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ANOTACE

V Ceské republice je kmin kotenny (Carum carvi L.) vyznamnou hospodaiskou rostlinou
s dlouholetou tradici péstovani. Piesto se jedna o dosud malo popsanou plodinu z hlediska
molekularné genetické charakterizace. Disertacni prace je proto zaméiena na studium genetické
diverzity souboru 95 genotypt ceského ptivodu a moznost odriidové identifikace. Pro tyto ucely
bylo analyzovano 12 SSR markerti pienesenych z ptibuznych rostlin ¢eledi Apiaceae. Studie
byla dale doplnéna o 8 ISSR markerd. Prace zaroven poskytuje metodicky postup pro izolaci
DNA z odlisnych rostlinnych materialt, s doporuc¢enim metody CTAB-PVP pro listy
a komercnich kit pro semena.

SSR 1 ISSR markery poskytly celkové nizké hodnoty diverzitnich indexti (He =0,378;
H=0,279), které odrazi omezenou genetickou diverzitu v ramci studovaného souboru. Pomoci
testu AMOVA bylo zjisténo, ze 82-94 % genetické variance je lokalizovano uvnitt skupin.
Oba typy markerit shodné identifikovaly biologicky i Slechtitelsky typ jako statisticky
signifikantni strukturujici faktor (p <0,001), pfi¢emz statisticky test PERMANOVA oznacil
biologicky typ za siln€jsi prediktor genetické struktury.

Klastrovaci analyzy (PCoA, UPGMA, snapclust) odhalily spiSe kontinudlni charakter
populacni struktury se smiSenou piisluSnosti n€kolika jedincti. Na odriidové urovni oddélila
DAPC u SSR 1 ISSR markerit vSechny analyzované odriidy (Aklei, Aprim, Kamin, Rekord)
a naznacila tak potencial pro budouci identifikaci registrovanych odrud.

Mantelv test prokazal stfedné silnou korelaci mezi obéma typy markert (r = 0,402;
p <0,0001), coz potvrzuje, Ze SSR a ISSR markery zachycuji Castecné odliSné aspekty
genetické variability a jejich kombinace poskytla v této praci vice komplexni pfistup. Ziskané
vysledky potvrzuji vyuzitelnost obou typti markeri pro detekci genetické variability u kminu

kotenného na tirovni skupin i odrtd.



ANOTATION

In the Czech Republic, caraway (Carum carvi L.) is an important crop with a long tradition of
cultivation. Nevertheless, it remains a relatively understudied crop, particularly in terms of
molecular genetic analysis. This dissertation thesis therefore focuses on studying the genetic
diversity of a Czech collection of 95 genotypes and the possibility of variety identification. For
this purpose, 12 SSR markers were analysed, derived from related plants of the Apiaceae
family. The study was further expanded with 8 ISSR markers. The thesis also provides
a methodological procedure for DNA isolation from various plant materials, recommending the
CTAB-PVP method for leaves and commercial kits for seeds.

Both SSR and ISSR markers yielded overall low diversity indices (He = 0,378; H =0,279),
reflecting limited genetic diversity within the studied population. The AMOVA test revealed
that 82-94% of genetic variance is located within groups. Both types of markers consistently
identified biological and breeding types as statistically significant structuring factors
(p <0,001), while the PERMANOVA statistical test identified biological type as a stronger
predictor of genetic structure.

Clustering analyses (PCoA, UPGMA, snapclust) revealed a rather continuous character of
the population structure with mixed membership of several individuals. At the variety level,
DAPC for both SSR and ISSR markers separated all analysed varieties (Aklei, Aprim, Kamin,
Rekord), thus indicating potential for the future identification of registered varieties.

The Mantel test revealed a moderate correlation between the two types of markers
(r=0,402; p<0,0001), confirming that SSR and ISSR markers detect partially different aspects
of genetic variability and that their combination provided a more comprehensive approach in
this study. The results obtained confirm the utility of both types of markers for detecting genetic

variability in caraway at both the group and variety level
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UvVOD

Kmin kofenny (Carum carvi L.) je vyznamnou hospodaiskou rostlinou z ¢eledi mifikovité
(Apiaceae). Péstovani kminu ma v Ceské republice dlouholetou tradici zejména diky vhodnym
podminkam podnebi a prostiedi. K dnenimu dni je v Ceské republice registrovano sedm odrid
kminu kofenného a od roku 2008 nese komodita Cesky kmin chranéné oznaceni ptivodu v ramci
Evropské unie.

Se zvySujici se potfebou novych odrid hospodéisky vyznamnych rostlin je jejich
charakterizace a sledovani genetické variability predpokladem efektivniho Slechténi
a zachovani genovych zdroji. Morfologické znaky ptitom nemusi vzdy poskytovat dostatecné
rozliSeni, a proto se v poslednich letech stale vice uplatiiuji molekuldrni markery. Ty poskytuji
dostate¢nou reprodukovatelnost, nezavislost na vnéjSich podminkéch prostiedi a mohou
vyznamné dopliiovat konvenéni Slechtitelské postupy.

Diserta¢ni prace je zaméfena na studium genetické diverzity u kminu kofenného s vyuzitim
SSR (Simple Sequence Repeat) a ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markerii. Metodika
vyuziti SSR markeri u kminu kofenného zatim neni v Ceské republice zavedena a ani
zahrani¢ni studie neposkytuji dostatek informaci o jejich aplikaci u této plodiny. Prace proto
vychézi z dostupnych studii genetické diverzity v ramci ¢eledi mifikovitych a ovéiuje moznosti
ptenosu téchto pfistupli na kmin kotfenny. Analyza ISSR markert slouzi k roz§iteni molekuldrni
charakterizace studované kolekce a ke vzdjemnému porovnéani informacni hodnoty obou typt

markeru.



1. LITERARNI PREHLED

1.1  Celed mifikovité (Apiaceae)
Celed’ mitikovité (Apiaceae) patii k vyznamnym a druhové bohatym &eledim rostlin (Plunkett
& Lowry, 2001). Celed zahrnuje rostliny primarné 16¢ivé a aromatické — kmin kofenny (Carum
carvi), kmin fimsky (Cuminum cyminum), Koriandr sety (Coriandrum sativum) — 1 vyznamné
zeleniny, jako jsou petrzel zahradni (Petroselinum crispum), mrkev obecna (Daucus carota)
a miftik celer (Apium graveolens) (Jamalova et al., 2021). Tato ¢eled’ zahrnuje kromé rostlin
uzitkovych také rostliny jedovaté, kvili jejich morfologické podobnosti a podobné chemické
skladbé vSak dochazi k jejich zaméné. Biochemické markery jsou pro tyto druhy nedostatecné
a spravnd molekularni identifikace druhti je zadsadni (Abdelaziz et al., 2024).

Celed Apiaceae je znama svou vyraznou chuti, diky niZ je mnoho zastupct vyuzivano jako
koteni, poptipadé k ptipravé bylinnych ¢ajii. Specifickou chut’ rostliny ziskavaji pfitomnosti
silic a pryskyfic ve schizogennich kanélcich v nadzemnich ipodzemnich ¢astech rostlin

(Heywood, 1971).

1.2 Kmin kofenny (Carum carvi L.)

Kmin kotenny (Carum carvi L., 2n = 20, Apiaceae) je rostlinou podminéné dvouletou s délkou
vegetacni doby 300-340 dni. Dostupné jsou vsak i jednoleté odrudy s kratsi vegetacni dobou
(130240 dni) (de Haro Reyes et al., 2025; Kocourkova, 1996). Kmin se péstuje pro obsah silic,
které jsou pfitomny v celé rostling, ale jejich koncentrace je nejvyssi v nazkach (semenech)
(Kamenik, 1996). Nazky kminu obsahuji 1-6 % esencialnich oleja (silic), které davaji kminu
charakteristické aroma. Mnozstvi a slozeni silice je geneticky podminéné a zavisi
na klimatickych podminkéach, dobé kveteni a dozravani ploda (Sedlakova et al., 2003).

Kmin kofenny je rostlina pevazné cizospraina (60—70 % heterogamni) (Smirous, 2005).
Slechtitelé vyuzivaji piedev§im hybridizaci a selekci, coz vyzaduje 10-15 let k vytvofeni
novych odriid (Smykalova & Horacek, 2021). Podminky péstovani kminu reflektuji sméry
Slechténi, které se dlouhodobé zaméiuji na zvysSeni obsahu silic (Kralik et al., 2007) a odolnost
proti klimatickym strestim a zkraceni vegetacni doby (von Maydell et al., 2022). Dtive byly
studie zaméfeny na vyslechténi kminu neopadavého typu (Smirous & Kocourkova, 2006),
soucasné jarni odridy Lesix a Aklei se jiz vyznacuji stfedni aZ zvySenou odolnosti proti

opadavani nazek (Zehnalek & Kraus, 2024). Tyto odriidy sice mirn€ zaostavaji ve vynosu nazek

vvvvv



jako odolnost proti polehéni ¢i odolnost proti napadeni vybranymi patogeny v disledku
pozdéjsi doby vchazeni (Seidenglanz et al., 2023).

Odridy kminu lze rozdé¢lit na dvouleté a jednoleté. Zatimco dvouleté jsou rozsiteny
na severni Afriku a Blizky vychod a ptfedpoklada se u nich egyptsky ptivod (Nemeth, 1998).
Jednoleté odriidy se nicméné v soucasnosti péstuji i v Evropé, byly ale zavedeny az v 90. letech
20. stoleti.

Péstovani kminu mad v Ceskych zemich bohatou tradici. Na domacich péstitelskych
plochach ptevazuji az ze 75 % tradi¢ni dvouleté odriidy, zbyvajici plochu tvoii domaci odrtida
ozimého kminu Aprim (registrace 2014) (Zehnalek & Kraus, 2024). Komodita Cesky kmin
nese od roku 2008 chranéné oznaceni ptivodu v ramci Evropské unie (Kralik et al., 2007).
K dnesnimu dni je v Ceské republice registrovano sedm odrid kminu kofenného, pfi¢emz
zadosti o registraci dalSich dvou dvouletych odrid jsou aktudlné¢ v procesu schvalovani

(Ustiedni kontrolni a zkuebni Gstav zeméd&lsky, 2026).

1.3  Geneticka diverzita a jeji ochrana

Se zvySujici se potiebou novych odrid hospodaisky vyznamnych rostlin je jejich charakterizace
a sledovani genetické variability pfedpokladem efektivniho Slechténi a zachovani genovych
stability. S rostouci genetickou diverzitou v populaci roste 1 jeji odolnost vii¢i zménam prostiedi
a schopnost druhu ptezit v konkurenci s ostatnimi druhy (Primack et al., 2011). Intenzivni
Slechténi sice vede ke zlepSovani vynosu a dalSich vlastnosti, ale Casto zaroven zuZuje
genetickou zékladnu kulturnich plodin (Khoury et al., 2022).

K ochrané genetickych zdroji se vyuzivaji dva hlavni ptistupy: ex situ (genové banky, kde
jsou semena uchovavana mimo piivodni prostredi) a in sifu (zachovani ptirodnich populaci nebo
tradi¢nich odrid pfimo na polich ¢i v pfirod¢) (Brozynska et al., 2016). Kombinace obou
piistupl je povaZzovana za nejspolehlivéjsi formu ochrany genetickych zdrojti (Cohen et al.,
1991; Khoury et al., 2022). Kmin kofenny je v Ceské republice spravovan Oddélenim
genetickych zdrojii zelenin, 16¢ivych rostlin a specidlnich plodin VURV, v.v.i. v Olomouci,
jako soucast kolekce genetickych zdroju zelenin, 1é¢ivych, aromatickych a kofeninovych rostlin
(Dotlacil et al., 2013). Genetické zdroje kminu jsou soucasti 1 dalSich kolekei, piikladem je
kolekce Genové banky CGN v Nizozemsku (CGN — Centre for Genetic Resources, the
Netherlands). Tato kolekce je vSak relativné mala, a to v disledku omezenych $lechtitelskych

aktivit u této rostliny (CGN, 2026).



1.4 Molekularni markery a jejichz vyuziti v ¢eledi Apiaceae

Molekularni markery jsou povazovany za lepsi nez tradiéni markery zalozené na morfologii
a proteinech, protoze jsou cetné, spolehlivé, byvaji vhodné k automatizaci a jsou cenovée
vyhodné (Spooner et al., 2005).

SSR markery piedstavuji opakujici se motivy o délce 1-6 nukleotidl, které se vyskytuji
v kédujicich 1 nekddujicich oblastech genomii eukaryot i prokaryot, véetné mitochondridlni
a chloroplastové DNA (Garrido-Cardenas et al., 2018; Powell et al., 1996). Pies velké mnozstvi
dostupnych molekularnich markert patti SSR markery k jedném z nejpopulérnéjSich z mnoha
divodi — v genetice rostlin to je diky jejich reprodukovatelnosti, kodominantni dédi¢nosti
a relativné dobrému pokryti genomu (Guler & Imamoglu, 2023).

Jednou z moZnosti, jak ziskat SSR markery u minoritnich plodin, kde je k dispozici malo
informaci o genomu, je vyuziti pfenositelnosti SSR markert z ptibuznych druhti. Tato metoda
vychazi z ptredpokladu, ze urcité ¢asti DNA mohou byt u ptibuznych druhti dostate¢né podobné,
diky ¢emuz je mozné pouzit jiz existujici primery k amplifikaci SSR markerti i v novém
cilovém organismu (Rossetto, 2001). V cCeledi Apiaceae Cavagnaro et al. (2011) popsali
ptenositelnost 58.3 % mezi druhy Daucus sp. a dokonce 41 % napfic celou Celedi Apiaceae.
Uspé&snost pienosu v riiznych studiich se viak vyrazng lisi, a to jak v ramci jednoho rodu (4,7—
100 %), tak napti¢ riznymi rody (0—71,4 %) (Rossetto, 2001).

Zatimco polymorfismy SSR jsou detekovany pomoci dvojice primert, které jsou jedine¢né
pro jeden lokus v genomu, ISSR vyuZivaji pro studium polymorfismii pouze jediny primer.
V tomto piipadé je jeden primer vyuzivan k amplifikaci fragmenti mezi dvéma identickymi,
ale inverzné orientovanymi sousednimi mikrosatelity (Hussain & Nisar, 2020). Vyuziti
dominatnich ISSR markeri obchazi vétSinu praktickych omezeni SSR a RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) analyzy (Reddy et al., 2002).

Dosavadni genetické studie kminu koifenného

Ptestoze je kmin hospodatsky vyznamnym zastupcem celedi Apiaceae, ptevazna ¢ast publikaci
zamétenych na charakteristické znaky této Celedi a genetické srovnani jejich zastupcl jej
zminuje okrajové (Palumbo et al., 2021; Wang et al., 2022). Divodem miiZe byt omezené
mnozstvi genetickych studii u kminu, které nabyvaji na vyznamu az v poslednich letech (von
Maydell et al., 2020). Jak zmintuje Wang et al. (2022), molekularni markery jako AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism), SSR ¢i ISSR jsou §iroce pouzivany pfi Slechténi
zastupct Celedi Apiaceae a pii studiu genetické diverzity v populaci, ale cetnost studii je

u raznych plodin odli$na.



Geneticka analyza kminu byla po dlouhou dobu omezena na vyuziti RAPD markert
(Janipour et al., 2018; Laribi et al., 2011), a to zejména z diivodu, ze genom kminu dosud nebyl
kompletné popsan (von Maydell et al., 2024). RAPD markery totiz nevyzaduji znalost sekvence
DNA, coz umoznilo jejich pouziti 1 bez dostupného referencniho genomu (Hussain & Nisar,
2020).

Diky poklesu nékladt na sekvenovani je nyni mozné i u méné vyznamnych plodin vyuzit
metody nové generace (NGS — New Generation Sequencing), napiiklad genotypovani pomoci
sekvenovani (GBS — Genotyping by Sequencing) (von Maydell et al., 2022). von Maydell et al.
(2021) pouzili GBS ke studiu genetické diverzity a populacni struktury v souboru
67 jednoletych a 70 dvouletych odriid. Nejenze vytipovali 13 155 SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), ale genotypova data poukdzala na jasné odd€leni dvou subpopulaci, které
korelovali s typem kveteni (jednoleté vs. dvouleté). Krom¢ toho byla odhadnuta velikost
genomu pomoci pratokové cytometrie 4,282 pg/2C (+ 0,0096 S.E.).

Nejnovéjsi studii vyuzivajici GBS je de Haro Reyes et al. (2025). Studie byla provedena
na souboru 198 jedincii z 16 populaci péti severskych zemi. Zjistili, Ze geneticka diverzita
uvnitt populaci téméf jednotnd, ale napti¢ populacemi je patrné vychodné-zapadni rozloZeni
korelujici s kolonizaci.

Aplikace molekularnich markerti u kminu kofenného neni dostate¢na, poptipadé se velmi
li$i rozsah studovanych populaci. Jiné, hospodaisky vyznamnéjsi plodiny z ¢eledi Apiaceae,

jsou prozkoumany vice (Aiello et al., 2020; Cavagnaro et al., 2011; Pangyuan, 2017).
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2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Kmin kofenny (Carum carvi L.) patii mezi hospodarsky vyznamné aromatické plodiny, jejichz
molekularné genetickd charakterizace zlstdva ve srovnani s jinymi druhy celedi Apiaceae
omezena. Nedostatek spolehlivych molekularnich néstroji pfitom ptedstavuje praktickou
prekazku jak pro spravu genetickych zdrojd, tak pro ochranu prav Slechtitelt. Predlozené
hypotézy proto vychazeji z predpokladu, ze SSR a ISSR markery mohou tuto mezeru zaplnit
a poskytnout zéklad pro charakterizaci genetické diverzity 1 molekularnich identifikaci

registrovanych odrtd.

Hypotézy

H1: Biologické typy (dvoulety, jednolety, ozimy) a Slechtitelské typy (odridy, Slechtitelsky
material, plané druhy) kminu kofenného piedstavuji geneticky diferencované skupiny
identifikovatelné pomoci molekularnich markera.

H2: SSR a ISSR markery jsou vyuzitelné pro molekularni rozliSeni registrovanych odrad kminu
kofenného.

H3: SSR a ISSR markery poskytuji srovnatelny obraz genetické diverzity a populaéni struktury

souboru ¢eskych vzorkli kminu kotfenného.

Cile prace

1) Zhodnotit genetickou diverzitu a diferenciaci v souboru kminu kofenného podle
biologického typu (dvoulety, jednolety, ozimy) a podle Slechtitelského typu (odrtdy,
Slechtitelsky material, plané druhy).

2) Overit vyuZitelnost SSR a ISSR markerti pro molekularni rozliSeni registrovanych odrad
kminu kofenného.

3) Porovnat vysledky analyzy genetické diverzity a populacni struktury kminu kofenného

mezi SSR a ISSR markery a posoudit shodu mezi obéma typy markerd.
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3. METODIKA

3.1 Kolekce genetickych zdroju

Primarnim souborem této disertacni prace je kolekce kminu kotenného (Carum carvi L.),
u které byla provedena kompletni molekulérni analyza SSR 1 ISSR markerti. Vlastni statistické
vyhodnoceni genetické diverzity je zaméfeno na vzorky pochazejici z Ceské republiky
a z Ceskoslovenska. Kolekce byla tvofena 95 vzorky, pfi¢emz viechny vzorky od spole¢nosti
Agritec Plant Research s.r.0., Sumperk (52 vzorki) a z Mendelovy univerzity v Bré (dale jako
Mendelu; 26 vzorki) pochazeji vyhradng z CR. Ze vzorki Genové banky CARC (GRIN) bylo
do kolekce zatazeno 17 polozek (5 z CR a 12 z CSR).

3.2 Priprava rostlinného materialu a izolace DNA

Ptevazna ¢ast vzorkl byla ziskédna ve formé& semen. Z tohoto divodu byly u vétSiny vzorka
semen v prvni fadé provedeny testy kli¢ivosti. U semen vyborné aZ stfedné klicivych byla
vSechna zbyvajici semena predkli¢ena a z listii byla nasledné izolovana DNA. Semena htire
kli¢iva a nekli¢iva byla piimo homogenizovana v tekutém dusiku a pouzita pro piimou izolaci
DNA ze semen.

V této praci byly pouzity tfi metody izolace DNA: modifikovany CTAB-PVP protokol
(Doyle, 1991), komeréni kit Quick-DNA Plant/Seed Miniprep Kit (ZymoResearch) a izolace
pomoci automatizované stanice MagCore s kitem MagCore® Plant DNA Kit (RBC
Bioscience). Vybéru vhodné metody predchazela optimalizace izolace DNA. Soubor vzorki
pro optimalizaci byl tvofen 54 vzorky (3 odriidy x 2 typy materialu (listy/semena) x 3 metody
izolace x 3 opakovani). Pro experiment byly zdmérmné vybrany takové typy odrid, které
poskytovaly velmi dobrou kli¢ivost, aby bylo mozné ziskat listy 1 semena v dostateCném
mnozstvi. Vybér vhodné metody vychazel ze spektrofotometrického ovéfeni kvality 1 kvantity
a ovefeni amplifikovatelnosti DNA pomoci metody PCR (oblast trnH-psbA; Abdelaziz et al.
(2024)). Ziskané vysledky byly dale statisticky zhodnoceny pomoci MANOVA (vicerozmérna
analyza rozptylu; Multivariate Analysis of Variance) a nasledn¢ ANOVA pro kazdy parametr
zvlast, sohledem na vliv metody izolace a typu rostlinného materialu (listy, semena)

na koncentraci DNA a poméry OD 260/280 a OD 260/230.

3.3 Analyza molekularnich markeru

Pro screening kolekce bylo na zékladé schopnosti odhalit polymorfismus v existujicim souboru
rostlin (vysoka frekvence alel, vysoké ¢islo PIC (Informacéni obsah polymorfismu; Polymorphic

Information Content) a prenositelnost v ¢eledi Apiaceae) vybrano 47 SSR markeru. Ze souboru

12



47 SSR markert bylo 12 markerti uspésné amplifikovano u kminu kofenného. Tyto markery
byly nésledné vyuzity k testovani celé kolekce kminu kotfenného prostiednictvim fragmentacni
analyzy s pouzitim fluorescenné znacenych primert.

Pro testovani ISSR markert byly pouzity primery vyvinuté Univerzitou Britské Kolumbie
(UBC — University of British Columbia). Na zaklad¢ optimalizacnich krokli bylo vybrano
8 ISSR markert vhodnych pro analyzu celé kolekce. Amplifika¢ni produkty byly vizualizovany

pomoci gelové elektroforézy.

3.4 Statisticka analyza

Soubor zahrnoval celkem 95 jedinc kminu kofenného z Ceské republiky. Pro statistickou
analyzu byl materidl rozdélen do tii skupin podle Slechtitelského typu: registrované odridy
(n =40), Slechtitelsky material (n = 49) a plané druhy (n = 6). Podle biologického typu byly
vzorky klasifikovany jako dvouletd forma (n = 29), jednoletd forma (n = 16), ozimé forma
(n = 23) a vzorky s nezatfazenym biologickym typem (n = 27). Pro analyzu genetické diverzity
byly pouZzity dva typy markert, kodominantni SSR markery a dominantni ISSR markery.
Vesker4 statistickd analyza byla zpracovana v RStudio verze 2026.01.1+403 (Posit team, 2026)
pro R verze 4.4.3 (R Core Team, 2025).
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4. VYSLEDKY

Prestoze testy kli¢ivosti semen nebyly primarnim cilem této prace, poskytly vychozi informaci
pro volbu vhodné metody izolace DNA. U vzorkli ze spoleCnosti Agritec byl pozorovan
vyrazny pokles kli¢ivosti u semen starSich ¢tyfi roky. U vzorkl z genové banky nebyla zjisténa
jednoznacna souvislost mezi rokem zatazeni do genové banky a kli¢ivosti semen. Z celkového
poctu 126 vzorkt splnilo kli¢ivost 7-10/10: 42 vzork, kli¢ivost 4—6/10: 59 vzorkt a kli¢ivost
0-3/10 pouze 25 vzorkt.

4.1 Izolace DNA

Na zékladé porovnani jednotlivych izola¢nich metod z hlediska vytéznosti, Cistoty
a amplifikovatelnosti DNA byla provedena volba nejvhodnéjsi metody pro nasledné SSR
a ISSR analyzy. Srovndni primérnych hodnot koncentrace DNA a poméri OD 260/280
a OD 260/230 pro jednotlivé metody uvadi Tabulka 1.

Tabulka 1: Srovnani pramérnych hodnot koncentrace DNA a pomérti OD 260/280 a OD 260/230

Metoda izolace Rostlinny e Prﬁnvlérn)’f Prﬁnvlérn)’f
DNA material koncentrace  pomér OD pomér OD
DNA [ng/pl]  260/280 260/230
CTAB-PVP 37,57 2,32 2,04
ZymoResearch Listy 34,82 2,01 1,17
MagCore 16,85 1,94 1,38
Priumeér - listy 29,75 2,09 1,53
CTAB-PVP 130,48 1,39 0,32
ZymoResearch Semena 66,90 1,94 1,52
MagCore 18,10 2,06 0,70
Priumeér — semena 71,83 1,80 0,85

Vysledky statistické analyzy prokéazaly, Ze metoda izolace, typ materidlu i jejich vzdjemna
interakce maji statisticky vyznamny vliv na sledované parametry (p < 0,001), zatimco vliv
odridy nebyl statisticky vyznamny ani pro kvantitu, ani kvalitu DNA (p = 0,317).

Ziskané vysledky prokazaly potiebu volby odlisnych izola¢nich metod pro listy a semena.
Zatimco metoda CTAB-PVP neni vhodna pro izolaci DNA ze semen, byla naopak vyuZita pfi
izolaci DNA z listd. Metody ZymoResearch a MagCore se naopak na zakladé¢ vysledka

osveédcCily pro izolaci DNA ze semen a byly kombinovany podle aktuélni potieby.

14



4.2 Optimalizace molekularnich markeri

Pted analyzou celé kolekce bylo nutné optimalizovat molekularni markery vhodné pro kmin
kotfenny. Vysledkem optimalizace byl panel 12 SSR markerti a 8 ISSR markert, ktery byl
nasledn¢ pouzit pro genotypizaci celého souboru. Nejvy$si mira pfenositelnosti byla
zaznamenana u markertl piivodné vyvinutych pro mrkev obecnou (Cavagnaro et al., 2011), kde
bylo amplifikovano 5 z 20 testovanych markert, a pro kmin fimsky (Bharti et al., 2018), kde
bylo uspésnych 6 z 17 markert.

Fragmentac¢ni analyzou bylo nasledn¢ tispésné detekovano vsech 12 SSR markert, pficemz
tii primery (Cumin SSR 306, Cumin SSR 861 a Cumin SSR 699) amplifikovaly dva nezavislé
lokusy, ¢imz celkovy pocet analyzovanych lokusti dosahl 15. Z pocatecniho souboru 16 ISSR
markerd bylo pro genotypizaci kolekce vybrano 8 markert, jejichZz funkénost byla nejdiive

ovéfena na souboru 12 vzorktl pochéazejicich vyhradné z Ceské republiky.

4.3 Charakteristika SSR markeru

Celkem bylo amplifikovano 15 SSR lokust s nizkou aZ stiedni Grovni polymorfismu. Souhrnné

parametry jednotlivych lokust jsou uvedeny viz Tabulka 2.

Tabulka 2: Charakteristika SSR markert, *** p <0.001, ns — nesignifikantni

HWE
signif.
2 0,402 0,368 —0,093 0,314 0,565 ns
3 0,670 0,573 —0,169 0,417 0,000 ook
3 0,734 0,478 -0,535 0,378 0,000 ok
2 0,184 0,171 -0,073 0,154 1,000 ns
2 0,125 0,125 0,004 0,158 0,576 ns
Cumin699 L1 3 0,407 0,345 0,180 0,294 0,056 ns
Cumin699 1.2 4 0,494 0,482 —0,025 0,351 0,052 ns
Cumin861 L1 2 0,214 0,347 0,382 0,352 0,000 ook
2
2
2
2
3
3
4

Lokus Na Ho He FIS PIC HWE

Cuminl86_L1
Cumin256_L1
Cumin306_L1
Cumin306_L.2
CuminS3_L1

Cumin861_L2 0,222 0,178 -0,250 0,073 0,103 ns

ECMS16_L1 0,578 0,555 —0,042 0374 0,000  ***
GSSR111_L1 0,588 0378 —0,554 0363 0,000  ***
GSSR138_L1 0,534 0454 —0,177 0361 0,183  ns
GSSR140_L1 0452 0394 —0,146 0315 0534  ns
GSSR154_L1 0,489 0424 —0,154 0386 0541  ns
GSSR97 L1 0,520 0391 —0,332 0449 0,000  ***
f;‘l‘(‘;‘;” 2,60 0441 0378 —0223 0316 - 6/15
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Pocet alel na lokus (Na) se pohyboval vrozmezi 2—4. Pozorovand heterozygotnost (Ho)
nabyvala hodnot od 0,125 do 0,734, s primérem 0,441, pficemz oc¢ekdvana heterozygotnost
(He) byla v priiméru nizsi (rozmezi 0,125-0,573, pramér 0,378). Nepomér mezi Ho a He se
promitl v zdpornych hodnotach inbredniho koeficientu (FIS), jehoz primér ¢inil —0,223.
Zaporny FIS byl zaznamenan u 13/15 lokust, coz ukazuje na celkovy prebytek heterozygott
v analyzovaném souboru. Informacéni obsah polymorfismu (PIC) se pohyboval od 0,073 do
0,449 s prumérem 0,316, coz odpovida nizké az stiedni informativni hodnoté markerd podle

klasifikace Botstein et al. (1980).

4.4 Charakteristika ISSR markeru

Osm ISSR markeri pouZitych v této praci generovalo celkem 79 reprodukovatelnych bandd,
z nichZ vSechny (100 %) byly polymorfni napfi¢ analyzovanym souborem. Pocet bandi na
marker se pohyboval od 7 do 13, s primérem 10 bandl na primer. Polymorfismus vSech bandt
u vSech osmi markerii svéd¢i o tom, ze zvoleny set ISSR markert zachycuje genetickou
variabilitu v analyzovaném souboru a Zadny z primerii negeneroval monomorfni fragmenty.

Priklady amplifika¢nich profilti ISSR markerti jsou zobrazeny viz Obrazek 1.

Bas il '

1,000- % —

1200

.- .. - . . .

—— e

Obrazek 1: Priklad amplifikacniho profilu ISSR 841 u vybranych vzorku (Slechtitelsky material Agritec, mix
vzorki GRIN)

4.5 Diferenciace podle Slechtitelského a biologického typu

Soubor byl rozdélen do tti skupin podle Slechtitelského typu: registrované odrudy (n = 40),
Slechtitelsky material (n = 49) a plané druhy (n = 6). Podle biologického typu byly vzorky
klasifikovany jako dvouletd forma (n = 29), jednoleta forma (n = 16), ozimé forma (n = 23)

a vzorky s nezarazenym biologickym typem (n = 27).
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SSR markery

VSechna tii parova srovnani PERMANOVA podle $lechtitelského typu prokéazala signifikantni
diferenciaci i po Bonferroniho korekci (p < 0,05). Hodnoty R? se vSak pohybovaly v rozmezi
0,074-0,087, coz znamend, ze Slechtitelsky typ vysvétluje pouze 7-9 % celkové genetické
variance. Nejvyssi diferenciace byla zaznamenana mezi odridami a planymi druhy (G'ST =
0,139; Jost D =0,058). Nejvyssi pocet privatnich alel byl sledovéan u planych druhi (7), pti¢emz
Sest znich pochazelo z jediného lokusu Cumin861 L2. Odrtdy nesly tfi privatni alely rozlozené
na dvou lokusech a slechtitelsky material pouze jednu.

U biologického typu se dvoulety typ statisticky vyznamné odliSoval jak od jednoleté¢ho
(R*=0,178; p < 0,001), tak od ozimého typu (R* = 0,234; p < 0,001), zatimco srovnani
jednoletého a ozimého typu neprokazalo signifikantni diferenciaci (R* = 0,043; p = 0,491).
Hodnoty R? (0,178 a 0,234) jsou pfitom vyss§i nez u srovnani podle §lechtitelského typu (0,074—
0,087), coz naznacuje, ze biologicky typ je siln¢jSim prediktorem genetické struktury nez
Slechtitelsky typ.

To potvrzuje také srovnani vysledkii analyzy molekularni variance (AMOVA, Tabulka 3).

Tabulka 3: AMOVA - rozlozeni genetické variance podle biologického typu a Slechtitelského typu (SSR)

2 (1)
Faktor Zdroj df SSD MSD & % p
variance variance
o, | Mem 12,199 6,100 0222 1540 <0,0001
Biologicky  skupinami
typ e 65 79,084 1217 1217 84,60 -
skupin
Mezi
glechtitelsky skupinami 7,403 3,702 0,088 5,94 0,0008
typ Wl 92 128,166 1393 1,393 94,06 -
skupin

Pomoci AMOVA biologicky typ vysvétluje 15,40 % celkové genetické variance mezi
skupinami (p < 0,0001), zatimco Slechtitelsky typ pouze 5,94 % (p = 0,0008). Biologicky typ
tedy vysvétluje témeér trikrat vice meziskupinové variability nez Slechtitelsky typ. V obou
pfipadech nicméné ziistdva vétSina genetické variance lokalizovana uvnitf skupin (84,60 %
resp. 94,06 %), coz potvrzuje, Ze studovany soubor kminu kofenného vykazuje vysokou

vnitroskupinovou variabilitu bez ohledu na pouzity klasifikacni faktor.

17



ISSR markery

Vysledky ISSR markert diferenciaci podle obou klasifika¢nich faktori potvrdily. VSechna
tii parova srovnani PERMANOVA podle Slechtitelského typu byla vysoce signifikantni
(p =0,001; po Bonferroniho korekci p = 0,003). Hodnoty R? byly celkové vyssi nez u SSR
markert (0,064—0,130 vs. 0,074-0,087), coz naznacuje, ze ISSR markery =zachycuji
meziskupinovou diferenciaci vyraznéji.

Parova srovnani podle biologického typu byla signifikantni (p < 0,05 pro vSechna
pozorovani 1 po Bonf. korekci). Srovnani jednoletého a ozimého typu bylo oproti vysledkiim
ziskanymi SSR markery rovnéz signifikantni (p <0,001).

Pomoci analyzy AMOVA vysvétlil Slechtitelsky typ 17,87 % celkové genetické variance
mezi skupinami (p < 0,0001), zatimco biologicky typ vysvétlil pouze 10,05 % (p < 0,0001)
(Tabulka 4). U ISSR markeri je tedy Slechtitelsky typ siln€j$im strukturujicim faktorem nez
biologicky typ. V obou ptipadech zlstava dominantni podil variance lokalizovan uvnitt skupin

(82,13 % resp. 89,95 %).

Tabulka 4: AMOVA — rozlozeni genetické variance podle biologického typu a Slechtitelského typu (ISSR)

3 (1)
Faktor Zdroj 4t gD MSD ¢ » p
variance variance
Mezi
L, o 69,838 34919 1,127 10,05 <0,0001
Biologicky  skupinami
typ i ie 65 655368 10,083 10,083 89,95 :
skupin
Mezi
Slechtitelsky skupinami 133,234 66,617 2,159 17.87 <0,0001
typ Uvnitf ) 913124 9925 9925 8213 -
skupin

4.6 Populacni struktura

Popula¢ni struktura analyzovaného souboru byla vizualizovana pomoci analyzy hlavnich
koordinat (PCoA; Principal Coordinates Analysis), hierarchické klastrové analyzy (UPGMA;
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), diskriminac¢ni analyzy hlavnich
komponent (DAPC; Discriminant Analysis of Principal Components) a heatmap genetické

podobnosti mezi odridami.
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Prvni dvé hlavni koordinaty PCoA vysvétlily dohromady 12,0 % celkové variance u SSR
markerd (PC1 = 7,7 %; PC2 = 4,3 %), u ISSR markerti dohromady 30,9 % (PC1 = 23,2 %;
PC2 =17,7 %). Z hlediska biologického typu bylo patrné, Ze dvoulety typ se spise koncentruje
v levé polovin¢ grafu, zatimco jednolety a ozimy typ se prolinaji v pravé c¢asti, coz je
konzistentni s vysledky PERMANOVA, ktera neprokazala signifikantni diferenciaci mezi

jednoletym a ozimym typem u SSR markert (Obrazek 2).

PCoA — biologicky typ (SSR markery)

0.2+

0.1+

Biologicky typ

0.0 Dvouleta
Jednoleta

PC2 (4.3%)

Ozima

-0.117

-0.24

—0'.2 —0'.1 OI‘O 0:1 OjZ
PC1 (7.7%)

Obrazek 2: PCoA pro biologicky typ, SSR markery

Hierarchické klastrova analyza UPGMA oddélila s vysokou bootstrapovou podporou (100 %)
dvé hlavni vétve u obou typi markeri. U SSR markeriti dendogram biologického typu prokazal
lepsi klastrovani — dvoulety typ se shlukoval pfevazné v mensi vétvi, zatimco jednolety a ozimy
typ se promisily v ramci vétsi vétve, coz potvrzuje jejich genetickou blizkost. V obou ptipadech
Slechtitelsky typ nekorespondoval s hierarchickou strukturou — odriidy a Slechtitelsky material
se prolinaly bez zietelnych klastra.

Pii K = 4 u bayesovského klastrovani snapclust se objevila vyrazna heterogenita — fada
jedincti vykazovala smiSenou pfislusnost ke tfem 1 Ctyfem klastrim, coz potvrzuje spiSe

kontinualni charakter genetické struktury v souboru (Obrazek 3).
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snapolust — K = 2 (nejlepsi replikace)
Sefazeno dla skupiny + pravddp. piisiudnost ke C1
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Obrazek 3: Vystup snapclust — Barploty ptislusnosti pro K =2, 3 a 4, SSR markery

Diskriminaéni analyza hlavnich komponent (DAPC) byla provedena pro $lechtitelsky typ i pro
jednotlivé odridy. DAPC podle Slechtitelského typu oddélila plané druhy jako separatni
skupinu, zatimco odriidy a §lechtitelsky material se u SSR markerii ¢astené prekryvaly. Rada
jedinci vykazovala smiSenou piislusnost k obéma skupindm, coz koresponduje s nizkou
hodnotou G'ST mezi témito kategoriemi (G'ST = 0,076). DAPC podle slechtitelského typu
u ISSR markerti vyraznéji oddélila vSechny tfi skupiny nez u SSR dat.

4.7 Identifikace odrud

DAPC na odriiddové trovni odd¢lila ¢tyti odridy do zietelné separovanych klastri u SSR i ISSR
markert Obrazek 4, Obrazek 5). U odridy Aklei byl dale identifikovan jeden diagnosticky band
(ISSR812 _610), piitomny uvSech jedinci odridy a nepfitomny u vSech ostatnich
analyzovanych genotypt (frekvence = 1,0 / 0,0), a dalSich osm témét diagnostickych banda

(frekvence > 0,8 v cilové odridé a < 0,2 u ostatnich).
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DAPC — Membership probabilities: 4 klicové odridy (SSR)
Barva = piifazena skupina

Obrazek 4: DAPC graf pravdépodobnosti pfislusnosti, odridy, SSR markery
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DAPC — Membership probabilities: 4 klicové odridy (ISSR)
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Obrazek 5: DAPC graf pravdépodobnosti piislusnosti, odridy, ISSR markery

4.8 Srovnani SSR a ISSR markeru

Patnact SSR lokust detekovalo celkem 39 alel (primér 2,6 alely na lokus) s primérnym
PIC 0,316 a primérnou ocekavanou heterozygotnosti He = 0,378. Osm ISSR markera
generovalo 79 bandl (pramér 9,9 bandu na marker), z nichz v§echny byly polymorfni. Celkova
Neiova genova diverzita dosahla hodnoty H = 0,279. Zakladni parametry SSR a ISSR markerti
shrnuje Tabulka 5.

Tabulka 5: Souhrnné srovnani SSR a ISSR markera

SSR ISSR
Typ markeru Kodominantni Dominantni
Pocet lokusi 15 8
Celkem alel / bandii 39 79
Priumeérné per lokus 2,6 9,9
PIC (primér) / % polymorfismus 0,316 100 %
He (primér) / Nei's H (celkovy) 0,378 0,279
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Miru shody mezi obéma typy markerti na tirovni parovych genetickych vzdalenosti kvantifikuje
Mantelav test. Korelace distan¢nich matic pro cely soubor byla signifikantni, ale pouze sttedné
silnd (r=0,401; p < 0,0001). Nejvyssi korelace byla zaznamenéna u Slechtitelského materialu
(r=0,675; p <0,001), coz naznacuje, Ze v ramci této skupiny oba systémy zachycuji podobné

genetické vztahy. Srovnani vysledki AMOVA pro oba typy markerti shrnuje Tabulka 6.

Tabulka 6: AMOVA — vysvétlena variance mezi skupinami (SSR vs. ISSR)

Faktor SSR (%)  SSRp ISSR (%) ISSRp
Slechtitelsky typ 5,94 0,0008 17,87 <0,0001
Biologicky typ 15,40 <0,0001 10,05 <0,0001

SSR markery odhalily u biologického typu vyrazné vyssi podil vysvétlené meziskupinové
variance (15,40 %) nez u $lechtitelského typu (5,94 %). U ISSR markert byl vzorec opacny —
Slechtitelsky typ wvysvétlil 17,87 % variance, zatimco biologicky typ pouze 10,05 %.
Oba faktory byly u obou markert signifikantni (p < 0,001), ale potadi jejich relativni dilezitosti
se mezi nimi obratilo. Srovnani vysledki PERMANOVA poskytlo ¢aste¢né odliSny obraz
(Obrazek 6).

Srovnani PERMANOVA R? — SSR vs ISSR

Podil vysvétlené variability per faktor

0.3+

R2

0.2+

14.9%

10.8%

0.04

Biclogicky typ Typ materialu

Markerovy systém [l 1ssr [l ssr

Obrazek 6: Srovnani PERMANOVA, SSR vs. ISSR markery
U biologického typu vysvétlily SSR markery vyssi podil variance (R? = 0,326) nez markery
ISSR (R? = 0,270). U slechtitelského typu byly obé hodnoty blizsi, ale ISSR doséhly mirné
vys$§itho R? (0,149) nez SSR (0,108). V obou pftipadech byl biologicky typ siln€jSim
strukturujicim faktorem nez Slechtitelsky typ, nicméné rozdil mezi obéma faktory byl u SSR

markert vyrazné vétsi (R = 0,326 vs. 0,108) nez u ISSR (R? = 0,270 vs. 0,149).
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Vysledky PERMANOVA naznacuji, Ze biologicky typ je konzistentné silnéjSim
prediktorem genetické struktury v obou systémech, avSak ISSR markery pfisuzuji
Slechtitelskému typu vyssi relativni vahu nez SSR.

Oba typy markert se shoduji v tom, ze odrudy jsou geneticky nejvice diverzni skupinou
(SSR He =0,388; ISSR Nei's H = 0,288) a v identifikaci nejvice diferencovaného paru odrady
vs. plané druhy (G'ST = 0,139; GST = 0,132). Absolutni hodnoty diferenciace jsou v obou
systémech nizké (< 0,15), coz potvrzuje, Ze skupiny sdileji prevaznou ¢ast genetické variability

bez ohledu na typ markeru.
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5. ZAVER

Tato disertacni prace poskytuje prvni molekularné genetickou charakterizaci Ceské kolekce
95 genotypt kminu kofenného (Carum carvi L.) s vyuzitim SSR a ISSR markerti. Vzhledem
k tomu, Ze genom kminu zatim nebyl kompletn€ popsan a dosavadni studie genetické diverzity
se opiraly pfedev§im o RAPD markery ¢i GBS pfistupy u zahrani¢nich souborli, mnozstvi
publikovanych informaci neni dostatecné.

Protoze veskeré navazujici analyzy jsou podminény kvalitou vychozi DNA, byly nejprve
feSeny testy kli¢ivosti semen a volba vhodné metody izolace DNA. Orientacni testy kli¢ivosti
potvrdily, ze vitalita semen vyrazné klesa se stafim vzorki, a ze u materialu z genové banky
nelze na vitalitu semen spoléhat. Orientacni testovani klicivosti pied volbou izola¢ni metody
1ze proto doporucit jako standardni postup u vSech vzorkli nezndmého staii.

Porovnani tfi metod izolace DNA (modifikovany CTAB-PVP protokol, komer¢ni kit
Quick-DNA Plant/Seed Kit a automatizovana stanice MagCore) ukazalo, ze z&dna metoda neni
univerzalné optimalni pro vSechny typy rostlinného materidlu. Pro listy se jako financné
1 kvalitativné nejvyhodné&jsi ukdzal CTAB-PVP protokol, zatimco pro izolaci DNA ze semen,
kde CTAB-PVP selhava kvili ptitomnosti PCR inhibitorti, je vhodné vyuzit komer¢ni kit nebo
automatizovanou stanici. Na zaklad¢ téchto zjisténi byl v této praci pouzit kombinovany
ptistup, kdy u kli¢ivych semen byla pro izolaci DNA z listi pouzita metoda CTAB-PVP,
zatimco u neklicivych semen byla DNA ziskéna pfimo ze semen pomoci komeréniho kitu.
Tento pfistup je pienositelny do dalSich studii genetické diverzity kminu kofenného 1 dalSich
zastupct ¢eledi Apiaceae.

Z dvanacti SSR markerti pfenesenych z pfibuznych taxontl ¢eledi Apiaceae bylo Gspeiné
optimalizovano 15 polymorfnich lokust. Soucasné bylo optimalizovano 8 ISSR markert, které
poskytly reprodukovatelné a polymorfni amplifikaéni profily a poslouZily jako komplementarni
zdroj informace o genetické struktufe ve studované kolekci. Optimalizované protokoly
a vybrané markery jsou samostatnym metodickym vystupem této prace, ktery dosud nebyl pro
kmin kotenny k dispozici a miZe byt pfimo vyuZitelny dal§imi pracovisti.

Vysledky genetické diverzity a populacni struktury byly déle vyhodnoceny ve vztahu ke
tfem stanovenym hypotézam.

Hypotéza H1, ktera ptedpokladala, ze biologické typy (dvoulety, jednolety, ozimy)
a Slechtitelské typy (odriidy, Slechtitelsky materidl, plané¢ druhy) ptedstavuji geneticky
diferenciované skupiny identifikovatelné pomoci molekularnich markerd, byla obéma typy

markeri potvrzena. Diferenciace mezi skupinami byla téméf ve vSech parovych srovnanich
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statisticky priikaznd (PERMANOVA p < 0,05). Jeji biologicka sila je nicméné spiSe nizka,
protoze ptevazny podil genetické variability (AMOVA 82-94 %; p < 0,0001) se u vSech
analyzovanych faktorti nachazi uvnitt skupin, coz odpovida ptevazujici cizosprasnosti kminu.
Oba typy markerit shodn¢ identifikovaly biologicky 1 Slechtitelsky typ jako statisticky
signifikantni strukturujici faktor (p < 0,001), pticemz PERMANOVA oznacila biologicky typ
za siln€j$i prediktor genetické struktury. Diferenciace v ramci biologického typu byla
pozorovana piedev§im mezi dvouletym a jednoletym/ozimym typem. Mezi Slechtitelskymi
typy byla nejvyraznéjsi diferenciace mezi odridami a planymi druhy, u kterych byla navic
zachycena piitomnost privatnich alel, které potvrzuji jejich roli jako potencidlniho rezervoaru
alelické variability.

Hypotéza H2 o vyuzitelnosti SSR a ISSR markert pro molekularni rozliSeni registrovanych
odrid byla potvrzena pro vybranou skupinu ¢tyf odrid (Aklei, Aprim, Kamin, Rekord) na
urovni DAPC. ISSR markery oddélily vSechny ctyfi odridy do samostatnych klastrii
s pravdépodobnosti piifazeni blizkou 1,0 u vétSiny jedinct. SSR markery poskytly nepatrné
slabsi, ale stale jasné rozdé¢leni. Podplirnym nélezem byla identifikace jednoho diagnostického
bandu pro odridu Aklei.

Hypotéza H3, ktera pfedpokladala, Ze SSR a ISSR markery poskytuji srovnatelny obraz
genetické diverzity a populacni struktury, byla potvrzena pouze c¢aste¢né. Oba typy markerti
shodné identifikovaly hlavni charakter popula¢ni struktury — statisticky prikaznou diferenciaci
podle biologického a Slechtitelského typu. LiSily se vSak v relativni vaze pfisuzované
jednotlivym faktorim. Z praktického hlediska je mezi obéma typy markerii pouze stiedné silna
korelace (Manteliv test r = 0,402; p < 0,0001) a ukazaly se tedy spiSe jako vzajemné
komplementarni. Vysledky obou typti markerti odrazi nizkou az stfedni diverzitu v rdmci
studovaného souboru (SSR He = 0,378; ISSR H = 0,279).

Ziskana data poskytuji celkovy obraz genetické diverzity Ceské kolekce, ktery mize slouzit
jako podklad pro regeneraci akcesi v genové bance, pro vybér rodicovskych komponent pii
Slechténi a pro hodnoceni uniformity registrovanych odrid na molekularni tirovni. Za hlavni
omezeni této praci lze povaZovat velikost a nevyvéazenost analyzovaného souboru. Nékteré
odridy a skupiny byly zastoupeny pouze nizkym poctem jedinci, coz zvySuje citlivost
odhadovanych parametrli, zejména FIS a vnitroskupinovych vzdalenosti.

Pro navazujici prace se tak nabizi nckolik smérd. Pro rozSifeni poznatkii o celkové
genetické diverzit¢ u kminu kofenného by bylo vhodné rozsifit kolekci o zahranicni
registrované odriidy a pocetnéjsi zastoupeni jedinct v analyzovanych skupinach. To by jednak

umoznilo srovnéni Ceské kolekce se zahrani¢nimi vzorky, ale také posileni interpretace
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diagnostickych bandii identifikovanych u odrady Aklei véetné jejich validace na vétSim poctu
jedinct. Dal§im smérem vyzkumu by mohla byt navaznost na jiz publikovanou populaéni
strukturu pomoci GBS, konkrétné¢ analyza lokusu kontrolujiciho vernalizaci pro cilenou selekci.
V neposledni fadé by bylo mozné ptiblizit vztah mezi molekuldrnimi daty a morfologickymi
znaky, coz by umoznilo cilené vyuziti zjisténé genetické diverzity ve Slechtitelské praxi.
Zavérem lze konstatovat, ze stanovené cile disertacni prace byly splnény. Prace poskytla
metodicky postup pro molekularni charakterizaci kminu kofenného a popsala genetickou
diverzitu a populacni strukturu kolekce ceskych vzorkt ve vztahu k biologickému typu,
Slechtitelskému typu i vybranym ¢eskym odridam. Ziskané vysledky ptfedstavuji vychozi bod
pro dalSi vyzkum genetické diverzity této hospodarsky vyznamné, nicméné doposud

opomijené, plodiny ¢eledi Apiaceae.
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7. SEZNAM ZKRATEK

AFLP Amplified Fragment Lenght Polymorphism

AMOVA Analyza molekularni variance (4Analysis of Molecular Variance)
ANOVA Analyza rozptylu (Analysis of Variance)

AR Alelicka bohatost (4llelic Richness)

CARC Narodni centrum zemédé€lského a potravinarského vyzkumu (Czech

Agrifood Research Center)

CGN Centre for Genetic Resources, the Netherlands

CTAB-PVP Cetrimoniumbromid-polyvinylpyrrolidon

CR Ceska republika

CSR Ceskoslovenska republika

DAPC Diskrimina¢ni analyza hlavnich komponent (Discriminant Analysis of

Principal Components)

DNA Deoxyribonukleové kyselina

FIS Inbredni koeficient (Inbreeding Coefficient)

GBS Genotyping by Sequencing

GRIN Germplasm Resources Information Network

GST Coefficient of Gene Differentiation

He Ocekavana heterozygotnost (Expected Heterozygosity)

Ho Pozorovana heterozygotnost (Observed Heterozygosity)
HWE Hardy-Weinbergova rovnovaha

ISSR Inter Simple Sequence Repeat

MANOVA Vicerozmérna analyza rozptylu (Multivariate Analysis of Variance)
Na Pocet alel (Number of alleles)

NGS Sekvenovani nové generace (New Generation Sequencing)
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PCoA Analyza hlavnich koordinat (Principal Coordinates Analysis)
PCR Polymerazova fetézova reakce (Polymerace Chain Reaction)
PERMANOVA Permutac¢ni multivaria¢ni analyza rozptylu (Permutational Multivariate

Analysis of Variance)

PIC Informacni obsah polymorfismu (Polymorphic Information Content)
RAPD Random Amplified Polymorphic DNA

SNP Single Nucleotide Polymorphism

SSR Simple Sequence Repeat

UBC Univerzita Britské Kolumbie (University of British Columbia)
UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
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