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KAVOVA, T. (2013) Geneticka variabilita v populacich chrastice rakosovité (Phalaris
arundinacea L)., [Diplomova prace] — 61 s., Zemédélskda fakulta, JihoCeska Univerzita,

Ceské Budéjovice, Ceska Republika.

ABSTRAKT

Sifeni invaznich druhd rostlin v pFirodnich stanovidtich je vdudyptitomny
celosvétovy problém s negativnimi ekologickymi i ekonomickymi dopady. ZvySujici se
pocet invazivnich organism( je odpovédny za vymirdni druh(, nelrody, sniZzeni

zasobovdani vodou a poskozeni pramyslovych infrastruktur (KERCHER et al., 2007).

Chrastice rdkosovitd, Phalaris arundinacea L. je rozSifena po celém svété, s
vyjimkou Antarktidy a Grénska. Centrum rozmanitosti tohoto rodu je ve Stfedomofri.
Zastupci rodu Phalaris se vyskytuji na vlhkych stanovistich od nizSich poloh az do

vysokohorskych nadmorskych vysek (ANDERSSON, 1997).

Chrastice ma nepreberné mnozstvi vyuZiti. Mezi nejfrekventovanéjsi patfi
pouziti v kofenovych Cistickach odpadnich vod, péstuje se jako krmivo pro hospodarska
zvifata a je vyuzivana i jako okrasna trava. V posledni dobé se zacind zvaZovat jeji

péstovani jako zdroje biomasy.

V poslednich letech doslo k masivnimu Sifeni P. arundinacea po celé Severni
Americe a v soucasné dobé se vyskytuje ve 43 statech USA a Kanady (KERCHER
& ZEDLER, 2004). Phalaris pfedstavuje vyznamnou hrozbu pro pdvodni mokfadni
vegetaci a je klasifikovana jako Skodlivy cinitel v deviti statech USA (LAVERGNE
& MOLOFSKY, 2004). Predpokladd se, Ze tyto agresivni populace pochdzeji z Evropy

(nebo jsou evropského plivodu).



Cile prace:

1. Zhodnoceni genetické variability komerénich picninarskych a okrasnych kultivart a

plvodnich populaci chrastice rakosovité s riznou mirou expansivity v CR.

2. Porovnani rozsahu genetické variability v pfirozenych/pavodnich populacich z CRa v

populacich z Minnesoty, reprezentujicich agresivni a invazivni genotypy.

3. Posoudit vhodnost ISSR techniky pro odliSeni komercnich kultivarl a rostlin z

nativnich a invaznich populaci v CR a Minnesoté.

KliCova slova: Phalaris, geneticka variabilita, populacni genetika, ISSR, rostlinné

invaze
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KAVOVA, T. (2013) Genetic variation in populations of reed canarygrass (Phalaris
arundinacea), [ING. Thesis, in Czech] — 61 pp., Faculty of Agriculture, University of

South Bohemia, Ceské Budé&jovice, Czech Republic.

ABSTRACT

The spread of invasive plant species in natural habitats has become a
worldwide problem with negative environmental and economic impacts. An increasing
number of invasive organisms are responsible for adverse environmental and
economic impacts worldwide, including species extinction, crop failures, reduced

water supply, and damage to industrial infrastructures (KERCHER et al., 2007).

Phalaris arundinacea L. is widespread throughout the world, except Antarctica
and Greenland. Center of diversity of this genus is in the Mediterranean. Members of
the genus Phalaris occurs in moist habitats from lower to alpine altitudes (ANDERSON,

1997).

Phalaris has a plethora of uses. Its most frequent use is as the root wastewater
treatment plants. Phalaris grown as feed for livestock and is also used as an
ornamental grass. Phalaris have recently received a lot of attention as a new biomass

source for the production of renewable energy in USA.

In recent years there has been a massive spread of P. arundinacea across North
America (currently occurs in 43 states) and Canada (ZEDLER & KERCHER, 2004).
Phalaris represents a significant threat to its original wetland vegetation and is
classified as a harmful agens in nine state of U.S. states (LAVERGNE & MOLOFSKY,

2004). It is believed that these aggressive population have European origin.

Vii



Objectives of the Thesis:

1. Evaluation of the genetic variability of commercial forage production and
ornamental cultivars and native populations of P. arundinacea with varying degrees of

expansivity in the country.

2. Comparison of the extent of genetic variability in natural/native populations from
the Czech Republic and populations from Minnesota, representing aggressive and

invasive genotypes.

3. Assess the possibility of ISSR approach for discrimination of commercil cultivars and
genotypes from native and invasive populations from the Czech Republic and

Minnesota.

Kew words: Phalaris, genetic variability, population genetics, ISSR, plant invasion
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1. LITERARNI PREHLED

1.1 Lipnicovité

Lipnicovité (Poaceae) je celed jednodéloinych rostlin z fadu Lipnicotvaré
oznacCovany jako travy. VSechny pravé travy patfi do této Celedi, travdam podobné

rostliny z jinych Celedi Ize oznacovat jako graminoidy (HROUDA, 2010).

Travy jsou nejcastéji jednoleté, dvouleté Ci vytrvalé byliny, ale nékdy to mohou
byt i netypické dreviny (bambus, lidny). Vyska kolisd mezi nékolika malo centimetry az
po desitky metr. Mezi trdvami je mnoho druh( vyrazné xerofytnich ¢i mezofilnich, ale
je i fada bahennich a vodnich druhl kofenicich ve dné. Stébla jsou Casto dutd, v
nodech byvaji vyrazna kolénka. Vytrvalé druhy mivaji ¢asto oddenky, vzacné hlizy.

Nékteré druhy jsou vyrazné trsnaté, jiné rozvolnéné s dlouhymi vybézky (GRAU, 2002).

Listy tvofi ptizemni rlzice, jsou jednoduché, stfidavé, skoro vidy dvouradé
usporadané, vétSinou prisedlé, fidCeji fapikaté (nepravy rapik) s listovymi pochvami.
Cepele jsou celokrajné, nejéastéji ¢arkovité, nékdy $tétinovité & jehlovité, Fideeji az
kopinaté nebo ai obvejité. Zilnatina je pfevainé soubézna, zfidka dlanita &i zpefena.
Cepele mohou byt ploché, nékdy jsou Zlabkovitého tvaru &i svinuté, zfidka oblé. Na
rozhrani pochvy a Cepele je pfitomen jazyCek rizného tvaru ¢i délky, ktery mlze byt
brvity, chlupaty Ci lysy, roztfepeny ¢i celokrajny. Nékdy muZe byt redukovany na
vénecek chlupl (rdkos) nebo muze byt celkové zakrnély, vzacné chybi (HROUDA,

2010).

Travy jsou prevazné jednodomé rostliny s oboupohlavnymi kvéty, nékdy mohou
mit kvéty jednopohlavné, v nékterych pfipadech se mohou vytvaret jednopohlavné
klasky, nékdy se tvofi jednopohlavna kvétenstvi (kukufice), fidéeji to jsou i dvoudomé

rostliny (GRAU, 2002).

Kvéty jsou usporadané v kvétenstvich. Pro celed je typickym zakladnim
kvétenstvim tzv. klasek, ktery mlze byt jednokvéty (napf. psinecek) nebo vicekvéty,
nékteré kvéty vSak mohou byt sterilni. Klasek je v typickém pripadé podepren
2 plevami, coz je vlastné zvlastni typ listenu, které jsou bud' pfiblizné stejné, nebo

1



rdzné. Plevy jsou usporaddany stfidavé (i kdyZz blizko sebe a mohou se zdat vstficné),
proto rozliSujeme dolni a horni plevu. Kldsky vétSinou skladaji dalsi sloZzend kvétenstvi,
hlavné laty, hrozny, klasy, popf. stazené laty napodobujici klas (napf. bojinek) (GRAU,
1998).

Okvéti je u trav velmi redukované a nendpadné. Dva vnéjsi okvétni listky jsou
srostlé a pfeménény v plusku, ta je vSak nékdy povaZovana za listenovitého plvodu.
Vnitini okvétni listky jsou preménény v plenky, které jsou nejéastéji 2, vzacnéji 3,
nékdy chybi. Kvét je podepren pluchou, cozZ je utvar listenovitého plvodu. Plucha muze
byt nékdy osinat3, fidc¢eji mlzZe byt osin i vice. TyCinky, gyneceum a plenky se nachazi
mezi pluchou a pluskou. Nékdy muze byt pluska redukovana nebo chybi (HROUDA,
2010).

Tycinky jsou nejcastéji 3, méné casto 1, 2 nebo 6, zfidka 4, u nékterych zastupcl
z podceledi Bambusoideae dokonce mnoho. TyCinky jsou vétSinou volné, zfidka nitkami
srostlé nebo srostlé s plenkami. Opyleni probiha skoro vidy anemogamicky. Gyneceum
je srostlé ze 2, fidCeji 3 plodolistd, je synkarpni, semenik je svrchni. Blizny a ¢nélky jsou

vétsinou 2, fidéeji 3 nebo 1.

Plodem je prevainé obilka. Ta mUZe byt okorald, za zralosti obalena pluchou a
pluskou, nebo neokorald (nahd). Zfidka zde mlze byt i jiny typ plodu, napf. bobule

nebo ofisek (HROUDA, 2010).

stéblo osina

pluska

o prasnik

- tel
Jazytek pochva plucha
nitka

kolénko

Kldsek

plucha

pluska

kofeny

stonek kvétu

Obr. 1. Detail stébla, kldsku a kvétenstvi u Poaceae

http://www.vplants.org/plants/glossary/poaceae.html. Upraveno T. Kavova



1.2 Rod Chrastice (Phalaris)

Chrastice (Phalaris) je rod trav, z Celedi lipnicovitych (Poaceae). Jedna se o
jednoleté nebo vytrvalé byliny. Jsou trsnaté nebo s oddenky, stébla jsou poléhava.
Stébla doristaji vysek zpravidla 10-200 cm. Cepele listdl jsou vétsinou ploché, 2-20 mm
Siroké, na vnéjsi strané listu se pri bazi Cepele nachazi jazycek, 2-12 mm dlouhy. Kvéty
jsou v klascich, které tvofi latu, kterd je klasovité, hlavkovité, nepravidelné ¢i do
vejCitého tvaru stazena, vzacnéji je rozlozita, nékdy jsou klasky v lichoklasu. Klasky jsou
silné zboku smacklé, vicekvété (zpravidla 2-3 kvéty), dolni 1-2 kvéty jsou vsak sterilni,
pouze vrchni kvét je oboupohlavny. Na bazi klasku jsou 2 plevy, které jsou pfiblizné
stejné, bez osin. Pluchy jsou bez osin. Plusky jsou bez kylu, bez osin. Plodem je obilka,
kterd je okorald (Obr.1). Celkové je znamo asi 22 druhi, které najdeme hlavné v

mirném pésu Evropy a v jizni Africe, misty i adventivné (BELOHLAVKOVA, 2004).

Celkové je znamo asi 22 druh( tohoto rodu. Mezi nejvyznamné;jsi druhy rodu
Phalaris patti P. arundinacea , P. aquatica, P. canariensis, P. amethystina, P. angusta,

P. brachystachys, P. minor (BALDINI, 1995).

1.2.1 Chrastice rakosovita (Phalaris arundinacea L.)

Rise: Rostliny (Plantae)
Podrise: Cévnaté rostliny (Tracheobionta)

Oddéleni:  Krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)

Trida: Jednodélozné rostliny (Liliopsida)

Rad: Lipnicotvaré (Poales)

Celed: Lipnicovité (Poaceae)

Rod: Chrastice (Phalaris)

Druh: Chrastice rakosovita (Phalaris arundinacea L.)



Obr. 1. Phalaris arundinacea L.

http://spuds.agron.ksu.edu/ksgrasskey/images/Phalarisarundinacea.html

Chrastice rakosovita (Phalaris arundinacea L., syn. Baldigera arundinacea L.
Dumort., Phalaroides arundinacea L.). Rauschert, anglicky ,reed canarygrass“, je
vlhkomilna trava patfici do celedi Poaceae. Vyskytuje se nejvice v inundacnich
oblastech okolo vodnich tokd a ndadrzi, na zamokienych loukdach, v luznich lesich, v
mélkych vodach spole¢né s rdkosem a nékdy i u more. Roste jak v tézkych, tak i v
humoznich, pisCitohlinitych pudach s pH 4 az 7,5, mlzZe se vyskytovat i na skalistych
pobrezich, snasi i zastinéni. Rostliné prospivaji jarni zaplavy prinasejici nové Ziviny, na
které je narocna, naopak letni zdplavy ji mohou mechanicky poskodit (LINDIG-

CISNEROS & ZEDLER, 2002).

Ma sivozeleny plazivy, ¢lankovity oddenek. Stébla jsou pfima, 0,5-2 m dlouha.
Listy jsou ploché a dlouze zaspicatélé. Pochvy listd jsou hladké, uzké, dolni nékdy
drsné, bile lemované. Lata je Uzce podlouhld, lalo¢nata, ¢asto nadervenald, zretelné
vétvena. Kvete v ¢ervnu azZ ¢ervenci, az druhy rok po vykli¢eni. Plodem chrastice jsou

obilky (DOSTAL, 1989).



Semena potrebuji ke kliceni dostatek volného mista a dostatecny pfisun svétla.
Nesnesou vétSinou Zzadny jiny hospodarsky zasah. K tomu, aby se semenacky uchytily,

je nutna jedna vegetacni sezéna (LINDIG-CISNEROS & ZEDLER, 2001).

Po uchyceni semenacku je rlst chrastice rychly. Schopnost rychle znovu obrist
prispivda k tomu, Ze je Phalaris arundinacea fazena mezi nejvynosnéjsi travy
(GALATOWITSCH et.al., 1999). Chrastice vytvafi dlouhé podzemni oddenky, které jsou
rozprostieny tésné pod povrchem pldy (WEBER, 2003). Kofenovy systém je mohutny,
jdouci do zna¢né hloubky (30-40 cm) (SVOBODA, 2006). Sifi se také vegetativné
pomoci plazivych oddenk( (LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004).

Chrastice  ma nékolik vlastnosti, které ji v sekunddrnim arealu vyskytu
zvyhodnuji oproti plvodnim druhlim a umoZiuji ji agresivni Sifeni. Jedna se napfiklad o
jeji schopnost Sifit se bud semeny nebo oddenky a dalSimi ¢astmi rostlin, véetné
pfesunu a nasledného zakorenéni celé rostliny (GRAU et al., 1998, LAVERGNE &

MOLOFSKY, 2004). Vykazuje vyraznou morfologickou plasticitu, nema témér zadné

(KERCHER, 2007; JAKUBOWSKI et al., 2010), produkuje velké mnozZstvi biomasy
(LEWANDOWSKI et al., 2003) a starne pozdéji nez ostatni druhy rostlin (MAUER, 2002;
WERNER, 2002). Pravé diky jejimu pozdéjSimu starnuti je mozné jeji porosty mapovat

pomoci satelitnich snimkd (BERNTHAL, 2004).

Rostlina je pro hospodarska zvifata Spatné stravitelnd diky vysoké koncentraci
alkaloidd odvozenych od tryptaminu, karbolinu, graminu a fenylethylaminu (WEBER,
2003). V soucasné dobé je ve Slechténi snaha o snizeni koncentrace alkaloidi za
ucelem zvysSeni chutnosti této plodiny. K lepSi stravitelnosti pfispivaji i moderni

Slechtitelské postupy (LEWANDOWSKI et al., 2006).

Chrastice je vzhledem k obsahu halucinogenu DMT (dimethyltriptamin) velmi
diskutovanou ve viech svétovych legislativach a jeji p&stovani bylo k 1. 1. 2010 v CR
trestné, pod vétsi pokutou, nez péstovani konopi. S ohledem na znaéné rozsifeni
pFirodnich porost(i chrastice po celé CR a prakticky po celé severni polokouli se tento
Cin jevi jako velmi nesmyslny a aplikace této legislativy byla v praxi nemozna. Navic,
doposud neni znam ani jeden fakt zneuZiti této plodiny pro vyrobu a prodej drog. Proto

bylo plvodni ustanoveni nafizeni vlady ¢. 455/2009 Sb. Gcinnosti od 5. 1. 2012



novelizovano natizenim vlady ¢. 3/2012 Sbh. a péstovani chrastice rakosovité neni déle

omezeno (USTAK et al., 2012).

Chrastice je vyuZivana pro picninafské i okrasné Gcely, v CR byla $lechténa pro
picnindrské vyuZiti (odrida Chrastava) a nynéjsi Slechténi je zaméreno i na jeji vyuziti
pro ucely korfenovych Cistiren odpadnich vod a pro produkci biomasy. Vétsiho vyznamu
ma Slechténi a péstovani chrastice v USA a v EU. V zemich EU se povazuje za standard
odridda Palaton (USA), dalsimi vyznamnymi odridami jsou Luba syn. Motycka (POL),
Motterwizer (D), Pervenec (SUN), Peti, Szarvasi 50, Szarvasi 60, Keszthelyi 52 (H), Lara
(NOR), Vantage, Venture (USA), Belevue, Rival (Canada) (STRASIL, 2000).

1.2.2 Rozsifeni P. arundinacea

P. arundinacea je druh s velmi rozsahlym cirkumpolarnim arealem. Roste skoro
v celé Evropé, na jihu kontinentu je vzacnéjsi. Vyskytuje se i v severozapadni Africe,
pfes evropskou &ast Ruska a Turecko, zasahuje na Blizky vychod (Syrie, Irdk, irdn) a na
Kavkaz. Dale areal pokracuje pres Sibif (zde se nevyskytuje jen v nejsevernéjsich
oblastech) az na Kamcatku, Sachalin a do Pfimofi. Zasahuje do Stfedni Asie (kromé
poustnich oblasti), Mongolska a Ciny (od severu MandZuska aZ po jiho&insky Yunnan),
roste i na Korejském poloostrové, Tchaj-wanu a v Japonsku. V Severni Americe roste v
Kanadé (kromé nejsevernéjSich oblasti), USA (chybi jen v Atlantské niziné na
jihovychodé zemé). Byla zavle€ena do Jihoafrické republiky, objevila se v jihozdpadni i
jihovychodni Australii a na Novém Zélandu, na Havaji, ve Stfedni a Jizni Americe (GRAU

et al., 1998; WEBER, 2003).

Chrastice rakosovita se invazivné Sifi v USA, Kanadé, Australii a na Aljasce
(LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004). V USA ve Wisconsinu je chrastice dominantni (vice
nez 80 % porostu) na 40 000 ha mokrad(l (BERNTHAL, 2004; ZEDLER, 2004). V lllinois je
chrastice nejdominantnéjsi rostlinou v 74 % mokfadd (SPYREAS et al., 2010). Podle
botanického prizkumu provddéného v Minnesoté, Washingtonu a Quebécu, je
chrastice dominantni na 50 — 100% plochy dotéeného Uuzemi (GALATOWITSCH et.al.,
1999).

HOLM et al. (1991) ddle uvadi tyto zemé, kde se chrastice vice ¢i méné

intenzivné §ifi: Afganistan, Argentina, Belgie, Ceska republika, Cina, Anglie, Turecko,
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Svédsko, Polsko, Finsko, Némecko, Madarsko, Korea, Kolumbie, Portoriko, Novy

Zéland, Indonésie, Portugalsko, Mauritanie.

Oblastmi, kam byla chrastice zavlecena, ale neni tam invazivni, jsou Jizni Afrika,
tropickd Asie, Novy Zéland, zapad USA, Jizni Amerika, Hawaii a souostrovi Maskarény v

Indickém ocednu (WEBER, 2003).

P. arundinacea ma 3 cytotypy s odlisSnym aredlem vyskytu. Diploid
P. arundinacea subsp. rotgesii a P. aquatica L., se vyskytuje pouze na ostrové Korsika a
Sardinie (BALDINI & JARVIS, 1991; KERGULEN, 1993). Tetraploid P. arundinacea subsp.
arundinacea, je nejrozSitenéjsi diky velké toleranci k prostfedi. Vyskytuje se v
temperatnich oblastech Evropy a Asie (BALDINI & JARVIS, 1991; KERGULEN, 1993).
Hexaploid P. arundinacea subsp. oehleri, v literature nyni uvadéna jako P. caesia Nees
(JAKUBOWSKI et al.,, 2011), je vice adaptovan na teplejsi prostfedi. Omezené se
vyskytuje na Iberském poloostrové a v Severni Africe (KERGULEN, 1993).

Na nasledujicich obrazcich je zobrazeno rozsifeni P. arundinacea po celém svété

(Obr. 3), vyskyt nativnich a invaznich druhl v Evropé a USA (Obr.4).

Obr. 3. Vyskyt P. arundinacea- cely svét
http://pick4.pick.uga.edu/20/q?search=Phalaris+arundinacea
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Obr. 4. Rozsireni P. arundinacea- invazivni Severni Amerika a nativni v Evropé

LAVERGNE & MOLOFSKY (2004)
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1.2.3 Rozsifeni P. arundinacea v Ceské republice

V Ceské republice je P. arundinacea béinym druhem v biotopech podél vodnich tokd,
od 1. dubového do 5. smrko-jedlo-bukového vegetaéniho stupné (AMBROS & STYKAR,

1999). Rozsifeni chrastice v Ceské republice je uvedeno na Obr. 5.

P. arundinacea je typicka pro nivy velkych fek, kde osidluje jak Fi¢ni brehy v
mistech, kde jsou zachovany mél¢iny a pozvolny sklon brehu (napf. zatoCiny a
chrdnénd mista u jezU a zdymadel), tak i ficni ramena, tiné, mensi toky a kanaly v fi¢ni
nivé (HROUDOVA et al., 2009). Optimalné roste v hloubce 20-80 cm, v mirné tekouci
nebo stojaté vodé, zejména tam, kde stav vody kolisa a bfeh byva periodicky obnazen.
Vzacné byla u nds spolefenstva s podobnym druhovym sloZzenim nalezena i na
stanovistich mimo fi¢ni nivy, a to v prohlubnich poli pobliz rybnik(. Tyto porosty
pravdépodobné vznikly po vyvezeni rybniéniho sedimentu na pole (HROUDOVA et al.,

2009).
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Obr. 5. Vyskyt P. arundinaceav Ceské republice

Nalezové data pochazeji z Ceské narodni fytocenologické databaze (CNFD), spravované Ustavem
botaniky a zoologie Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity (botzool.sci.muni.cz) k datu 30. duben

2011.

1.2.4 Ekologie P. arundinacea

Mokradni invazni druhy, maji vétSinou nékolik vlastnosti, které je zvyhodnuji
oproti nativnim druhim (GALOWITSCH, 1999). Invazemi jsou vice postizené mokrady v
blizkosti zemédélskych ploch a mést, protoze do nich stéka voda a sedimenty praveé z
téchto mist (GALOWITSCH, 1999; ZEDLER & KERCHER, 2004). Mokfady, které nejsou
primarné zasobeny tokem povrchové vody a nachdzi se ve vysSich polohach, maji

obecné vétsi druhovou diverzitu a jsou témér bez invazi (ZEDLER & KERCHER, 2004).

K vytvofeni monokultury invaznich druhl vede zejména disturbance mokiadd,
kterd vytvori mezery (gapy) v dosavadnim vegetacnim krytu a ty mohou byt obsazeny
invaznim druhem (GALOWITSCH, 1999). Existuje nékolik moznych zpUsob(, jakymi se
invazni rostliny Sifi a rozptyluji v nové oblasti. Patfi mezi né zdmérné vysazovani (na
pici, medonosné rostliny, okrasné ucely), regulace eroze ¢i celosvétovy obchod. Tyto
vSechny aspekty mohou poskytnout pfilezitost pro invazni druh rostlin (LAVERGNE &
MOLOFSKY, 2004). Vysazeny druh musi vykazovat dostatec¢nou genetickou variabilitu a
fenotypovou plasticitu (BAKER, 1974). Zménou morfologické, reprodukéni a
fyziologické reakce se mohou invazni druhy rozsifit. Morfologicka plasticita invaznich
druhd pfispiva k preziti ndhlych zmén v prostredi a pfizplisobeni se novym podminkdm
v sekundarnim aredlu vyskytu (LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004). P. arundinacea nejlépe
klici pravé po takovychto disturbancich, kdy dojde k uvolnéni mista, které rychle obsadi

(LINDIG & ZEDLER, 2002). Pti disturbancich je patrné snizeni poctd domacich druh,
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které umozni pristup svétlu a tim také rlst chrastice (ZEDLER & KERCHER, 2004).
Disturbance sice umoZiuji P. arundinacea rozsifovat porost, ale neexistuji diikazy o

tom, Ze potiebuje disturbance k Uspésné invazi (LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004).

Vodni rezim a hladinu vody v mokfadech ovliviuje clovék. Na polich a ve
méstech je omezena savost pldy a destova voda z povrchu stéka. Rozvoj stavebnictvi
ma za pficinu zvySeni mnoZstvi nepropustnych povrch(, které kromé pfitékajici vody a
Zivin zpuUsobuje také mnoiZstvi pfindsenych a usazovanych sedimentl a erozi
(LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004). P.arundinacea pravé tyto podminky vyhovuji.
Dlouhodobéjsi zaplaveni sice zpomali jeji rist a vegetativni Sifeni, ale po opadu vodni
hladiny je schopna se znovu Sifit (LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004). ZEDLER & KERCHER
(2004) tuto teorii potvrdili pokusem, kdy po Ctyfech tydnech zaplaveni se porost
v inundacni oblasti sniZil o 2/3, coz podpofilo rGst P. arundinacea diky zvySenému
pristupu svétla a jeji Sifeni, diky uvolnénému mistu. Disturbance zplsobené zaplavami,
potlacuji druhovou diverzitu v mokradech a zpUsobuji narUstajici pocet zavle¢enych

druh(, mimo jiné také P. arundinacea (ZEDLER & KERCHER, 2004).

Blizkost zemédélskych ploch u mokradl zpUsobuje jejich vétsi citlivost na vétsi
pfisun Zivin. Pfi vysoké hladiné Zivin je P. arundinacea schopna konkurovat nativnim
druhlm (JAKUBOWSKI et al., 2010). Tento jev v kombinaci s jarnimi zdplavami vede ke
zdvojnasobeni produkce biomasy P. arundinacea a zaroven snizeni produkce biomasy
ostatnich druh( (ZEDLER & KERCHER, 2004). Jeji Sifeni pobliz tokd mlzZe v extrémnich
pripadech vést az v rozsifeni chrastice rakosovité do koryta feky a prferuseni toku nebo

zmény cirkulace toku (LEFOR, 1987).

P. arundinacea vynika svym fyziologickym pfizpisobenim kinvazim a
prezivanim v nepfiznivych podminach. Dominuje velka fyziologicka tolerance k rdznym
vodnim rezimim. Za obdobi sucha nebo obdobi chudé na Ziviny soustfedi tvorbu
biomasy do podzemni ¢asti (LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004). Koreny jsou z velké casti
tvorené aerenchymem, ktery ji napomdha tolerovat zaplaveni (LAVERGNE &
MOLOFSKY, 2004; MILLER & ZEDLER, 2003). Diky energii uloZzené v oddencich je
chrastice schopna zahdjit rlst velmi brzy na jare, cozZ ji poskytuje konkurencni vyhodu
oproti ostatnim druhdm (REGAL, 1953; LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004; ZEDLER &
KERCHER, 2004). Dalsi konkurenéni vyhodou je rychly rist a vétsi tvorba biomasy, ke
které pfispiva vyssi priamérnd rychlost fotosyntézy (BRODERSEN et al., 2008).
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P. arundinacea je schopna rychlé adaptace na nadzemni i podzemni konkurenci
(BRODERSEN et al., 2008; LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004). Tyto rozdily mohou sice
pomoci invaznim druhlm zvitézit nad domacimi druhy, ale neni jasné, jestli vybaveni
témito fyziologickymi vlastnostmi pfispélo ke schopnosti invaze zavleceného druhu

(BRODERSEN et al., 2008).

1.2.5 Vyuziti P. arundinacea

V soucasné dobé je hlavné v zemich EU zfejmé zvySeni zajmu o alternativni
plodiny, které by zC€asti mély postupné nahrazovat plodiny pro potravinarské vyuziti.
V obnovitelnych zdrojich by méla hrat prim biomasa, kde se uvazuje, Ze vice nez 80 %
celkového pfirlistku mnoZstvi obnovitelnych zdrojli energie by pochdzelo pravé z
biomasy. Proto je péstovani alternativnich plodin cilené zaméfovano na jejich
péstovani pro pramyslové a energetické vyuZziti. Jednou z téchto alternativnich plodin,
o jejimzZ rozsifeném péstovani pro primyslové vyuziti se uvazuje, a to hlavné v SRN,
Dansku ale i severskych Evropskych statech jako je Finsko, Svédsko, je P. arundinacea

(HUTLA, 2004).

Vedle vyuziti chrastice pro pfimé spalovani na vyrobu tepla nebo na vyrobu
elektfiny, Ize jeji fytomasy vyuZzit v zeleném stavu jako krmivo (Cerstva pice, seno, silaz).
Chrastici Ize vyuzit i pro vyrobu bioplynu. Zcela nové se zacina chrastice zavadét jako
energetickd surovina i v pobaltskych zemich, kde ji davaji prednost pred rychle
rostoucimi dfevinami. Napf. ve Svédsku md chrastice slouZit jako zdroj pro vyrobu
buniciny (obsah ligninu je kolem 14%, obsah celulézy 30-36%) nebo jako potencidlni

energeticky zdroj (KUNCOVA, 2004).

PFi poutziti chrastice pro lisovani topnych pelet maji tyto produkty nejenom
pomérné dobré vlastnosti pro pouziti v automatickych kotlich, ale i mechanické

vlastnosti charakterizujici moznosti dopravy a skladovani.

V Ceské republice byla vy3lechténa odriida Chrastava. Podle STRASILA (2000) je
Chrastava prvni ¢eskou odrlidou travy ur¢enou na energetické ucely, hlavné pro primé
spalovani. Porovnani vynosu a vyhfevnosti biomasy vybranych energetickych plodin je

uvedeno v nasledujici tabulce (Tab.1).
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Vynos z celé rostliny (t/ha) | Vyhtfevnost (MJ/kg)
Chrastice rakosovita 9 17
Ozdobnice ¢inska 13 17
Topol japonsky 12,1 12,3

Tab. 1. Porovndni vynosu s vyhrevnosti.
Vyriato z SVOBODA ( 2006)

Chrastice rakosovita se také ¢asto vyuziva v kofenovych Ccistickach odpadnich
vod. Tyto CistiCky se pouZzivaji na CiSténi takzvané Sedé odpadni vody, to je voda z
diez(, umyvadel, sprch, mycek a pracek. Jednd se v podstaté o umélé mokrady. V
Ceské republice byla prvni kofenova ¢isticka uvedena do provozu v roce 1989 a podle
prizkum@ v roce 2003 u nas bylo 155 kofenovych &isticek. Dodnes vzniklo v CR asi 250
kofenovych Cisticek. V Evropé je kolem 50 000 téchto zafizeni (SVOBODA, 2006;
VYMAZAL, 2004). Nevyhodou pouzivani chrastice v Cistickach je opét riziko jejiho uniku
a Sifeni (SVOBODA, 2006; VYMAZAL, 2004).

1.3 Populacni genetika

Populac¢ni genetika je nauka o zménach zastoupeni alel jednotlivych genl v
populaci. Tyto zmény mohou byt dlisledkem jak pfirozeného vybéru, tak genetického
driftu. Oba tyto mechanismy zpravidla omezuji genetickou variabilitu populace: mezi
dalsi aspekty ménici se rlznorodosti Zivota, které populacni genetika studuje, a které
naopak variabilitu zvySuji, mohou patfit mutace, které v pribéhu ¢asu vytvari nové
alely, nebo tok gend, cozZ je prenos dédicné informace z populace do populace (HARTL,
2010). Takovy tok mlzZe nastavat i mezi rGznymi druhy. Zaklady populacni genetiky byly
vystavény v prvni poloviné dvacatého stoleti a rozhodujicim zplUsobem pfispély k
vSeobecnému uzndani Darwinovy evolucni teorie, jelikoz ukazaly, jak jsou tyto myslenky
dobre slucitelné s mendelovskou genetikou. Spojenim téchto myslenek vznikla v

soucasnosti véeobecné uznavana Novd syntéza v evoluéni teorii (RELICHOVA, 1997).

Populace je soubor vsech jedinci stejného druhu, ktefi ve stejném Case existuji
na stejném misté a navzajem si vyménuji genetickou informaci. Dale uvazujeme, Ze
jedinci se mezi sebou mohou volné kfizit a pochazi ze stejného predka. Idedlni
populace je populace panmiktickd (nekone¢né mnoizstvi jedincl, ktefi se mezi sebou

nahodné krizi) (SNUSTAD et al., 2009).
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1.3.1 Variabilita P. arundinacea

Pochopeni mechanism(, které umoznuji nékterym druhdm stat se invaznimi, je
nezbytné pro urceni vhodné kontroly, popfipadé likvidace téchto rostlin. Jednou z
moznosti, ktera by mohla mit vliv na invazni Uspéch druhu, je jeho geneticka konstituce
a genetické zaloZeni znak( podminujicich jeho invazni chovani. Vyzkum sméfovany do
této oblasti by mohl pomoci odhalit pfiiny invazniho chovani a predvidat Sifeni
invaznich druhl. Rozsah genetické variability a genetickd determinace znakl invazniho
charakteru mize mit vliv na to, zda se bude druh dale Sifit. Druhy s velkou genetickou
variabilitou mohou byt invazné Uspésné, protoze genetickd variabilita mize mit vliv na
prizplsobeni se rlznym prostfedim a rlznym ekologickym podminkdm (SAKAI et al.,

2001).

Pfirodni populace se obvykle vyznacuji velkou genetickou variabilitou, ktera je
vyjadrfena rozmanitosti na fenotypové urovni. Zaméfime-li se na jeden znak, pak ¢asto
pozorujeme, Ze jeho fenotyp mlze mit nékolik forem. Takovy znak se oznacuje jako
polymorfni (na rozdil od znaku monomorfniho — s jedinou formou). Podstatou
fenotypové variability je variabilita geneticka — genetické rozdily mezi organismy u
vymezeného souboru jedincl (populace). Geneticka variabilita se mUZe projevovat na
nékolika Urovnich. Nejznaméjsi je droven morfologickd. U velkého poctu druhl byla
pozorovana také variabilita cytologicka, tedy variabilita ve struktufe chromozomu

(delece, duplikace, inverze) (SAKAI et al., 2001).

1.3.2 Cytologicka variabilita

CARLSON et al. (1996), uvadi, Ze P. arundinacea L. ma dva cytotypy: 2n=4x=28,
ktery zaujima majoritni ¢ast populaci a 2n=6x=42, ktery je soustfedén do teplych
oblasti, kvlli nepfizplsobivosti na zimni obdobi. BALDINI (1995), popisuje tfi ploidni
urovné u P. arundinacea: diploid P. rotgesii Husn. 2n=2x=14, tetraploid P. arundinacea
L. a hexaploid P. ceasia Nees 2n=6x=42. Diploid (2n=4x=28) P. rotgesii, na zakladé
morfologickych studii a hodnoceni ploidie, je s nejvétsi pravdépodobnosti potomkem

jednoho z predkl tohoto komplexu. V soucasné dobé je endemitem ostrova Sardinie a
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Korsika. P. arundinacea. a P. aquatica vznikly na zakladé hybridizace mezi dvéma ze tfi
diploidnich predkd, respektive ze spojeni dvou sad 2n gamet, nebo sdruzeni n gamet s
nasledujicim zdvojenim (HARLAN et al.,, 1975). Tetraploid P. arundinacea je
allopolyploid se ¢trnacti chromozomovymi pary preferujici severni oblasti boredlniho
pasu (BALDINI, 1995). Hexaploid P. ceasia mda 21 chromozomovych parQ a je omezen
na Ibersky poloostrov, jihozapadni ¢ast Asie, Afriku a mirné pasmo Severni Ameriky.
Volné se kfizi s tetraploidem P. arundinacea a P. aquatica. Tento hybrid je poté
funkcéné sterilni pentaploid (2n=5x=35) (McWILLIAM, 1962). K tomuto hybridnimu
kfizeni dochdazi zfejmé na Iberském poloostrové, kde vsechny tyto druhy koexistuji
(BALDINI, 1995). Toto kfizeni bylo testovano i v laboratofi, uspésné oplozeni bylo
bohuzel jen u jedné z 1000 rostlin (JENKIN, 1932; McWILLIAM, 1962). RAMSEY (1998) a
SOLTIS et al. (2004) se spiSe priklanéji k teorii hybridizace tfi druh( diploidnich predk(

za vzniku hybridniho druhu P. caesia Nees.

1.3.3 Geneticka variabilita

Genetické sloZeni poskytuje nahled do historie druhu, jeho migraci nebo do
vztah(l mezi jednotlivymi populacemi (SAKAI et al., 2001). Geneticka variabilita mlze
prispét ke schopnosti druhu Sifit se, pokud je spojena s fenotypovymi zménami
podporujicimi fitness genotypu. Velkd genotypovd diverzita mize invaznimu druhu
propujcit vyhody. Diky nim muZe mit druh rlGzné odpovédi na ridzné ekologické

podminky (GIFFORD et al., 2002).

V poslednim stoleti nahradily invazni genotypy P. arundinacea pUvodni
genotypy ve Spojenych statech americkych (SALTONSTALL, 2002). Existuji priklady
vnitrodruhové invaze (DAEHLER, 1996) a vnitrodruhového ktizeni, které mlze vyustit v
kfizence s jeSté vétsi vitalitou (ANTILLA et al., 2000) a m(ze vést k vytvoreni agresivnich
kfizencl nebo k vymizeni plvodnich genotyp( (VILA et al. 2000; POOLER et al., 2002;
AYRES et al., 2008). U chrastice doslo k mnohonasobnému zavleceni, coz vedlo k vyssi
genetické variabilité v jejim invaznim aredlu oproti oblastem jejiho plvodniho vyskytu
(LAVERGNE & MOLOFSKY, 2007). Vicenasobné zavleCeni a kfizeni vidy nevede k

vytvoreni fyziologicky dokonalejSiho genotypu. Rozdily mezi genotypy a zvysSena
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geneticka variabilita nemusi vidy vést ke zvySené agresivité rostliny (BRODERSEN et al.,
2008; LAVERGNE & MOLOFSKY, 2007). Chrastice je v Severni Americe plivodni, takze
formalné by se mélo hovofit o expanzi chrastice rakosovité. Existuji predpoklady, ze v
Severni Americe jsou invazni populace zavleCenych evropskych genotypl
(MERIGLIANO, 1998; LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004; LAVOIE et al., 2005). Jde tedy

vlastné o invazi na Urovni genotypu.

PUvodni a zavlecené populace spolu v Severni Americe koexistovaly vice neZ sto
let, takZe doslo ke kfizeni genotyp(i a k migracim. Pfedpoklada se, Ze evropské druhy a
jejich hybridi jsou agresivnéjSi (MAUER et al., 2002; LAVERGNE & MOLOFSKY, 2004).
CASLER et al. (2009) ve své praci zjistovali genetické rozdily mezi evropskymi a
americkymi genotypy. Porovndvali 205 rostlin z 15 genotypl (vySlechténé genotypy,
genotypy z pfirody, evropské genotypy). Zjistili, Ze na zakladé jaderné DNA muzZeme
genotypy rozdélit na dvé oddélené skupiny: skupinu 1 tvofily tfi blizce pribuzné
genotypy ze Severni Ameriky a skupinu 2 ostatni genotypy. Genotypy prvni skupiny
pochdzejici z Oregonu, Alabamy a Arkansasu, by mohly byt potomky zdstupcu
puvodniho severoamerického genofondu. Tyto genotypy samoziejmé mohou pochazet
z evropskych genotypl, které byly do Severni Ameriky béhem 19. a 20. stoleti
dovezeny. Vyrazné oddéleni severoamerickych genotypl od vSech evropskych
genotypl naznacuje rozdilny plvod téchto tfi genotypl. Této teorii také nahrava
skute€nost, Ze v Alabamé a v Arkansasu je chrastice mnohem méné béind v
mokradech, na pastvinach i ve Slechtitelskych programech nez v severnéjsich oblastech
USA. Zd3 se, Ze tyto genotypy jsou nejspiSe zdrojem puUvodniho severoamerického
genofondu (CASLER et al., 2009a). Tyto tfi genotypy maji také vyrazné nizsi genetickou
variabilitu oproti ostatnim severoamerickym a evropskym genotypim. CASLER et al.
(2009a) nasli dostatek podpory pro plsobeni efektu zakladatele (foundereffect), ktery
vyplyva z migrace chrastice z Evropy nebo Asie v nékolika poslednich meziledovych
obdobich. Tyto genotypy jsou tedy povaZovany za plivodni severoamerické presto, ze
doba jejich vyskytu v Severni Americe je kratsSi, nez doba jejich dfivéjsiho vyskytu v
Evropé. Zakladajici populace v Severni Americe tedy zfejmé prosla mnoha mutacemi,
které vedly k vytvoreni genotypl odliSnych od evropskych. Tyto mutace mély jen maly
vliv na fitness a morfologii rostliny-rostlina zGstava fenotypové zcela nezménéna.

Dusledkem je jejich mensi geneticka variabilita, ktera je dlsledkem bottleneck efektu
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(CASLER et al., 2009a). Migrace zpUsobené napfiklad ¢lovékem nebo vétrem, vyustilo v
kfizeni evropskych a americkych genofondl (CASLER et al., 2009). Toto tvrzeni
podporuje hypotézu, Ze imigrace evropskych kultivard pomohla americké chrastici
prekonat bottleneck efekt puUsobici pfi jejim prvnim osidleni Severni Ameriky a

dopomohla k rozsiteni genofondu (LAVERGNE & MOLOFSKY, 2007).

Pokud dojde k potvrzeni této teorie, plivodni severoamerické genotypy by se
mohly stat cennym materidlem pro vyzkum chrastice prfed zavlecenim evropskych

genotypl (CASLER et al., 2009).

Pfedpoklad, Ze invaze chrastice je zpUsobena genotypy z Evropy se zatim

nepotvrdil, proto je nutny dalsi vyzkum pficiny agresivity zavle¢enych genotypa.

1.3.4 Populacné- genetické studie P. arundinacea

V roce 2012 prezentoval JAKUBOWSKI (2012) svou praci, ve které pomoci SSR
markerd odliSil nativni severoamerické populace P. arundinacea od euroasijskych
populaci pochdzejici zlberského poloostrova. Velky potencial vidi v nativnich
populacich v odlehlych oblastech Aljasky, které nejsou ovlivnény euroasijskymi. Tyto
oblasti nejsou ve styku se zemédélstvim, tudiz zavleceni evropskych genotypl by tam
mélo byt minimalni. Identifikaci pomoci molekuldrnich marker( shledava jako jedinou
moznou identifikaci. JAKUBOWSKI (2011) se také zabyval odliSenim kultivard od
nativnich populaci. Metodou SSR se mu podafilo signifikantné odliSit nativni populace.
Zaroven odlisil kultivary americké od evropskych. V experimentu vykazovaly variabilitu
vice druhy uvnitf populace, nez populace mezi sebou. Jako centrum diverzity shledava
mediteranni oblasti, kde dochazi ke kfizeni nékolika druh( rodu Phalaris. Tuto teorii
podporuje i ve své prdaci zroku 2012 (JAKUBOWSKI, 2012). Populacni genetikou
P. arundinacea se zabyvali i LAVERGNE & MOLOFSKY (2004), ktefi vychazeli
z predpokladu, Ze invazni druhy budou obsahovat podmnoZinu genotypu
agresivnéjsich, nez jsou nativni druhy. Nicméné JAKUBOWSKI (2012) tento teoreticky
predpoklad vyvratil a nebyl prokazan rozdil v genetické variabilité invaznich a nativnich
populaci. LAVERGNE & MOLOFSKY (2004) poukazali na odliSnosti mezi volné

rostoucimi nativnimi populacemi a picnimi kultivary, ale nezjistili rozdily mezi
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péstovanymi picnimi kultivary a invaznimi populacemi chrastice z mokfadnich poloh.
RovnéZ predpokladaji vyssi rozsah vnitropopulacni genetické variabilita a malé rozdily
mezi populacemi (nizkou Uroven mezipopulacni variability). Dulezité vysledky pfinesl
CASLER et al. (2009), ktery ve své praci zjistovali genetické rozdily mezi evropskymi a
americkymi genotypy. Tyto dvé skupiny genotypli se mu podafilo pomoci AFLP
markert odlisit. Ddle uvadi, Ze v porovnani americkych a evropskych genotypl se

neprokazaly Zadné rozdily v potencionalni schopnosti invaze.

1.3.5 Molekularni markery pouzivané v populacni genetice

Kvalitativni a kvantitativni informace tykajici se Urovné diverzity jsou nesmirné
dalezitym faktorem v mnoha oblastech biologického vyzkumu, at jiz zakladniho nebo
aplikovaného: evolu¢ni biologii, taxonomii, Slechténi a ochrané genofondu. Pro
»markerovani“ diverzity, pro detekci polymorfismu na udrovni nukleovych kyselin
(zejména DNA) je mozné pouzit celou fadu rGznych molekularnich technik. Vétsina
molekuldrnich markerd spadd do jedné ze tfi kategorii technik: (1) techniky vyuZivajici
hybridizaci; (2) techniky zaloZzené na PCR reakci (amplifikace vyuZivajici ndhodnych
primerd, multi-locus PCR); a (3) techniky zaloZzené na PCR reakci (amplifikace znamych
cilovych sekvenci, single-locus PCR). Nékteré techniky jsou navic modifikacemi nebo

kombinacemi dalSich metodickych postupl (KARP, 1997).

V nasledujicim textu jsou uvedeny nejcastéjsi metody pouzivané v populaéné-

genetickych studiich.

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Jedinci se mohou lisit v pfitomnosti/nepfitomnosti restrikénich mist urcitého
useku DNA, coz se projevi na délce DNA fragment( vzniklych po plsobeni restriktdz na
danou DNA. Tyto fragmenty variabilni délky jsou skute¢nymi alelami s Mendelovskou
dédi¢nosti a RFLP markery jsou kodominantni. Metoda zachycuje variabilitu na drovni
DNA (detekce i neutralnich zmén), je ndrocna na mnozstvi DNA, relativné drahd a také

Casové narocna (ZIETKIEWICS et al., 1994).
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RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

RAPD analyza je metoda zaloZzena na PCR technologii. Mezi jeji vyhody patfi
rychlost (je pouzitelnd pro rychly screening a identifikaci vzorkd) a potfeba jen velmi
malého mnoistvi templatové DNA. Vzhledem k tomu, Ze pfi RAPD analyze jsou
vyuzivany nahodné generované primery, neni pro jeji provedeni vyZzadovana znalost
cilovych sekvenci a studovaného genomu. RAPD detekuje polymorfismus v celém
genomu (OBORNIK et al., 2000). RAPD markery byly Uspé&$né pouzivany v genetickém
fingerprintingu pfi analyze odr(d, dale jsou vyuZitelné pfi analyze ptvodl (SCOTT et
al,, 1992; LERCETAU et al.,, 1997) a genetickém mapovani (REITER et al. 1992;
UZUNOVA et al., 1995). CHAKRABARTI et al. (2006) upozorfiuje na jednu z hlavnich
nevyhod této metody a to nestabilitu poskytnutych spekter v ramci opakovani a rovnéz
zjistil rozdily ve spektrech v zavislosti na izolovaném pletivu a podminkach kultivace

(SCOTT et al., 1992).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Technika AFLP kombinuje principy technik RFLP a PCR (VOS, et al., 1995).
Vysokomolekuldrni genomicka DNA (nebo v pfipadé cDNA—AFLP ziskana cDNA) se Stépi
soucasné dvéma restricnimi endonukledzami. Na vzniklou populaci restrikénich
fragment( se liguji adaptory o znamé sekvenci a provadi se preselektivni amplifikace.
Primery pro tento amplifikacni krok jsou komplementarni k adaptordm s dalSim
selektivnim nukleotidem na 3’— konci. Selektivni amplifikace se pak provadi s primery
se tfemi selektivnimi nukleotidy (v pfipadé rostlin resp. objektl s velkym genomem).
U AFLP dochazi ke kombinaci specificnosti restrikéniho Stépeni se snadnosti PCR.
Polymorfismus se pak zjistuje na zakladé pritomnosti/nepfitomnosti a velikosti
amplifikovanych fragmentl po separaci na PAGE nebo na genetickém analyzatoru
(sekvendtoru). Oproti metodam RFLP a RAPD ma technika AFLP fadu vyhod, mezi
nejdlleZitéjsi patfi generovani velkého mnoZstvi dominantnich markerd pokryvajicich
cely genom. Kromé vyuZiti pro identifikaci genotyp( kulturnich rostlin je cilena

zejména pro ucely mapovani vyznamnych kvalitativnich a kvantitativnich znakud. Tato
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metoda nachazi uplatnéni také pfi studiu biodiverzity, pfipravé marker( a genetickém

mapovani (BALLVORA et al., 1995; MEKSEM et al., 1995; VAN ECK et al., 1995).

Mikrosatelity (SSR- Simple Sequence Repeats)

SSR jsou kratké opakované sekvence (10-15 kopii), sestavajici z jedno- az
¢tyrnukletidovych sekvenci, napf. (AT), nebo (CAG),, ndhodné rozmisténych v genomu.
Detekuji délkovou variabilitu — alelou je Usek o urcité délce (s uréitym poctem
opakovanych kratkych sekvenci). Vyhody jsou ve vysoké variabilité a jejich
kodominantnosti. Vyvoj Mikrosatelitd je relativné drahy a ¢asové naro¢ny (WILLIAMS,

1990).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)
Pro nasi studii jsme se rozhodli uplatnit metodu ISSR, proto se ji nyni budu

vénovat rozsahleji, nez metodam predeslym.

Technika ISSR markerud je modifikaci techniky SSR markerQ (ZIETKIEWICS et al.,
1994; KANTETY et al., 1995). Kombinuje vétSinu vyhod AFLP analyzy s univerzalitou
RAPD (GUPTA et al., 2000). Tato technika je zaloZzena na pouziti PCR amplifikace s
nahodné ukotvenym mikrosatelitovym motivem, zaloZena na variabilité v regionech
mezi mikrosatelity. Metoda vyuzivd mikrosatelitové sekvence jako primery (16-25 bp)
(GUPTA et al., 2000; WU et al.,, 1994). Tyto repetitivni jednotky se vyskytuji ¢asto,
nahodné, v celém genomu u vsech eukaryot a liSi se poCtem opakovani. BEéhem PCR
dochazi k amplifikaci usekd DNA mezi dvémi stejnymi mikrosatelitovymi repetitivnimi
sekvencemi, které jsou umistény v fetézci DNA v opaéném sméru. Vysledkem jsou
rizné dlouhé Useky DNA mezi mikrosatelity. Na rozdil od techniky SSR neni pfi ISSR
nutnd Zadna predchozi znalost sekvence (JARNE & LAGODA, 1996; HANTULA et al.,
1996). CHARTERS et al. (1996); ZIETKIEWICS et al. (1994) povaZuji tuto metodu za
presnéjsi a opakovatelnéjsi nez metodu RAPD, je vSak nutna optimalizace této metody.
Metoda ISSR marker( zdroven poskytuje vétsi polymorfismus. ISSR markery jsou
dominantni, ackoli néktefi autofi udavaji i jejich kodominantni charakter (FISCHER et
al.,, 1996). Tato metoda ma Sirokou skalu pouziti, v€etné charakterizace genetické
pribuznosti mezi populacemi, genetické screenovani, genové znackovani, zjisStovani
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klonalni variability, identifikace kultivarl, fylogenetické analyzy, detekce genomové
nestability, a hodnoceni hybridizace (JARNE, 1996). Dalsi vyhodou je také nizsi cena

oproti AFLP, RAPD a malé pozadavky na vybavenost laboratore.

Vlastni postup zahrnuje béZznou PCR za vyuZiti obvykle jednoho primeru. Méné
Casto se pouzivd kombinace dvou ISSR primerd. Produkty PCR amplifikace jsou
vizualizovdny na bézném agarézovém gelu. Vysledna sada vzniklych fragmentd odrazi
variabilitu v distribuci a délce mikrosatelitd v genomu. Analyzu kazdého vzorku je
nutné provést ve dvou nezavislych PCR a do statistického hodnoceni zahrnout pouze
fragmenty, které se objevi v obou téchto nezavislych opakovdnich (GODWIN et al.,

1997). Produkty jsou dlouhé od 200-2000bp (REDDY, 2001).

Evoluéni zmény v mikrosatelitech jsou povaZovany za vys$si, nez u vétsSiny
ostatnich typd DNA, takZe pravdépodobnost polymorfismu téchto sekvenci je vétsi
(REDDY, 2001). ISSR je dullezitym nastrojem pro charakterizaci genofondu a zjisténi
totoZnosti odrad/kfizencl/rodicovského zdroje (CHARTERS, 2000). Stejné tak by méla
odlisit plané rostouci druhy od kultivar( (CHEN et al., 1998). ISSR napomaha pfi feSeni
mezidruhovych postaveni a odliSnosti druhl v ramci rodiny (JOSHI et al., 2000). Tato
metoda ukdzala také dostatecny polymorfismus, aby byly rozlisSeny rdzné kultivary
(WOLF et al., 1995). Metoda identifikuje mikrosporové odvozené kultury od téch, které
pochdzi ze somatické tkané jiz ve fazi sazenic (CHEN et al., 1998). Metoda byla
Uspésné pouzita pfi odhadu rozsahu genetické rozmanitosti na inter-a intra-specifické

urovni, napriklad u ryze (JOSHI et al., 2000) a pSenice (NAGAOKA et al., 1997).

Technika ISSR je vhodnéjsi pro analyzu rozmanitosti z hlediska kvality a kvantity
datovych vystupu ve srovnani s RFLP a RAPD (SALIMATH et al., 1995). Bylo prokazano,
Ze Uroven segregace zkresleni ISSR je nizsi nez u RAPD (WANG et al., 1998). Technikou
Ize charakterizovat odridovou uroven druhu. Napfiklad pét ukotvenych primeru
rozliSilo 20 kultivart Brassica napus (CHARTERS et al., 1996). Podobné bylo rozliSeno
37 kultivard brambor ¢tyfmi primery (PREVOST et al., 1999), 3 primery identifikovaly
16 genotypl rybizu (LANHAM et al., 1998).

Technika ISSR marker(d zasahuje az do oblasti molekularni ekologie, kde je
vyuzivana na detekci druhd v €eledich. Celedi, na kterych byla tato technika pouZita,
jsou Asteraceae, Brassicaceae, Hippocastanaceae, Orchideaceae a Poaceae. Variabilita

v ramci a mezi populacemi mlze byt porovndvana pomoci multilokusovych markerd,
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jakymi jsou pravé ISSR. Potencidl této techniky je vidén v zajisténi ochrany odrdd

rostlin na zakladé jejich rozliSovani jiz v zarodecné fazi (GUPTA et al., 1994).
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2. MATERIAL A METODIKA

Pro analyzu P. arundinacea byly pouZity dva soubory vzorkd. Prvni skupinu
pfedstavovaly vzorky ziskané z populaci chrastice podél nejvyznamnéjsich fek v CR a v

druhou skupinu pak tvorily vzorky z Minnesoty, USA.

2.1 Shér vzorku a pilotni pokus

2.1.1 Odbér rostlinného materialu v €R

Odbér rostlin z pfirozenych populaci do kultivacniho pokusu probéhl v roce
2011, vzdy z jedné lokality podél kazdé z 6 vybranych fek (Labe, VItava, LuZnice, Orlice,
Berounka a Dyje). Mapa odbérovych mist na Obr. 6. Na kazdé lokalité byly odebrany 3
celé trsy, véetné oddenkl a kofen(, a po zkraceni nadzemnich ¢asti byly zasazeny do
plastového kvétindce o objemu 12 L naplnéného piskem s pfidanim komercniho
hnojiva Osmocote. Kvétina¢e byly umistény v mélkych (15 cm hlubokych)

novodurovych vanach naplnénych vodou.

Picni a okrasné kultivary chrastice rakosovité byly ziskany z Vyzkumné stanice
travinarské v Roznové pod Radhostém — Zubfi (OSEVA PRO s.r.0.), a ze zahradnictvi a
od distributoru, ktefi prodavaji rostliny chrastice rdkosovité. Byly soustfedény vSechny
dostupné kultivary v mnozstvi 3-5 rostlin od kazdého kultivaru a kazdého distributora.
toto zahradnictvi prodava rostliny pro korenové Cistirny. Tato sbirka okrasnych,
komercnich a picnindfskych kultivard byla zaloZzena a nadale bude udriovéna v

kultivaénim aredlu Botanického Ustavu AV CR v Treboni.
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Obr. 6. Mapa odbérovych mist na 6 fekdch v celé CR s vyznacenim lokalit, kde byly odebrdny rostliny do

kultivacniho pokusu

2.1.2 Odbér rostlinného materialu v Minnesoté

Sbér rostlinného materidlu z terénu na Uzemi Minnesoty (USA) z americkych
invaznich populaci probéhl v roce 2012. Vzorky byly sbirdny v populacich podél Sesti
Fek. Ctyfi z vybranych Fek (St. Croix, Mississippi, Minnesota, Des Moines) pat¥i k povodi
Golfského zdlivu, dvé feky (Red River of the North, Roseau) Usti do jezera Lake
Winnipeg , patficho do povodi Hudson Bay (mapa sbérl na Obr. 7).
Césti listl, odebranych na molekuldrni analyzu, byly umistény do ¢ajovych filtr(i a

vysuseny v Silica gelu. Po vysuseni byl rostlinny materidl skladovan v -20°C.
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Obr.7. Mapa sbérti v Minnesoté. Cerné vyznacené vzorky reprezentujici invazivni populace podél rek,

fialové oznacené vzorky reprezentuji extenzivné péstované picnindrské kultivary v MN.

2.1.3 Pilotni pokus v BU Tiebon

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byly v roce 2012 pouZity rostliny
nasbirané na lokalitich podél 6 nejvétdich fek v Cechach a na Moravé spolu s
komercnimi kultivary ziskanymi v prvnim roce (2011). Ty byly v r. 2011 zazimovany v
samostatnych kvétina¢ich s ozna¢enim pdvodu v kddich na pozemku BU Trebof. Na
konci dubna jsme zkontrolovali a vytipovali genetické zdroje, které prezimovali v
nejlepsi kondici. Z vybranych zdroji bylo z kazdého odebrdno 12 oddélkl (casti

rhizom(), které byly rozdéleny do tfi kvétindcli po ctyrech oddélcich (oznaceny
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cedulkou s puvodnim kédem zdrojové rostliny + oznacdeni pfisluSného kvétinace A, B,
C). Kazdy oddélek byl pfed zasazenim do kvétinace zvazen. Nasledné jsme vSechny 4
oddélky zasadili do kvétinace do smési pisku a hnojiva Osmocote. Po tydnu jsme pocet
rostlin v kazdém kvétinaci zredukovali na 1 ks. Pfi jednoceni rostlin jsme zohledrovali
velikost a stav mladych rostlin, abychom snizili variabilitu rostlinného materialu na
pocatku pokusu na minimum. Experimentalni kultivace probihala na pozemku BU
Trebont v obdobi od 27. dubna do 12. zafi 2012. Na vSech rostlinach v kultivaci
probihala morfometricka méfeni jak v pribéhu sezdny, tak na konci vegetacni sezony,

kdy byla kultivace ukoncena.

Méreni pokusnych rostlin v priibéhu vegetacni sezony

1) V obdobi od 21. 6. do 4. 9. 2012 jsme u vSech rostlin pravidelné v tydennich
intervalech méfili vySku rostlin (méreno jako délka nejdelSiho listu na nejdelSim

.....

na toto misto).

2) V obdobi od 21. 6. do 17. 7. 2012 jsme u vSech rostlin zjistovali v tydennich
intervalech pocet vyhonu, abychom zjistili dynamiku rdstu a expanze jednotlivych

genotypl. Pocet vyhon( se urcoval vlastnim pocitanim vyhon(.

3) U téch genotypl, které v dobé trvani kultivace vykvetly, jsme zjistovali
morfometrické charakteristiky kvetoucich stébel. Stébla byla odebirana ve
fenologické fazi metdni, postupné, jak vykvétala a to odstfihnutim na Urovni
péstebniho substrdtu. Na kaidém odebraném stéble byly zjistovany tyto
morfometrické charakteristiky: 1) bazalni primér, 2) celkovd délka (od baze az po
vrchol kvétni laty), 3) pocet kolének, 4) pocet listl na stéble. Dale pak byla mérena
parametrd byla stébla rozdélena na kvétni latu, stéblo, listy a uloZzena do papirovych
sackl. Po vysuseni na 80°C na konstantni hmotnost byly jednotlivé ¢asti stébla

zvazeny.
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Méreni a odbéry pokusnych rostlin na konci vegetacni sezony

V poloviné zafi jsme kultivaci ukoncili. U vSech rostlin byly méfeny nasledujici

morfometrické charakteristiky:

1) Od kazdého genotypu jsme odebrali tfi stébla. Z odebranych stébel jsme oddélili
listy, vyfotili je na bilé ploSe, s méfitkem, pro pozdéjsi vyhodnocovani listové plochy.

Hola stébla a listy byly zvazeny a vysuseny pfi 80°C.

2) Rostlinu jsme dale rozdélili na nadzemni a podzemni ¢ast, obé ¢asti byly vysuseny a

zvazeny stejné jako stébla.

3) U vSech genotypl byl zaroven s odbérem zjiStény celkovy pocet stébel
vyprodukovanych za vegetacni sezénu. Kromé toho byl zaznamendn i celkovy pocet
kvetoucich stébel (do tohoto poctu byla zapoctena i stébla odebrana jiz v pribéhu
vegetacni sezény). Pfi odbérech se kromé morfometrickych charakteristik hodnotily

i fenotypové znaky rostlin:

e uvsech genotypu jsme vyhodnotili panasovanost,
e po ostfihani nadzemni biomasy na Urovni povrchu substratu jsme u vsech
genotypl vyhodnotili hustotu a velikost trsu jako miru pokryvnosti ostfihanych

stébel (v %) na povrchu kvétinace.

Zaznamenana a zmeérfend data jsme vyhodnotili analyzou variance v programu
Statistica a Systat. Opakovana meéreni byla vyhodnocovana v Lifetimeanalysis

programu Statistica.

Morfologické parametry a fenotypovou variabilitu chrastice rakosovité zpracoval ve

své bakalaFské praci student Vojtéch Janu$ (JANUS, 2013).
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2.2 Laboratorni ¢ast

2.2.1 Rostlinny material pouzity pro DNA analyzu

Rostlinny material pouzity pro molekularni analyzy byl odebran pfi terénni ¢asti

diplomové prace. Odbér probihal uprostred sezdny, kdy rostliny byly mladé, zelené bez

zndamek napadeni $kddci, virovych a bakteridlnich onemocnéni. Celkem bylo odebrdno

109 vzorkl. Z americkych populaci bylo vybrano 39 vzorkl, reprezentujici populaci

srovnatelnou s Ceskou. Pfehled vzorku je uveden v Tab.2.

Vzorky reprezentujici americké kultivary jsem si vysadila v laboratofi ze semen,

objednanych z Regional Plant Introduction Station ve Washingtonu. Seznam vzork(

naleznete v Tab.2.

Takto odebrany materidl byl umistén do ¢ajovych filtr( a vysusen v Silica gelu.

Po dostate¢ném vysuSeni materialu, byly vzorky skladovany v -20°C.

Nazev Pavod OZZakc:srL' v Pocet genotypl
Zahradnické kultivary
"Luteopicta" Zahradnictvi Flos s.r.o. F/L. 2
"Phalaris arundinacea" Zahradnictvi Flos s.r.o. F/P.a. 2
"Picta" Zahradnictvi Flos s.r.o. F/P 2
"Picta" Agrostis Travniky AT/P 2
"Picta" Zahradnictvi Flos s.r.o. ZN/P 1
"Picta" Zahradnictvi Flos s.r.o. ZP/COV 2
"Tricolor" Agrostis Travniky AT/T 2
Genotypy selektované pro COV
cov Zahradnictvi Pelikdn |§F/P 2
Picnina¥ské kultivary a genotypy z CR
Chrastava OSEVA PRO, s.r.o.Zubfi | Chrastava 1
Phalaris arundinacea OSEVA PRO, s.r.0.Zubfi 13.4 1
Phalaris arundinacea OSEVA PRO, s.r.0.Zubfi 77/04 1
Phalaris arundinacea OSEVA PRO, s.r.0.Zubfi 83/03 1
Phalaris arundinacea var. Picta Zubfri 123/04 1
Phalaris arundinacea var. Picta OSEVA PRO, s.r.0.Zubfi 125/05 1
Rostliny z populaci podél ¢eskych ek
Phalaris arundinacea Dyje - Lednice DY 3
Phalaris arundinacea Orlice -Tynisté nad Orlici |OR 2
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Phalaris arundinacea Labe - Lochenice LA 1

Phalaris arundinacea Berounka - Srbsko BE 3

Phalaris arundinacea Vltava - Zlata Koruna VL 3

Phalaris arundinacea Luznice - Suchdol nad LU 3
Luznici

Rostliny z populaci podél MN fek

St. Croix / South of Bayport. MN | St. Croix 1

by the Bayport Marina 2

St. Croix State Park. along river | St. Croix 1

by boat launch and swimming

areas 6

Wet Meadow / Chanhassen, MN; | Louky u Chanhassen, MN 5

Hort. Research Center 'Rice

Paddy' wetlands used by Sue

Galatowitsch & Mike Nelson. 8

Reno Mississippi 9 1

Red Wing. Wisconsin Mississippi 14 1

Between Little Falls and Rice Mississippi 21 1

W of Bear Den Landing,|Mississippi 1

Mississippi Headwaters State

Forest 34

Blakeley, W of Belle Plaine. MN | Minnesota 38 1

5 km JV Montevideo Minnesota 46 1

Petersburg, 13 km JV Jackson De Moines 50 1

Avoca, 15 km V Slayton De Moines 54 1

W of Mulligan Lake Roseau 56 1

N of Roseau Louky v oblasti Roseau 58 5

Caribou, Hgw 4 near confluence | Roseau 1

with State Ditch. S Canadian

Border 61

Fort Abercrombie State Park, 1

Breckenridge Red River 63

Oslo, 25 km Z Argyle Red River 74 1

Americké kultivary ziskané z genové banky RPIS

VENTURE RPIS, Washington, USA | VEN 1

PALATON RPIS, Washington, USA | PAL 1

AUBURN RPIS, Washington, USA | AUB 1

IOREED RPIS, Washington, USA | IOR 1

367 RPIS, Washington, USA 365 1

Phalaris arundinacea RPIS, Washington, USA PHA 1

PN-609 RPIS, Washington, USA PN-609 1

GROVE RPIS, Washington, USA GRO 1

ARKANSAS UPLAND RPIS, Washington, USA | ARK 1

MN-76 RPIS, Washington, USA MN-76 1

CANA RPIS, Washington, USA | CANA 1

VANTAGE RPIS, Washington, USA | VAN 1

MCRC1 RPIS, Washington, USA | MCRC1 1

SUPERIOR RPIS, Washington, USA | SUP 1

Tab.2. Kompletni seznam genotypi.
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2.2.2 Péstovani vzorku v laboratofi

Substrat byl prfed zacatkem pokusu zklavovan a kvétinacky vymyty roztokem
Sava. Semena byla vyseta do misky po padesati, ve dvou opakovanich od kazdého
genotypu. Po 4 tydnech bylo odebrdano 50 semendackl od kazdého genotypu. Vzorky
byly uloZzeny v -20°C a nasledné zhomogenizovany tekutym dusikem. Extrakce byla

provedena metodou CTAB.

2.2.3 Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci pufru cetyltrimetylamonium bromidu
(CTAB). Standardni postup dle Williams et al. (1992) jsme modifikovali. Modifikace
spocivala v zefektivnéni metody a zkraceni doby izolace se stejnou kvalitou, Cistotou a
vytéznosti DNA. lIzolovana DNA byla rozpusténa ve 100 ul sterilni H,O a byla
uchovavana pfi -20°C, pro dlouhodobé uchovani jsme volili uchovavani pfi teploté -

80°C.

Protokol CTAB:

1) Vzorky o hmotnosti 20-40 mg (2cm listu) umistime do 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky. Homogenizujeme pomoci tekutého N,.

2) Pripravime si roztok: CTAB extrakéni pufr - 2,5 ml/ 1 vzorek + merkaptoethanol - 2ul/
1 vzorek. 500 pl roztoku pridame do kazdého vzorku.

3) Vortexujeme. Inkubujeme pfi 65°C/ 15 minut v termobloku, ¢i vodni lazni.

4) Po inkubaci kratce vortexujeme, pfiddme 200 pl smési chloroform: isoamylalkohol
(24:1).

5) Vortexujeme, nebo 12x obratime.

6) Centrifugujeme 5 min/ 14000 rpm pfi teploté 20°C.

7) Pfeneseme horni fazi do nové 1,5 ml eppendorfky.

8) Opakujeme krok 4-7.

9) Pfiddame 500 pl Ethanol acetatu. 100 ml smési pfipravime smichanim 4 ml 3M

octanu sodného a 96ml 100% etanolu.
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10) Centrifugujeme 5 min/ 14000 rpm pfi teploté 20°C.
11) Roztok vylijeme, pelet zachovame.

12) Pfiddme 500 pl 70% etanolu.

13) Centrifugujeme 5 min/ 14000 rpm pfi teploté 20°C.
14) Roztok vylijeme, pelet zachovame.

15) Nechavame schnout 40 minut.

16) Pfiddme 100 pl H,0, inkubujeme pfi 37°C/ 30 minut.

PExtrahovand DNA byla pfenesena do mikrotitracnich desticek, pro snadnéjsi

manipulaci se vzorky.

2.2.4 PCR reakce

Pro PCR reakce byla pouZita sada 4 ISSR primerd UBC 810, UBC 825, UBC 881 a UBC

890, sekvence primeru jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC 825 ACA CACACACACACACT
UBC 881 GGG TGG GGT GGG GTG
UBC 890 VHV GTG TGT GTG TGT GT

SloZeni reakce: 10 pl PPP Master Mixu
0,5 ul Primer
0,4 ul BSA

7,1-8,1ul  H,0
1-2 ul DNA

Celkovy objem reakci byl vidy 20 pl.
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Casovy a teplotni profil PCR reakce pro primer UBC 810:

¢ Pocatecni denaturace 94°C/ 5 minut
- 94°C /30 sekund
- 54°C/45 sekund 35X
- 72°C/ 45 sekund

e Finalni elongace 72°C/ 10 minut

e Uchovani 4°C/ oo

Casovy a teplotni profil PCR reakce pro primer UBC 881 a UBC 890

¢ Pocatecni denaturace 94°C/ 5 minut
- 94°C /30 sekund
- 56°C/ 45 sekunnd 35X
- 72°C/ 45 sekund

e Finalni elongace 72°C/ 10 minut

e Uchovani 4°C/ oo

Casovy a teplotni profil PCR reakce pro primer UBC 825:

¢ Pocatecni denaturace 94°C/ 2 minut
- 93°C/ 20 sekund
- 52°C/ 60 sekund 35X
- 72°C/ 20 sekund

e Finalni elongace 72°C/ 6 minut

e Uchovani 4°C/ oo

2.2.6 Separace amplifikovanych fragmentt

Separace amplifikovanych fragmenta probihala na 2% agarozovém gelu v 1x TBE pufru.
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Pfiprava 2 % agardzového gelu:

1. Pfipravime a vyvazZime vanu

2. Ptiprava gelu o objemu 230 ml: 4,6 g agardzy
250 ml 1xTBE

Takto pripravené chemikalie smichdame dohromady v Erlenmayerové bance. Rozvafime

v mikrovinné troubé na max. vykon.

3. Roztok agardzy zchladime, pfiddme 6 ul EtBr, dikladné promichame.

4. Agarézu nalijeme do vany. Nutné bez bublin.

5. Po naliti do vanicky umistime hrebinek a gel nechame tuhnout cca 30 min.
6. Poté vyndame hrebinek a nanasime vzorky do jamek v gelu.

Pfiprava na elektroforézu:

1. Elektroforetickou vanu naplnime dostate¢nym mnozstvim pufrem 1x TBE.

2. Vzorky nanasime postupné do jamek v gelu, po stranach naneseme 12 ul 100 bp.
ladderu, gel se vzorky poté opatrné vlozime pod hladinu pufru do elektroforetické

vany.

3. Elektroforéza bézi nejdfive pfi 40 V cca 10 min a pak zvySime na 90 V po dobu 4,5

hodiny.

4. Vyjmeme gel z pufru a umistime pod UV svétlo a vyfotime.

PCR reakce probihala vidy ve dvou nezavislych reakcich, které byly na gel
naneseny vedle sebe. Hodnoceny byly jen takové produkty, které se amplifikovaly

v obou PCR reakcich.

2.2.7 Detekce amplifikovanych fragmenta

Po gelové elektroforéze byly fragmenty DNA zviditelnény pomoci barviva
Ethidium bromid. Gel byl vyfocen a ziskana digitdlni fotografie byla pouzita pro

vyhodnocovani dat.
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2.2.8 Vyhodnocovani dat

Pro ucely komplexniho hodnoceni molekularnich markerl je vhodné vyuzit
statistického zpracovani dat. Metoda digitalni analyzy pak predstavuje prostfedek pro
primarni zpracovani elektroforeogram(i a zaznamendni pozice pruhid na gelu. Na
zadkladé zjisténych a korelovanych pruhd jsem sestavila binarni matici pfitomnosti/
nepfitomnosti pruhu v dané zéné a provedla statistické hodnoceni (vypocet frekvence
alel, vypocet koeficientli genetické identity, vypolty genetickych vzdalenosti di
podobnosti. Geneticka vzdalenost byla hodnocena pomoci klastrové analyzy
(Unweighted Pair Group Method Averages) a koordinacni analyzy (Principal

Coordinates Analysis) v programu MVSP (Kovach Comp. Serv.) a (CIRAD).
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3. VYSLEDKY

U analyzovanych vzorkQ P. arundinacea byly vyhodnoceny vysledky
molekuldrnich analyz - profily ISSR markert. Amplifikované fragmenty byly separovany
pomoci gelové elektroforézy, vyfotografovany pomoci digitalniho fotoaparatu a byla
provedena obrazova analyza - zdznam pozice a poctu amplifikovanych fragmentd. Byla
hodnocena pritomnost (1) ¢i nepfitomnost (absence) (0) pfislusného fragmentu.
Celkem byly hodnoceny 4 ISSR primery (UBC 810, UBC 881, UBC 890, UBC 825) a byla
sestavena matice pfitomnosti/nepfitomnosti fragment(. Tato data byla dale
zpracovavana pomoci statistickych programid MVSP a DARwin. Byly provedeny tfi
analyzy molekularnich dat - pro soubor ¢eskych a americkych vzorku a ve tfeti analyze

byla hodnocena data z Ceské republiky a Minnesoty dohromady.

3.1 Geneticka variabilita vzorka P. arundinacea z CR

Genetickd variabilita vzorkd P. arundinacea z Ceské republiky. Genotypy z planych

populaci, zahradnické a picninaiské kultivary a genotypy z COV.

Byla provedena PCO a clusterova analyza, na Obr. 8 jsou vedeny vysledky PCO
analyzy ve formé ordinacniho diagramu, na Obr. 9. jsou uvedeny vysledky clusterové
analyzy (UPGMA) ve formé dendrogramu. Byla provedena i Neighbor joining analyza v
programu DARwin (vysledky této analyzy jsou uvedeny na Obr. 10). Vysledky
z programu DARwin se shodovaly s vystupy z UPGMA analyzy. Na vystupu PCO analyzy
je patrné seskupeni rostlin z pfirozenych populaci z CR do jednoho shluku (na Obr. 8
oznacen zelenou elipsou). Do toho shluku byl pfifazen i vzorek picninafského kultivaru
Chrastava, ktery byl ziskan selekci z pfirozenych populaci a charakterem odpovida
rostlinam z inundacnich oblasti podél rek. Rostliny vykazuji Siroky rozsah genetické
variability jak v populacich, tak i mezi populacemi a neni patrné shlukovani podle
geografického pUvodu vzorkl, tedy podle fek, kde byly vzorky odebirany. V druhém

shluku jsou seskupeny zahradnické kultivary, genotypy ze sbirky VUP v Zubfi a
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genotypy pouzivané v korfenovych Cistirnach odpadnich vod. Tato skupina se vyznacuje
vysokou mirou genetické variability, je rozvolnéna a je patrné seskupovani vzorki
podle jejich plvodu a morfologického typu rostliny (plvod - napf. vzorky 13 ze Zubfi,
vzorky chrastice FL nebo ZP/COV; morfologicky typ rostlin - napf. vzorky SF, nebo
skupina panasovanych zahradnickych kultivard ZN/P, AT/T a AT/P). Tyto panasované
zahradnické kultivary predstavuji jeden okraj genetické variability, druhy pak
predstavuji genotypy selektované pro pouziti v korfenovych cistickach odpadnich vod
(SF, na Obr. 8. podbarveno modie), které jsou jak morfologicky, tak i charakterem
profilu ISSR marker(l fazeny spole¢né se vzorky chrastice FL a 13 blize ke skupiné

planych genotypu

Na Obr. 9 je uveden dendrogam jako vystup UPGMA shlukové analyzy. Vysledky
shlukové maji obdobny charakter jako vysledky z PCO analyzy, je patrné seskupeni
vzork(Ql reprezentujici plané rostouci populace podél fek, picninaiského kultivaru
Chrastava a produké&nich genotypd picninafskych a pro COV ("Feky", Chrastava, 13, SF a
FL). Druhy velky shluk pak vytvafi zahradnické kultivary a ostatni genotypy ze Zubfi.
Patrny je stejné jako v pfedchozi analyze trend shlukovani genotypu podle plivodu a
morfologickych charakteristik (panasovani) - napt. shlukovani panasovanych kultivarud

AT/T, AT/P, F/P a ZN/P.

Dulezitym vystupem analyzy ISSR markerU je zietelné odliSeni skupiny planych
genotypl; vnitfni diferenciace skupiny zahradnickych kultivard a picninaiskych
genotypl - shluk tvofeny panaSovanymi zahradnickymi kultivary a shluk tvoreny

genotypy produkénimi pro vyuZiti picninaiské nebo pro ugely COV.
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PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Obr.8. Vysledky PCO analyzy. V zeleném poli vyznaceny pfirodni populace spolu se vzorkem CHRASTAVA. V modrém kruhu seskupeni zahradnickych a picnindrskych

kultivard.
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Obr. 9. Vysledky clusterové analyzy (UPGMA) ve formé dendrogramu. Prirodni populace znaceny zelené, zahradnické kultivary modre, picnindrské cervené.
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Obr.10. Vystup z N-J analyzy v programu DARwin.
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3.2 Geneticka variabilita vzorkt P. arundinacea z Minnesoty, USA

Geneticka variabilita vzorkQ P. arundinacea z Minnesoty, USA - genotypy z populaci

podél rek, extenzivné péstované picninarské genotypy a picninarské kultivary.

Obdobné jako u vzork( z CR byla provedena PCO a clusterova analyza, na
Obr. 11. jsou vedeny vysledky PCO analyzy ve formé ordinacniho diagramu, na Obr. 12

jsou uvedeny vysledky clusterové analyzy (UPGMA) ve formé dendrogramu.

V ptipadé americkych genotypl neni patrné tak zretelné odliSeni picninatskych
kultivar( od rostlin z populaci chrastice podél fek. Jednim z divodu je i mensi celkovy
rozsah genetické variability ve srovnani s ¢eskymi vzorky. Nicméné i zde je moiné
odlisit skupinu intenzivnich picninafskych kultivar( (¢erveny oval na Obr. 11) a skupinu
vzork(l odebranych z populaci podél fek (zeleny oval na Obr. 11). Na vystupu PCO
analyzy je patrny prekryv téchto dvou skupin. Vzorky z populaci 8 a 58, predstavuji
picnindrské kultivary z extenzivnich ploch a doslo k jejich zaclenéni do shluku vzorkd z
populaci podél rek. Logické vysvétleni pak mizZeme spatfovat v charakteru téchto
extenzivnich ploch (ploché casto zaplavované Uzemi, extenzivné vyuzivané, porosty
chrastice byly zaloZeny jako kulturni porosty, ale je zde velmi silné ovlivnéni genotypy z
populaci rostoucich podél fek, ne zcela jasny byva i zdroj osiva kultivart) a celkovém
rozsahu genetické varibility ve sledovaném uzemi, ktery je o cca 10 % nizsi nez-li je

tomu u souboru ¢eskych genotypl (viz. Obr. 12 UPGMA analyza).

Vysledky shlukové analyzy (Obr. 12) maji opét obdobny trend jak PCO analyza,
tj. skupina genotypl z populaci podél ek, skupiny kultivar(i a ne zcela jasné postaveni

vzork( z populaci 8 a 58.
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PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Obr. 11. Vystup z PCO analyzy. Cervené odlisend skupina reprezentujici oblasti intenzivniho zemédélstvi. Zelené znacena skupina reprezentujici piivodni vyskyt
Phalaris.
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3.3 Porovnani genetické variability vzork(i P. arundinacea z Ceské republiky a
Minnesoty
Cely soubor genotypli z populaci podél fek, zahradnické a picninarské kultivary a

genotypy.

V ramci tototo souhrnného vyhodnoceni dat 4 analyzovanych ISSR marker( byly
prorovnany vysledky genetické variability v ¢eskych nativnich, americkych invaznich
populacich, v souboru picninafskych kultivard z CR a MN a souboru zahradnickych
kultivar(. Vysledky prinaseji zajimavé usporaddni analyzovanych vzork(l a pfinasi i
pfimé porovnani rozsahu a charakteru genetické variability ve sledovanych souborech.

Na zakladé PCO analyzy (Obr. 13) doslo k vytvoreni dvou hlavnich shlukd: prvni
shluk zvyraznény cervenym ovalem zahrnuje zahradnické kultivary, picninarské
genotypy ze Zubfi a genotypy pro COV. Seskupeni vzork( do tohoto shluku, stejné jako
jeho vnitfni strukturalizace je shodna s analyzou I. kdy byly hodnoceny pouze vzorky z
CR. Druhy shluk oznageny zelenym ovalem pak obsahuje genotypy z planych populaci
podél fek z Ceské republiky, kultivar Chrastava a dale viechny americké vzorky -
genotypy z invazivnich populaci podél fek, picninarské kultivary a genotypy z
extenzivnich porostU chrastice z JZ i S Minnesoty. V ramci druhého shluku je patrnd
vnitfni diferencice, vSechny americké vzorky jsou seskupeny v dolni ¢asti shluku -
znazornéno fialovym ovalem. Vysvétleni pro tento charakter vysledku molekuldrnich
analyz lze spatfovat v rozsahu genetické variability (zahradnické x plané a picninarské
genotypy, Ceské x americké genotypy) a v charakteru rostlin/ populaci chrastice
rakosovité (zahradnické - panasované i jinak zahradnicky vyznamné genotypy x
genotypy z inundacnich oblasti s charakterem hospodarsky vyuzitelné rostliny).
Seskupeni vSech americkych genotypl do jednoho kompaktniho shluku je mozné
vysvétlit rozsahem genetické variability u souboru americkych genotyp(l, kdy na
nepomérné mensim Uzemi, které predstavovaly odbéry vzorkd podél ¢eskych fek, byl
zaznamendn podstatné vétsi rozsah genetické variability a rlznorodost genotypu
pfitomnych v daném uzemi.

Vystupem pfimé komparativni analyzy ¢eskych a americkych vzorkd chrastice je
rozliSeni souboru genotypl do dvou hlavnich shlukd (zahradnické a specidlni genotypy
a genotypy z nativnich a invaznich populaci "picninarského" charakteru). DalSim

vyznamnym vystupem je seskupeni americkych genotypu do jedné kompaktni skupiny
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v dlsledku nizké genetické variability tohoto souboru a pfimé porovndni rozsahu
genetické varibility ¢eskych a americkych genotypa.

Vysledky UPGMA analyzy jen dokresluji tyto vystupy a zjiSténi. Na Obr. 14 je
modre podbarven shluk americkych genotyp(i. Na dendrogramu je jednak patrné
seskupeni vSsech americkych genotypl do jednoho shluku a také vétsi mira podobnosti

v rdmci tohoto shluku.
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PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Obr. 13. Srovndni ¢eskych a americkych populaci. Svétle zelené plané ceské populace, cervené odlisené Ceské kultivary, riZové kultivary americké a tmavé zelené plané

americké populace.
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4. DISKUZE

4.1. 1zolace DNA

Na zakladé rozsahlého screeningu a optimalizaci extrakénich technik, jsme jako
nejvhodnéjsi metodu izolace DNA zvolili techniku CTAB. Izolace DNA byla provedena
pomoci pufru cetyltrimetyluamamonium bromidu (CTAB), standardni postup dle
DOYLE a DOYLE (1987) a WILLIAMS et al. (1992), byl modifikovan. Modifikace spocivala
v zefektivnéni metody a zkraceni doby izolace se stejnou kvalitou, Cistotou a vytéznosti
DNA. Tato metoda izolace je Siroce vyuZivana u fady rostlinnych druhd napt. Brassica
napus (JOZOVA, 2012). Naproti tomu JAKUBOWSKI (2010, 2011) ve svych pracech
pouZivd izolaci NaCl/CTAB dle STORCHOVA (2000). Tato metoda se nam ale
neosvédCila, vétsi vyteznost spolu s Cistotou extrahované DNA vykazovala metoda
modifikované izolace CTAB. Metody zaloZzené na vyuziti CTAB maji vyhodu v
nepouzivani fenolu, pomérné ¢asto je tento princip izolace DNA obsazen i v komercné

dodavanych kitech.

Oproti vétsiné praci na Phalaris arundinacea (napt. JAKUBOWSKI 2011, 2012)
jsme nepoutzili homogenizaci rostlinného materidlu pfimo v extrakénim pufru. Po
mnoha testech vytéZznosti DNA v poméru s Usporou ¢asu, jsme zvolili rychlou a Setrnou
metodu homogenizace vzork( v tekutém dusiku. Tato metoda homogenizace byla
vyuZita v extrakci u jinych rostlinnych druh(, napf. u Taxus baccata (MANEK, 2001) a

Humulus lupulus (PATZAK, 2003).

4.2. Optimalizace PCR

Pro molekularni analyzy byly pouZity ISSR markery. ISSR markery pouzité v této
studii byly také aplikované jako ucinné nastroje pro poskytovani dat a vyhodnoceni
genetickych vztah( v Sirokém rozsahu plodin véetné Phalaris. ISSR markery pouZzil
JOSHI et al. (2000) pro odliseni u ryZze, NAGAOKA et al. (1997) u pSenice. Touto
technikou lze charakterizovat také odrddovou uroven druhu. Napfiklad pét ukotvenych

primerd rozliSilo 20 kultivart Brassica napus (CHARTERS et al., 1996). Podobné bylo
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rozliSeno 37 kultivarl brambor &tyfmi primery (PREVOST et al., 1999), 3 primery
identifikovaly 16 genotyp( rybizu (LANHAM et al., 1998).

Pro ucely PCR analyzy byl proveden screening primerl a byly vybrany 4 primery
poskytujicich stabilni, reprodukovatelnd a jasné Citelnd spektra produktl/fragmentd.
Pro kazdy z pouzitych primerd bylo nutné optimalizovat teplotu annealingu. Kazdy

primer byl optimalizovan pro metodu ISSR.

Optimalizovala se zména koncentrace DNA. Snizenim koncentrace se docililo
snizeni koncentrace inhibitorli PCR, které mohou byt pfitomny ve vzorku. Na zakladé
teplotniho gradientu byla vybrana nejlepsi teplota pro nasednuti primeru. Zména
teploty zlepsila vazbu primerd na templatovou DNA. Pridanim MgCl, byl stabilizivan
komplex DNA-polymeraza. Specificnost vazby byl zajistén pfidanim aditiv BSA.
Modifikovan byl také cely cyklus- prodlouzeni doby elongace, zvyseni poctu cykll
v reakci. Obdobné postupy optimalizace PCR protokolu uvadi napf. MULLIS et.al.
(1994)

Touto optimalizaci jsme docilili dobrou amplifikaci produktd a vysokou

reprodukovatelnost reakce.

PCR reakce probihala vidy ve dvou nezavislych reakcich, které byly na gel
naneseny vedle sebe. Hodnoceny byly jen takové produkty, které se amplifikovaly

v obou PCR reakcich.

4.3 Vysledky

Pfesné stanoveni redlné miry genetické vzdalenosti/ podobnosti je velmi
dalezité a molekuldrni pfistup mizZe odhalit stupen genetické variability na genotypové
urovni. Tyto dva aspekty mohou odkazovat na vysokou genetickou podobnost zdanlivé
vzdalenych rodicl, ktefi pochdzeji z rliznych zdrojl. Polymorfni charakter ISSR markerf
vychdzi z hypervariabilni ¢asti genomu (MESZAROS et. al., 2007), a proto se nevztahuje
na kodujici sekvenci, kterd hraje klicovou roli pfi charakterizaci rlznych kultivard. Proto
muZe ISSR technika zachytit rychlé mutaéni zmény vyskytujici se v genomu béhem
Slechténi, ale to obvykle nemd vliv na fenotypovy charakter jednotlivych odrid. Z

tohoto dlivodu jsou ISSR markery vhodnou markerovaci technikou pro rozliseni mezi
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genotypy, které jsou geneticky velmi podobné (REDDY, 2002). Reprodukovatelnost
ISSR techniky v ramci nasi analyzy a vyhodnoceni postupu byla velmi vysoka a zadné

problémy se stabilitou a reprodukovatelnosti vybranych primerd nebyly zaznamendny.

ISSR analyza byla navrZena v ramci této DP jako Ucinnd a levnd technika, ktera
muzZe poskytnout uZitecné informace o genetickych profilech P. arundinacea

(SOBOTKA et. al., 2004; CURN et. al., 2008).

JAKUBOWSKI ve svych pracech (2010, 2011, 2012) pouziva k hodnoceni
genetické variability u P. arundinacea metodu SSR. JAKUBOWSKI (2011) pomoci 15 SSR
markerd hodnotil 83 planych populaci zEurasie a 24 kultivard. OdliSil sedm
subpopulaci v Evropé s vysokou pfimési ostatnich genotypu, coZz naznacuje, Ze vychozi
genetické zdroje P. arundinacea se rozsifily po celé Eurasii, a to bud’ pfirozené nebo
lidmi, z divodu vyuZiti chrastice v zemédélstvi. Vysledky ukazuji, Ze v analyzovanych
kultivarech jsou zahrnuty mnohé znaky/ markery vyskytujici se u divokych populaci, i
kdyZz moderni kultivary vypadaji, Ze pochazeji z relativné malého genofondu. V nasi
analyze jsme pomoci 4 ISSR marker( signifikatné odliseli skupiny evropskych genotyp(
od skupiny planych genotypu, zahradnickych kultivarl a picnindfskych genotypu.
Similaritu s nativnimi populacemi jsme nalezli u vzorku Chrastava, ktery byl ziskan
selekci z pfirozenych populaci a charakterem odpovida rostlindm z inundacnich oblasti
podél fek. Presto ale Ceské kultivary proti americkym vykazuji vysokou miru genetické

variability.

JAKUBOWSKI (2012) se zabyval identifikaci nativnich populaci v Severni
Americe. Pomoci 15 SSR marker( nasel na zakladé analyz herbarovych polozek pavodni
nativni populaci v Severni Americe, kterd vyhynula na pocatku 20. stoleti. Jako kontrolu
pouzil vzorky Euroasijské, u nichZz nebyla nalezena similarita s analyzovanymi vzorky z
americkych populaci a proto jsou analyzované herbarové polozky povaZované za
pavodni americké genotypy. JAKUBOWSKI (2012) predpoklada, Zze by se tyto plvodni
populace mohly jesté nachdazet na Aljaséce. Pri srovnani americkych a ¢eskych popolaci
v nasi analyze doslo k vyraznému odliSeni ¢eskych a americkych populaci. Dllezitym
zjisténim je, Ze rozsah genetické variability u americkych vzorkd (kultivar(i i vzorkl z
invaznich populaci a extenzivnich ploch) je o cca 10% nizsi nez- li je tomu u evropskych
materiald. Domnivdme se, Ze tato nizkad variabilita americké populace je dana
Slechténim a zuZenim genetické variability v disledku opakovanych selekénich zasah(.
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CASLER et al. (2009) na zakladé 102 AFLP marker(i rozdélil analyzované vrorky
na dvé oddélené skupiny. Prvni se sestdvala ze tfi blizce pfibuznych genotypl ze
Severni Ameriky a druha obsahovala vsechny zbyvajici genotypy. Své vysledky podpofil
analyzou chloroplastové DNA. Pomoci téchto metod dokazal, Ze genofond plvodniho
druhu P. arundinacea je zachovan v americkych kultivarech. V pfipadé americkych
genotypll v nasi analyze nebylo patrné tak zietelné odliseni picninarskych kultivar(i od
rostlin z populaci chrastice podél fek. Jednim z dlvod( je i mensi celkovy rozsah
genetické variability ve srovnani s ¢eskymi vzorky. Nicméné i zde jsme odlisili skupinu

intenzivnich picnindfskych kultivard a skupinu vzork( odebranych z populaci podél fek.
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5. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo na zdkladé molekuldarnich analyz vyhodnotit
genetickou variabilitu u komerénich picnindfskych a okrasnych kultivard a pavodnich
populaci chrastice rakosovité s rliznou mirou expansivity v CR a u invaznich populaci
chrastice z Minnesoty. Ddle pak porovnat rozsah genetické variability v nativnich a
invaznich populacich a ovéfit, zda je mozné na zdkladé analyzy ISSR marker( odlisit

kultivary, nativni a invazni populace.

Byla provedena optimalizace izolace DNA a ISSR analyzy u chrastice rakosovité.
Pro ucely PCR analyzy byl proveden screening ISSR primerd a byly vybrany 4 ISSR

primery poskytujicich stabilni, reprodukovatelnd a jasné Citelna spektra fragmenta.

Byly provedeny molekularni analyzy souboru zahradnickych a picninafskych
kultivar(, genotypl z extenzivnich ploch v Minnesoté, souboru genotypl pouzivanych
pro kofenové COV a vzorkd z nativnich populaci Ceské republiky a invaznich populaci

z Minnesoty.

V ramci statistického zpracovani molekularnich dat byly provedeny tfi analyzy
molekularnich dat - pro soubor ¢eskych vzorkd a vzorkd pochdzejici z Minnesoty. Ve

spole¢né analyze byla hodnocena data z Ceské republiky a z Minnesoty.

Dulezitym vystupem analyzy ISSR marker(l je zjiSténi, Ze rozsah genetické
variability u vzokl z Minnesoty (kultivard i vzork( z invaznich populaci a extenzivnich
ploch) je o cca 10% nizsi nez- li je tomu u ¢eského materidld. U skupiny ceského
materiald doslo ke zfetelnému odliSeni skupiny planych genotypd a skupiny
zahradnickych kultivard a picnindfskych genotypl. U zahradnickych kultivart a
picnindrskych genotypu doslo k odliseni dalSich dvou podskupin - shluku tvofeného
panasovanymi zahradnickymi kultivary a shluku tvoreného genotypy produkénimi pro

picninafské vyuziti nebo pro tgely COV.

V pfipadé genotypl z Minnesoty nebylo patrné tak zretelné odliseni
picnindfskych kultivar(i od rostlin z populaci chrastice podél fek. Jednim z davodd je i
mensi celkovy rozsah genetické variability ve srovnani s ¢eskymi vzorky. Nicméné i zde
je mozné odlisit skupinu intenzivnich picnindfskych kultivarl a skupinu vzork(
odebranych z populaci podél rek.
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Pfi celkovém porovnani ¢eskych a Minnesotskych vzorkd chrastice rakosovité
doslo k rozliSeni souboru genotypli do dvou hlavnich shlukd. Prvni obsahuje
zahradnické a picninarské genotypy ceské. Do druhého byly pfifrazeny genotypy z
nativni a invaznich populaci véetné picninafskych kultivari z Minnesoty. V ramci
druhého shluku se pak genotypy z Minnesoty seskupily do jedné kompaktni skupiny v

dlsledku nizké genetické variability tohoto souboru.
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