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1 Úvod

Rod Calamagrostis (třtina) patří do čeledi Poaceae a zahrnuje celosvětově na 300 druhů
rostoucích především v mírném a boreálním pásu severní polokoule, v tropech pak pouze
v horách (Conert, 1989). Jsou to vytrvalé, 20–200 cm vysoké trávy (hemikryptofyty)
tvořící buďto trsy díky výhonům rostoucím v pochvách, anebo jsou výběžkaté díky výho-
nům rostoucím z báze pochev (Conert, 1989). Kromě vegetativního rozmnožování se třtiny
rozmnožují převážně sexuálně, některé druhy však mohou tvořit semena i nepohlavně
(apomikticky).

Určování jednotlivých druhů rodu Calamagrostis na základě morfologických znaků
bývá poměrně problematické (Grulich, 1986). Většina vegetativních znaků používaných
k determinaci jednotlivých druhů (např. barva, délka a šířka listů, délka jazýčků, nebo ve-
likost laty) je značně plastická a mění se v závislosti na podmínkách prostředí. Celou situaci
komplikuje široká ekologická amplituda a velká fenotypová plasticita mnohých druhů.

Mezi poměrně stabilní znaky patří naopak především generativní znaky, které nej-
sou tolik ovlivněny vnějšími vlivy a jsou mnohem vhodnější pro určování jednotlivých
druhů. Jedná se však o minuciézní znaky v jednokvětých kláscích, jako je např. délka
a zalomení osiny, rozměry a tvar plev, pluchy, přítomnost pastopečky apod.

Další komplikací při určování jednotlivých druhů rodu Calamagrostis je také častá
hybridizace a podobnost hybridů s rodičovskými i jinými druhy (Conert, 1989). Proto
v mnohých případech nejsou ani generativní znaky zcela spolehlivé.

Kritickou skupinou rodu Calamagrostis ve střední Evropě je okruh Calamagrostis pur-
purea, který je součástí komplexu Calamagrostis purpurea-langsdorfii-canadensis s cirkum-
polárním rozšířením (Conert, 1989). Do této taxonomicky obtížné skupiny je zařazována
řada taxonů. U mnohých z nich se předpokládá apomiktický způsob reprodukce, který
je mimo jiné příčinou velké morfologické variability. Ve střední Evropě se vzácně vysky-
tují rostliny označované jako Calamagrostis phragmitoides (Smejkal, 1976; Grulich, 1986;
Conert, 1989; Krok et al., 2013). Tento taxon byl popsán ze Skandinávie, kde je ho-
jný. Vztah evropských a asijských rostlin (morfologicky nejbližší C. purpurea popsaná
od jezera Bajkal) je nejasný a samostatnost evropských rostlin není některými autory
akceptována (Nygren, 1946; Lid et al., 1994). Rozlišování, variabilita a evoluční historie
skupiny v Evropě byla tedy poměrně nejasná a proto vznikla tato diplomová práce.
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2 Literární rešerše

2.1 Členění rodu Calamagrostis

Již více než století se snaží různí botanici klasifikovat rod Calamagrostis Adans., který
byl popsán už v roce 1763. V roce 1812 byl popsán rod Deyeuxia Clarion ex P. Beauv.,
který dnes někteří autoři považují za podrod Calamagrostis. Z těchto popisů vychází
Torges (1898), který se věnoval německým zástupcům rodu Calamagrostis a rozdělil je
do sekcí. Do sekce Paragrostis Torges zařazuje druh C. tenella, který se od dalších druhů
významně odlišuje a v současnosti je řazen do rodu Agrostis (Torges, 1898). Zbylou část
rodu Calamagrostis rozdělil na dvě sekce: Quinquenerviae (5-žilná spodní pleva a bazální
osina) a Trinerviae (3-žilná spodní pleva). Do sekce Trinerviae zahrnuje druhy C. littorea
(= C. pseudophragmites) a C. epigejos (Torges, 1898). Sekci Quinquenerviae dělí na zák-
ladě trichomů v klásku, přítomnosti pastopečky a konzistence pluchy a osiny na podsekce
Homoeotricha a Deyeuxia (Torges, 1898). Do podsekce Homoeotricha zařadil C. lanceo-
lata (= C. canescens), C. villosa a C. phragmitoides (Torges, 1898). V podsekci Deyeuxia
Torges (1898) vymezil sérii Orthoatherae, kam zařadil druh C. neglecta (= C. stricta)
s jemnou pluchou a rovnou osinou. Do série Ankylatherae v podsekci Deyeuxia zařadil
třtiny s výraznou kolénkatou osinou – C. varia a C. arundinacea (Torges, 1898).

Na práci Torgese navázal Roshevitz (1934) ve flóře Sovětského svazu a dále Wasil-
jew (1961), který přidal několik skupin a zahrnul některé příbuzné druhy rostoucí mimo
území bývalého Sovětského svazu. Tzvelev (1965) se zabýval pouze druhy rodu Calam-
agrostis, které rostly na území bývalého Sovětského svazu a rozdělil je do třech sekcí:
Deyeuxia, Pseudophragmites a Calamagrostis. Další autoři zpochybnili existenci sekce
Deyeuxia, protože hlavní rozlišovací znak – přítomnost pastopečky – je příliš variabilní
a není dostatečný na vymezení celé sekce (Conert, 1989). Jako další rozlišovací znaky
mezi rody Calamagrostis a Deyeuxia jsou uváděny poměr délky pluchy a plev, odění
kalusu a odění pastopečky (Phillips et Chen, 2003). Rodová problematiky je však značně
komplikovaná a vyžaduje revizi. Někteří autoři uznávají jako samostatný rod Deyeuxia
a řadí do něj většinu druhů třtin, včetně např. C. arundinacea a C. purpurea (Lu et al.,
2006). Podle těchto autorů však tvoří tyto rody společně s rodem Agrostis jeden kom-
plex, ve kterém existují přechodné typy (Lu et al., 2006). Většina autorů však chápe
rod Calamagrostis široce, avšak podle současných molekulárních studií se zdá, že v ne-
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2. Literární rešerše 2.2. Agregát Calamagrostis purpurea

jširším vymezení je rod výrazně polyfyletický. Samostatné postavení si zřejmě zaslouží
zástupci vyskytující se v Jižní a Střední Americe (Saarela et al., 2010).

2.2 Agregát Calamagrostis purpurea

Jednou z kritických skupin rodu Calamagrostis je agregát C. purpurea (podle po-
jetí některých autorů komplex C. canadensis). Tento agregát má cirkumpolární rozšíření
(Obr. 1). Předpokládá se, že z původního předka se v glaciálu díky izolaci diferencovaly
3 skupiny: C. canadensis v Severní Americe, C. langsdorfii v sibiřské části Asie a C. pur-
purea od střední Evropy přes Skandinávii až po sibiřskou část Asie (Hultén, 1986). Podle
Nygrena (1946) a později i Scholze (1971) byl předkem celé této skupiny druh C. canescens,
u kterého předpokládají cirkumpolární rozšíření v třetihorách a v důsledku izolace difer-
enciaci v raných čtvrtohorách na výše zmíněné druhy.

Obr. 1: Rozšíření komplexu C. canadensis-langsdorffii-purpurea
(Hultén & Fries, 1986).

C. canadensis (Michx.) Beauv. byla popsaná roku 1803 z Kanady. Roste v Severní
Americe a v Japonsku. Charakteristická je relativně dlouhými a širokými listy, 3-6 nody
na zřídka větveném stéble, dlouhými robustními klásky a jemnou osinou na blanité pluše
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2. Literární rešerše 2.3. Hypotézy vzniku C. phragmitoides

(Mitchell, 1968). Roste na otevřených stanovištích i v podrostu smíšených boreálních lesů
s Picea glauca a Populus tremuloides na vlhkém minerálním podloží (Mitchell, 1968).
Po disturbancích rychle kolonizuje území a její pevné trsy brání nárůstu konkurence.
Mitchell (1968) zjistil na Aljašce 3 ploidní úrovně: oktoploidní (2n=56) a tetraploidní
(2n=28) jedince považoval za C. langsdorfii, hexaploidní jedince (2n=42) za C. canaden-
sis. Zjistil, že tetraploidi na Aljašce dominují. Naopak na japonském ostrově Hokkaido
převažují kromě tetraploidů i oktoploidi (2n=56) (Tateoka, 1974). Japonští tetraploidi
jsou morfologicky podobní aljašským tetraploidům, což podle Tateoky (1974) může nazna-
čovat kontinuální rozšíření podobných typů během spojení Asie se Severní Amerikou v době
glaciálu. Tateoka (1974) našel na Hokkaido také několik hexaploidů (2n=42), kteří se
však morfologicky liší od severoamerické hexaploidní C. canadensis. Domnívá se proto,
že se jedná o hybrida místního tetraploida s oktoploidem (Tateoka, 1974). Vymezení
C. canadensis v komplexu C. purpurea není stále jasné. Druhy C. canadensis a C. pur-
purea jsou totiž morfologicky podobné a v literatuře nejsou uváděny jasné rozdíly.

C. langsdorfii (Link) Trin. je někdy považovaná za poddruh C. purpurea (Tzvelev,
1965), jindy za poddruh C. canadensis (Mitchell, 1968) a někteří autoři dokonce považují
C. langsdorfii za synonymum k C. purpurea (Lu et al., 2006). C. langsdorfii byla popsaná
roku 1821 z Aleutských ostrovů (Link, 1895) a je uváděna ze sibiřské části Asie. Roste v pří-
mořských oblastech, v bažinách, křovinách, na poříčních pískách, nebo v lesích (Tzvelev,
1965). Morfologicky je podobná C. purpurea a C. canadensis. Oproti C. purpurea je však
C. langsdorfii mohutnější, má širší šedozelené listy (4–8 mm), řidší široce rozložené laty
a delší klásky (3–6 mm dlouhé) s osinou vyrůstající ze středu pluchy. Podle Tzveleva (1965)
se vyskytuje jako tetraploid (2n=28), hexaploid (2n=42) a oktoploid (2n=56).

C. purpurea Trin. má jasně zelené, 3–6 mm široké listy, poměrně husté laty s nahlou-
čenými klásky, které jsou 2,5–4,5 mm dlouhé (Tzvelev, 1965). Roste na rašeliništích,
na rašelinných loukách, v křovinách, na poříčních píscích a štěrcích. Nygren (1946) uvádí
u druhu C. purpurea variabilní počet chromozomů (2n=28, 56–91). Tento druh byl pop-
sán Triniem od Bajkalu (Trinius, 1821). Evropské rostliny agregátu C. purpurea bývají
označovány jako C. phragmitoides (Krok et al., 2013; Conert, 1989). Tento taxon byl
popsán v roce 1832 ze Skandinávie Hartmanem (Hartman, 1832). Je často uváděn pouze
jako poddruh C. purpurea nebo s ním bývá dokonce zcela ztotožňován (Nygren, 1946; Lid
et al., 1994; Webb, 2010).

2.3 Hypotézy vzniku C. phragmitoides

Existuje několik hypotéz vzniku C. phragmitoides. Předpokládá se, že morfologicky
podobný druh C. canescens je jedním z možných rodičovských druhů C. phragmitoides.
C. canescens (2n=28) má poloviční ploidii oproti C. phragmitoides (2n=56), jejich areály
se překrývají a tyto druhy jsou si morfologickými znaky a ekologickými nároky podobné.
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2. Literární rešerše 2.4. C. canescens

Nejčastěji se uvažuje o hybridizaci druhu C. canescens s dnes pouze asijským taxonem
C. langsdorfii (Scholz, 1971).

Další hypotéza předpokládá hybridizaci C. canescens s druhem C. epigejos a nevy-
lučuje zapojení druhu C. arundinacea (Scholz, 1971). Scholz v roce 1964 nejprve stejně
jako Tzvelev (1976) považuje za správnou hypotézu o hybridizaci C. canescens s C. langs-
dorfii, avšak později se na základě výsledků Nygrenových experimentů přikládní k druhé
hypotéze (Scholz, 1971).

Schaabová (2013) zjistila, že všechny populace C. phragmitoides na území České re-
publiky mají unikátní haplotyp chloroplastové DNA odlišný od haplotypů středoevrop-
ských populací druhů C. canescens a C. epigejos. Středoevropské populace C. canescens
ani C. epigejos tedy nelze považovat za potenciální mateřské rostliny druhu C. phragmi-
toides (Schaabová, 2013).

2.4 C. canescens

C. canescens (Weber) Roth je větvená výběžkatá třtina s cca 6 kolénky (Schaabová,
2013). Má sivě zelené, za sucha svinuté listy (cca 5 mm široké), jazýčky o délce 1–8 mm má
vně řídce kratičce štětinkaté nebo téměř lysé, dále má spíše staženou, chudší latu (okolo
17 cm dlouhou) s kvítky obsahujícími pyl a pluchy s nenápadnou, krátkou jemnou osi-
nou v koncovém výkroji (Conert, 1989; Grulich, 2002; Schaabová, 2013).

C. canescens roste v polostínu na lesních prameništích, v bažinných olšinách, na slatin-
ných a rašelinných loukách, v mokrých příkopech, na krajích cest, březích rybníků a v ráko-
sinách (Conert, 1989). Preferuje středně živinami i bázemi bohatá, neutrálně až slabě
kyselá místa, která jsou sezónně zaplavovaná (Conert, 1989). Tato třtina se vyskytuje
od nížin do hor (např. Kladská – ca 815 m n. m.). V Evropě je druh hojně rozšířen
s výjimkou Iberského poloostrova (kromě několika málo lokalit v severním Španělsku), Is-
landu a Irska. Vyskytuje se běžně ve Velké Británii, Francii, Dánsku, jižním Norsku, Švéd-
sku, Finsku, v Pobaltí, dále v Holandsku, Belgii, Německu, Polsku, Švýcarsku, Rakousku,
v České a Slovenské republice, v Itálii, na severu bývalé Jugoslávie, v Maďarsku, Ru-
munsku a na Ukrajině (Conert, 1989). Areál C. canescens pokračuje přes pohoří Kavkaz,
Turecko, pohoří Ural, poostrov Kola, Karelii a je udáván i ze Sibiře. Podle Conerta (1989)
roste C. canescens na západě Sibiře víceméně ve všech regionech, ve východní Sibiři roste
pouze v oblasti Sajanského pohoří u řeky Angary (u Bajkalu).

C. canescens bývá často zaměňována s morfologicky podobným druhem C. phragmi-
toides, zejména kvůli habituální podobnosti (např. větvení stébla). Oba druhy se také
vyskytují na podobných biotopech.
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2.5 Morfologie C. phragmitoides

C. phragmitoides je výběžkatá tráva s větvenými stébly, která má 5–8 kolének a šedo-
zelené listy s kratičce chlupatými, 6–10 mm dlouhými jazýčky (Grulich, 2002). Laty
jsou až 30 cm dlouhé, bohaté, rozkladité a jednotlivé kvítky jsou bez pylu (Grulich,
2002). Úzce kopinaté klásky mají téměř stejně dlouhé, kopinaté plevy, krátkou pastopečku
a 5−žilnou blanitou pluchu, z jejíž horní třetiny vyrůstá šikmo odstálá osina (Conert, 1989;
Štech, in prep.).

Morfologickými znaky C. phragmitoides se důkladněji zabývala Schaabová (2013),
hledala vhodné morfologické znaky pro rozlišení habituelně podobných druhů C. phrag-
mitoides a C. canescens. Ve své bakalářské práci Schaabová (2013) ověřila, že C. phrag-
mitoides vytváří oproti C. canescens celkově mohutnější rostliny a nejvíce se liší v délce
jazýčků, délce listů a délce laty. Většina znaků je korelována s délkou jazýčku nejvyššího
listu (Schaabová, 2013). Druh C. phragmitoides se o 20 % méně větví než C. canescens.
Dále zjistila, že často udávaný rozdíl v počtu kolének není spolehlivý a že středoevropské
populace C. phragmitoides se od C. canescens liší v chlupatosti čepele listu a zbarvení
stébla (Schaabová, 2013).

2.6 Rozšíření C. phragmitoides

C. phragmitoides byla popsána z Laponska C. J. Hartmanem (Hartman, 1832) a je
hojně rozšířená po celé střední a severní Skandinávii (v Norsku, Švédsku a západním Fin-
sku). První zmínka o výskytu C. phragmitoides ve střední Evropě je již z roku 1883, a to
z německého pohoří Hoher Meißner v Hesensku (Haeckel, 1883). Postupně byly objevovány
další německé lokality a to kromě Hesenska (na hoře Mathes-Berg, na vrchovišti Rotes
Moor, u obce Willingen, v okrese Waldeck, nebo na Waldecker Upland), také na pomezí
Hesenska-Durynska (v pohoří Hohe Rhön), v jihovýchodním Durynsku (Schleizer Wald),
v Sasku (okres Plauen u Mißlareuth), v Bavorsku (blízko měst Roth a Ginolfs, na Linden-
berger Moos), nebo v Bádensku-Württembersku (u Ellbachsee v severním Schwarzwaldu
a také v jižním Schwarzwaldu) (Conert, 1989).

Po roce 1971 byly kromě Německa postupně objeveny nové lokality také ve východní
Belgii (u Malmedy na bažinách Hohes Venn, nebo v údolí řeky Warche), ve východní
Francii (na hoře Ballon d‘Alsace v pohoří Vogézy) a v severovýchodním Švýcarsku (blízko
obce Sennwald v kantonu St. Gallen) (Conert, 1989). V roce 2015 nalezl tuto třtinu
P. Koutecký v Nízkých Tatrách, což je první nález na Slovensku.

Kromě střední Evropy byla C. phragmitoides objevena také v Pobaltí, v Karelii,
na poloostrově Kola, na horním toku Dněpru nebo na Velkém Kavkazu (Conert, 1989).
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2.7 Rozšíření C. phragmitoides v České republice

C. phragmitoides byla v České republice objevena v roce 1974 M. Smejkalem na jižním
okraji rybníka Pařez na Českomoravské vrchovině (Smejkal, 1976). Později lokalit C. phrag-
mitoides v tomto regionu přibylo – např. Hojkovské rašeliniště jižně od obce Hojkov
u Jihlavy (Růžička, 1985; Růžička, 1987) nebo rybník Jezírko východně od Třeště a okraj
lesní cesty u Otína nedaleko Pavlova (Růžička, 2005).

Postupně přibývaly další nálezy i z jiných částí České republiky: z Nízkého Jeseníku
(Bednář et al., 1991), Šumavy (Řepka et Lustyk, 1997), Broumovska (Řepka et al., 1998),
Krušných hor (Ondráček, 2011). V roce 2013 byl potvrzen výskyt na lokalitě Hersica
v okrese Blansko, který byl nalezen již v roce 1996 (leg. K. Sutorý, BRNM). V roce 2011
nalezl V. Faltys (ústní sdělení) druh u Štítů na Šumpersku, kde byla zjištěna odlišná ploi-
die od ostatních českých populací (Schaabová, 2013). Recentně byl druh nalezen i v Pod-
krkonoší (2013, leg. P. Koutecký).

Druh C. phragmitoides byl tedy zjevně dosud přehlížen. Vzhledem k jeho ekolog-
ickým nárokům není možné, aby se teprve nedávno na své lokality rozšířil. Na základě
nových nálezů byl druh zařazen v novém vydání Červeného seznamu ohrožených druhů
České republiky do kategorie C2b – silně ohrožený druh (Grulich, 2012) namísto kate-
gorie C1 – kriticky ohrožený druh, kam byl zařazen ve verzi předchozí (Procházka et al.,
2001). Na druhou stranu z některých lokalit byl druh udáván mylně z důvodu záměny
C. phragmitoides s C. canescens. Jedná se například o některé lokality z Předšumaví,
Táborska, Českobudějovicka, ale i z Českomoravské vrchoviny (Radlice severozápadně
od Dačic) (Schaabová, 2013).

2.8 Ekologie C. phragmitoides

C. phragmitoides roste v polostínu primárně na lesních prameništích, ale také v mok-
rých příkopech, na krajích cest, březích rybníků, rákosinách, na vlhkých loukách, v bažin-
ných olšinách a mokřadech (Conert, 1989). Preferuje mírně živinami i bázemi bohatá
až slabě kyselá místa (Conert, 1989). Většina středoevropských lokalit tohoto druhu leží
v nadmořských výškách mezi 440–950 m, což již uvádí Smejkal (1976). C. phragmitoides
však může výjimečně růst i v nadmořské výšce okolo 1000 m, např. ve Schwarzwaldu (Con-
ert, 1989), nebo v Nízkých Tatrách na hoře Ďumbier – 1570 m (2015, leg. Koutecký).

2.9 Apomixie

Apomixie je způsob rozmnožování pomocí asexuálně vzniklých semen (Ozias-Akins,
2006; Strasburger et al., 2002). U apomiktických druhů chybí redukce chromozomů v meioze
při embryonálním vývoji a protože nedochází ke splynutí dvou různých gamet (jako

7
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u sexuálního rozmnožování), vzniká dceřiná rostlina geneticky identická s rostlinou mateř-
skou (Ozias-Akins, 2006; Strasburger et al., 2002; van Dijk et Vijverberg, 2005). Apomixie
je vlastně narušení sexuálního procesu podporované genovou expresí (Ozias-Akins, 2006).
Tento způsob rozmnožování může být pro rostliny výhodným, protože udržuje výhodné
genetické vlastnosti vhodné do konkrétních podmínek prostředí (Ozias-Akins, 2006). Apo-
mixie je naopak nevýhodná z důvodu snížení schopnosti rostlin reagovat na změny prostře-
dí, dále kvůli chybějící genetické variabilitě a z toho plynoucí potenciální degeneraci
kvůli nahromadění škodlivých mutací (Ozias-Akins, 2006; van Dijk et Vijverberg, 2005).
Předpokládá se, že apomixie je kontrolována geneticky a epigeneticky. Geny zodpovědné
za apomixii mohou být přeneseny do nových klonů hybridizací sexuálních druhů s apomikty
jako pylovými donory a tím je zabráněno potenciálnímu zániku apomiktických druhů (van
Dijk et Vijverberg, 2005).

Apomixe se dělí na sporofytickou – embryo vzniká z nucellu nebo integumentů va-
jíčka (adventivní embryonie) a gametofytickou (apomeiotickou) – vaječná buňka neprojde
meiózou nebo meiózu nedokončí (Ozias-Akins, 2006). Gametofytická apomixe se dále dělí
na aposporii (ze zárodečného vaku vajíčka vzniká neredukovaný samičí gametofyt a ne-
dochází k redukčnímu dělení v meióze) a diplosporii (embryo vzniká z mateřské buňky
megaspory a pak opět nedochází k redukčnímu dělení v meióze) (Ozias-Akins, 2006).

Zatímco o apomixii u některých skupin je známo hodně – např. Taraxacum (Vašut
et al., 2015), nebo Hieracium a Pilosella (Hand et al., 2015), trávy nejsou tolik prostu-
dované.

2.10 Apomixie v rodu Calamagrostis

Rod Calamagrostis obsahuje několik apomiktických druhů, např. C. lapponica, C. chaly-
bea, nebo skandinávská C. phragmitoides (dle Nygrenova pojetí C. purpurea), pro který je
udávána diplosporická apomixie typu Antennaria (Nygren, 1951). Při mitotické diplosporii
embryo vzniká z mateřské buňky megaspory, která prochází pouze mitózou (Ozias-Akins,
2006). V případě diplosporie typu Antennaria se mateřská buňka megaspory místo meiózy
třikrát mitoticky rozdělí za vzniku osmijaderného neredukovaného (diploidního) zárodeč-
ného vaku (Singh, 2002). Mitotické dělení v mateřských buňkách zárodečného vaku (tedy
diplosporii) pozoroval A. Nygren již ve 40. letech, kdy se začal zabývat křížením, rozmnožo-
váním, morfologií a počtem chromozomů různých druhů rodu Calamagrostis (Nygren,
1946). Zjistil, že apomiktické druhy tohoto rodu rostou především v arktických a subark-
tických oblastech severní polokoule a že ne všechny druhy jsou obligátně apomiktické (Ny-
gren, 1951). Kupříkladu u skandinávské C. phragmitoides (v jeho pojetí C. purpurea)
vzácně pozoroval vznik funkčního pylu v kláscích, který úspěšně použil v hybridizačních
experimentech (Nygren, 1949). Domníval se, že rod Calamagrostis vhodně využívá kom-
binace apomixie a amfimixie ke vzniku výhodné kombinace genů, která je následně díky
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apomixii předávána po další generace (Nygren, 1951).
U severoamerických druhů rodu Calamagrostis je způsob rozmnožování v některých

případech poměrně komplikovaný. A. Nygren tam pozoroval různé zvláštnosti, např. že
druh C. perplexa (blízce příbuzný sexuálnímu druhu C. porteri, nepříbuzný C. canadensis)
má silně narušený proces meiózy a vznikají u něj pylová plasmodia typická pro apomikty
(Nygren, 1958). Největší zvláštností, kterou Nygren objevil, byla přítomnost sexuálních
i apomiktických zárodečných vaků u druhů C. inexpansa a C. crassiglumis (Nygren, 1958).
U druhu C. crassiglumis (2n=104) navíc probíhala meióza pravidelněji než u polyploida
očekával. Zároveň měl tento druh velké množství morfologicky dobrého pylu (Nygren,
1958).

2.11 Průtoková cytometrie

Průtoková cytometrie je moderní metoda, která využívá optických vlastností částic
ozářených světlem. Suspenze částic je obarvena fluorescenčními barvivy a po ozáření
světlem o příslušné vlnové délce je zaznamenána fluorescence.

První publikovaná informace o průtokové cytometrii je z roku 1934, kdy A. Moldovan
zmiňuje novou foto-elektrickou metodu na počítání buněk (Moldovan, 1934). Většího
uplatnění se průtoková cytometrie dočkala v pozdějších letech, kdy bylo díky různým
vylepšením možné zjišťovat velikost a kvalitu buněk, nebo buňky třídit na základě jejich
fluorescence (Doležel et al., 2007b). Průtoková cytometrie má využití zejména v medicíně
(při vyšetřování vzorků krve, třídění rakovinových buněk od zdravých apod.), dále také
v mikrobiologii, parazitologii, biochemii, nebo v botanice (Doležel et al., 2007b).

V botanice se k barvení jader buněk používá barvivo DAPI (4’,6-diamino-2-fenylindol
dihydrochlorid), které se specificky váže na AT baze, nebo interkalační PI (propidium
jodid). Na základě poměru fluorescence vzorku o známé velikosti genomu lze určit velikost
genomu a ploidii vzorku (Doležel et al., 2007a).

Vzhledem k potenciální variabilitě v počtu chromozomů i ploidii je průtoková cy-
tometrie pro studium rodu Calamagrostis velmi vhodnou metodou. Poprvé byla využita
v roce 2013, kdy Schaabová (2013) zjišťovala u druhů C. phragmitoides a C. canescens
ploidii, relativní velikost genomu a variabilitu ve velikosti genomu obou druhů. Bylo
zjištěno, že většina českých populací C. phragmitoides odpovídá oktoploidní úrovni (2n=56)
a má stejnou velikost genomu (Schaabová, 2013). Výjimečnou populací na území České re-
publiky je populace Štíty nedaleko Šumperka, která odpovídá dekaploidní úrovni (2n=10x)
(Schaabová, 2013). Cytometrickou analýzou Schaabová (2013) potvrdila tetraploidní úro-
veň všech zkoumaných populací C. canescens (2n=28). U tohoto druhu byla zjištěna
mezipopulační variabilita ve velikosti genomu až 17 % (Schaabová, 2013).
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2.12 Analýza isozymů

Isozymy byly objeveny v roce 1957 (Hunter et Markert, 1957). Jsou to různé varianty
enzymů se stejnou nebo podobnou funkcí v určitém jedinci, které mají stejnou katalyt-
ickou aktivitu (Soltis et Soltis, 1990; Acquaah et Dudley, 1992). Isozymy se mohou sklá-
dat z několika jednotek (polypeptidických řetězců) a podle toho rozeznáváme monomery,
dimery a vyšší struktury (Acquaah et Dudley, 1992). Jednotlivé formy isozymů se liší
elektroforetickou mobilitou. Toho lze využít při jejich separaci v určitých typech médií.
V minulosti se používaly škrobové nebo agarózové gely, v současnosti se používá polyakry-
lamidový gel (Acquaah et Dudley, 1992).

K detekci jednotlivých allozymů se využívá jejich katalytické reakce s různými barvivy,
přičemž v místě aktivity enzymu vzniká barevná zóna (Acquaah et Dudley, 1992; Soltis
et Soltis, 1990). Při pozitivní reakci vzniká nerozpustný barevný produkt na rozpustném
bezbarvém substrátu, zatímco při negativní reakci vzniká bezbarvý produkt na barevném
substrátu. Při spřažené reakci je přeměna bezbarvého substrátu a produktu spojena
s dalšími reakcemi (oxidace/redukce), jejichž projev lze detekovat (např. systém ADH).

Z výsledného zymogramu (sada proužků na gelu) lze odečíst počet a relativní mo-
bilitu různých enzymů (Soltis et Soltis, 1990). Na základě přítomných isozymů lze také
usuzovat kombinaci alel v lokusu. Isozymy jsou kodominantní marker, takže u heterozy-
gotů vidíme i recesivní alely (Acquaah et Dudley, 1992). Určitá kombinace alel ve všech
lokusech nám definuje genotypy a na základě jejich zastoupení lze porovnávat jednotlivé
populace, nebo druhy.

Isozymová analýza je v posledních letech zastíněna modernějšími molekulárními tech-
nikami, které jsou sice jednodušší, ale také dražší. Mezi nevýhody isozymové analýzy patří
nutnost čerstvého materiálu nebo časová náročnost. Isozymová analýza se používá přede-
vším v populační biologii při zkoumání rozsahu vnitropopulační a mezipopulační genetické
variability (Krzakowa et Celka, 2008; Petit et al., 2015), lze ji také použít k identifikaci
nižších taxonů (Kadereit, 1995; Sonnante et al., 1997), identifikaci jejich klonů (MacDonals
et Lieffers, 1991), ke studiu hybridizace na podrodové úrovni (Stecconi, 2004; Krzakowa
et Dunajski, 2007), nebo variability v rámci rodu (Thebaud et Abbott, 1995).

Isozymová analýza byla v rodě Calamagrostis použita v roce 1991, kdy MacDonald
a Lieffers pomocí 10 enzymatických systémů zjišťovali, zda mají severoamerické populace
C. canadensis rozdílnou genetickou variabilitu nebo frekvenci alel v různých sukcesních
stádiích. Zajímalo je také, jakým způsobem tento druh kolonizuje nová území a jakým
způsobem se rozmnožuje. Zjistili, že C. canadensis se na raně sukcesních stanovištích
rozmnožuje pohlavně a šíří se semeny na další stanoviště, kde už se rozmnožuje převážně
nepohlavně (MacDonals et Lieffers, 1991). Mezipopulační variabilita byla nízká.

M. Krzakowa s A. Dunajskim (2007) pomocí isozymů ověřovali potenciální hybridizaci
C. arundinacea s C. villosa v anemo-orografickém systému v údolí polských Krkonoš.
Za pomocí šesti lokusů peroxidázy odhalili údajný transfer genů z C. arundinacea do C. vil-
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losa (Krzakowa et Dunajski, 2007).
M. Krzakowa a Z. Celka (2007) studovali pomocí 11 isozymových systémů vnitropop-

ulační variabilitu jedné populace C. arundinacea. Každá z 30-ti zkoumaných rostlin vyka-
zovala určité individuální rozdíly v 16 lokusech, avšak populace jako celek se udržovala
v Hardy-Weinbergově rovnováze (Krzakowa et Celka, 2007). Později byla tato studie
rozšířena na 25 populací C. arundinacea z různých regionů Polska (Krzakowa et Celka,
2008). Analýzou peroxidázových lokusů (11 allozymů) autoři zjistili, že všechny populace
byly polymorfické a v Hardyho-Weinbergově rovnováze (Krzakowa et Celka, 2008).

Další studium rodu Calamagrostis pomocí isozymové analýzy by mohlo odhalit rozdíly
ve vnitropopulační a mezipopulační variabilitě u C. phragmitoides a C. canescens vzh-
ledem k předpokládaným rozdílům v reprodukčních systémech obou druhů (apomixie
vs. sexualita). U apomiktické C. phragmitoides může navíc být rozdíl ve variabilitě mezi
populacemi dvou různých ploidních úrovní (oktoploidní a dekaploidní).
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3 Cíle práce

1. Stanovit ploidní úroveň u všech v ČR známých populací C. phragmitoides, u několika
populací i velikost genomu. Srovnat morfologické charakteristiky populací s odliš-
nou ploidní úrovní.

2. Srovnat vybrané středoevropské rostliny s rostlinami ze Skandinávie a ze Sibiře, od-
kud byly C. phragmitoides a C. purpurea popsány. Zahrnout do analýz i potenciální
rodičovské druhy – C. langsdorfii, C. canescens a C. epigejos.

a. Stanovit ploidní úroveň, případně velikost genomu skandinávských a sibiřských
rostlin.

b. Srovnat vybrané nekódující úseky chloroplastové DNA a v případě úspěchu i ITS
jaderné DNA.

3. Na základě analýzy isozymů porovnat populační strukturu populací C. phragmi-
toides a C. canescens.
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4 Materiál a metody

4.1 Průtoková cytometrie

Metodou průtokové cytometrie byla stanovena relativní velikost genomu rostlin ze 36
populací C. purpurea agg. a 33 populací C. canescens (Příloha I a II). Byly měřeny
směsné vzorky po 5-ti až 10-ti rostlinách. Zároveň byla stanovena velikost genomu v piko-
gramech DNA u 24 jedinců z 10 populací C. purpurea agg. a 24 jedinců z 9 populací
C. canescens. Jako interní standard byl použit hrách (Pisum sativum „Ctirad”) o ve-
likosti genomu 2C = 9,09 pg (Doležel et al., 1998), získaný z Laboratoře experimentální
botaniky AVČR v Olomouci.

Barvení bylo provedeno upravenou metodou Otto (Otto, 1990; Doležel et al., 2007a).
Vzorek s interním standardem byl rozsekán žiletkou ve 400 µl vychlazeného Otto I na jemné
kousky. Standardu bylo asi o čtvrtinu méně než vzorku. Suspenze byla několikrát promí-
chána pipetou a přefiltrována přes 42 µl filtr (textilie Uhelon 130T) do označené zku-
mavky. Opticky byla zkontrolována absence nečistot. Potom bylo do vzorku přidáno 800 µl
barvícího roztoku Otto II s 2-merkaptoethanolem a AT-specifickým barvivem DAPI (4‘,6-
diamidino-2-phenylindole). Při barvení interkalačním barvivem propidium jodid (PI) se
postupovalo stejně – ke vzorku se přidalo 800 µl roztoku Otto II, 2-merkaptoethanolu, PI
a RNasy IIa, která zabraňuje navázání propidia na RNA (zkomplikovalo by to analýzu).
Vzorek byl poté pro stanovení relativní velikosti genomu pomocí DAPI vložen do cy-
tometru Partec PA II (Partec GmbH., Münster, Germany) s rtuťovou výbojkou, který
byl nastaven tak, aby standard byl na kanálu 200 na 1024-kanálové škále a zaznamená-
valo se 3000 částic. Měření velikost genomu pomocí PI byla provedena na přístroji Partec
CyFlow SL se zeleným laserem (532 nm) na 5000 jader.

Získaná data byla zpracována v programu FlowJo 10 (TreeStar, 2015), FlowMax 2.6
(PartecGmbH, 2007) a STATISTICA 12 (StatSoft, 2015). Byly zjištěny průměrné hod-
noty fluorescence pro C. canescens a C. purpurea agg., průměrné hodnoty fluorescence
pro standard a průměr CV hodnot (koeficientů variance) pro fluorescenční píky vzorků
i standardů. Ze zjištěných hodnot byl vypočítán poměr Sample/Standard. Z dat byly vy-
loučeny vzorky s hodnotami CV > 3 pro měření na DAPI a s CV > 4 pro měření PI.
Z těchto poměrů byl vypočten průměr (Poměr průměr) a určena minimální a maximální
hodnota (Poměr min, Poměr max). Následně byla spočítána vnitropopulační, mezipopu-
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lační variabilita a celková variabilita pro každou ploidii C. purpurea agg. a C. canescens
podle vzorce 4.1.

V ariabilita [%] =
Poměrmax − Poměrmin

Poměrmean

· 100 (4.1)

Zjištěná variabilita poměru vzorek/standard na DAPI u jednotlivých ploidních úrovní
z různých regionů byla vynesena do grafu (Box and Whiskers) v programu STATIS-
TIKA 12 (StatSoft, 2015), kde byl rovněž spočítán t-test pro porovnání shodných ploid-
ních úrovní z různých regionů. Z měření na PI byla také spočítána velikost genomu pro kaž-
dou změřenou ploidii C. purpurea agg. a C. canescens. Z velikosti genomu byla spočítána
Cx-hodnota (velikost chromozomové sádky) každého druhu (Greilhuber, 2005).

Dále byl spočítán poměr CG/AT bazí (Šmarda et al., 2008), kde bylo potřeba spočítat
jako mezivýpočet tzv. „dye factor”(DF) pro jednotlivé druhy, který se počítá z poměru flu-
orescencí určovaného vzorku a standardu:

DFSample =
Sample/reference ratio with DAPI

Sample/reference ratio with PI
(4.2)

4.2 Morfologická analýza

Bylo sebráno 10 celých rostlin (s částí kořenů) z každé ze dvou nových populací
C. phragmitoides v České republice – z oktoploidní populace Borovnice a dekaploidní
populace Štíty. Dále bylo sebráno 10 rostlin tetraploidní C. canescens z populací ros-
toucích ve stejných regionech. Dokladové položky ke studovaným populacím jsou uloženy
v herbáři PřF JU (CBFS).

U sebraných rostlin (Příloha I a II) bylo počítáno a měřeno 13 znaků považovaných
za taxonomicky významné (Tab. 1)Tyto znaky byly úspěšně použity na rozlišení druhů
C. phragmitoides a C. canescens už v bakalářské práci (Schaabová, 2013). Rozměry byly
zjišťovány pravítkem s přesností 1 mm.

Z hodnot byl vypočítán poměr délky k šířce dvou nejhořejších listů (D/SLIST_1
a D/SLIST_2). U znaků CHLUP, CERV a VETV byl spočítán počet rostlin, které odpoví-
daly jednotlivých typům znaku (např. kolik rostlin mělo chlupy „kratke“). Znaky délka
obou jazýčků (JAZ1 a JAZ2) a šířka listů (SLIST_1 a SLIST_2) byly transformovány
dekadickým logaritmem, aby se jejich rozložení přiblížilo normálnímu.

Naměřené hodnoty 4 nových populací byly přidány k datům naměřených znaků z před-
chozí práce, kdy bylo změřeno 222 rostlin ze 14 populací C. canescens a 150 rostlin
z 12 populací C. phragmitoides (Schaabová, 2013). Celkem tedy bylo hodnoceno 242 ros-
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tlin z 16 populací C. canescens, 170 rostlin ze 14 populací C. phragmitoides.
Výsledky byly následně zpracovány v programu CANOCO 5.0 (Braak et Šmilauer,

2012) analýzou hlavních komponent (PCA). Lineární diskriminační analýza (LDA) s for-
ward selection byla použita pro hledání znaků významných pro odlišení druhů C. phrag-
mitoides a C. canescens a pro odlišení různých ploidních úrovní druhu C. phragmitoides.
Do lineární diskriminační analýzy nebyly použity poměry délka/šířka listu 1 a listu 2,
protože tento znak se ukázal jako nevýznamný.

Tab. 1: Měřené morfologické znaky.
Zkratka znaku Znaky

KOL Počet kolének od báze po latu
LATA Délka laty od nejspodnější větve po horní klásek (mm)
KVET_D Délka nejdelší nejdelší větve na bázi laty (mm)
KVET_U Délka nejdelší větve vyrůstající pod středem laty, vyplňující její

prostor v polovině (mm)
DLIST_1 Délka čepele nejhořejšího listu (mm)
SLIST_1 Maximální šířka čepele nejhořejšího listu (mm)
DLIST_2 Délka čepele druhého nejhořejšího listu (mm)
SLIST_2 Maximální šířka čepele druhého nejhořejšího listu (mm)
JAZ1 Délka jazýčku nejhořejšího listu (mm)
JAZ2 Délka jazýčku druhého nejhořejšího listu (mm)
CHLUP Odění čepele listů (Kratke = čepel listu bez dlouhých tri-

chomů pouze s kratičkými štětinkami, ridke = řídké dlouhé chlupy,
huste = husté dlouhé chlupy)

ČERV Zbarvení stébla (Žádné = zbarvení stébla bez červené barvy,
malo = málo intenzivní červené zbarvení – na nodech nebo u kořenů,
hodne = červené stéblo)

VETV Větvení stébla, 0 = stéblo se nevětví, 1 = stéblo se větví

4.3 Isozymová analýza

4.3.1 Testování

Za účelem optimalizace metody byly vybrány dvě populace C. phragmitoides a dvě
populace C. canescens. Z každé populace byly vykopáno 15 rostlin vzdálených od sebe při-
bližně 10 m. Rostliny byly odebírány na podzim a pěstovány ve skleníku PřF JU v Českých
Budějovicích s cílem získat vhodné listy pro izolaci isoenzymů. Za účelem výběru vhod-
ných enzymatických systémů byly z každé populace izolovány 3 rostliny. K izolaci byl
testován pufr „Luzula”, který se osvědčil.
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Extrakční pufr „Luzula” (dle návodu isozymové laboratoře BÚ AVČR, Průhonice):
Množství jednotlivých složek odpovídá 100 ml pufru.

Tris base . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0.91 g

ascorbic acid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50 mg

1,4-Dithioerythritol (DTE) . . . . . . . . . . 120 mg

úprava na pH = 7,5 pomocí H3PO4

2-mercaptoethanol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100 µl

PVP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 g

Na izolovaných extraktech bylo testováno 15 enzymatických systémů (postup viz níže
podkapitoly Elektroforéza a Histochemické barvení): 6-PGDH, AAT, ADH, DIA, EST,
G-6-PDH, IDH, LAP, MDH, NADHDH, PGI, PGM, PRX, SKDH, SOD. Některé z těchto
enzymatických systémů byly na rod Calamagrostis úspěšně použity v minulosti: 6-PGDH,
AAT, ADH, DIA, MDH, PGI, PGM, PRX, SKDH (Krzakowa et Dunajski, 2007; Krza-
kowa et Celka, 2007; Krzakowa et Celka, 2008; MacDonals et Lieffers, 1991). Z testovaných
15 systémů byly vybrány 4 nejvariabilnější systémy (6-PGDH, AAT, ADH a DIA), které
byly použity na analýzu dalších vzorků. Odběr vzorků z rostlin pěstovaných ve skleníku se
příliš neosvědčil (hynutí rostlin, přerůstání dalšími druhy trav a ostřic a následná obtížná
determinace mladých výhonů trav). V následující sezóně byly proto rostliny odebírány
přímo v terénu.

4.3.2 Odběr vzorků

Ze známých českých populací C. phragmitoides bylo vybráno pět větších populací
z různých regionů (Krušnohorské podhůří, Českomoravská vrchovina, Šumpersko, Pod-
krkonoší a Předšumaví) a ke každé této populaci byla do dvojice vybrána větší populace
C. canescens v blízkém okolí. Navíc byla vybraná ještě jedna velká populace C. canescens
z Českolipska, kde je tento druh hojně rozšířen. V těchto 11 populacích (Příloha I a II) byl
z deseti rostlin vzdálených přibližně 10 metrů odebrán nejhořejší zdravý list do vlhkého
ubrousku. List byl uložen do vlhkého ubrousku, uzavřen do plastového sáčku a vložen
do termosky s ledem.

4.3.3 Izolace

Následující den po sběru byly ze sebraných listů izolovány extrakty. Listy byly homoge-
nizovány tloučkem ve vychlazené třecí misce v 500 µl vychlazeného izolačního pufru „Luzula“
(viz návod na přípravu výše) a špetkou Dowex-Cl. Homogenát byl přepipetován (špičkou
s ustřiženým koncem) do 1,5 ml eppendorfky a centrifugován 10 min při 13800 rpm v cen-
trifuze vychlazené na 4°C. Výsledný supernatant byl rozpipetován po 90 µl do dvou až tří
0,5 ml eppendorfek a vzorky byly uschovány v hlubokomrazícím boxu při –80°C.
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4.3.4 Elektroforéza

Pro elektroforézu byla použita aparatura Hoefer 600SE, na které byly používány 4 ver-
tikální gely s 28 jamkami. Diskontinuální akrylamidové gely (spodní 8,16% separační
a horní 4% zaostřovací – koncentrační gel) byly připraveny den předcházející analýze
v odpoledních hodinách a zatuhlé s jamkami zaplněnými elektrodovým pufrem (Tris-
glycine) a zakryté alobalem byly uloženy do lednice.

Složení separačního gelu:
Množství jsou uváděna na 4 gely (1 elektroforézu).
1,82 M Tris-HCl, pH = 8,9 . . . . . . . . . . . . . . . . 27 ml
Zásobní roztok Akrylamid + BIS . . . . . . . . . . 19 ml
Destilovaná voda . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46 ml
10% APS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 430 µl
10% TEMED . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 430 µl

Složení koncentračního gelu:
Množství jsou uváděna na 4 gely (1 elektroforézu).
69 mM Tris-H3PO4, pH = 6,9 . . . . . . . . . . . . . 18 ml
Zásobní roztok Akrylamid + BIS . . . . . . . . . . . 2 ml
10% APS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120 µl
10% TEMED . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120 µl

Následně byla připravena aparatura na následující den: spodní vana elektroforézy
byla naplněna 2,4 l elektrodového pufru a 1,8 l destilované vody a umístěna do větší
plastové nádoby do lednice pro elektroforézu. Plastová nádoba byla postavena na mag-
netickou míchačku míchadlo a do vany bylo dáno míchadlo. Dále byl do vany zasunut
skleněný výměník tepla. Aparatura byla chlazena v lednici přes noc při vypnutém do-
datečném chlazení.

Další den bylo zapnuto vnější chlazení aparatury a magnetické míchadlo. Aparatura
elektroforézy byla obsypána ledem. Mikrostříkačkou („Hamiltonkou”) bylo na gel naneseno
vždy 5 µl vzorku. Mikrostříkačka byla mezi vzorky proplachována destilovanou vodou.
Skla s gely byla připevněna na horní vanu elektroforézy a vložena do spodní vany tak,
aby výměník tepla zůstal mezi gely. Do horní vany byl nalit elektrodový pufr, vana byla
zakryta víkem a elektroforéza byla zapnuta na 4,5 – 5,5 hod na 90 mA (dokud zbarvené
čelo elektroforézy nedosáhlo 0,5 – 1 cm od spodního okraje). Po skončení elektroforézy byly
gely vyjmuty ze skel aparatury. Koncentrační gel byl odříznut a pro správnou orientaci
vzorků na gelu byl šikmo oříznut pravý spodní roh gelu. Gely byly přemístěny do misek
s destilovanou vodou, kde byly krátce oplachovány.
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4.3.5 Histochemické barvení

Do kádinek obalených alobalem byly na analytických vahách naváženy látky podle
receptů pro jednotlivé enzymové systémy (6-PGDH, AAT, ADH a DIA). Byly odměřeny
příslušné objemy pufrů s daným pH, které tyto enzymové systémy potřebují. Těsně
před barvením byla vylita voda z misky s daným gelem. Miska s gelem byla přenesena
do temné místnosti, kde byly za tmy smíchány látky v kádince s pufrem pro daný enzy-
mový systém a důkladně rozmíchaný roztok byl vylit na gel do misky.

6-phosphogluconate dehydrogenase (6-PGDH = PGD) E.C. 1.1.1.44
6-phosphogluconic acid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 mg
MgCl2.6H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 mg
NADP+ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 mg
MTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 mg
PMS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 mg
Barvící roztok byl připraven za tmy a hned nalit
do misky s gelem.

Aspartate aminotransferase (AAT) E.C. 2.6.1.1
Roztok A:
0,1 M Tris-HCl buffer, pH = 8,4 . . . . . . . . . . .20 ml
aspartic acid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 240 mg
α-ketoglutaric acid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40 mg
Roztok B:
0,1 M Tris-HCl buffer, pH = 8,4 . . . . . . . . . . .20 ml
pyrodoxal-5-phosphate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 mg
Fast Blue BB salt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50 mg
Fast Violet B salt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 mg

Roztok A byl připraven na světle min. 15 min předem. Při rozpouštění byl roztok zahříván
na 50°C. Roztok B byl připraven za tmy, smíchán s vychladlým roztokem A (stále za tmy)
a směs byla ihned nalita na gel.
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Alcohol dehydrogenase (ADH) E.C. 1.1.1.1
Roztok A:
0,1 M Tris-HCl buffer, pH = 7,5 . . . . . . . . . . .40 ml
NAD+ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15 mg
MTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 mg
PMS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 mg
Roztok B:
čistý etanol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 ml

Roztok A byl připraven za tmy, přidán ke gelu a po 2–3 min v termostatu (35°C) byl
přidán roztok B. V některých případech gel barvil slabě (přibližně po 1 hod), a proto byla
přidána další dávka etanolu.

Diaphorase (DIA) E.C. 1.6.-.-
0,1 M Tris-HCl buffer, pH = 8,0 . . . . . . . . . . . . . . . . 50 ml
NADH (reduced) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .13 mg
MTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 mg
2,6-dichlorindophenol (sodium salt hydrate) . . . . . 2 mg

Barvící roztok byl připraven za tmy a hned nalit do misky s gelem.

Krouživým pohybem misky po stole byl roztok rozlit po celém gelu a miska byla
umístěna (stále za tmy) do termostatu nastaveného na 35°C. Barvicí roztoky na gelech
byly ve tmě průběžně promíchávány a po vyzkoušené době (u každého systému jiná –
Tab. 2) byl za minimálního osvětlení kontrolován stav barvení. Po skončení barvení byl
barvicí roztok slit do nádoby pro nebezpečný odpad a gel oplachován destilovanou vodou,
dokud se z gelu nevymyly zbytky barvícího roztoku (nejčastěji do druhého dne).

Tab. 2: Průměrná doba barvení u použitých enzymatických systémů.
Enzymatický
systém

Typ isozymu Průměrná doba barvení
(min)

6-PGDH Dimer 25
AAT Dimer 25
ADH Dimer 100
DIA Monomer 40

4.3.6 Vysušení a uchování gelů

Z opláchnutých gelů byly seříznuty zbytečné okraje. Každý gel byl ve vodě umístěn
mezi dva listy celofánu, které byly napnuty pomocí kolíčků na plastový rámeček tak, aby
nikde nebyla vzduchová bublina. Po okapání vody byly rámečky připnuty na pevnou pod-
ložku, aby se vysychající celofán nezkroutil. Gely v celofánu byly sušeny na vzduchu min-
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imálně 24 hodin a poté byl vysušený gel vyjmut z rámečků a celofán zkrácen. Gely byly
popsány, naskenovány a uschovány mezi knihy, aby se nezkroutily.

4.3.7 Vyhodnocení gelů

Ve všech zkoumaných enzymových systémech byl hodnocen pouze jeden lokus. Dva
lokusy byly detekovány pouze u systému AAT, ovšem jeden z lokusů nebyl variabilní.
U tetraploidní Calamagrostis canescens byly zymogramy odečteny alelicky (Obr. 2). Odečí-
tání frekvencí alel druhu C. phragmitoides bylo komplikované. V některých případech
nebylo možné s jistotou určit správný poměr alel, protože zkoumané populace C. phrag-
mitoides byly okto- a dekaploidní a měly by tedy mít 8 a 10 alel. U populací C. phrag-
mitoides byla proto určena pouze přítomnost nebo nepřítomnost alel a jejich poměrné
zastoupení, které bylo zakódováno jako tetraploidní.

Na základě všech isozymových systémů byly určeny jednotlivé genotypy. Následně
byly pak vyhodnoceny počty genotypů v jednotlivých populacích a vzájemně srovnány
populace a druhy. V programu CANOCO 5.0 (Braak et Šmilauer, 2012) byla provedena
analýza hlavních koordinát (PCoA) založená na přítomnosti alel a matici frekvence alel
v jednotlivých enzymatických systémech u C. phragmitoides a C. canescens. Pro PCoA
přítomnosti alel bylo použito binární kódování a pro výpočet sekundární matice byla
použita Soerensenova vzdálenost. Pro PCoA frekvence alel byla každé alele přiřazena
hodnota vystihující její frekvenci, např. u AAAB dostala alela A hodnotu 3 a alela B hod-
notu 1. Hodnoty byly navíc zlogaritmovány (log10 x + 1), aby byl posílen vliv přítomnosti.
Pro výpočet sekundární matice byla použita Euklidovská vzdálenost.

Obr. 2: Ukázka vyhodnocování zymogramů v jednotlivých isozymových systémech (6-
PGDH – dimer, AAT – dimer, ADH – dimer, DIA – monomer).
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4. Materiál a metody 4.4. Sekvenování

4.4 Sekvenování

4.4.1 Sběr materiálu

K dispozici jsme měli 80 rostlin z agregátu C. purpurea (21 rostlin ze 12 populací
ze střední Evropy, 29 rostlin z 20 populací ze Skandinávie, 29 rostlin z 25 populací ze Sibiře
a 1 rostlinu z 1 populace ze Severní Ameriky) a 25 rostlin C. canescens (25 rostlin z 20 pop-
ulací ze střední Evropy a 2 rostliny z 1 populace ze Skandinávie – (Příloha I a II). Do něk-
terých analýz byly zahrnuty i sekvence dalších druhů, které připadají v úvahu jako poten-
ciální rodiče C. phragmitoides, nebo se u nich předpokládá hybridizace se studovanými
druhy (35 rostlin C. epigejos, 8 rostlin C. pseudophragmites, 7 rostlin C. stricta, 8 ros-
tlin C. arundinacea, 15 rostlin C. varia, 10 rostlin C. villosa a 1 rostlina C. ×strigosa)
(Příloha III).

Živý i herbářový materiál od jezera Bajkal byl přivezen Petrem Kouteckým (CBFS).
Další materiál ze Sibiře byl získán z herbářových položek zapůjčených z herbáře MU
v Brně (BRNU), dále byly využity sběry Alžběty Čejkové uložené v CBFS. Většina ma-
teriálu ze Skandinávie byla získána při mezioborové exkurzi do Skandinávie 2013. Část
materiálu ze Skandinávie nám byla poskytnuta Bohumilem Trávníčkem (herbář OL), něk-
teré rostliny byly nasbírány L. Ekrtem a J. Košnarem 2015.

4.4.2 Izolace DNA pomocí NaOH

Z připravených listů byla odebrána část (asi 10 x 5 mm) do eppendorfky 1,5 ml,
do které byly přidány tři wolframkarbidové kuličky. Eppendorfky se 3 min třepaly s frek-
vencí 30 s−1 v mlýnku Retsch MM400, poté byly krátce stočeny na stolní centrifuze,
aby se kousky vzorků dostaly ze stěn zkumavek. Do každého vzorku bylo přidáno 20 µl
0,5 M NaOH a zkumavky byly zamíchány. 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.

4.4.3 PCR, purifikace a příprava směsi na sekvenování

Pro sekvenování byly vybrány tři nekódující úseky chloroplatové DNA: psbA-trnHGUG,
psbK-trnSGCU, rpl32F-trnLAUGR (Tab. 3), které byly s úspěchem použity v minulosti
(Schaabová, 2013). Z důvodu častých problémů s amplifikací v úseku rpl32F-trnLAUGR
u vzorků z herbářového materiálu byl navržen nový forward primer pomocí programu
Primer 3 verze 0.4.0 s defaultním nastavením (Koressaar et Remm, 2007; Untergasser
et al., 2012). Takto upravený primer označuji rpl32FCal. Dále byl sekvenován jeden úsek
jaderné DNA (ITS1P-ITS4).
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PCR reakce probíhaly v objemu 10 µl a jejich složení 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 probíhala v termocycleru Biometra T3000 a
BIOER XP. Reakční podmínky pro jednotlivé primery jsou shrnuty v Tab. 4 a Tab. 5
(reakční podmínky pro rpl32F-trnLAUGR a rpl32FCal-trnLAUG se nelišily).

Tab. 3: Použité primery.
Název primeru Primerová sekvence úseku 5´-3´ Citace
psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al., 1997
trnHGUG CGCGCATGGATTCACAATCC Sang et al., 1997
psbK TGTTTGGCAAGCTGCTGTAA Ebert et Peakall, 2009
trnSGCU GGGTTCGAATCCCTCTCTTT Ebert et Peakall, 2009
rpl32F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC Shaw et al., 2007
rpl32FCal GGGCAACAACAACAAACAAA -
trnLAUG CTGCTTCTTAAGAGCAGCGT Shaw et al., 2007
ITS1P CTTTATCATTTAGAGGAAGAAAG Selosse et al., 2002
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990

Úspěšnost PCR byla ověřena pomocí elektroforézy. Byly smíchány vždy 2 µl PCR pro-
duktu s 0,8 µl GEL RED fluorescenčního barviva. Tato směs byla spolu s ladderem (100 bp)
na 1,5% agarózový gel v pufru TBE. Elektroforéza probíhala při 120 V a výsledek byl
vyfocen v UV světle pomocí programu Scion VisiCapture.

PCR produkty byly přečištěny ExoSapem. Bylo vždy smícháno 1,5 µl ExoSapu s 5 µl
PCR produktu. Vzorky byly krátce stočeny stolní centrifugou, zvortexovány a vloženy
do cycleru na cyklus EXOSAP (15 min 37°C, 15 min 85°C).

Poté byla připravena sekvenační 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 sekve-
naci. V případě nečitelného začátku sekvence byl vzorek sekvenován reverzním primerem.

Získané sekvence byly zpracovány v programech BioEdit 7.1.11 (Hall, 1999) a Geneious,
verze 9.0.4 (Kearse et al., 2012). Alignment celého souboru sekvencí byl proveden v pro-
gramu Mafft version 7 (Katoh et Standley, 2013) za těchto nastavení: algoritmus hledání
alignmentu GINS-i, skórovací matice pro nukleotidové sekvence 1PAM k = 2, postih
za otevření gapu = 1. Idely byly zakódovány v programu SeqState version 1.4.1 (Müller,
2005) metodou Simple coding (Simmons et Ochoterena, 2000). Poté byly ručně zakó-
dovány jako nukleotidy A/C. Vytvořené alignmenty jednotlivých úseků byly spojeny
v programu FaBox (Villesen, 2007) a převedeny do formátu nexus vhodného pro pro-
gram PopART 1.7 (Leigh et Bryant, 2015). V programu PopART byla metodou TCS
Networks (Clement et al., 2002) vytvořena haplotypová síť pro úseky cpDNA.
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Tab. 4: Reakční podmínky pro jednotlivé použité amplifikované úseky.
Úsek cpDNA Teplota (°C) Doba trvání (s) Počet opakování

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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Tab. 5: Reakční podmínky pro použitý jaderný úsek DNA.
Úsek nDNA Teplota (°C) Doba trvání (s) Počet opakování

ITS1P-ITS4

95 180 -
95 30

4550 30
72 60
72 600 -

4.5 Klonování

Z důvodu amplifikačních problémů (přítomnost paralogů) v sekvencích ITS bylo nutné
některé vzorky klonovat (7 vzorků). Klonování je genetická metoda, pomocí které lze
vytvořit rekombinantní molekula vnesením fragmentu DNA do vektoru (plazmidu). Ne-
jprve bylo nutné amplifikovat úsek DNA, který bude klonován. Byly testovány 2 poly-
merázy s minimální chybovostí (ExTaq a OneTaq), ze kterých byla vybrána ta úspěšnější.
Byl namíchán PCR mix s OneTaq polymerázou: 3,4 µl PCR vody, 0,6 µl 5 pmol ITS1P
primeru, 0,6 µl 5 pmol ITS4 primeru a 5 µl Master Mixu s OneTaq polymerázou. Reakční
podmínky PCR jsou uvedeny v Tab. 6. PCR probíhala v termocycleru Biometra T3000.

Tab. 6: Reakční podmínky pro klonovaný jaderný úsek s OneTaq polymerázou.
Úsek nDNA Teplota (°C) Doba trvání (s) Počet opakování

ITS1P-ITS4

95 180 -
95 30

3550 30
68 105
68 600 -

Pro další postup bylo potřeba získat čistý PCR produkt. Bylo smícháno vždy 6 µl PCR
produktu s 2 µl směsi Loading Dye + Sybr Green (nanášecí pufr s barvivem). Po 10 min
inkubaci byla tato směs nanesena na 1,5 % gel low-melting agarózy v 1x TAE pufru.
Elektroforéza byla spuštěna na 60 V. Na modrém světle byly za pomocí skalpelu vyřezány
cílové proužky PCR produktu a přemístěny do 0,5 ml zkumavek.

Potom bylo potřeba PCR produkt extrahovat z gelu a ligovat. Zkumavky byly inkubo-
vány v termobloku 10 min při 65 °C. Ve flow boxu byla připravena směs „melted gel
mixture”do nových 0,5 ml zkumavek: 1,75 µl sterilní vody, 0,25 µl pGEM-T Easy Vec-
tor (Promega) a 0,25 µl roztavené agarózy s PCR produktem. Směs byla promíchána
a inkubována dalších 10 min při 65 °C. Do sterilní zkumavky byla připravena ligační směs
(17,5 µl 2x ligačního pufru, 1,75 µl T4 ligázy pro 7 vzorků), která byla rozpipetována
po 2,5 µl do stripu. K ligační směsi bylo přidáno 2,5 µl „melted gel mixture“. Po nabrání
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vzorku do špičky pipety je nutné asi 3 sekundy počkat na ochladnutí vzorky, aby nebyla
poškozena T4 ligáza. Po promíchání byla spuštěna ligace v termocycleru Biometra T3000:
14 hod při 16°C.

Následně byla provedena transformace našeho úseku do bakterie. Zkumavky se vzorky
byly umístěny na 15 min do 65°C do termobloku, poté byly naředěny 20 µl sterilní vody,
aby se zabránilo gelovatění vzorku. Do nových 1,5 ml zkumavek bylo smícháno 40 µl
kompetentních buněk E. coli (kmen K12, mod. DHα) a 10 µl ligační směsi. Vzorky byly
lehce proklepány, krátce stočeny na stolní centrifuze a inkubovány 20 min na ledu, aby
došlo ke stabilizaci směsi. Následně byla provedena transformace teplotním šokem: vzorky
byly inkubovány 45 s při 42°C na termobloku a ihned umístěny na 2 min na led.

Potom bylo nutné bakterie kultivovat na médiu. Ke každému vzorku bylo přidáno
300 µl SOCmédia a zkumavky byly inkubovány ve vodorovné poloze v termomixeru 45 min
při 37°C, 150 rpm. Byly připraveny kultivační misky s LB/Amp: na každý vzorek bylo
do 250 ml tekutého LB média přidáno 250 µl zásobního roztoku Amp (0,1 g/ml) a médium
bylo nalito na misku. Ve sterilní zkumavce bylo smícháno 64 µl sacharidu X-Gal (12,5 mg/ml)
a 3,5 µl genového kofaktoru IPTG (240 mg/ml). Směs byla nanesena na povrch tuhého
média v misce a rovnoměrně rozetřena pomocí sterilní skleněné kličky. Stejným způsobem
byly připraveny další misky. Na každou misku bylo naneseno 200 µl suspenze kultury trans-
formovaných bakteriálních buněk a tato směs byla rovněž rozetřena. Mezi jednotlivými
vzorky byla klička sterilizována namočením do lihu a opálením nad kahanem. Misky obrá-
cené dnem vzhůru byly inkubovány přes noc v termostatu při 37°C.

Následující den byly vyhodnoceny kolonie. Pomocí sterilního párátka byly ve flow-
boxu odebrány vzorky bílých kolonií (u bíle zbarvených kolonií došlo k inzerci PCR pro-
duktu do plazmidu, zatímco u modrých ne) do stripů se 40 µl PCR vody. Stripy byly
inkubovány 5 min při 94°C v cycleru (program „Denatur”), aby se plazmidy uvolnily z bak-
terií. Potom byla připravena směs pro přímou PCR s primery, které nasedají na plazmid
v těsném okolí vkládaného inzertu: 3 µl PCR vody, 0,8 µl 5 pmol SP6 primeru, 0,8 µl 5 pmol
T7 primeru a 5 µl 2x Plain PP Master Mixu (Top-Bio). Do PCR směsi bylo přidáno 0,4 µl
vzorku denaturované DNA z bakterií. Vzorky byly vloženy termocycleru Biometra T3000
na program „SP6_T7” (Tab. 7).

Tab. 7: Reakční podmínky pro programu SP6_T7.
Úsek nDNA Teplota (°C) Doba trvání (s) Počet opakování

SP6-T7

94 180 -
94 30

4550 60
72 60
72 600 -

Výsledek PCR byl ověřen na 1,5% agarózovém gelu v 1x TBE pufru (2 µl PCR pro-
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duktu s 0,8 µl GELRED fluorescenčního barviva). Vzorky byly přečištěny na kolonkách
Invitek PCR Product Purification podle protokolu výrobce a připraveny na sekvenování
(viz protokol výše).

4.6 Vyřezávání PCR produktu z gelu

V některých případech (50 vzorků) měly PCR produkty v úseku ITS1P-ITS4 dva
proužky na gelu. Proto byly do těchto PCR produktů přidány 3 µl směsi LD+SG a
po 10 min inkubaci byla tato směs nanesena na 1,5% gel low-melting agarózy v 1x TAE
pufru. Elektroforéza byla spuštěna na 60 V. Na modrém světle byly za pomocí skalpelu
vyřezány cílové proužky PCR produktu a přemístěny do 0,5 ml zkumavek. Pomocí Gel
Extraction Spin Kit (JET QUICK) byl z gelu extrahován PCR produkt (podle protokolu
výrobce). Úspěšnost extrakce byla ověřena na 1,5% gelu v 1x TBE pufru (8 µl získaného
PCR produktu bylo smícháno s 2,5 µl GelRed barviva). Vzorky byly připraveny na sekve-
naci smícháním 1 µl primeru ITS1P (nebo reversního primeru ITS4) s 9 µl PCR pro-
duktu. Pokud byl začátek získané sekvence nečitelný, byla připravena nová sekvenační
směs s reverzním primerem.

26



5 Výsledky

5.1 Cytometrická analýza

Sebrané populace byly rozděleny na skupinu C. purpurea agg. a druh C. canescens
na základě morfologických znaků udávaných v literatuře (Tzvelev, 1965; Conert, 1989)
a naměřené ploidní úrovně.

U rostlin řazených ke skupině C. purpurea byly průtokovou cytometrií zjištěny hod-
noty odpovídající 3 různým ploidním úrovním: tetraploidní, oktoploidní a dekaploidní.
Tetraploidní úroveň byla zjištěna pouze na Sibiři. V Evropě je dominantní oktoploidní
úroveň, která byla zjištěna u 18-ti populací ve střední Evropě a 10-ti populací ve Skand-
inávii. Bylo zjištěno, že variabilita ve velikosti genomu středoevropských a skandinávských
oktoploidních populací se neliší (t = -1.905, df = 85, p = 0.0602) (Obr. 3).

V České republice byly objeveny dvě populace odpovídající dekaploidní úrovni. Ve-
dle již známé populace z lokality Štíty (Schaabová, 2013) je to další populace na okraji
Českomoravské vrchoviny v PP Hersica u Bedřichova v okrese Blansko. Ve Skandinávii
byla z 29 studovaných rostlin nalezena pouze jediná dekaploidní rostlina v populaci Lak-
shol na severu Norska. Další dvě rostliny z této populace byly normálně oktoploidní.

U všech studovaných populací C. canescens byla zjištěna velikost genomu odpovídající
tetraploidní úrovni. U druhu C. purpurea byla zjištěna menší mezipopulační variabilita
(5 %, Tab. 9) než u C. canescens (až 7 %, Tab 8).

Tab. 8: Poměrné charakteristiky cytometrického měření C. canescens pomocí DAPI a PI
(CV = koeficient variance píku).
Barvivo DAPI PI
Sample CV mean 2,35 3,30
Standard CV mean 1,69 2,94
Poměr min 0,59 0,82
Poměr průměr 0,61 0,84
Poměr max 0,63 0,87
Variabilita (%) 7,05 7,61
Mezipop. variabilita (%) 6,79 3,72
Počet měření 52 52
Počet populací 33 9
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Tab. 9: Poměrné charakteristiky cytometrického měření různých ploidií C. purpurea agg.
pomocí DAPI a PI (CV = koeficient variance píku).
Barvivo DAPI PI
Ploidie 4x 8x 10x 8x 10x
Sample CV mean 2.94 2.04 1.70 2.81 2.31
Standard CV mean 1.44 2.02 1.72 2.81 2.95
Poměr min 0.57 1.11 1.36 1.59 1.90
Poměr průměr 0.58 1.14 1.38 1.62 1.98
Poměr max 0.59 1.18 1.40 1.68 2.03
Variabilita (%) 4.67 5.96 2.98 6.04 6.66
Mezipop. variabilita (%) 4.67 4.99 1.93 2.24 4.32
Počet měření 5 87 12 45 16
Počet populací 5 28 3 7 3

Obr. 3: Srovnání poměru Calamagrostis/Pisum mezi evropskou C. canescens a třemi
ploidními úrovněmi C. purpurea agg. z různých regionů – tetraploidními rostli-
nami ze Sibiře, oktoploidními rostlinami ze Skandinávie, České a Slovenské repub-
liky a dekaploidními rostlinami ze Skandinávie, České a Slovenské republiky (měřeno
na DAPI).
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Pro C. canescens a dvě ploidie C. purpurea agg. byl z výsledků měření spočítán
„dye factor” (DF), obsah AT/CG bazí a průměrná velikost genomu (Tab. 10, Obr. 4).
Bylo zjištěno, že změřené rostliny C. canescens (středoevropské a skandinávské) mají
průměrnou velikost genomu 7,67 pg, oktoploidní rostliny C. purpurea agg. (asijské a evrop-
ské) mají průměrnou velikost genomu 14,73 pg a evropské dekaploidní rostliny 18,18 pg.
Dále bylo zjištěno, že C. canescens nemá výrazně vyšší obsah AT bazí (55,5 %) ve srovnání
s oběma ploidními úrovni C. purpurea agg. (55,0 % a 54,8 %). Tyto výsledky odpovídají
výsledkům Schaabové (2013).

Tab. 10: Vypočítané hodnoty „dye factor ” (DF), obsah AT/CG bazí a průměrná velikost
genomu C. canescens a dvou ploidií C. purpurea agg.

DF AT (%) CG (%) Průměrná velikost
genomu (pg)

C. canescens 0,726 55,513 44,487 7,67
C. purpurea agg. (8x) 0,705 55,003 44,997 14,73
C. purpurea agg. (10x) 0,696 54,778 45,222 18,18

Obr. 4: Variabilita ve velikosti genomu C. canescens a dvou ploidií C. purpurea agg.

Z průměrné velikosti genomu byla spočítána Cx-hodnota C. purpurea agg. (velikost
jedné chromozomé sádky): 1.84 pg pro oktoploidní úroveň. Za předpokladu, že vyšší
ploidní úroveň je dekaploidní, Cx-hodnoty jsou totožné. Pro C. canescens byla spočítána
Cx-hodnota 1.92 pg.
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Obr. 5: Histogram fluorescence jader dekaploidní C. purpurea agg. a interního stan-
dardu Pisum sativum barvených DAPI (lokalita Štíty, 3 rostliny).

Obr. 6: Histogram fluorescence jader dekaploidní C. purpurea agg. a interního stan-
dardu Pisum sativum barvených PI (lokalita Hersica).
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Obr. 7: Histogram fluorescence jader tetraploidní C. purpurea agg. a interního stan-
dardu Pisum sativum DAPI (lokalita Sibiř, Uljon-hory, 8 rostlin).

Obr. 8: Histogram fluorescence jader tetraploidní C. canescens, okto- a dekaploidní C. pur-
purea agg. a interního standardu Pisum sativum barvených DAPI (lokality Sláma –
C. canescens, Řeřišný – C. purpurea 8x, Štíty – C. purpurea 10x).
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5.2 Morfometrická analýza

Analýza hlavních komponent ukázala, že druhy C. canescens a C. phragmitoides se
soustředily na různých stranách diagramu podél první kanonické osy (Obr. 9). První dvě
kanonické osy vysvětlují 46,13 % a 22,68 % celkové variability. S první osou jsou ko-
relovány znaky délka listu 1 a 2, délka laty, délka prostřední a nejspodnější větve laty.
S druhou osou částečně korelují poměry délka/šířka listu 1 a 2, nebo počet kolének.

Analýza dvou ploidií druhu C. phragmitoides ukázala, že tento druh je morfologicky
homogenní (Obr. 10). Dekaploidní populace Štíty se nachází v okrajové části morfologické
variability oktoploidních populací. První dvě kanonické osy vysvětlují 31,32 % a 28,56 %
celkové variability.

Obr. 9: Analýza hlavních komponent (PCA) druhů C. canescens a C. phragmitoides. První
dvě kanonické osy vysvětlují 46,13 % a 22,68 % celkové variability mezi druhy.
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Obr. 10: Analýza hlavních komponent (PCA) dvou ploidií druhu C. phragmitoides. Dvě
kanonické osy vysvětlují 31,32 % a 28,56 % celkové variability.

Lineární diskriminační analýza potvrdila některé v minulosti uváděné znaky, které
nejlépe odlišují druhy C. canescens a C. phragmitoides (Schaabová, 2013). Jsou to délka
jazýčku listu 1 a 2 (Tab. 11). Diskriminační analýza obou ploidií C. phragmitoides ukázala,
že se ploidní úrovně liší šířkou druhého nejhořejšího listu (SLIST2), délkou laty (LATA),
počtem kolének (KOL), délkou jazýčku nejhořejšího listu (JAZ1) a červeným zbarvením
laty (CERV.hodne) (Tab. 12). Příspěvek některých znaků (délka nejdelší větvičky z ne-
jspodněji rostoucích na latě KVET_D, délka nejdelší větvičky vyrůstající mírně pod stře-
dem laty KVET_U) k rozlišení obou ploidií je omezen v případě výběru forward selection.

Provedené analýzy odhalily rozdíly mezi druhy C. canescens a C. phragmitoides.
C. canescens se větví častěji než C. phragmitoides (Tab. 13). Poměrné zastoupení větvících
se rostlin bylo u dekaploidní populace C. phragmitoides nejmenší ze všech zkoumaných
skupin. Na čepeli listu převažují u C. canescens husté chlupy, zatímco u zkoumaných
populací C. phragmitoides byly přítomny především krátké chlupy (u dekaploidní popu-
lace 9 z 10 rostlin). Oba druhy mají stéblo bez červeného zbarvení (10x C. phragmitoides
obzvlášť), ale u C. canescens má necelá čtvrtina měřených rostlin (58 rostlin) hodně
červené stéblo.
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Tab. 11: Morfologické znaky C. phragmitoides a C. canescens vybrané forward selection,
jejich kondicionální a marginální efekty a korelace s diskriminační osou (LDA).

Kondicionální efekty CorE
score

Marginální efekty

Znaky Variabi-
lita (%)

pseudo-
F

P Osa 1 Variabi-
lita (%)

pseudo-
F

P

LogJAZ1 89,6 852 0,001 0,8585 73,7 852 0,001
VETV 2,5 25,6 0,001 -0,3112 2,1 25,6 0,001
LogJAZ2 2,5 27,9 0,001 0,7893 2 27,9 0,001
LogSLIST1 1,4 16,1 0,001 0,476 1,1 16,1 0,001
CERV.hodne 1,1 14 0,001 -0,1624 0,9 14 0,001
CHLUP.kratke 1 12,2 0,002 - 0,8 12,2 0,002
DLIST_1 0,6 7,1 0,010 0,7141 0,5 7,1 0,010
KVET_D 0,3 4,5 0,031 - 0,3 4,5 0,031
D/SLIST_1 0,3 n.s. n.s. - 0,2 3,4 0,065
CERV.malo 0,1 n.s. n.s. 0,0444 0,1 1,6 n.s.
CERV.zadne 0,1 n.s. n.s. 0,1022 0,1 1,6 n.s.
CHLUP.huste 0,1 n.s. n.s. - <0.1 1,4 n.s.
LogSLIST2 <0.1 n.s. n.s. - <0.1 1,1 0,319
KVET_U <0.1 n.s. n.s. - <0.1 0,2 0,623

Pozn.: n.s. = not significant
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Tab. 12: Morfologické znaky C. phragmitoides a C. canescens testované forward selection,
jejich kondicionální a marginální efekty a korelace s osou lineární diskriminační analýzy
(LDA). Morfologické znaky odlišující oktoploidní a dekaploidní rostliny C. phragmitoides
vybrané forward selection, jejich kondicionální a marginální efekty a korelace s kanon-
ickou osou lineární diskriminační analýzy (LDA).

Kondicionální efekty CorE
score

Marginální efekty

Znaky Variabi-
lita (%)

pseudo-
F

P Osa 1 Variabi-
lita (%)

pseudo-
F

P

LogSLIST2 34,9 24,6 0,001 0,4026 34,9 24,6 0,001
LATA 19,8 15,5 0,001 0,3466 25,9 17,3 0,001
KoL 12,2 10,2 0,003 0,2797 16,8 10,8 0,006
LogJAZ1 9,2 8,2 0,006 -0,0878 1,7 1 0,345
CERV.hodne 9,4 8,9 0,004 -0,1002 2,2 1,3 0,385
KVET_D 4,8 4,6 0,031 - 27,5 18,6 0,001
VETV 3,8 3,7 0,065 - 2,7 1,6 0,345
LogSLIST1 1,7 1,7 0,198 - 10,2 6,3 0,014
LogJAZ2 2,6 2,6 0,12 - 1,5 0,9 0,347
CHLUP.huste 0,4 0,4 0,483 - 1,5 0,9 0,613
KVET_U 0,4 0,4 0,475 - 27,9 18,9 0,001
DLIST_1 0,4 0,4 0,536 - 1,3 0,8 0,415
DLIST_2 0,4 0,4 0,53 - 7,9 4,9 0,032
CHLUP.kratke - n.s. n.s. - 2,4 1,5 0,29
CERV.zadne - n.s. n.s. 0,1065 2,4 1,5 0,285
CHLUP.ridke - n.s. n.s. - 0,8 0,5 0,668
CERV.malo - n.s. n.s. -0,0403 0,4 0,2 1

Pozn.: n.s. = not significant
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V počtu kolének se C. phragmitoides a C. canescens neliší (Tab. 14 a 15). Z ostat-
ních měřených znaků vyplývá, že rostliny C. canescens jsou celkově menší – ať už se
jedná o délku laty a jejích částí, délku a šířku obou horních listů, nebo délku jazýčků
obou horních listů. Rostliny z dekaploidní populace Štíty jsou oproti oktoploidním ros-
tlinám C. phragmitoides mohutnější – všechny měřené znaky mají vyšší hodnoty. Dokonce
mají o jedno kolénko na stéble více (Tab. 16).

Tab. 13: Počty rostlin C. canescens a C. phragmitoides s určitým typem morfologického
znaku.

Znaky C. canescens
(4x)

C. phragmi-
toides
(8x)

C. phragmi-
toides
(10x)

Větví se 237 127 6
Nevětví se 4 33 4
Krátké chlupy 28 106 9
Řídké chlupy 43 33 1
Husté chlupy 171 21 0
Žádné zbarvení 145 110 9
Málo červené 39 29 1
Hodně červené 58 21 0
Celkem jedinců 242 160 10

Tab. 14: Změřené hodnoty morfologických znaků tetraploidních populací C. canescens
(kromě počtu kolének jsou všechny znaky v mm).

Znaky Průměr
Std.
Error
of mean

Mini-
mum

Maxi-
mum

KoL 6 0,06 4 8
LATA 175 2,01 90 258
KVET_D 66 0,95 22 113
KVET_U 57 0,76 25 99
DLIST_1 172 3,35 55 318
SLIST_1 3 0,08 1 8
DLIST_2 237 3,69 84 429
SLIST_2 5 0,10 2 11
JAZ1 4 0,08 1 8
JAZ2 3 0,07 1 8
D/SLIST_1 55 1,14 17 123
D/SLIST_2 51 1,34 14 163
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Tab. 15: Změřené hodnoty morfologických znaků oktoploidních populací C. phragmitoides
(kromě počtu kolének jsou všechny znaky v mm).

Znaky Průměr
Std.
Error
of mean

Mini-
mum

Maxi-
mum

KoL 6 0,06 4 7
LATA 210 2,67 121 317
KVET_D 76 1,32 30 116
KVET_U 70 0,93 40 97
DLIST_1 265 3,98 164 380
SLIST_1 5 0,13 2 9
DLIST_2 312 4,26 195 432
SLIST_2 6 0,15 2 11
JAZ1 11 0,26 4 18
JAZ2 8 0,25 3 16
D/SLIST_1 61 1,64 27 121
D/SLIST_2 58 1,73 26 127

Tab. 16: Změřené hodnoty morfologických znaků dekaploidních populací C. phragmitoides
(kromě počtu kolének jsou všechny znaky v mm).

Znaky Průměr
Std.
Error
of mean

Mini-
mum

Maxi-
mum

KoL 7 0,33 5 8
LATA 263 9,88 211 309
KVET_D 100 4,55 73 118
KVET_U 88 5,37 68 111
DLIST_1 282 13,22 222 330
SLIST_1 6 0,81 3 12
DLIST_2 351 7,03 321 385
SLIST_2 10 0,50 9 14
JAZ1 9 0,80 6 13
JAZ2 7 0,80 4 11
D/SLIST_1 47 4,87 28 70
D/SLIST_2 35 1,68 24 43
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5.3 Isozymová analýza

Isozymová analýza zjistila u C. phragmitoides 7 isozymových genotypů a u C. canescens
18 genotypů (Příloha tab. IV a V). Většina genotypů C. phragmitoides se lišila poměrným
zastoupením alel, zatímco většina genotypů C. canescens se lišila přítomností alel (11 geno-
typů). C. canescens měla pouze ve dvou isozymových systémech (AAT, DIA) víc alel než
C. phragmitoides.

Zkoumané populace C. phragmitoides se skládaly z 1-3 genotypů, zatímco zkoumané
populace C. canescens měly 1–7 genotypů (Tab. 17). Nejvíc genotypů bylo zjištěno u C. ca-
nescens na lokalitě Břehyně (BREHC) na Českolipsku. Tato populace má unikátní alelu F
v systému DIA.

Analýza hlavních koordinát (PCoA) založená na matici přítomnosti alel ukazuje rozdě-
lení C. phragmitoides a C. canescens podél první osy (Obr. 11). První dvě osy vysvětlují
60.91 % a 13.77 % celkové variability. C. canescens má zřetelně větší vnitropopulační
a mezipopulační genotypovou variabilitu, zatímco 4 populace C. phragmitoides mají po-
dle přítomnosti alel jednotný genotyp a odlišují se populace Plánička (PLANIPH) a Štíty
(STITPH), které mají unikátní alelu E v systému ADH. Populace Štíty má navíc unikátní
alelu A v systému DIA. C. canescens se odlišuje od C. phragmitoides alelou D v sys-
tému ADH (C. phragmitoides má alelu C). V systému AAT je pro jednu populaci C. canes-
cens (STONC) unikátní alela A (Tab. 17).

Odlišení druhů ukazuje i analýza hlavních koordinát (PCoA) založená na frekvenci alel
v jednotlivých enzymatických systémech (Obr. 12 a Obr. 13). Pokud se rozlišují genotypy
na základě frekvence alel, variabilita obou druhů se jeví jako větší. Nárůst variability
s frekvencí alel je patrný především v populacích KRLEPH a BOROPH.

Tab. 17: Počet genotypů a přítomnost alel v jednotlivých populacích C. phragmitoides
a C. canescens. Vzácné alely omezené maximálně na dvě populace jsou zvýrazněny.

Druh Ploidie Populace Počet Přítomnost alel
genotypů AAT ADH DIA 6-PGDH

C. phragmit. 10x STITPH 1 BC ABCE ABE AB
C. phragmit. 8x KRLEPH 3 BC ABC BCE AB
C. phragmit. 8x STONPH 1 BC ABC BCE AB
C. phragmit. 8x BOROPH 2 BC ABC BCE AB
C. phragmit. 8x PLANIPH 1 BC ABCE BCE AB
C. canescens 4x KRLEC 3 BC ABD CE AB
C. canescens 4x BREHC 7 BC ABD BCEF AB
C. canescens 4x STONC 3 ABC ABD CE AB
C. canescens 4x HOSTC 1 BC ABD CDE A
C. canescens 4x HSTUC 6 BC ABD CDE AB
C. canescens 4x BOROC 1 BC ABD CE AB
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Obr. 11: Analýza hlavních koordinát (PCoA) – isozymové genotypy C. canescens
a C. phragmitoides na základě přítomnosti alel (kódováno 0/1). Šipky ukazují na genotypy,
které sdílí více populací. První dvě kanonické osy vysvětlují 60.91 % a 13.77 % celkové
variability.

Obr. 12: Analýza hlavních koordinát (PCoA) založená na matici frekvencí alel
C. canescens jednotlivých isozymových systémů. Šipky ukazují na genotypy, které sdílí
více populací. Dvě kanonické osy vysvětlují 36.40 % a 24.36 % celkové variability.
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Obr. 13: Analýza hlavních koordinát (PCoA) založená na matici frekvencí alel C. phrag-
mitoides jednotlivých isozymových systémů. Šipky ukazují na genotypy, které sdílí více
populací. Dvě kanonické osy vysvětlují 66.60 % a 20.44 % celkové variability.
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5.4 Sekvenování

5.4.1 Chloroplastové úseky

Vzhledem k obtížím při sekvenování úseku rpl32-trnL bylo provedeno několik analýz.
Nejvíce rostlin (25 rostlin C. canescens a 80 rostlin C. purpurea agg. – 21 ze střední
Evropy, 29 ze Skandinávie, 29 z Asie a 1 ze Severní Ameriky) bylo zařazeno do společné
analýzy chloroplastových úseků psbA-trnH (délka zalignovaného úseku byla 594 bází)
a psbK-trnS (délka zalignovaného úseku byla 577 bází). Tato analýza odhalila ve skupině
C. purpurea agg. 2 velmi blízké haplotypy. Dominantní haplotyp Pur1 byl zaznamenán
u drtivé většiny rostlin z Evropy, Asie i u jediné rostliny ze Severní Ameriky. Druhý hap-
lotyp (Pur) lišící se pouze dvěma bázemi byl zaznamenán pouze u 3 rostlin ze 2 populací
u jezera Bajkal (Obr. 14 a Obr. 15). Přičemž v jedné z těchto populací byl zaznamenán
i haplotyp Pur1.

U druhu C. canescens byla zjištěna podstatně vyšší variabilita v chloroplastové DNA.
Na území střední Evropy byly zjištěny 4 haplotypy (CAN 1–4) lišící se jednou nebo dvěma
substitucemi (Obr. 16). Dominantní haplotyp byl také zjištěn u rostlin ze Skandinávie.

V oblasti řeky Leny byl u rostlin morfologicky podobných C. purpurea zjištěn haplo-
typ (X1) blízký haplotypům C. canescens (Obr. 15).

Obr. 14: Haplotypová síť (úseky psbA-rnHGUG a psbK-trnSGCU) sekvenovaných populací
C. purpurea agg. a C. canescens.
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Obr. 15: Výskyt zjištěných haplotypů cpDNA (psbA-trnH+ psbK-trnS) v populacích
C. purpurea agg. (PUR 1–2, X1) a C. canescens (CAN 1–4).

Obr. 16: Výskyt zjištěných haplotypů cpDNA (psbA-trnH+ psbK-trnS) v populacích
C. purpurea agg. (PUR 1) a C. canescens (CAN 1–4).
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Do další analýzy těchto dvou úseků byly zahrnuty i sekvence dalších druhů, které
přicházejí v úvahu jako potenciální rodiče námi studované C. phragmitoides (patřící
do agregátu C. purpurea), nebo se předpokládá existence možných hybridů se studovanými
druhy (bylo použito 35 rostlin C. epigejos, 8 rostlin C. pseudophragmites, 7 rostlin C. stricta,
8 rostlin C. arundinacea, 15 rostlin C. varia, 10 rostlin C. villosa a 1 rostlina C. ×strigosa).
Výsledná haplotypová síť poměrně dobře ukazuje odlišení na několik skupin (Obr. 17).
Hlavní dva haplotypy C. phragmitoides se zdají být téměř unikátní. Byly zjištěny pouze
u dvou dalších rostlin. Jedna rostlina z Asie morfologicky odpovídala C. stricta a druhá
ze Skandinávie, která byla morfologicky určena jako C. ×strigosa (= C. epigejos × stricta).
Třetí haplotyp zaznamenaný v Asii, blízký C. canescens je opět sdílen s druhem C. stricta.

Haplotypy C. stricta jsou blízké haplotypům C. canescens, které jsou převážně sdíleny
s C. villosa (Obr. 17).

C. epigejos patří do další skupiny haplotypů, které sdílí s C. pseudophragmites. Do této
skupiny se přimíchávají i C. varia a C. arundinacea. C. epigejos je poměrně geneticky
vzdálená od C. phragmitoides i C. canescens.

Obr. 17: Haplotypová síť (úseky psbA-trnH a psbK-trnS) sekvenovaných populací C. pur-
purea agg., C. canescens a sekvenovaných populací zájmových taxonů.

Všechny 3 úseky chloroplastové DNA (psbA-trnH, psbK-trnS, rpl32-trnL) byly os-
ekvenovány u 18 rostlin C. canescens a 38 rostlin C. purpurea agg. Délka zalignovaného
úseku rpl32-trnL byla 539 bází. Po přidání třetího úseku cpDNA do analýzy nepřibyly
další haplotypy C. canescens (Obr. 18). U C. purpurea přibyl jeden haplotyp s osmi-
bázovým indelem, který je omezen pouze na dekaploidní rostliny, pro které je unikátní
nehledě na region (Skandinávie, nebo střední Evropa, Obr. 19).
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Obr. 18: Haplotypová síť (úseky psbA-trnH, psbK-trnS, rpl32-trnL) sekvenovaných pop-
ulací C. purpurea agg. a C. canescens. Jednotlivé ploidní úrovně jsou vyznačeny barevně.

5.4.2 Jaderný úsek (ITS)

Získané ITS sekvence obsahovaly četné paralogy a byly přímo čitelné jen v něk-
terých případech. U několika málo rostlin byly tedy sekvence klonovány. Z různých druhů
a z klonovaných sekvencí bylo získáno 12 čistých sekvencí (délka zalignovaného úseku
ITS1P-ITS4 byla 579 bází). Přes tyto potíže se ukázalo, že se vymezily dvě jasné skupiny.
C. phragmitoides, C. canescens, C. canadensis a C. villosa patří do první skupiny, za-
tímco C. epigejos, C. varia a C. pseudophragmites patří do druhé skupiny (Obr. 20).
Tyto výsledky podpořila také výsledná ribotypová síť (Obr. 21).

Když do analýzy zahrneme i další sekvence se zjevnými paralogy – degenerovanými
bázemi (106 sekvencí), je celkem patrné, že obě skupiny se stále separují (Obr. 22). V rámci
těchto skupin však došlo ke spojení v důsledku degenerovaných bází.
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Obr. 19: Výskyt zjištěných ploidních úrovní v populacích C. purpurea agg. (PUR 1),
ze kterých byly získány sekvence. Otazník značí sekvenované populace, u kterých nebyla
změřena ploidie.

Obr. 20: Nalezené ribotypy v úseku ITS1P-ITS4.
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Obr. 21: Ribotypová síť (úsek ITS1P-ITS4) C. purpurea agg. a dalších druhů rodu Cala-
magrostis z přímých sekvencí bez zřetelné přítomnosti paralogů a klonovaných sekvencí.
Jednotlivé druhy a skupiny jsou vyznačeny barevně. Zahrnuty jsou i sekvence s degen-
erovanými bazemi. Jednotlivé druhy a skupiny jsou vyznačeny barevně.

Obr. 22: Ribotypová síť (úsek ITS1P-ITS4) C. purpurea agg. a dalších druhů rodu Cala-
magrostis z přímých i klonovaných sekvencí. Zahrnuty jsou i sekvence s jasnými paralogy,
a tedy degenerovanými bázemi. Jednotlivé druhy a skupiny jsou vyznačeny barevně.
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6 Diskuze

6.1 Agregát C. purpurea

V literatuře je pro agregát Calamagrostis purpurea uváděna značná variabilita v ploidní
úrovni i počtu chromosomů (Mitchell, 1968; Tzvelev, 1965). Chromosomové počty uváděné
pro evropské rostliny C. phragmitoides (Conert, 1989) jsou z velké části založeny na úda-
jích Nygrena. Uváděné hodnoty jsou 56–91 (Nygren, 1946). Na území Evropy však jed-
noznačně převládají oktoploidní populace, kterým odpovídá počet chromosomů 56. Velmi
vzácná je úroveň dekaploidní odpovídající 2n=70. Zdá se velmi pravděpodobné, že vari-
abilita v počtu chromosomů v přírodních populacích není tedy tak velká a výskyt aneu-
ploidních rostlin, které se uvádějí v literatuře, je mimořádně vzácný. Nelze vyloučit, že se
tyto údaje (56–91) vztahují především na rostliny získané umělou hybridizací mezi druhy
C. canescens a C. epigejos (Nygren, 1946).

O situaci mimo území Evropy lze na základě našich dat jen těžko dělat závěry, protože
množství zkoumaných populací je velmi malé a lokálně omezené. Ovšem je třeba zmínit,
že v okolí jezera Bajkal byly zjištěny pouze tetraploidní populace (2n=28).

Většina taxonů C. purpurea agg. jsou morfologicky podobné typy, u kterých dosud
nebyly s výjimkou isozymů zkoumány molekulární markery. Zjistili jsme, že všechny zk-
oumané dekaploidní populace C. purpurea agg. se od oktoploidních populací liší indelem
v úseku rpl32-trnL. Protože všechny dosud zkoumané dekaploidní rostliny sdílí tento
unikátní haplotyp, lze předpokládat, že mají společný původ nezávislý na vzniku ok-
toploidních populací. Tato ploidní úroveň se zdá být na území Evropy velmi vzácná.
Tetraploidní populace C. purpurea agg. ze Sibiře mají jeden unikátní haplotyp a další
haplotyp částečně sdílejí s oktoploidními populacemi. Vzhledem k výsledkům cytometrick-
ého měření lze předpokládat, že se tetraploidi v Evropě nevyskytují a nejsou ani udávány
v literatuře (Conert, 1989). Vzhledem k dosud zjištěné variabilitě a variabilitě uváděné
na Sibiři se zdá zatím vhodnější neodlišovat Evropské rostliny od Sibiřských. Minimálně
ne na druhové úrovni a do doby než bude dostatečně známa distribuce cytotypů napříč
celou Eurasií.

Hybridizace je u třtin často uváděným jevem. Známá je např. C. ×strigosa (hy-
brid C. stricta s C. epigejos), běžně je udávána C. ×acutiflora (hybrid C. arundinacea
s C. epigejos), a také hybridizace mezi nepříliš podobnými druhy – např. C. ×gracilescens
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(hybrid C. canescens a C. stricta), C. hartmaniana (C. arundinacea a C. canescens
a mnohé další (Conert 1989). Analýza haplotypů potvrzuje, že hybridizace hraje naopak
významnější roli ve skupině C. arundinacea, C. varia a C. epigejos, případně u C. pseu-
dophragmites. Vznik evropských rostlin C. purpurea je rovněž tradičně vysvětlován také
hybridizací, a to C. canescens s některým z dalších druhů (Scholz, 1971).

Zjištěné údaje však poněkud mění tradiční pohled na míru hybridizace v tomto agregátu.
Detekované haplotypy cpDNA ukazují, že hybridizace ve skupině C. purpurea nebude příliš
běžným jevem a ani v minulosti tomu tak spíše nebylo. Ve skupině C. purpurea agg. by
potenciálně mohla vzácně probíhat hybridizace s C. stricta, čemuž napovídá společný hap-
lotyp několika rostlin C. purpurea agg. a C. stricta na Sibiři. Navíc dominantní haplotyp
C. purpurea agg. byl zjištěn také u rostlin C. stricta a C. ×strigosa.

Zajímavým výsledkem je sdílení haplotypů C. canescens a C. villosa. I když jsou u C. vil-
losa uváděny různé chromozomové počty (Conert, 1989), je velmi pravděpodobné, že
zcela převažujícím nebo dokonce výhradním cytotypem C. villosa jsou dekaploidi (2n=70;
Krahulcová, 2003; naše nepublikované analýzy). Vzhledem k této skutečnosti a předpoklá-
dané alespoň částečné mezi-ploidní bariéře lze spíše spekulovat, že sdílení haplotypů mezi
druhy C. canescens a C. villosa lze spíše vysvětlit jako důsledek dávného vzniku C. vil-
losa za účasti C. canescens jako mateřské rostliny než jako indikátor nějaké recentnější
hybridizace mezi těmito druhy (Krahulcová, 2003).

Naše data jednoznačně vylučují teoretický vznik C. phragmitoides hybridizací C. canes-
cens s C. epigejos jak byl formulován především na základě morfologického srovnání (Ny-
gren, 1946; Scholz, 1971; Tzvelev, 1965). C. phragmitoides má převažující haplotypy, které
nejsou blízce příbuzné se zjištěnými haplotypy C. canescens ani C. epigejos. Ani jeden
z těchto druhů nemůže být proto mateřskou rostlinou. Calamagrostis epigejos navíc nes-
dílí s C. purpurea ani žádné charakteristiky v jaderné DNA, takže nelze předpokládat její
podíl ani na základě tohoto markeru. Naopak, ITS ribotypy C. canescens a C. purpurea
jsou velmi blízké a navíc se zdá, že se v některých populacích především C. purpurea kom-
binují. Ani vyšší ploidní úroveň evropských rostlin C. purpurea neříká nic o vztahu tohoto
druhu k C. canescens. Na Sibiři se vyskytuje stejná ploidní úroveň C. purpurea agg. jako
má C. canescens a rostliny se zdají být dobře vymezené a morfologicky velmi podobné
evropským rostlinám s vyšší ploidií. Zdá se, že by C. canescens a C. purpurea mohly být
dva už poměrně dávno izolované a samostatné taxony. Areál C. canescens asi není moc
rozsáhlý. Tento druh nebyl potvrzen ani z Uralu, odkud je udáván a odkud pocházela
rostlina určená původními sběrateli jako C. canescens. Při podrobném morfologickém
studiu se však i tato rostlina shoduje důležitými znaky (např. odění jazýčku) s ostatními
rostlinami C. purpurea a její morfologie je tak v souladu se zjištěnými molekulárními
charakteristikami.
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6.2 Odlišení taxonů C. purpurea agg. a morfologicky

podobných typů

Zkoumané rostliny agregátu C. purpurea byly porovnávány s druhem C. canescens,
se kterým byl druh v minulosti zaměňován a je mu značně podobný a roste na velmi
podobných biotopech (Grulich, 1986; Grulich in Kubát et al., 2002).

V literatuře se druhy C. phragmitoides a C. canescens rozlišují na základě několika
znaků: počet kolének, barva a délka listů, délka jazýčků a jejich odění, délka laty a pozice
osiny na pluše (Grulich in Kubát et al., 2002; Conert, 1989). Bylo zjištěno, že C. canescens
jsou oproti středoevropským rostlinám C. phragmitoides celkově menší, a to v délce laty
a jejich částí, délce obou listů, nebo délce obou jazýčků, což odpovídá údajům z literatury
(Grulich in Kubát et al., 2002; Conert, 1989). Kromě těchto morfologických znaků byly
zjištěna rozdíly mezi těmito druhy v šířce listů, odění listu a délky částí laty. Rostliny
C. canescens se častěji větví, mají častěji červeně zbarvené stéblo a husté chlupy na čepeli
listu. Obě zjištěné ploidie C. phragmitoides (8x a 10x) se větví méně často a na čepeli listů
mají nejčastěji jen krátké chlupy. Rozdíly uváděné v dosavadní literatuře v počtu kolének
(Grulich in Kubát et al, 2002) neodpovídají skutečnosti.

Zjištěné morfologické rozdíly potvrdila i lineární diskriminační analýza (LDA). Bylo
zjištěno, že nejlépe lze druhy C. canescens a C. phragmitoides rozlišit na základě znaků:
délka jazýčku 1 a 2, větvení a šířka listu 1. Navýšení počtu populací, u kterých byly
změřeny morfologické znaky oproti bakalářské práci (Schaabová, 2013) zdůraznilo význam
větvení a šířky nejhořejšího listu.

Změřená dekaploidní populace se nachází na kraji morfologické variability C. phragmi-
toides. Rostliny z dekaploidní populace Štíty jsou oproti oktoploidním rostlinám celkově
mohutnější, větší a méně se větví. Nejlépe je lze od oktoploidních rostlin rozlišit na základě
šířky druhého nejvyššího listu, délky laty, počtem kolének a délkou jazýčku nejhořejšího
listu. Morfologické rozdíly v ploidních úrovních jsou však příliš malé na to, aby mělo smysl
ploidie morfologicky rozeznávat.

Ačkoliv je C. phragmitoides morfologicky velmi podobná ostatním taxonům C. pur-
purea agg., v literatuře jsou uváděny některé rozdíly: C. canadensis se zřídka větví, má
dlouhé a široké listy, dlouhé robustní klásky a jemnou osinou na blanité pluše (Mitchell,
1968), zatímco C. purpurea má užší listy jasně zelené barvy, poměrně husté laty s o něco
kratšími nahloučenými klásky (Tzvelev, 1965). C. langsdorfii má být oproti C. purpurea
mohutnější, má mít širší šedozelené listy, řidší široce rozložené laty a delší klásky (Tzvelev,
1965). Fenotypový projev znaků je však pod silným tlakem prostředí a bylo by potřeba
pořádně je prozkoumat v centru morfologické diverzity.
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6.3 Průtoková cytometrie

Podle výsledků průtokové cytometrie předpokládáme u druhu C. canescens pouze
tetraploidní úroveň (2n=28), zatímco u druhu C. purpurea tetraploidní (2n=28), okto-
ploidní (2n=56) a dekaploidní úroveň (pravděpodobně 2n=70). Bylo zjištěno, že mezipop-
ulační variabilita druhu C. canescens je poměrně značná a přesahuje 7 % (v měření
na DAPI). U změřených oktoploidních rostlin C. purpurea byla zjištěna variabilita ve ve-
likosti genomu na DAPI necelých 6% (většina variability je mezipopulační). Vnitropopu-
lační variabilita obou ploidií C. purpurea na DAPI je přes 1 %, což je v rámci chyby měření
cytometru (cytometr Partec PA II má chybu měření až 4 %). Pro oktoploidní úroveň
C. purpurea byla spočítána Cx-hodnota (velikost jedné chromozomé sádky): 1.84 pg, za-
tímco pro dekaploidní populace byla Cx-hodnota 1,82 pg. V literatuře se uvádí pouze
Cx-hodnota pro druh C. epigejos a to 2.20 pg (Zonneveld, 2005).
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7 Závěr

Rod Calamagrostis je taxonomicky komplikovaný z důvodu poměrně velkého množství
popsaných druhů, které nejsou snadno poznatelné, mají velkou fenotypovou plasticitu
a malé množství spolehlivých morfologických znaků, kterými by je bylo možné od sebe
snadno rozlišit. Cirkumpolární agregát C. purpurea, ve kterém je rozlišováno množství
taxonů (C. phragmitoides, C. purpurea, C. langsdorfii, C. canadensis) je toho důkazem.
V tomto agregátu se na území Evropy podařilo rozlišit 2 ploidní úrovně. Oktoploidní
úroveň jednoznačně dominuje, dekaploidní úroveň je vzácná. Naopak v Asii byly zjištěny
pouze tetraploidní rostliny. Variabilita asijských třtin bude pravděpodobně větší než jak
se může zdát z našeho malého množství dat. Nicméně je zajímavé, že tetraploidi rostly
výhradně v Asii, zatímco oktoploidi v Evropě.

Oktoploidní a dekaploidní populace jsou morfologicky téměř shodné, avšak liší se in-
delem v jednom chloroplastovém úseku (rpl32-trnL). Většina oktoploidních a tetraploid-
ních populací napříč Eurasií sdílí jediný haplotyp cpDNA a nejeví jasné rozdíly ani v ITS
úseku jaderné DNA. Proto není zjevný důvod oddělovat evropské rostliny do samostatného
druhu. Lze vyloučit, že by evropské rostliny vznikly hybridizací C. canescens a C. epigejos.
Zřetelná a důsledná odlišnost haplotypů chloroplastové DNA mezi druhy C. phragmitoides
a C. canescens vylučuje, že by rostliny C. canescens mohly v případné dávné hybridizaci
těchto skupin vystupovat jako mateřské rostliny.

Je pravděpodobné, středoevropské rostliny agregátu C. purpurea nejsou obligátně
apomiktické, jak se předpokládalo. Naopak isozymová variabilita druhu C. canescens
víceméně odpovídá jeho předpokládané sexuální reprodukci.
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Příloha IV

Příloha IV: Zjištěné genotypy C. phragmitoides v jednotlivých enzymatických systémech.
Genotyp AAT ADH DIA 6-PGDH

1 BBBC AABBCCCE BBCCEEEE AAAB
2 BBBC AABBCCCC BBCCEEEE AAAB
3 BBBC AABBCCCC BBCCEEEE AABB
4 BBBC ABBBBCCE AABBEEEE AAAB
5 BBBC AABCCCCC BBCCEEEE AAAB
6 BBBC AABCCCCC BBCCEEEE AABB
7 BBBC AABCCCCC BBCCEEEE ABBB

Příloha V

Příloha V: Zjištěné genotypy C. canescens v jednotlivých enzymatických systémech.
Genntyp AAT ADH DIA 6-PGDH

1 BBBC AABD CCEE AAAB
2 BBBC AABD CDEE AABB
3 BBBC ABBD CDEE AABB
4 BBBC AABB CEEE ABBB
5 BBBC ABBD CEEE ABBB
6 BBBC ABBD DDEE ABBB
7 BBBC AABD CDDD AABB
8 BBBC ABBD CDEE AAAA
9 BBCC AABD CCEE AAAB
10 BBCC ABBD CCEE AAAB
11 ABCC ABBD CCEE AAAB
12 BBCC ABBD BCEF AAAB
13 BCCC ABBD BCEE AABB
14 BBBC AABD BCCE AAAA
15 BBBC AABD BCCE AABB
16 BBBC AABD CEEF AAAB
17 BBBC AABD CEEE AABB
18 BBBC AABD CEEE AAAB



Příloha VI

Příloha VI: Detail květenství C. phragmitoides z lokality Hojkov.



Příloha VII

Příloha VII: Část populace C. canescens na lokalitě Stonařovské jezírko.


