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1 Uvod

Rod Calamagrostis (tftina) patii do ¢eledi Poaceae a zahrnuje celosvétové na 300 druhi
rostoucich pfedevsim v mirném a borealnim péasu severni polokoule, v tropech pak pouze
v horach (Conert, 1989). Jsou to vytrvalé, 20-200 cm vysoké travy (hemikryptofyty)
tvorici budto trsy diky vyhoniim rostoucim v pochvach, anebo jsou vybézkaté diky vyho-
nim rostoucim z baze pochev (Conert, 1989). Kromé vegetativniho rozmnozovani se titiny
rozmnozuji prevazné sexualné, nékteré druhy vsak mohou tvorit semena i nepohlavné
(apomikticky).

Urcovani jednotlivych druht rodu Calamagrostis na zékladé morfologickych znakt
byva pomérné problematické (Grulich, 1986). Vétsina vegetativnich znakt pouzivanych
k determinaci jednotlivych druha (napt. barva, délka a sitka lista, délka jazycki, nebo ve-
likost laty) je znacné plasticka a méni se v zéavislosti na podminkéch prostiedi. Celou situaci
komplikuje Siroka ekologicka amplituda a velka fenotypova plasticita mnohych druhii.

Mezi pomérné stabilni znaky patii naopak predevsim generativni znaky, které nej-
sou tolik ovlivnény vnéjsimi vlivy a jsou mnohem vhodnéjsi pro urc¢ovani jednotlivych
druht. Jedné se vSak o minuciézni znaky v jednokvétych kléascich, jako je napt. délka
a zalomeni osiny, rozméry a tvar plev, pluchy, pritomnost pastopecky apod.

Dalsi komplikaci pfi uréovani jednotlivych druht rodu Calamagrostis je také casta
hybridizace a podobnost hybridu s rodi¢ovskymi i jinymi druhy (Conert, 1989). Proto
v mnohych pripadech nejsou ani generativni znaky zcela spolehlivé.

Kritickou skupinou rodu Calamagrostis ve stfedni Evropé je okruh Calamagrostis pur-
purea, ktery je soucasti komplexu Calamagrostis purpurea-langsdorfii-canadensis s cirkum-
polarnim rozsitenim (Conert, 1989). Do této taxonomicky obtizné skupiny je zafazovana
fada taxoni. U mnohych z nich se predpoklada apomikticky zptisob reprodukce, ktery
je mimo jiné pri¢inou velké morfologické variability. Ve stfedni Evropé se vzacné vysky-
tuji rostliny oznacované jako Calamagrostis phragmitoides (Smejkal, 1976; Grulich, 1986;
Conert, 1989; Krok et al., 2013). Tento taxon byl popsan ze Skandinévie, kde je ho-
jny. Vztah evropskych a asijskych rostlin (morfologicky nejblizsi C. purpurea popsanéa
od jezera Bajkal) je nejasny a samostatnost evropskych rostlin neni nékterymi autory
akceptovana (Nygren, 1946; Lid et al., 1994). RozliSovani, variabilita a evoluéni historie

skupiny v Evropé byla tedy pomérné nejasna a proto vznikla tato diplomova préce.



2 Literarni reserse

2.1 Clenéni rodu Calamagrostis

Jiz vice nez stoleti se snazi rizni botanici klasifikovat rod Calamagrostis Adans., ktery
byl popsan uz v roce 1763. V roce 1812 byl popsan rod Deyeuxia Clarion ex P. Beauv.,
ktery dnes néktefi autori povazuji za podrod Calamagrostis. 7 téchto popist vychazi
Torges (1898), ktery se vénoval némeckym zastupcim rodu Calamagrostis a rozdélil je
do sekci. Do sekce Paragrostis Torges zafazuje druh C. tenella, ktery se od dalsich druhu
vyznamné odlisuje a v soucasnosti je fazen do rodu Agrostis (Torges, 1898). Zbylou ¢ast
rodu Calamagrostis rozdélil na dvé sekce: Quinquenerviae (5-zilna spodni pleva a bazalni
osina) a Trinerviae (3-Zilna spodni pleva). Do sekce Trinerviae zahrnuje druhy C. littorea
(= C. pseudophragmites) a C. epigejos (Torges, 1898). Sekci Quinquenerviae déli na zak-
ladé trichomu v klasku, pritomnosti pastopecky a konzistence pluchy a osiny na podsekce
Homoeotricha a Deyeuzia (Torges, 1898). Do podsekce Homoeotricha zatfadil C. lanceo-
lata (= C. canescens), C. villosa a C. phragmitoides (Torges, 1898). V podsekci Deyeuxia
Torges (1898) vymezil sérii Orthoatherae, kam zafadil druh C. neglecta (= C. stricta)
s jemnou pluchou a rovnou osinou. Do série Ankylatherae v podsekci Deyeuxia zaradil
titiny s vyraznou kolénkatou osinou — C. varia a C. arundinacea (Torges, 1898).

Na praci Torgese navazal Roshevitz (1934) ve flofe Sovétského svazu a dale Wasil-
jew (1961), ktery pridal nékolik skupin a zahrnul nékteré pfibuzné druhy rostouci mimo
tzemi byvalého Sovétského svazu. Tzvelev (1965) se zabyval pouze druhy rodu Calam-
agrostis, které rostly na tzemi byvalého Sovétského svazu a rozdélil je do tfech seket:
Deyeuzia, Pseudophragmites a Calamagrostis. Dalsi autoii zpochybnili existenci sekce
Deyeuzia, protoze hlavni rozliSovaci znak — pritomnost pastopecky — je prili§ variabilni
a neni dostateény na vymezeni celé sekce (Conert, 1989). Jako dalsi rozliSovaci znaky
mezi rody Calamagrostis a Deyeuxia jsou uvadény pomeér délky pluchy a plev, odéni
kalusu a odéni pastopecky (Phillips et Chen, 2003). Rodova problematiky je v8ak znacné
komplikované a vyzaduje revizi. Nékteri autofi uznavaji jako samostatny rod Deyeuxia
a fadi do ngj vétsinu druhu titin, véetné napt. C. arundinacea a C. purpurea (Lu et al.,
2006). Podle téchto autoru vsak tvori tyto rody spoleéné s rodem Agrostis jeden kom-
plex, ve kterém existuji prechodné typy (Lu et al., 2006). Vétsina autort vsak chéape

rod Calamagrostis Siroce, avsak podle soucasnych molekularnich studii se zda, Ze v ne-



2. Literarni reserse 2.2. Agregat Calamagrostis purpurea

v v

zastupci vyskytujici se v Jizni a Stfedni Americe (Saarela et al., 2010).

2.2 Agregat Calamagrostis purpurea

Jednou z kritickych skupin rodu Calamagrostis je agregat C. purpurea (podle po-
jeti nékterych autorti komplex C. canadensis). Tento agregat mé cirkumpolarni rozsifent
(Obr. 1). Predpoklada se, ze z puvodniho piedka se v glacidlu diky izolaci diferencovaly
3 skupiny: C. canadensis v Severni Americe, C. langsdorfii v sibifské ¢asti Asie a C. pur-
purea od stfedni Evropy pres Skandinévii aZ po sibifskou ¢ast Asie (Hultén, 1986). Podle
Nygrena (1946) a pozdéji i Scholze (1971) byl predkem celé této skupiny druh C. canescens,

u kterého predpokladaji cirkumpolarni rozsiteni v tifetihorach a v dusledku izolace difer-

enciaci v ranych ¢tvrtohorach na vyse zminéné druhy.

L _¢alhmagrci=tis~c&nildansi_§-c,-::mp;ii_;ig L] Il
4255 subsp. canadansis : ;
%_aubmi langsdorfii
L~ C.purpures '

’ﬁfﬁ Approximate liﬁ?it of cominuous

C,canaescons

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

C. canadensis (Michx.) Beauv. byla popsana roku 1803 z Kanady. Roste v Severni
Americe a v Japonsku. Charakteristicka je relativné dlouhymi a Sirokymi listy, 3-6 nody

na ziidka vétveném stéble, dlouhymi robustnimi klésky a jemmnou osinou na blanité pluse
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(Mitchell, 1968). Roste na otevienych stanovistich i v podrostu smiSenych boreélnich lesa
s Picea glauca a Populus tremuloides na vlhkém mineralnim podlozi (Mitchell, 1968).
Po disturbancich rychle kolonizuje tizemi a jeji pevné trsy brani néaristu konkurence.
Mitchell (1968) zjistil na Aljasce 3 ploidni trovné: oktoploidni (2n=56) a tetraploidni
(2n=28) jedince povazoval za C. langsdorfii, hexaploidni jedince (2n=42) za C. canaden-
sis. Zjistil, ze tetraploidi na Aljasce dominuji. Naopak na japonském ostrové Hokkaido
prevazuji kromé tetraploidi i oktoploidi (2n=56) (Tateoka, 1974). Japonsti tetraploidi
jsou morfologicky podobni aljagskym tetraploidim, coZ podle Tateoky (1974) miZe nazna-
¢ovat kontinualni rozsiteni podobnych typt béhem spojeni Asie se Severni Amerikou v dobé
glacialu. Tateoka (1974) naSel na Hokkaido také nékolik hexaploidii (2n=42), ktefi se
vSak morfologicky lisi od severoamerické hexaploidni C. canadensis. Domniva se proto,
ze se jedna o hybrida mistniho tetraploida s oktoploidem (Tateoka, 1974). Vymezeni
C. canadensis v komplexu C. purpurea neni stéile jasné. Druhy C. canadensis a C. pur-
purea jsou totiz morfologicky podobné a v literatufe nejsou uvadény jasné rozdily.

C. langsdorfii (Link) Trin. je nékdy povazovana za poddruh C. purpurea (Tzvelev,
1965), jindy za poddruh C. canadensis (Mitchell, 1968) a nékteii autoii dokonce povazuji
C. langsdorfii za synonymum k C. purpurea (Lu et al., 2006). C. langsdorfii byla popsanéa
roku 1821 z Aleutskych ostrovii (Link, 1895) a je uvadéna ze sibifské ¢asti Asie. Roste v pii-
moiskych oblastech, v bazinach, kfovinach, na pofi¢nich piskach, nebo v lesich (Tzvelev,
1965). Morfologicky je podobné C. purpurea a C. canadensis. Oproti C. purpurea je vSak
C. langsdorfii mohutnéjsi, ma 8irsi Sedozelené listy (4-8 mm), ¥idsi Siroce rozlozené laty
a delsi klasky (3-6 mm dlouhé) s osinou vyrustajici ze stfedu pluchy. Podle Tzveleva (1965)
se vyskytuje jako tetraploid (2n=28), hexaploid (2n=42) a oktoploid (2n=>56).

C. purpurea Trin. méa jasné zelené, 3-6 mm Siroké listy, pomérné husté laty s nahlou-
¢enymi klasky, které jsou 2,5-4,5 mm dlouhé (Tzvelev, 1965). Roste na raselinistich,
na raselinnych loukéch, v kfovinach, na poti¢nich piscich a Stércich. Nygren (1946) uvadi
u druhu C. purpurea variabilni po¢et chromozomu (2n=28, 56-91). Tento druh byl pop-
san Triniem od Bajkalu (Trinius, 1821). Evropské rostliny agregatu C. purpurea byvaji
oznacovany jako C. phragmitoides (Krok et al., 2013; Conert, 1989). Tento taxon byl
popsan v roce 1832 ze Skandinévie Hartmanem (Hartman, 1832). Je ¢asto uvadén pouze
jako poddruh C. purpurea nebo s nim byva dokonce zcela ztotoznovan (Nygren, 1946; Lid
et al., 1994; Webb, 2010).

2.3 Hypotézy vzniku C. phragmitoides

Existuje nékolik hypotéz vzniku C. phragmitoides. Predpokladéa se, ze morfologicky
podobny druh C. canescens je jednim z moznych rodicovskych druha C. phragmitoides.
C. canescens (2n=28) mé polovi¢ni ploidii oproti C. phragmitoides (2n=56), jejich arealy

se prekryvaji a tyto druhy jsou si morfologickymi znaky a ekologickymi naroky podobné.



2. Literarni reserse 2.4. C. canescens

Nejcast€ji se uvazuje o hybridizaci druhu C. canescens s dnes pouze asijskym taxonem
C. langsdorfii (Scholz, 1971).

Dalsi hypotéza predpoklada hybridizaci C. canescens s druhem C. epigejos a nevy-
lucuje zapojeni druhu C. arundinacea (Scholz, 1971). Scholz v roce 1964 nejprve stejné
jako Tzvelev (1976) povazuje za spravnou hypotézu o hybridizaci C. canescens s C. langs-
dorfii, avsak pozdéji se na zakladé vysledki Nygrenovych experimenti prikladni k druhé
hypotéze (Scholz, 1971).

Schaabova (2013) zjistila, Ze vSechny populace C. phragmitoides na tizemi Ceské re-
publiky maji unikatni haplotyp chloroplastové DNA odlisny od haplotypu stfedoevrop-
skych populaci druhtt C. canescens a C. epigejos. Stfedoevropské populace C. canescens
ani C. epigejos tedy nelze povazovat za potencidlni materské rostliny druhu C. phragmi-

toides (Schaabova, 2013).

2.4 C. canescens

C. canescens (Weber) Roth je vétvena vybézkata titina s cca 6 kolénky (Schaabova,
2013). M4 sivé zelené, za sucha svinuté listy (cca 5 mm 8iroké), jazycky o délce 1-8 mm ma
vné Fidce krati¢ce Stétinkaté nebo témér lysé, dale ma spiSe stazenou, chudsi latu (okolo
17 cm dlouhou) s kvitky obsahujicimi pyl a pluchy s nenapadnou, kratkou jemnou osi-
nou v koncovém vykroji (Conert, 1989; Grulich, 2002; Schaabova, 2013).

C. canescens roste v polostinu na lesnich pramenistich, v bazinnych olsinach, na slatin-
nych a raselinnych loukach, v mokrych ptikopech, na krajich cest, bfezich rybnikii a v rako-
sinach (Conert, 1989). Preferuje stfedné zivinami i bazemi bohata, neutralné az slabé
kyseld mista, ktera jsou sezonné zaplavovana (Conert, 1989). Tato titina se vyskytuje
od nizin do hor (napf. Kladskd — ca 815 m n. m.). V Evropé je druh hojné rozsifen
s vyjimkou Iberského poloostrova (kromé nékolika malo lokalit v severnim gpanélsku), Is-
landu a Irska. Vyskytuje se bézné ve Velké Britanii, Francii, Dansku, jiznim Norsku, Svéd-
sku, Finsku, v Pobalti, dale v Holandsku, Belgii, Némecku, Polsku, SV}?Carsku, Rakousku,
v Ceské a Slovenské republice, v Italii, na severu byvalé¢ Jugoslavie, v Madarsku, Ru-
munsku a na Ukrajiné (Conert, 1989). Areal C. canescens pokracuje pies pohoii Kavkaz,
Turecko, pohoii Ural, poostrov Kola, Karelii a je udavan i ze Sibife. Podle Conerta (1989)
roste C. canescens na zapadé Sibife viceméné ve vSech regionech, ve vychodni Sibifi roste
pouze v oblasti Sajanského pohoii u feky Angary (u Bajkalu).

C. canescens byva ¢asto zaménovana s morfologicky podobnym druhem C. phragmi-
toides, zejména kvuli habitualni podobnosti (nap¥. vétveni stébla). Oba druhy se také

vyskytuji na podobnych biotopech.
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2.5 Morfologie C. phragmitoides

C. phragmitoides je vybézkata trava s vétvenymi stébly, kterda mé 5-8 kolének a Sedo-
zelené listy s krati¢ce chlupatymi, 6-10 mm dlouhymi jazycky (Grulich, 2002). Laty
jsou az 30 cm dlouhé, bohaté, rozkladité a jednotlivé kvitky jsou bez pylu (Grulich,
2002). Uzce kopinaté klasky maji téméf stejné dlouhé, kopinaté plevy, kratkou pastopedku
a 5—7zilnou blanitou pluchu, z jejiz horni t¥etiny vyrtsté sikmo odstéléa osina (Conert, 1989;
Stech, in prep.).

Morfologickymi znaky C. phragmitoides se dikladnéji zabyvala Schaabova (2013),
hledala vhodné morfologické znaky pro rozliseni habituelné podobnych druhit C. phrag-
mitoides a C. canescens. Ve své bakalarské préaci Schaabova (2013) ovéfila, ze C. phrag-
mitoides vytvari oproti C. canescens celkové mohutnéjsi rostliny a nejvice se lisi v délce
jazycku, délce listu a délce laty. Vétsina znaku je korelovana s délkou jazycku nejvyssiho
listu (Schaabové, 2013). Druh C. phragmitoides se o 20 % méné vétvi nez C. canescens.
Dale zjistila, ze ¢asto udéavany rozdil v poctu kolének neni spolehlivy a Ze stfedoevropské
populace C. phragmitoides se od C. canescens lisi v chlupatosti ¢epele listu a zbarveni

stébla (Schaabova, 2013).

2.6 Rozsireni C. phragmitoides

C. phragmitoides byla popsana z Laponska C. J. Hartmanem (Hartman, 1832) a je
hojné rozsitena po celé stfedni a severni Skandinévii (v Norsku, Svédsku a zéapadnim Fin-
sku). Prvni zminka o vyskytu C. phragmitoides ve stiedni Evropé je jiz z roku 1883, a to
z némeckého pohoti Hoher Meifiner v Hesensku (Haeckel, 1883). Postupné byly objevovany
dalsi némecké lokality a to kromé Hesenska (na hote Mathes-Berg, na vrchovisti Rotes
Moor, u obce Willingen, v okrese Waldeck, nebo na Waldecker Upland), také na pomezi
Hesenska-Durynska (v pohofi Hohe Rhén), v jihovychodnim Durynsku (Schleizer Wald),
v Sasku (okres Plauen u Miflareuth), v Bavorsku (blizko mést Roth a Ginolfs, na Linden-
berger Moos), nebo v Badensku-Wiirttembersku (u Ellbachsee v severnim Schwarzwaldu
a také v jiznim Schwarzwaldu) (Conert, 1989).

Po roce 1971 byly kromé Némecka postupné objeveny nové lokality také ve vychodni
Belgii (u Malmedy na bazindch Hohes Venn, nebo v udoli feky Warche), ve vychodni
Francii (na hote Ballon d‘Alsace v pohoii Vogézy) a v severovychodnim Svycarsku (blizko
obce Sennwald v kantonu St. Gallen) (Conert, 1989). V roce 2015 nalezl tuto titinu
P. Koutecky v Nizkych Tatrach, coz je prvni nalez na Slovensku.

Kromé stfedni Evropy byla C. phragmitoides objevena také v Pobalti, v Karelii,

na poloostrové Kola, na hornim toku Dnépru nebo na Velkém Kavkazu (Conert, 1989).
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2.7 Rozsifeni C. phragmitoides v Ceské republice

C. phragmitoides byla v Ceské republice objevena v roce 1974 M. Smejkalem na jiznim
okraji rybnika Pafez na Ceskomoravské vrchoving (Smejkal, 1976). Pozdéji lokalit C. phrag-
mitoides v tomto regionu piibylo — napr. Hojkovské raSelinisté jizné od obce Hojkov
u Jihlavy (Ruzicka, 1985; Ruzicka, 1987) nebo rybnik Jezirko vychodné od Tresté a okraj
lesni cesty u Otina nedaleko Pavlova (Ruzicka, 2005).

Postupné pribyvaly dalsi néalezy i z jinych casti Ceské republiky: z Nizkého Jeseniku
(Bednéf et al., 1991), Sumavy (Repka et Lustyk, 1997), Broumovska (Repka et al., 1998),
Krusnych hor (Ondracek, 2011). V roce 2013 byl potvrzen vyskyt na lokalité Hersica
v okrese Blansko, ktery byl nalezen jiz v roce 1996 (leg. K. Sutory, BRNM). V roce 2011
nalezl V. Faltys (tstni sdéleni) druh u Stitt na gumpersku7 kde byla zjisténa odlisna ploi-
die od ostatnich ¢eskych populaci (Schaabova, 2013). Recentné byl druh nalezen i v Pod-
krkonosi (2013, leg. P. Koutecky).

Druh C. phragmitoides byl tedy zjevné dosud piehlizen. Vzhledem k jeho ekolog-
ickym narokim neni mozné, aby se teprve nedavno na své lokality rozsitil. Na zakladé
novych nélezi byl druh zarfazen v novém vydéani Cervenc¢ho seznamu ohrozenych druhi
Ceské republiky do kategorie C2b — silné ohrozeny druh (Grulich, 2012) namisto kate-
gorie C1 — kriticky ohrozeny druh, kam byl zarazen ve verzi predchozi (Prochéazka et al.,
2001). Na druhou stranu z nékterych lokalit byl druh udavan mylné z diavodu zamény
C. phragmitoides s C. canescens. Jedna se napiiklad o nékteré lokality z PredSumavi,
Taborska, éeskobudéjovicka, ale i z Ceskomoravské vrchoviny (Radlice severozapadné

od Dacic) (Schaabova, 2013).

2.8 Ekologie C. phragmitoides

C. phragmitoides roste v polostinu primarné na lesnich pramenistich, ale také v mok-
rych piikopech, na krajich cest, bfezich rybniki, rakosinach, na vlhkych loukach, v bazin-
nych olsinach a mokfadech (Conert, 1989). Preferuje mirné zivinami i bazemi bohata
az slabé kysela mista (Conert, 1989). Vétsina stfedoevropskych lokalit tohoto druhu lezi
v nadmotskych vyskach mezi 440-950 m, coz jiz uvadi Smejkal (1976). C. phragmitoides
v8ak mize vyjime¢né rust i v nadmoiské vysce okolo 1000 m, napt. ve Schwarzwaldu (Con-
ert, 1989), nebo v Nizkych Tatrach na hofe Dumbier — 1570 m (2015, leg. Koutecky).

2.9 Apomixie

Apomixie je zpiisob rozmnoZzovani pomoci asexuéalné vzniklych semen (Ozias-Akins,
2006; Strasburger et al., 2002). U apomiktickych druhi chybi redukce chromozomu v meioze

pfi embryondlnim vyvoji a protoze nedochézi ke splynuti dvou raznych gamet (jako



2. Literarni reserse 2.10. Apomixie v rodu Calamagrostis

u sexualniho rozmnozovani), vznika dcefiné rostlina geneticky identicka s rostlinou matef-
skou (Ozias-Akins, 2006; Strasburger et al., 2002; van Dijk et Vijverberg, 2005). Apomixie
je vlastné naruseni sexualniho procesu podporované genovou expresi (Ozias-Akins, 2006).
Tento zplisob rozmnozovani muze byt pro rostliny vyhodnym, protoze udrzuje vyhodné
genetické vlastnosti vhodné do konkrétnich podminek prostiedi (Ozias-Akins, 2006). Apo-
mixie je naopak nevyhodna z diivodu snizeni schopnosti rostlin reagovat na zmény prostre-
di, dale kvuli chybéjici genetické variabilité a z toho plynouci potencidlni degeneraci
kvili nahromadéni skodlivych mutaci (Ozias-Akins, 2006; van Dijk et Vijverberg, 2005).
Predpokladé se, ze apomixie je kontrolovana geneticky a epigeneticky. Geny zodpovédné
za apomixii mohou byt pfeneseny do novych klont hybridizaci sexualnich druhi s apomikty
jako pylovymi donory a tim je zabranéno potencidlnimu zéniku apomiktickych druha (van
Dijk et Vijverberg, 2005).

Apomixe se déli na sporofytickou — embryo vznika z nucellu nebo integumentt va-
jicka (adventivni embryonie) a gametofytickou (apomeiotickou) — vaje¢né buiika neprojde
mei6zou nebo meiézu nedokonéi (Ozias-Akins, 2006). Gametofytickd apomixe se déale déli
na aposporii (ze zarodetného vaku vajicka vznika neredukovany samici gametofyt a ne-
dochazi k redukénimu déleni v meidze) a diplosporii (embryo vznikd z materské buiky
megaspory a pak opét nedochéazi k redukénimu déleni v meioze) (Ozias-Akins, 2006).

Zatimco o apomixii u nékterych skupin je zndmo hodné — napt. Tarazacum (Vasut
et al., 2015), nebo Hieracium a Pilosella (Hand et al., 2015), travy nejsou tolik prostu-

dované.

2.10 Apomixie v rodu Calamagrostis

Rod Calamagrostis obsahuje nékolik apomiktickych druhu, napt. C. lapponica, C. chaly-
bea, nebo skandinavska C. phragmitoides (dle Nygrenova pojeti C. purpurea), pro ktery je
udavana diplosporicka apomixie typu Antennaria (Nygren, 1951). Pfi mitotické diplosporii
embryo vznikéd z matefské buiikky megaspory, ktera prochézi pouze mitozou (Ozias-Akins,
2006). V pripadé diplosporie typu Antennaria se materska buiika megaspory misto meidzy
tiikrat mitoticky rozdéli za vzniku osmijaderného neredukovaného (diploidniho) zarodec-
ného vaku (Singh, 2002). Mitotické déleni v matefskych bunikach zarodeéného vaku (tedy
diplosporii) pozoroval A. Nygren jiz ve 40. letech, kdy se zacal zabyvat kiiZenim, rozmnozo-
vanim, morfologii a po¢tem chromozomu ruznych druht rodu Calamagrostis (Nygren,
1946). Zjistil, ze apomiktické druhy tohoto rodu rostou predevsim v arktickych a subark-
tickych oblastech severni polokoule a Ze ne v8echny druhy jsou obligatné apomiktické (Ny-
gren, 1951). Kuptikladu u skandinévské C. phragmitoides (v jeho pojeti C. purpurea)
vzacné pozoroval vznik funkéniho pylu v klascich, ktery taspésné pouzil v hybridiza¢nich
experimentech (Nygren, 1949). Domnival se, ze rod Calamagrostis vhodné vyuziva kom-

binace apomixie a amfimixie ke vzniku vyhodné kombinace genii, ktera je nésledné diky
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apomixii predavana po dalsi generace (Nygren, 1951).

U severoamerickych druht rodu Calamagrostis je zptisob rozmnozovani v nékterych
piipadech pomérné komplikovany. A. Nygren tam pozoroval rtzné zvlastnosti, napt. ze
druh C. perplexza (blizce pfibuzny sexuéalnimu druhu C. porteri, neptibuzny C. canadensis)
mé silné naruSeny proces meiozy a vznikaji u néj pylova plasmodia typickd pro apomikty
(Nygren, 1958). Nejvétsi zvlastnosti, kterou Nygren objevil, byla pfitomnost sexualnich
i apomiktickych zarode¢nych vaki u druhi C. inezpansa a C. crassiglumis (Nygren, 1958).
U druhu C. crassiglumis (2n=104) navic probihala meioza pravidelnéji nez u polyploida
oCekaval. Zaroven mél tento druh velké mnozstvi morfologicky dobrého pylu (Nygren,
1958).

2.11 Pratokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni metoda, ktera vyuziva optickych vlastnosti céstic
ozafenych svétlem. Suspenze castic je obarvena fluorescenénimi barvivy a po ozéfeni
svétlem o prislusné vinové délce je zaznamenéna fluorescence.

Prvni publikované informace o pritokové cytometrii je z roku 1934, kdy A. Moldovan
zmifuje novou foto-elektrickou metodu na poécitani bunék (Moldovan, 1934). Vétsiho
uplatnéni se prutokova cytometrie dockala v pozdéjsich letech, kdy bylo diky riznym
vylepSenim mozné zjistovat velikost a kvalitu bunék, nebo bunky tfidit na zakladé jejich
fluorescence (Dolezel et al., 2007b). Pratokova cytometrie ma vyuZziti zejména v mediciné
(pfi vySetfovani vzorku krve, t¥idéni rakovinovych bunék od zdravych apod.), dale také
v mikrobiologii, parazitologii, biochemii, nebo v botanice (Dolezel et al., 2007b).

V botanice se k barveni jader bunék pouziva barvivo DAPI (4’,6-diamino-2-fenylindol
dihydrochlorid), které se specificky vaze na AT baze, nebo interkala¢ni PI (propidium
jodid). Na zékladé poméru fluorescence vzorku o znamé velikosti genomu lze uréit velikost
genomu a ploidii vzorku (Dolezel et al., 2007a).

Vzhledem k potencialni variabilité v poc¢tu chromozomi i ploidii je pritokova cy-
tometrie pro studium rodu Calamagrostis velmi vhodnou metodou. Poprvé byla vyuzita
v roce 2013, kdy Schaabova (2013) zjistovala u druhtu C. phragmitoides a C. canescens
ploidii, relativni velikost genomu a variabilitu ve velikosti genomu obou druhtii. Bylo
zjisténo, Ze vétsina Ceskych populaci C. phragmitoides odpovida oktoploidni trovni (2n=56)
a ma stejnou velikost genomu (Schaabova, 2013). Vyjime¢nou populaci na tizemi Ceské re-
publiky je populace Stl’ty nedaleko gumperka, ktera odpovida dekaploidni tirovni (2n=10x)
(Schaabova, 2013). Cytometrickou analyzou Schaabové (2013) potvrdila tetraploidni tro-
venl vSech zkoumanych populaci C. canescens (2n=28). U tohoto druhu byla zjisténa

mezipopulaéni variabilita ve velikosti genomu az 17 % (Schaabova, 2013).
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2.12 Analyza isozymii

Isozymy byly objeveny v roce 1957 (Hunter et Markert, 1957). Jsou to rtizné varianty
enzymu se stejnou nebo podobnou funkei v urc¢itém jedinci, které maji stejnou katalyt-
ickou aktivitu (Soltis et Soltis, 1990; Acquaah et Dudley, 1992). Isozymy se mohou sklé-
dat z nékolika jednotek (polypeptidickych Fetézci) a podle toho rozeznavame monomery,
dimery a vyssi struktury (Acquaah et Dudley, 1992). Jednotlivé formy isozymii se lisi
elektroforetickou mobilitou. Toho lze vyuzit pii jejich separaci v urcitych typech médii.
V minulosti se pouzivaly §krobové nebo agarézové gely, v soucasnosti se pouziva polyakry-
lamidovy gel (Acquaah et Dudley, 1992).

K detekeci jednotlivych allozymit se vyuziva jejich katalytické reakce s riiznymi barvivy,
pricemz v misté aktivity enzymu vznikd barevnéa zona (Acquaah et Dudley, 1992; Soltis
et Soltis, 1990). Pti pozitivni reakci vznika nerozpustny barevny produkt na rozpustném
bezbarvém substratu, zatimco pfi negativni reakci vznika bezbarvy produkt na barevném
substratu. PTi sprazené reakci je preména bezbarvého substratu a produktu spojena
s dalsimi reakcemi (oxidace/redukce), jejichZ projev lze detekovat (napt. systém ADH).

Z vysledného zymogramu (sada prouzki na gelu) lze odecist pocet a relativni mo-
bilitu rtznych enzymu (Soltis et Soltis, 1990). Na zakladé ptitomnych isozymu lze také
usuzovat kombinaci alel v lokusu. Isozymy jsou kodominantni marker, takze u heterozy-
gotii vidime i recesivni alely (Acquaah et Dudley, 1992). Urc¢ita kombinace alel ve vSech
lokusech nam definuje genotypy a na zakladé jejich zastoupeni lze porovnévat jednotlivé
populace, nebo druhy.

[sozymové analyza je v poslednich letech zastinéna modernéjsimi molekularnimi tech-
nikami, které jsou sice jednodussi, ale také drazsi. Mezi nevyhody isozymové analyzy patii
nutnost ¢erstvého materialu nebo ¢asova naroc¢nost. Isozymovéa analyza se pouziva prede-
vSim v popula¢ni biologii pii zkoumani rozsahu vnitropopulacni a mezipopulacni genetické
variability (Krzakowa et Celka, 2008; Petit et al., 2015), lze ji také pouzit k identifikaci
nizsich taxona (Kadereit, 1995; Sonnante et al., 1997), identifikaci jejich klonti (MacDonals
et Lieffers, 1991), ke studiu hybridizace na podrodové trovni (Stecconi, 2004; Krzakowa
et Dunajski, 2007), nebo variability v ramci rodu (Thebaud et Abbott, 1995).

Isozymové analyza byla v rodé Calamagrostis pouzita v roce 1991, kdy MacDonald
a Lieffers pomoci 10 enzymatickych systému zjistovali, zda maji severoamerické populace
C. canadensis rozdilnou genetickou variabilitu nebo frekvenci alel v riznych sukcesnich
stadiich. Zajimalo je také, jakym zpiisobem tento druh kolonizuje nova tzemi a jakym
zpusobem se rozmnozuje. Zjistili, ze C. canadensis se na rané sukcesnich stanovistich
rozmnozuje pohlavné a Sifi se semeny na dalsi stanovisté, kde uz se rozmnozuje prevazné
nepohlavné (MacDonals et Lieffers, 1991). Mezipopula¢ni variabilita byla nizka.

M. Krzakowa s A. Dunajskim (2007) pomoci isozymu ovéfovali potencialni hybridizaci
C. arundinacea s C. wvillosa v anemo-orografickém systému v 1udoli polskych Krkonos.

Za pomoci Sesti lokust peroxidézy odhalili idajny transfer genti z C. arundinacea do C. vil-
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losa (Krzakowa et Dunajski, 2007).

M. Krzakowa a Z. Celka (2007) studovali pomoci 11 isozymovych systému vnitropop-
ula¢ni variabilitu jedné populace C. arundinacea. Kazdé z 30-ti zkoumanych rostlin vyka-
zovala urcité individuélni rozdily v 16 lokusech, av8ak populace jako celek se udrzovala
v Hardy-Weinbergové rovnovéaze (Krzakowa et Celka, 2007). Pozdgji byla tato studie
rozsitena na 25 populaci C. arundinacea z ruznych regiont Polska (Krzakowa et Celka,
2008). Analyzou peroxidazovych lokust (11 allozymi) autofi zjistili, ze v8echny populace
byly polymorfické a v Hardyho-Weinbergové rovnovaze (Krzakowa et Celka, 2008).

Dalsi studium rodu Calamagrostis pomoci isozymové analyzy by mohlo odhalit rozdily
ve vnitropopula¢ni a mezipopulacni variabilité u C. phragmitoides a C. canescens vzh-
ledem k predpokladanym rozdilim v reprodukénich systémech obou druhi (apomixie
vs. sexualita). U apomiktické C. phragmitoides muZe navic byt rozdil ve variabilité mezi

populacemi dvou riznych ploidnich trovni (oktoploidni a dekaploidni).
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3 Cile prace

1. Stanovit ploidni troven u vSech v CR znamych populaci C. phragmitoides, u nékolika
populaci i velikost genomu. Srovnat morfologické charakteristiky populaci s odlis-

nou ploidni drovni.

2. Srovnat vybrané stfedoevropské rostliny s rostlinami ze Skandinavie a ze Sibife, od-
kud byly C. phragmitoides a C. purpurea popsany. Zahrnout do analyz i potencialni

rodicovské druhy — C. langsdorfii, C. canescens a C. epigejos.

a. Stanovit ploidni troven, piipadné velikost genomu skandinavskych a sibirskych

rostlin.

b. Srovnat vybrané nekdédujici tseky chloroplastové DNA a v pripadé uspéchu i ITS
jaderné DNA.

3. Na zakladé analyzy isozymu porovnat popula¢ni strukturu populaci C. phragmi-

toides a C. canescens.
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4 Material a metody

4.1 Pratokova cytometrie

Metodou priitokové cytometrie byla stanovena relativni velikost genomu rostlin ze 36
populaci C. purpurea agg. a 33 populaci C. canescens (Priloha I a II). Byly méfeny
smésné vzorky po 5-ti az 10-ti rostlinach. Zaroven byla stanovena velikost genomu v piko-
gramech DNA u 24 jedinci z 10 populaci C. purpurea agg. a 24 jedinct z 9 populaci
C. canescens. Jako interni standard byl pouzit hrach (Pisum sativum ,Ctirad”) o ve-
likosti genomu 2C = 9,09 pg (Dolezel et al., 1998), ziskany z Laboratote experimentéalni
botaniky AVCR v Olomouci.

Barveni bylo provedeno upravenou metodou Otto (Otto, 1990; Dolezel et al., 2007a).
Vzorek s internim standardem byl rozsekén ziletkou ve 400 nul vychlazeného Otto I na jemné
kousky. Standardu bylo asi o ¢tvrtinu méné nez vzorku. Suspenze byla nékolikrat promi-
chana pipetou a prefiltrovana pres 42 pl filtr (textilie Uhelon 130T) do oznacené zku-
mavky. Opticky byla zkontrolovana absence necistot. Potom bylo do vzorku pfiddno 800 nl
barviciho roztoku Otto II s 2-merkaptoethanolem a AT-specifickym barvivem DAPT (4¢,6-
diamidino-2-phenylindole). Pti barveni interkala¢nim barvivem propidium jodid (PI) se
postupovalo stejné — ke vzorku se pridalo 800 jl roztoku Otto II, 2-merkaptoethanolu, PI
a RNasy Ila, ktera zabraniuje navazani propidia na RNA (zkomplikovalo by to analyzu).
Vzorek byl poté pro stanoveni relativni velikosti genomu pomoci DAPI vlozen do cy-
tometru Partec PA II (Partec GmbH., Miinster, Germany) s rtutovou vybojkou, ktery
byl nastaven tak, aby standard byl na kanalu 200 na 1024-kanalové skale a zaznamené-
valo se 3000 ¢astic. Méren{ velikost genomu pomoci PI byla provedena na ptistroji Partec
CyFlow SL se zelenym laserem (532 nm) na 5000 jader.

Ziskana data byla zpracovana v programu FlowJo 10 (TreeStar, 2015), FlowMax 2.6
(PartecGmbH, 2007) a STATISTICA 12 (StatSoft, 2015). Byly zjistény prumérné hod-
noty fluorescence pro C. canescens a C. purpurea agg., primérné hodnoty fluorescence
pro standard a pramér CV hodnot (koeficientu variance) pro fluorescen¢ni piky vzorki
i standardu. Ze zjisténych hodnot byl vypocitan pomér Sample/Standard. Z dat byly vy-
louceny vzorky s hodnotami CV > 3 pro méfeni na DAPI a s CV > 4 pro méfeni PL
Z téchto poméru byl vypo¢ten primér (Pomér priamér) a uréena minimalni a maximalni

hodnota (Pomér min, Pomér max). Nasledné byla spocitana vnitropopula¢ni, mezipopu-
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lacni variabilita a celkova variabilita pro kazdou ploidii C. purpurea agg. a C. canescens
podle vzorce 4.1.
P J mazxr ~ P 2 min
Variabilita [%) = —" OmeTmin . 100 (4.1)

Pomeérean

Zjisténa variabilita poméru vzorek /standard na DAPI u jednotlivych ploidnich drovni
z riznych regiont byla vynesena do grafu (Box and Whiskers) v programu STATIS-
TIKA 12 (StatSoft, 2015), kde byl rovnéz spocitan t-test pro porovnéani shodnych ploid-
nich arovni z riaznych regionti. Z méfeni na PI byla také spoc¢itana velikost genomu pro kaz-
dou zmétenou ploidii C. purpurea agg. a C. canescens. 7 velikosti genomu byla spoc¢itana
Cx-hodnota (velikost chromozomové sadky) kazdého druhu (Greilhuber, 2005).

Dale byl spo¢itan pomér CG/AT bazi (Smarda et al., 2008), kde bylo potieba spocitat
jako mezivypocet tzv. ,dye factor”(DF) pro jednotlivé druhy, ktery se po¢ita z poméru flu-
orescenci urcovaného vzorku a standardu:

Sample/reference ratio with DAPI
DFSample =

(4.2)

Sample/re ference ratio with PI

4.2 Morfologickad analyza

Bylo sebréano 10 celych rostlin (s ¢asti kofent) z kazdé ze dvou novych populaci
C. phragmitoides v Ceské republice — z oktoploidni populace Borovnice a dekaploidni
populace Stity. Dale bylo sebrano 10 rostlin tetraploidni C. canescens z populaci ros-
toucich ve stejnych regionech. Dokladové polozky ke studovanym populacim jsou ulozeny
v herbari PrF JU (CBFS).

U sebranych rostlin (Ptiloha I a II) bylo poé¢itano a méfeno 13 znaki povazovanych
za taxonomicky vyznamné (Tab. 1)Tyto znaky byly tspésné pouZity na rozliSeni druhii
C. phragmitoides a C. canescens uz v bakalarské praci (Schaabova, 2013). Rozméry byly
zjistovany pravitkem s pfesnosti 1 mm.

Z hodnot byl vypoéitan pomér délky k sifce dvou nejhorejsich lista (D/SLIST 1
a D/SLIST 2). U znakt CHLUP, CERV a VETV byl spo¢itan pocet rostlin, které odpovi-
daly jednotlivych typtim znaku (napf¥. kolik rostlin mélo chlupy ,kratke). Znaky délka
obou jazycku (JAZ1 a JAZ2) a sitka listd (SLIST 1 a SLIST 2) byly transformovany
dekadickym logaritmem, aby se jejich rozlozeni priblizilo norméalnimu.

Namétené hodnoty 4 novych populaci byly pridany k dattim namétenych znakt z pred-
chozi prace, kdy bylo zméreno 222 rostlin ze 14 populaci C. canescens a 150 rostlin

z 12 populaci C. phragmitoides (Schaabova, 2013). Celkem tedy bylo hodnoceno 242 ros-
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tlin z 16 populaci C. canescens, 170 rostlin ze 14 populaci C. phragmitoides.

Vysledky byly néasledné zpracovany v programu CANOCO 5.0 (Braak et Smilauer,
2012) analyzou hlavnich komponent (PCA). Linearni diskrimina¢ni analyza (LDA) s for-
ward selection byla pouzita pro hledani znakt vyznamnych pro odliSeni druhtt C. phrag-
mitoides a C. canescens a pro odliSeni ruznych ploidnich drovni druhu C. phragmitoides.
Do linearni diskrimina¢ni analyzy nebyly pouzity poméry délka/sitka listu 1 a listu 2,

protoze tento znak se ukazal jako nevyznamny.

Tab. 1: Métené morfologické znaky.

Zkratka znaku | Znaky

KOL Pocet kolének od béze po latu

LATA Délka laty od nejspodnéjsi vétve po horni klasek (mm)

KVET D Délka nejdelsi nejdelsi vétve na bazi laty (mm)

KVET U Délka nejdelsi vétve vyristajici pod stfedem laty, vypliujici jeji
prostor v poloviné (mm)

DLIST 1 Délka cepele nejhotrejsiho listu (mm)

SLIST 1 Maximalni sitka ¢epele nejhotejsiho listu (mm)

DLIST 2 Délka ¢epele druhého nejhotejsiho listu (mm)

SLIST 2 Maximélni sitka ¢epele druhého nejhotejsiho listu (mm)

JAZ1 Délka jazycku nejhotejsiho listu (mm)

JAZ2 Délka jazycku druhého nejhotejsiho listu (mm)

CHLUP Odéni cepele listi (Kratke = ¢&epel listu bez dlouhych tri-
chomii pouze s kratickymi Stétinkami, ridke = tidké dlouhé chlupy,
huste = husté dlouhé chlupy)

CERV Zbarveni stébla (Zédné — zbarveni stébla bez cervené barvy,
malo = malo intenzivni ¢ervené zbarveni — na nodech nebo u kofenii,
hodne = ¢ervené stéblo)

VETV Vétveni stébla, 0 = stéblo se nevétvi, 1 = stéblo se vétvi

4.3 Isozymova analyza

4.3.1 Testovani

Za ucelem optimalizace metody byly vybrany dvé populace C. phragmitoides a dveé
populace C. canescens. Z kazdé populace byly vykopano 15 rostlin vzdalenych od sebe pii-
blizné 10 m. Rostliny byly odebirany na podzim a péstovany ve skleniku PrF JU v Cesk;’/ch
Budé¢jovicich s cilem ziskat vhodné listy pro izolaci isoenzymi. Za tucelem vybéru vhod-
nych enzymatickych systému byly z kazdé populace izolovany 3 rostliny. K izolaci byl

testovan pufr ,Luzula”, ktery se osvédcil.
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Extrakéni pufr ,Luzula” (dle ndvodu isozymové laboratore BU AVGR, Prihonice):

Mnozstvi jednotlivych slozek odpovida 100 ml pufru.

Trisbase ...l 091 g
ascorbic acid ............. ... ... 50 mg
1,4-Dithioerythritol (DTE) .......... 120 mg
dprava na pH = 7,5 pomoci H3 PO,
2-mercaptoethanol ................... 100 ul
PVP 4g

Na izolovanych extraktech bylo testovano 15 enzymatickych systému (postup viz nize
podkapitoly Elektroforéza a Histochemické barveni): 6-PGDH, AAT, ADH, DIA, EST,
G-6-PDH, IDH, LAP, MDH, NADHDH, PGI, PGM, PRX, SKDH, SOD. Né&které z téchto
enzymatickych systému byly na rod Calamagrostis tispésné pouzity 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 testovanych
15 systému byly vybrany 4 nejvariabilngjsi systémy (6-PGDH, AAT, ADH a DIA), které
byly pouzity na analyzu dalsich vzorkt. Odbér vzorki z rostlin péstovanych ve skleniku se
prilis neosvédéil (hynuti rostlin, prertustani dalsimi druhy trav a ostfic a nasledné obtizna
determinace mladych vyhona trav). V nasledujici sezoné byly proto rostliny odebirany

pfimo v terénu.

4.3.2 Odber vzorki

Ze znamych cCeskych populaci C. phragmitoides bylo vybrano pét vétsich populaci
z ruznych regiont (Kru$nohorské podhuii, Ceskomoravska vrchovina, Sumpersko, Pod-
krkonosi a Predsumavi) a ke kazdé této populaci byla do dvojice vybrana vétsi populace
C. canescens v blizkém okoli. Navic byla vybrané jesté jedna velka populace C. canescens
z Ceskolipska, kde je tento druh hojné rozsfien. V téchto 11 populacich (Priloha I a IT) byl
z deseti rostlin vzdalenych priblizné 10 metri odebran nejhotejsi zdravy list do vlhkého
ubrousku. List byl ulozen do vlhkého ubrousku, uzavien do plastového sacku a vlozen

do termosky s ledem.

4.3.3 lzolace

Nésledujici den po sbéru byly ze sebranych listii izolovany extrakty. Listy byly homoge-
nizovany tlouckem ve vychlazené treci misce v 500 pl vychlazeného izola¢niho pufru ,Luzula“
(viz navod na piipravu vyse) a Spetkou Dowex-Cl. Homogenat byl prepipetovan (Spickou
s ustfizenym koncem) do 1,5 ml eppendorfky a centrifugovan 10 min p#i 13800 rpm v cen-
trifuze vychlazené na 4°C. Vysledny supernatant byl rozpipetovan po 90 pl do dvou az t¥i

0,5 ml eppendorfek a vzorky byly uschovany v hlubokomrazicim boxu pii —-80°C.
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4.3.4 Elektroforéza

Pro elektroforézu byla pouzita aparatura Hoefer 600SE, na které byly pouzivany 4 ver-
tikalni gely s 28 jamkami. Diskontinualni akrylamidové gely (spodni 8,16% separaéni
a horni 4% zaostfovaci — koncentra¢ni gel) byly pfipraveny den predchéazejici analyze
v odpolednich hodinach a zatuhlé s jamkami zaplnénymi elektrodovym pufrem (Tris-

glycine) a zakryté alobalem byly uloZeny do lednice.

Slozeni separa¢niho gelu:

Mnozstvi jsou uvadéna na 4 gely (1 elektroforézu).

1,82 M Tris-HC1, pH =89 ................ 27 ml
Zasobni roztok Akrylamid + BIS .......... 19 ml
Destilovand voda .............. ... ... ... 46 ml
10% APS oo 430 ul
10% TEMED ..., 430 yul

Slozeni koncentrac¢niho gelu:

Mnozstvi jsou uvadéna na 4 gely (1 elektroforézu).

69 mM Tris-HsPOy, pH =69 ............. 18 ml
Zésobni roztok Akrylamid + BIS ........... 2 ml
10% APS .o 120 1l
10% TEMED ..., 120 ul

Néasledné byla pripravena aparatura na néasledujici den: spodni vana elektroforézy
byla naplnéna 2,4 1 elektrodového pufru a 1,8 1 destilované vody a umisténa do vétsi
plastové nadoby do lednice pro elektroforézu. Plastova nadoba byla postavena na mag-
netickou michacku michadlo a do vany bylo ddno michadlo. Déle byl do vany zasunut
sklenény vyménik tepla. Aparatura byla chlazena v lednici pres noc p¥i vypnutém do-
datecném chlazeni.

Dalsi den bylo zapnuto vnéjsi chlazeni aparatury a magnetické michadlo. Aparatura
elektroforézy byla obsypéana ledem. Mikrostiikackou (,,Hamiltonkou”) bylo na gel naneseno
vzdy 5 pl vzorku. Mikrostiikacka byla mezi vzorky proplachovana destilovanou vodou.
Skla s gely byla pfipevnéna na horni vanu elektroforézy a vlozena do spodni vany tak,
aby vyménik tepla ztstal mezi gely. Do horni vany byl nalit elektrodovy pufr, vana byla
zakryta vikem a elektroforéza byla zapnuta na 4,5 — 5,5 hod na 90 mA (dokud zbarvené
¢elo elektroforézy nedoséhlo 0,5 — 1 em od spodniho okraje). Po skonéeni elektroforézy byly
gely vyjmuty ze skel aparatury. Koncentra¢ni gel byl odfiznut a pro spravnou orientaci
vzorki na gelu byl §ikmo ofiznut pravy spodni roh gelu. Gely byly pfemistény do misek

s destilovanou vodou, kde byly kratce oplachovany.
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4.3.5 Histochemické barveni

Do kédinek obalenych alobalem byly na analytickych vahach navazeny latky podle
receptt pro jednotlivé enzymové systémy (6-PGDH, AAT, ADH a DIA). Byly odméfeny
prislusné objemy pufri s danym pH, které tyto enzymové systémy potiebuji. Tésné
pred barvenim byla vylita voda z misky s danym gelem. Miska s gelem byla prenesena
do temné mistnosti, kde byly za tmy smichany latky v kiddince s pufrem pro dany enzy-

movy systém a dikladné rozmichany roztok byl vylit na gel do misky.

6-phosphogluconate dehydrogenase (6-PGDH = PGD) E.C. 1.1.1.44

6-phosphogluconic acid ................... 10 mg
MgCI2.6HoO ... 30 mg
NADP*t 5 mg
MTT 5 mg
PMS 1 mg

Barvici roztok byl pfipraven za tmy a hned nalit

do misky s gelem.

Aspartate aminotransferase (AAT) E.C. 2.6.1.1

Roztok A:

0,1 M Tris-HCI buffer, pH =84 ........... 20 ml
aspartic acid ......... ... . il 240 mg
a-ketoglutaric acid ............. ... ... .. 40 mg
Roztok B:

0,1 M Tris-HCI buffer, pH =84 ........... 20 ml
pyrodoxal-5-phosphate .................... 25 mg
Fast Blue BBsalt ........................ 50 mg
Fast Violet Bsalt ......................... 50 mg

Roztok A byl pfipraven na svétle min. 15 min pfedem. Pti rozpousténi byl roztok zahfivan
na 50°C. Roztok B byl pfipraven za tmy, smichan s vychladlym roztokem A (stale za tmy)

a smés byla ihned nalita na gel.
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Alcohol dehydrogenase (ADH) E.C. 1.1.1.1

Roztok A:

0,1 M Tris-HCI buffer, pH = 7,5 ........... 40 ml
NAD 15 mg
MTT 10 mg
PMS 1 mg
Roztok B:

Gisty etanol ........ ... ... L 10 ml

Roztok A byl pfipraven za tmy, piidan ke gelu a po 2-3 min v termostatu (35°C) byl
pridan roztok B. V nékterych pripadech gel barvil slabé (piiblizné po 1 hod), a proto byla

pridana dalsi davka etanolu.

Diaphorase (DIA) E.C. 1.6.-.-

0,1 M Tris-HCI buffer, pH = 8,0 ................ 50 ml
NADH (reduced) ..., 13 mg
M 5 mg
2,6-dichlorindophenol (sodium salt hydrate) ..... 2 mg

Barvici roztok byl pfipraven za tmy a hned nalit do misky s gelem.

Krouzivym pohybem misky po stole byl roztok rozlit po celém gelu a miska byla
umisténa (stéle za tmy) do termostatu nastaveného na 35°C. Barvici roztoky na gelech
byly ve tmé pribézné promichavany a po vyzkouSené dobé (u kazdého systému jina —
Tab. 2) byl za minimélniho osvétleni kontrolovan stav barveni. Po skon¢eni barveni byl
barvici roztok slit do nadoby pro nebezpeény odpad a gel oplachovan destilovanou vodou,

dokud se z gelu nevymyly zbytky barviciho roztoku (nejéastéji do druhého dne).

Tab. 2: Primérné doba barveni u pouzitych enzymatickych systémii.

Enzymaticky Typ isozymu Priimérna doba barveni
systém (min)

6-PGDH Dimer 25

AAT Dimer 25

ADH Dimer 100

DIA Monomer 40

4.3.6 Vysuseni a uchovani gelt

Z oplachnutych geli byly sefiznuty zbytecné okraje. Kazdy gel byl ve vodé umistén
mezi dva listy celofanu, které byly napnuty pomoci kolicku na plastovy ramecek tak, aby
nikde nebyla vzduchova bublina. Po okapani vody byly ramecky pfipnuty na pevnou pod-

lozku, aby se vysychajici celofan nezkroutil. Gely v celofanu byly suseny na vzduchu min-
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imalné 24 hodin a poté byl vysuseny gel vyjmut z ramecku a celofan zkracen. Gely byly

popsany, naskenovany a uschovany mezi knihy, aby se nezkroutily.

4.3.7 Vyhodnoceni geli

Ve v8ech zkoumanych enzymovych systémech byl hodnocen pouze jeden lokus. Dva
lokusy byly detekovany pouze u systému AAT, ovSem jeden z lokust nebyl variabilni.
U tetraploidni Calamagrostis canescens byly zymogramy odecteny alelicky (Obr. 2). Odeci-
tani frekvenci alel druhu C. phragmitoides bylo komplikované. V nékterych piipadech
nebylo mozné s jistotou urcit spravny pomér alel, protoze zkoumané populace C. phrag-
mitoides byly okto- a dekaploidni a mély by tedy mit 8 a 10 alel. U populaci C. phrag-
mitoides byla proto urCena pouze pritomnost nebo nepfitomnost alel a jejich pomérné
zastoupeni, které bylo zakédovano jako tetraploidni.

Na zékladé vSech isozymovych systémii byly uréeny jednotlivé genotypy. Nésledné
byly pak vyhodnoceny pocty genotypt v jednotlivych populacich a vzajemné srovnany
populace a druhy. V programu CANOCO 5.0 (Braak et Smilauer, 2012) byla provedena
analyza hlavnich koordinat (PCoA) zaloZena na piitomnosti alel a matici frekvence alel
v jednotlivych enzymatickych systémech u C. phragmitoides a C. canescens. Pro PCoA
pritomnosti alel bylo pouzito binarni kédovani a pro vypocet sekundarni matice byla
pouzita Soerensenova vzdalenost. Pro PCoA frekvence alel byla kazdé alele prifazena
hodnota vystihujici jeji frekvenci, napt. u AAAB dostala alela A hodnotu 3 a alela B hod-
notu 1. Hodnoty byly navic zlogaritmovany (logjp x + 1), aby byl posilen vliv pfitomnosti.

Pro vypocet sekundérni matice byla pouzita Euklidovské vzdélenost.

el | i)
ho*"- “wgs

ABCC ABBD AABD BOEE CCFE CEEF CEEE ABEE CDEEDDEE

6-PGDH

=e,

AAAB AABB AAAA ABBB

Obr. 2: Ukazka vyhodnocovani zymogramu v jednotlivych isozymovych systémech (6-
PGDH — dimer, AAT — dimer, ADH — dimer, DIA — monomer).
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4.4 Sekvenovani

4.4.1 Sber materialu

K dispozici jsme méli 80 rostlin z agregatu C. purpurea (21 rostlin ze 12 populaci
ze stfedni Evropy, 29 rostlin z 20 populaci ze Skandinéavie, 29 rostlin z 25 populaci ze Sibife
a 1 rostlinu z 1 populace ze Severni Ameriky) a 25 rostlin C. canescens (25 rostlin z 20 pop-
ulaci ze stfedni Evropy a 2 rostliny z 1 populace ze Skandinavie — (Priloha I a IT). Do nék-
terych analyz byly zahrnuty i sekvence dalsich druhi, které pripadaji v itvahu jako poten-
ciadlni rodice C. phragmitoides, nebo se u nich predpokldda hybridizace se studovanymi
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. X strigosa)
(Ptiloha IIT).

Zivy i herbarovy material od jezera Bajkal byl pfivezen Petrem Kouteckym (CBFS).
Dalsi material ze Sibife byl ziskan z herbafovych polozek zapiijéenych z herbiare MU
v Brné (BRNU), dale byly vyuzity sbéry Alzbéty Cejkové ulozené v CBFS. Vétsina ma-
teridlu ze Skandinavie byla ziskana pii mezioborové exkurzi do Skandinavie 2013. Cast
materialu ze Skandinavie nam byla poskytnuta Bohumilem Travnickem (herbar OL), nék-

teré rostliny byly nasbirany L. Ekrtem a J. Kosnarem 2015.

4.4.2 lzolace DNA pomoci NaOH

Z pripravenych listti byla odebrana ¢ast (asi 10 x 5 mm) do eppendorfky 1,5 ml,
do které byly pridany t¥i wolframkarbidové kulicky. Eppendorfky se 3 min tfepaly s frek-

L'y mlynku Retsch MM400, poté byly kratce stoceny na stolni centrifuze,

venci 30 s~
aby se kousky vzorku dostaly ze stén zkumavek. Do kazdého vzorku bylo pfidano 20 nl
0,5 M NaOH a zkumavky byly zamichany. Vzorky byly nésledné prepipetovany do novych
zkumavek a kulicky vyndény. Poté byly vzorky centrifugovany 2,5 min na 13 800 rpm
pri teploté 22°C. Z kazdého vzorku bylo odebrano 5 pl supernatantu, ktery byl ptidan
do SAFE-LOCK zkumavek se 45 pul 100 mM Tris-HC1 (pH=8,3) a tyto zkumavky byly

zvortexovany.

4.4.3 PCR, purifikace a priprava smesi na sekvenovani

Pro sekvenovéani byly vybrany t¥i nekodujici tseky chloroplatové DNA: psbA-trnHSV,

psbK-trnSYCY | rpl32F-trnLAVSR (Tab. 3), které byly s tspéchem pouZity v minulosti
(Schaabova, 2013). Z diivodu ¢astych problémi s amplifikaci v tdseku rpl32F-trnLAVCR
u vzorku z herbarového materidlu byl navrzen novy forward primer pomoci programu
Primer 3 verze 0.4.0 s defaultnim nastavenim (Koressaar et Remm, 2007; Untergasser
et al., 2012). Takto upraveny primer oznacuji rpl32FCal. Dale byl sekvenovan jeden tisek
jaderné DNA (ITS1P-ITS4).
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PCR reakce probihaly v objemu 10 pl a jejich slozeni bylo: 2,2 nl PCR vody, 1,2 nl
forward i reverse primeru, oba o koncentraci 2,5 pmol, 5 pl 2x Plain PP Master Mixu (Top-
Bio) a 0,4 pl DNA vzorku. Amplifikace probihala v termocycleru Biometra T3000 a
BIOER XP. Reakéni podminky pro jednotlivé primery jsou shrnuty v Tab. 4 a Tab. 5
(reakéni podminky pro rpl32F-trnLAVSR a rpl32FCal-trnLAYC se nelisily).

Tab. 3: Pouzité primery.

’ Nazev primeru ‘ Primerova sekvence tiseku 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

Uspésnost PCR byla ovéfena pomoci elektroforézy. Byly smichany vizdy 2 ul PCR pro-
duktu s 0,8 ul GEL RED fluorescen¢niho barviva. Tato smés byla spolu s ladderem (100 bp)
na 1,5% agarozovy gel v pufru TBE. Elektroforéza probihala pii 120 V a vysledek byl
vyfocen v UV svétle pomoci programu Scion VisiCapture.

PCR produkty byly precistény ExoSapem. Bylo vzdy smichano 1,5 pl ExoSapu s 5 nl
PCR produktu. Vzorky byly kratce stoceny stolni centrifugou, zvortexovany a vlozeny
do cycleru na cyklus EXOSAP (15 min 37°C, 15 min 85°C).

Poté byla pripravena sekvenacni smés. Do novych eppendorfek bylo pfidano 2,5 pl
10 pmol forward primeru, 5,5 ul vody a 2 ul PCR produktu a vzorky byly poslany na sekve-
naci. V pripadé necitelného zacatku sekvence byl vzorek sekvenovan reverznim primerem.

Ziskané sekvence byly zpracovany v programech BioEdit 7.1.11 (Hall, 1999) a Geneious,
verze 9.0.4 (Kearse et al., 2012). Alignment celého souboru sekvenci byl proveden v pro-
gramu Mafft version 7 (Katoh et Standley, 2013) za téchto nastaveni: algoritmus hledani
alignmentu GINS-i, skorovaci matice pro nukleotidové sekvence 1PAM k = 2, postih
za otevieni gapu = 1. Idely byly zakédovany v programu SeqState version 1.4.1 (Miiller,
2005) metodou Simple coding (Simmons et Ochoterena, 2000). Poté byly rucné zako-
dovany jako nukleotidy A/C. Vytvorené alignmenty jednotlivych tseka byly spojeny
v programu FaBox (Villesen, 2007) a pfevedeny do formatu nexus vhodného pro pro-
gram PopART 1.7 (Leigh et Bryant, 2015). V programu PopART byla metodou TCS
Networks (Clement et al., 2002) vytvorena haplotypova sit pro useky cpDNA.
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Tab. 4: Reak¢éni podminky pro jednotlivé pouzité amplifikované tseky.
Usek cpDNA Teplota (°C) ‘ Doba trvani (s) ‘ Pocet opakovani

94 300 -
94 30

psbA-trnHEVG 57 30 35
72 60
72 600 -
94 180 -
94 30
66 30 2
72 45
94 30
63 30 2
72 45
94 30
60 30 2
72 45

psbK-trnSG¢Y o 50
Y 30 2
72 45
94 30
54 30 2
72 45
94 30
51 30 2
72 45
94 30
47 30 30
72 45
72 600 -
95 180 -
95 45

rpl32F-trnLAVER 51 60 35
72 60
72 600 -
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Tab. 5: Reakéni podminky pro pouzity jaderny tsek DNA.

Usek nDNA | Teplota (°C) ‘ Doba trvani (s) ‘ Pocet opakovani

95 180 -
95 30

ITS1P-1TS4 50 30 45
72 60
72 600 -

4.5 Klonovani

Z davodu amplifika¢nich problému (pfitomnost paralogii) v sekvencich ITS bylo nutné
nékteré vzorky klonovat (7 vzorkil). Klonovani je genetickd metoda, pomoci které lze
vytvofit rekombinantni molekula vnesenim fragmentu DNA do vektoru (plazmidu). Ne-
jprve bylo nutné amplifikovat tisek DNA, ktery bude klonovan. Byly testovany 2 poly-
Byl namichdn PCR mix s OneTaq polymerazou: 3,4 nl PCR vody, 0,6 ul 5 pmol ITS1P
primeru, 0,6 ul 5 pmol I'TS4 primeru a 5 pl Master Mixu s OneTaq polymerazou. Reakéni
podminky PCR jsou uvedeny v Tab. 6. PCR probihala v termocycleru Biometra T3000.

Tab. 6: Reak¢éni podminky pro klonovany jaderny tsek s OneTaq polymerazou.

Usek nDNA | Teplota (°C) | Doba trvani (s) | Poéet opakovani
95 180 -
95 30
ITS1P-ITS4 50 30 35
68 105
68 600 -

Pro dalsi postup bylo potreba ziskat ¢isty PCR produkt. Bylo smichano vzdy 6 nl PCR
produktu s 2 nl smési Loading Dye + Sybr Green (nanaseci pufr s barvivem). Po 10 min
inkubaci byla tato smés nanesena na 1,5 % gel low-melting agarézy v 1x TAE pufru.
Elektroforéza byla spusténa na 60 V. Na modrém svétle byly za pomoci skalpelu vyfezany
cilové prouzky PCR produktu a pfemistény do 0,5 ml zkumavek.

Potom bylo potifeba PCR produkt extrahovat z gelu a ligovat. Zkumavky byly inkubo-
vany v termobloku 10 min pii 65 °C. Ve flow boxu byla pfipravena smés ,melted gel
mixture’do novych 0,5 ml zkumavek: 1,75 pl sterilni vody, 0,25 nl pGEM-T Easy Vec-
tor (Promega) a 0,25 pl roztavené agardzy s PCR produktem. Smés byla promichana
a inkubovana dalsich 10 min pfi 65 °C. Do sterilni zkumavky byla pfipravena liga¢ni smés
(17,5 pl 2x liga¢niho pufru, 1,75 pl T4 ligazy pro 7 vzorki), kterd byla rozpipetovana
po 2,5 nl do stripu. K liga¢ni smési bylo pridano 2,5 ul ,jmelted gel mixture”. Po nabrani
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vzorku do Spicky pipety je nutné asi 3 sekundy pockat na ochladnuti vzorky, aby nebyla
poskozena T4 ligdza. Po promichani byla spusténa ligace v termocycleru Biometra T3000:
14 hod pii 16°C.

Nésledné byla provedena transformace naseho tiseku do bakterie. Zkumavky se vzorky
byly umistény na 15 min do 65°C do termobloku, poté byly nafedény 20 pl sterilni vody,
aby se zabranilo gelovaténi vzorku. Do novych 1,5 ml zkumavek bylo smichano 40 ul
kompetentnich bunék E. coli (kmen K12, mod. DHa) a 10 pl liga¢ni smési. Vzorky byly
lehce proklepany, kratce sto¢eny na stolni centrifuze a inkubovany 20 min na ledu, aby
doslo ke stabilizaci smési. Nasledné byla provedena transformace teplotnim Sokem: vzorky
byly inkubovany 45 s pii 42°C na termobloku a ihned umistény na 2 min na led.

Potom bylo nutné bakterie kultivovat na médiu. Ke kazdému vzorku bylo pfidédno
300 pl SOC média a zkumavky byly inkubovany ve vodorovné poloze v termomixeru 45 min
pii 37°C, 150 rpm. Byly pfipraveny kultivacni misky s LB/Amp: na kazdy vzorek bylo
do 250 ml tekutého LB média pridano 250 pl zasobniho roztoku Amp (0,1 g/ml) a médium
bylo nalito na misku. Ve sterilni zkumavce bylo smichano 64 nl sacharidu X-Gal (12,5 mg/ml)
a 3,5 pl genového kofaktoru IPTG (240 mg/ml). Smés byla nanesena na povrch tuhého
média v misce a rovnomérné rozetiena pomoci sterilni sklenéné klicky. Stejnym zptisobem
byly pripraveny dalsi misky. Na kazdou misku bylo naneseno 200 nl suspenze kultury trans-
formovanych bakterialnich bunék a tato smés byla rovnéz rozetfena. Mezi jednotlivymi
vzorky byla klicka sterilizovina namocenim do lihu a opalenim nad kahanem. Misky obré-
cené dnem vzhiru byly inkubovany pres noc v termostatu pii 37°C.

Nasledujici den byly vyhodnoceny kolonie. Pomoci sterilntho paratka byly ve flow-
boxu odebrany vzorky bilych kolonii (u bile zbarvenych kolonii doslo k inzerci PCR pro-
duktu do plazmidu, zatimco u modrych ne) do stripa se 40 pul PCR vody. Stripy byly
inkubovéany 5 min pii 94°C v cycleru (program , Denatur”), aby se plazmidy uvolnily z bak-
terif. Potom byla pfipravena smés pro piimou PCR s primery, které nasedaji na plazmid
v tésném okoli vkladaného inzertu: 3 pl PCR vody, 0,8 nl 5 pmol SP6 primeru, 0,8 pl 5 pmol
T7 primeru a 5 pl 2x Plain PP Master Mixu (Top-Bio). Do PCR smési bylo pfidano 0,4 pl
vzorku denaturované DNA z bakterii. Vzorky byly vlozeny termocycleru Biometra T3000
na program ,,SP6_T7” (Tab. 7).

Tab. 7: Reakéni podminky pro programu SP6 T7.

Usek nDNA | Teplota (°C) | Doba trvani (s) | Poéet opakovani
94 180 -
94 30
SP6-T7 50 60 45
72 60
72 600 -

Vysledek PCR byl ovéfen na 1,5% agarézovém gelu v 1x TBE pufru (2 ul PCR pro-
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duktu s 0,8 pl GELRED fluorescen¢niho barviva). Vzorky byly precistény na kolonkach
Invitek PCR Product Purification podle protokolu vyrobce a pfipraveny na sekvenovani

(viz protokol vyse).

4.6 \Vyrezavani PCR produktu z gelu

V nékterych piipadech (50 vzorki) mély PCR produkty v tseku ITS1P-ITS4 dva
prouzky na gelu. Proto byly do téchto PCR produktu pfidany 3 pl smési LD+SG a
po 10 min inkubaci byla tato smés nanesena na 1,5% gel low-melting agardzy v 1x TAE
pufru. Elektroforéza byla spusténa na 60 V. Na modrém svétle byly za pomoci skalpelu
vyfezany cilové prouzky PCR produktu a premistény do 0,5 ml zkumavek. Pomoci Gel
Extraction Spin Kit (JET QUICK) byl z gelu extrahovan PCR produkt (podle protokolu
vyrobce). Usp&snost extrakce byla ovéfena na 1,5% gelu v 1x TBE pufru (8 pl ziskaného
PCR produktu bylo smichano s 2,5 pl GelRed barviva). Vzorky byly pfipraveny na sekve-
naci smichanim 1 pl primeru I'TS1P (nebo reversniho primeru ITS4) s 9 pl PCR pro-
duktu. Pokud byl zacatek ziskané sekvence necitelny, byla pfipravena nova sekvenadcni

smés s reverznim primerem.
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5 Vysledky

5.1 Cytometrickad analyza

Sebrané populace byly rozdéleny na skupinu C. purpurea agg. a druh C. canescens
na zakladé morfologickych znakt udavanych v literatuie (Tzvelev, 1965; Conert, 1989)
a nameéfené ploidni trovné.

U rostlin fazenych ke skupiné C. purpurea byly prutokovou cytometrii zjistény hod-
noty odpovidajici 3 riznym ploidnim trovnim: tetraploidni, oktoploidni a dekaploidni.
Tetraploidni troven byla zjisténa pouze na Sibifi. V Evropé je dominantni oktoploidni
uroven, které byla zjisténa u 18-ti populaci ve stfedni Evropé a 10-ti populaci ve Skand-
inavii. Bylo zjisténo, ze variabilita ve velikosti genomu stfedoevropskych a skandinavskych
oktoploidnich populaci se nelisi (t = -1.905, df = 85, p = 0.0602) (Obr. 3).

V Ceské republice byly objeveny dvé populace odpovidajici dekaploidni tirovni. Ve-
dle jiz znamé populace z lokality étity (Schaabova, 2013) je to dalsi populace na okraji
Ceskomoravské vrchoviny v PP Hersica u Bedfichova v okrese Blansko. Ve Skandinavii
byla z 29 studovanych rostlin nalezena pouze jedina dekaploidni rostlina v populaci Lak-
shol na severu Norska. Dalsi dvé rostliny z této populace byly norméalné oktoploidni.

U vsech studovanych populaci C. canescens byla zjisténa velikost genomu odpovidajici
tetraploidni drovni. U druhu C. purpurea byla zjisténa mensi mezipopula¢ni variabilita
(5 %, Tab. 9) nez u C. canescens (az 7 %, Tab 8).

Tab. 8: Pomérné charakteristiky cytometrického méreni C. canescens pomoci DAPI a PI
(CV = koeficient variance piku).

’ Barvivo \ DAPI \ PI ‘
Sample CV mean 2,35 3,30
Standard CV mean 1,69 2,94
Pomér min 0,59 0,82
Pomér primeér 0,61 0,84
Pomér max 0,63 0,87
Variabilita (%) 7,05 7,61
Mezipop. variabilita (%) 6,79 3,72
Pocet méreni 52 52
Pocet populaci 33 9

27



5. Vysledky

5.1. Cytometricka analyza

Tab. 9: Pomérné charakteristiky cytometrického méreni riznych ploidii C. purpurea agg.
pomoci DAPI a PI (CV = koeficient variance piku).

’ 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
Pomér min 0.57 1.11 1.36 1.59 1.90
Pomér primeér 0.58 1.14 1.38 1.62 1.98
Pomér 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
Pocet mérent 5 87 12 45 16
Pocet populaci 5 28 3 7 3
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Obr. 3: Srovnani poméru Calamagrostis/Pisum mezi evropskou C. canescens a tfemi
ploidnimi trovnémi C. purpurea agg. z riznych regioni — tetraploidnimi rostli-
nami ze Sibife, oktoploidnimi rostlinami ze Skandinavie, Ceské a Slovenské repub-
liky a dekaploidnimi rostlinami ze Skandinavie, Ceské a Slovenské republiky (méfeno

na DAPI).
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5. Vysledky 5.1. Cytometricka analyza

Pro C. canescens a dvé ploidie C. purpurea agg. byl z vysledkii méfeni spocitan
»dye factor” (DF), obsah AT/CG bazi a prumérné velikost genomu (Tab. 10, Obr. 4).
Bylo zjisténo, ze zméfené rostliny C. canescens (stfedoevropské a skandinavské) maji
prumérnou velikost genomu 7,67 pg, oktoploidni rostliny C. purpurea agg. (asijské a evrop-
ské) maji pramérnou velikost genomu 14,73 pg a evropské dekaploidni rostliny 18,18 pg.
Déle bylo zjisténo, ze C. canescens nemé vyrazné vyssi obsah AT bazi (55,5 %) ve srovnéani
s obéma ploidnimi arovni C. purpurea agg. (55,0 % a 54,8 %). Tyto vysledky odpovidaji
vysledkim Schaabové (2013).

Tab. 10: Vypoéitané hodnoty ,,dye factor ” (DF), obsah AT /CG bazi a prameérna velikost
genomu C. canescens a dvou ploidii C. purpurea agg.

DF AT (%) CG (%) Primeérna 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 agq. (10x) 0,696 54,778 45,222 18,18

20

Yelikost genomu (pg)

Bt

o Median
. . . [125%-75%
CAN (4x) PUR (8x) PUR {10x) T Non-Outlier Range

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

Z pramérné velikosti genomu byla spoc¢itana Cx-hodnota C. purpurea agg. (velikost
jedné chromozomé sadky): 1.84 pg pro oktoploidni troven. Za predpokladu, Ze vySsi
ploidni droven je dekaploidni, Cx-hodnoty jsou totozné. Pro C. canescens byla spocitdna

Cx-hodnota 1.92 pg.
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Obr. 5: Histogram fluorescence jader dekaploidni C. purpurea agg. a interntho stan-
dardu Pisum sativum barvenych DAPI (lokalita Stity, 3 rostliny).
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Obr. 6: Histogram fluorescence jader dekaploidni C. purpurea agg. a interniho stan-
dardu Pisum sativum barvenych PI (lokalita Hersica).
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Obr. 7: Histogram fluorescence jader tetraploidni C. purpurea agg. a interniho stan-
dardu Pisum sativum DAPI (lokalita Sibif, Uljon-hory, 8 rostlin).
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Obr. 8: Histogram fluorescence jader tetraploidni C. canescens, okto- a dekaploidni C. pur-
purea agg. a interniho standardu Pisum sativum barvenych DAPI (lokality Slama —
C. canescens, f{efiény — C. purpurea 8x, Stity — C. purpurea 10x).
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5.2 Morfometrickd analyza

Analyza hlavnich komponent ukazala, ze druhy C. canescens a C. phragmitoides se
soustiedily na riznych stranach diagramu podél prvni kanonické osy (Obr. 9). Prvni dvé
kanonické osy vysvétluji 46,13 % a 22,68 % celkové variability. S prvni osou jsou ko-
relovany znaky délka listu 1 a 2, délka laty, délka prostfedni a nejspodnéjsi vétve laty.
S druhou osou ¢aste¢né koreluji poméry délka/sitka listu 1 a 2, nebo pocet kolének.

Analyza dvou ploidii druhu C. phragmitoides ukézala, Ze tento druh je morfologicky
homogenni (Obr. 10). Dekaploidni populace Stity se nachazi v okrajové ¢asti morfologicke
variability oktoploidnich populaci. Prvni dvé kanonické osy vysvétluji 31,32 % a 28,56 %

celkové variability.
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Obr. 9: Analyza hlavnich komponent (PCA) druhu C. canescens a C. phragmitoides. Prvni
dvé kanonické osy vysvétluji 46,13 % a 22,68 % celkové variability mezi druhy.
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Obr. 10: Analyza hlavnich komponent (PCA) dvou ploidii druhu C. phragmitoides. Dvé
kanonické osy vysvétluji 31,32 % a 28,56 % celkové variability.

Linearni diskrimina¢ni analyza potvrdila nékteré v minulosti uvadéné znaky, které
nejlépe odlisuji druhy C. canescens a C. phragmitoides (Schaabova, 2013). Jsou to délka
jazycku listu 1 a 2 (Tab. 11). Diskriminaéni analyza obou ploidii C. phragmitoides ukazala,
ze se ploidni urovné lisi sitkou druhého nejhotejsiho listu (SLIST2), délkou laty (LATA),
poctem kolének (KOL), délkou jazycku nejhorejsiho listu (JAZ1) a Gervenym zbarvenim
laty (CERV.hodne) (Tab. 12). Pfispévek nékterych znaku (délka nejdelsi vétvicky z ne-
jspodnéji rostoucich na laté¢ KVET D, délka nejdelsi vétvicky vyriustajici mirné pod stie-
dem laty KVET U) k rozlieni obou ploidii je omezen v pfipadé vybéru forward selection.

Provedené analyzy odhalily rozdily mezi druhy C. canescens a C. phragmitoides.
C. canescens se vétvi ¢astéji nez C. phragmitoides (Tab. 13). Pomérné zastoupeni vétvicich
se rostlin bylo u dekaploidni populace C. phragmitoides nejmensi ze vSech zkoumanych
skupin. Na cepeli listu pfevazuji u C. canescens husté chlupy, zatimco u zkoumanych
populaci C. phragmitoides byly pfitomny predevsim kratké chlupy (u dekaploidni popu-
lace 9 z 10 rostlin). Oba druhy maji stéblo bez ¢erveného zbarveni (10x C. phragmitoides
obzvlast), ale u C. canescens ma necela ¢tvrtina méfenych rostlin (58 rostlin) hodné

cervené stéblo.
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Tab. 11: Morfologické znaky C. phragmitoides a C. canescens vybrané forward selection,
jejich kondicionélni a marginalni efekty a korelace s diskriminac¢ni osou (LDA).

Kondicionalni efekty CorE Marginalni efekty
score
Znaky Variabi- | pseudo- P Osa 1 | Variabi- | pseudo- P
lita (%) F lita (%) F

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 2.5 279 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.
LogSLIST?2 <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 kondicionalni a marginalni efekty a korelace s osou linearni diskrimina¢ni analyzy
(LDA). Morfologické znaky odlisujici oktoploidni a dekaploidni rostliny C. phragmitoides
vybrané forward selection, jejich kondicionédlni a marginalni efekty a korelace s kanon-
ickou osou linearni diskrimina¢ni analyzy (LDA).

Kondicionalni efekty CorE Marginalni efekty
score
Znaky Variabi- | pseudo- P Osa 1 | Variabi- | pseudo- P
lita (%) F lita (%) F

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
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V poctu kolének se C. phragmitoides a C. canescens nelisi (Tab. 14 a 15). Z ostat-
nich méfenych znakt vyplyva, ze rostliny C. canescens jsou celkové mensi — at uz se
jedna o délku laty a jejich c¢éasti, délku a sitku obou hornich listd, nebo délku jazycku
obou hornich listi. Rostliny z dekaploidni populace étity jsou oproti oktoploidnim ros-
tlinam C. phragmitoides mohutnéjsi — vSechny méfené znaky maji vyssi hodnoty. Dokonce

maji o jedno kolénko na stéble vice (Tab. 16).

Tab. 13: Pocty rostlin C. canescens a C. phragmitoides s ur¢itym typem morfologického
znaku.

C. canescens C.p h.r agmi- C.p h?“ agmi-

Znaky (4x) toides toides
(8z) (10z)

Veétvi se 237 127 6

Nevétvi se 4 33 4

Kratké chlupy 28 106 9

Ridké chlupy 43 33 1

Husté chlupy 171 21 0

Zéadné zbarveni 145 110 9

Malo ¢ervené 39 29 1

Hodné cervené 58 21 0

| Celkem jedincii | 242 \ 160 \ 10 |

Tab. 14: Zmétfené hodnoty morfologickych znaki tetraploidnich populaci C. canescens
(kromé poc¢tu kolének jsou vSechny znaky v mm).

Std. . . .
Znaky Pramér | Error Mini- Maxi-
of mean | UM mum
KoL, 6 0,06 4 8
LATA 175 2,01 90 258
KVET D 66 0,95 22 113
KVET U o7 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: Zméfené hodnoty morfologickych znaki oktoploidnich populaci C. phragmitoides
(kromé poc¢tu kolének jsou vSechny znaky v mm).

Std.

Znaky Primér| Error Mini- Maxi-
of mean | UM 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: Zmétrené hodnoty morfologickych znaki dekaploidnich populaci C. phragmitoides
(kromé poétu kolének jsou vSechny znaky v mm).

Std.

Znaky Primeér | Error Mini- Maxi-
of mean | UM 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 Isozymova analyza

Isozymova analyza zjistila u C. phragmitoides 7 isozymovych genotypt au C. canescens
18 genotypu (Ptiloha tab. IV a V). Vétsina genotypu C. phragmitoides se lisila pomérnym
zastoupenim alel, zatimco vétSina genotypti C. canescens se lisila pritomnosti alel (11 geno-
typt). C. canescens méla pouze ve dvou isozymovych systémech (AAT, DIA) vic alel nez
C. phragmitoides.

Zkoumané populace C. phragmitoides se skladaly z 1-3 genotypu, zatimco zkoumané
populace C. canescens mély 1-7 genotypu (Tab. 17). Nejvic genotypi bylo zjisténo u C. ca-
nescens na lokalité Biehyné (BREHC) na Ceskolipsku. Tato populace ma unikatn{ alelu F
v systému DIA.

Analyza hlavnich koordinat (PCoA) zalozené na matici pfitomnosti alel ukazuje rozdé-
leni C. phragmitoides a C. canescens podél prvni osy (Obr. 11). Prvni dvé osy vysvétluji
60.91 % a 13.77 % celkové variability. C. canescens méa zietelné v&tsi vnitropopulacni
a mezipopula¢ni genotypovou variabilitu, zatimco 4 populace C. phragmitoides maji po-
dle pritomnosti alel jednotny genotyp a odlisuji se populace Planicka (PLANIPH) a gtity
(STITPH), které maji unikatni alelu E v systému ADH. Populace Stity ma navic unikétni
alelu A v systému DIA. C. canescens se odlisuje od C. phragmitoides alelou D v sys-
tému ADH (C. phragmitoides mé alelu C). V systému AAT je pro jednu populaci C. canes-
cens (STONC) unikatni alela A (Tab. 17).

Odligeni druht ukazuje i analyza hlavnich koordinat (PCoA) zalozen4 na frekvenci alel
v jednotlivych enzymatickych systémech (Obr. 12 a Obr. 13). Pokud se rozlisuji genotypy
na zakladé frekvence alel, variabilita obou druhtu se jevi jako vétsi. Nartust variability
s frekvenci alel je patrny predevsim v populacich KRLEPH a BOROPH.

Tab. 17: Pocet genotypu a pfitomnost alel v jednotlivych populacich C. phragmitoides
a C. canescens. Vzacné alely omezené maximalné na dvé populace jsou zvyraznény.

. 1 Pocet Pritomnost alel
Druh | Ploidie | Populace |\ bt [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: Analyza hlavnich koordinat (PCoA) - isozymové genotypy C. canescens
a C. phragmitoides na zakladé pritomnosti alel (kodovano 0/1). Sipky ukazuji na genotypy,
které sdili vice populaci. Prvni dvé kanonické osy vysvétluji 60.91 % a 13.77 % celkové
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Obr. 12: Analyza hlavnich koordindt (PCoA) zaloZena na matici frekvenci alel
C. canescens jednotlivych isozymovych systémi. Sipky ukazuji na genotypy, které sdili
vice populaci. Dvé kanonické osy vysvétluji 36.40 % a 24.36 % celkové variability.
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Obr. 13: Analyza hlavnich koordindt (PCoA) zaloZena na matici frekvenci alel C. phrag-
mitoides jednotlivych isozymovych systémi. Sipky ukazuji na genotypy, které sdili vice
populaci. Dvé kanonické osy vysvétluji 66.60 % a 20.44 % celkové variability.
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5.4 Sekvenovani

5.4.1 Chloroplastové useky

Vzhledem k obtizim pfi sekvenovani tseku rpl32-trnL. bylo provedeno nékolik analyz.
Nejvice rostlin (25 rostlin C. canescens a 80 rostlin C. purpurea agg. — 21 ze st¥edni
Evropy, 29 ze Skandinavie, 29 z Asie a 1 ze Severni Ameriky) bylo zafazeno do spole¢né
analyzy chloroplastovych tsekt psbA-trnH (délka zalignovaného tseku byla 594 bézi)
a psbK-trnS (délka zalignovaného tseku byla 577 bézi). Tato analyza odhalila ve skupiné
C. purpurea agg. 2 velmi blizké haplotypy. Dominantni haplotyp Purl byl zaznamenén
u drtivé vétsiny rostlin z Evropy, Asie i u jediné rostliny ze Severni Ameriky. Druhy hap-
lotyp (Pur) lisici se pouze dvéma bazemi byl zaznamenan pouze u 3 rostlin ze 2 populaci
u jezera Bajkal (Obr. 14 a Obr. 15). Pficemz v jedné z téchto populaci byl zaznamenan
i haplotyp Purl.

U druhu C. canescens byla zjisténa podstatné vyssi variabilita v chloroplastové DNA.
Na tizemi st¥edni Evropy byly zjistény 4 haplotypy (CAN 1-4) lisici se jednou nebo dvéma
substitucemi (Obr. 16). Dominantni haplotyp byl také zjistén u rostlin ze Skandinavie.

V oblasti feky Leny byl u rostlin morfologicky podobnych C. purpurea zjistén haplo-
typ (X1) blizky haplotypium C. canescens (Obr. 15).

CAN1

C. canescens
@ Evropa

C. purpurea agg.
CAN2 @ sSttedniEvropa

@ Skandinavie
O Asie

. Severni Amerika

Obr. 14: Haplotypova sit (tiseky psbA-rnHEV¢ a psbK-trnS“CY) sekvenovanych populaci
C. purpurea agg. a C. canescens.
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‘ b g | CcpDNA (psbA+psbK)

Obr. 16: Vyskyt zjisténych haplotypi cpDNA (psbA-trnH+ psbK-trnS) v populacich
C. purpurea agg. (PUR 1) a C. canescens (CAN 1-4).
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Do dalsi analyzy téchto dvou tuseku byly zahrnuty i sekvence dalsich druhu, které
prichéazeji v uvahu jako potencidlni rodi¢e nami studované C. phragmitoides (patiici
do agregatu C. purpurea), nebo se predpoklada existence moznych hybridi se studovanymi
druhy (bylo pouzito 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. X strigosa).
Vysledné haplotypova sit pomérné dobie ukazuje odliseni na nékolik skupin (Obr. 17).
Hlavni dva haplotypy C. phragmitoides se zdaji byt témér unikatni. Byly zjistény pouze
u dvou dalsich rostlin. Jedna rostlina z Asie morfologicky odpovidala C. stricta a druha
ze Skandinévie, kteréa byla morfologicky uréena jako C. X strigosa (= C. epigejos X stricta).
Tteti haplotyp zaznamenany v Asii, blizky C. canescens je opét sdilen s druhem C. stricta.

Haplotypy C. stricta jsou blizké haplotypim C. canescens, které jsou prevazné sdileny
s C. villosa (Obr. 17).

C. epigejos patii do dalsi skupiny haplotypu, které sdili s C. pseudophragmites. Do této
skupiny se ptfimichévaji i C. varia a C. arundinacea. C. epigejos je pomérné geneticky

vzdélend od C. phragmitoides i C. canescens.

10 es
Q

1 sample
® purpurea_agg.
canescens
® villosa
© arundinacea
© varia
° epigejos
e pseudophragmites
® stricta
© xstrigosa

Obr. 17: Haplotypova sit (useky psbA-trnH a psbK-trnS) sekvenovanych populaci C. pur-
purea agg., C. canescens a sekvenovanych populaci zajmovych taxoni.

Vsechny 3 tuseky chloroplastové DNA (psbA-trnH, psbK-trnS, rpl32-trnL) byly os-
ekvenovany u 18 rostlin C. canescens a 38 rostlin C. purpurea agg. Délka zalignovaného
tseku rpl32-trnL byla 539 bézi. Po pridani tfetiho tseku ¢cpDNA do analyzy nepiibyly
dalsi haplotypy C. canescens (Obr. 18). U C. purpurea piibyl jeden haplotyp s osmi-
bézovym indelem, ktery je omezen pouze na dekaploidni rostliny, pro které je unikatni

nehledé na region (Skandinavie, nebo st¥edni Evropa, Obr. 19).
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Obr. 18: Haplotypova sit (tiseky psbA-trnH, psbK-trnS, rpl32-trnL) sekvenovanych pop-
ulaci C. purpurea agg. a C. canescens. Jednotlivé ploidni drovné jsou vyznaceny barevné.

5.4.2 Jaderny usek (ITS)

Ziskané ITS sekvence obsahovaly cetné paralogy a byly pfimo ¢itelné jen v nék-
terych pripadech. U nékolika maélo rostlin byly tedy sekvence klonovany. Z rtiznych druhi
a z klonovanych sekvenci bylo ziskdno 12 ¢istych sekvenci (délka zalignovaného tuseku
ITS1P-ITS4 byla 579 bazi). Ptes tyto potize se ukazalo, Ze se vymezily dvé jasné skupiny.
C. phragmitoides, C. canescens, C. canadensis a C. wvillosa patii do prvni skupiny, za-
timco C. epigejos, C. varia a C. pseudophragmites patii do druhé skupiny (Obr. 20).
Tyto vysledky podporila také vysledna ribotypova sit (Obr. 21).

KdyZz do analyzy zahrneme i dalsi sekvence se zjevnymi paralogy — degenerovanymi
bazemi (106 sekvenci), je celkem patrné, ze obé skupiny se stéle separuji (Obr. 22). V ramci

téchto skupin v8ak doslo ke spojeni v dusledku degenerovanych bazi.

44



5. Vysledky 5.4. Sekvenovani

{~"" Y Calamagrosti purpurea agg.
it DNA ploidie
O 4x
J

O 8x
@® 10x

x

~ L. Y’\?‘;ﬁ‘\;&\: \'z /\ S A ;%. ok

Obr. 19: Vyskyt zjisténych ploidnich arovni v populacich C. purpurea agg. (PUR 1),
ze kterych byly ziskany sekvence. Otaznik znaci sekvenované populace, u kterych nebyla
zméTrena ploidie.
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canescens-BREEC-I3K6
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canadensis-GLENCA-I522
epige]jos-SCHOE-T1023
varia-CIKDV-I105K2
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pseudophragmites-SIREPS-T100

Obr. 20: Nalezené ribtyy v usek ISl—T
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Obr. 21: Ribotypova sit (usek ITSIP-ITS4) C. purpurea agg. a dalsich druhi rodu Cala-
magrostis z primych sekvenci bez zretelné pritomnosti paralogii a klonovanych sekvenci.
Jednotlivé druhy a skupiny jsou vyznaceny barevné. Zahrnuty jsou i sekvence s degen-
erovanymi bazemi. Jednotlivé druhy a skupiny jsou vyznaceny barevné.
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Obr. 22: Ribotypova sit (usek ITSIP-ITS4) C. purpurea agg. a dalsich druhi rodu Cala-
magrostis z pitimych i klonovanych sekvenci. Zahrnuty jsou i sekvence s jasnymi paralogy,
a tedy degenerovanymi bazemi. Jednotlivé druhy a skupiny jsou vyznaceny barevneé.
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6 Diskuze

6.1 Agregat C. purpurea

V literatufe je pro agregat Calamagrostis purpurea uvadéna zna¢na variabilita v ploidni
trovni i po¢tu chromosomu (Mitchell, 1968; Tzvelev, 1965). Chromosomové pocty uvadéné
pro evropské rostliny C. phragmitoides (Conert, 1989) jsou z velké ¢asti zaloZeny na tuda-
jich Nygrena. Uvadéné hodnoty jsou 56-91 (Nygren, 1946). Na tizemi Evropy vSak jed-
noznacné prevladaji oktoploidni populace, kterym odpovidé pocet chromosomu 56. Velmi
vzacna je troven dekaploidni odpovidajici 2n=70. Zda se velmi pravdépodobné, Ze vari-
abilita v po¢tu chromosomii v pfirodnich populacich neni tedy tak velka a vyskyt aneu-
ploidnich rostlin, které se uvadéji v literatufe, je mimoradné vzacny. Nelze vyloucit, ze se
tyto udaje (56-91) vztahuji predevsim na rostliny ziskané umélou hybridizaci mezi druhy
C. canescens a C. epigejos (Nygren, 1946).

O situaci mimo tzemi Evropy lze na zakladé naSich dat jen tézko délat zavéry, protoze
mnozstvi zkoumanych populaci je velmi malé a lokdlné omezené. Ovsem je tfeba zminit,
ze v okoli jezera Bajkal byly zjistény pouze tetraploidni populace (2n=28).

Vétsina taxoniu C. purpurea agg. jsou morfologicky podobné typy, u kterych dosud
nebyly s vyjimkou isozymi zkoumany molekularni markery. Zjistili jsme, Ze vSechny zk-
oumané dekaploidni populace C. purpurea agg. se od oktoploidnich populaci lisi indelem
v useku rpl32-trnL.. Protoze vSechny dosud zkoumané dekaploidni rostliny sdili tento
unikatni haplotyp, lze predpokladat, ze maji spole¢ny piivod nezavisly na vzniku ok-
toploidnich populaci. Tato ploidni troven se zda byt na tzemi Evropy velmi vzacna.
Tetraploidni populace C. purpurea agg. ze Sibife maji jeden unikitni haplotyp a dalsi
haplotyp ¢astecné sdileji s oktoploidnimi populacemi. Vzhledem k vysledkim cytometrick-
é¢ho méteni lze predpokladat, Ze se tetraploidi v Evropé nevyskytuji a nejsou ani udavany
v literatute (Conert, 1989). Vzhledem k dosud zjisténé variabilité a variabilité uvadéné
na Sibifi se zda zatim vhodnéjsi neodlisovat Evropské rostliny od Sibifskych. Minimalné
ne na druhové trovni a do doby nez bude dostateéné znama distribuce cytotypu napftic
celou Eurasii.

Hybridizace je u titin Casto uvadénym jevem. Znama je napt. C. xstrigosa (hy-
brid C. stricta s C. epigejos), bézné je udavana C. xacutiflora (hybrid C. arundinacea

s C. epigejos), a také hybridizace mezi nepfilis podobnymi druhy — napt. C. X gracilescens
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(hybrid C. canescens a C. stricta), C. hartmaniana (C. arundinacea a C. canescens
a mnohé dalsi (Conert 1989). Analyza haplotypi potvrzuje, Ze hybridizace hraje naopak
vyznamnéjsi roli ve skupiné C. arundinacea, C. varia a C. epigejos, ptipadné u C. pseu-
dophragmites. Vznik evropskych rostlin C. purpurea je rovnéz tradiéné vysvétlovan také
hybridizaci, a to C. canescens s nékterym z dalsich druhi (Scholz, 1971).

Zjisténé udaje vsak ponékud méni tradi¢ni pohled na miru hybridizace v tomto agregétu.
Detekované haplotypy cpDNA ukazuji, Zze hybridizace ve skupiné C. purpurea nebude prilis
béZnym jevem a ani v minulosti tomu tak spiSe nebylo. Ve skupiné C. purpurea agg. by
potencialné mohla vzacné probihat hybridizace s C. stricta, ¢emuz napovida spole¢ny hap-
lotyp nékolika rostlin C. purpurea agg. a C. stricta na Sibifi. Navic dominantni haplotyp
C. purpurea agg. byl zjistén také u rostlin C. stricta a C. Xstrigosa.

Zajimavym vysledkem je sdileni haplotypii C. canescens a C. villosa. 1 kdyz jsouu C. vil-
losa uvadény rizné chromozomové pocty (Conert, 1989), je velmi pravdépodobné, Ze
zcela prevazujicim nebo dokonce vyhradnim cytotypem C. villosa jsou dekaploidi (2n=70;
Krahulcova, 2003; nase nepublikované analyzy). Vzhledem k této skutecnosti a predpokla-
dané alespon castecné mezi-ploidni bariéte lze spise spekulovat, ze sdileni haplotypi mezi
druhy C. canescens a C. willosa lze spisSe vysvétlit jako dusledek davného vzniku C. wvil-
losa za ucasti C. canescens jako materské rostliny nez jako indikator néjaké recentnéjsi
hybridizace mezi témito druhy (Krahulcova, 2003).

Nase data jednozna¢né vylucuji teoreticky vznik C. phragmitoides hybridizaci C. canes-
cens s C. epigejos jak byl formulovan predevsim na zékladé morfologického srovnani (Ny-
gren, 1946; Scholz, 1971; Tzvelev, 1965). C. phragmitoides ma prevazujici haplotypy, které
nejsou blizce pribuzné se zjisténymi haplotypy C. canescens ani C. epigejos. Ani jeden
z téchto druhii nemize byt proto matetfskou rostlinou. Calamagrostis epigejos navic nes-
dili s C. purpurea ani zadné charakteristiky v jaderné DNA, takze nelze predpokladat jeji
podil ani na zakladé tohoto markeru. Naopak, ITS ribotypy C. canescens a C. purpurea
jsou velmi blizké a navic se zda, Ze se v nékterych populacich predevsim C. purpurea kom-
binuji. Ani vyssi ploidni troven evropskych rostlin C. purpurea netrika nic o vztahu tohoto
druhu k C. canescens. Na Sibifi se vyskytuje stejné ploidni droven C. purpurea agg. jako
méa C. canescens a rostliny se zdaji byt dobfe vymezené a morfologicky velmi podobné
evropskym rostlinam s vyssi ploidii. Zda se, ze by C. canescens a C. purpurea mohly byt
dva uz pomérné dévno izolované a samostatné taxony. Areal C. canescens asi neni moc
rozsahly. Tento druh nebyl potvrzen ani z Uralu, odkud je udavan a odkud pochézela
rostlina urcenda puvodnimi sbérateli jako C. canescens. Pfi podrobném morfologickém
studiu se v8ak i tato rostlina shoduje dulezitymi znaky (napf. odéni jazycku) s ostatnimi
rostlinami C. purpurea a jeji morfologie je tak v souladu se zjisténymi molekularnimi

charakteristikami.
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6.2 QOdliseni taxont C. purpurea agg. a morfologicky
podobnych typu

Zkoumané rostliny agregatu C. purpurea byly porovnévany s druhem C. canescens,
se kterym byl druh v minulosti zaménovan a je mu zna¢né podobny a roste na velmi
podobnych biotopech (Grulich, 1986; Grulich in Kubat et al., 2002).

V literatutfe se druhy C. phragmitoides a C. canescens rozlisuji na zékladé nékolika
znaki: pocet kolének, barva a délka listu, délka jazycku a jejich odéni, délka laty a pozice
osiny na pluse (Grulich in Kubat et al., 2002; Conert, 1989). Bylo zjisténo, ze C. canescens
jsou oproti stfedoevropskym rostlinam C. phragmitoides celkové mensi, a to v délce laty
a jejich c¢asti, délce obou listi, nebo délce obou jazycki, coz odpovidéa udajim z literatury
(Grulich in Kubat et al., 2002; Conert, 1989). Kromé téchto morfologickych znakt byly
zjisténa rozdily mezi témito druhy v Sifce listl, odéni listu a délky casti laty. Rostliny
C. canescens se Castéji vétvi, maji castéji cervené zbarvené stéblo a husté chlupy na cepeli
listu. Obé zjisténé ploidie C. phragmitoides (8x a 10x) se vétvi méné ¢asto a na Cepeli listii
maji nejcastéji jen kratké chlupy. Rozdily uvadéné v dosavadni literatuie v poc¢tu kolének
(Grulich in Kubat et al, 2002) neodpovidaji skutecnosti.

Zjisténé morfologické rozdily potvrdila i linearni diskrimina¢ni analyza (LDA). Bylo
zjisténo, ze nejlépe lze druhy C. canescens a C. phragmitoides rozlisit na zékladé znaki:
délka jazycku 1 a 2, vétveni a Sitka listu 1. NavySeni poc¢tu populaci, u kterych byly
zméteny morfologické znaky oproti bakalaiské praci (Schaabové, 2013) zdaraznilo vyznam
vétveni a $itky nejhotejstho listu.

Zmérené dekaploidni populace se nachéazi na kraji morfologické variability C. phragmi-
toides. Rostliny z dekaploidni populace Stl’ty jsou oproti oktoploidnim rostlindm celkové
mohutnéjsi, vétsi a méné se vétvi. Nejlépe je 1ze od oktoploidnich rostlin rozlisit na zakladé
sitky druhého nejvyssiho listu, délky laty, poctem kolének a délkou jazycku nejhorejsiho
listu. Morfologické rozdily v ploidnich tirovnich jsou v8ak prili§ malé na to, aby mélo smysl
ploidie morfologicky rozeznéavat.

Ackoliv je C. phragmitoides morfologicky velmi podobna ostatnim taxonum C. pur-
purea agg., v literatufe jsou uvadény nékteré rozdily: C. canadensis se ziidka vétvi, ma
dlouhé a siroké listy, dlouhé robustni klasky a jemnou osinou na blanité pluse (Mitchell,
1968), zatimco C. purpurea ma uzsi listy jasné zelené barvy, pomérné husté laty s o néco
kratsimi nahloucenymi klasky (Tzvelev, 1965). C. langsdorfii ma byt oproti C. purpurea
mohutnéjsi, ma mit Sirsi Sedozelené listy, Fidsi Siroce rozlozené laty a delsi klasky (Tzvelev,
1965). Fenotypovy projev znakt je vSak pod silnym tlakem prostiedi a bylo by potieba

pofadné je prozkoumat v centru morfologické diverzity.
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6. Diskuze 6.3. Pritokova cytometrie

6.3 Priatokova cytometrie

Podle vysledki priutokové cytometrie predpokladame u druhu C. canescens pouze
tetraploidni trovenn (2n=28), zatimco u druhu C. purpurea tetraploidni (2n=28), okto-
ploidni (2n=56) a dekaploidni tiroven (pravdépodobné 2n=70). Bylo zjisténo, ze mezipop-
ulacni variabilita druhu C. canescens je pomérné znafna a piesahuje 7 % (v méfeni
na DAPI). U zméfenych oktoploidnich rostlin C. purpurea byla zjisténa variabilita ve ve-
likosti genomu na DAPI necelych 6% (vétsina variability je mezipopula¢ni). Vnitropopu-
la¢ni variabilita obou ploidii C. purpurea na DAPI je pres 1 %, coZ je v ramci chyby méreni
cytometru (cytometr Partec PA I ma chybu méfeni az 4 %). Pro oktoploidni aroven
C. purpurea byla spocitana Cx-hodnota (velikost jedné chromozomé sadky): 1.84 pg, za-
timco pro dekaploidni populace byla Cx-hodnota 1,82 pg. V literatufe se uvadi pouze
Cx-hodnota pro druh C. epigejos a to 2.20 pg (Zonneveld, 2005).
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{ Zaver

Rod Calamagrostis je taxonomicky komplikovany z diivodu pomeérné velkého mnozstvi
popsanych druhti, které nejsou snadno poznatelné, maji velkou fenotypovou plasticitu
a malé mnozstvi spolehlivych morfologickych znakt, kterymi by je bylo mozné od sebe
snadno rozligit. Cirkumpolarni agregat C. purpurea, ve kterém je rozliSovano mnozstvi
taxonu (C. phragmitoides, C. purpurea, C. langsdorfii, C. canadensis) je toho dikazem.
V tomto agregatu se na tzemi Evropy podarilo rozlisit 2 ploidni trovné. Oktoploidni
uroven jednozna¢né dominuje, dekaploidni troven je vzacnéa. Naopak v Asii byly zjistény
pouze tetraploidni rostliny. Variabilita asijskych titin bude pravdépodobné vétsi nez jak
se muze zdat z naseho malého mnozstvi dat. Nicméné je zajimavé, ze tetraploidi rostly
vyhradné v Asii, zatimco oktoploidi v Evropé.

Oktoploidni a dekaploidni populace jsou morfologicky témér shodné, avsak lisi se in-
delem v jednom chloroplastovém tseku (rpl32-trnl). Vétsina oktoploidnich a tetraploid-
nich populaci napti¢ Eurasii sdili jediny haplotyp cpDNA a nejevi jasné rozdily ani v I'TS
useku jaderné DNA. Proto neni zjevny duvod oddélovat evropské rostliny do samostatného
druhu. Lze vyloucit, Ze by evropské rostliny vznikly hybridizaci C. canescens a C. epigejos.
Zietelna a dusledna odlisnost haplotypt chloroplastové DNA mezi druhy C. phragmitoides
a C. canescens vylucuje, ze by rostliny C. canescens mohly v pfipadné davné hybridizaci
téchto skupin vystupovat jako matefrské rostliny.

Je pravdépodobné, stiedoevropské rostliny agregatu C. purpurea nejsou obligiatné
apomiktické, jak se predpokladalo. Naopak isozymova variabilita druhu C. canescens

viceméné odpovidé jeho predpokladané sexualni reprodukei.
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Priloha 1V

Priloha IV: Zjisténé genotypy C. phragmitoides v jednotlivych enzymatickych 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
Priloha V

Priloha V: Zjisténé genotypy C. canescens v jednotlivych enzymatickych 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




Priloha VI
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Priloha VI: Detail kvét




Priloha VII
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Pifloha VII: Cést populace C. canescens na lokalité Stonafovské jezirko.



