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s použit́ım pramen̊u a literatury uvedených v seznamu citované literatury.
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Souhlaśım dále s t́ım, aby toutéž elektronickou cestou byly v souladu s uve-

deným ustanoveńım zákona č. 111/1998 Sb. zveřejněny posudky školitele a
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1 Úvod

Rod Calamagrostis patř́ıćı do čeledi Poaceae zahrnuje celosvětově na 300 druh̊u, které

rostou předevš́ım v mı́rném pásu a v chladněǰśıch oblastech severńı polokoule, v tropech

pak pouze na horách (Conert, 1989). Tyto trávy jsou 20–200 cm vysoké, vytrvalé, trsnaté

nebo výběžkaté (Conert, 1989; Štech in prep.) Převažuj́ıćım zp̊usobem opyleńı je alogamie,

ale některé druhy jsou schopny nepohlavńı tvorby semen prostřednictv́ım apomixe. Daľśım

vegetativńım zp̊usobem množeńı a š́ı̌reńı jsou oddenky (Conert, 1989). Mohou tak vznikat

velké polykormony obsahuj́ıćı jediný genotyp.

Tyto trávy mı́vaj́ı př́ımá, jednoduchá nebo větvená stébla, jejichž drsnost je jedńım

z taxonomických znak̊u (Štech in prep.). Daľśımi d̊uležitými znaky jsou počty kolének

stébla, barva, rozměry a chlupatost list̊u, délka a chlupatost jazýčk̊u, tvar a velikost laty a

daľśı minuciézńı znaky v jednotlivých jednokvětých klásćıch. Podle rozměr̊u a tvaru plev,

pluchy, plušky, délky chlup̊u vyr̊ustaj́ıćıch z báze kv́ıtku, podle umı́stěńı, délky a tvaru

zalomeńı osiny, počtu žilek či podle př́ıtomnosti pastopečky (rudimentu druhého kv́ıtku)

a jej́ıho oděńı lze poměrně dobře rozpoznat většinu druh̊u (obr. 1). Tyto znaky však

povětšinou nelze zkoumat bez preparačńıch nástroj̊u a binolupy, což je v terénu značně

obt́ıžné. Nejen proto je určováńı druh̊u tohoto rodu stále problematické. Habituálńı cha-

rakteristiky jednotlivých druh̊u bývaj́ı ovlivněny podmı́nkami prostřed́ı a d́ıky široké eko-

logické amplitudě si mohou být jednotlivé druhy tohoto rodu habituálně podobné (Štech

in prep.). Daľśım faktorem je nápadná změna tvaru laty v r̊uzných fenofáźıch vývoje

rostlin, velká fenotypová plasticita jednotlivých vegetativńıch znak̊u, celková variabilita

jednotlivých druh̊u a v neposledńı řadě také poměrně častá hybridizace a značná podob-

nost hybrid̊u s rodičovskými i jinými druhy (Štech in prep.). Často neńı snadné stanovit

hranice mezi vnitrodruhovou variabilitou a introgreśı jiného druhu (Grulich, 1986).

Kritickou skupinou rodu Calamagrostis ve středńı Evropě je taxon Calamagrostis pur-

purea s. l., který je součást́ı komplexu Calamagrostis purpurea-langsdorffii-canadensis

a do kterého bývá zařazován u nás vzácný druh Calamagrosti phragmitoides (Conert,

1989; Hartman, 1832). Problémy při určováńı a vymezeńı tohoto druhu a záměny s dru-

hem C. canescens daly impuls podrobněǰśımu zkoumáńı a vzniku této bakalářské práce.

1



1. Úvod

Obr. 1: Morfologické rozd́ıly v klásćıch r̊uzných druh̊u rodu Calamagrostis (zleva nahoře
Calamagrostis varia, C. stricta, C. arundinacea, pod nimi zleva C. villosa a C. pseudo-
phragmites).
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2 Literárńı rešeřse

Intenzivněji se výzkumem rodu Calamagrostis začali vědci zabývat už v 19. sto-

let́ı, a to předevš́ım v mı́stech největš́ıho výskytu, tedy na severńı polokouli. Byli to

např. ve Švédsku Hartman (1832), v Německu Torges (1897-1904) či Kuntz (1910), řada

ruských autor̊u (Litvinova, 1910; Reverdatto, 1941; Tzvelev, 1965) a postupem času i daľśı

autoři jako Matuszkiewicz (1948), Scholz (1964–1971), Tateoka (1974) a Nygren (1946-

1962). Popsali řadu taxon̊u a zabývali se předevš́ım morfologíı, ekologíı, experimenty

s umělou hybridizaćı, cytologíı, ploidíı a rozmnožováńım.

Asi nejv́ıce přispěly k porozuměńı rodu Calamagrostis výsledky mnohaleté studie

švédského botanika A. Nygrena. Zabýval se mimo jiné reprodukćı jednotlivých druh̊u.

Určil počty chromozomů a ploidńı stupně některých druh̊u a zjistil, že C. arundina-

cea (2n=28), C. canescens (2n=28), C. epigejos (2n=28,42,56), C. neglecta (2n=28) a

C. varia (2n=28) jsou amfimikty s normálńı pohlavńı reprodukćı (Nygren, 1946). Později

autor tvrd́ı, že všechny druhy Calamagrostis s počtem chromozomů 2n=28 jsou sexuálńı

(Nygren, 1948b). Některé druhy rodu Calamagrostis se rozmnožuj́ı fakultativńı apomix́ı,

konkrétně diplosporíı. Mezi apomiktické druhy patř́ı C. chalybaea (2n=42), C. purpurea

(2n=56-91) a C. lapponica (2n=42-112), u kterých se tedy většinou nevyv́ıj́ı pyl a roz-

množuj́ı se nepohlavně (Nygren, 1946). Apomixe je podle Nygrena d̊usledkem mezidruhové

hybridizace a d̊usledkem kř́ıžeńı jedinc̊u stejného druhu v kombinaci s polyploidíı (Nygren,

1946). Domńıval se, že vzácným kř́ıžeńım apomikt̊u by mohlo být možné obnovit sexuálńı

reprodukci a naopak za určitých okolnost́ı by mohlo doj́ıt ke ztrátě sexuálńı reprodukce a

vzniku apomixe (většinou v F3 generaci) (Nygren, 1949). Náhodným zkř́ıžeńım apomikta

s pohlavńımi druhy mohou zase vzniknout nové stabilńı apomiktické typy (Nygren, 1962).

Kombinace sexuality a apomixe může být pro rod Calamagrostis výhodná. Fakulta-

tivńı apomikti si uchovávaj́ı po dlouhou dobu stejnou genetickou výbavu a zároveň si

ve velmi malé mı́̌re zachovávaj́ı sexualitu (Nygren, 1951). Velmi vzácně mohou vytvářet

pyl a hybridizovat tak s pohlavńımi druhy (Nygren, 1951). T́ımto zp̊usobem může u p̊uvod-

ně apomiktických jedinc̊u vzniknout výhodná kombinace gen̊u, která je následně d́ıky

apomixi efektivně udržena po daľśı generace (Nygren, 1951). V mı́stech, kde se překrývaj́ı

areály rodičovských druh̊u mohou vznikat lépe adaptovańı potomci nesoućı apomiktické

geny na nová územı́, což umožňuje apomiktickým druh̊um se š́ı̌rit (Nygren, 1951). Hybri-

dizace nav́ıc zvyšuje variabilitu (Nygren, 1962), takže je pro tento rod nanejvýš výhodné
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2. Literárńı rešeřse

zachovat jak apomixi, tak sexualitu.

Apomiktické druhy tohoto rodu rostou předevš́ım v arktických a subarktických oblas-

tech severńı polokoule (Nygren, 1946). Apomixe je v současné době definována jako ge-

netický komplex vlastnost́ı, které se projevuj́ı jako schopnost produkovat asexuálńı se-

mena (van Dijk & Vijverberg, 2005). Klony apomiktických rostlin maj́ı z dlouhodobého

hlediska maj́ı hned několik evolučńıch nevýhod: postrádaj́ı genetickou variabilitu a schop-

nost adaptovat se na změny životńıho prostřed́ı, a nav́ıc nelze vyloučit potencionálńı

degeneraci kv̊uli nahromaděńı škodlivých mutaćı (van Dijk & Vijverberg, 2005). Teore-

ticky by tedy měly být apomikti odsouzeni k zániku. Apomixe je však kontrolována geny,

které mohou být přeneseny do nových klon̊u hybridizaćı sexuálńıch druh̊u s apomikty -

pylovými donory (van Dijk & Vijverberg, 2005).

Sexuálńı druhy tedy také nesou geny pro apomixi, které mohou být při hybridizaci

předevš́ım s polyploidy zkombinovány a vzniklý jedinec pak v dospělosti vykazuje apo-

miktické chováńı (Nygren, 1946).

U jednotlivých individúı mohou občas vzniknout r̊uzné zvláštnosti. Nygren např. pozo-

roval u jednoho přirozeného klonu apomiktické C. purpurea, který měl v klásćıch pyl, po-

kles sexuálńı reprodukce během let (Nygren, 1949). V prvńım roce svého života při tvorbě

klásk̊u byla rostlina schopna normálńı meiosy, ale s přibývaj́ıćım stář́ım rostlina tuto

schopnost ztratila a převládalo nepohlavńı rozmnožováńı (Nygren, 1949). U ostatńıch

jedinc̊u toto pozorováno však nebylo.

V 50. letech minulého stolet́ı se tento autor zaměřil na studium rodu Calamagrostis

v Severńı Americe. Spoč́ıtal počty chromozomů u 18-ti tamńıch druh̊u a u většiny z nich

zkoumal pyl, zárodečné vaky a rozmnožováńı (Nygren, 1954). U druh̊u C. canadensis

a C. inexpansa zjistil jak sexuálńı, tak semiapomiktické i apomiktické rozmnožováńı,

zat́ımco u C. purpurascens pouze apomiktické (Nygren, 1954). Severoamerické apomik-

tické druhy jsou podle něj diplosporické s mitotickým děleńım (Nygren, 1954).

Dále zjistil, že většina severoamerických druh̊u rodu Calamagrostis roste v malém

počtu na malých plochách a domńıval se, že by to mohlo znamenat, že tyto druhy jsou

na ústupu (Nygren, 1954). Za nejúspěšněǰśı druhy na tomto územı́ označil C. canadensis,

inexpansa, purpurascens a rubescens (Nygren, 1954).

Mnoho autor̊u se zabývalo také ploidíı. Nygren zjsitil, že C. arundinacea, canescens,

neglecta a varia jsou tetraploidńımi druhy(2n=28), zat́ımco C. epigejos může být nejen

tetraploidńı, ale i hexaploidńı či oktoploidńı (Nygren, 1946). Dále ověřil ploidii i u se-

veroamerických druh̊u. C. scopulorum, C. cainii, C. densa, C. foliosa či C. ophitis jsou

typickými tetraploidy s 2n=28 (Nygren, 1954). Zat́ımco jiné druhy maj́ı vyšš́ı chromo-

zomálńı č́ısla, nebo v́ıce ploidíı, např. C. purpurascens 2n=42-56, C. breweri 2n=28 a 42,

C. perplexa 2n=70, C. porteri 2n=84 a 87, C. inexpansa 2n=28, 56, 58, 84-104, C. ca-

nadensis 2n=42-66, či C. crassiglumis sn=140, což je nejvyšš́ı počet chromozomů v rodě

Calamagrostis (Nygren, 1954).
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2. Literárńı rešeřse

Frey (1973) shrnuje poznatky o karyologii trav a jejich zemědělském využit́ı. Uvád́ı

pouze dva druhy rodu Calamagrostis : C. epigejos s počty chromozomů 28 a 56 a tetra-

ploidńı C. pseudophragmites s 28 chromozomy (Frey, 1973).

Ploidii studoval i N. N. Tzvelev, H. J. Conert či L. Frey spolu s B. Paszko, kteř́ı shrnuli

poznatky o jednotlivých druźıch rodu Calamagrostis a uvedli všechny jejich známé počty

chromozomů a ploidńı úrovně (Tzvelev, 1976; Conert, 1989; Frey & Paszko, 1999). A. Kra-

hulcová zase ověřovala počty chromozomů a cytotypy jednoděložných rostlin z České re-

publiky, Slovenska a Mad’arska (Krahulcová, 2003). Do této studie zahrnula druhy C. vil-

losa, C. canescens a C. varia (Krahulcová, 2003). Krahulcová (2003) uvád́ı C. villosa jako

dekaploida (2n=70) a C. canescens a C. varia jako tetraploidy (2n=28).

Nygren se zabýval také pozorováńım vývoje gamet jednotlivých druh̊u a jejich hyb-

rid̊u. U apomikt̊u C. lapponica a C. purpurea pozoroval ve zralých mateřských buňkách

pylových zrn a v mateřských buňkách zárodečného vaku ”mitotické děleńı”, č́ımž myslel

diplosporii (Nygren, 1946). Hybridi vznikĺı zkř́ıžeńım C. purpurea se sexuálńımi druhy

(2n=28), stejně jako hybridi C. arundinacea (2n=28) × C. epigejos (2n=56) se v meioze

chovali jako apomiktická C. purpurea (byla pozorována ”mitoza”) (Nygren, 1948a). Me-

iosa hybrida C. arundinacea × C. epigejosbyla v́ıce narušená u samč́ıch než u samič́ıch

buněk (Nygren, 1946). Mateřské buňky pylových zrn hybrida nav́ıc pravidelně vytvářely

dormantńı buňky, které se dále nevyv́ıjely a plasmodia, což je také typické pro apo-

mikty (Nygren, 1948b) Z obt́ıžného kř́ıžeńı F1 generace byla źıskána generace F2, která

opět vykazovala mitotické děleńı. Později se Nygren pozastavuje nad určitým exemplářem

C. purpurea z lokality Gällivare schopným výjimečně tvořit haploidy, č́ımž se prokazuje

že i v redukovaném endospermu se může vaječná buňka vyvinout autonomně (Nygren,

1951).

Poté studoval také problematiku severoamerických druh̊u. Zjistil, že u C. scopulorum

a C. porteri prob́ıhá sice normálńı meioza, ale vzniká redukovaná triáda (u C. porteri

někdy tetráda) buněk, ze kterých vznikne zárodečný vak (Nygren, 1958). Tyto druhy jsou

tedy jasně amfimiktické. U druhu C. perplexa, který je bĺızce př́ıbuznýC. porteri a měl by

být také amfimiktem, však docháźı k silnému narušeńı procesu meiozy a vznikaj́ı pylová

plasmodia typická pro apomikty (Nygren, 1958). U druhu C. crassiglumis stejně jako

u C. inexpansa Nygren objevil jak sexuálńı, tak apomiktické zárodečné vaky (Nygren,

1958). Meiosa u C. crassiglumis (2n=104) byla pravidelněǰśı než by autor u polyploida

očekával (Nygren, 1958). Nenašel ale u této třtiny žádné polyvalenty, zato 60-65 bivalent̊u

(běžně je v každé mateřské pylové buňce k viděńı 10-20 univalent̊u) a velké množstv́ı

morfologicky dobrého pylu (Nygren, 1958).

Nygren se také zabýval morfologíı jednotlivých druh̊u a předevš́ım jejich hybrid̊u.

Studoval předevš́ım znaky v klásćıch, ale neopomněl ani ostatńı znaky. Zjistil, že stejné

rostliny C. canescens a C. purpurea v r̊uzných letech měńı chlupatost čepeĺı list̊u, avšak

př́ıčina tohoto jevu z̊ustala neobjasněná (Nygren, 1948a). Autor pouze zmiňuje domněnku,
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2. Literárńı rešeřse

že je to zp̊usobeno vněǰśımi ekologickými faktory (Nygren, 1948a). Ve stejné práci uvád́ı, že

bylo problematické morfologicky rozlǐsit C. purpurea od jej́ıch hybrid̊u a zároveň od sebe

rozlǐsit hybridy vzniklé kř́ıžeńım C. purpurea s r̊uznými sexuálńımi druhy (Nygren, 1948a).

Domńıval se, že z tohoto d̊uvodu nelze jednotlivé hybridy hodnotit jako samostatné ta-

xonomické jednotky (Nygren, 1948a).

U hybrid̊u C. pseudopurpurea × C. villosa pozoroval Nygren (1948b) zaj́ımavý efekt

v délce osiny. Osina u hybrid̊u rostla ze středu hřbetu pluchy a byla deľśı než osina

rodičovské C. pseudopurpurea, ačkoli samč́ı rodičovská rostlina var. mutica neměla osinu

v̊ubec (Nygren, 1948b). Zato hybridńı jedinci s redukovaným počtem chromozomů vznikĺı

kř́ıžeńım C. purpurea s C. canescens se ve většině morfologických znaćıch shodovali

s C. canescens (Nygren, 1948a). Fenotyp C. purpurea, předevš́ım dlouhé jazýčky, byly

tedy pravděpodobně potlačeny. U klon̊u C. purpurea si zase všiml, že jejich klásky jsou

podobně shlukovité jako u druhu C. epigejos a považoval tento jev mylně za jasný d̊ukaz,

že C. purpurea obsahuje určité geny C. epigejos (Nygren, 1948a).

U některých hybrid̊u C. epigejos × C. arundinacea pozoroval v generaci F2 (s počty

chromozomů 2n=35, 37 a 38) morfologické znaky odpov́ıdaj́ıćı C. varia (2n=28), avšak

z hlediska rozmnožováńı se jednalo o apomikty, což tomuto druhu neodpov́ıdá (Nygren,

1948b).

Morfologii studoval také W. W. Mitchell na Aljašce, kde rozlǐsil 3 druhy komplexu

C. canadensis na základě měřeńı řady znak̊u, jako je š́ı̌rka čepele list̊u, délka jazýčku,

délka laty, délka pluchy či délka prašńık̊u (Mitchell, 1968). Dále také T. Tateoka, který

zjistil značnou morfologickou podobnost japonských tetraploid̊u a oktoploid̊u pocházej́ıćı

z komplexu C. purpurea–langsdorffii–canadensis (Tateoka, 1974). Jedinou odlǐsnost́ı, kte-

rou mezi tetraploidy a oktoploidy nalezl, byl rozd́ıl ve velikosti pylových zrn (Tateoka,

1974).

Německý autor R. Heine zase studoval druhy rodu Calamagrostis na územı́ Saska

v údoĺı řek Mulde, Flöha a Zschopau a porovnal je s druhy z oblasti belgické Hohen

Venn (Heine, 1972). Ve své studii také porovnává morfologii druhu C. pseudophragmites

s druhem C. phragmitoides (Heine, 1972). Největš́ı rozd́ıly našel samozřejmě v klásćıch

např. v délce bazálńıch chlup̊u, ve velikosti pluchy či poměr̊u plev (Heine, 1972). Nakonec

došel k závěru, že belgické druhy jsou odlǐsné od saských, ačkoli jedinci z obou zemı́ jsou

morfologicky podobńı C. phragmitoides (Heine, 1972).

Daľśımi autory, kteř́ı studovali morfologii rodu Calamagrostis byl N. N. Cvelev, který

se zaměřil na sibǐrské druhy (Tzvelev, 1976), nebo český autor M. Smejkal shrnuj́ıćı po-

znatky o j́ım v České republice objevené C. phragmitoides (Smejkal, 1976). Středoevropské

druhy rodu Calamagrostis detailně zpracoval a popsal německý autor H. J. Conert (1989).

.

Moderńı autoři se na morfologii tolik nezaměřuj́ı, avšak např. M. Drapikowska se

zabývala morfologíı klásk̊u polských populaćı C. arundinacea, přičemž dokázala morfo-
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logicky rozlǐsit jednotlivé populace (Drapikowska et al., 2007). Japonšt́ı vědci při řešeńı

otázky p̊uvodu hybridńıho diploida C. longiseta var. longe-aristata použili kromě morfolo-

gické analýzy také RAPD analýzu (Saitou et al., 2007). Měřili nejen znaky v jednotlivých

klásćıch, ale také délku stébla, délku laty a délku nejhořeǰśıho jazýčku (Saitou et al., 2007).

Zjistili, že obecně má tento hybrid morfologicky intermediárńı charakter a větš́ı genetic-

kou diverzitu než jeho potenciálńı rodičovské druhy, což podporuje hypotézu hybridńıho

p̊uvodu zkř́ıžeńım C. longiseta var. longiseta s C. fauriei (Saitou et al., 2007).

B. Paszko se zabývala morfologíı klásk̊u polských populaćı C. varia a našla mezi r̊uzný-

mi populacemi mı́rnou variabilitu (Paszko, 2008). Později s kolegou M. Nobisem zkoumali

morfologii hybrida C. × gracilescens a jeho potenciálńıch rodič̊u C. canescens a stricta

(Paszko & Nobis, 2010). Hybrid byl intermediárńı v morfologii klásk̊u a lze jej podle autor̊u

s jistotou poznat dle větveńı, počtu nod̊u na stéble a délky kalusových trichomů (Paszko

& Nobis, 2010).

Většina studíı rodu Calamagrostis se však týká hybridizace. Asi nejv́ıce se zabýval

experimenty s kř́ıžeńım A. Nygren. Zkř́ıžeńım samič́ı C. arundinacea (2n=28) se samč́ı

C. epigejos (2n=56) źıskal hexaploidńı hybridy (2n=42), kteř́ı byli podle všeho apo-

miktičt́ı, ale během let tyto trvalky vzácně tvořily malé množstv́ı pylu, které použil

na źıskáńı daľśı generace F2 (Nygren, 1946; Nygren, 1948b). Źıskal tak 49 rostlin, ze kterých

kvetlo 43 jedinc̊u (Nygren, 1948b). Zabýval se také kř́ıžeńım C. pseudophragmites × C. vil-

losa či kř́ıžeńım C. purpurea s r̊uznými amfimiktickými druhy (2n=28) za vzniku hybrid̊u

(2n=70) (Nygren, 1948b). Kř́ıžeńım C. purpurea se samč́ı C. canescens vzácně vznikaj́ı je-

dinci s redukovanou gametou, které Nygren označuje jako haploidńı C. purpurea (Nygren,

1948a). Ačkoli fertilita F1 hybrid̊u C. purpurea s amfimikty byla velmi ńızká, podařilo se

vypěstovat daľśı generaci F2 (Nygren, 1962).

Nygrenovi se také experimentálně podařilo źıskat morfologicky shodného s C. pur-

purea (Nygren, 1946). Dosáhl toho dvěma zp̊usoby. Při prvńım semena rostlin C. ca-

nescens (2n=28) ošetřil kolchicinem a źıskal autotetraploidy s počtem chromozomů 56,

které byly morfologicky identické s C. purpurea (Nygren, 1946). Dále ve třech r̊uzných

kř́ıžeńı C. canescens (samice) se samč́ı C. epigejos (2n=42) źıskal rostliny s chromo-

zomálńım počtem 56, s větveńım a daľśımi morfologickými znaky typickými pro C. pur-

purea (Nygren, 1946). Tito potomci v daľśıch letech produkovali semena, ačkoli jejich

prašńıky neobsahovaly pyl (Nygren, 1948a).

Dále se Nygrenovi s obt́ıžemi podařilo vypěstovat 40 přirozených klon̊u apomiktické

C. purpurey, z nichž minimum jedinc̊u vytvořilo pyl (Nygren, 1948a). Avšak to stačilo

na zkř́ıžeńı těchto klon̊u s r̊uznými amfimiktickými druhy (Nygren, 1949). Část hyb-

rid̊u měla počet chromozomů shodný s mateřskou rostlinou, část se od tohoto počtu

lǐsila (Nygren, 1949). Nygren také pozoroval, že u některých hybridńıch jedinc̊u byly

z jednoho klásku produkováni jak potomci s mateřským počtem chromozomů, tak po-

tomci s odlǐsným počtem a že u těchto jedinc̊u posléze docházelo k samoopyleńı (Nygren,
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1949). Nygren se na základě svého pozorováńı domńıvá, že v některých př́ıpadech došlo

k aktivaci vlastńıho pylu pylem ciźım (Nygren, 1949). Mateřský klon, který Nygren

zpočátku považoval za obligátně apomiktický se nakonec ukázal být fakultativně apo-

miktickým (Nygren, 1949).

T. Tateoku zase zaj́ımala hybridizace japonských druh̊u, konkrétně vznik hexaploid-

ńıch jedinc̊u komplexu C. purpurea–langsdorfii–canadensis (Tateoka, 1974).

R. Heine studoval problematiku saských druh̊u rodu Calamagrostis a zjistil, že se lǐśı

od belgických druh̊u morfologíı (Heine, 1972). Domńıval se, že tato odlǐsnost mohla být

zp̊usobena hybridizaćı s C. phragmitoides, ale problém hlouběji nezkoumal (Heine, 1972).

Jeho kolega Scholz zase dospěl k názoru, že saský taxon C. canescens subsp. vilnensis je

výsledkem dlouholeté hybridizace postglaciálńı C. phragmitoides s C. canescens (Scholz,

1964). Problematikou hybridizace na územı́ Saska, konkrétně C. pseudopurpurea se později

se svými kolegy zabýval i S. Schiebold, avšak již moderńımi genetickými metodami, jako je

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Schiebold et al., 2009). Zjistili, že v Sasku

a Sasku-Anhaltsku existuj́ı dva odlǐsné RAPD genotypy C. pseudopurpurea, které rostou

na ř́ıčńıch břeźıch dvou izolovaných ř́ıčńıch tok̊u, na jejichž soutoku se vyskytuj́ı obě

formy (Schiebold et al., 2009). Dále se domńıvali, že tento druh je bĺızce př́ıbuzný s C. ca-

nescens a phragmitoides, ačkoli ani u jednoho nebylo prokázáno potenciálńı rodičovstv́ı

C. pseudopurpurea (Schiebold et al., 2009).

M. Krzakowa s A. Dunajskim zase řešili, zda C. arundinacea nehybridizuje s C. villosa

v anemo-orografickém systému v údoĺı polských Krkonoš (Krzakowa & Dunajski, 2007).

Využili analýzu allozymů a za pomoci šesti lokus̊u peroxidázy odhalili údajný transfer

gen̊u z C. arundinacea do C. villosa (Krzakowa & Dunajski, 2007). B. Paszko a M. Nobis

pomoćı metody AFLP prokázali hybridizaci mezi C. canescens a C. stricta, což se podle

nich projevuje tokem gen̊u z C. canescens do C. stricta (Paszko & Nobis, 2010).

V 80.letech minulého stolet́ı byla provedena prvńı restrikčńı enzymová analýza chloro-

plastové DNA jednotlivých druh̊u rodu Calamagrostis (Teeri et al., 1984). Podle očekáváńı

vznikly na elektroforéze identické proužky, což potvrzuje př́ıbuznost druh̊u tohoto rodu

(Teeri et al., 1984). Chloroplastová DNA se děd́ı maternálně a nedocháźı u ńı k hybridi-

zaci, a proto je vhodná ke zjǐstěńı mateřského druhu.

E. J. Esselman et al. (1999) zase zkoumali genetické rozd́ıly mezi klony vzácné seve-

roamerické C. porteri ssp. insperata a to hned několika genetickými metodami, jejichž

výsledky na závěr porovnali - allozymy, RAPD a ISSR (Intersimple sequence repeat).

U dvou populaćı metodou allozymů zaznamenali dvě alely a jeden z patnácti alelických

lokus̊u, zat́ımco u daľśıch dvou populaćı našli pouze jeden genotyp (Esselman et al., 1999).

Analýzami RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) a ISSR (Intersimple sequence

repeat) odhalili v́ıce genotyp̊u (Esselman et al., 1999). Autoři uváděj́ı, že neńı jisté, zda

byly určité genotypy źıskány dř́ıvěǰśı sexualitou, nebo nahromaděnými somatickými mu-

tacemi starš́ıch jedinc̊u (Esselman et al., 1999). Analýza ISSR ukázala větš́ı diverzitu než
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RAPD ve třech ze čtyř populaćı (Esselman et al., 1999). Variabilita odhalená analýzami

RAPD a ISSR podle autor̊u naznačuje, že v minulosti došlo k polyploidizaci a vysvětluje

vzácnost sexuality u současných populaćı (Esselman et al., 1999).

M. Krzakowa a Z. Celka (2007) studovali polskou populaci 30-ti jedinc̊u C. arundina-

cea jedenácti polymorfńımi enzymatickými systémy, které elektroforeticky oddělili. Každá

rostlina v ěchto enzymatických systémech vykazovala určité individuálńı rozd́ıly v 16 loku-

sech, avšak populace jako celek si zachovala Hardyho-Weinbergovu rovnováhu (Krzakowa

& Celka, 2007). Později tito autoři rozš́ı̌rili své bádáńı na 25 polských populaćı, které zkou-

mali analýzou peroxidázových lokus̊u (11-ti allozymy) (Krzakowa & Celka, 2008). Došli

k závěru, že všechny populace byly polymorfické a v Hardyho-Weinbergově rovnováze (Kr-

zakowa & Celka, 2008). Existuje tedy určitá vnitropopulačńı variabilita a populace jsou

geneticky vyrovnané.

Mezi moderněǰśı př́ıstupy botanického bádáńı patř́ı zkoumáńı genomu, který představu-

je soubor veškeré genetické informace určitého jedince. V současnosti se pro velikosti ge-

nomu a určeńı ploidie použ́ıvá metody pr̊utokové cytometrie, která využ́ıvá optických

vlastnost́ı částic (zde buněčných jader vzorku) ozářených světlem. Suspenze jader vzorku

obarvená fluorescenčńımi barvivy (AT-specifickým DAPI - 4’,6-diamino-2-fenylindol di-

hydrochlorid, nebo interkalačńım propidium jodidem - PI) na stanoveńı DNA a následně je

nasávána cytometrem, ve kterém je ozářena světlem (laserem, nebo rtut’ovou výbojkou),

které procháźı optickými filtry. Vzorek protéká měř́ıćım bodem, kde je ozářen světlem

a je zaznamenávána fluorescence, př́ıpadně daľśı hodnoty. Dle poměru vzorku se stan-

dardem lze určit velikost genomu a ploidii vzorku. Standard je vyb́ırán tak, aby byl

přiměřeně bĺızko vzorku a umožnil přesné odečteńı poměru vzorek/standard. Tato me-

toda zat́ım nebyla na rod Calamagrostis použita. Avšak v literatuře můžeme naj́ıt jej́ı

použit́ı na analýzy jiných druh̊u trav, kupř́ıkladu pro zjǐstěńı velikosti genomu a poměru

CG/AT baźı rodu Festuca (Šmarda et al., 2008) či jako metoda pro odhaleńı cytotypické

variability komplexu Phlox amabilis–P. woodhousei (Fehlberg & Ferguson, 2012).

Nad otázkami fylogeneze a taxonomie se většinou zamýšlej́ı současńı autoři, avšak

i starš́ı autoři se s omezenými možnostmi snažili vysvětlit vznik r̊uzných druh̊u, včetně těch

z rodu Calamagrostis. Nygren přemýšlel nad t́ım, jak je možné, že se mu podařilo kř́ıžeńım

źıskat hybridy odpov́ıdaj́ıćı morfologicky C. purpurea. Domńıval se, že v př́ırodě C. pur-

purea vzácně hybridizuje s amfimiktickými druhy rostoućımi v areálu jej́ıho rozš́ı̌reńı,

takže geny pro tento druh a tedy i pro apomixi jsou široce rozš́ı̌reny i mezi již zmı́něnými

amfimikty (Nygren, 1951). Podle jeho teorie mohou být tyto geny v heterozygotńıch amfi-

miktech v př́ırodě potlačeny, avšak při správné hybridizaci může vzácně, avšak opakovaně

vznikat C. purpurea (Nygren, 1951).

Nygren také formuloval hypotézu, že celý rod Calamagrostis může nést určité apomik-

tické geny pocházej́ıćı z C. purpurea a z kř́ıžeńı r̊uzných druh̊u tohoto rodu může tedy

náhodně vzniknout apomikt (Nygren, 1951). Např. při výše zmı́něném zkř́ıžeńı C. epi-
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gejos s C. arundinacea měly vzniklé generace F1 a F2 jak apomiktické (diplosporické),

tak i amfimiktické mateřské buňky zárodečného vaku (Nygren, 1951). Tato vlastnost by

mohla umožnit stabilizovat apomixi v komplexu rodu, kde se dř́ıve nevyskytovala (Nygren,

1951).

Nad přirozenou geneźı C. phragmitoides, která je poddruhem C. purpurea, se pozasta-

vil i H. Scholz, který vyslovil dvě hypotézy. Prvńı se týká zkř́ıžeńı C. canescens (2n=28)

se sibǐrskou C. langsdorffii (2n=56) (Scholz, 1971). Druhá předpokládá rodičovské druhy

C. canescens (2n=28) a C. epigejos (2n=42) a nevylučuje zapojeńı druhu C. arundina-

cea(2n=28) (Scholz, 1971). Scholz nejprve spolu s N. N. Tzvelevem považoval za správnou

prvńı hypotézu (Scholz, 1964; Tzvelev, 1976), později se na základě výsledk̊u experiment̊u

A. Nygrena (1946) přiklonil k druhé hypotéze (Scholz, 1971).

H. Scholz se zabýval také nomenklaturickou problematikou názvu C. pseudopurpurea,

která by se podle něj měla jmenovat C. rivalis ( (Scholz, 1971). Daľśı autoři se snažili zjistit

jej́ı fylogenetický p̊uvod. S. Schiebold s kolegy zjistili, že tento druh vznikl minimálně

dvakrát hybridizaćı mezi stejnými rodičovskými druhy a poté u ńı převládalo nepohlavńı

rozmnožováńı (Schiebold et al., 2009). Bĺızce př́ıbuzné druhy C. canescens a phragmitoides

se však neprokázali jako rodičovské a tak otázka vzniku z̊ustává nevyřešena (Schiebold

et al., 2009).

Rod Calamagrostis bývá členěn do několika komplex̊u. Do komplexu C. purpurea–

langsdorffii–canadensis, jehož rozš́ı̌reńı je cirkumpolárńı (obr. 2), je řazeno hned několik

evropských druh̊u.

Předpokládá se, že z jediného předka tohoto komplexu se d́ıky izolaci vyvinuly v době

glaciálu tři skupiny: C. canadensis v Severńı Americe, C. langsdorffii v sibǐrské části Asie a

C. purpurea ve Skandinávii. Nygren tvrd́ı, že předkem celé skupiny byl druh C. canescens,

který byl v třetihorách údajně velmi rozš́ı̌ren v cirkumpolárńıch oblastech a v raných

čtvrtohorách z něj vznikly tyto tři druhy (Nygren, 1946). Glaciálńı p̊uvod jednoho z druh̊u

(C. phragmitoides, který je zařazován do tohoto komplexu později podpořil i H. Scholz

(Scholz, 1971).

T́ımto komplexem se zabývala řada autor̊u, např. již zmı́něný Nygren (1946-1962) či

Scholz (1964 a 1971). W. W. Mitchell se zase zaměřil na aljašký komplex C. canadensis,

ve kterém rozlǐsil 3 ploidńı úrovně (Mitchell, 1968). Oktoploidńı (2n=56) a tetraploidńı je-

dince (2n=28) jedince považuje za C. langsdorfii, hexaploidńı jedince (2n=42) za C. cana-

densis s. str. (Mitchell, 1968). Nejv́ıce byli na Aljašce rozš́ı̌reni právě tetraploidi (Mitchell,

1968). Podobnou problematikou se zabýval T. Tateoka, který zjistil, že na japonském os-

trově Hokkaido jsou součást́ı komplexu C. purpurea–langsdorffii–canadensis předevš́ım

tetraploidi (2n=28) a oktoploidi (2n=56), přičemž tito tetraploidi jsou bĺızce př́ıbuzńı

aljašským tetraploid̊um (mohli tedy mı́t v době glaciálu během spojeńı Asie se Severńı

Amerikou kontinuálńı rozš́ı̌reńı) (Tateoka, 1974). Také si všiml, že oktoploidi maj́ı dobře

vyvinutý pyl, a proto neodpov́ıdaj́ı apomiktické C. purpurea (Tateoka, 1974). Autor našel
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Obr. 2: Rozš́ı̌reńı komplexu C. canadensis-langsdorffii-purpurea(Hultén & Fries, 1986).

také několik málo hexaploid̊u (2n=42), kteř́ı se však lǐśı od severoamerické hexaploidńı

C. canadensis (Tateoka, 1974). Domńıvá se tedy, že se jedná o hybrida mı́stńıho tetra-

ploida a oktoploida (Tateoka, 1974).

V Severńı Americe zkoumali MacDonald s Lieffersem (1991) 4 populace severoamerické

C. canadensis, přičemž zjistili shodnou genetickou variabilitu (1,5-1,7 alel na lokus) a

zároveň u 30-ti zkoumaných jedinc̊u našli 14 r̊uzných genotyp̊u (MacDonald & Lieffers,

1991).

Do skupiny C. purpurea s. l. bývá jako poddruh zařazována středoevropská C. phrag-

mitoides, která roste i u nás. C. J. Hartman označil názvem C. phragmitoides evropské

(skandinávské) rostliny (Hartman, 1832), ale skandinávšt́ı vědci použ́ıvaj́ı pro tento druh

Triniovo jméno C. purpurea.

C. phragmitoides roste na rašelinných loukách a v křovinách (Conert, 1989). Je to

výběžkatá rostlina s tmavě zelenými až šedozelenými listy o š́ı̌rce 6-11 mm (Kubát &

et al., 2002; Štech in prep.). Má větvená statná stébla s 5-ti až 8-mi kolénky, bohatou,

rozkladitou latu (většinou deľśı než 20 cm) většinou bez pylu, jazýčky jej́ıch horńıch list̊u

dosahuj́ı 6-10 mm délky a na vněǰśı straně jsou krátce chlupaté (Kubát & et al., 2002).
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Pluchy této třtiny obvykle maj́ı relativně nápadnou hřbetńı osinu vyr̊ustaj́ıćı z horńı

třetiny pluchy (Conert, 1989; Smejkal, 1976).

V České republice byla třtina nachová (C. phragmitoides) poprvé objevena v roce 1974

M. Smejkalem na jižńım okraji rybńıka Pařez, vzdáleném 1,5 km jihovýchodně od obce

Kalǐstě na Českomoravské vrchovině (Smejkal, 1976). Sebrané rostliny byly morfometricky

porovnány se skandinávskými položkami (Smejkal, 1976).

V roce 1981 byl tento druh znovu nalezen na Českomoravské vrchovině a to I. Růžičkou

při východńım okraji Hojkovského rašelinǐstě, které lež́ı 500 m jižně od obce Hojkov

a 12 km západně od Jihlavy (Růžička, 1985; Růžička, 1987). Hojkovské rašelinǐstě bylo

roku 1982 prohlášeno chráněným př́ırodńım výtvorem (Růžička, 1987; Růžička, 1989).

V roce 1996 nalezl I. Růžička tento druh na břehu lesńıho rybńıčku Jeźırko východně

od Třeště a údajně i na rašelinných břeźıch a rašelinǐsti u jednoho z rybńıčk̊u na lo-

kalitě Radlice, 9 km severozápadně od Dačic (Růžička, 2005). Téhož roku nalezl daľśı

stanovǐstě tohoto druhu na Českomoravské vrchovině (nedaleko od již zmı́něné lokality

Jeźırko u Třeště), kde tato třtina roste po obou stranách travnaté lesńı cesty pobĺıž silnice

z Ot́ına do Pavlova (Růžička, 2005).

Později přibyly ještě daľśı lokality C. phragmitoides a to v Krušných horách (Ondrá-

ček, 2012), na Šumavě (Řepka & Lustyk, 1997), v Nı́zkém Jeseńıku (Bednář et al., 1991)

a na Broumovsku (Řepka et al., 1998). Třtina nachová byla uváděna i z daľśıch územı́.

Z Předšumav́ı, Českobudějovicka, Táborska (Chán, 1999) a Šumperska (V. Faltys, ústńı

sděleńı). Na Táborsku byla na zarostlém rybńıku Zeman kv̊uli litorálńım porost̊um vy-

sokých ostřic se třtinou nachovou vyhlášena roku 1993 př́ırodńı památka (Albrecht, 2003),

na což ostatně odkazuje i zřizovaćı vyhláška.

I. Růžička se v jednom ze svých článk̊u zamýšlel nad rychlým nár̊ustem daľśıch lokalit

tohoto druhu, tedy jestli se třtina nachová po Českomoravské vrchovině opravdu š́ı̌ŕı, nebo

byla pouze pro svou snadnou záměnu s jinými druhy tohoto rodu přehĺıžena (Růžička,

2005). V Červeném seznamu ohrožených druh̊u České republiky z roku 2001 měla třtina

nachová označeńı C1 – kriticky ohrožený druh (Procházka [ed.] et al., 2001), v nejnověš́ım

Červeném seznamu z roku 2012 je již však zařazena pouze do kategorie C2b, tedy silně

ohrožený druh (Grulich, 2012). Je to pravděpodobně zp̊usobeno r̊ustem počtu lokalit

v posledńıch letech.

C. canescens, která je podle Nygrena a Scholze potencionálńım rodičovským druhem

této C. phragmitoides roste většinou na bažinných oľsinách či slatinných a rašelinných

loukách (v́ıceméně po celém územı́ naš́ı republiky) (Kubát & et al., 2002). Stébla těchto

o něco menš́ıch výběžkatých rostlin jsou méně statná, větvená, s 3-mi až 5-ti kolénky

(Kubát & et al., 2002). Má sṕı̌se staženou, chudš́ı latu (většinou kratš́ı než 15 cm) obsa-

huj́ıćı pyl, jazýčky o délce max. 6 mm má vně ř́ıdce kratičce štětinkaté, dále sivě zelené,

za sucha svinuté listy (3-7 mm široké), pluchy s nenápadnou, krátkou jemnou osinou v kon-

covém výkroji (Conert, 1989; Kubát & et al., 2002). C. canescens bývá často zaměňována

12



2. Literárńı rešeřse

s C. phragmitoides, a to kv̊uli podobnosti biotop̊u, ve kterých oba druhy rostou, kv̊uli ha-

bituálńı podobnosti včetně větveńı stébla a podobnosti morfologických znak̊u.

U druhu C. phragmitoides jsou v literatuře uváděny r̊uzné počty chromozomů, r̊uzné

mechanismy vzniku a rozmnožováńı. Neńı známo, zda třeba nedocháźı k opakovanému

vzniku tohoto druhu, nebo jestli nevzniká určitá mezi- a vnitropopulačńı variabilita. Také

nebylo ověřeno, zda hypotéza o potenciálńım rodičovstv́ı C. canescens je správná.

13



3 Ćıle práce

1. Zjistit variabilitu ve velikosti genomu u větvených mokřadńıch třtin v České repub-

lice.

2. Nalézt vhodné morfologické znaky pro rozlǐseńı druh̊u C. canescens a C. phragmi-

toides.

3. Nalézt úseky vhodné chloroplastové DNA pro odlǐseńı druh̊u C. canescens, C. phrag-

mitoides, př́ıpadně C. epigejos.
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4 Materiál a metody

4.1 Sběr dat

Při pr̊uzkumu udávaných lokalit (herbářové doklady, literárńı údaje, ústńı informace)

bylo nalezeno 15 populaćı C. phragmitoides, ze kterých bylo sebráno 5 až 20 rostlin (Obr. 3,

Tab. 1). Počet sebraných rostlin závisel na velikosti dané populace. Dále bylo sebráno

5 až 20 rostlin z 27 populaćı C. canescens (Obr. 3, Tab. 2 a 3). Ze všech sebraných je-

dinc̊u byl odebrán list na cytometrickou analýzu, u vybraných rostlin byl odebrán daľśı

list do silikagelu na sekvenaci a celá rostlina i s část́ı koř́ınk̊u byla sebrána pro morfomet-

rické měřeńı. Vzorky list̊u na sekvenaci byly sebrány i u 4 populaćı C. epigejos (Tab. 4).

Dokladové položky ke studovaným populaćım jsou uloženy v herbáři PřFJU (CBFS).

Obr. 3: Studované populace C. canescens a C. phragmitoides (FCM = cytometrická
analýza, cpDNA = sekvenace chloroplastové DNA).
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ý

le
s:

al
u
v
iu

m
b

ez
ej

m
en

n
éh
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zá
m

k
u

v
ob

ci
62

5
50

°
46

’
18

”
13

°
53

’
41

”

25
a

-
K

ru
šn
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zá
m

k
u

v
ob

ci
66

0
50

°
45

’
27

”
13

°
56

’
11

”

25
a

-
K

ru
šn
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ń

ı
K

rL
es

N
iv

K
rá
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šn

oh
or

sk
é
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Ř
ař
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ě:

d
eg

ra
d
ov

an
é
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žń
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řo

v
in

a
lo

u
k
y

v
n
iv

ě
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ši
m

sk
á
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ř́ı

ko
p

u
si

ln
ič
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ře

h
y
n
ě:
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rń
ım

b
ře

h
u

ry
b
ń
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4. Materiál a metody 4.1. Sběr dat
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á:

ok
ra

j
p
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ař

ov
sk

é
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á

v
rc

h
ov

in
a

T
re

st
T

ře
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ń
ık

a
ca

1
k
m

S
V

o
d

že
le

zn
ič
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ń

ık
a

S
lá
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é

p
o
d
h̊
u
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á:
zá
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žá
n
k
y
:

d
eg

ra
d
ov

an
é
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ři
n
a

n
a

v
ý
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4. Materiál a metody 4.1. Sběr dat
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éh

o
p

ot
ok

a
ca

1.
6

k
m

Z
J
Z

o
d

zá
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šu
m

av́
ı

H
os

tE
H

os
t́ı

n
ov

a
L

h
ot

a:
p
ra

m
en

ǐs
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4. Materiál a metody 4.2. Pr̊utoková cytometrie

4.2 Pr̊utoková cytometrie

Metodou pr̊utokové cytometrie byla u C. phragmitoides a C. canescens stanovena re-

lativńı velikost genomu vybraných rostlin ze všech studovaných populaćı. Byly měřeny

směsné vzorky po 5-ti až 10-ti rostlinách. Zároveň byla stanovena absolutńı velikost ge-

nomu tř́ı jedinc̊u ze tř́ı populaćı C. phragmitoides a jedné populace C. canescens. Jako in-

terńı standard byl použit Pisum sativum
”
Ctirad”o velikosti genomu 2C=9,09 pg (Doležel

et al., 1998), který byl dodán Laboratoř́ı experimentálńı botaniky AVCR v Olomouci.

Byl připraven barv́ıćı roztok dle požadovaného množstv́ı vzork̊u. Pro barveńı AT-

specifickým barvivem DAPI bylo použito 25 ml citrát-fosfátového pufru Otto II (McIl-

vaine’s buffer), 50 µl 2-merkaptoethanolu a 1 ml zásobńıho roztoku DAPI (1 mg/ml).

Pro barveńı interkalačńım barvivem propidium jodid (PI) bylo použito 20 ml pufru

Otto II, 40 µl 2-merkaptoethanolu, 1 ml zásobńıho roztoku PI a 1 ml zásobńıho roz-

toku RNasy IIa (oboj́ı 100 mg/ml, výsledná koncentrace 50 mg/ml). Do plastové Petriho

misky byl vložen analyzovaný vzorek a interńı standard. Standardu bylo asi o čtvrtinu

méně než vzorku. Bylo přidáno 400 µl na ledu vychlazeného Otto I pufru a rostlinný

materiál byl rozsekán žiletkou na jemné kousky. Suspenze byla několikrát promı́chána

pipetou a přefiltrována přes 42 µl filtr (textilie Uhelon 130T) do označené zkumavky. Ob-

jem filtrátu byl přibližně 200 µl. Opticky byla zkontrolována absence nečistot. Vzorek byl

následně ponechán 5 min v klidu, což je empiricky ověřená doba stáńı pro tento rod. Po-

tom bylo přidáno 800 µl barv́ıćıho roztoku Otto II (poměr přefiltrovaného vzorku s Otto I

a barvićıho roztoku Otto II muśı být kv̊uli pH přibližně 1:4), znovu byla zkontrolována

čistota a vzorek byl ponechán 1 min barvit. Vzorek byl poté pro stanoveńı relativńı ve-

likosti genomu vložen do cytometru Partec PA II (Partec GmbH., Münster, Germany),

který byl nastaven tak, aby standard byl na kanálu 200 na 1024-kanálové škále a za-

znamenávalo se 3000 částic. Absolutńı velikost genomu byla měřena na př́ıstroji Partec

CyFlow SL se zeleným laserem (532nm) na 5000 jader.

Po změřeńı byla data zpracována pomoćı programů FlowJo 7.5.5 (TreeStar, Inc.,

Oregon, USA), FlowMax 2.6 (Partec GmbH, Germany) a STATISTICA 10 (StatSoft

Team, 2011). Byly zjǐstěny pr̊uměrné hodnoty pro ṕıky obou druh̊u (Sample - CV mean)

a pro ṕıky standard̊u (Standard - CV mean) a z toho byl pro každý změřený vzorek

vypoč́ıtán poměr Sample/Standard. Z těchto poměr̊u byla pro jednotlivé druhy vybrána

nejnižš́ı (Poměr min) a nejvyšš́ı (Poměr max) hodnota a spoč́ıtán pr̊uměr. Následně byla

spoč́ıtána variabilita v rámci druhu podle vzorce:

V ariabilita =
Poměrmax − Poměrmin

Poměrmin · 100
(%)
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4. Materiál a metody 4.3. Morfologická analýza

Dále byl v Excelové tabulce spoč́ıtán poměr CG/AT baźı (Šmarda et al., 2008), kde

bylo potřeba spoč́ıtat jako mezivýpočet tzv.
”
dye factor”(DF) pro jednotlivé druhy, který

se poč́ıtá z poměru fluorescenćı určovaného vzorku a standardu:

DFSample =
Sample/reference ratio with DAPI

Sample/reference ratio with PI

4.3 Morfologická analýza

U sebraných rostlin z 12 populaćı C. phragmitoides a ze 14 populaćı C. canescens bylo

poč́ıtáno a měřeno 13 znak̊u považovaných za taxonomicky významné v této skupině rodu

(Tab. 5, Obr. 4). Rozměry byly zjǐst’ovány prav́ıtkem s přesnost́ı 1 mm.

Tab. 5: Měřené morfologické znaky.

Zkratka znaku Znaky

KOL Počet kolének od koř́ınk̊u až pod latu

LATA Délka laty od baze jej́ı nejspodněǰśı větve po konec nejhořeǰśıho
klásku (mm)

KVET D Délka nejdeľśı větvičky z nejspodněji rostoućıch na latě (mm)

KVET U Délka nejdeľśı větvičky vyr̊ustaj́ıćı mı́rně pod středem laty,
vyplňuj́ıćı jej́ı prostor v polovině (mm)

DLIST 1 Délka čepele nejhořeǰśıho listu (mm)

SLIST 1 Maximálńı š́ı̌rka čepele nejhořeǰśıho listu v neǰsirš́ı části (mm)

DLIST 2 Délka čepele druhého nejhořeǰśıho listu (mm)

SLIST 2 Maximálńı š́ı̌rka čepele druhého nejhořeǰśıho listu v neǰsirš́ı
části (mm)

JAZ1 Délka jazýčku nejhořeǰśıho listu (mm)

JAZ2 Délka jazýčku druhého nejhořeǰśıho listu (mm)

CHLUP Čepel listu bez dlouhých trichomů pouze s kratičkými
štětinkami = 0, ř́ıdké dlouhé chlupy = 1, husté dlouhé chlupy = 2

ČERV Červené zbarveńı stébla: žádné = 0, málo intenzivńı (na nodech
nebo u kořen̊u) = 1, červené stéblo = 2

VETV Binárńı data; stéblo se nevětv́ı = 0, stéblo se větv́ı = 1

Z naměřených hodnot byly vypoč́ıtán poměr délky k š́ı̌rce dvou nejhořeǰśıch list̊u

(D/SLIST 1 a D/SLIST 2), dále procento větveńı obou druh̊u, procento chlupatosti čepele

list̊u druh̊u a zbarveńı stébel druh̊u.

Výsledky byly následně zpracovány v několika programech. Základńı statistiky, jako

je pr̊uměrná hodnota znaku pro jednotlivé druhy a populace, byly spoč́ıtány v programu

STATISTICA 10 (StatSoft Team, 2011). Znaky délka obou jazýčk̊u a š́ı̌rka list̊u byly

transformovány dekadickým logaritmem, aby se jejich rozložeńı přibĺıžilo normálńımu.

Na základě euklidovských vzdálenost́ı populačńıch pr̊uměr̊u byla spoč́ıtána shluková analýza
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4. Materiál a metody 4.3. Morfologická analýza

Obr. 4: Měřené morfologické znaky.
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4. Materiál a metody 4.4. Izolace DNA pomoćı NaOH

v programu R 2.15.3 (R Core Team, 2013). Jako shlukovaćı která optimalizuje homoge-

nitu shluk̊u podle určitého kritéria, kterým je minimalizace zvyšováńı chyby sumy čtverc̊u

odchylek bod̊u shluku od jeho pr̊uměru (centroidu) (Marhold et Suda, 2001). Data byla

standardizována. Na výpočet matice euklidovských vzdálenost́ı byla použita funkce dist

z baĺıku stats a na vytvořeńı shlukovaćı analýzy - hclust také z baĺıku stats.

V programu R 2.15.3 (R Core Team, 2013) byla provedena také klasifikačńı diskri-

minačńı analýza (CDA), která testuje, jakým zp̊usobem klasifikovat objekty a následně

je klasifikuje, resp. identifikuje (Marhold et Suda, 2001). Crossvalidace byla provedena

vypuštěńım celých populaćı a analýza byla poč́ıtána funkćı LDA z baĺıku MASS.

V programu CANOCO 5.0 (Braak & Šmilauer, 2012) byla provedena analýza hlavńıch

komponent (PCA) a lineárńı diskriminačńı analýza (LDA) s forward selection. Analýza

hlavńıch komponent je ordinačńı metoda umožňuj́ıćı redukovat počet dimenźı v eukli-

dovském znakovém prostoru tak, aby došlo k minimálńı ztrátě informace (Marhold et Suda,

2001). Lineárńı diskriminačńı analýza naopak rozděluje objekty na základě určitých znak̊u

na skupiny a zjǐst’uje, které znaky k tomuto odlǐseńı přisṕıvaj́ı největš́ı mı́rou (Mar-

hold et Suda, 2001). Do lineárńı diskriminačńı analýzy nebyly použity poměry délka/š́ı̌rka

listu 1 a listu 2, protože tento znak se ukázal jako nevýznamný.

4.4 Izolace DNA pomoćı NaOH

Ze vzork̊u určených pro analýzu DNA byl odebrán kousek listu (asi 10 x 5 mm)

do eppendorfky 1,5 ml, do které byly přidány dvě wolframkarbidové kuličky. Eppendorfky

se 3 min třepaly s frekvenćı 30 s−1 v mlýnku Retsch MM400, poté byly krátce stočeny

na stolńı centrifuze, aby se kousky vzork̊u dostaly ze stěn zkumavek. Do každého vzorku

bylo přidáno 20 µl 0,5 M NaOH a zkumavky byly zamı́chány. Vzorky byly následně

přepipetovány do nových zkumavek a kuličky vyndány. Poté byly vzorky centrifugovány

2,5 min na 13 800 rpm při teplotě 22°C. Z každého vzorku bylo odebráno 5 µl supernatantu,

který byl přidán do SAFE-LOCK zkumavek se 45 µl 100 mM Tris-HCl (pH=8,3) a tyto

zkumavky byly zvortexovány.

4.5 Sekvenace

Podle literatury bylo vybráno devět úsek̊u nekóduj́ıćı chloroplastové DNA které byly

otestovány na jedné rostlině C. phragmitoides a jedné rostlině C. canescens (Tab. 6).

Z nich byly vybrány tři úseky s největš́ı variabilitou (psbA–trnHGUG, psbK–trnSGCU,

rpl32F–trnLAUGR). Úsek rpl32F–trnLAUGR byl osekvenován u 9 rostlin ze 7 populaćı

C. phragmitoides a 7 rostlin ze 4 populaćı C. epigejos. Úsek psbA–trnHGUG se podařilo

osekvenovat u 10 rostlin ze 6 populaćı C. canescens, 8 rostlin ze 6 populaćı C. phrag-

mitoides a 1 rostliny C. epigejos. Úsek psbK–trnSGCU byl úspěšně osekvenován pouze
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4. Materiál a metody 4.5. Sekvenace

u 4 rostlin ze 3 populaćı C. canescensm u 4 rostlin ze 4 populaćı C. phragmitoides a

u 1 rostliny C. epigejos. C. epigejos byla do analýzy přidána kv̊uli předpokládanému

vzniku morfotyp̊u odpov́ıdaj́ıćıch C. phragmitoides z hybridizace druh̊u C. canescens a

C. epigejos.

Tab. 6: Testované úseky cpDNA.

Název úseku Primerové sekvence úseku 5’–3’ Citace

psaA
– ycf3ex3R

GTTCCGGCGAACGAATAAT

– GTCGGATCAAGCTGCTGAG

(Ebert & Peakall, 2009)

psbA
– trnHGUG

GTTATGCATGAACGTAATGCTC

– CGCGCATGGATTCACAATCC

(Sang et al., 1997; Tate
& Simpson, 2003)

psbK
– trnSGCU

TGTTTGGCAAGCTGCTGTAA

– GGGTTCGAATCCCTCTCTTT

(Ebert & Peakall, 2009)

rpl32F
– trnLAUGR

CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC

– CTGCTTCTTAAGAGCAGCGT

(Shaw et al., 2007)

rpoC1ex2L
– rpoC1ex1R

TTCGAATTAAACCTCGTAATCG

– CATGTGTGGTATTTGAAACGTC

(Ebert & Peakall, 2009)

trnKUUUL
– matK-R

GGACTCGAACCCGGAACTA

– TTGGGTTCGGTATTTTTAGAAGA

(Ebert & Peakall, 2009)

trnLUAA3’exon
– trnFGAA 3’exon

GGTTCAAGTCCCTCTATCCC

– ATTTGAACTGGTGACACGAG

(Taberlet et al., 1991)

trnLUAA5’exon
– trnLUAA 3’exon

CGAAATCGGTAGACGCTACG

– GGGGATAGAGGGACTTGAAC

(Taberlet et al., 1991)

trnTUGU

– trnLUAA 3’exon
CATTACAAATGCGATGCTCT

– TCTACCGATTTCGCCATATC

(Taberlet et al., 1991)

PCR reakce prob́ıhaly v objemu 10 µl a jejich složeńı bylo: 2,2 µl PCR vody, 1,2 µl

forward i reverse primeru, oba o koncentraci 2,5 pmol, 5 µl 2x Plain PP Master Mixu

(Top-Bio) a 0,4 µl DNA vzorku. Amplifikace prob́ıhala v termocycleru Biometra T3000 a

BIOER XP. Reakčńı podmı́nky pro jednotlivé primery jsou shrnuty v Tabulce 7.

Úspěšnost PCR byla ověřena pomoćı elektroforézy. Byly smı́chány vždy 2 µl PCR pro-

duktu s 0,8 µl GEL RED fluorescenčńıho barviva. Tato směs byla spolu s ladderem (100 bp)

na 1,5% agarózový gel v pufru TBE. Elektroforéza prob́ıhala při 120 V a výsledek byl

vyfocen v UV světle pomoćı programu Scion VisiCapture.

PCR produkty byly přečǐstěny ExoSapem. Bylo vždy smı́cháno 1,5 µl ExoSapu s 5 µl

PCR produktu. Vzorky byly krátce stočeny stolńı centrifugou, zvortexovány a vloženy

do cycleru na cyklus EXOSAP (15 min 37°C, 15 min 85°C).

Poté byla připravena sekvenačńı směs. Do nových eppendorfek bylo přidáno 2,5 µl

10 pmol forward primeru, 5,5 µl vody a 2 µl PCR produktu a vzorky byly poslány na sek-

venaci. Źıskané sekvence byly zpracovány v programech BioEdit 7.1.11 (Hall, 1999) a

Finch TV 1.4.0 (Geospiza Research Team, 2004).
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4. Materiál a metody 4.5. Sekvenace

Tab. 7: Reakčńı podmı́nky pro jednotlivé použité amplifikované úseky.

Úsek cpDNA Teplota (°C) Doba trváńı (s) Počet opakováńı

psbA–trnHGUG

94 300 -

94 30

3557 30

72 60

72 600 -

psbK–trnSGCU

94 180 -

94 30

266 30

72 45

94 30

263 30

72 45

94 30

260 30

72 45

94 30

257 30

72 45

94 30

254 30

72 45

94 30

251 30

72 45

94 30

3047 30

72 45

72 600 -

rpl32F–trnLAUGR

95 180 -

95 45

3551 60

72 60

72 600 -
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5 Výsledky

5.1 Cytometrická analýza

Na základě naměřené ploidie a plodie uváděné v literatuře (Conert, 1989; Scholz,

1971) byly sebrané populace rozděleny na druhy. Byla změřena relativńı a absolutńı ve-

likost genomu u C. canescens a C. phragmitoides, z čehož byly vypoč́ıtány poměry Sam-

ple/Standard a následně variabilita jednotlivých druh̊u. U tetraploidńı C.canescens byla

zjǐstěna velká variabilita ve velikosti genomu jednotlivých populaćı dosahuj́ıćı přes 17 %

(Tab. 8).

Tab. 8: Měřeńı velikosti genomu pomoćı DAPI a PI

C. canescens C. phragmitoides

DAPI PI DAPI PI

Sample - CV mean 3.88 4.30 2.00 2.39

Standard - CV mean 2.49 3.03 2.11 2.81

Poměr min 0.552 0.800 1.103 1.582

Poměr pr̊uměr 0.609 0.820 1.137 1.599

Poměr max 0.650 0.845 1.173 1.625

Variabilita (%) 17.665 5.670 6.298 2.717

Počet měřeńı 74 9 44 18

Pro C. canescens byl spoč́ıtán DF=0.7427, obsah CG baźı byl 44.1%, obsah AT baźı

55.9% a vzájemný poměr byl tedy 0.789. Pro C. phragmitoides byl spoč́ıtán DF=0.7111,

obsah CG baźı byl 44.9%, obsah AT baźı 55.1% a vzájemný poměr tedy 0.815.

Př́ıklady výsledných typických analýz pr̊utokové cytometrie pro oba druhy se stan-

dardem Pisum sativum při měřeńı s barvivem DAPI (Obr. 5, Obr. 6) či s PI (Obr. 7,

Obr. 8).

U rostlin z jedné populace (Št́ıty na Šumpersku), které některými znaky připomı́naly

C. phragmitoides, byl zjǐstěn poměr fluorescence v̊uči standardu odpov́ıdaj́ıćı dodekap-

lodńı úrovni (2n=12x) (Obr. 9). Populace ve Št́ıtech byla nalezena až na podzim a nebylo

možné na ńı provést morfometrická měřeńı.
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5. Výsledky 5.1. Cytometrická analýza

Obr. 5: Histogram fluorescence jader C. canescens a interńıho standardu Pisum barvených
DAPI (Třešt’ 1-11).

Obr. 6: Histogram fluorescence jader C. phragmitoides a interńıho standardu Pisum bar-
vených DAPI (Mladé Bř́ı̌stě 6-10).
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5. Výsledky 5.1. Cytometrická analýza

Obr. 7: Histogram fluorescence jader C. canescens a interńıho standardu Pisum barvených
PI (Chvojnov 3.1).

Obr. 8: Histogram fluorescence jader C. phragmitoides a interńıho standardu Pisum bar-
vených PI (Hojkov-vyhon 2.1).
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5. Výsledky 5.1. Cytometrická analýza

Obr. 9: Histogram polyanalýzy C. canescens (Sláma), standardu P. sativum, C. phragmi-
toides (Řeřǐsný) a Calamagrostis sp. (Št́ıty) na DAPI fluorescenci.

Obr. 10: Ověřený výskyt C. canescens a C. phragmitoides na územı́ České republiky
(FCM = ověřené cytometrickou analýzou). Mylné údaje byly vymapovány podle revido-
vaných herbářových chybně určených položek (data off M. Štech) a nepravděpodobných
literárńıch údaj̊u.
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5.2 Morfometrická analýza

Pr̊uměrné hodnoty populaćı měřených znak̊u pro jednotlivé druhy jsou uvedeny v Tab. 9.

Vybrané znaky s největš́ımi mezidruhovými rozd́ıly jsou zobrazeny na Obr. 11. Z naměře-

ných hodnot bylo spoč́ıtáno procento větveńı, chlupatosti čepeĺı a červeného zbarveńı

pro jednotlivé druhy (Tab. 10).

Tab. 9: Pr̊uměrné hodnoty měřených znak̊u u C. canescens a C. phragmitoides.

Znaky C. canescens C. phragmitoides

KOL 6 6

LATA 173 mm 209 mm

KVET D 65 mm 76 mm

KVET U 56 mm 70 mm

DLIST 1 171 mm 262 mm

SLIST 1 3 mm 5 mm

DLIST 2 239 mm 308 mm

SLIST 2 5 mm 6 mm

JAZ1 4 mm 11 mm

JAZ2 3 mm 8 mm

Tab. 10: Vypoč́ıtaná procenta daľśıch morfometrických znak̊u C. canescens a C. phrag-
mitoides.

Znaky C. canescens C. phragmitoides

Větveńı (%) 98,2 78

Chlupatost list̊u (%) 87 31

Ř́ıdké dlouhé chlupy (%) 16 17

Husté dlouhé chlupy (%) 71 14

Červené zbarveńı (%) 38 32,7

Mı́rně červené (%) 24 19

Celé červené (%) 14 13,7

Shluková analýza rozdělila lokality na dvě skupiny (Obr. 12). Prvńı odpov́ıdá C. ca-

nescens (Jankov-Host) a druhá C. phragmitoides (Jezirko-ValPh). Některé populace však

byly špatně zařazeny do těchto skupin.

Výsledky analýzy hlavńıch komponent jsou prezentovány na Obr. 13. Druhy jsou

rozděleny podél prvńı osy. Prvńı tři osy vysvětluj́ı 66,7% variability. S prvńı osou jsou ko-

relovány znaky délka listu 1, délka jazýčku 1, délka laty, délka prostředńı větve laty, délka

listu 2, délka nejspodněǰśı větve laty, délka listu 2, větveńı a chlupatost listu. S druhou

osou koreluj́ı částečně poměry délka/š́ı̌rka listu 1 a 2. Se třet́ı osou koreluj́ı nejv́ıce znaky

š́ı̌rka listu 1 a listu 2.
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5. Výsledky 5.2. Morfometrická analýza

Obr. 11: Rozd́ıly v morfologických znaćıch mezi C. canescens a C. phragmitoides.

Obr. 12: Shluková analýza populaćı (Waardova metoda).
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5. Výsledky 5.2. Morfometrická analýza

Obr. 13: Analýza hlavńıch komponent (PCA) – šedými kolečky jedinci C. canescens
a prázdnými čtverci C. phragmitoides. Tři kanonické osy vysvětluj́ı 40,0%, 18,2% a 8,5%
celkové variability mezi druhy.

Lineárńı diskriminačńı analýza odhalila znaky, které nejlépe odlǐsuj́ı oba druhy (Obr. 14).

Jsou to znaky délka jazýčku 1 a 2, délka listu 1 a 2, chlupatost list̊u, délka laty a jej́ı

prostředńı větve. Ve forward selection bylo zjǐstěno, že většina těchto znak̊u korelována

s délkou jazýčku 1. Koeficienty vyjadřuj́ıćı význam znak̊u jsou uvedeny v Tab. 11.
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Tab. 11: Morfologické znaky C. phragmitoides a C. canescens testované forward selection,
jejich kondicionálńı a marginálńı efekty a korelace s osou lineárńı diskriminačńı analýzy
(LDA).

Kondicionálńı efekty CorE
score

Marginálńı efekty

Znaky Variabi-
lita (%)

pseudo-
F

P Osa 1 Variabi-
lita (%)

pseudo-
F

P

logJAZ1 88.8 703 0.001 0.8500 72.3 703 0.001

logJAZ2 2.9 24.9 0.001 0.7910 62.6 451 0.001

CERV 2.9 27.2 0.001 -0.0898 0.8 2.2 0.157

VETV 1.6 15.5 0.001 -0.3124 9.8 29.2 0.001

logSLIST 1 1.1 11.6 0.002 0.4900 24 85.3 0.001

CHLUP 0.8 8.4 0.004 -0.6226 38.8 171 0.001

DLIST 1 0.4 n.s. n.s. - 49.5 265 0.001

DLIST 2 0.6 n.s. n.s. - 32.2 128 0.001

KVET U - n.s. n.s. - 31.3 123 0.001

LATA 0.1 n.s. n.s. - 25.8 93.7 0.001

KVET D 0.4 n.s. n.s. - 12.9 39.9 0.001

logSLIST 2 0.1 n.s. n.s. - 7.9 23.2 0.001

KOL 0 n.s. n.s. - 0.5 1.3 0.282
Pozn.: n.s. = not significant

Obr. 14: Lineárńı diskriminačńı analýza C. canescens a C. phragmitoides.
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5. Výsledky 5.2. Morfometrická analýza

Klasifikačńı diskriminačńı analýzou bylo určeno procento správně zařazených populaćı

do jednotlivých druh̊u (Tab. 12). Nejh̊uře byly klasifikována populace Zeman. Chyby

v klasifikaci byly i v populaćıch Radlice, Pláničský rybńık, Krásný Les-pramenǐstě, Hojkov

a Pařez.

Tab. 12: Klasifikačńı diskriminačńı analýza (PHR=phragmitoides, CAN=canescens).

Populace Taxon CAN PHR Celkový
počet

Procento
správně

určených (%)

Brehyne CAN 10 0 10 100

Dolrybnik CAN 11 0 11 100

Hlasivo CAN 9 0 9 100

Hojkov PHR 1 10 11 91

Host CAN 18 0 18 100

Jankov CAN 17 0 17 100

Jezirko PHR 0 12 12 100

KrDaP PHR 0 3 3 100

KrLesDal PHR 0 12 12 100

KrLesNiv PHR 0 13 13 100

KrLesPot PHR 0 15 15 100

KrLesPra PHR 2 9 11 82

MorBer CAN 18 0 18 100

Naklerov PHR 0 5 5 100

NovR CAN 15 0 15 100

Otin PHR 0 1 1 100

Parez PHR 1 14 15 93

Petr CAN 7 0 7 100

Plar PHR 2 8 10 80

Pohorel CAN 2 0 2 100

Radlice CAN 12 4 16 75

Ruda CAN 19 0 19 100

Stonarov CAN 3 0 3 100

Trest CAN 4 0 4 100

ValPh PHR 0 4 4 100

Zeman CAN 3 8 11 27
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5.3 Sekvenace

V rámci druh̊u C. canescens, C. phragmitoides a C. epigejos byly v testovaných úsećıch

cpDNA nalezeny 4 r̊uzné haplotypy (Tab. 13). V úseku rpl32F–trnLAUGR bylo nalezeno

pět r̊uzných haplotyp̊u (Tab. 14). Ve všech mezigenových úsećıch měla C. phragmitoides

unikátńı sekvenci. V úsećıch cpDNA rpl32F–trnLAUGR a psbA–trnHGUG byly u sebraných

vzork̊u druhu C. canescens pozorovány 2 haplotypy (Tab. 15 a 16). V úseku psbK–trnSGCU

měla C. canescens unikátńı sekvenci (Tab. 17. U vzork̊u C. epigejos byly v úseku rpl32F–

trnLAUGR pozorovány dva haplotypy. Ve zbývaj́ıćıch úsećıch měla C. epigejos unikátńı

sekvence.

Tab. 13: Nalezené haplotypy C. canescens, C. phragmitoides a C. epigejos v celé cpDNA.
Druh Haplotyp Počet jedinc̊u

C. canescens A 3

C. canescens B 1

C. phragmitoides C 4

C. epigejos D 1

Tab. 14: Nalezené haplotypy v úseku rpl32F–trnLAUGR u lokalit C. canescens (A,B),
C. phragmitoides (C) a C. epigejos (D, E).

Haplotyp Populace

A Břehyně, Ruda, Slámova louže, Chvojnov, Hlasivo

B Dolńı rybńık a Zeman

C Řeřǐsný, Kr.hory-dálnice, Kr.Les, Pařez, Hojkov, Mladé Bř́ı̌stě, Valteřice

D Zeman, Hlasivo, Krásný Les

E Host́ınova Lhota

Tab. 15: Zjǐstěné haplotypy v úseku rpl32F–trnLAUGR.

Druh
Ha- Počet Pozice

plo-
typ

jedin-
c̊u

266-272 358-365 469 523-529 633 653

C. canescens A 7 - - C - - T

C. canescens B 2 - - C - - C

C. phragmitoides C 11 TTGATAT TTTTCATA C AATATTG A C

C. epigejos D 1 - TTTTCATA A AATATTG A C

C. epigejos E 6 - TTTTCATA C AATATTG A C
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Tab. 16: Nalezené haplotypy v úseku psbA–trnHGUG.

Druh Haplotyp Počet jedinc̊u
Pozice

53 97-98 134 260 548

C. canescens A 7 G GG T G T

C. canescens B 4 G CC T G T

C. phragmitoides C 8 A CC T G G

C. epigejos D 1 G GG A A G

Tab. 17: Nalezené haplotypy v úseku psbK–trnSGCU.

Druh Haplotyp Počet jedinc̊u
Pozice

42 100 230 264 518 520

C. canescens A, B 4 A C G A T C

C. phragmitoides C 4 C A T A T A

C. epigejos D 1 A A T C - A
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6 Diskuze

Cytometrickou analýzou byla zjǐstěna ploidie jednotlivých sebraných jedinc̊u obou

druh̊u. Vypoč́ıtaný poměr CG/AT baźı byl pro C. canescens 0.789 a pro C. phragmito-

ides 0.815, tedy se př́ılǐs nelǐsil. Přestože jsou v literatuře udávány r̊uzné počty chromo-

zomů pro druh Calamagrostis phragmitoides (Conert, 1989; Nygren 1946-1962), u všech

měřených populaćı byla zjǐstěna jednotná velikost genomu odpov́ıdaj́ıćı hexaploid̊um. Na-

opak pro druh C. canescens je v literatuře udáván pouze tetraploidńı počet chromozómů.

Tomuto počtu odpov́ıdaj́ı i všechny analyzované rostliny. Avšak v př́ıpadě tohoto druhu

byla zjǐstěna variabilita ve velikosti genomu přes 17Přispěla k tomu zejména variabilita

mezipopulačńı. Studium př́ıčin této variability bude předmětem daľśıho studia.

Bylo zjǐstěno, že z některých lokalit byl výskyt C. phragmitoides udáván mylně. V řadě

př́ıpad̊u se jednalo o záměny s C. canescens, která se C. phragmitoides může do značné

mı́ry podobat. K takové situaci došlo např. u lokality Zeman, která je ve skutečnosti sta-

novǐstěm C. canescens. Dále bylo ověřeno 27 populaćı C. canescens. U rostlin z lokality

Št́ıty nedaleko Šumperka (udávaná jako lokalita C. phragmitoides) byla zjǐstěna velikost

genomu odpov́ıdaj́ıćı dodekaploid̊um. Tato ploidńı úroveň je ze středoevropských druh̊u

známa u druhu C. villosa (Conert, 1989). Jedinci z této lokality byli však morfologicky

od C. villosa odlǐsńı, podobali se sṕı̌se C. phragmitoides. Může se jednat o hybridńı po-

pulaci Calamagrostis sp., už jen protože hybridizace je v tomto rodu běžná. Vzhledem

k tomu, že populace byla navšt́ıvená až pozdě na podzim, kdy již nebyly patrné někeré

morfologické znaky, z̊ustává jej́ı určeńı nejasné.

Druh C. phragmitoides vytvář́ı oproti C. canescens v pr̊uměru mohutněǰśı rostliny,

což odpov́ıdá údaj̊um z literatury (Kubát & et al., 2002). Největš́ı morfologické rozd́ıly

jsou v délce jazýčk̊u, délce list̊u a délce laty. Naopak zjǐstěný pr̊uměrný počet kolének byl

pro oba druhy stejný, ačkoli v literatuře je většinou uváděn větš́ı počet kolének pro druh

C. phragmitoides, tedy 5-8 kolének, pro druh C. canescens pak 3-5 kolének (Kubát &

et al., 2002). Dále bylo zjǐstěno, že druh C. phragmitoides se sice hodně větv́ı, ale méně

(o 20%) než C. canescens. V literatuře je uváděno, že oba tyto druhy se větv́ı (Kubát &

et al., 2002). C. canescens má obvykle dlouze chlupaté čepele list̊u, zat́ımco čepele list̊u

C. phragmitoides jsou jen ř́ıdce pokryty jemnými chlupy. Oba druhy měly málo červená

stébla, avšak o něco zbarveněǰśı byly u C. canescens a to většinou po celé délce stébla.

C. phragmitoides zase z větš́ı části měla zbarvená stébla do červena těsně nad koř́ınky či
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6. Diskuze

nádech červeného zbarveńı na kolénkách, což odpov́ıdá literatuře (Smejkal, 1976).

Analýza hlavńıch komponent rozdělila druhy C. canescens a C. phragmitoides podle

prvńı osy, se kterou koreluje nejv́ıc znak̊u. Poměry délka/š́ı̌rka listu 1 a 2 korelované

s druhou osou toho př́ılǐs nevysvětluj́ı. Lineárńı diskriminačńı analýzou byly nalezeny

znaky nejlépe odlǐsuj́ıćı oba druhy, kterými jsou délka obou jazýčk̊u a list̊u, chlupatost

list̊u, délka laty a jej́ı prostředńı větve. Ve forward selection se však ukázalo, že většina

těchto znak̊u koreluje s délkou jazýčku 1. Zároveň byly vyzdviženy znaky, které s t́ımto

znakem nekoreluj́ı (červené zbarveńı stébla a větveńı).

Klasifikačńı diskriminačńı analýzou bylo zjǐstěno, že většina populaćı byla správně

určena. Nejh̊uře byla klasifikována populace Zeman, což odpov́ıdá skutečnosti, že tato

populace byla až do současnosti považována za C. phragmitoides. I v některých daľśıch

populaćıch (Radlice, Pláničský rybńık, Pramenǐstě v Krásném Lese, Hojkov a Pařez) však

byly jedna nebo dvě rostliny chybně klasifikovány. Na těchto stanovǐst́ıch rostli jedinci,

kteř́ı nevypadali morfologicky jako typičt́ı zástupci daného druhu, a proto mohli být

špatně zařazeni. Špatně zařazené lokality (Pláničský rybńık, Dolńı rybńık a Hlasivo) se

projevily i ve shlukové analýze.

U všech sekvenovaných rostlin C. phragmitoides byl zjǐstěn jediný haplotyp pcDNA.

U rostlin C. canescens byly nalezeny dva nepř́ılǐs odlǐsné haplotypy. Prvńı je rozš́ı̌ren

po celém územı́ České republiky, druhý byl zjǐstěn pouze v populaci Zeman a Dolńı

rybńık. Navzdory názor̊um H. Scholze (1971) a A. Nygrena (1946-1962), že C. canescens

s C. epigejos jsou potenciálńımi rodičovskými druhy C. phragmitoides, ani jeden druh

nebyl prokázán za mateřský.
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7 Závěr

Na územı́ České republiky byly pr̊utokovou cytometríı zjǐstěny tři ploidńı úrovně

větvených mokřadńıch třtin. Tetraploidńı úroveň odpov́ıdá morfologicky C. canescens,

hexaploidńı C. phragmitoides a jedna populace, která odpov́ıdá velikost́ı genomu dode-

kaploid̊um nebyla zat́ım určena. Hexaploidńı populace jsou ve velikosti genomu v́ıceméně

jednotné a neńı d̊uvod u nich předpokládat variabilitu v počtu chromozómů, která je v li-

teratuře udávána pro druh C. phragmitoides. Naopak tetraploidńı populace odpov́ıdaj́ıćı

C. canescens jsou ve velikosti genomu i morfologických znaćıch poměrně proměnlivé a

př́ıčinu této variability by bylo vhodné dále studovat. Přesto lze morfologicky oba druhy

dobře odlǐsit. Nejlepš́ımi znaky pro odlǐseńı jsou délka jazýčku, délka laty a délka listu.

Byly nalezeny tři nekóduj́ıćı úseky chloroplastové DNA, ve kterých se lǐśı oba druhy.

Zat́ımco u všech sekvenovaných rostlin C. phragmitoides byl zjǐstěn jediný haplotyp

cpDNA, u C. canescens byly zjǐstěny dva jiné vzájemné bĺızké haplotypy. Všechny haplo-

typy se však lǐśı od haplotyp̊u dosud zjǐstěných u C. epigejos, která je někdy považována

za taxon zapojený do evoluce C. phragmitoides. Vybrané úseky jsou vhodné pro daľśı

studium skupiny. Toto studium je třeba zaměřit předevš́ım na rostliny ze Skandinávie

a Sibǐre. Právě odtud jsou totiž druhy C. phragmitoides a bĺızce př́ıbuzná C. purpurea

popsány. Je také nezbytně nutné, zjistit ploidńı poměry u rostlin z těchto oblast́ı. Daľśı

studium by bylo vhodné zaměřit také na reprodukčńı zp̊usob (pod́ıl apomixe) u našich a

př́ıpadně zahraničńıch rostlin.
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Nı́zkého Jeseńıku. – Acta Univ. Palack. Olomouc. Fac. rer. nat. 104 . Biol. 31: 95–113.
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tody), verze 0.2. – Př́ırodovědecká fakulta Univerzity Karlovy v Praze, katedra Botaniky,

Praha.

Matuszkiewicz, W. (1948): Materialy do monografii rodzaju Calamagrostis Ad. (Materials

to the Monography of the Genus Calamagrostis Adans.) 3. – Lublin-Polonia, Sectio C

edition.

Mitchell, W. (1968): Taxonomy, variation, and chorology of three chromosome races

of the Calamagrostis canadensis complex in Alaska. – Madroño 19: 235–246.

Nygren, A. (1946): The genesis of some Scandinavian species of Calamagrostis. – Here-

ditas 32: 131–262.

Nygren, A. (1948a). Further studies in spontaneous and synthetic Calamagrostis purpurea.

– Hereditas 34: 113–134.

Nygren, A. (1948b). Some interspecific crossess in Calamagrostis and their evolutionary

consequences. – Hereditas 34: 387–413.

Nygren, A. (1949): Apomictic and sexual reproduction in Calamagrostis purpurea. He-

reditas 35: 285–300.

Nygren, A. (1951): Form and biotype formation in Calamagrostis purpurea. – Heredi-

tas 37: 519–532.

Nygren, A. (1954): Investigation on North American Calamagrostis. I. – Hereditas 40:

377–397.

Nygren, A. (1958): Investigation on North American Calamagrostis. II. – Ann. Roy.

Agric. Coll. Sweden 24: 363–368.

Nygren, A. (1962): Artificial and natural hybridization in European Calamagrostis. –

Symb. Bot. Upsal. 17: 2–105.
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Scholz, H. (1971): Gegenwärtige Kenntnisse über die Verbreitung der Calamagrostis

phragmitoides Hartm. (Purpurreitgras) in Mitteleuropa. – Philippia, Kassel 1: 85–90.



Shaw, J., Lickey, E. B., Schilling, E. E. & Small, R. L. (2007): Comparison of whole chlo-

roplast genome sequences to choose noncoding regions for phylogenetic studies in angi-

osperms: the tortoise and the hare III. – American Journal of Botany 94: 275–288.

Smejkal, M. (1976): Calamagrostis phragmitoides, nový druh československé flóry. – Pres-
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Př́ılohy

Př́ıloha I: Část populace C. phragmitoides na lokalitě Pařez.
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Př́ıloha II: Detail květenstv́ı C. phragmitoides z lokality Pařez.

Př́ıloha III: Detail jazýčku C. phragmitoides z lokality Jeźırko.


