuplnymi vysledky
(Skorni¢kova, 2007).

Vysledky studie Leong-Skornickova et al. (2007) tykajici se velikosti genomu u
indickych zastupcti rodu Curcuma odhalily na jedné strané relativné maly pocet druhové
specifickych genomovych velikosti, na druhé stran¢ vSak odhadované hodnoty homoploidni
velikosti genomu (Cx) utvoftily tfi dobie definované skupiny se signifikantné odliSnymi Cx-
hodnotami (skupina GI, GII, GIII). Autofi navrhuji, Ze tyto skupiny mohou mit odliSnou
evolucni historii, coZ je podpoieno i jejich rozdilnym geografickym rozsitenim. Vysledka této
studie je vyuzito v praktické ¢asti této prace (viz dale).

Karyomorfologicka data

Vzhledem k tomu, Ze chromosomy kurkum jsou velmi malé (velikost je v rozmezi 0,5-2,0
um; Ramachandran, 1961; Apavatjrut, 1996; Joseph et al., 1999; Sirisawad, 2003), a jsou si
morfologicky velmi podobné (Sharma a Bhattacharya, 1959), jejich pocitani pod
mikroskopem je nesnadné a vétSina studii neuvadi karyotypy (Newman, 1988; Ardyiani,
2002; Islam 2004). Nicméné, strukturni zmény chromosomti pozorovatelné v riznych
karyotypech rtiznych druhli jednoho rodu z ¢eledi Zingiberaceae jsou pozoruhodné a Sharma
a Bhattacharya (1959) mini, ze kazdy druh je charakterizovan odlisnym karyotypem.
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2.3.6 Pouziti molekularnich markeri v ¢eledi Zingiberaceae a rodu Curcuma

Kress et al. (2002) provedl molekuldrni studii, ktera poskytla hodnotny vhled do
dlouhotrvajicich taxonomickych problému v této celedi. Na jejim zéklad¢ pak autofi navrhli
novou klasifikaci celedi Zingiberaceae. N&kolik tribusti (napi. Hedychieae, Searle a
Hedderson, 2000; Zingibereae, Ngamriabsakul et al., 2004; Globbeae, Williams et al., 2004)
¢1 vétSich rodh (napt. Hedychium, Wood et al., 2000; Alpinia, Rangsiruji et al., 2000b, Kress
et al., 2005; Amomum, Xia et al., 2004, Etlingera, Pedersen, 2004) bylo v poslednich letech
také podrobeno fylogenetickym analyzdm s pouzitim molekuldrnich markert (vétSinou
kombinace ITS s jednim z dalSich bézné pouzivanych markert, napt. #rnL-F nebo matK).
Nekteré dalsi specificky zamétfené studie napomohly porozuméni fytogeografickych disjunkei
v rodu Roscoea (Ngamriabsakul et al., 2000), pivodu a vztazich u nékterych ekonomicky
vyznamnych druhi (napt. Alpinia galanga, Rangsiruji et al., 2000), ¢i lepSimu porozuméni
recentni radiace v rodu Aframomum (Harris et al., 2000).

Kress et al. (2002), jejichz anayza celedi Zingiberaceae byla zaloZzend na DNA
sekvencich jaderného useku ITS a useku marK plastidové DNA, navrhli , Ze rod Curcuma, tak
jak je dnes akceptovan, je parafyleticky s rody Hitchenia, Stahlianthus a Smithatris, které
sdileji podobnou stavbu kvétenstvi. Studie vSak zahrnovala pouze 6 vzorki rodu Curcuma a
autofi sami doporucuji dalsi studie s vétSim mnozstvim vzorka.

Ngamriabsakul et al.(2004) rozpracoval fylogenezi Celedi Zingiberaceae se stejnym
jadernym usekem ITS, ale s rozdilnym plastidovym usekem, #rnL-F. Jeho analyza ukazala, ze
rody podobné rodu Curcuma (Hitchenia, Paracautleya, Smithatris a Stahlianthus) jsou
opravdu zaclenény v komplexu Curcuma a mohou byt povazovany za jediny rod. A¢koli jsou
zde morfologické znaky podporujici separaci jednotlivych taxond, autofi navrhuji, Ze tyto
znaky mohou byt autapomorfni.

V ptedchozich letech byly vyuzity i1 jiné molekularni markery pfi studiu rodu
Curcuma. Metody analyzy isozymi bylo vyuzito k odhadim genetické variability
v pfirozenych populacich C. alismatifolia v Thajsku (Paisooksantivatana et al. (2001).
Apavatjrut et al. (1999) vyuzili isozymy k rozeznani sedmi morfologicky podobnych
sterilnich druhti (vSechny kvetouci lateraln€) vyskytujicich se v Thajsku.

RAPD byl dalsim markerem pouzitym k zodpoveézeni konkrétnich, izce zamétenych
otazek jako napft. vztah dvou ¢inskych druhti C. sichuanensis a C. wenyujin, pticemz vysledky
naznacuji, ze tyto dva druhy se od sebe nelisi (Chen et al. 1999). Islam et al. (2005, 2007)
pouzil metodu RAPD k odhadiim intra a interpopulacni variability u C. zedoaria. Nayak et al.
(2006) zkombinovali RAPD a analyzu velikosti genomu k urceni variace v 17 kultivarech
péstované C. longa. Sekvenovani 18S rRNA a trnK bylo navrzeno jako potencialni metodika
k rozeznavani nckolika druhtt rodu Curcuma bézné¢ uplathovanych v ¢inském
farmakologickém pramyslu (Cao et al., 2001; Cao et Komatsu, 2003).

Dodnes vSak nebyla publikovana zddna komplexni molekularné-fylogeneticka analyza
rodu Curcuma.

Dalsi prikladné molekularni analyzy rodui z celedi Zingiberaceae
Na zéklad¢ sekvenacnich dat z usekt plastidové DNA (intron 7ps16) a nuklearni DNA (asek
ITS) byly studovany fylogenetické vztahy ,,podceledi* Alpinoideae s diirazem na rozséhly rod
Etlingera. Dendrogram ziskany zkombinaci dat ITS a rpsl6 podporuje teorii o
monofyletickém plivodu podceledi Alpinoideae a monofyleti€nost skupin Etlingera a
Hornstedtia. Tuto studii provedl Pedersen (2004).

Studii podceled’i Alpinioideae a rodu Alpinia provedli Kress et al. (2005). Alpinia je

vvvvvv
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druhy vyskytujicimi se v tropické a subtropické Asii. Kress et al.(2005) pouzil pro prizkum
evolu¢nich vztahi metodou sekvenovani DNA oblasti ITS a matK. Testoval monofyleti¢nost
rodu a platnost pfedchozich klasifikaci na vybranych zastupcich rodu Alpinia (72 druhii rodu
Alpinia, 27 jinych druht z podceledi Alpinoideae, 8 druhti z podc¢eledi Zingiberoideae, 1 druh
z podceledi Tamijioideae a 3 druhy rodu Siphonochilus-Siphonochiloideae, ktery byl pouzity
jako ,,outgroup®). Metodou maximalni parsimonie vyhodnocena data z ITS a z matK. stejné
jako data z kombinace obou usekli, obsahovala Sest polyfyletickych shlukii a druhy
momentalné zahrnut¢ do rodu Alpinia byly obsazeny v celém tribu Alpinieae. Kromé
vzacnych ptipad, monofyletické skupiny neodpovidaji predchozim klasifikacim (Schuman,
1904 a Smith 1990) na zaklad¢ morfologickych studii. Autofi studie navrhuji, Ze rod Alpinia
by mél byt na zaklad¢ téchto a budoucich vysledka jinak vymezen.

-30 -



Studium evoluce indickych zastupcii rodu Curcuma L.

3. Prakticka ¢ast

3.1. Uvod

V poslednich letech probihajici dikladna taxonomicka revize rodu Curcuma v Indii
(gkomiékové et al., 2003a, b, 2004, 2005a, b, c, 2007) poskytla fadu novych poznatki,
zejména v nedavné studii (Leong-Skorni¢kova et al., 2007), kdy byla publikovana cytologicka
data-velikost genomu, pocet chromosomu a stupeni ploidie- pro 161 jedinct ze 46 druht rodu
Curcuma, z jednoho kiizence a ze Ctyf druhii klasifikovanych jako druhy separované, ale
ptibuzné rodu Curcuma.

Vysledky této studie identifikovaly 6 odliSnych chromosomovych ¢isel (tj., 2n = 22,
42, 63, >70, 77 a 105), pfiCemZ vétSina z nich jsou ndsobky x = 7. Autofi se domnivaji, ze
toto Cislo by mohlo byt skute¢nym zakladnim chromosomovym ¢islem v rodu Curcuma a
tudiz rostliny s poctem somatickych chromosomt 42, 63, 77 a 105 odpovidaji hexaploidnim
(6x), nonaploidnim (9x), 11-ploidnim a 15-ploidnim taxontim. Studie velikosti genomu
odhalila na jedné stran¢ relativné maly pocet druhové specifickych genomovych velikosti, na
druh¢ strané vSak odhadované hodnoty homoploidni velikosti genomu (Cx) utvofily tfi dobte
definované skupiny se signifikantné odliSnymi Cx-hodnotami (skupina GI, GII, GIII; vice
tab.2). Autofi se domnivaji, ze tyto skupiny mohou mit odliSnou evolu¢ni historii, coz je
podpoieno i jejich rozdilnym geografickym rozsitenim (obr.5).

V ramci projektu GAAV (¢. B6407401) byla v letech 2004-2006 provedena predbézna
analyza 30 druhG rodu Curcuma pomoci metod sekvenovani DNA. Byly vybrany tfi
nekodujici tseky cpDNA (truL-trnF, psbA-trnH, trnG-trnG) pro nalezeni variabilnich znakt
pro rekonstrukei fylogeneze. V ramci téchto oblasti bylo vSak nalezeno jen omezené mnozstvi
pouzitelnych znakl. Zkonstruované dendrogramy piesto poskytly dobfe vyhodnotitelné
pattern: shluky vytvofili diploidni jedinci zjizni Indie (C. inodora, C. sulcata, C.
pseudomontana), zatimco diploidni a triploidni jedinci ze severovychodni Indie vytvoftili
druhou dobfe podpotenou skupinu (napt. C. zedoaria, C. zanthorrhiza).

Cilem nadchézejici studie (diplomové prace) vyuzivajici metody AFLP pro feSeni otazek,
které nebyly zodpovézeny studiemi piedchazejicimi by mélo byt (1) ovéfeni a zhodnoceni
vhodnosti pouziti metody AFLP pro zjiSténi intra a extrapopulacni variability a odvozeni
vnitrodruhovych fylogenetickych vztahi v rdmci rodu Curcuma a (2) ve spolupraci s dalSimi
daty morfologickymi, cytologickymi, a sekvencnimi (cpDNA) vyslovit hypotézu o
fylogenetickych vztazich v ramci indickych zéastupct rodu Curcuma.

Cilem predkladané praktické ¢asti této prace je (1) ovéfeni a zhodnoceni vhodnosti
pouziti metody AFLP pro odvozeni vnitrodruhovych fylogenetickych vztahti v ramci rodu
Curcuma a (2) aplikace této metody na omezeném poctu vzorkll a predbéZznd analyza
ziskanych dat.
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3.2. Material

Do analyzy DNA metodou AFLP bylo zahrnuto celkem 164 jedinct ze 34 populaci naleZicich
do 22 druht (20 druht rodu Curcuma a 2 druhy hodnocené jako separované, ale ptibuzné
rody: Hitchenia caulina, Paracautleya bhatii). Analyzované jedince je podle studie Leong-
Skorni¢kova et al. (2007) mozné rozdélit na zakladé homoploidni velikosti genomu (Cx) a
stupné ploidie do skupin (2x; 6x.GI; 6x.GII; 6x.GIII; 9x; 11x; 12x; 15x; a pfibuzné druhy),
jak shrnuje tabulka 2, pficemz polyploidni taxony 9x, 12x a 15x maji stejnou monoploidni
velikost genomu jako taxony skupiny 6x.GI a polyploidni taxony 11x maji .obdobnou Cx-
hodnotu jako jedinci skupiny 6x.GIII.

Stupen Pocet 2C-hodnota |Cx-hodnota
ploidie/genomova | chromosomu | (pg) (pg)
skupina (2n) rozmezi rozmezi
Curcuma

2x 22 1.66 0.83
6x-GI 42 1.79-1.96 10.30-0.33
6x—GII 42 2.15-2.35 10.36-0.39
6x — G II1 42 245-2.60 10.41-043
9x 63 2.67-291 10.30-0.32
11x 77 4.76 0.43

12x > 170 3.71 (=0.31)
15x 105 4.57 0.30
pribuzné druhy

Hitchenia caulina

6x |42 [2.24 10.37
Paracautleya bhatii

6x |42 [2.18 10.36

Tabulka 2: rozd€leni Indickych druhi rodu Curcuma na zékladé velikosti genomu a stupné ploidie
(upraveno podle Leong-Skornickova et al., 2007).

Z jedné populace bylo analyzovano 4-5 jedinct. Rostliny byly sbirany v riiznych oblastech
indického poloostrova (pfedevSim v jizni, stiedni a severovychodni Indii) béhem let 2000-
2004 (J. Skorni¢kova) Kazda populace je jednoznaéné oznadena ,,sbérnym &islem*. Lokality
sbéru a charakteristika analyzovanych vzorkl jsou znizornény na obrdzku 5 a shrnuty
v tabulce 3. Herbatové polozky jsou ulozeny v CALI (University of Calicut, Kerala, India), s
duplikaty v MH a SING; nekompletni sady jsou také zachovany v CAL, K a PR; polozky C.
oligantha z ostrova Sri Lanka jsou uloZzeny v PDA a SING (akronymy podle Index
Herbariorum).
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15-ploid

B Group | D Group Il

7 11-ploid :
@/ Group IIl B

Obrazek 5: Geograficky ptivod analyzovanych vzorki rostlin. (A) Druhy z genomové skupiny GI
(1Cx=0.30-0.33 pg) a x = 7; (B) druhy z genomové skupiny GII (1Cx =0.36 —0.39 pg) ax =7; (C)
druhy z genomové skupiny GIII (1Cx = 0.41 — 0.43 pg) ax = 7; (D) druhy s 1Cx > 0.83 pgax =11
(o, Curcuma vamana;0, Stahlianthus involucratus) . Vysvétlivky (pokud nejsou vysvétleny jinak): e,
hexaploidi; o, nonaploidi; ¢, pfibuzné druhy umisténé do jinych rodi; o, vyssi polyploidi, stupen
oznac¢en na mapce (podle: Skornickova et al., 2007)
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genomova skupina/ druh  Cislo (2n) Cx 2C pocet lokalita druhové ozn. jed. v pop.

populace pg) (pg) anal. sbéru roz$ireni
jed.

Hexaploidi-skupina GI

C. montana Roxb. 71484 42 0,3 1,79 4 Jharkhand, V& C monlJ1-J5
73425 4 Orissa nevyhodnoc.
73474 5 Chhattisgarh, monCH1-CHS5

C. prakasha S. Tripathi 71443 42 0,31 1,87 5 Meghalaya N4 praM1-M5

Hexaploidi-skupina GII

C. angustifolia Roxb. 73453 42 0,36 2,15 5 Uttaranchal S & V angU1-U5
73480 5 Chattisgargh angCh1-Ch5

C. decipiens Dalzell 84179 42 0,39 2,35 5 Maharashtra Z nevyhodnoc.

C. inodora Blatt. 73403 42 0,38 2,29 5 Maharashtra Z indM1-M5

C. karnatakensis 84162 42 0,39 2,34 5 Karnataka JZ nevyhodnoc.

Amalraj, Velay.& Mural. 84163 5 Karnataka nevyhodnoc.
84164 5 Karnataka nevyhodnoc.

C.neilgherensis Wight 84174 42 0,38 2,29 5 Tamil Nadu J&JZ neilgl

C. pseudomontana J.

Graham 73402 42 0,38 2,25 5 Maharashtra Z pseuM1-M5

C. reclinata Roxb. 73467 42 0,38 2,29 5 MadhyaPr. C sulMP1-MP4

C. reclinata = C. sulcata 73477 5 Chattisgargh sulCh1-Ch3

C. cannanorensis 84143 42 0,39 2,33 5 Kerala cannl-4

C. ecalcarata = C.

aurantiaca Zijp 84155 42 0,37 2.20 5 Kerala ecall-4

Hexaploidi-skupina GIII

C. mutabilis Skorni¢k.,M.

Sabu & Prasanthk. 84145 42 0,42 2,49 5 Kerala JZ mutK 1-K4

C. sp.'aff. Prakasha' 71476 42 0,42 2,5 5 W. Bengal spprakB1-B5

Nonaploidi

C. aeruginosa Roxb. 84119 63 0,32 2,86 5 Kerala J aerK1-K5
84142 5 Kerala aerK1*-K5*
71431 5 Assam AerAsl-As4

C. aromatica Salisb. s.1. 84183 63 0,32 2,83 5 Kerala SV aroK1-K4

C. leucorrhiza Roxb. 71489 63 0,3 2,7 5 Jharkhand V leuJ1-J4

C. longa L. 84160 63 0,3 2,71 5 Kerala J, C V, SV lonl-4
73222 5 Sri Lanka lonSL1-SL5

C. zanthorrhiza Roxb. 84182 63 0,32 2,88 5 Kerala J& AO zanK1-K4

11-Ploidi

C. oligantha Trimen 73223 77 0,43 4,76 5 Sri Lanka SL olgSL1-SL5

12-Poidi

C. sp. 'ranchi' 71485 >70 0,31 3,71 4 Jharkhand V ranl-4

15-Ploidi

C. raktakanta 84120 105 0,3 4,57 3 Kerala JZ&SV rakK1-K2

Mangalay & M.Sabu 71432 105 5 Assam rakAsl-AsS

Piibuzné rody

Hitchenia caulina (J.

Graham) Baker (= C.

caulina J. Graham) 84178 42 0,37 2,24 5 Maharashtra Z nevyhodnoc.

Paracautleya bhatii R. M.

Sm. (=C. bhatii (R.M.Sm.)

Skorni¢k. & M. Sabu) 73446 42 0,36 2,18 5 Karnataka JZ bhl-5

Diploid (x =11)

C. vamana M. Sabu &

Mangaly 84156 22 0,83 1,66 5 Kerala JZ vamK1-K5
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tabulka 3: (na ptedchozi stran¢) Charakteristika analyzovanych vzorkd.

2n, pocéet chromosomtl; x, zakladni chromosomové ¢islo; Cx, homoploidni velikost genomu (2C
DNA/stupen ploidie)-uvadény primérné hodnoty; 2C, hodnoty velikosti diploidniho genomu (podle
Leong-Skorni¢kova et al., 2007); podet anal. jed. = pocet analyzovanych jedincti; ozn. jed. v pop =
oznaceni jedinct v populaci; nevyhodnoc. = nevyhodnocené vzorky; C, centralni Indie; J, jizni Indie;
S, severni Indie; V, vychodni Indie; Z, zapadni Indie; SL, Sri Lanka; AO, Andamanské ostrovy

3.3. Metodika
3.3.1 Extrakce DNA

Ze suchych listovych pletiv byla extrahovédna celkova DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kitu
od firmy QIAGEN s drobnymi modifikacemi v postupu. Pro extrakci DNA bylo pouzito asi
0,5g suchého materidlu (ze silikagelu). Koncentrace a Cistota extrahované DNA byla
prométena na Biophotometru (Eppendorf). Namétené hodnoty byly zaznamenany.

DNA byla pro dalsi pouziti zfedéna na 50-100 ng/pl.

3.3.2 AFLP celkové DNA

Metoda byla provadéna podle standardniho protokolu (Vos et al., 1995) za pouZiti
komer¢niho kitu AFLP Core Reagent Kit & AFLP Pre-Amp Primer Mix I od firmy
Invitrogen. K selektivni amplifikaci byly pouzity 3 kombinace selektivnich primert (tab.4).
Kombinace tfi primerti zpravidla poskytuje 150 — 300 vyuzitelnych prouzkt, které lze
uspésné pouzit pro dalsi analyzy (Tribsh et al., 2002) Ke kone¢né vizualizaci fluorescencné
oznacenych fragmentl byl pouzivan automaticky kapilarni sekvenator ABI 3100 Avant
v sekvenacni laboratoti PfF UK. Jako standard byl pouZit GeneScan-ROX —500 (ABI).

Restrikce: Do 1,5 ml mikrozkumavek byla s pouzitim AFLP Core Reagent Kit
(Invitrogen) pfipravena restrikéni smés (buffer, 1,0 ul; EcoRI/Msel, 0,4 ul; H>O, 1,1 pl) do
které bylo ptidano 2,5 ul extrahované DNA (50-100 ng/ul). Vzorky byly promichany, kratce
zcentrifugovany a po dobu 2-3 hod inkubovéany pii 37 °C v termocykleru Mastercycler
gradient S (Eppendorf).

Ligace: S pouzitim AFLP Core Reagent Kit (Invitrogen) byla pfipravena liga¢ni smés
(adaptor ligation solution, 4,8 ul; T4 ligase, 0,2 pl). 5 pl premixu bylo pfidano k vzorkim po
restrikci. Vzorky byly promichany, kratce zcentrifugovany a po dobu minimélné 2-3 hod
(nejlépe pres noc) inkubovany pii 37 °C v termocykleru Eppendorf.

Preamplifikace: S pouZzitim AFLP Pre-Amp Primer Mix I (Invitrogen) byla pfipravena
preamplifika¢ni smés (PA mix, 4,0 pl; 10x buffer for RedTaq JumpStart (Sigma), 0,5 pl;
RedTaq JumpStart Polymerase (Sigma), 0,1 nl), ke které bylo pfidano 0,5 ml DNA po
restrikci a ligaci. Nasledovala preselektivni amplifikace v v termocykleru Eppendorf
s nasledujicim PCR profilem:
72°C/ 2:00 min.
94°C/ 2:00 min. 20x
56°C/ 0:30 min.
72°C/ 2:00 min.
60°C/ 30:00 min.

10 °C/hold
Po probéhnuti PCR bylo ke vzorkiim piidano 45 pl sterilni H,O, promichano a kratce
zcentrifugovano.
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Selektivni amplifikace: Byla ptipravena amplifika¢ni smés (sterilni H,O, 5,1 pl; 10x
buffer for RedTaq JS (Sigma), 1,0 ul; ANTP, 0,2 ul; EcoRI primer (znaceny), 0,5 ul; Msel
primer, 0,5 pl; RedTaq JS Polymerase (Sigma), 0,2 ul), ke které bylo pfidano 2,3 ul DNA po
preselektivni PCR. Nasledovala selektivni amplifikace v termocykleru Eppendorf s
nasledujicim schématem:
94°C/2:00
65°C/ 0:30
72°C/ 2:00
94°C/ 0:01
64°C/ 0:30 (v kazdém kroku -1°C) 8x
72°C/ 2:00
94°C/ 0:01
56°C/ 0:30 23x
72°C/ 2:00
60 °C/30:00
10 °C/hold

Precipitace produktu: 1 pl NaOAc (acetitu sodného) byl umistén na sténu 1,5 ml
eppendorfky, do vzniklé kapky byl ptfidan 1 pl produktu od kazdé barvy (kombinace primert).
Kapka byla splachnuta 25 pl 96% etanolu. Vzorek byl promichan a ponechén 20 min pfi -
20°C. Poté byl centrifugovan 30 minut pti 4 °C a 13 200 rpm. Supernatant byl slit a bylo
pfidano 100 pl 70% etanolu. Nasledovaly 5 min centrifugace pii 4 °C a 13 200 rpm,
supernatant byl slit. Oteviené zkumavky byly ponechany 5 min. pfi laboratorni teploté a
nasledné vysuSeny 5-10 min. pfi 65°C na termobloku. Pfed odnesenim vzorkl na sekvenator
bylo pfidano 10 pl smési (10 pl deionizovaného formamidu; 0,25 pl standardu GeneScan-
ROX-500), vzorky byly promichavany na termomixeru 3 min. pii 95°C a 300 rpm a poté
prepipetovany na platicko do sekvenatoru.

Vizualizace fragmentli probihala na automatickém sekvenitoru ABI 3100 Avant
v sekvenacni laboratoti PfF UK.

3.3.3 Analyza AFLP dat

Vyhodnoceni AFLP fragmenti

Data ze sekvenatoru, ktera byla automaticky analyzovana na pocita¢i sekvenatoru
(fragmentiim z restrikéni analyzy byly pfifazeny délky porovnanim s vnitinim standardem
GeneScan-ROX-500), byla dale vyhodnocovana pomoci programu Genographer.2.0 (J.
Benham, 1998, http://hordeum.oscs.montana.edu/genographer/; Kapan a Kapan, 2006). AFLP
fragmenty z vybranych, jasn¢ definovanych lokust byly skorovany jako pfitomné/neptitomné
bez ohledu na jejich intenzitu. Pro vyhodnoceni byly vybrany fragmenty v délkovém rozmezi
100-400 (-500) bp. Vysledky vyhodnoceni byly ptfevedeny do 0-1 matic a dale analyzovany.

Shlukovaci metody

Pro vypocet genetickych vzdalenosti mezi pary jedinc byl pouzit Nei-Li (Nei-Li, 1979),
Jaccardiv (Jaccard, 1908), popiipadé Dice; Sorenseniiv (Dice, 1945; Sorensen, 1948)
koeficient podobnosti. Fenogram byl zkonstruovan na zakladé indexd podobnosti pomoci
algoritmu neighbour-joining. Shlukovaci analyza byla provedena v programu TREECON
(Van de Peer a De Wachter 1994) a FAMD (Schliiter, 2006).
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PCoA

Nehierarchické hodnoceni dat pomoci analyzy hlavnich koordinat (PCoA) bylo provedeno
programem FAMD (Schliiter, 2006). Pro vypocet podobnosti byl pouzit Jaccardiiv koeficient.

3.4. Vysledky a diskuze
3.4.1 Vyhodnoceni fragmentu

Vyhodnoceni AFLP dat bylo provedeno pro celkovy pocet 120 jedincti z 28 populaci.
Ti1 kombinace primert (tab.4) poskytly celkem 181 polymorfnich lokust (46 lokust pro
kombinaci primerd ACT/CTT (B16); 48 lokusii pro AGC/CTG (Y23) a 87 lokust pro
kombinaci ACA/CAT (G4).

Béhem vyhodnocovani AFLP fragmenti byly nékteré vzorky odstranény pievazné
z davodu jejich nedostatecné kvality. Pro statisticka vyhodnocovani byla pouzita jen data
ziskana z kombinaci primerit G4 a Y23, nebot data z kombinace B16 byla po vizualizaci
fragmentli ohodnocena jako nekvalitni. To mohlo byt zpiisobeno napi. problémy pfi
amplifikaci.

Pro shlukové analyzy a PCoA byly pocitany genetické vzdalenosti ze 135
polymorfnich lokust.

Kombinace primerti | znaceni EcoRI primer Msel primer
G4 HEX ACA CAT
B16 FAM ACT CTT
Y23 NED AGC CTG

tabulka 4: kombinace selektivnich primerti pouzitych pii AFLP analyze rodu Curcuma.

Obrazek 6: vysek z AFLP gelu z oblasti fragmentti o délkach 80-260 bp z kombinace primera G4
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Obrazek 7: vysek z AFLP gelu z oblasti fragmentti o délkach 120-200 bp z kombinace primert Y23

3.4.2 Vyhodnoceni binarnich dat

Shlukovaci metody

Ze tfi binarnich matic (data z kombinace primertt G4, Y23 a jejich kombinace G4+Y23) bylo
ziskano odpovidajici mnozstvi matic genetickych vzdalenosti pocitanych podle Nei-Li,
Jaccardova nebo Dice; Sorensenova koeficientu podobnosti. Vysledkem shlukovacich N-J
analyzy jsou tfi nezakofenéné dendrogramy. Dva piikladné dendrogramy jsou vyobrazeny na
obrazcich 8 a 9.

Diskuze

Vsechny zkonstruované dendrogramy se v podstaté shodovaly v né€kolika vétvich na riznych
urovnich (oznaceni vyhodnocenych jedincti viz tab. 3):

Dobie byly vytvareny shluky charakterizujici jednotlivé populace s vyjimkou populaci
¢.84164 (C. longa= lonl-4) a ¢. 84120 (C. raktakanta = rakK1,K2). U rakK1, K2 byly
v analyze zahrnuty pouze dva zastupci a mohlo dojit snaze ke Spatnému skorovani.

Dal$imi dobfe vytvofenymi vétvemi byly shluky populaci stejného druhu tj. se
stejnym chromosomovym ¢islem, stupném ploidie a velikosti genomu, které¢ ale mohly mit
rozdilné geografické rozSifeni. Takové shluky utvofily naptf. dvé populace druhu C.
angustifolia (6x, GII) z oblasti Chattisgargh (centralni Indie) a Utaranchal (severni Indie), dvé
populace druhu C. montana (6x.GI) (C a CV) a dvé populace druhu C. aeruginosa (9x.GIl)
(JZ a SV Indie). To svéd¢i o korektni taxonomické klasifikaci téchto druht. U druhu C.
aeruginosa muze byt vysvétlenim takové blizké pribuznosti populaci nizka variabilita, ktera
je dana nonaploidnim charakterem tohoto druhu.

Na rozdil od téchto druha tvoficich kompaktni shluky, u dvou populaci druhu
C.aeruginosa ze stejné oblasti (Kerala) (jedinci oznaceni aerK1-K5, aerK11-K51) se vyskytlo
vyrazn¢ odliSné pattern a tyto populace jsou od sebe podstatné vzdaleny (aerK1-K5 tvoii
shluk s populaci stejného druhu, ale z oblasti Assamu (aerAsl-AsS) a s C. raktakanta( =
rakAs1-As2). Toto pattern zatim nelze dobie vysvétlit. Pro vylouceni moznosti zdmény
vzorkl bude provedeno opakovani analyzy.

Jiné vyrazné vétve shlukovaly nékteré ptislusniky stejnych genomovych skupin o
ruznych stupnich ploidie a s riznym geografickym rozsifenim.

Takovy shluk (oznacCeny “Gl.a*) byl tvofen populacemi druht: C. montana (6x.GI)
(monlJ1-J5), C. prakasha (6x.Gl) (praM1-M5), C. aromatica (9x.) (aroK1-K4), C.aeruginosa
(9x.) (aerK1-K5) a C. zanthorrhiza (9x) (zanK1-K4).

Podobny shluk ,,GL.b* byl tvofen populacemi druhti C. leucorrhiza (9x) (leuJ1-J4), C.
aeruginosa (9x) (aerK11-K51), C. ranchi (12x) (ranl-4) a C. raktakanta (15x) (rakAs1-As4).
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Takova shlukovani by mohla vypovidat o mozném vzniku vys$Sich polyploidid (9x)
z hexaploidnich druhti C. montana nebo C. prakasha v piipadé ,,Gl.a* nebo v ptipad¢ ,,GI.b*
o vzniku vysSich polyploidi (9%, 12x, 15x) z né€jakého blizkého spolecného predka s nizSim
stupném polyploidie, ktery ale nemusel byt zahrnut v této analyze.

Dalsi dobte odd€lenou vétev utvotily druhy sdilejici stejnou velikost genomu GII: C.
inodora (6x, GII)(indM1-M5), C. pseudomontana (6x, GII)(pseuM1-M5), C. bhatii (6x)(bhl1-
5), toto shlukovani mtze byt dano i stejnou geografickou oblasti vyskytu-zapadni pobiezi

Indie (obr.5.B).
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Obrazek 8: Nezakofenény fenogram vytvoieny na zaklad¢é genetickych vzdalenosti (podle Dice;
Sorensen koeficientu podobnosti) shlukovaci metodou neighbour-joining
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Obrazek 9: (na ptfedchozi stran¢€) dendrogram zkonstruovany na zdkladé genetickych vzdalenosti
metodou Neighbor-joining.

PCoA

Analyza hlavnich koordinat, ktera byla provedena na zdklad¢ genetickych vzdalenosti mezi
pary jedinct (podle Jaccardova koeficientu), podala v mnoha znacich souhlasné vysledky jako
shlukovaci metody. Pfikladné vysledky z PCoA analyzy jsou naznaceny na obrazcich 10 a 11.

Diskuze

Obrazek 10 naznacCuje vztahy mezi vSemi analyzovanymi populacemi druhd se stejnou
monoploidni velikosti genomu Cx = 0.30 — 0.33, tj. skupin 6x.GI, 9x, 12x a 15x.

V porovnani s dendrogramem (obr. 9) tento vysledek vystihuje ,,vétve™ vyse oznacené
jako ,,Gl.a* a ,,GL.b*.

.
. L
b L
. @
» L

Obrazek 10: PCoA: vztahy mezi polyploidnimi skupinami z genomové skupiny GI (Zluté body,
6x.GI(C. montana a C. prakasha); zelené body, 9x. ( C. leucorrhiza, C. aeruginosa, C. zanthorrhiza,
C. longa); modré body, 12x. (C. ,ranchi‘); rizové body, 15x. (C. raktakanta), Cerné body znaci ostatni
vyhodnocené skupiny: GII, GIII, 11x a pfibuzné druhy)
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Obrazek 11: PCoA: podpora shluku ,,GL.b* z dendrogramu (obr. 9) (barevné body: 9x: C. aeruginosa,
C. leucorrhiza; 12x: C. ranchi; 15x: C.raktakanta; ¢erné body: ostatni populace)

Obrazek 11 zdiraziuje podporu vétve v dendrogramu oznacené jako ,,GL.b*“, kde se shluk
vybranych nonaploidt, 12-ploidi a 15-ploida (barevné teCky) vyrazné oddélil od ostatnich
populaci (Cerné tecky).

Ostatni vysledky PCoA (obrazky neuvedeny) charakterizovali shluky podobnym
zpisobem jako tomu bylo u dendrogramd.

Celkové lIze shrnout, ze jak hierarchické shlukovaci analyzy, tak nehierarchické
analyzy hlavnich koordinat vcelku potvrdily studii Leong-Skorni¢kova et al. (2007), nebot
shluky na vys$i urovni nez populacni, které byly vyse popsany, byly tvofeny populacemi se
stejnou monoploidni velikosti genomu. Navic se noveé vytvorily skupiny shlukujici vice druhti
(napt. Gl.a, GI.b), které mohou vypovidat o jistych vztazich mezi jednotlivymi polyploidnimi
taxony.

Omezeny pocet analyzovanych populaci dovoluje vSak jen velmi omezené vhledy do
vztahl uvnitf celého rodu Curcuma a dal$i analyzy jsou proto nezbytné. Nezanedbatelna ¢ast
analyzovanych vzorkl byla také vyloucena pied zavéreCnym vyhodnocovanim a je tieba je
v budoucnosti zopakovat. Divody nedostatecné kvality vzorkd, kterd vedla k jejich vylouceni,
prisuzuji nizké kvalité extrahované DNA. Ta mohla byt zplisobena stafim listového materialu,
nebot’ byla téméf vzdy postizena cela studovand populace a nékteré z téchto populacnich
vzorkll byly sbirany ke konci vegetacni sezony (H. caulina). DalSim diivodem mohou byt
bliZze nevyjasnéné problémy pii amplifikaci fragmentu.
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4. Z.avér

Cilem praktické Casti této prace bylo ovétit a zhodnotit vhodnost pouziti metody AFLP pro
odvozeni vnitrodruhovych fylogenetickych vztahii v rdmci rodu Curcuma a aplikovat tuto
metodu na danou mnozinu populaci z riznych casti Indie.

V zavéru bych proto shrnula, ze ackoli metoda AFLP nebyla prozatim pouzita jako
metoda pro osvétleni fylogenetickych vztahii v Zadném rodu v ¢eledi Zingiberaceae, zda se
byti pro feSeni vztahti uvnitf rodu Curcuma pifinejmenSim slibnou.To podpira fakt, Ze
provedena predbéznd analyza je zvelké casti ve shod¢ s cytologickou studii (Leong-
Skorni¢kova et al., 2007), kterd pouzivala stejny rostlinny material (tzn. vzorky byly
taxonomicky uniformni s touto studii). Kromé toho jsou pozorovatelna také nova uskupenti,
ktera mohou vnést dalsi svétlo do vztahti nékterych taxond.

Cilem budouci diplomové prace by bylo navazani na zapocaté analyzy metodou AFLP
pro dokonalejsi pohled do evoluce rodu Curcuma a pomoci stejné metody také zhodnotit
vnitropopulaéni variabilitu uvnitf a mezi vybranymi druhy tohoto rodu. Vysledky takové
studie by mohly poskytnout zajimavé informace o genetickych rozdilnostech mezi taxony s
rozdilnymi stupni ploidie a mezi taxony rozmnozujicimi se vegetativné a semeny.

Pro dokonalejsi rekonstrukci fylogenetickych vztaht by bylo mozné pouzit dalsi
vhodnou molekularni metodu jako je napt. analyza mikrosatelitii, ktera by poskytla nezavisly
zdroj informaci o genetickém slozeni jednotlivych populaci. Z dalSich molekularnich markert
by mohlo byt uzitecné i sekvenovani nékterych tseki jaderné DNA (ITS, nebo tzv. low-copy
markert). Vyhody pouziti téchto markerti pro fylogenetické analyzy byly shrnuty v kapitole
224.
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