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ABSTRACT

The genughymus (Lamiaceae) is taxonomically a very complex genus with a higdguency

of hybridization and introgression among sympaspecies. Co-dominant molecular markers
provide an important tool for studies on matingtgrais and breeding systems. Here we
evaluated genetic diversity of differefttymus species Thymus serpyllum L. emend. Miller,
Thymus praecox Opiz., Thymus pulegioides L., Thymus pulegioides L. subsp.chamaedrys
(Fries) Gusul., Thymus valesciacus, Thymus pulcherrimus subsp sudeticus (Lyka) P. A.
Schmidt) by using 3 co-dominant SSR markers putswéoh we analyzed locus E089, D347
and D257. It was detected 36 polymorphic allele37mplants. The frequency of polymorphic
alleles for each species population was obtaine@®. individual plants we established more
than 2 alleles at least in one locus. Similarityatienships between populations were
described graphically by a dendrogram, which chestethe three populations with the
TFPGA (tools for population genetic analysis) peogr (Miller). The statistical relation
between population size and the number of polymoralteles was verified.
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UvoD

Rod Thymus pati mezi I&ivé rostliny znameé, cilenpéstované a vyuzivané od
antickych dob (STAHL-BISKUPS & SAEZ, 2002). Dloutuiat byl komegné vyuZivan
nejen pro léebné dinky v humanni medici) ale také ke konzervovani potravin a jako
kuchyinské kdeni (CASTLEMAN, 2004). Obsahcinnych latek, zejména silice a v ni
obsazenych slozek thymol, karvakrol, linalool, prene, borneol, greranioligduku;ji
antiseptické &inky. Rod Thymus je roz&ny po celém g€, zejména ve $Sdomdi
(SLAVIK, 2000). Zahrnuje tégF 350 drulfi, ale pouze & z nich jsou vyznamné z hlediska
komekniho vyuziti (LAWRENCE & TUCKER, 2002). | v naSiéfie je zastoupen hajn
zejména druhy Thymus vulgaris L., Thymus pulegiside, Thymus alpestris Tausch ex
A.J.Kerner, Thymus serpyllum L. emend. Miller, Thysnpraecox Opiz. a dalsi (DOSTAL,
1989). Mezi zastupci tohoto rdanizeme nalézt rostliny polyploidni i gynodioické (BRBS
a WALTERS, 2001). Empirické studie zaloZzené na pozéni polyploidi vyZaduji znalosti
jejich zpisobu @di¢nosti. Druhy s pedpokladanym allopolyploidnimigodem vykazuji
disomickou ddicnost, (i které je segregace chromozbistejna jako u nehomolognich par
chromozond u diploida. Naproti tomu, autopolyploidi formujéhem meidzy multivalenty,
z ¢ehoz vyplyva polysomickaediécnost (LANDERGOTT et al., 2006). V posledni @dyla
zantiena pozornost na evoluci pohlavnich rozmnozovasidiéni a na efekty spojené
s polyploidizaci, zrnami v kompatibili¢, urceni pohlavi a inbredni depresi (PANNELL,
2004). Jako vhodny molekularni geneticky nastra@ ptudium slozitych rozmnozovacich
systénii a spontannich ikzeni se jevi pouziti kodominantnich mikrosatetinimarkei
s vysokou diverzitou alel (BERGLUND et al., 2008)ikrosatelitni DNA (SSR — Simple
Sequence Repeat) jsou kratké (1-5 bp), unifosa opakujici motivy nukleotidv paitu
n¢kolika desitek az tistcpaii bazi. Markery zaloZzené na mikrosatelitech rrejiu grednosti,
mezi rez pati vysoky stupg polymorfismu (LI et al., 2002), rovhafmé zastoupeni v celém
genomu (JAKSE et al., 2001), vykazuji kodominanciv@aduji nepatrné mnoZstvi
analyzované DNA.

MATERIAL A METODIKA

Rostlinny material
Bylo hodnoceno 37 genotgpjejichz pivod a oznéeni uvadi Tab. 1 a Obr.1. Z&stupci

jednotlivych druli byli odebrani z kolekce rodu Thymus, ktera je odaha na pracovisti
VURYV, v.v.i., Oddtleni zelenin a specialnich plodin Olomouc, kter&ikala postup#é v
ramci skrovych expedic P reSeni projekt NAZV: "Mapovani, konzervace a monitorovani
genofondu mizejicich krajovych forem kulturnichthiosa jejich planych fibuznych drufi”,
"Vybér ekotypi domacich l&vych a kaeninovych rostlin” a individuelnich, kteréhy za cil
soustedit rostlinny i semenny material ¥gsré uréené lokality vCR. Navstivené lokality se
presré zantiovaly pomoci navigace GPS, takze se dajfrepnavstivit a identifikovat &etns
moznosti opakovanych odii vegetativnich i generativnichéasti vytipovanych genotyp
rodu Thymus. Jednotlivé druhy byly taxonomicky izezeny botanikem Jaroslave@tapem

v roce 2000. Od té doby jsou uchovavany v polnékail bez izolatat.




Tab. 1 Pdvod a oznaceni jednotlivych druhd rodu Thymus

Nazev Cislo vzorku Lokalita

Thymus valesciacus 0-6 MZLU, Lednice na Mora¥ Osivo ziskano
(2n=7?) od holandské firmy Mark Plaza

Thymus pulegioides L. MZLU, Lednice na Mora& Osivo ziskano
subsp chamaedrys 7-14 ze Stediska léivych rostlin LF MU na

( Fries) Gusul. (2n = 28) Kravi Hae v Brre

T.praecox Opiz (2n = 54) 25,26 MZLU, Lednice na Motav

T.pulegioides L. (2n = 28) 33,34 Siv-Krusné Hory 1998, Ndénec
T.pulegioides L. (2n = 28) 36-41 Siv- Krudné hory 1998, Horni Blatna
T.serpyllum L. emend. 27-29 Skr-Krusné Hory 1998, Sucha

Miller (2n = 24)

T. pulegioides L. 35 SlkEr-Krusné Hory 1998, Doupovské vrch
(2n = 28) TakSov

T.pulegioides L. 31 SkEr-BESKYDY 1999, Vsetinské vrchy,
(2n = 28) Ochmelovské louky

T.pulegioides L. 30 SkEr- BESKYDY 1999 ,Vsetinskeé vrchy,
(2n = 28) Okrahla

T. pulegioides L. 44 SkEr- BESKYDY 1999,Vsetinské vrchy,
(2n = 28) Zakogi

T. pulegioides L. 46,47 Skr-BESKYDY 1999,Moravskoslezské
(2n = 28) Beskydy, MionSi

T. pulegioides L. 48 SkEr-BESKYDY 1999,Moravskoslezské
(2n = 28) Beskydy,Horni Rozpité

Thymus pulcherrimus 45 Sker- JESENIKY 2000, Velka Kotlina
subsp sudeticus (Lyka) P.

A. Schmidt (2n = 30)

T.pulegioides L. (2n = 28) 32 Sér-Krusné hory 1998, Vysoka Pec

Obr 1. Pdavodni lokality hodnocenych zastupcd rodu Thymus
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Izolace, amplifikace a separace DNA

Izolace byla provedena pomoci izéa sady DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Némecko). Z dvodu vysokého obsahu inhéimich latek byl postup byl modifikovan dle
LANDERGOTTA et al. (2006). Variabilita byla testovana pomodi tikrosatelitnich
markefi navrzenych LANDERGOTTEMt al. (2006) pro drulthymus praecox Opiz. Byla
hodnocena variabilita loktisD347, D257, E089. Optimalizovana PCR amplifikacebfhala
nasledova:

Mikrosatelitni marker E089 - reaki smés o objemu 12,5 obsahovala 2 ng
genomické DNA, 0,5 UTag polymerazy (Fermentas) a &g howziho albuminu BSA
(Sigma). Koncentrace ostatnich komponent reakca hgkledujici: 10 mM Tris-HCI (pH
8,8), 50 mM KClI, 0,08 % Nonidet P40, 1,5 mM MgC0,16 mM dNTP, O,uM primer
E089-F, 0,2uM primer E089-R, 0,2 mM tetramethyl amonium oxd&ipBio).

Mikrosatelitni marker D257 - reaki smés o objemu 12,511 obsahovala 2 ng
genomické DNA, 0,5 UTag polymerazy (Fermentas) a &g howziho albuminu BSA
(Sigma). Koncentrace ostatnich komponent reakca hgkledujici: 10 mM Tris-HCI (pH
8,8), 50 mM KCI, 0,08 % Nonidet P40, 1,5 mM MgC0,16 mM dNTP, 0,6u4M primer
D257-F, 0,2uM primer D257-R, 0,2 mM tetramethyl amonium oxdEbpBio).

Mikrosatelitni marker D347 - reaki smés o objemu 12,511 obsahovala 2 ng
genomické DNA, 0,5 UTag polymerazy (Fermentas) a |5y howziho albuminu BSA
(Sigma). Koncentrace ostatnich komponent reakca hgkledujici: 10 mM Tris-HCI (pH
8,8), 50 mM KClI, 0,08 % Nonidet P40, 1,8 mM MgC0,16 mM dNTP, 1,JuM primer
D347-F, 0,7uM primer D347-R, 0,2 mM tetramethyl amonium oxd&bpBio).

Amplifikace marke# prokéhla v termocykleru DNA Engine (Bio-Rad, USA)&chto
krocich: pa@ateini denaturace ip 95 °C po dobu 3 minut, 35 cyklse opakovaly faze
denaturace ip 94 °C 35 s, annealinguipb7,5 °C 85 s pro lokus D2575ipbl °C 85 s pro
lokus D347 a 46 °C 65 s pro E 089 a nasledovala eskundova elongaceip/2 °C pro
D257 a E089, étrnacti sekundova elongace pro D347. Finalni eloagaolghla @i 72 °C a
trvala 15 minut. Optimalni annelai teplota kazdéeho primeru byla Zjp&ana pomoci
teplotniho gradientu. Separace vZorkyla provedena na vertikalni elektroforetické cele
Sequi — Gene Il (Bio-Rad, USA) v 6% denatunian akrylamidovém gelu (8M ntovina)
v 1x TBE pufru. Amplifikované vzorky byly upravengle BENBOUZA et al. (2006) a
podrobeny denaturaci po dobu 5 minit 4 °C. Separace vzaikprobihala 1,5h ip 70
W. Po obarveni dle BENBOUZAt al. (2006) byl vysledek zdokumentovan a digitalizovan
pomoci scaneru HP scanjet 4500c¢ (Hewlett-Packabdy)U

Statistické vyhodnoceni

Deskriptivni statistika populaci byla provedena poirprogramu TFPGA (Tools For
Population Genetic Analyses) ver.1.3. Konstrukceddegramu byla provedena na zakiad
algoritmu, ktery publikoval ROGER (1972).



VYSLEDKY A DISKUZE

Optimalizace amplifikace mikrosatelitnich mank&089, D257 a D347 u rodithymus

Metodicky postup (slozeni PCR a teplotriaagovy profil amplifikace), ktery pro druh
Thymus praecox agg. navrhl LANDERGOTTet al. (2006) nebylo mozné spolehdiv
aplikovat. Ri pouziti identickych podminek dochazelo k vyskyespecifickych amplifikaci,
netemplatoveého zabudovani bazi do amplikariak zvanych ,stutter bandns” (SMiTddal .,
1995). Z ¢chto divodi byla provedena optimalizace sloZzeni amplifikiah reakci i vlastnich
teplotnich podminek PCR poma@dy Kizovych experimerit Modifikace sloZzeni reaki
smeési spa&ivala zejména vidani tetramethyl amonium oxalatu (0,2 mM). Tatonkmnenta
PCR vykazuje obdobny efekt jako formamid nebo DMSKapomaha ndjklad k
odstraiovani vlasenkovych struktur templatové DNA, ktergvd)i zpisobeny nejastji
vyskytem GC domén (KOVAROVA a DRABER, 2000).

LANDERGOTT et al. (2006) uvadi Ze pro detekci polymorfigroyla pouzita fima
sekvenace PCR amplikbnEelektroforeticka detekce polymorfnich alel 3 rosatelitnich
lokusi u rodu Thymus byla spolehliva a jednoztiaa — Obr 2. Rovrez rozgti velikosti
aplikoni 124 — 142 bp u lokusu E089, 73 — 142 u lokusu D2304 - 163 bp u lokusu D347
odpovida vysledkm, které publikoval LANDERGOTE al. (2006).



Obr 2.: Elektroforeogram alelickych sestav mikrosatelitniho lokusu EO89 — oznaceni a taxonomické zarazeni hodnocenych genotypd je
uvedeno v Tab 1.
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S - hmotnostni standard (GeneRuler TM 50 bp DNA Ladder, Fermentas)



Frekvence jedints diploidnimi a polyploidnimi sestavami alel hodanych lokug

ZTab 1. vyplyva, Ze pro analyzy bylo pouzito celkem 37stlia, které byly
taxonomicky zgazeny do 6 botanickych skupin dle diuihespektive poddruh U 34 rostlin
byla zjiS€na @itomnost vzdy pouze dvou alel u vSech mikrosateltiokugi. U 3 jeding
byl zjiSten vyskyt alespd jednoho lokusu s vysSim gem alel nez 2. Jedna se o nasleduijici

genotypy:

Thymus valesciacus (A2A7 B6B8B12B14C8C15)
Thymus pulegioides L. (A4A5A7 B8B13 C3C9C13C 14 Obr. 2 (€.36)
Thymus pulegioides L. (A5A7 B1B6B14C4C9C10C1p

Je patrné, Ze ke zvySenicpoalel doslo pouze u 8,1 % hodnocenych rostlio pouze
u dvou populaci. Vyskyt 3 respektive 4 variabilnialel alespd pro jeden genotyp je
charakteristicky pro vSechnyiit hodnocené mikrosatelitni lokusy. U druhtihymus
valesciacus se nepoddlo zjistit blizSi informace o jeho karyotypu. Zgwedenych
molekularnich analyz vyplyva, Ze u jednoho jedif\zoreké. 3) Zejme doslo k alloploidii —
lokus D257 je zde prezentovan 4 B alelaitiymus pulegioides L. je diploidni druh (2n =
28). U dvou jedint (vzorky¢. 36 a 47) byly zjiginy polyploidni p@ty a to rovnou ve dvou
mikrosatelitnich lokusech E089 a D347 respektives D2 D347. Z porovnani alelickych
sestav v lokusu D347 (vzdy 4zné C alely) u dvou zastujpd@hymus pulegioides L. vyplyva
moZzna hypotéza, Ze tito jedinci vznikli na zakiadloploidie a jedna se tudiz o tetraploidni
genotypy. V lokusu E089 respektive D257 seschto genotyf vyskytuji vzdy ti odlisSné
alely. Ritomnost 3 odliSnych alel by teoreticky n&dsovala moznému triploidnimu
genotypu. Tuto hypotézu je vSak mozné spoléhiyloucit jiz zminovanou analyzou lokusu
D347, ktery je vzdy charakteristicky 4znymi C alelami. Htomnost pouze 3 alel u lokius
D257 respektive E089 si Ize vydlit tim, Ze jeden z lokus je piitomen v homozygotni
sesta¥ a jedna se tudiz rowha o tetraploidni genotyp.

Provedené genetické analyzy jedna@mdanepotvrdily gredpoklad, Z&hymus praecox
Opiz. s karyotypem somatické ity obsahujicim 54 chromozdnje alloploidnim druhem.
Pavodni hypotéza u tohoto druhu byla takova, Ze kusech by se teoreticky dhy
vyskytovat 4 @zné alely. Pro analyzu byly pouzity pouze: dastliny. Ani u jedné z nich se
nepodailo detekovat vice nez 2 alely v lokusu. Tetraphdidharakter materialu vSak nelze
vylouwcit z davoda teoreticky moznych homozygotnich sestav polyplahdn lokusi.
Molekularni analyzy jsou podpeny fadou praci, ve kterych byla mezidruhova hybridizace
zkoumana na zakladnorfologickych znak. V oblastech, kde se stykaji dva nebo vice @lruh
matgidousSek, dochazi velntasto ke kizeni. Rozpoznavani hybtidzt€zuje jejich fertilita a
zpstné Kizeni CAP, 1979). Zi&chto divoda Ize ziskané vysledky povaZzovat za originalni
metodu, ktera iiize doplnittadu taxonomickych studii u rodinymus.

Vzhledem ktomu, Ze pro studium variability pomilaodu Thymus byl pouzit
program TFPGA, ktery nedokaze vzajenporovnavat diploidni a polyploidni genotypy téze



populace, byly pro nasledujici analyzy pouzity moumstliny s detekovanymi dma
polymorfnimi alelami v jednom lokusu.

Frekvence polymorfnich mikrosatelitnich alel u jetliwych populacich

Na nasledujicich grafech je uveddriped polymorfnich alel, které byly detekovany
u mikrosatelitnich lokusE089, D257 a D347.

Graf 1. Frekvence alel v mikrosatelitnim lokusu E089
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Graf 2. Frekvence alel v mikrosatelitnim lokusu D257

Frekvence alel v lokusu D257
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Graf 3. Frekvence alel v mikrosatelitnim lokusu D347
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3 - Thymus praecox Opiz (2n=354)

Ziskané vysledky lze diskutovat sgem alel u jednotlivych lokus které navrhli
LANDERGOTT et al. (2006) @i hodnoceni 40 genotypdeseti Svycarskych populaci druhu
Thymus praecox agg. Poet polymorfnich alel nalezenych pro tento druh kuku E089 byl
jen o jednu nizSi nez u hodnocenych Sesti popoldicsnych druli a Ize tedy konstatovat, Ze
trinukleotidovy mikrosatelit E089, se sedmi odligriyalelami, prokazoval jednozéa
nejnizsi variabilitu. Dinukleotidovy lokus D257 bJWANDERGOTTEM et al. (2006)
posuzovan jests dalSimiitemi mikrosatelity, které dohromady poskytovaly ¥ &tiliSnych
alel. Ri hodnoceni dvou jediricdruhuT. praecox Opiz. zCR byly nalezeny pouze 3 alely a



ze ziskanych dat je tedyegimé, Ze analyzy jsou ovli¢ny paitem hodnocenych genotyp
Kone:ného pdtu 14 polymorfnich alel pro tento lokus bylo dosazeejména diky druim
T. valesciacus a T. pulegioides L. NejvySSi stupk variability prokazal mikrosatelit D347, u
kterého zaznamenali LANDERGOT@ al. (2006) 39 alel. Rt objevenych alel u vice
druhi byl zhruba polouini, coz vys¥tluje fakt, Ze hodnocené populace bylieyazri
diploidni, oproti tetraploidnim rostlinam praecox agg.

Frekvence jedintcs homozygotni sestavou alel hodnocenych mikragatel

Homozygotni sestava alel v lokusu E089 byla &jigtu 38,24 % vSech hodnocenych
rostlin. VSechny homozygotni sestavy odpovidaljické kombinaci ASA5. Homozygotni
sestavy byly zji&ny u nasledujicich druih Thymus pulegioides L. subs.chamaedrys (Fries)
Gusul., Thymus pulegioides L. a Thymus serpyllum L. emend. Miller.

Homozygotni sestava alel vlokusu D257 byla detékav u 5,88 % vSech
hodnocenych rostlin. Polovina homozyfyatykazovala alelickou kombinaci B5BTHymus
pulegioides L) a druh&a polovina kombinaci ale B8B8hymus pulegioides L. subs.
chamaedrys (Fries) Gusul.).

Homozygotni sestava alel v lokusu D347 byla nalezeowvrtz u 5,88 % vSech
hodnocenych rostlin. Polovina homozyydityla charakteristicka alelickou sestavou C9C9 a
druh& polovina sestavou C12C12. Homozygotni sestdoynto lokusu byly zjigny pouze u
botanického druhthymus serpyllum L. emend. Miller.

Pritomnost dvou homozygotnich lokubyla zjiS€na vzdy u jednoho zastuptaymus
pulegioides L. subs.chamaedrys (Fries) Gusul. (genotyp ASA5B8EMBC13) aThymus
pulegioides L. (genotyp A5A5B8B&11C14). Vyskyt homozygotnich jedincve dvou
lokusech pouze wthto dvou populaci Ize vysitlit tim, Ze ol& populace byly zastoupeny
nejvetsSim pa@&tem hodnocenych rostlin. Z hlediskavpdu Ize tyto populace povazovat za
prostoro¥ dostatén¢ izolované. RostlinyThymus pulegioides L. subs.chamaedrys (Fries)
Gusul. pochazi z vysevu semen, ktery byl realizovarLF MU v Bri¢ Kravi Hare. Druha
populace Thymus pulegioides L. byla ziskdna sivem v rékolika piirozenych lokalitach
v oblasti Krusnych hor, Doupovskych vich Moravskoslezskych Besky@lfr 1). Z tohoto
pohledu Ize vyvodit hypotézu, Ze homozygotni sest@BA5 mikrosatelitniho lokusu E089
by mohla byt geneticky konzervovanaizmych poddrufh Thymus pulegioides L.

Druhy, u kterych nebyla zji&a homozygotni sestava alel u ZzadnéhaizeauZzitych
mikrosatelitnich markérjsou nasledujiciThymus valesciacus a Thymus pulcherrimus subsp.
sudeticus Lyka P. A. Schmidt. Tato skufeost je zajimava zejména z pohledu drithymus
valesciacus, u kterého bylo hodnoceno celkem 6 rostlifi. ®udiu taxonomické literatury
zantiené na rodrhymus nebyly u tohoto druhu ziskany Zadné botanickécgtogenetické
informace, krom jediného internetového odkazuhttp://www.marktplaza.nl/Thymus-
valesciacus-1757703.phpledn& se o nabidkovy katalog holandské zahradlfiiony Mark
Plaza, kter4 se zabyva distribuci okrasnych rostliatré skalntek a I€ivych rostlin.
Hodnocenych 6 rostlin tohoto druhu pochazelo zeekbMZLU ZF v Lednici na Mora.

Z Grafu 1, Grafu 2 aGrafu 3 vyplyva, Ze v lokusu E089 bylo detekovano 5 polyimizch alel,
v lokusu D257 6 polymorfnich alel a v lokusu D34&mz 6 polymorfnich alel. VSech 6




jedinal Thymus valesciacus bylo moZzno pomociéthto markel vzajemr odliSit. Sodasré
nebyla detekovana ani jedna homozygotni sestawad e charakteristickd pro inbredni
populace. Zdchto vysledk vyplyva fakt, Ze rostliny pochazejici ze sbirek ME ZF

v Lednici na Moraw, negedstavuji soubor klonovanych rostlin, které jsopidgé pro
komekné mnozenéskalniky. Jedna se o0 geneticky variabilni populaci, u é&tdze
piedpokladat pohlavni #igob rozmnoZovani aighi.

DalSi druhem, u kterych nebyl zjgt vyskyt Zadnych homozygotnich alelickych
sestav bylThymus pullcherimus subsp.sudeticus Lyka P. A. Schmidt. Tato skuteost
vyplyva zejména z nizkého o hodnocenych rostlinFab. 1.

U druhu Thymus praecox Opiz. byly detekovany vzdy dvalely u kazdého lokusu,
které by teoreticky mohly odpovidat heterozygotestae alel. Z cytogenetickych studii u
tohoto druhu vyplyva, Ze se jedna o alloploidni aginicky druh (2n = 54) a proto se lze
piiklonit k hypotéze, Ze se jedna o homozygotni sgstael a kazda alela je stasre
v karyotypu reprezentovargyimi kopiemi.

Genetické podobnosti mezi hodnocenymi druhy rblaymus

Pro zpracovani genetickych podobnosti alelickychmiimaci v mikrosatelitnich
lokusech E089, D257 a D347 byl pouzit program TFPGANto program vyuziva
v molekularni taxonomii a evalni biologii fada autar — nagiklad Li et al. (2008).
Vzajemna podobnost detekovanych gendtygyla stanovena na zakkdhodobnostniho
koeficientu podle ROGER (1972). Vyhodou tohoto akpaou je, Ze ziskana data jsou
hodnocena z pohledu kodominantnich mikrosatelitnicarkefi charakterizujicich vzdy
danou konkrétni populaci — botanicky druh. PostalpZzeny na vyhodnoceni binarni datové
matice RAPD polymorfisiin, ktery u I€ivych rostlin pouzili napp PIORO-JABRUCKAet al.
(2007) a VASCKOVA et al. (2008), umoznil pouhy odhad genetické podobnustzéaklad
Diceho podobnostnich koeficiént

Obr 3. Dendrogram vyjadfujici genetické vzdalenosti alelickych sestav mikrosatelitnich
lokust E089, D257 a D347 u hodnocenych zastupcd rodu Thymus

Koeficient genetické vzdalenosti podle Roger (1972)
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Thymus serpyllum emend. Miller (2n=24)

Thymus valesciacus (2n="1)
4|‘ Thymus pulcherrimus subsp. sudeticus (Lyka) P. A. Schmidt (2n=30)

Thymus praecox Opiz (2n = 54)

Z dendrogramu vyplyva, Ze nejmenSi genetickou \era#t vykazovalyThymus
pulegioides L. subs.chamaedrys (Fries) Gusul. arhymus pulegioides L. — u kterych byla



hodnota koeficientu podle ROGER (1972) pouze 0,193hto vysledek koreluje rovh

s taxonomickymi a cytogentickymi charakteristika(@LAVIK et al., 2000). Jedna se o
poddruh se shodnym karyotypem (2n = 28). DalSiodtipli drunThymus serpyllum L. emend.
Miller (2n = 24) vykazoval oprotifgdchozi dvojici druth genetickou vzdalenost odpovidajici
koeficientu 0,3914. NepiSi genetickou vzdalenost od diuls relativé nizkym pd@tem
chromozond (Thymus pulegioides L. subs.chamaedrys (Fries) Gusul. a&hymus pulegioides
L.) vykazovalThymus praecox Opiz. s 2n = 54 (SLAViket al., 2000).

Statistické hodnoceni zavislosti mezigmn detekovanych polymorfnich mikrosatelitnich
alel a pdgtem jediné v populaci

Vztah mezi velikosti populace, biodiverzitou a adé&pi schopnosti byl zkouman
fadou autak, nag. KAENE et al. (1999). Vyrazné zredukovani velikosti populace ydtbe
okamzit vyvolava sniZzeni biodiverzity a nasledné snizénie$. Tato skutaost se tyké
rovreéZz kolekci genovych zdrdj pavodnich planych druh které byly introdukovany
z pavodnich lokalit do sbirkovych kolekci genovych bai@HLOUPEK, 2000). Variabilni
pocet rostlin u jednotlivych hodnocenych dtummodu Thymus byl vyuZit jako modelovy
statisticky giklad takovéto situace. Pomoci regresni a kénélanalyzy uvedené naraf 4,
bylo jednozn#éné potvrzeno, Ze se uvstajicim pétem jedind v populaci vzista i péet alel
mikrosatelitnich lokus E089, D257a D347. Zji&a hodnota koretmiho koeficientu r =
0,9709 odpovida velmésné zavislosti.

Graf 4. Statistické hodnoceni zavislosti poctu detekovanych mikrosatelitnich alel na poctu
analyzovanych jedincd
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ZAVER

Byla optimalizovana amplifikace mikrosatelitnich nkexdt E089, D257 a D347 pro
razné druhy rodurhymus. Pro kazdy lokus byl u 37 genotyg diploidnimi a polyploidnimi
sestavami stanoven ¢t polymorfnich alel. U 3 jediricbyl zjiSn vyskyt alespd jednoho
lokusu s vysSim psem alel nez 2. Byla zji&a frekvence polymorfnich mikrosatelitnich
alel u jednotlivych populacich. Homozygotni sestale v lokusu E089 byla zji&ta u 38,24
% vSech hodnocenych rostlin. V lokusech D257 a Di3@ld detekovana u 5,88 % genaiyp
Pro zpracovani genetickych podobnosti alelickycimiimaci v mikrosatelitnich lokusech
E089, D257 a D347 byl pouzit program TFPGA. N&vV genetickou vzdalenost od diuh
s relativie nizkym p@&tem chromozérin (Thymus pulegioides L. subs.chamaedrys (Fries)
Gusul. aThymus pulegioides L.) vykazovalThymus praecox Opiz. s 2n = 54 (Slavikt al.,
2000). Pomoci regresni a kor&glé analyzy bylo jednoziaé potvrzeno, Ze se Mstajicim
poctem jedind v populaci vziista i p@et alel mikrosatelitnich lokuisE089, D257a D347.
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