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1 Uvod

Polyploidizace ma v evoluci rostlin velky vyznam. Je zfejmé nejcastéj$im
mechanizmem sympatrické speciace rostlin (Otto et Whitton 2000) a ukazuje se, ze i mnohé
druhy povazované za diploidy alesponi jednou v minulosti podstoupily tento proces (Bowers
et al. 2003). Vyznam polyploidizace a jeji vliv na genotypové i fenotypové charakteristiky
rostlinného zivota je v poslednich letech ¢astym predmétem biosystematickych studii (napf.
Soltis et al. 2003).

U mnoha rodd byl zaznamenan vyskyt celé fady polyploidnich cytotypt. Polyploidni
komplex piedstavuje i rod Agrostis z ¢eledi Poaceae. Zakladni chromosomové ¢islo je x = 7
a v prirode se vyskytuji jedinci diploidniho az oktoploidniho cytotypu (Frey 1997). Psinec¢ek
vybézkaty (Agrostis stolonifera) je prikladem vyskytu nékolika cytotypt u jednoho druhu. Je
proto vhodnym modelem pro hledani rozdili mezi cytotypy. Tato prace se zabyva vyznamem
polyploidie u druhu Agrostis stolonifera a snazi se posoudit existujici cytotypy z nejriznéjsich
hledisek.

Agrostis stolonifera je vytrvaly klonalni druh s intenzivni tvorbou nadzemnich
vybézkli. Vyznacuje se velkou morfologickou variabilitou (Stuckey et Banfield 1946), je
schopen obyvat nejriznéjsi biotopy a hybridizovat s jinymi druhy (Jones 1953, 1956; Davies
1953; Bjorkman 1954; Belanger et al. 2003). U druhu byly zjistény tfi cytotypy lisici se
ploidni urovni (Bjorkman 1954). Neni proto divu, Ze tento druh byva oznacovan jako
taxonomicky problematicky a Zze jeho vnitrodruhova variabilita je chapana riznymi autory
odligng. V Ceské republice roste hojné na nejriizn&jich stanovistich — lze ho nalézt na
cestach, travnicich, loukach, pastvinach i slaniskach, biezich vodnich tokd a nadrzi, od nizin
az do hor. Vyskytuji se zde vSechny tfi cytotypy. Zakladni studie o karyologickych pomérech
a rozsifeni raznych plodnich trovni druhu Agrostis stolonifera v Ceské republice byla
provedena v ramci bakaléaiské prace (KubeSova 2004), na niz tato studie navazuje. Na zakladé
vyrazné fenotypové variability byly popsany mnohé vnitrodruhové taxony A. stolonifera.
Napft. Dostal (1989) rozliSuje tfi poddruhy liSici se krom& morfologickych a ekologickych
charakteristik i ploidni Urovni. Pokud by takto vymezené taxony skute¢né existovaly,
znamenalo by to uzkou korelaci morfologickych i ekologickych vlastnosti rostlin s ploidii.

Prvnim cilem prace je posoudit fenotypovou variabilitu vybranych anatomickych
a morfologickych znak druhu Agrostis stolonifera. Kultiva¢ni experimenty by mély urdit,
zda je morfologickd variabilita dana schopnosti vytvofit rtizné morfotypy v zavislosti
na urCitych ekologickych podminkach, ¢i zda odlisné formy jsou spiSe pevné urceny
genetickou vybavou jedinct. Cilem je posoudit morfologickou variabilitu také s ohledem
na jednotlivé cytotypy a odhalit ptfipadné korelace mezi stupném ploidie a vybranymi
anatomickymi a morfologickymi charakteristikami.

Dalsi otazkou, jez vyplynula po shromazdéni dostatecného materidlu, je ptvod
pentaploidnich jedincii, ktefi se jevi byt morfologicky variabilni. Na zdkladé¢ morfologickych
charakteristik n¢kterych jedinct lze predpokladat, ze se na jejich vzniku podilela hybridizace
s jinym druhem rodu (A. capillaris).

Oblibenym piedmétem soucasnych biosystematickych studii je stanoveni absolutni
velikosti genomu. U druhti rodu Agrostis a jejich cytotypti vyskytujicich se v Ceské republice
zatim nebyl obsah DNA bud’ viibec publikovan, nebo velikost genomu neni vztaZzena k urcité
ploidii a poctu chromozomt, proto je jeji stanoveni dalSim zcill této prace. U druhu
A. stolonifera, ktery je zastoupeny tfemi cytotypy, bude zajimavé posoudit, zda se
s nartstajicim stupném ploidie obsah DNA monoploidni sddky chromosomli zmenSuje ¢i
zvysuje, protoze ob¢ tyto varianty jsou mozn¢ (Leitch et Bennett 2004).



2 Cile prace

Na zékladé ptedchozi studie (KubeSova 2004) a uvedené problematiky vyplynulo
nasledujicich 5 cili. Stanoveni relativni 1 absolutni velikosti genomu se zabyva vSemi
bé&znymi druhy rodu Agrostis v CR, ostatni cile jsou zaméfeny na druh A. stolonifera.

1) Doplnit udaje o vyskytu riznych cytotypt A. stolonifera v CR + stanovit relativni obsah
DNA cytotypt ostatnich b&znych druht Agrostis v CR (pogitani chromosomti / FCM /
rozsifeni cytotypil)

2) Stanoveni absolutni velikosti genomu b&znych druhat Agrostis v CR (FCM)

3) Korelace stupné ploidie a velikosti priduchu A. stolonifera

4) Vliv ploidniho stupné a podminek prostiedi (substrat, vlhkost, seslap) na morfologickou
variabilitu (kultivacni experimenty)

5) Puvod pentaploidi A. stolonifera (analyza isozym)



3 Literarni prehled
3.1 Bé&zné druhy rodu Agrostisv CR

Rod Agrostis zahrnuje asi 220 druht (Conert in Hegi 1989). Jedna se celosvétove
rozsiteny rod vyskytujici se zejména v temperatnich oblastech a v horach tropt (Frey 1997).
V Ceské republice je zastoupen 7 ptivodnimi druhy. Sest z téchto druhi je pfedmétem této
studie, neni zahrnut pouze Agrostis alpina — v CR nejvzacnéjsi druh rodu vyskytujici se
na jediné lokalité.

Druh Agrostis stolonifera je polyploidni komplex, u né&jz byly zaznamenany tfi
cytotypy: tetraploidni (2n = 4x = 28), pentaploidni (2n = 5x = 35) a hexaploidni (2n = 6x =
42) (Bjorkman 1954). Jedna se o allopolyploidni druh. Ze studia meio6zy a hybridizacnich
pokust vyplyva, ze Agrostis stolonifera ma z ¢asti shodny genom s druhem A. capillaris. Tato
¢ast genomu allotetraploidniho druhu A. capillaris a A. stolonifera pochazi pravdépodobné
ze spole¢ného diploidniho piedka (Jones 1953). U druhu A. stolonifera byl zaznamenan
vyskyt B-chromosomil (Bjorkman 1954) a aneuploidie (Stuckey et Banfield 1946; Juhl 1952;
Bjorkman 1954; Kik et al. 1993). Druh je uvédén jako allogamicky s neuplnou
autoinkompatibilitou. V nepiitomnosti ciziho pylu je vzacné schopen samoopyleni (Davies
1953). Muze se bez velkych obtizi ktizit s jinymi druhy (A. canina, A. capillaris, A. castellana
a A. gigantea — Davies 1953; Jones 1953, 1956; Bjorkman 1954; Belanger et al. 2003)
a dokonce i s jinymi rody (Polypogon — Bjorkman 1954, 1960). V Ceské republice
je zastoupeny vSemi tfemi znamymi cytotypy (Kubesova 2004).

Agrostis canina je taxonomicky problematicky druh zahrnujici nékolik poddruht
a v literatufe najdeme mnoho riznych vymezeni a nomenklatorickych pojeti tohoto druhu.
Nejcastéjsi  je  diploidni  cytotyp  (Frey 1997). U  diploidniho  poddruhu
A. canina var. fascicularis Bjorkman (1951) zaznamenal vyskyt B-chromosomu u 25 z 80
zkoumanych rostlin. Z dosavadnich studii vyplyva, e i v Ceské republice je tento druh
zastoupen diploidnim cytotypem (Kirschner et al. 1982, Micieta in Frey1997).

Agrostis capillaris se zda byt pomérné karyologicky uniformni tetraploidni druh.
Vyskyt aneuploidnich pocti chromosomt a B-chromosomil zde byl zaznamenan pomérné
vzacné, a to u morfologicky odlisnych jedinci (Frey 1997).

Agrostis gigantea je v Evropé zastoupen tetraploidnimi, nejéastéji vSak hexaploidnimi
cytotypy (Frey 1997). Jednd se o allopolyploidni druh. Hexaploidni jedinci vykazuji pii
meiotickém parovani shodnost jedné ze tfi ¢asti genomu s A. capillaris a podobnost jiné ¢asti
s A. stolonifera (Jones 1956).

U druhu Agrostis rupestris byl zjistén diploidni, triploidni a tetraploidni cytotyp.
Opakované byla zaznamenana pfitomnost B-chromosomii (Frey 1997). Pro Ceskou republiku
zatim neexistuji publikované udaje. Ze sousedniho Slovenska a Polska jsou udavany vSechny
tti cytotypy (Frey 1997).

Agrostis vinealis je druh povazovany za blizce ptibuzny druhu A. canina, hodnoceny
casto jako jeho wvnitrodruhovy taxon. V literatufe jsou uvadény nejCastéji udaje
o tetraploidnim cytotypu, z Ceské republiky je viak znam hexaploidni cytotyp (Kirschner
et al. 1982, Holub in Mé&sicek et Jarolimova 1992).



3.2 Fenotypové projevy polyploidie

Polyploidizace se vyznamné podili na evoluci rostlinného genomu (Otto et Whitton
2000). Miize zpusobit velké zmény na nejriznéjSich trovni — od genetickych, ptes bunécné,
anatomické, morfologické, az po promitnuti se do fenologickych a ekologickych
charakteristik rostlin (Soltis et al. 2003).

JiZ mnoho praci se zabyvalo souvislostmi mezi anatomickymi a morfologickymi
znaky a stupném ploidie u krytosemennych rostlin (napt. Stebbins 1971). Velikost jader
s narustajicim po¢tem chromosomovych sad nartistd a odrazi se i ve velikosti buiiky. U mnoha
druhil rostlin z riznych celedi byla prokazana pozitivni korelace ploidie s velikosti pylovych
zrn [napi. Achillea (Asteraceae) — Ramsey 2007, Crotalaria (Fabaceae) Almada et al. 2006,
Corydalis (Fumariacea) — Fukuhara 2000] a délkou priuducht [napf. Acacia (Fabaceae) —
Beck et al. 2003, Ulex (Fabaceae) — de Oliveira et al. 2004]. Tato korelace byla prokazana
také u fady taxonu Celedi Poaceae — Triticum (Rajendra et al. 1978), Hordeum (Borrino
et Powell 1988), Triticeae (Limin et Fowler 1989; Singh et Sethi 1995), Phleum (Joachimiak
et Grabowska-Joachimiak 2000), Aegilops (Aryavand et al. 2003). Zatimco velikost priduchi
je tim vétsi, ¢im vyssi je stupeni ploidie, pocet priduchti na jednotku plochy listu je s ploidii
korelovan negativné. Ackoliv rozmisténi priduchti mize byt uréovano také faktory prostiedi
— intenzita svétla, sucho (Miskin et Rasmusson 1970; Wang et Clarke 1993), byly
pro frekvenci 1 velikost priiduchti zjistény vysoké hodnoty dédivosti (Bhagwat et Bhatia 1993;
Singh et Sethi 1995). Aryavand et al. (2003) u Aegilops neglecta dokonce povazuje frekvenci
a velikost praducht zjisténou standardnim a jednotnym zplsobem za metodu, kterou lze
bezpecné (alesponn na uzemi Turecka) odliSit dvé razné ploidni rasy bez karyologickych
metod. U tohoto druhu se totiz velikosti priduchti u dvou existujicich ploidii (4x, 6x)
nepiekryvaji a cytotypy jsou reprodukéné izolovany. Studie porovndvajici anatomické znaky
cytotypu Agrostis stolonifera zatim nebyly publikovany.

Bonos et al. (2002) hledali morfologické znaky korelujici s ploidii, které by bylo
mozno vyuzivat pro odlieni pfibuznych druhd rodu Agrostis lisicich se stupném ploidie.
Zabyvali se druhy A. canina L. subsp. canina, A. canina L. subsp. montana (Hartm.) Hartm.,
A. palustris Huds. ( A. stolonifera var. palustris (Huds.) Farw.), A. tenuis Sibth. (A. capillaris
L.), A. castellana Boiss. & Reut. a A. alba L. Z métenych znakti — vyska rostliny, délka laty,
délka a sitka listové Cepele a délka stébla od baze k nejvysSimu internodiu byla délka listové
¢epele jedinou charakteristikou, ktera byla pozitivné korelovana s obsahem DNA a pocétem
chromosomi. U druhu Agrostis stolonifera vétsina autori povazuje tii cytotypy
za morfologicky nerozlisitelné (Bjorkman 1954; Kik et al. 1992).

Agrostis stolonifera je druh s pomérné Sirokou ekologickou amplitudou obsazujici
nejriizngjsi biotopy. V Ceské republice ho nalezneme od niZin az do hor (Kubat et al. 2002)
jak na piscitych tak na zivinami bohatych ptidach. Obsazuje suchd, sttedn¢ vlhka az moktadni
stanovist¢ a je dokonce schopen rust v kaluzich €i na bfezich rybnika s vybézky vsplyvajicimi
piimo na vodni hlading. JakoZto hemikryptofyt je schopen odolavat disturbancim zasahujicich
nadzemni pryty, proto mize riist na mistech ovlivnénych seslapem, pastvou i kosenim. Jeho
schopnost tvorby velkého poctu vegetativnich vybézkl a vytvareni souvislého porostu je
pfimo komeréné vyuzivdna pro tvorbu travnikli, zvlast¢ pak na golfovych htistich (Fei
et Nelson 2004).



Kik et al. (1990a, 1990b, 1992, 1993) ve svych studiich pracovali s populacemi
Agrostis stolonifera ze ¢tyt odlisnych stanovist’ — louka, pfimotské slanisko, polder, pise¢na
duna. Zjistili statisticky prikazné rozdily mezi rostlinami zodliSnych populaci
ve vegetativnich 1 generativnich znacich a provedli reciprocni pfesazovaci experimenty.
Znaky odlisujici ptivodni populace se ukdzaly byt ur¢ované podminkami stanovisté a vyrazné
se projevoval vliv biotopu, do n¢hoz byly rostliny ptesazeny. Dal§im zjisténim bylo, ze
zkoumané populace se liSi v zastoupeni cytotypti. Na pisecné dun¢ byl zaznamenan pouze
tetraploidni cytotyp, v ostatnich populacich byly nalezeni jedinci vSech tii ploidnich urovni.
Autofti diskutuji ekologicky vyznam stupné ploidie s ohledem k mife disturbanci a stability
stanovisté. Na zéklad¢ predchozich studii predpokladaji, ze pentaploidni a hexaploidni jedinci
jsou kvli ¢asté tvorbé aneuploidnich gamet funkéné sterilni, zato jsou vSak schopni vytvofit
vice vegetativni biomasy (Aston 1962). Bjorkman (1954), z jehoz prace autofi vychdzeji,
skutecné zjistil vyssi podil aneuploidii u potomstva pentaploidnich a hexaploidnich jedinct,
presto vSak oba cytotypy oznacuje jako fertilni. V nestabilnich biotopech (pise¢nad duna) tito
autofi vysvétluji vyskyt pouze tetraploidnich jedinct jejich velkou produkci fertilnich
potomkli. Na nestabilnim disturbovaném biotopu totiz generativni rozmnozovani
minimalizuje riziko vymieni. U stabilnich biotopti autofi vysvétluji pritomnost vyssich ploidii
selekénimi tlaky ve prospéch vegetativniho rozmnozovani. Predpokladaji, Ze pentaploidi
a hexaploidi pti svém vegetativnim rozmnozovani vytvaieji vétsi vybeézky, a tudiz v takovych
spoleCenstvech 1épe snéseji konkurenci. Cytotypy se po pestovani ve shodnych podminkach
a po presazeni neliSily v méfenych morfologickych ani ,life-history* znacich (pteziti, rist =
pocet vybézkl, mira kveteni). Kromé posuzovani tetraploidnich vs. netetraploidnich cytotypa
Kik et al. (1993) studovali u rostlin konkrétni pocty chromosomi. Zjistili, ze pocet
chromosomtl (2n) je zna¢n¢ variabilni a 1i$i se nejen v rdmci rtiznych jedinct shodné ploidie
ale dokonce u vybézkii vypéstovanych z jedné matetské rostliny. Vyssi proménlivost v poc¢tu
chromosomtl byla zjisténa u jedincti vyssi ploidni urovné, coz podporuje hypotézu o vyssi
mife nepravidelnostech v pribéhu bunééné¢ho déleni u vyssich ploidnich Grovni. Ta je vSak
udavana zejména u meiotického déleni (Stebbins 1971), zde vSak autofi pracuji s mitotickymi
buiikami. Nékteré zjisténé odchylky v poétu chromosomi vSak mohou byt dany i pouzitou
metodou pocitani chromosomil. Z métenych morfologickych znaki méli zastupci vyssich
stupniti ploidie tendenci tvofit vice vybézkl 2. a 3. fadu a vice vegetativni biomasy, nicmén¢
rozdily nebyly statisticky prikazné.

3.3 Po¢itani chromosomii

Karyologické metody patii mezi pomérné pracné a Casoveé naro¢né metody, nicméné
stale v nékterych ohledech nenahraditelné (Krahulcovad 1998). Napt. pfi urcovani ploidie byla
tato metoda nahrazena rychlej$i a G¢inn¢j$i obrazovou a pritokovou cytometrii. Ta vSak
pracuje pouze s porovnavanim se standardem o zndmém poctu chromosomu. Pokud jsou
pii cytometrické analyze odhaleny urcité odchylky od ofekavaného stupné ploidie, mizeme
usuzovat, ze se jedna o aneuploidniho jedince. Pfi vétSim poctu chromosomt (ptiblizné od 20)
se vSak chyba pfistroje miize rovnat odchylce vzniklé chybéjicim chromosomem, proto by
mél u takovych vzorkli pifipadny vyskyt aneuploida ovéfen karyologickym spocitdnim
chromosomii (Suda 2004).



3.4 Prutokova cytometrie

V poslednich desetiletich se ¢ast zajmu rostlinnych biosystematikti a evoluénich
biologl soustfedi na velikost a sloZeni rostlinného genomu. Tyto charakteristiky nam mohou
vypoveédét mnohé o evolucnich vztazich a mechanismech evoluce u rostlin. Predmétem zajmu
jsou dnes pifimo jednotlivé geny ¢&i sekvence rostlinného genomu. Pro hodnoceni
fylogeneticky blizkych taxonil (zejména druhti) nam vSak miiZze poskytnout cenné informace
1 stanoveni poctu chromosomt ¢i obsahu DNA. Klasické cytologické metody jsou vSak jiz
nedostacujici. Snaha o zpracovani vétsiho mnozstvi materidlu, zachyceni vétSich detaild
a moznost pouziti novych hledisek vede k aplikaci fady molekularné biologickych metod
1 na rostlinné organismy.

Jednou z takovych metod je i prutokova cytometrie (flow cytometry, FCM). Tato
metoda umozituje méfit optické parametry u izolovanych ¢astic, které jsou jednotlivé unaSeny
v kapaliné skrze misto, kde jsou osviceny (Suda 2004). Na zaklad¢ intenzity fluorescence
barviva navazaného na métenych casticich (jadrech) je tak mozné urcit rozdily v optickych
parametrech ¢astic.

Tato metoda zacala byt pouzivana asi v 60. az 70. letech 20. stoleti (Dolezel 1997).
Pivodné byla pouzivana zejména imunology v biomedicinskych laboratotich pro tiidéni
a pocitani krevnich ¢astic. Dnes se uziva i v mnoha jinych biologickych odvétvich. Pritokovy
cytometr tvoii n€kolik zékladnich Casti — zdroj svétla, pritokova komurka, opticky systém,
snimaci cast, elektronicka Cast zpracovavajici signal a pocita¢ (Ormerod 1994). Veskeré
castice vzorku jsou méfeny jednotlive, coz je zajiSténo tim, Ze Castice se v piistroji pohybuji
pomoci tzv. unaSeci tekutiny. Rozdilem rychlosti pohybu vzorku a unaSeci tekutiny se
jednotlivé castice tadi za sebou a tenkou kapilarou prochazeji jednotlivé. Pti prichodu
kapilérou jsou osviceny laserem (popf. arc lampou) monochromatickym svétlem o urcité
vlnové délce, kterd zplsobi excitaci pouzitého barviva. Vybérem barviva do jist¢ miry
urcujeme, jaky parametr bude méten. Uzivaji se tfi typy barviv (Dolezel 1991): interkalacni
barviva, kterd se vazi pfimo na DNA (napt. propidium jodid), barviva, ktera se vazi na A-T
vazby (napf. DAPI) a barviva specificka pro G-C vazby ( napf. mithramycin). Po excitaci
barviva je emitovano fluorescencni zafeni o jiné vlnové délce. Mira fluorescence je
po prichodu emitovaného zareni souborem filtri zmétena fotodetektorem. Ziskany opticky
signal je pfeveden na analogovy signal. Tyto signaly jsou zpracovany do digitadlni podoby
a vysledkem je pocitacovy vystup. Vizualizace vysledki je nejcastéji provedena pomoci
dvourozmérnych histograml. Na horizontdlni ose je obvykle vynesena intenzita signélu
(nejcastéji fluorescence), vertikalni osa vyjadiuje pocet Castic s ptislusSnou intenzitou signalu.
Dulezitym parametrem vyjadiujicim piesnost analyzy je tzv. koeficient variance. Popisuje
kvalitu histogramového piku a umoziiuje porovnavani piki ziskanych na odlisnych
fluorescencnich kanalech. Jeho hodnota se zvySuje s nepfesnostmi pii izolaci jader, barveni
i méfeni pritokovym cytometrem. Cim niz§i CV, tim vétsi piesnost méfeni. Za optimalni
hodnoty jsou povazovany hodnoty CV do 3 % (DoleZel et Barto§ 2005), ale pro ur€ity typ
studii postaci 1 analyzy s vy$§im CV (Suda et al. in Dolezel et al. 2007). Velkou vyhodou
pratokové cytometrie je analyza velkého poctu Castic (jedna se o tisice az desetitisice) béhem
n¢kolika minut.



Prutokova cytometrie se ukdzala byt uZzitecnou metodou také v botanice. Prvni
publikovana studie, ve které byla metoda priitokové cytometrie pouzita na rostlinny material,
byla publikovéna Hellerem jiz v roce 1973. Tato aplikace byla vSak az do pocatku 80. let 20.
stoleti zcela ojedinéléd. Klicovym okamzikem pro rozvoj prutokové cytometrie v botanice bylo
vyfeSeni problému izolace jednotlivych jader zrostlinnych bunék, které jsou na rozdil
od zivocisnych bunék obaleny pevnou bunécnou sténou. Tento problém vyiesil v roce 1983
David Galbraith se svymi kolegy, ktefi ptisli na velmi jednoduchy postup izolace jader, kdy
staci kousek rostlinného pletiva nasekat v hypotonickém roztoku, ktery obsahuje detergent.
Po pfidani barviva je vzorek pfipraven k analyze (Galbraith et al. 1983). Dnes se pouzivaji
rizné modifikace této metody.

V rostlinné biosystematice se pritokova cytometrie pouziva predevsim ke stanoveni
relativni (napf. stupenn ploidie) ¢iabsolutni velikosti jaderného genomu (DNA C-hodnota,
Cx-hodnota) (Suda 2004; Suda et al. in Dolezel et al. 2007). Urceni velikosti genomu se
stanovuje na zakladé porovnani intenzity fluorescence vzorku a standardu o znamém poctu
chromosomil ¢i piimo se znamou velikosti genomu vyjadienou v pg. NejCastéji se pouziva
tzv. interni standard, ktery je analyzovan zaroven se vzorkem. Oproti jinym metoddm ma
pouziti prutokové cytometrie pro stanoveni obsahu jaderné DNA fadu vyhod. V porovnani
s klasickymi karyologickymi postupy jsou to zejména moznost stanovit obsah DNA
u mitoticky neaktivnich bunék, rychld pfiprava vzorkii a moznost zpracovani velkého
mnozstvi materidlu, snadné odhaleni smiSenych vzorki a endopolyploidie a diky
nedestruktivnosti metody moznost pracovat s ohrozenymi ¢i vzacnymi druhy (Suda et al.
in Dolezel et al. 2007). Celkova naro¢nost vyuzivani této metody je ddna spiSe pfipravou
rostlinného vzorku, z kterého je nejprve nutné izolovat jadra. Pouzivanymi metodami jsou
mechanickd izolace jader a izolace protoplastu enzymatickou lyzi bunééné stény (Dolezel
et al. 1989). V nékterych piipadech je mozné analyzovat i suchy material (napf. rostliny
z herbére, silikagelu) (Suda 2004) ¢i fixované rostlinné pletivo nebo fixovana jadra. Metodu
FCM je mozné aplikovat také na rdzné in vitro kultury rostlinnych bunék (Dolezel et al.
1989). U mnoha rostlin je vSak nejlepsi a nékdy 1 jedinou moznosti pouzit cerstvy material
(Dolezel et Bartos 2005). Problémy s uzitim pratokové cytometrie vznikaji zejména u rostlin
s vysokych obsahem urcitych sekunddrnich metaboliti. Tyto latky mohou znemoZznovat
obarveni bunék ¢&i jejich ¢asti. Casto také vykazuji autofluorescenci, ktera pak piekryva
signaly z fluorescencnich sond navdzanych na analyzovanych casticich (Dolezel et al.
in Dolezel et al. 2007).

3.4.1 Stanoveni ploidie a DNA-ploidie

Polyploidizace je u cévnatych rostlin velmi rozSifeny proces, ktery se promitéd
do jejich fenotypového a reprodukéniho chovani (Levin 2002, Otto et Whitton 2000). Zvlasté
u heteroploidnich taxond se jevi jeji ur¢ovani pomoci pritokové cytometrie velmi uzitecné.

Urc¢ovanim stupné ploidie miiZzeme napt. odhalit cytotypové sloZeni populaci, odliSit blizce
piibuzné druhy liSici se ploidni trovni, stanovit zptisob rozmnozovani, v nékterych ptipadech
i odhalit aneuploidni jedince a kiizence (Suda et al. in Dolezel et al. 2007).

Pritokova cytometrie umoziuje rychle a G¢inn¢ stanovit cytotypy rostlin. Zakladnim
piredpokladem uziti této metody je pozitivni korelace obsahu jaderné DNA se stupném



ploidie. Pokud je nasim cilem zjistit ploidni uroven, obsah jadern¢é DNA je porovnan
s obsahem jaderné DNA u vzorku o znamé ploidii a vyjadien jako nésobek zakladni
chromosomové sadky. U nékterych rostlin vSak rozdil v poctu chromosomli mezi riznymi
cytotypy neodpovida jejich rozdilu ve fluorescenci. Napt. pocet chromosomi diploidniho
cytotypu je dvojndsobné mensi nez u tetraploidniho, pifi FCM vsak muze ve fluorescenci
tetraploid vykazovat 1,5 ndsobny rozdil. Proto nezname-li pfimy vztah mezi poctem
chromosomil a obsahem jadern¢ DNA, méli bychom stupné ploidie uréené metodou FCM
oznacovat jako DNA-ploidie a odliSovat je od ploidnich stupiii uréenych pocitanim
chromosomti (Suda et al. 2006).

Standard pouzivany pii stanoveni ploidie by mél mit velikost genomu
co nejpodobnéjsi (ale bez piekryvu) studovanym rostlinam a mél by se liSit od vSech
zkoumanych ploidii podobnou mérou (Suda et al. in DoleZel et al. 2007). Pro stanoveni stupné
ploidie mnohdy stac¢i analyzy, kdy CV dosahuje hodnot 5 — 10 %. Pokud vSak néjaky vzorek
vykazuje posun v intenzité fluorescence, k ovéteni aneuploidie je tfeba pracovat s analyzami
zahrnujicimi vice nez 5000 jader, kdy CV neptekrocilo hodnotu 3 % (Roux et al. 2003).
Pro ovéteni vysledkll a obecné pro sniZzeni pravdépodobnosti chyby je vzdy 1épe kombinovat
vysledky méfeni obsahu jaderné DNA s pocitanim chromosomil a to nejen v piipadé
aneuploidie a ploidie (Obermayer et Greilhuber 2006).

3.4.2 Absolutni velikost jaderného genomu

Velikost jaderného genomu vyjadfuje obsah DNA v jadfe. Je jednou z dileZitych
charakteristik organizmii, kterd muze nezavisle na genové konstituci vyznamné ovliviiovat
mnohé jejich vlastnosti (Bennett et Leitch 1995, 2005b; Bennett et al. 2000). Diive byla
velikost genomu urovana narocnymi chemickymi extrakcemi, postupné vSak byla tato
metoda nahrazena rychlymi a ucinnéjSimi metodami — nejprve Feulgenovou
mikrodenzitometrii, pak prutokovou cytometrii a v posledni dob& je oblibenou metodou
obrazova cytometrie. V této praci je ke stanoveni velikosti genomu pouzita pratokova
cytometrie.

Obsah jaderné DNA se vyjadiuje pomoci tzv. C-hodnoty, kterou zavedl v roce 1950
Swift. Nicméné jeji piesna definice byla publikovana aZz o téméf 30 let pozdéji. C-hodnota
udava mnozstvi DNA v haploidnim nereplikovaném jadre, odpovida tedy mnozstvi DNA
na gametické urovni (Bennett et Smith 1976). Vyjadiuje se v jednotkach pikogramui (pg)
¢1 poctu megapara bazi (Mpb). Tyto jednotky jsou pfitom vzajemné prevoditelné — 1 pg =978
Mpb. Velikost jaderného genomu u somatickych bunék diploidnich organizmi odpovida
hodnoté 2C, u polyploidnich organizmti pak nasobku C-hodnoty odpovidajicimu stupni
ploidie. Kromé C-hodnoty je definovana Cx- hodnota, kterd vyjadiuje mnozstvi jaderné DNA
monoploidni chromosomové sadky. U polyploidi se stanovi jako 2C-hodnota / stupen ploidie
a odpovida tedy obsahu DNA vztahujicimu se k zakladnimu chromosomovému ¢islu x (napf.
u tetraploida 2n = 4x, 1Cx = 2C / 4) (Greilhuber et al. 2005).

Velikost jaderného genomu cévnatych rostlin se mezi druhy 1isi (Bennett et Leitch
2005¢). Dosavadni studie ukazuji, ze u krytosemennych rostlin rozdil ve velikosti jaderného
genomu mezi riznymi druhy mize byt az 2000nasobny (Dolezel et al. in Dolezel et al. 2007).
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na bunécné urovni a dale se promitaji do jejich fenotypovych, fenologickych i ekologickych
vlastnosti (Bennett 1972). V botanice se stanoveni velikosti genomu pouzivd zejména
k odliseni druhi se stejnym poctem chromosomti, urceni rodicti hybrida ¢i diploidnich pfedk
allopolyploidii, odhaleni agmatoploidie (neletalni fragmentace chromosomt, kdy se neméni
velikost genomu, ale nardsta pocet chromosomil).

Pti stanoveni absolutni velikosti rostlinného genomu jsou naroky na preciznost prace
vys$i nez u stanoveni ploidie. Porovnavani vysledka je mozné jen pii diisledném dodrzovani
urcitych postupt (Bennett et al. 2000; Dolezel et Barto§ 2005): i) jako interni standard by se
m¢él pouzivat druh o znamém obsahu DNA, jehoZz absolutni velikost genomu se nejvice blizi
velikosti genomu studovaného druhu; ii) jednotlivé analyzy by mély vyhodnocovat alespon
5000 jader a $itka piku by méla odpovidat CV niz$imu nez 3 %; iii) velikost genomu by méla
byt stanovena ze tii jedincl analyzovanych v rizné dny; iv) m¢l by byt pouzivan fluorochrom,
ktery neni bazové¢ specificky (napt. propidium jodid). Pfi porovnavani absolutni velikosti
genomu mezi dvéma druhy by mél byt splnén predpoklad, Ze se jedna o blizce ptibuzné druhy
(Leitch et Bennett 2004).

Rostouci pocet studii a zajem o velikost rostlinného genomu byl podnétem
pro vytvotreni online databaze. V roce 1997 byla spusténa prvni verze Angiosperm DNA
C-values Database (Bennett et Leitch 2005a). Obsahuje C-hodnoty i pocty chromosomi
krytosemennych rostlin s pfisluSnymi odkazy na zdroje, z nichz uvedené tidaje pochazeji.
V soucasné dobé databaze shrnuje udaje o velikosti genomu 4427 druhti krytosemennych
rostlin (Bennett et Leitch 2005a), nicméné mnoho idajt neni ptili§ spolehlivych.

Ackoliv rod Agrostis zahrnuje asi 220 druht (Conert in Hegi 1989), databaze uvadi
velikost genomu jen pro 8 druhti tohoto rodu. Z druhii vyskytujicich se v Ceské republice je
uvedena C-hodnota pro druhy A. canina, A. capillaris, A. gigantea a A. stolonifera. Pfitom
pouze pro A. capillaris je velikost genomu pfifazena k urcité ploidii a poctu chromosomu [4x
— 28 chromosomt (Mowforth 1986), 6x — 42 chromosomu (Bennett et al. 1982)]. U druhu
Agrostis capillaris je vSak v pomérné velkém poctu studii uvadén pouze tetraploidni cytotyp
(Frey 1997). Uvedené udaje tedy pravdépodobné patii jin¢ho druhu.

3.5 Analyza isozymi

Isozymy (isoenzymy) jsou odlisné formy enzymu kodované tymz genem. Katalyzuji
v organizmu stejné reakce a lisi se v elektroforetické mobilit¢ (Markert et Moller 1959).
Slouzi jako snadno Citelné biochemické markery, jejichZ variabilita miZze odraZet variabilitu
na urovni genil. Vyznacuji se mendelovskou dédi¢nosti a kodominantnim vztahem mezi
alelami, coz umoznuje pomérn¢ snadnou interpretaci vysledkli analyz (Weeden et Wendel
in Soltis et Soltis 1989). PodmnoZinou isozymil jsou allozymy — alelické formy téhoz enzymu
kodované v jednom lokusu (Kirschner et al. 2000). Principem metody isozymové analyzy je
jednoducha extrakce enzymt z Cerstvého rostlinného pletiva, jejich rozdéleni na gelu
pii elektroforéze a obarveni enzymové specifickymi barvivy. Vysledkem je tzv. zymogram —
obrazec rozlozeni proteinti na gelu (Acquaah 1992).

Analyza isozymu je v biologii uzivana k feSeni nejriznéjsich otazek (Soltis et Soltis
1989; Acquaah 1992). Pouzivé se zejména k odliSeni heterozygotii a homogyzotl, stanoveni
jejich zastoupeni v populaci, k odlisSeni jednotlivych kloni, k odhaleni hybridl a jejich rodict,



ke stanoveni zpiisobu rozmnozovani (Weeden et Wendel in Soltis et Soltis 1989). Zvlasté
v kombinaci s genetickymi, morfologickymi ¢i biogeografickymi daty mohou isozymové
analyzy pfi urCitych studiich nahradit drazsi, ¢asove i pracnosti narocné DNA metody.

Analyzu isozymu je mozné aplikovat na diploidni 1 polyploidni rostliny. Pii studiu

polyploidie je mozné isozymovymi analyzami rozhodnout, zda zkoumany druh ¢i jedinec je
diploidni ¢i polyploidni (Weeden et Wendel in Soltis et Soltis 1989). U diploidniho
organizmu totiz pfevazuje jednoducha exprese genti kodujicich isozymy. Naopak
u polyploidnich jedincti se projevi zmnozeni téchto genti a znasobeni produkce isozymu.
Duplikace genil se vSak vyskytuje také u diploidnich organizmi (i kdyZ v mensi mite), je
proto tfeba mit na zfeteli, Ze ne vzdy vyssi produkce isozymil znaci polyploidii. Navic vyskyt
diploidniho a polyploidniho stavu ptedstavuje v ptirodé kolobéh — diploidni jedinci podléhaji
polyploidizaci, pficemz v dlouhodobé&jsim métitku pak ztraceji projevy polyploidie a jejich
genom se zac¢ina chovat jako diploidni, ktery mize opakované podstoupit polyploidizaci (Otto
et Whitton 2000). Davno vznikly polyploid tedy nemusi vykazovat expresi zduplikovanych
genl, protoze procesem diploidizace bylo takové chovdni u zmnoZenych geni potlaceno
(Weeden et Wendel in Soltis et Soltis 1989).
k odliseni autopolyploidi od allopolyploidi. Pti autopolyploidizaci dochazi ke zmnoZeni
chromosomové sady diploidniho piedka, proto je autopolyploid ptesnou kopii diploida. Ma
pouze vice stejnych chromosomovych sad. Allopolyploidni jedinec vznika zkombinovanim
genomu (chromosomovych sad) dvou odlisnych diploidnich pfedki a naslednym zmnozenim
této kombinace. Pokud pfti spolecné analyze polyploidniho jedince s potencialnim diploidnim
predkem zkoumané isozymy polyploida neodhaluji zddnou unikétni alelu chybéjici u diploida,
mizeme usuzovat na autopolyploidizaci. Autopolyploidni vznik indikuji také absence
fixované heterozygotnosti a projevy polysomické dédicnosti — kdyz se napf. u tetraploida gen
vyskytuje ve ¢tyfech kopiich, miize byt exprimovan vicekrat nez u diploida, tudiz i produkce
isozymul je vys$i. Naopak fixovana heterozygotnost a bisomicka dédicnost (kdy se geny
exprimuji ve stejné ¢i podobné miie jako u diploida) charakterizuji allopolyploidy (Weeden
et Wendel in Soltis et Soltis 1989).

U allopolyploidii se navic isozymové analyzy pouzivaji k odhaleni druhého
parentalniho diploidniho ptedka, ktery se podilel na vzniku polyploida. Sta¢i porovnat vyskyt
isozymi u allopolyploida a obou jeho potencialnich diploidnich rodi¢t. Vzhledem k tomu, ze
isozymy jsou biochemické markery, nemuseji vSak vysledky analyzy pfinaSet obraz
skutecného stavu na molekularni Grovni. Situaci totiz muze zkomplikovat gene silencing
(,,umlCeni genu, kdy gen je sice pfitomen, ale neni exprimovan) (Weeden et Wendel in Soltis
et Soltis 1989). Neptitomnost néjakého isozymu je pak mylné¢ povaZzovana za dikaz
chybéjiciho genu. Také zalezi na dobé vzniku polyploida, nebot’ s nariistajicim stafim
polyploida se zvySuje pravdépodobnost vyskytu mutaci, které ho mohou odlisit
od diploidniho pfedka, z néhoz vznikl. U davno vzniklych polyploidi tedy neni moZné urcit
diploidni pfedky, nebot’ nedokédzeme rozhodnout, zda polyploidni organizmus vznikl z dodnes
zijicich diploidi, ale jiz se natolik divergoval, ze mezi jejich genomy existuji rozdily,
nebo zda vznikl z néjakych jinych dnes jiZ neZijicich diploidi (Weeden et Wendel in Soltis
et Soltis 1989).
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Metoda isozymové analyzy je u polyploidnich jedinct pouzivana také pro studium
soucasné hybridizace (napt. Rosenbaumova et al. 2004). Pokud existuji rozdily v zastoupeni
alel isozymil u potencialnich rodi¢li, miizeme na zdklad¢ isozymové analyzy hybridi i rodicii
odhalit piipadné kiizeni (Crawford in Soltis et Soltis 1989). K tomuto ucelu je pouzita metoda
isozymov¢ analyzy také v této praci.

Pentaploidni jedinci Agrostis stolonifera jsou morfologicky variabilni a zda se,
7e existuje vice typu pentaploidi. Vzhledem k existenci populaci A. stolonifera s vyskytem
vsech tii ploidii (Kubesova 2004) i smiSenych populaci s ptibuznym A. capillaris, by mohl
skutecné existovat dvoji zptsob, jak pentaploidi vznikaji. Jednim typem pentaploidi by mohli
byt jedinci A. stolonifera vznikli kiizenim tetraploidnich a hexaploidnich jedinct
A. stolonifera, ptipadné pochazejici Cisté z gamet hexaploida, ktery vytvaii gamety s riznym
poctem chromosomu (Bjorkman 1954). Druhy typ pentaploidii by mohli pfedstavovat jedinci
vznikli kiizenim tetraploidniho A. capillaris, s nimz je A. stolonifera schopen se kiizit (Davies
1953, Jones 1953), s hexaploidnim A. stolonifera. Hybridni vznik pentaploidti by mohl byt
dokazan existenci enzymového systému, jehoz alely pfitomné u pentaploidnich jedincii
a zaroven u jedincu A. capillaris se nevyskytuji u hexaploidnich a tetraploidnich cytotypu
A. stolonifera. Usp&sné uziti analyzy isozymt u zastupci Geledi Poaceae bylo jiz nékolikrat
publikovdno, at’ uz k posouzeni genetick¢ variability (Yanaka et al. 2005), zplsobu
rozmnozovani — autogamie vs. alogamie (Oja et al. 2003, Oja 2005) ¢i odhaleni ptivodu
allopolyploida (Refoufi et al. 2005). Také existuji prace, ve kterych byla tato metoda pouzita
pfimo u obou studovanych druhi — Kik et al. (1990a) pouzili isozymovou analyzu
k identifikaci klont Agrostis stolonifera a za stejnym tc¢elem byla tato metoda aplikovana
také na druh Agrostis capillaris (Rothanzl 2002).
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4 Metodika
4.1 Material

Rostliny A. stolonifera i ostatnich druht rodu Agrostis pouzité v této praci byly
sbirany po celém tizemi Ceské republiky (a v nékolika p¥ipadech i v zahrani¢i). V priibéhu let
2004 — 2006 bylo nasbirano do venkovni sbirky vytvorené pti piredchozi studii dal$ich nékolik
desitek rostlin. Snahou bylo ziskat rostliny z nejriiznéjSich populaci lisicich se geografickym
umisténym 1 ekologickymi podminkami. Z populaci byly vybirdny vSechny morfologicky
¢i fenologicky odlisné typy. Rostliny byly péstovany oddélen¢ avsak za shodnych podminek
na pokusném pozemku Katedry botaniky BF JU.

Celkovy material zahrnuje 177 rostlin. Jedna se o 155 jedincu A. stolonifera, 9 jedinci
A. capillaris, 6 jedinci A. canina, 3 jedince A. gigantea, 3 jedince A. vinealis a 1 jedince
A. rupestris. V piiloze 1 je uveden Seznam lokalit a zjistény stupen ploidie vSech rostlin, které
byly analyzovany priitokovym cytometrem a piipadné uzivany k dalSim pokusiim a méfenim
uvadénym v této praci. U jednotlivych podkapitol je vzdy uveden vypis rostlin (¢islovanych
podle Seznamu lokalit), se kterymi se v dané ¢asti studie pracovalo. VétSina materialu pochazi
z uzemi Ceské republiky, jen nékolik rostlin bylo sebrano v Rakousku a na Slovensku.

4.2 Pocitani chromosomu

Chromosomy byly pocitany na roztlakovych preparatech v meristematickych butikach
apikalnich casti kotenl. Preparaty byly vytvofeny podle metodiky piipravy preparati
barvenych laktopropionorceinem (Krahulcova 1998). Jako material byly pouzivany rostliny
péstované na pokusné ploSe. Odnoz pocitané rostliny byla zasazena do pisku a péstovana
v klimaboxu. Po n€kolika dnech z ni byly odebrany konce nové narostlych kotent, které byly
omyty a nasledn¢ nalozeny do predplsobiciho roztoku. Vzorky byly vkladany
do ptedplisobeni v rannich hodinach. Béhem jednotlivych pocitani byly u druhu A. stolonifera
a A. canina postupné vyzkouseny roztoky 4 ruznych chemikalii v koncentracich, za teploty
a po dobu piisobeni uvedenych v tab. 1. Kofeny byly po uplynuti doby ptisobeni promyty
v pfipadé a-bromnaftalenu v 45% kyselin¢ octové, pii pouziti ostatnich chemikalii ve vod¢.
Dalsim krokem byla fixace ve smési kvasného etanolu a 96 % ledové kyseliny octové
v poméru 3:1. Ve fixaéni smési byly kotinky ponechany ve 4 °C do druhého dne. Pii vlastni
ptipravé preparatu byly vzorky umistény na dobu 2 — 4 minuty (podle tlouStky kofenu)
do macera¢ni smési o slozeni 96 % HCI a kvasny etanol v poméru 1:1. Macerace byla
zastavena promytim vzorku ve vod¢. Z kofinku byla poté odd€lena po maceraci mlécné
zbarvena vrcholova ¢ast (meristematickd pletiva) a ta byla umisténa na podlozni sklicko
do kapky laktopropionorceinu (nafedéného destilovanou vodou v poméru 3:2). Po 10
minutach pasobeni barviva byl vzorek piikryt krycim sklickem a roztlacen. Vznikly preparat
byl prohlizen ve svételném mikroskopu s maximalnim zvétSenim 15 x 100. U bun¢k s vétSim
poctem mitotickych figur byly chromosomy pocitany alespon ve tiech bunkach.
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koncentrace
chemikalie vodného doba pusobeni teplota
roztoku
o-bromnaftalen nasyceny 15min / 3hod | 20°C
kolchicin 0,1% 30min / 3hod | 20°C
p-dichlorbenzen nasyceny 3 hod 20 °C
8- hydroxychinolin 0,002M 3 hod 20 °C

Tab. 1: Pouzité zpisoby predptisobeni

4.3 Stanoveni velikosti genomu

4.3.1 Stanoveni ploidie a DNA-ploidie

[material: stanoveni ploidie bylo provedeno u vSech rostlin uvedenych v Seznamu lokalit v pfiloze 1]

Stanoveni ploidni urovné bylo provedeno pritokovym cytometrem Partec Ploidy
Analyzer 1T v Laboratofi pritokové cytometrie Botanického ustavu AV CR v Prithonicich.
Jako materidl bylo pouZivano Cerstvé listové pletivo z rostlin péstovanych na pokusné plose.
Coby interni standard byl pouzivan hrach Pisum sativum cv. Ctirad (2C = 9,09 pg) (Lysak
et Dolezel 1998). Pro stanoveni stupné ploidie byla pouzita metodika piipravy vzorki podle
Otto (1990). Asi 20 mg listového pletiva vzorku bylo s pfiblizn¢ 10 mg standardu ostrou
ziletkou rozsekano v 0,5 ml vychlazeného pufru Otto 1.

Otto I

monohydrat kyseliny citronové (0,1M) 42 ¢
Tween 20 [0,5% (v/V)] 1 ml
doplnit vodou do 200 ml

Poté byl vzorek ptefiltrovan pies sitovinu Uhelon (primér ok 42 pm). Pred vlastni
cytometrickou analyzou byl do vzorku pfidan 1 ml pufru Otto II s fluorochromem DAPI.

Otto II
Na,HPO4 .12H,0 (0,4M) 28,65¢
doplnit vodou do 200 ml

Barveni pomoci DAPI

Otto II 10 ml
DAPI (zasobni roztok,1 mg/ml) 400 pl
B-merkaptoetanol 20 pl

Pro stanoveni ploidie bylo u kazdého vzorku zméfeno minimalné 3000 jader. Analyzy,
kdy koeficient variance (CV) dosdhl hodnoty vétsi nez 3 %, byly opakovany. Ziskané
histogramy byly vyhodnoceny programem FlowMax 2.4d (Partec).
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4.3.2 Stanoveni absolutni velikosti genomu

[material: 2, 4, 5, 6, 8, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 48, 58, 61, 75, 101, 117, 133, 160, 169, 176, 177,
178]

Urceni absolutni velikosti jaderného genomu bylo provedeno pritokovym cytometrem
Partec CyFlow v Cytometrické laboratofi PiF UK. Obsah jaderné DNA vyjadieny pomoci
C-hodnoty a velikost genomu v podobé Cx-hodnoty byly stanoveny u vSech cytotypt Agrostis
stolonifera (4x, 5x, 6x) a dale u A. canina, A. capillaris, A. gigantea, A. rupestris
a A. vinealis.

Coby interni standard byl pouzivan hrach Pisum sativum cv. Ctirad (2C = 9,09 pg),
pouze u druhu A. vinealis musela byt kvuli piekryvajici se velikosti genomu vzorkt a hrachu
pouzita kukutice Zea mays cv. CE-777 (2C = 5,43 pg) (Lysak et Dolezel 1998).

Ptiprava vzorku se ve vétSiné krocich shodovala s piipravou vzorku pro stanoveni
DNA ploidni trovné. Lisila se pouze v n¢kolika detailech: pletiva byla nasekana v 1 ml pufru
Otto I a po prefiltrovani byl vzorek centrifugovan (5 min / 15000 rpm). Supernatant byl
odstranén, k peletu bylo pfidano 100 pl Otto I a vzorek byl protfepan. Pred analyzou byl
do vzorku ptfidan 1 ml pufru Otto II s fluorochromem propidium jodid a vzorek byl ptiblizné
15 minut inkubovan za pokojové teploty.

Barveni pomoci PI

Otto II 10 ml
propidiumjodid (zasobni roztok,1 mg/ml) 500 pl
RNaza II (zasobni roztok,1 mg/ml) 500 pl
B-merkaptoetanol 20 pl

U znamych cytotypll byla provedena minimaln¢ tfi méfeni na tiech riznych rostlinach
od kazdého cytotypu. Vyjimkou je A. rupestris, u kterého byl obsah DNA ttikrat méfen pouze
na jediné rostling, protoze sbirka materidlu obsahuje jen jednoho jedince tohoto druhu.
Absolutni velikost genomu byla urcena také u dvou jedinch, ktefi pfi urCeni ploidie
vykazovaly jiny pomér ke standardu. Tti opakovana méfeni byla provedena vzdy v jiny den
avSak za pouziti stejného postupu. Absolutni velikost genomu byla odecitdna z analyz
zahrnujicich 5000 jader. Pokud koeficient variance dosahoval hodnot vy$Sich nez 5 %,
analyzy byly dalsi den opakovany. Také pokud byl rozdil mezi méfenimi v rdmci cytotypu
vyssi nez 2 %, nejvice odliSny vzorek byl z analyzy vyloucen a znovu podroben analyze
nasledujici den. Pouze v jediném pfipad€ byl akceptovan rozdil 2,1 %, protoze se 1 pres
mnoha opakovani analyz nepodafilo dosdhnout lepSiho vysledku.

Ziskané histogramy byly vyhodnoceny programem FlowMax 2.4d (Partec). Ze vSech
méteni piisluSejicich jednomu cytotypu byla vypocitana primérnad 2C-hodnota, stfedni chyba
pruméru C-hodnoty (SE) a 1Cx-hodnota.
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4.4 Velikost priduchi

[materidl: 21, 23, 26, 27, 28, 29, 33, 34, 35, 45, 48, 54, 57, 58, 60, 63, 65, 66, 67, 73, 74, 75, 76, 80,
88, 90, 92, 98, 100, 102, 104, 121, 126, 127, 132, 133, 134, 138, 139, 144, 145, 146, 147, 151, 153,
154, 155, 168]

Velikost priaduchii byla méfena u 48 rostlin riznych stupii ploidie (17 jedinct 4x, 14
jedinct 5x, 17 jedincl 6x) péstovanych ve stejnych podminkéach. Z kazdé rostliny bylo ze
dvou riiznych ndhodné vybranych vegetativnich vybézka odebrano po jednom listu. Oba listy
byly vzdy sebrany ze stiedni Casti vybézku, musely byt ve stejné fenologické fazi, plné
rozvinuté¢ a nepoSkozené. Pro stanoveni mista métfeni byla zkuSebné porovnana délka
priaducht na svrchni i spodni strané listu a délky priduchii v bazalni, stfedni a koncové ¢asti
listu. Nejmensi variabilitu vykazovala data ziskana ze stfedni Casti spodni strany listu.
Na zéklad€ zkuSebniho méfeni byl také uréen optimalni poc¢et méfeni na jednom listu, ktery
byl stanoven na 15. Preparét byl tedy pfipravovan ze stfedni ¢asti spodni strany listu. Asi 1
cm’ byl potien bezbarvym lakem na nehty a po zaschnuti byla tato plocha pielepena lepici
paskou, jejimz strhnutim byl ziskdn otisk pokozky listu. Tento otisk byl prohlizen
ve svételném mikroskopu pii zvétSeni 10 x 40. Na kazdém preparatu byla méticim okuldrem
zmétena délka 15 priducht. Celkem tedy byla u 48 rostlin stanovena délka 30 praducha
ze dvou odlisnych listi.

Ziskana data byla zpracovana programem Statistica 7.0 metodou jednocestné analyzy
variance podle Lepse (1996). Testovany byly nasledujici nulové hypotézy:

1) Ho: délka praduchti u riznych ploidnich trovni se nelisi
2) Hy. délka praduchti u riznych rostlin se nelisi

3) Ho. délka praduchti u listu 1 a 2 sbiranych z jedné rostliny se nelisi

4.5 Kultiva¢ni experimenty
V obdobi od ¢ervence do fijna 2007 byly provedeny na venkovni pokusné plose dva
kultiva¢ni experimenty. Pfiloha 2 obsahuje obrazky ilustrujici oba pokusy.

4.5.1 Vliv substratu

[material: 20, 21, 34, 35, 45, 48, 51, 52, 56, 58, 60, 63, 64, 65, 80, 98, 100, 101, 102, 116, 123, 127,
132,137, 138, 144, 150, 153, 160, 164]

V tomto pokusu byly rostliny péstovany ve Ctyfech substratech odliSnych obsahem
zivin a fyzikalnimi parametry. Ctyfi riizné substraty byly: pisek, smés pisku a zahradnického
substratu 1:1, zahradnicky substrat a piihnojeny zahradnicky substrat. Substrat byl pfihnojen
kombinovanym hnojivem NPK (7g na kvétindc, tj. davka 1000 kg / ha). Pro pokus bylo
pouzito 10 rostlin od kazdé ploidie (4x, 5x, 6x). V kvétinaich o objemu 2,5 1 byly od kazdé
rostliny péstovany 4 klony, kazdy v jiném substratu. Klony byly odebrany jako jednotlivé
vybézky, které byly zastfizeny do srovnatelné délky a poctu nodd, takze se jednalo o zhruba
ctyfcentimetrové vyhony. Celkem experiment probihal ve 120 kvétinacich uspotadanych
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do latinského ctverce. Rostliny byly pravidelné zalévany a kvuli rohovému efektu byly
kvétinace jedenkrat za 14 dni premistovany.

Rostliny béhem probihajiciho pokusu vytvofily pouze vegetativni pryty. Po ukonceni
pokusu byly u kazdé rostliny stanoveny nésledujici charakteristiky: poc¢et vSech nadzemnich
vybézkl, pocet vétvenych vybézkl, délka nejdelsiho vybézku, u tii ndhodné vybranych
vybézkll pak délka vybeézku, délka cepele jeho druhého listu a Sifka ¢epele druhého listu.
Délka vyb&zku byla méfena od baze vybdzku k poslednimu nodu. Sitka &epele listu byla
stanovena v nejSir§i Casti listu, tj. ve spodni poloviné listu. Veskera nadzemni biomasa
pokusnych rostlin byla ustfizena, suSena 24 hodin pii 80 °C a zvazena na predvazkach.

Data byla vyhodnocena programem Statistica 7.0 metodou obecného linearniho
modelu (GLM) s hierarchickym uspofaddnim a interakci.

Zavislé proménné: naméiené charakteristiky

Kategorialni proménné: ploidie (3 hladiny), rostlina (30 hladin), substrat (4 hladiny)

Faktor s ndhodnym efektem: rostlina
Interakce: ploidie(rostlina) — rostlina vnotfena do ploidie

substrat x ploidie — interakce mezi substratem a ploidii

K pftiblizeni rozlozeni dat normalnimu rozdéleni byly méfené charakteristiky (kromeé
délky nejdelsiho vybézku, kterd meéla normalni rozlozeni) transformovany podle Marhold
et Suda (2002) nésledujicim zptisobem:
logaritmick4 transformace
pocet vybezki, délka vybézku, vaha nadzemni biomasy — x’ = In x

odmocninnd transformace
délka Cepele listu, Sitka Cepele listu — x* = Jx
pocet vétvenych vybézkl — x’ = /(X +1)

Testovany byly nasledujici nulové hypotézy:
Ho (ploidie): rostliny odlisnych ploidni Grovni se v métenych charakteristikach nelisi

Hy (substrat): rostliny péstované v riznych substratech se v métenych charakteristikach nelisi

Hy ploidie (rostlina): jednotlivé rostliny vramci stejné ploidni Grovné se v métfenych
charakteristikach nelisi
Hy (substrat x ploidie): kazdy cytotyp reaguje na rozdilny substrat stejn¢ (neexistuje interakce

mezi ploidii a substratem)

Za limitni hodnotu pro zamitnuti nulové hypotézy byla zvolena 5 % hladina vyznamnosti.
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4.5.2 Vliv vlhkostnich poméru a seSlapu

[materidl: 20, 22, 23, 25, 30, 34, 35, 42, 45, 48, 51, 54, 57, 61, 63, 64, 68, 69, 70, 80, 82, 94, 96, 97,
101, 116, 117, 123, 127, 129, 136, 137, 144, 150, 157, 159, 164, 169, 171, 172]

Pro tento pokus bylo pouzito 12 rostlin od kazdé¢ ploidie (4x, 5x, 6x) a 4 pentaploidni
rostliny podezielé z hybridniho piivodu. Z kazdé rostliny byly odebrany 4 klony (odnoze),
které byly zastfizeny do srovnatelné délky a poctu nodi. Ty byly péstovany v kvétinaci
o objemu 2,5 | ve smési zahradnického substratu a pisku v poméru 1:1. Po uchyceni odnozi
(po 14 dnech od zasazeni) zacaly byt provadény zdsahy simulujici odlisné ekologické
podminky stanovisté. Kvili praktické realizaci experimentu bylo celkem 160 pouzitych
kvétinadcl rozmisténo do 8 fad se 4 bloky tvoifenymi vzdy 5 kvétinaci. Na pétici kvétinaci byl
vzdy provadén totozny zasah. Jeden ze Ctvetice klont kazdé rostliny byl péstovan v kvétinaci
s podmiskou, bez vlivu disturbance a pravidelné zalévan, tedy v ,,normalnich® podminkach,
proto bude dale tento typ managementu oznacovan jako kontrola. Druhy klon byl péstovan
ve vod¢ — pétice kvétinacu byla postavena do plastové vany, kde byla hladina vody po celou
dobu experimentu udrzovana tak, aby dosahovala az po okraj kvétinact, zasah mokro. Treti
klon nebyl zalévan a kvétinac byl postaven bez podmisky pfimo na zem, ¢imz byl klon béhem
obdobi bez desté vystaven znaénému suchu (zasah sucho). Ctvrty klon byl pravidelné kazdé
tii dny ovliviiovan disturbanci simulujici seSlap (zasah disturbance): pfi simulaci byl
na kvétina¢ z vysky asi 30 cm tiikrat upustén igelitovy pytel s piskem, ¢imz doslo k udusani
pudy a ohnuti ¢i pfimo zlomeni listd a vzrostnych vrcholii. Jedenkrat za 14 dni byly kvétinace
v ramci blokii ndhodné pfemistovany.

Také pfi tomto experimentu rostliny vytvorily pouze vegetativni pryty. Po ukonceni
pokusu byly u kazdé rostliny stanoveny obdobné charakteristiky jako u ptedchoziho pokusu:
pocet vSech nadzemnich vybézkl, pocet vétvenych vybézki, pocet kotenujicich vybézku,
délka nejdelsiho vybézku, u tii ndhodné vybranych vybézki délka vybézku, délka cepele jeho
druhého listu a Sitka ¢epele druhého listu. Délka vybézku byla méfena od baze vybézku
k poslednimu nodu. Sitka &epele listu byla stanovena v nejsiri &asti listu, tj. ve spodni
poloving listu. Veskera nadzemni biomasa pokusnych rostlin byla ustfiZzena, suSena 24 hodin
pii 80 °C a zvazena na predvazkach. Z kvétinacu byly také vypreparovany koteny, které byly
nasledné vymyty, suSeny 24 hodin pfi 80 °C a nasledné zvdZeny na analytickych vahach.

Data byla vyhodnocena programem Statistica 7.0 metodou obecného linedrniho
modelu (GLM) s hierarchickym uspofaddnim a interakci.

Zavislé proménné: naméfené charakteristiky

Kategorialni proménné: ploidie (3 hladiny), rostlina (30 hladin), zasah (4 hladiny)

Faktor s nahodnym efektem: rostlina
Interakce: ploidie(rostlina) — rostlina vnofend do ploidie

zasah X ploidie — interakce mezi zdsahem a ploidii
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K ptiblizeni rozlozeni dat normalnimu rozdéleni byly méfené -charakteristiky
transformovany podle Marhold et Suda (2002) nasledujicim zptisobem:
logaritmické transformace
pocet vybézka, délka vybézku, vaha nadzemni biomasy, vaha podzemni biomasy — x” = In x

odmocninnd transformace

pocet vétvenych vybézkia, pocet kotenujicich vybézkl, délka nejdelSsiho vybézku, délka
Cepele listu, Sitka Cepele listu — x’ = Jx

Testovany byly nésledujici nulové hypotézy:
Hpy (ploidie): rostliny odlisnych ploidni urovni se v méfenych charakteristikach nelisi

Hy (zéasah): rostliny péstované v riznych typech zdsahu se v méfrenych charakteristikach nelisi

Hy ploidie (rostlina): jednotlivé rostliny vradmci stejné ploidni Grovné se v méfenych
charakteristikach nelisi

Hy (zasah x ploidie): kazdy cytotyp reaguje na kazdy typ zasahu stejn¢ (neexistuje interakce
mezi ploidii a zdsahem)

Za limitni hodnotu pro zamitnuti nulové hypotézy byla zvolena 5 % hladina vyznamnosti.

4.6 Analyza isozymi

[material: 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 23, 41, 42, 61, 68, 69, 70, 101, 103, 107, 117, 133, 148, 151, 152,
156, 157, 159, 161, 167, 169]

K testovani hypotézy o vzniku pentaploidnich jedincti byla pouzita isozymova
analyza. Pokud se v urCitych lokusech potencialni rodi¢ Agrostis capillaris (4x) lisi
od Agrostis stolonifera (4x a 6x), mohla by tato metoda dokazat hybridni vznik
pentaploidnich jedinc. Do analyz byly zahrnuty jedinci Agrostis capillaris (4x) a jedinci
vSech tii plodnich turovni A. stolonifera (4x, 5x, 6x).

Celkem bylo analyzovano 29 rostlin (15 vzorkl na jeden gel a jeden vzorek byl vzdy
opakované pouzit na druhém gelu, aby bylo mozné gely srovnavat): 8 jedinci A. capillaris
(4x), 5 jedinct A. stolonifera (4x), 6 jedinct A. stolonifera (5x) a 10 jedinct A. stolonifera
(6x). K analyze byly vybrany jak typické rostliny pochézejici z populaci jednoho druhu, tak
rostliny z mist spole¢ného vyskytu A. capillaris a A. stolonifera i rostliny z populaci
A. stolonifera slozenych zjedinci vSech tifi plodnich urovni. Isozymové analyzy byly
provadény v Laboratofi molekularni biologie rostlin BF JU v Ceskych Budgjovicich.
Metodika analyz byla provedena podle Kirschner et al. (2000) za pouziti extrakéniho pufru
Luzula.

Extrakéni pufr Luzula (100 ml)

75 mM Tris-H3PO4 pH 7,5 100 ml
kyselina askorbova 50 mg
polyvinylpyrrolidon (PVP) 4¢g
dithioerythritol (DTE) 120 mg
merkaptoethanol 100 pl

18



Material na vzorky byl ziskdn zrostlin péstovanych ve shodnych podminkach
v klimaboxu. K extrakci enzymi bylo pouzito 60 — 80 mg cerstvého listového pletiva.
Ve vychlazenych tfecich miskach bylo pletivo rozdrceno v 750 pl extrakéniho pufru Luzula
spolu s 1/8 cm? latky Dowex-Cl (1-X8). Poté byly vzorky centrifugovany 10 minut pfi 14000
rpm. Supernatant byl oddélen a ulozen do hlubokomraziciho boxu do -80 °C.

Pro elektroforézu byla pouZita aparatura HOEFER 600 SE. 40 pl od kazdého vzorku
bylo naneseno na polyakrylamidovy gel skladajici se ze slozky 8,16% separacniho a 4%
koncentra¢niho gelu. Pocate¢ni proud byl 80 mA, po 1 hodiné (tj. zhruba po projiti vzorka
rozhranim mezi separa¢nim a koncentracnim gelem) bylo zvySeno na 100 mA.

Separaéni gel (8,16%: 62 ml —na 2 gely)

separacni gelovy pufr, pH 8,9 18,1 ml
akrylamid (10% zasobni roztok) 12,6 ml
H,O destilovana 30,7 ml
10% APS 289 ul
10% TEMED 289 ul

Koncentraéni gel (4%: 12 ml —na 2 gely)

koncentracni gelovy pufr, pH 6,9 11,12 ml
akrylamid (10% zasobni roztok) 1,24 ml
10% APS 71 ul
10% TEMED 71 ul

Po skonceni elektroforézy byly gely oplachnuty destilovanou vodou a poté byly
barveny rizné enzymatické systémy prostiednictvim substratove specifické reakce probihajici
za definované teploty v termostatu.

Laboratot molekularni biologie rostlin je zcela nové pracovisté, proto vzhledem
k prvotnimu zavadéni této metody bylo nutné vybrat enzymatické systémy, o kterych bylo jiz
znamo, 7ze jsou pouzitelné pro studovany rod. Pro analyzy byly tedy zvoleny néckteré
enzymatické systémy pouzivané Rothanzlem (2002). Autor uspés$né pouzil systémy ADH,
AAT, EST, LAP k identifikaci klonu tetraploidniho druhu A. capillaris. Protoze vSak mym
cilem nebylo odliSovat klony, ale odhalit pfipadného mezidruhového kiizence, byly
vyzkouSeny 1 jiné enzymatické systémy.

Postupné bylo analyzovano 6 enzymatickych systémia — ADH, AAT, EST, 6-PGDH,
SKDH, SOD. Detek¢ni barveni systémi ADH, AAT, SOD, EST bylo aplikovano na vSechny
vzorky. Ostatni systémy jiZz na prvnim gelu nevykazovaly vhodnou variabilitu, proto
u zbyvajicich vzorkl nebyly stanovovany.

Po obarveni byly gely oplachnuty destilovanou vodou ¢i ptislusnym pufrem (v ptipadé
AAT byl gel na dobu asi 1 hodiny nejprve umistén do fixa¢niho roztoku) a poté byly fixovany
pro dalsi uchovani umisténim mezi dva celofanové archy a ptiblizn€ 3 dny suSeny. Poslednim
krokem bylo vyhodnoceni ziskanych zymogramt.
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5 Vysledky
5.1 Pocditani chromosomu

Pocet chromosomu byl ur¢en u vétSiny studovanych druhti. Pouze u druhu Agrostis
rupestris se nepodaftilo uréit ani pfiblizny poc¢et chromosomi. V ostatnich ptipadech byl uréen
bud’ piesny pocet chromosomtl, nebo alesponi stupen ploidie (A. vinealis). Byly zaznamenany
tyto pocty chromosomui: A. canina — 2n = 14; A. capillaris — 2n = 28; A. gigantea — 2n = 42;
A. stolonifera — 2n = 28, 35, 42; A. vinealis 2n = £ 42. Jedinci se znamym pocétem
chromosomil poslouzily pro stanoveni poméru pikti hrachu (interniho standardu) a vzorkt
cytotypt Agrostis pii prutokové cytometrii.

Chromosomy byly také pocitany  pfi podezieni
na aneuploidni pocet chromosomti. Analyzy pratokovym
cytometrem opakované prokazaly u jednoho vzorku A. canina
odlisny pomér obsahu DNA ke standardu nez u ostatnich
diploidnich cytotypi A. canina (2n = 2x = 14). Karyologické
pocitani chromosomu vsak potvrdilo vyskyt 14 chromosomtl (viz
obr. 1).

Aplikace raznych metodik (pfedptsobici latky, doba
predplsobeni — podrobnéji viz metodika) u A. stolonifera

S Y
a | A.' canina ne.prmes'lo zadné odlisné 'Vysled'ky. Pocet Obr. 1: Chromosomy u
mitotickych figur i kvalita preparatu byly pii pouziti raznych diploidniho A. canina
postupit vramci druhu velmi podobné. Obecné lze fici, Ze (2n=2x=14)

diploidni druh A. canina ve vsech roztocich tvofil a udrzoval si
mnohem vétsi pocet mitdz nez A. stolonifera.

5.2 Velikost genomu

5.2.1 Stanoveni ploidie a DNA-ploidie

U 155 vzorki
Agrostis  stolonifera byl
stanoven  stupenn  ploidie. 120 1
Jednalo se o nové sebrané

140

100 A
rostliny ¢i vzorky, u nichz

v pfedchozi studii nebyla 801
ploidni tUroven stanovena

jednoznaén€. Ve vzorcich

pocet éastic

60

byly zastoupeny vSechny tii 0

znameé cytotypy. Bylo 20
zjisténo 53  tetraploidnich “

. e 0 ol ’ . Lawl .
(Obr' 2)’ 52 pentapl()ldnl(:h 0 100 200 300 400 500 E00 TO0 800 900 1000
(obr. 3) a 50 hexaploidnich relativni fluorescence

jedinci  (obr. 4). Jeden Obr. 2: Histogram z FCM za pouziti fluorochromu DAPI. 1. pik —
tetraploidni A. stolonifera, CV = 2,24 %; 2. — pik hrach, CV = 1,71

pentaploidni  jedinec mél
opakovan¢é pomér ke standardu pfiblizujici se tetraploidnim jedincim. Je tedy mozné, ze se
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jednalo o aneuploidni rostlinu. Podafilo se nalézt dal$i populace slozené zjedincii dvou
i vSech tii ploidnich Grovni. Agrostis stolonifera je druh s intenzivnim klonalnim rdstem,
ktery rostlindm umoziuje vytvaret rozsahlé souvislé porosty. Proto ve smiSenych populaci
nejsou vyjimkou shluky rostlin s propletenymi rametami odlisnych ploidii.

160

140 A

120 A

100 A

30 4

poéet éastic

60 4

40 A

20 4

0 100 200 300 400 500 500 700 800 900 1000
relativni fluorescence

Obr. 3: Histogram z FCM za pouziti fluorochromu DAPI. 1. pik — pentaploidni
A. stolonifera, CV = 1,66 %; 2. pik — hrach, CV = 1,64 %.
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Obr. 4: Histogram z FCM za pouziti fluorochromu DAPI. 1. pik — hrach, CV = 1,66 %; 2.
pik — hexaploidni A. stolonifera, CV = 1,65 %.
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Mapka rozsifeni cytotypu A. stolonifera v ptiloze 3 zobrazuje vyskyt 110 jedinct
A. stolonifera. Ani navySeni materialu oproti piedchozi studii neukazalo zadnou
jednoznacnou geografickou vazbu cytotypti. VSechny cytotypy se vyskytuji na celém tzemi
Ceské republiky.

V ramci této prace byl materidl rozsifen také o rostliny z vysSich poloh Hrubého
Jeseniku, Krkono§ a Sumavy. Ugelem bylo ovéfeni, zda ve vyssich nadmotskych vyskach
dominuji hexaploidni cytotypy. V souboru 21 rostlin z nadmoiskych vysek 730 — 1440 m n.
m. jsou sice skute¢né nejhojnéji zastoupeni hexaploidni jedinci (10 z 21), nicméné podobné
Casty je také vyskyt pentaploidii (8 z21). V Krkonogich i na Sumavé se podaiilo nalézt
1 tetraploidni jedince (4 z 21). Z takto malého souboru dat a zjisténého zastoupeni cytotypt
nelze vycist prevahu zadného ploidniho stupné. Tabulka 2 shrnuje udaje o cytotypech
ve vys$sich nadmoiskych vyskach. Cislo lokality odkazuje na ptesnou lokalitu uvedenou
v Seznamu lokalit v ptiloze 1.

pohoii | ¢islo lokality | nadm. vyska | ploidie
Jeseniky 31 1210 6x
Jeseniky 32 1000 6x
Jeseniky 60 1070 6x
Jeseniky 61 1000 6x
Jeseniky 115 1010 5x
Jeseniky 116 1060 6x
Jeseniky 117 1320 6x
Jeseniky 118 765 5x
Krkonose 51 810 5x
Krkonose 53 1000 4x
Krkonose 65 1425 6x
Krkonose 66 1440 6x
Krkonose 101 780 5x
Krkonose 136 1300 4x
Krkonose 137 1198 4x
Sumava 64 770 5x
Sumava 71 1040 5x
Sumava 94 1060 4x
Sumava 97 760 6x
Sumava 138 1052 5x
Sumava 169 730 5x

Tab. 2: Cytotypy ve vysSich nadmotskych vyskach

U 60 jedinci dalsich studovanych druhii rodu Agrostis byl uréen stupen ploidie. Vech
19 analyzovanych vzorkt Agrostis canina patii diploidnimu cytotypu. Jeden vzorek (rostlina
¢. 6) opakované vykazoval vétsi pomér k hrachu (tedy nizsi relativni obsah DNA). Protoze
tento posun byl opakované zjistén pfi tfech analyzach provedenych v odliSnych mésicich,
nejednad se ziejmé¢ o pouhy artefakt zpusobeny chybou meétfeni. U vzorku proto byla
pro ovefeni mens$i velikosti genomu stanovena C-hodnota a Cx-hodnota (viz nasledujici
kapitola).
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Analyzy 24 vzorkt A. capillaris z riznych ¢asti CR potvrdily, Ze se jedna o druh
karyologicky uniformni. VSechny vzorky pfislusely tetraploidnimu cytotypu.

U jedné rostliny rodu Agrostis ptfipominajici nejvice A. capillaris byla zjisténa
DNA-heptaploidni urovein (2n = 7x = 49). Rostlina se ovSem v nékterych znacich
od A. capillaris 1isi, a proto se miize jednat o hybrida. Tato ploidni uroven nebyla dosud
u A. capillaris udavana a jedna se o jedince s nejvyssi ploidii rodu Agrostis v CR viibec.
U potencialniho heptaploidniho jedince byla stanovena také absolutni velikost genomu.

Vsech Sest analyzovanych jedinci A. gigantea nalezi hexaploidnimu cytotypu. Jedina
analyzovana rostlina druhu A. rupestris odpovidd DNA-tetraploidnimu cytotypu.
Pii analyzach A. vinealis vSech 10 vzorkti mélo hexaploidni cytotyp.

5.2.2 Absolutni velikost jaderného genomu

Podafilo se stanovit obsah DNA u viech 6 bé&Znych druht rodu Agrostis v Ceské
republice. K Gplnosti chybi jen analyza na jediné lokalité rostouciho A. alpina a nedavno
objeveného nového druhu pro CR — A. scabra. Pfehled obsahu jaderné DNA u cytotypti druhii
A. canina, A. capillaris, A. gigantea, A. rupestris, A. stolonifera a A. vinealis uvadi tabulka 3.
Zahrnut je i vzorek A. canina vykazujici pfi stanoveni ploidie niz§i relativni obsah DNA
a zfejm¢ hybridni jedinec ptipominajici A. capillaris odpovidajici DNA-heptaploidnimu
cytotypu. Rozsah 1Cx-hodnot kolisa od 1,39 pg u potencialniho aneuploida az k 1,66 pg
u DNA-heptaploida. Pomineme-li tyto netypické jedince, rozmezi 1Cx-hodnot je 1,50 — 1,65
pg. Koeficient variance dosahoval u vzorki hodnot 1,41 — 5 %, u standardu 1,2 — 4 %.
Rozdily mezi méfenimi v ramci jednoho cytotypu se pohybovaly v rozmezi 0,14 — 2,1 %.

druh poée-t ploidie 2C-hodnota £ SE | 1Cx-hodnota

rostlin (pg) (pg)
A. canina 3 2x 3,02 +0,02 1,51
A. canina 1 <2x 2,78 + 0,02 1,39
A. capillaris 3 4x 6,49 + 0,02 1,62
A. capillaris? 1 7x 11,59 £ 0,02 1,66
A. gigantea 3 6x 9,79 £ 0,02 1,63
A. rupestris 1 4x 6,02 + 0,02 1,50
A. stolonifera 3 4x 6,36 +£ 0,01 1,59
A. stolonifera 3 5x 7,98 + 0,03 1,60
A. stolonifera 3 6x 9,80+ 0,03 1,63
A. vinealis 3 6x 9,89 + 0,07 1,65

Tab. 3: Vysledky stanoveni absolutni velikosti genomu
U druhu A. stolonifera zastoupeného tiemi cytotypy (obr. 5) se zvySujicim se stupném

ploidie roste velikost monoploidniho genomu. Mezi cytotypy odlisSnych druht vSak tato
zavislost neplati.

23



Jedinec A. canina, u kterého byl zaznamenan niz$i relativni obsah DNA ma o 8 %
§i 2C-hodnotu nez ostatni diploidni jedinci tohoto druhu (obr. 6). Takovy rozdil
ve velikosti genomu pfi 2n = 2x = 14 jiz mize odpovidat ztrat¢ jednoho celého chromosomu.
U jedince DNA-heptaploidniho cytotypu je zjistétna 1Cx-hodnota vztazena
k heptaploidnimu stupni ploidie vét$i nez u ostatnich cytotypi.
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Obr. 5: Histogram z FCM pfi pouziti fluorochromu propidium jodid. 1. pik — hrach,
CV = 1,98 %; 2. pik — hexaploidni A. stolonifera CV = 1,48 %.
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Obr. 6: Histogram z FCM pfi pouziti fluorochromu propidium jodid. 1. pik —
A. canina (2n < 2x), CV =2,99 %, 2. pik — hrach, CV =2,03 %.
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5.3 Velikost pruduchi
Analyza variance prokazala vysoce prikazné rozdily v délce priduchii u odlisnych

cytotypli a mezi jednotlivymi rostlinami. Naopak neprokazala rozdil mezi dvéma listy
sbiranymi na jedné rostling.

Vysledky statistické analyzy jsou shrnuty v tabulce 4, kterd ukazuje sumy Ctverci,

pocet stupiili volnosti, primérnou hodnotu sumy ctverct, velikost F-hodnoty a p-hodnoty.
Nejveétsi podil na celkové variabilité dat ma variabilita mezi rostlinami, naopak u rozdili mezi
listy byla variabilita nejmensi.

55 |yolnosti| MS | F |
plodie 2738,1 2 1369,0 249,4 0,00
rostlina 6837,4 47 145,5 53,5 0,00
list 15,6 1 15,6 2,11 | 0,146589

Tab. 4: Vysledky analyzy variance

Délka priduchii je se stupném ploidie korelovdna pozitivné, tedy ¢im vyssi ploidie,

tim vétsi délky pruduchy dosahuji (obr. 7). Nejvétsi rozsah hodnot byl zaznamenan

u pentaploidi.

Délka priduchu (pm)

34

Velikost priduchii u riiznych eytotypi

32

30

28

26

24

22

20

18

16

14

5
Floidie

O primér
T min-max

Obr. 7: Velikost praduchil u riznych cytotypd
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Tabulka 5 ukazuje zakladni statistické charakteristiky hodnot délky praducha

u riiznych cytotypu.

. pocet prameér medidan | minimum | maximum | standardni
plodie | ateni (um) (um) (um) (um) | odchylka
4x 510 20,87 20,50 15,07 28,65 2,31
5x 420 22,81 22,50 15,31 29,64 2,34
6x 510 24,13 24,10 18,25 31,37 2,37

Tab. 5: Zakladni statistické charakteristiky souboru dat s délkou praduchii

5.4 Kultivacni experimenty
5.4.1 Vliv substratu

V pribéhu experimentu prezilo vSech 30 rostlin (10 rostlin 4x, 10 rostlin 5x, 10 rostlin
6x) a to vzdy minimalné dva ze Ctyt kloni. Celkové ze 120 klont piezilo a bylo vyhodnoceno
115 klonti: 37 klont 4x, 40 klond 5x, 38 klont 6x.

Tabulka 6 shrnuje stanoviska knulovym hypotézam z hlediska jednotlivych
testovanych charakteristik.

rostlina
POKUS I ploidie (ploidie) substrat ploidie*substrat
pocet vybézki P P VP N
pocet vétvenych vybézki N VP VP N
délka nejdelsiho vybézku VP N N5 N
délka vybézku N P VP N
délka cepele listu N VP VP N
sitka Cepele listu VP VP VP N
vaha nadzemni biomasy P N P N

P — prikazné (p<0,05) VP — vysoce prikazné (p<0,01) N — nepriikazné (p>0,05)
Tab. 6: Vysledky statistické analyzy 1.pokusu

Sifkea listu u iznich cytotypd
F(2, --1=6, 4676, p=0,00435

Rozdily mezi ploidiemi
byly prokazany u poctu vybézki,

délky nejdelsiho vybézku, Sitky
listu a vahy nadzemni biomasy.
Délka nejdelsiho
vybézku, Sitka listu (obr. 8) a
vaha nadzemni biomasy se jevi
byt korelované se {
stupném ploidie. Nejveétsi pocet
vybézkl (obr. 9) vSak vytvorily 15
pentaploidni rostliny, nejméné

ik a listu (om, ODM)

pozitivné

4 5 [
Floidie

hexaploidni jedinci. O prémr

T promér £ 0,95 kont. interval

Obr. 8: Sitka listu u riiznych cytotypti
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Vsechny méfené
charakteristiky vykazovaly vysoce
prikazny vliv substratu, tj. rostliny
se v odlisnych substratech
v méfenych charakteristikach lisily.
Velikost hodnot métenych
charakteristik klesala u vSech
cytotypil nejcastéji v potadi:
zahradnicky substrat — hnojeny
zahradnicky substrdt —  smés
zahradnického substratu a pisku —
pisek. Vezmeme-li v tivahu, Ze bylo
méfeno sedm charakteristik u tfi
cytotypll, tento sled substrati byl
zaznamenan ve 12 z21 piipada
(ptiklad uvadi obr. 10). V péti
ptipadech rostliny v daném
morfologickém znaku dosahovaly
nejvys§ich  hodnot v hnojeném

Pocet vwhézku u riznych cytotypu
F(2, —-)=3.6435; p=0,03041

O primér
T primér £ 0,95 kond. interval

Obr. 9: Pocet vybézkt u riznych cytotypt

substratu a ve 4 pripadech byly vyssi hodnoty naméfeny ve smési zahradnického substratu
a pisku nez v hnojeném substratu. V 16 z 21 piipadi tedy zpohledu zkoumanych znaka
nejlépe rostly v zahradnickém substratu a ve vSech ptipadech nejnizSich hodnot dosahovaly
rostliny péstované v pisku. Tento substrat pfedstavuje nejméné vhodné podminky, kde se

4

krom¢ niz§iho obsahu Zivin a znacné kyselosti projevuje vliv sucha kvili malé schopnosti
zadrzovat vodu. Ve vétSin€ piipadd se sled substrati pro jednu urcitou morfologickou
charakteristiku 1i$il u rozdilnych cytotypti. Napft. tetraploidni cytotyp dosahl nejvétSiho poctu
vybézkl v zahradnickém substratu, kdezto hexaploidni v hnojeném substratu. Pouze u délky
nejdelSiho vybézku se vSechny cytotypy shodovaly v sekvenci substratii, coz ilustruje obr. 11.
Zaroven tento graf vyjadiuje pozitivni korelaci délky nejdelSiho vybézku se stupném ploidie.

Vaha nadzemni biomasy v rliznych substratech

F(6, --)=0,58428, p=0,74180
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Substrat

P W 5, pramér + 0,95 konf. interval
ZE 6x, pramér + 0,95 konf. interval

K: smés zahradnického substratu a pisku 1:1 S: zahradnicky substrat
H: hnojeny zahradnicky substrat P: pisek

Obr. 10: Vaha nadzemni biomasy v riiznych substratech

27



U vetsiny
charakteristik krome¢
délky
vybézku

nejdelsiho
a  vahy
nadzemni biomasy se
od sebe odliSovaly
jednotlivé rostliny
v ramci ploidii.
Interakce mezi
substratem a stupném
ploidie nebyla
zjiStétna u Zadného

méteného znaku.
Rostliny  odlisnych
cytotypil tedy

reagovaly na odlisSny
substrat shodné.
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K: smés zahradnického substratu a pisku 1:1
H: hnojeny zahradnicky substrat

S: zahradnicky substrat
P: pisek

Obr. 11: Délka nejdelsiho vybézku v riznych substratech

Tabulka ¢. 7 uvadi zékladni statistické charakteristiky dat ziskanych v tomto pokusu.

POKUSI | ploidie Ip;oéé;tni pramér medidn | minimum | maximum | rozsah z?:}iﬁiini
] 4x 37 20,32 | 19,00 | 4,00 | 54,00 | 50,00 | 12,02
‘V"y,’,‘;eé;kﬁ 5x 40 21,95 | 20,00 5,00 49,00 | 44,00 10,97
6x 38 1537 | 1350 | 4,00 | 41,00 | 37,00 9,48
bocet 4x 37 4,11 4,00 0,00 | 17,00 | 17,00 3,78
vétvengch | B5x 40 6,00 5,50 1,00 | 17,00 | 16,00 4,33
vybézki 6x 38 4,61 3,00 0,00 | 21,00 | 21,00 4,48
i dela| 4% 37 36,29 | 3820 | 480 | 6540 | 60,60 | 16,36
v§bésku Bx 40 4168 | 4650 | 900 | 7010 | 61,90 | 14,79
(cm) 6x 38 46,74 | 52,60 | 12,90 | 87,30 | 74,40 | 1941
della 4x 111 10,94 | 5,60 070 | 47,30 | 46,60 | 11,56
vybezku 5x 120 13,08 | 7,95 060 | 43,40 | 42,80 | 12,35
(cm) 6x 114 16,00 | 8,30 040 | 8150 | 81,10 | 17,30
della 4x 111 7.72 7,20 150 | 16,60 | 15,10 3,55
cepele listu |  5x 120 7.78 7,65 1,80 | 19,30 | 17,50 3,38
(cm) 6x 114 8,55 8,35 1,40 18,80 17,40 3,54
Gitlca 4x 111 2,68 2,60 0,70 5,50 4,80 1,08
Eepele listu 5x 120 3,00 2,80 1,10 5,80 4,70 1,11
(cm) 6x 114 3,61 3,40 1,20 6,70 5,50 1,20
vaha 4x 37 0,92 0,88 0,04 2,73 2,69 0,70
g;‘j;i‘s“y“i 5x 40 1,30 0,97 0,18 4,55 4,38 1,13
®) 6x 38 1,35 1,21 0,08 4,43 4,35 1,04

Tab. 7: Zakladni statistické charakteristiky dat 1. pokusu
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5.4.2 Vliv vlhkostnich poméru a seSlapu

Experiment byl zalozen se 40 rostlinami (12 rostlin 4x, 12 rostlin 5x, 12 rostlin 6x, 4

rostliny potencidlnich pentaploidnich hybridl). VSechny tyto rostliny rostly az do ukonceni
pokusu a ze 160 klona ptezilo 159. Nicméné vSechny 4 klony rostliny ¢. 23 vykazovaly
napadné nizS§i hodnoty morfologickych znaki, proto vSechny klony této rostliny byly
ze zavérecnych analyz vypustény (pravdépodobné se jednalo o rostlinu napadenou rzi). Kviili

obrovské variabilit¢ v morfologickych =znacich a nepomérné mensimu zastoupeni
potencialnich pentaploidnich hybridd (pouze 4 rostliny, tj. 16 klonll) byly nakonec z analyz
tyto rostliny vynechdny a uvedené statistické analyzy tedy pracuji s 35 rostlinami, tj
klony (48 klont 4x, 48 klona 5x a 43 klonii 6x).

Vysledna stanoviska k nulovym hypotézam shrnuje tabulka 8.

rostlina
POKUS I1 ploidie (ploidie) zasah [ploidie*zdsah
pocet vybézkh N vP vP N
pocet vétvenych vybézkil N vP N N
pocet kofenujicich vybézka N vpP vP N
délka nejdelsiho vybézku N VP vP N
délka vybézku N VP VP N
délka cepele listu N vP vP N
sitka cepele listu N vP VP N
vaha nadzemni biomasy N N vP N
vaha podzemni biomasy N VP VP N

P — priikazné (p<0,05) VP — vysoce prikazné (p<0,01) N — nepriikazné (p>0,05)

Tab. 8: Vysledky statistické analyzy 2. pokusu

Rostliny riznych
ploidni urovni se
v métenych
charakteristikach nelisily.
Zato kromé poctu
vétvenych vybézkt byl
odhalen vysoce prikazny
vliv zasahu, tedy rostliny
se liSily v zavislosti na
podminkach, ve kterych
rostly. Mezi rostlinami
vramci urCitého stupné
ploidie existuje znacna
variabilita, proto kromé
vahy nadzemni biomasy
je rozdil mezi rostlinami
vysoce prukazny.

. 139

21

20

Sitka listu {cm, ODM)

Sitka listu u riiznych zasahi

F(B, --)=0,13753; p=0,99128

A A, primér + 0,95 konf . interval

K

M

S
Zasah

D

W 5 promér + 0,95 konf interval
ZE 6x, primér + 0,95 konf. interval

K —KONTROLA, M - MOKRO, S - SUCHO, D - DISTURBANCE

Obr. 12: Sitka listu u riiznych zasaht
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Interakce mezi

Délka nejdel3iho vybéZku u riznych zasahi
Fi6, -)=0,38113, p=0 88043

stupném ploidie a typem

zasahu nebyla zjiSténa ani 7.0
v jediném piipad¢. Rostliny
riznych cytotypt tedy na
rozdilné zasahy reagovaly
stejné.

Métené znaky

55

8,0

55

dosahovaly ve  vétSiné 50

piipadii nejvyssich hodnot
u zasahu kontrola, nizsi

4.5

Délka nejdelsino vybéZku (cm, ODM)

hodnoty byly u =zasahu 4.0
mOkI’O a l'le_]IIIZSICh hOant T A 4 primér £ 0,95 konf. interval
w7 v : W 5x primér £ 0,95 konf. interval
dosahovaly bud v pl‘lpade K M —_— S R E 6, primer + 0,95 kenf. interval
. 452
zasahu sucho ¢i

. . K — KONTROLA, M — MOKRO, S — SUCHO, D — DISTURBANCE
disturbance (srovnej obr.

12 a obr. 13). Prvni graf Obr. 13: Délka nejdelsiho vybézku u riiznych zasaht

zaroven vyjadiuje pozitivni

korelaci Sitky listu se
stupném ploidie, avSak rozdily mezi ploidiemi nebyly prikazné. Jednotlivé cytotypy
dosahovaly nejvyssich hodnot v métenych znacich v odlisnych zasazich.

Vyrazné odlisny gradient hodnot u zdsahti vSak nalezeme u vahy podzemni biomasy
(obr. 14). Nejmensi kofenovou biomasu produkovaly podle ocekavani rostliny péstované
ve vodé (mokro), nejvétsich hodnot dosahla vaha biomasy u hexaploidd ovlivnénych suchem,
nicméné¢ pomérné vyssi hodnoty byly naméfeny také u nékterych rostlin v podminkach
kontrola.

Rostliny péstované ve vodé tvorily v rdmei vSech cytotypl nejmensi pocet vybézka
(viz obr. 15). Celkovy vzhled téchto rostlin byl napadné odlisSny od rostlin péstovanych
v jinych zésazich, a to bez ohledu na cytotyp rostlin.

Tabulka €. 9 uvadi zakladni statistické charakteristiky dat ziskanych v tomto pokusu.

Shrnuti obou pokust

Na zaklad¢ predlozenych vysledkd se da fici, ze morfologicka variabilita druhu
Agrostis stolonifera je do zna¢né miry ovliviitovana typem substratu, vlhkostnimi podminkami
i seSlapem. Ekologické podminky maji patrny vliv na morfologické znaky klonti jedné
rostliny. Pfislusnost k cytotypu se ve vétSin€é zkoumanych znakli na vegetativnich prytech
neprojevuje, cytotypy na ekologické podminky reaguji stejné.
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Vaha podzemni biomasy u riiznych zasahii
F(8, --)=1,2794, p=0,27415

-0.6
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K M 5 D W 5 primér + 0,95 konf. interval
E Bx, promér + 0,85 konf. interval
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Zasah

K - KONTROLA, M - MOKRO, S — SUCHO, D — DISTURBANCE

Obr. 14: Vaha podzemni biomasy u rtiznych zasahi

Pocet vyb&Zki u riznych zasahi
F(8, --)=1,3752; p=0,23253
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‘ K M S D o, promér + 0,95 kont, interval

Zasah
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Obr. 15: Pocet vybézki u riznych zasahi
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POKUSII | ploidie rpiloééfeetni pramér medidan | minimum | maximum | rozsah 2??;;11iini
] ax |48 29,79 |2850 |12,00 |58,00 |46,00 |12,89
IV"y?;eé;kﬁ 5x 48 26,77 |24,00 [9,00 58,00 [49,00 |11,61
6x |43 2556  |24,00 |10,00 |52,00 |42,00 |12,22
bodet ix |48 3,73 3,00 0,00 12,00 |12,00 |3,13
vétvenych |5x |48 4,60 4,00 1,00 10,00  |9,00 2,29
vybeézki o 43 4,07 3,00 0,00 11,00 |11,00 2,49
bocet ix |48 3,58 3,50 0,00 13,00 |13,00 2,98
kofenujicich | 5x |48 410 4,00 0,00 11,00 |11,00 |2,82
vybeézki o 43 3,63 3,00 0,00 13,00 13,00 |244
o delka |4 |48 2588 |26,05 |8,10 53,40 |4530 | 12,41
vybézku  |5x |48 26,46 |26,65 |4,00 4310 [39,10 9,20
(cm) 6x |43 2892 |27,40 [12,80 [56,90 |44,10 |11,10
della ax  |144 8,32 4,35 1,20 4210 |40,90 |8,57
vybézku  |5x | 144 7,93 5,10 0,80 31,50 |30,70 |6,95
(cm) 6x 129 8,77 5,50 1,10 44,40 43,30 7,73
- ax | 144 7.19 7,00 1,10 14,80 |1370 |2,51
fi‘;iﬁa(:;l)’ele 5x | 144 630 |610  |2,40 17,70 |1530 |2,25
6x | 129 7.12 7,00 2,40 12,10 |9,70 2,19
- x| 144 3,10 2,90 1,30 5,60 4,30 0,99
fi‘sr:‘;(:;l)’ele 5x | 144 3,32 3,25 1,60 5,40 3,80 0,93
6x 129 3,57 3,60 1,60 6,80 5,20 0,93
vaha ax |48 0,76 0,66 0,16 2,04 1,89 0,44
nadzemni |5x |48 0,80 0,69 0,07 2,15 2,08 0,48
biomasy (g) g, 43 0,98 0,83 0,33 2,22 1,89 0,54
vsha ix |48 0,24 0,19 0,06 0,58 0,52 0,15
podzemni |5x |48 0,19 0,17 0,02 0,50 0,49 0,11
biomasy () [6, |43 0,24 0,17 0,05 074 0,69 0,16

Tab. 9: Zakladni statistické charakteristiky dat 2. pokusu

5.5 Analyza isozymii

Celkem bylo analyzovdno 6 enzymatickych systémi: ADH, AAT, EST, 6-PGDH,
SKDH, SOD. Vsechny tyto systémy byly dobte barvitelné a vysledné prouzky na gelu Citelné.
VétSina z téchto systému vSak byla velmi variabilni a nevykazovala zadné jednoznacné
rozdily mezi zkoumanymi druhy. Napf. systém 6-PGDH byl naopak témé&f uniformni. Pouze
jediny enzymaticky systém — SOD vykazoval ur€ity rozdil mezi zkoumanymi druhy.

Superoxid dismutdza (SOD) E.C. 1.15.1.1 je enzym, ktery je na gelu viditelny
po negativnim barveni. To znamend, ze po aplikaci barviva se obarvi gel a mista prouzkt
patfici SOD zlstanou neobarvend. Kvartérni strukturou tohoto enzymu je dimer ¢i tetramer
(Baum et Scandalios 1981). Ptiloha 4 ukazuje zymogramy, na nichz je analyzovano 28 vzorka
(14 vzorki na kazdém zymogramu). Na obou gelech jsou vzdy viditelné dva lokusy enzymu.
Na prvnim gelu je patrné, Ze prvnich pét vzorkl se od zbyvajicich odliSuje v obou lokusech.
Prvni tfi vzorky jsou zrostlin A. capillaris, nasledujici dva patii tetraploidnim rostlindm
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ze smiSené populace A. stolonifera. Na druhém gelu se v obou lokusech napadné odliSuji
vzorky 1 — 5, pficemz 2. vzorek ma ve spodnim lokusu jesté o jeden prouzek vice. VSechny
tyto liSici se vzorky patii rostlinam A. capillaris. Pomineme-li pro tuto chvili ony dv¢ rostliny
ze smiSené populace, jejichz morfologie piipomina spiSe A. capillaris (viz dale), v pfipadé
SOD se rostliny A. capillaris a A. stolonifera lisi v heterozygotnosti. V podstaté stejna alela u
vzorki A. capillaris se vyskytuje také u vzorki A. stolonifera, u nichz jsou vsak i dalsi alely.
Vzorky 8 — 11 na prvnim gelu patii potencialnim pentaploidnim hybridim. Tyto vzorky se
neshoduji v zadném lokusu se vzorky A. capillaris a vykazuji heterozygotnost jako vzorky
A. stolonifera. Alely ptitomné u A. capillaris se nelisi od ¢asti alel A. stolonifera, pouze jsou
piitomné v homozygotnim stavu. Kombinaci homozygotnich A. capillaris s heterozygotnimi
A. stolonifera by potencialni hybridi méli byt heterozygotni, a tudiz se podobat rodi¢i druhu
A. stolonifera. Potencialni hybridi jsou skute¢né heterozygotni, nicméné to mize byt dano
také variabilitou enzymu v ramci druhu A. stolonifera. Proto na zakladé analyzy SOD
nemuzeme stale vylouc¢it moznost hybridniho vzniku téchto pentaploidi.

Dva vzorky zpopulace A. stolonifera, které jsou homozygotni stejné jako
A. capillaris, problém také nefesi. Mohou byt bud’to dikazem, ze i v populacich A. stolonifera
se mohou vyskytovat jedinci s homozygotnim zastoupenim alel SOD, nebo je mozné, Ze se
jedna o rostliny nalezici spise druhu A. capillaris ¢i o hybridy, protoze nékteré jejich
morfologické znaky maji intermedidrni charakter.

Na 2. zymogramu je také patrnd odliSnost 11. vzorku, kterému chybi alela v hornim
lokusu. Jedna se o hexaploidni cytotyp A. stolonifera s pomérné typickym vzhledem svého
druhu. Tento vzorek by mohl dokazovat, Ze enzymaticky systém SOD je variabilni i mezi
typickymi jedinci Agrostis stolonifera.

5.6 Opylovaci experiment

Jednim z cild této prace bylo pivodné také ovéfeni fertility cytotypt Agrostis
stolonifera pomoci opylovaciho experimentu. Vzhledem k tomu, Ze se experiment nezdafil,
neni zminovan v jinych kapitolach této prace. Presto vSak povazuji za vhodné zminit podnéty
vedouci k jeho provedeni a zejména pak popsat metodiku, aby se jini botanikové mohli
vyvarovat nékterych chyb.

Jiz v roce 2005 bylo ve skleniku (v kvétina¢ich o objemu 2,5 1) péstovano 5 rostlin
od kazdé ploidie za ucelem vypéstovani generativnich prytd, na kterych by v pribchu
cervence a srpna prob¢hl opylovaci experiment. Rostliny ve skleniku v sezoné 2005 vSak
trpély znacné vysokymi teplotami a mohutné¢ se na nich rozvinula rez, proto vibec
nevytvorily generativni pryty a i jejich vegetativni ¢asti rostly mnohem hiife (n¢které rostliny
dokonce zahynuly) nez u rostlin péstovanych na venkovnim zahonu.

Nasledujici sezénu jsem se proto rozhodla provést opylovaci experiment ptimo venku
na pokusné ploSe. V Cervenci 2006 bylo vybrano od kazdé ploidie 10 rostlin tvoficich
generativni pryty. Na kazdé rostlin¢ byly vybrany 4 laty, na které byly nasunuty zavazovaci
vacky vyrobené ze sitoviny Uhelon (primér ok 42 um). Aby tiha vacku nezlomila stéblo
s latou, byl vzdy sacek ptivazan k rdkosové tycce zapichnuté podél stébla. Béhem kveteni
ostatnich pokusnych rostlin o znamé ploidii, byly z téchto rostlin sbirany laty a pyl byl
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Stétcem vkladan do opylovacich vackt. Do vacku €. 1 nebyl davan zadny pyl, do vacku €. 2
byl davan pyl z tetraploidnich jedinct, do vacku €. 3 z pentaploidnich jedinct a do vacku 4
byl pfidavan pyl hexaploidt. Pyl byl do vackl vkladan béhem rozkvétu po dobu 7 dni denné,
poté v 3 dennich intervalech.

Vacek 1 na kazdé rostlin€ slouzil jako kontrola — pro zohlednéni ptipadného vlivu
opylovaciho vacku a potvrzeni neschopnosti autogamie. Vysledky riiznych studii zabyvajicich
s autoinkompatibilitou pylovych zrn, i kdyz v nepfitomnosti ciziho pylu mize dojit
k autogamii, Bjorkman (1954) ve své praci predkladd vysledky ze samoopyleni
pentaploidnich a hexaploidnich jedinct, Fei et Nelson (2004) ve své praci pii sklenikovém
experimentu zaznamenali skute¢né jen velmi vzacny vyskyt autogamicky vzniklych obilek.

Bohuzel venkovni experiment narazil na nepfizenn poCasi a Casté piivalové desté
a bouiky poskodily znacnou cast stébel s opylovacimi vacky a ziejmé opakované zpusobily
vymyti pylu zvacka. U vétSiny kvétenstvi se nevytvotily Zadné obilky, coz mohlo byt
zpusobeno poskozenim laty nebo vymytim doddavaného pylu nebo reprodukéni bariérou mezi
ploidiemi (piipadné problémy s meiozou u nckterych cytotypt). Vzhledem k podminkam
pokusu vsak nejsem schopnd mozné priciny odliSit a ziskand data proto nelze tadné
vyhodnotit. Pou¢enim pro piisté necht mi je provadét opylovaci experiment v chranéném
prostoru (nejlépe v klimaboxu) a pouzit radéji specidlni hybridizacni vaky, napft. jaké uvadi
ve své praci o A. stolonifera Fei et Nelson (2004).
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6 Diskuse
6.1 Pocitani chromosomiu

Pii ovéfeni aneuploidiniho po¢tu chromosomu u jednoho vzorku Agrostis canina bylo
napocitano 14 chromosomu. Tento pocet vSak odpovida euploidnimu cytotypu. OvSem situaci
komplikuje fakt, Ze u druhu A. canina je udavan vyskyt tzv. B-chromosomu. Bjorkman (1951)
u A. canina var. fascicularis zaznamenal vyskyt ptidatnych chromosomt u 25 z80
zkoumanych rostlin. Dokonce u tohoto taxonu rozlisil dva typy pfidatnych chromosomt —
prvni typ jsou chromosomy dosahujici asi 1/3 velikosti normalnich chromosomi, druhy typ
predstavuji jesté mensi az teckovité chromosomy. V metafdznich figurdch mitotickych bunék
vzorku bylo mozné rozlisit 14 chromosomii, nicmén¢ preparaty nemely dostatecnou kvalitu,
aby bylo mozné vyloucit, ze n¢které ze 14 napocitanych objekti nepatii B-chromosomiim.
Pokud totiz chromosomy nejsou natoCeny vSechny ve stejné roviné tak, aby bylo mozné
porovnat jejich velikost, nemtizeme pifitomnost B-chromosomt vyloucit, a tedy nemlizeme
potvrdit ani vyvratit hypotézu o aneuploidnim jedinci.

6.2 Velikost genomu

V piedchozi studii data o rozSifeni jednotlivych cytotypll ukédzala, Ze v nejvysSich
polohach Ceské republiky, kde se podaiilo Agrostis stolonifera nalézt, byl zastoupen pouze
hexaploidni cytotyp (KubeSova 2004). Rozsifeni studovaného materidlu vSak ve vysSich
nadmotskych vyskach odhalilo vyskyt i ostatnich cytotypt.. Conert (1989) u A. stolonifera
uvadi, Ze tento druh v Alpach vystupuje aZ do nadmoiské vysky 2800 m. V Ceské republice
byl béhem této studie nalezen nejvyse ve 1440 m n. m. a to na biehu ficky, tedy na pravidelné
zaplavovaném stanovisti. [ v ostatnich ptipadech byl tento druh v hordch nejcastéji nalezen
v biotopech ovlivnénych disturbancemi, prevdzné vSak na antropogennich stanovistich.
Rostliny zde rostou zejména na cestach, na neasfaltovych parkovistich, kde je vegetacni kryt
naruSovan auty, v bezprostfedni blizkosti horskych chat na disturbovanych mistech
(staveniste, selapavané travniky). A. stolonifera je v CR do vy$Sich nadmoiskych vysek
nejspi§ zavlékan clovékem a ziejmé zde mohou piezivat vSechny cytotypy. Protoze
v ostatnich ¢astech republiky rozsifeni cytotypil nejevi Zadné jednoznacné interpretovatelné
rozlozeni, pievaha hexaploidi v hordch by mohla skute¢né¢ vypovidat o lepSim piezivani
hexaploidt v téchto podminkach.

U krytosemennych rostlin maji polyploidni jedinci ¢asto mensi Cx-hodnotu nez jejich
diploidni pfibuzni, coz poukazuje na selekéni tlak vedouci po polyploidizaci ke ztrat¢ DNA
(Leitch et Bennett 2004). Studované druhy rodu Agrostis jsou zastupci raznych sekci rodu
(Widén 1971) a vétSinou se jednd o allopolyploidni druhy s rozdilnymi rodicovskymi
genomy, proto nemiizeme jejich absolutni velikosti genomu jednoduse porovnavat (Leitch
et Bennett 2004). Porovnani rGznych cytotypti vSak umoziiuje polyploidni komplex
A. stolonifera. U tohoto druhu byla zjisténa pozitivni korelace velikosti monoploidniho
genomu se stupném ploidie. Jones (1956) odvozuje piivod pentaploidnich a hexaploidnich
jedinci primo z tetraplodniho cytotypu (AABB) prostfednictvim ,nevyvazenych“ (AAB
¢i ABB) ¢i neredukovanych (AABB) gamet. Jeden z diploidnich ptedkl tetraplodniho
cytotypu byl nejspi§ shodny srodicem A. capillaris (Jones 1956). Absolutni velikost
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tetraploidnich cytotypt A. capillaris a A. stolonifera se pftiblizné shoduje, coz mize
potvrzovat blizkou ptibuznost.

U druhu A. rupestris se nepodafilo napocitat standard se znamym poctem
chromosomti, proto u n¢j byla stanovena pouze DNA-ploidie (Suda et al. 2006). V literatuie
jsou zuzemi sttedni Evropy znamy diploidni, triploidni i tetraploidni cytotypy.
U zkoumaného vzorku zji§téna 2C-hodnota piiblizné odpovida 4nasobku 1Cx-hodnoty u rodu
Agrostis, tj. Ctyfnasobné velikosti monoploidni sadky chromosomui. Absolutni velikost
genomu zkoumaného vzorku tedy odpovidda DNA-tetraploidnimu jedinci. Nicméné
v literatuie velmi €asto uvadéna ptitomnost B chromosomli nam neumoznuje davat vysledky
prutokové cytometrie do souvislosti s né¢jakym konkrétnim poctem chromosomi.

Pii interpretaci vysledkt je vSak tfeba mit na paméti, ze koeficienty variance n¢kterych
peakli dosahovaly v n€kolika ptipadech pomérné vysokych hodnot (maximalni CV standardu
=4 %, maximalni hodnota vzorku = 5 %). Optimalni hodnota pfi ur€ovani absolutni velikosti
genomu je pritom CV £ 3 % (Dolezel et Barto§ 2005), proto vysledky podrobnéjsiho
porovnani by mohly byt zavadéjici.

6.3 Velikost praduchi

Pozitivni korelace délky praducht se stupném ploidie u Agrostis stolonifera se
shoduje s vysledky studii na jinych taxonech z ¢eledi Poaceae 1 jinych skupin. Aryavand et al.
(2003) u Aegilops neglecta povazuji délku pruduchi za anatomicky znak, ktery je mozné na
uzemi Turecka pouzit pro odliSeni cytotypi bez karyologickych a cytometrickych technik.
U druhu A. stolonifera byl vSak zjistén pomérné znacny piekryv hodnot délky priduchu
riznych cytotypid a jen nejmensi a nejvyssi hodnoty se vyskytuji u odliSnych ploidii. Proto
tento znak samotny nelze pouzit pro rozliSeni cytotypi.

6.4 Fenotypova plasticita morfologickych znaki
6.4.1 Vliv substratu
Vysledky ukazuji, ze u pokusu se substraty ze Ctyf morfologickych charakteristik,

ve kterych se rostliny rtiznych ploidnich Grovni prikazné lisily, jsou tfi s ploidii pozitivné
korelované — maximalni délka vyb&zku, Sitka listu a vdha nadzemni biomasy. U téchto znakt
tedy plati, ze ¢im vyss$i ploidie, tim vySSich hodnot dosahovaly. Zbyvajici charakteristika —
pocet vybézka byl nejvétsi u pentaploidil (cytotypu stfedniho stupné ploidie) a jednozna¢né
charakteristiky, ackoli je zndma z vice studii. Zvlasté u trav byva uvadén napft. nizs§i vzrast
ploidné vyssich cytotypti zptisobeny redukei poctu stébel a vybeézki (Stebbins 1971). Rozsah
hodnot ve vétSin€ znaki rostl s naristajicim stupném ploidie. Opacny trend byl zaznamenéan
jen u poctu vybeézki.

Pozitivni korelaci vahy vegetativni biomasy s ploidii u Agrostis stolonifera
zaznamenal ve své praci jiz Aston (1962), kdyz porovnaval na izemi Britanie tetraploidni
a hexaploidni jedince. Také Kik et al. (1992) u tohoto druhu uvadéji tendenci netetraploidnich
jedinci tvorit vétsi pocet nékterych vybézki a vice vegetativni biomasy, ackoli rozdily nebyly
statisticky pritkazné. Tato korelace je ve shod¢ s obecnym trendem vysSich ploidii tvofit vétsi
organy vyplyvajici z vétsi velikosti bun€k u vyssSich ploidii (Stebbins 1971, Bennett 1972).
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Vsechny statisticky prukazné rozdily v méfenych znacich a stupni ploidie podporuji hypotézu,
ze jedinci vyssich ploidnich Grovni se rozmnozuji spise vegetativné. Zvlasté u lichych ploidii
se predpokladaji vétsi selekéni tlaky upfednostiiujici vegetativni rozmnozovani, ¢imZ by
mohla byt vysvétlena tvorba nejvétsiho poctu vybezka praveé u pentaploidnich jedinct. Jones
(1958) u cytotypt Holcus mollis ve Velké Britanii také zjistil, Ze pentaploidni cytotyp je
oproti tetraploidnim cytotyplim sterilni a rozmnozuje se pouze vegetativné. Nicméné jina
studia ukazuje, Zze ve Francii pentaploidni jedinci Holcus mollis vznikaji jinym zptisobem
a nejsou zcela sterilni (Jones et Carroll 1962).

Podle ocekavani rostliny nejhtife rostly v pisku, coby substratu s nejméné vhodnymi
vlastnostmi pro rust rostlin (nizké pH, niz§i obsah Zzivin, stres suchem). Kupodivu vSak
nejlepsi podminky pro rist predstavoval Cisty zahradnicky substrat a ne hnojeny zahradnicky
substrat, tedy podminky s vy$§im obsahem Zivin. V pritbéhu experimentu (zvlasté v Cervenci)
bylo extrémné teplé pocasi a i pfes pravidelnou zalivku dochézelo ke zna¢nému vysychani
substratu. Vyssi obsah NPK za téchto okolnosti tedy mohl rostlinam vytvofit velmi neptiznivé
podminky kviili vysokému obsahu iontll v plidnim roztoku a znesnadnéni piijmu vody.

6.4.2 Vliv vlhkostnich poméru a seslapu

Experiment odhalil vysoce prikazny vliv zdsahu na métfené¢ morfologické znaky.
Zejména rostliny péstované ve vodé se svym vzhledem od rostlin z jinych zésahii ndpadné
odliSovaly. Rostliny vSech cytotypii ve vod¢ v nejvétsi mife tvorily dlouhé, Casto z nodi
kotenujici vyb&zky (obr. 18) a naopak tvofily nejméné vybeézkii. Tento morfotyp odpovida
taxonu A. stolonifera subsp. prorepens uvadéném jako soucast Ceské flory Dostalem (1989).
Tento poddruh je popisovan jako rostlina s dlouhymi vybézky, c¢asto kofenujicimi
v kolénkach, nékdy ve vod¢ plovouci, obyvajici podmacené pastviny, raSeliniSté
a zaplavované biehy vod. Taxon by mél byt zastoupen jedinci s 35 a 70 chromosomy (Dostal
1989), tedy pentaploidnimi a dekaploidnimi jedinci, pficemz zjisténi dekaploidnich jedinct
nebylo dosud v jiné kli¢ové praci u A. stolonifera publikovano, a to ani v review zabyvajicich
se touto tématikou (Frey 1997). Jedna se tedy nejspiS o mylny udaj. Nicméné definice
poddruhu svymi morfologickymi i ekologickymi vlastnostmi odpovida morfotypu, ktery
béhem experimentu vytvofila vétSina rostlin péstovanych ve vodé (obr. 17). A pfitom
k pokusu byly pouzity rostliny riznych cytotypt, pochazejici piivodné z Siroké Skaly biotopa
a v poslednich letech péstované ve shodnych podminkach. OdliSovani poddruhu A. stolonifera
subsp. prorepens je tedy ziejmé ukdzkou pfifazeni taxonomického vyznamu vlastnostem
determinovanym pievazné ekologickymi podminkami.
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Obr. ¢. 18: Nadzemni vyb&zek rostliny péstované ve vodé. Sipky ukazuji kofeny

vytvorené v nodech vybézku.
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U obou pokust je vSak mit na zieteli, Ze del$i trvani experimentu a zahrnuti znakt
na generativnich ¢astech rostliny by mohlo vést k jinym zavérim. Nicméné ani studie Kik
et al. (1992), kdy rozdily mezi cytotypy byly vyhodnocovény po vice nez jednom roce,
neprokazala rozdily. Rostliny byly v uvedené praci po urCité dobé péstovani ve shodnych
podminkach ptesazovany na pfirodni stanovisté liSici se v mnoha parametrech (mira
disturbance, zapojeni vegetace, obsah zivin,...), a pfesto se neprojevily zadné odlisné
charakteristiky cytotypt. Autofi vSak cytotypy rozdé¢lili jen do dvou kategorii — tetraploidi
(4x) a netetraplodi (5x, 6X).

Maly podil morfologickych znakt, které by odliSovaly ploidie napovida, Ze vétSina
morfologické variability cytotypt Agrostis stolonifera je zpisobena fenotypovou, piipadné
vnitrocytotypovou variabilitou.

6.5 Analyza isozymu

Pouzité enzymatické systémy bohuzel neumoznily vyvodit jakékoli definitivni zavéry
o piipadném hybridnim vzniku nékterych pentaploidnich jedincti A. stolonifera. VétSina
enzymatickych systémt se u zkoumanych druhti neliSila, coz mize byt dano blizkou
pribuznosti téchto druhti. Jones (1953) ptedpoklada, ze oba druhy maji spole¢ného jednoho
diploidniho ptedka, proto se genom jejich tetraploidnich cytotypl z jedné poloviny shoduje.
Malé¢ rozdily ve slozeni genomu se proto mohou odrazet i na tirovni isozymti.

Pouze komplex SOD vykazoval rozdily mezi A. capillaris a vétSinou vzorka
A. stolonifera. Nicméné ne zcela jednoznaéné. U dvou tetraploidnich jedincti A. stolonifera
byl totiz zjistén homozygotni stav alel SOD stejné jako u jedincu A. capillaris. To mtize byt
dukazem toho, ze také jedinci A. stolonifera mohou byt v tomto znaku homozygotni, a tudiz
enzymaticky systém SOD je pouze dalSim komplexem, ktery neodliSuje studované druhy.
Tito dva jedinci v8ak pochazejici z populace A. stolonifera tvoiené vSemi cytotypy a vykazuji
nékteré intermediarni morfologické znaky, kterymi se podobaji spiSe druhu A. capillaris.
Navic z téchto populaci byly sebrany i dva analyzovani potencidlni pentaploidni hybridi.
Populace by tedy mohla byt tvoiena nejen pentaploidy ale 1 tetraploidy hybridniho ptvodu.
V populaci jsou zastoupeny i hexaploidni jedinci, kteti pln¢ odpovidaji vymezeni druhu
A. stolonifera. A to jak morfologicky (poléhavé vybézky, dlouhy jazycek, lata v obrysu
trojuhelnikovita), tak karyologicky (2n = 6x). Pentaploidi se uz n¢kterymi znaky podobaji
jedincim A. capillaris — jsou spise trsnaté, bez poléhavych vybézku, lata v obrysu spise
ovalna, na rozdil od A. capillaris (4x) vSak maji dlouhy jazycek a 2n = 5x. Tetraploidni
jedinci v téchto populacich vSak vykazuji nékteré podobné znaky jako pentaploidi (dlouhy
jazycek), proto jejich piislusnost k druhu A. stolonifera je také sporna. Vysledek analyzy
SOD, ktery tyto jedince fadi spiSe k A. capillaris proto mize napovidat, ze skute¢né maji néco
spole¢ného s druhem A. capillaris (hybridi, introgrese?). Toto je vSak Cisté spekulativni
uvaha, kterou je tieba podlozit ¢i vyvratit dalSimi analyzami — napt. analyzou cpDNA.
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7 Zavér

Podafilo se rozsitit material o dalSich zhruba 150 vzorkli Agrostis stolonifera
a upfesnit znalosti o rozsifeni cytotypti druhu. Cytotypy A. stolonifera se zdaji byt na izemi
Ceské republiky zhruba stejné hojné a nejevi zadné odli§né geografické vazby. Metodou
pratokové cytometrie byly urceny také ploidni irovné a absolutni velikosti genomu dalsich 5
b&znych druhti rodu Agrostis v Ceské republice. U druhu A. stolonifera byl prokazan rostouci
obsah DNA monoploidni sadky chromosom s nartstajicim stupném ploidie.

Kultivacni experimenty prokazaly vliv odlisnych typt substratu (hladina zivin,
fyzikalni vlastnosti), dostupnosti vody a seSlapu na vétSinu méfenych morfologickych
charakteristik. Rozdily mezi cytotypy v rtiiznych podminkéch byly prokazany jen u menSiny
métenych znakd (pocet vybézkl, délka nejdelSsiho vybézku, Sitka listu a vaha nadzemni
biomasy). Morfologicka variabilita A. stolonifera je tedy z vyznamné ¢asti dana ekologickymi
podminkami.

Na urovni anatomickych znakd byla prokazana pozitivni korelace mezi cytotypem
a délkou praduchii. V délce priiduchii mezi riznymi cytotypy vSak existuji velké prekryvy
hodnot, proto samotny tento kvantitativni znak nelze pouzivat k ur€eni cytotypu.

Hypotézu o vzniku né€kterych pentaploidnich jedinct A. stolonifera hybridizaci mezi
tetraploidnim A. capillaris a hexaploidnim A. stolonifera se nepodafilo analyzou isozymu
podpofit. Ackoli isozymové analyzy neobjasnily feSenou problematiku, povazuji za osobni
pfinos poznani a zvladnuti této metody.
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Priloha 1: Seznam lokalit

Cislo druh lokalita nadm. vyska long lat datum sbéru | ploidie

Bfeznik: SV okraj radelinisté Novohut'ské mocaly, ca 2,7 km SZ

1 A. canina |od hajovny v zaniklé obci 1200 48°59'03,07" ([13°27'01,49" 15.7.2003 2x
Dolni Sokolovec: PP Pisnik u Sokolovce 0,7 km JJZ obce, raselinny

2 A. canina |mokiad 480 49°43'18" 15°42'39" 24.7.2003 2x

3 A. canina [Kalisté u C. Budgjovic: vinka louka ca 1 km VJV od obce 500 48°57°44" 14°35'16" fijen 2001 2x
KniZeci Plané: okraj pfikopu a pramenisté ca 1,5 km JJV od zatacky

4 A. canina |v zaniklé obce 980 48°56'57.19" [13°37'58.95" 17.7.2003 2x

5 A. canina |Strachorovice: radelinna louka v lesich ca 1,9 km J od obce 540 49°07°05” 15°29°33" 12.8.2002 2x
Zavod: louky ve vychodni ¢asti rezervace Abrod ca 600 m J

6 A. canina |Zelezni¢ni zastavky Zavod (Slovensko) 160 48°31'30" 17°00'20" 22.8.2002 [ <2x

7 | A. capillaris [Ceské Bud&jovice: byvalé vojenské cvicité na severnim okraji 385 49°00'01" 14°26'48" fijen 2001 4x

8 | A. capillaris |Ejpovice: lesni okraj nedaleko dalnice ca 1,3 km J od obce 425 49°44'04" 13°31'00" zari 2001 4x
Chlum u Tfeboné&: nabfezi na pravém bfehu Luznice ca 1 km JV

9 | A.capillaris |od Zelezni¢ni zastavky 440 48°56'45.12" [14°52'51.3 " 26.8.2004 4x
Chlum u Tfeboné: naplavy na pravém biehu LuZnice ca 1 km JV

10 [ A. capillaris |od Zelezni¢ni zastavky 440 48°56'45.12" [14°52'51.3 " 26.8.2004 4x

11| A. capillaris |Kalisté: vlhka louka u silnice ca 1 km VJV od obce 500 48°57'43" 14°35"17" fijen 2001 4x

12 | A. capillaris [Krasetin: areal kravina na SV okraji obce 565 48°52'59" 14°19'05" 22.8.2003 4x
KFivoklatsko, Branov: okraj lesni cesty JJZ od obce, ca 6,2 km JZ od

13 | A. capillaris |Zelezni¢ni zastavky KFivoklat 480 49°59'29,38" [13°49'16,74" 15.6.2004 4x

14 | A. capillaris [Lnafe: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Podhajsky v obci 460 49°27'20" 13°47'12" 21.6.2003 4x

15 | A. capillaris |Prochody: hraz rybnika Svatba ZSZ osady 290 50°02'10,65" [16°08'25,45" 6.7.2004 7x

16 | A. gigantea [Ejpovice: lesni okraj nedaleko dalnice ca 1,3 km J od obce 425 49°44'04" 13°31'00" zafi 2001 6x
Hluboka u Borovan: okraj polni cesty ca 1,1 km JJV Zel. zastavky

17 | A. gigantea |v obci 455 48°53'8.3" 14°40'50.9" 19.10.2003 | 6x
Vlkov: okraj pole pobliz Vlkovského pfesypu, ca 950 m SZ kaple

18 | A. gigantea |v obci 410 49°09'26,05" |14°42'44,89" | 23.11.2003 [ 6x
Pec pod Snézkou: Z okraj Studni¢ni hory, 1 km JJV Lucni boudy, 4,5

19 | A. rupestris |km SZ obce, porosty na bezlesi 1530 50°43'36.96" [15°42'4.37" 24.8.2005 4x
Bernartice: podmacené misto u okraje cesty u plotu vedle vstupu

20 | A. stolonifera |do obalovny drti, 1 km SSZ kostela v obci 425 49°40'52.52" |15°7'24.69" 16.7.2005 6X
Bilek: 0,5 km JJV od kostela, za ohybem &ervené turistické znacky

21 | A. stolonifera [na vychod, na cesté 535 49°42'02" 15°44'07" 24.7.2003 6x




22 | A. stolonifera |Bohouskovice: okraj cesty u posledniho staveni na S okraji cesty 535 48°55'28" 14°18'48" 21.8.2003 6X
Borek pod Troskami: okraj lesni cesty ca 900 m ZJZ od Zelezniéni

23 | A. stolonifera |zastavky 270 50°31'51" 15°13"13" 8.11.2003 6X
Borek pod Troskami: okraj lesni cesty ca 900 m ZJZ od Zelezniéni

24 | A. stolonifera |zastavky 270 50°31'51" 15°13"13" 8.11.2003 6X

25 [ A. stolonifera [Branna: okraj lesni cesty ca 2 km JZ kostela v obci 456 48°57'10.16" |14°45'41.02" 7.8.2003 6X

26 | A. stolonifera |Branna: okraj lesni cesty ca 2 km JZ kostela v obci 456 48°57'10.16" [14°45'41.02" 7.8.2003 6X

27 | A. stolonifera [Bulhary: cesta v louce k NPR KfFivé jezero ca 2 km SZ obce 170 48°50'39.66" ]16°43'39.56" 29.5.2003 6Xx
Bykarka: lesni cesta v udoli Bieleho potoka ca 1,5 km JV vrcholu

28 | A. stolonifera |Bykarka (1058 m) (Slovensko) 670 48°54'20" 20°24'45" 21.8.2003 5X
Bykarka: lesni cesta v udoli Bieleho potoka ca 1,5 km JV vrcholu

29 [ A. stolonifera [Bykarka (1058 m) (Slovensko) 670 48°54'20" 20°24'45" 21.8.2003 5x
Cernovice: hraz Chrasteckého rybnika na Cernovickém potoce, 3,3

30 | A. stolonifera |km VSV centra obce 635 49°22'52.86" (15°0'14.33" srpen 2004 5X
Cervenohorské Sedlo: breh cesty znagené &ervenou tur. znackou 1,5

31 [ A. stolonifera [km SZ sedla, 100 m JV rozcesti tur. znacek Bily sloup 1210 50°8'10.17" 17°8'41.15" 6.8.2005 6X

32 [ A stolonifera |[Cervenohorské Sedlo: okraj silnice v centru horskych chat 1000 50°7'33.27" 17°9'11.78" 6.8.2005 6X

33 | A. stolonifera |Dobré pole: jihovychodni okraj slaniska na JZ okraji obce, vihka 180 48°49'22" 16°31'52" 21.8.2002 4x
Dobré Pole: PR Slanisko Dobré Pole na JZ okraji obce, porost mezi

34 | A. stolonifera |ryni¢kem a cestou oddélujici fotbalové hristé 180 48°49'20" 16°31'54" 23.8.2002 AX

35 | A. stolonifera |Dolni Némcice: Zemédélsky aredl na severnim okraji obce 530 49°05'58" 15°23'45" 10.8.2002 4x

36 | A. stolonifera [Drevce: okraj louky ca 700 m J od kaple v obci 560 50°29'33.11" [13°52'30.09" 24.4.2004 6X

37 | A. stolonifera |Drevce: okraj louky ca 700 m J od kaple v obci 561 50°29'33.11" [13°52'30.09" 25.4.2004 5x

38 | A. stolonifera [Drevce: okraj louky ca 700 m J od kaple v obci 562 50°29'33.11" [13°52'30.09" 26.4.2004 5X

39 [ A. stolonifera |Frantiskov: travnata plocha u cesty ca 600 m Z od osady 990 49°00°17" 13°36°48" 2.7.2004 6X

40 | A. stolonifera [Franti§kov: travnaté plocha u cesty ca 600 m Z od osady 990 49°00°17" 13°36°48" 2.7.2004 AX

41 | A. stolonifera |FrantiSkov: travnata plocha u cesty ca 600 m Z od osady 990 49°00°17" 13°36°48" 2.7.2004 4x

42 | A. stolonifera |Franti§kov: travnata plocha u cesty ca 600 m Z od osady 990 49°00°17" 13°36'48" 2.7.2004 5x
Fratres: vlhka cesta na okraji hadcového télesa ca 1,6 km JJV

43 | A. stolonifera |od obce (Rakousko) 490 48°57'58.74" 15°21'22.53" 13.6.2004 5x
Fratres: vlhka louka na levim bfehu potoka ca 1,4 km JV od obce

44 | A. stolonifera |(Rakousko) 480 48°58'08.03" [15°21'22.84" 13.6.2004 5x

45 | A. stolonifera |Hajek: PR SOOS, porost u Cisafského pramene 0,5 km SV obce 430 50°08'57" 12°25'01" 19.5.2003 | 4x

46 | A. stolonifera |Havraniky: bfeh rybnika na SZ okraji obce 320 48°48'51.85" ]16°00'16.01" 4.6.2004 4x

47 | A. stolonifera |Havraniky: bfeh rybnika na SZ okraji obce 320 48°48'51.85" ]16°00'16.01" 4.6.2004 4x




Hejna: cesta pfi okraji lesa na Z upati vrchu Pu€anka ca 1,25 km JJZ

48 | A. stolonifera |obce 517 49°16'52.31" ]13°39'55.98" 18.7.2003 4x
Hluboka u Borovan: okraj polni cesty ca 1,1 km JJV Zel. zastavky

49 | A. stolonifera |v obci 450 48°53'10,14" |14°40'45,62" | 19.10.2003 [ 6x
Hnanice: okraj cesty na pravém bfehu Dyje ca 1,6 km SSZ

50 | A. stolonifera |od kostela v obci 270 48°48'37.69" |15°58'42.42" 4.6.2004 5x

51 | A. stolonifera |Horni MarSov: ohyb Zluté znacené turistické stezky 1,8 km SV obce 810 50°40'17.51" |15°50'20.22" 26.8.2005 5x
Horni Mar3ov: okraj cesty modie a Zluté znadené turistické cesty

52 | A. stolonifera |v S &asti obce severné mostu pres Upu 590 50°39'42.27" ]15°49'14.34" 26.8.2005 6X

53 [ A. stolonifera [Horni MarSov: travnik pfed Rychorskou boudou 1000 50°39'37.62" [15°50'569.77" 26.8.2005 4x
Horusice: kaluz v luéni cesté vychodné od raSelinisté Ruda ca 3 km

54 | A. stolonifera [JV Zelezni€ni zastavky Horusice 420 49°08'51,68" ]14°41'37,32" | 23.11.2003 [ 4x

55 | A. stolonifera |Hradce: bieh rybniku 400 m JZ od obce 485 48°55'55" 14°21'24" 17.8.2003 5x

56 [ A. stolonifera [Hradce: rybnik 400 m JZ od obce 485 48°55'55" 14°21'24" 17.8.2003 6X

57 | A. stolonifera |HFiSice: lesni cesta ca 1,8 km S kostela v obci 540 49°07"' 15°29' 10.8.2002 5x

58 | A. stolonifera |Chmelna: v obci 540 48°56'06" 14°16'44" 21.8.2003 5x

59 [ A. stolonifera |Chmelna: v obci 540 48°56'06" 14°16'44" 21.8.2003 5x
Jeseniky, Cervenohorské sedlo: okraj cesty éervené turistické

60 | A. stolonifera |znagky ca 0,5 km JV od C. sedla 1070 50°7'19.24" 17°9'28.23" 11.8.2003 6X
Jeseniky, Cervenohorské sedlo: travnik na pravé strané silnice vedle

61 | A. stolonifera |rozcestniku u dfevéné boudy 1000 50°07'32" 17°09"17" 11.8.2003 6X
Jestiebi: podmadena cesta v louce ca 700 m JV od zelezniéni

62 | A. stolonifera |stanice 250 50°36°32"" 14°36°22" 2005 4x

63 | A. stolonifera |Kalisté: vlhka louka ca 1 km VJV obce 500 48°57'42,3" 14°35'15,8" fijen 2001 5x
KaSperské Hory: V okraj pastviny 1,1 km JV obce, 200 m VJV

64 | A. stolonifera |LiS¢imu vrchu 770 49°8'9.45" 13°34'7.42" 27.7.2005 5x
KrkonoSe, Luéni bouda: okraj cesty 0,5 km SV Luéni boudy (jen

65 | A. stolonifera |jeden trs) 1425 50°44'10" 15°42'12" 27.7.2003 6X
Krkonose, Luéni bouda: vyschla mokfina u dfevéné lavky na Upském

66 | A. stolonifera |raselinisti, 1km SV Luéni boudy 1440 50°44'15" 15°42'38" 27.7.2003 6X
Krivoklatsko, Branov: kfiZovatka lesnich cest JJZ od obce, ca 5,6 km

67 | A. stolonifera [JZ od Zelezni€ni zastavky Kfivoklat 500 49°59'40,12" ]13°49'46,52" 15.6.2004 4x
Kfivoklatsko, Branov: kfiZovatka lesnich cest JJZ od obce, ca 5,6 km

68 | A. stolonifera [JZ od Zelezni€ni zastavky Kfivoklat 500 49°59'40,12" ]13°49'46,52" 15.6.2004 6Xx




KFivoklatsko, Branov: kfizovatka lesnich cest JJZ od obce, ca 5,6 km

69 [ A. stolonifera [JZ od Zelezni€ni zastavky Kfivoklat 500 49°59'40,12" ]13°49'46,52" 15.6.2004 4x
Krivoklatsko, Branov: kfiZovatka lesnich cest JJZ od obce, ca 5,6 km

70 [ A. stolonifera [JZ od Zelezni€ni zastavky Kfivoklat 500 49°59'40,12" ]13°49'46,52" 15.6.2004 5X

71 | A. stolonifera |Kvilda: okoli mlstku pres potok na severnim okraji obce 1040 49°01°20” 13°34°49” 2.7.2004 5x

72 | A. stolonifera |Lipi: vodni nadrz 600 m JV obce Lipi 460 48°56'39.56" [14°21'22.54" 17.8.2003 AX

73 | A. stolonifera |Lnare: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Podhajsky v obci 460 49°27'20" 13°47'12" 21.6.2003 5x

74 | A. stolonifera |Lnare: SZ &ast dna protrzeného rybnika Podhajsky v obci 460 49°27'20" 13°47'12" 21.6.2003 5x

75 | A. stolonifera |Lnare: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Podhajsky v obci 460 49°27'20" 13°47'12" 21.6.2003 4x

76 | A. stolonifera |Lnare: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Podhajsky v obci 460 49°27'20" 13°47'12" 21.6.2003 4x

77 | A. stolonifera |Lnare: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Podhajsky v obci 460 49°27'20" 13°47'12" 21.6.2003 4x

78 | A. stolonifera |Lnare: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Podhajsky v obci 460 49°27'20" 13°47'12" 21.6.2003 4x

79 | A. stolonifera |Lnare: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Podhajsky v obci 460 49°27'20" 13°47'12" 21.6.2003 4x

80 [ A. stolonifera [Lomy: okraj cesty ca 250 m JV Zelezni¢ni zastavky Kunzak 608 49°06'36.41" ]15°09'50.42" 8.8.2003 5X
Lysa nad Labem: vihka louka na JZ okraji PR Hrabanovska ¢ernava

81 | A. stolonifera |2,25 km SSZ od Zelezni¢ni stanice 180 50°12°52"" 14°49°38" 13.9.2003 6X
Lysa nad Labem: vihka louka na JZ okraji PR Hrabanovska ¢ernava

82 | A. stolonifera |2,25 km SSZ od Zelezni¢ni stanice 180 50°12'52"" 14°49°38" 13.9.2003 AX
Lysa nad Labem: vihka louka na JZ okraji PR Hrabanovska ¢ernava

83 | A. stolonifera |2,25 km SSZ od Zelezni¢ni stanice 180 50°12'52"" 14°49°38" 14.9.2003 AX
Lysa nad Labem: vihka louka na JZ okraji PR Hrabanovska ¢ernava

84 | A. stolonifera |2,25 km SSZ od Zelezni¢ni stanice 180 50°12°52"" 14°49°38" 15.9.2003 X
Lysa nad Labem: vihka louka na JZ okraji PR Hrabanovska ¢ernava

85 | A. stolonifera |2,25 km SSZ od Zelezni¢ni stanice 180 50°12°52"" 14°49°38" 16.9.2003 AX
Lysa nad Labem: vihka louka na JZ okraji PR Hrabanovska ¢ernava

86 | A. stolonifera |2,25 km SSZ od Zelezni¢ni stanice 180 50°12'52"" 14°49°38" 17.9.2003 AX
Lysa nad Labem: vihka louka na S okraji PR Hrabanovska ¢ernava

87 | A. stolonifera |2,7 km SSZ od Zelezni¢ni stanice 180 50°13'10" 14°50'01" 13.9.2003 AX
Lysa nad Labem: okraj silnice vedouci k psinci 1,5 km SZ zelezni¢ni

88 | A. stolonifera |stanice 215 50°12'28" 14°49'55" 13.9.2003 6X
Masovice: okraj Zluté znacené turistické cesty 1,5 km J od obce, 0,5

89 | A. stolonifera |km JZ od koty 398,6 380 48°50'38" 15°58'24" 25.10.2003 | 4x
Mélnicka Vrutice: cesta v PR Polabska ¢ernava 250 m ZJZ

90 | A. stolonifera |od Zelezni¢ni zastavky 185 50°20'32" 14°32'38" 13.9.2003 6X




Mélnicka Vrutice: vihka louka v Z ¢asti PR Polabska ¢ernava 0,5 km

91 | A. stolonifera |JZ od Zelezni¢ni zastavky 180 50°20'28" 14°32'28" 13.9.2003 6X
Mélnicka Vrutice: okraj silnice v obci, 300 m SV od Zelezni¢ni

92 | A. stolonifera |zastavky 190 50°20'43" 14°32'58" 13.9.2003 6X

93 | A. stolonifera |Mélnicka Vrutice: vihka louka ca 400 m JZ od Zelezni¢ni zastavky 190 50°20°27"" 14°32°33" 18.9.2003 6X

94 | A. stolonifera |Modrava: vihka louka a prameni$té ca 800 m V od obce 1060 49°01'21.34" [13°30'32.36" 11.5.2004 AX
Niederfladnizt: okraj lesni cesty ca 2,1 km V od kostela v obci

95 | A. stolonifera |(Rakousko) 500 48°47'55.00" [15°55'36.8 " 1.6.2004 4x
Niederfladnizt: okraj lesni cesty ca 2,1 km V od kostela v obci

96 | A. stolonifera |(Rakousko) 501 48°47'55.00" |15°55'36.8 " 2.6.2004 5x
Nova Pec: JV cip pastviny u okraje lesa po pravé strané silnice smér

97 | A. stolonifera [Nova Pec, 2,3 km J ZST v obci 760 48°46'9.9"N  |13°57'25.94" 26.7.2005 6X

98 | A. stolonifera |Novy Vojifov: lesni cesta ca 750 m Z hotelu Perslak 500 49°01'13.96" [15°00'53.61" 9.8.2003 5x

99 [ A. stolonifera [Pardubice, Spojil: okraj lesni cesty ca 1,5 km V kaple v obci 230 50°02'32.41" [15°50'31.66" 25.7.2003 5X

100]| A. stolonifera [Pardubice, Veska: piskovna pfi okraji lesa ca 600 m SSZ obce 230 50°02'42.49" ]15°51'13.82" 25.7.2003 6X

101| A. stolonifera |Pec pod SnéZkou: bieh vodni nadrze na Upé v severni &asti obce 780 50°41'55.15" [15°44'11.9" 27.8.2005 5X

102] A. stolonifera |Podmokly: okraj zelené znacené polni cesty 0,5 km SSZ od obce 380 49°56'49" 13°42'03" 25.9.2003 4x
Prameny u Marianskych Lazni: mytina u asfaltky Prameny-Sitiny, na

103[ A. stolonifera |vrcholu hfebinku VIEi hibet — V Boru, 300m JZ koéty 860,1 (V Boru) 825 50°2'18.13" 12°44'42.04" 2.9.2005 4x
Prameny u Marianskych Lazni: okraj lesni cesty-Cervené tur. znacky,
100 m V rozcesti Pod Poprav¢éi loukou, 2 km JZ kéty 882,9 m (VICi

104 A. stolonifera |hibet), 4km JJZ obce 850 50°1'24.46" 12°41'56.3" 3.9.2005 5x

105] A. stolonifera |Prelou¢, VIEi Habtina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" |15°34'51.78" 24.7.2003 5x

106 A. stolonifera |Preloué, VIEi Habfina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" ([15°34'51.78" 24.7.2003 5x

107] A. stolonifera |Prelou¢, VIEi Habtina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" ]15°34'51.78" 24.7.2003 5X

108| A. stolonifera |Preloué, VIEi Habfina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" (15°34'51.78" 24.7.2003 5x

109] A. stolonifera |Prelou¢, VIEi Habtina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" ]15°34'51.78" 24.7.2003 4x

110[ A. stolonifera |Preloué, VIEi Habfina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" (15°34'51.78" 24.7.2003 5x

111] A. stolonifera |Prelou¢, VIEi Habtina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" ]15°34'51.78" 24.7.2003 5x

112[ A. stolonifera |Preloué, VIEi Habfina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" (15°34'51.78" 24.7.2003 5x

113] A. stolonifera |Prelou¢, VIEi Habtina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" ]15°34'51.78" 24.7.2003 4x

114 A. stolonifera |Preloué, VIEi Habfina: okraj lesni piscité cesty ca 1,2 km JZ obce 233 50°04'41.51" ([15°34'51.78" 24.7.2003 5x
Raabs an der Thaya: louka u silnice ca 1,25 km V od obce

115 A. stolonifera |(Rakousko) 460 48°50'49.71" ]15°30'38.54" 12.6.2004 6X




Raabs an der Thaya: louka u silnice ca 1,25 km V od obce

116 A. stolonifera |(Rakousko) 460 48°50'49.71" [15°30'38.54" 12.6.2004 6X
Ramzova: 1,5 km JV ZST, dervené a modfe
znadena tur. cesta, 450 m Z od prestupu lanovek Cerfiava, piséita
117] A. stolonifera |cesta 1010 50°10'562.55" |17°4'27.3" 6.8.2005 5x
Ramzova: okraj cesty 1,8 km JV ZST, rozcesti lesni cesty a éervené
118] A. stolonifera |znacené tur. znacky 1060 50°10'51.6" 17°4'55.1" 6.8.2005 6X
119[ A. stolonifera |[Ramzova: 3,2 km V ZST, 20 m Z od zvoni¢ky u tur. chaty Serak, 1320 50°11'11.59" |17°6'31.41" 6.8.2005 6X
Ramzova: okraj Cervené znacena tur. cesty vedouci po J strané
120| A. stolonifera |pastviny, 250 m SZ ZST 765 50°11'37.32" |17°3'42.43" 6.8.2005 5x
121] A. stolonifera |Ratibofské Hory: okraj rybnika ca 1,4 km Z od kostela v obci 460 49°27'37.54" [14°44'54.34" 9.5.2004 5x
122] A. stolonifera [Ratibofské Hory: okraj rybnika ca 1,4 km Z od kostela v obci 460 49°27'37.54" [14°44'54.34" 9.5.2004 6X
123| A. stolonifera |RatiSkovice: bifeh rybni¢ku Hlini¢ek na JZ okraji obce 210 48°55'01,73" |[17°09'30,81" 30.5.2002 4x
124 A. stolonifera [Roj$in: ruderal u JZ cipu ndvsi 550 48°54'54" 14°15'02" 22.8.2003 5X
125] A. stolonifera |RojSin: ruderal u JZ cipu navsi 550 48°54'54" 14°15'02" 22.8.2003 6X
126 A. stolonifera |Revniov: lesni cesta ca 350 m J od Zelezniéni stanice 435 50°08'44.93" [13°49'43.70" 16.6.2004 4X
127| A. stolonifera [Revni&ov: lesni cesta ca 350 m J od Zelezniéni stanice 435 50°08'44.93" ]13°49'43.70" 16.6.2004 4x
128| A. stolonifera |Sedlec: NPR Slanisko u Nesytu, louka pod Zelezni¢ni zastavkou 175 48°46'33" 16°41'50" 23.8.2002 4x
129] A. stolonifera |Sedlec: NPR Slanisko u Nesytu, louka pod Zelezni¢ni zastavkou 175 48°46'33" 16°41'50" 23.8.2002 4x
130[ A. stolonifera |Sedlec: prikop v louce ca 250 m SZ Zelezni¢ni zastavky Sedlec 175 48°46'35" 16°41'56" 23.8.2002 4X
131] A. stolonifera |Sedlice: levy okraj cesty vedouci od obce k dalnici, 500 m SV obce 410 49°41'18.4" 15°5'50.07" 17.7.2005 5x
132| A. stolonifera |Solnice: prikop u cesty ca 1,4 km SZ Zelezni¢ni stanice v obci 350 50°12'41,69" [16°14'22,06" 9.7.2004 4X
133] A. stolonifera |Solnice: pfikop u cesty ca 1,4 km SZ Zelezni¢ni stanice v obci 350 50°12'41,69" ]16°14'22,06" 9.7.2004 6X
134 A. stolonifera [StoZec: smrkovy les ca 2,4 km SSV Zelezniéni zastavky 980 48°52'44" 13°50'00" 2.11.2003 4x
135] A. stolonifera |Svétlik: okraj zelené znacené turistické cesty 1,3 km JZ od obce 780 48°43'30" 14°11'44" 27.8.2002 6X
136| A. stolonifera |Svétlik: porost v rybniku Svétlik 0,5 km SSV od obce 748 48°44'08" 14°12'46" 27.8.2002 6X
137| A. stolonifera [Sediviny: okraj lesni cesty ca 1000 m JJV od kaple u kéty 716,6 m 670 50°17'51,20" ]16°19'16,53" 8.7.2004 6X
Spindlerdv Mlyn: okraj &ervené& znadené turistické cesty v lese, 250
138] A. stolonifera |m SZ Petrovy boudy, 5,3 km S obce 1300 50°46'28.2" 15°36'34.85" 25.8.2005 4x
Spindlertv Mlyn: travnik u JZ rohu chaty u S cipu parkovisté
139| A. stolonifera |patficiho ke Spindlerové boudé, 4,4 km SSV obce 1198 50°45'46.58" |15°38'0.43" 25.8.2005 4x
Sumava, Bugina: pramenisté pfi cesté u zaniklé osady Chaloupky ca
140] A. stolonifera |1,6 km JV hrani¢niho pfechodu 1052 48°57'23.55" [13°35'53.40" 17.7.2003 5x
141] A. stolonifera [Tchorovice: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Dolej$i JV obce 450 49°26'08" 13°48'59" 21.6.2003 5x
142] A. stolonifera |Tchotovice: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Dolej$i JV obce 450 49°26'08" 13°48'59" 21.6.2003 5x




143] A. stolonifera |Tchotovice: SZ ¢ast dna protrzeného rybnika Dolej$i JV obce 450 49°26'08" 13°48'59" 21.6.2003 6X
Unterthdrnau: okaj cesty v obci ca 200 m JV od kaple v obci

144 A. stolonifera |(Rakousko) 360 48°52'49.90" [15°37'23.9" 12.6.2004 5x
Unterthdrnau: okaj lesni cesty ca 200 m JZ od kaple v obci

145( A. stolonifera |(Rakousko) 360 48°52'46.58" [15°37'07.29" 12.6.2004 5x

146| A. stolonifera [Ustragin: prameni§té v louce ca 1,7 km JZ kostela v obci 570 49°22'25,09" ([15°08'48.17" 5.10.2003 5x

147 A. stolonifera |Velky Borek: okraj silnice v obci 175 50°20'39" 14°31'03" 13.9.2003 6X

148| A. stolonifera [Velky Borek: okraj silnice v obci 175 50°20'39" 14°31'03" 13.9.2003 6Xx
Vernar: luéni cesta ca 50 m JV Zelezni¢ni zastavky Vernar

149[ A. stolonifera |(Slovensko) 940 48°52'55" 20°14'15" 22.8.2002 4x
VICi Habfina: 1,7 km JZ obce, travnik 20 m Z kfiZzovatky lesni cesty

150|A. stolonifera |(u priiseku) se Zlutou tur. znagkou, 200 m Z rybniku Cerny Nadymad 220 50°4'28.06" 15°34'37.41" 7.8.2005 6X
VICi Habfina: okraj cesty 2,1 km JZ obce, 250 m Z od rozcesti se

151 A. stolonifera |Zlutou tur. znackou 220 50°4'9.68" 15°34'28.33" 7.8.2005 5x
VICi Habfina: okraj pis€ité lesni cesty na kfizovatce cest 1,2 km JZ

152| A. stolonifera |obce 225 50°4'42.58" 15°34'56.53" 7.8.2005 5x
VIkov: cesta kolem piskovny na levém bfehu Luznice ca 1,1 km

153| A. stolonifera |kaple v obci 410 49°09'21,80" ]14°42'33,20" | 23.11.2003 | 6x
Vlkov: okraj pole pobliz Vlkovského pfesypu, ca 950 m SZ kaple

154 A. stolonifera |v obci 410 49°09'26,05" |14°42'44,89" | 23.11.2003 [ 6x

155]| A. stolonifera [VySice: okraje lesni cesty ca 500 m S od osady Chrast 505 49°27'51.87" [13°59'56.39" 30.7.2003 4x

156 A. stolonifera |VySice: okraje lesni cesty ca 500 m S od osady Chrast 505 49°27'51.87" ]13°59'56.39" 30.7.2003 5X

157 A. stolonifera [VySice: okraje lesni cesty ca 500 m S od osady Chrast 505 49°27'51.87" [13°59'56.39" 30.7.2003 6X

158 A. stolonifera |VySice: okraje lesni cesty ca 500 m S od osady Chrast 505 49°27'51.87" ]13°59'56.39" 30.7.2003 4x

159]| A. stolonifera [VySice: okraje lesni cesty ca 500 m S od osady Chrast 505 49°27'51.87" [13°59'56.39" 30.7.2003 5x

160| A. stolonifera |VySice: okraje lesni cesty ca 500 m S od osady Chrast 505 49°27'51.87" ]13°59'56.39" 30.7.2003 6X

161] A. stolonifera [VySice: okraje lesni cesty ca 500 m S od osady Chrast 505 49°27'51.87" [13°59'56.39" 30.7.2003 6X

162| A. stolonifera |VySice: okraje lesni cesty ca 500 m S od osady Chrast 505 49°27'51.87" ]13°59'56.39" 30.7.2003 4x
Zabreh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

163| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 10.8.2003 4x
Zabreh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

164| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 5.8.2005 AX
Zabreh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

165| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 5.8.2005 AX




Zabreh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

166| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 5.8.2005 AX
Zabreh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

167| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 5.8.2005 6X
Zabreh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

168| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 5.8.2005 5x
Zabreh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

169| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 5.8.2005 6X
Zabfeh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

170| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 5.8.2005 6X
Zabreh: byvaly lom na J okraji obce na pravém bifehu Moravské

171| A. stolonifera |Sazavy, u zahradkarské kolonie, 900 m Z ZST 290 49°52'26" 16°52'28" 10.8.2003 AX
Zavod: louky ve vychodni ¢asti rezervace Abrod ca 600 m J

172 A. stolonifera |Zelezni€ni zastavky Zavod (Slovensko) 160 48°31'30" 17°00'20" 22.8.2002 4x

173] A. stolonifera |Zdikov: breh potoka v parku pod zamkem, Z hlavni silnice 730 49°4'56.8" 13°41'53.5" 26.7.2005 5X
Zliv: okoli cesty podél lesni Zelezni€ky ca 1,75 km SSV od kostela ve

174] A. stolonifera |mésté 400 49°04°44" 14°22°42" 9.2005 5x
Maletice: travnaty okraj pole ca 1,4 km SZ stfedu obce, ca 280 m

175] A.vinealis |ZJZ samoty U Vlasatych 405 49°14'42.95 [14°10'24.16 7.10.2007 6X
Zliv: lou€ka ca 1,7 km SZ stfedu obce, na J bfehu rybniku Velky

176] A.vinealis |Knapr (Nohavicka) 370 49°4'34.78" 14°20'55.97 11.4.2007 6X

177] A.vinealis [Voltyfov: lada u polni cesty ca 1,2 km ZJZ od obce 400 49°32°24" 14°11°18" 26.6.2005 6X




Priloha 2: Kultivacni experimenty

AW

Ctvetice klonti (pfed zastfihnutim do odpovidajici velikosti) pouzita
pfi experimentu

=

Uspotadani pokusu s vlivem substratu

Vegetativni pryty pii ukonéeni pokusu s vlivem vlhkostnich pomért

> Uspotadani pokusu s vlivem vlhkostnich poméri a seslapu
a seslapu
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Ptiloha 3: Mapka rozsifeni zjisténych cytotyptl Agrostis stoloniferav CR
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Priloha 4: Zymogramy enzymového systému SOD

Zymogram 1: 4C = Agrostis capillaris, 4S = A. stolonifera ze smisené populace, SH =
potencialni pentaploidni hybridi; vzorky mezi 4S a 5H pfislusi 4x A. stolonifera; vzorky
napravo od SH jsou 6x A. stolonifera

Zymogram 2: 4C = Agrostis capillaris, 6S = A. stolonifera; vzorky mezi 4C a 6S jsou 4x,
5x, 5x, 6%, 6x A. stolonifera, vSechny vzorky za 6S pfislusi 6x A. stolonifera




