Jiho&eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich

Piirodovédecka fakulta

Srovnani endemické titiny Saska Calamagrostis rivalis

s rostlinami z CR

Bakalatska prace

Jana Piherova

Skolitel: Ing. Milan Stech, Ph. D.

Ceské Budgjovice 2016



Piherova, J., 2016: Srovnani endemické titiny Saska Calamagrostis rivalis s rostlinami z CR.
[A comparison of species Calamagrostis rivalis endemic in Saxony with plants from the Czech
Republic. Bc. Thesis, in Czech.] — 43 p., Faculty of Science, University of South Bohemia,
Ceské Budgjovice, Czech Republic.

Anotace

There were found several populations of uncertain taxa of genus Calamagrostis along the Ohte
river in NW of the Czech Republic. The habitus resembled the species Calamagrostis rivalis
that has been considered to be endemic in Saxony, Germany. In this study DNA ploidy level
by FCM, morphometric characters and 3 genetic markers of 17 populations collected from
both countries were studied. Based on the results we suggest to classify the plants from Czech

populations as Calamagrostis rivalis.
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1 Uvod

Rod Calamagrostis (titina) patii do ¢eledi Poaceae, podceledi Pooidae, tribu Poeae
(Soreng et al., 2015). Pocet uvadénych druht se pohybuje od 150 (Tzvelev, 1989) az do 280
(Conert, 1989). Toto ¢islo kolisa kviili problémum s vymezenim druhu v této taxonomické
skuping, které jsou zpusobeny piedev§im velkou fenotypovou plasticitou (Nygren, 1946,
1948b; Stech, in prep.), polyploidizaci (Grant, 1981; Green, 1984), mezidruhovou hybridizaci
(Nygren, 1948b; Paszko, 2002; Lu et Phillips, 2006) a vegetativnim rozmnozovanim pomoci
apomixie (Nygren 1949, 1954; Green, 1984, Asker et Jerling, 1992).

Taxonomické problémy a nejasnosti v druhovych determina¢nich znacich vedou
k Castym chybam pti urovani druht. Ty jsou zpétné odhalovany pfi revizich herbafovych
polozek a literarnich Gdaju. Jednim takovym piipadem byly polozky uloZené ve Stiedoceském
muzeu v Roztokéach u Prahy. Zajimava titina na biehu feky Ohte pobliz Zatce byla nalezena
roku 1980 na floristickém minikurzu Severoéeské pobocky tehdejsi Ceskoslovenské botanické
spole¢nosti a urCena jako Calamagrostis pseudophragmites (Kubét et al., 1981). Pozdg&ji byl
udaj povazovan za chybnou determinaci a pti dalsi revizi herbafového dokladu byly rostliny
povazovany za mozného hybrida C. canescens s né¢kterym z dal§ich druhti. Pfi navstéve
lokality v dobé vegetacni sezony (M. Stech, 2013) byl vyskyt této titiny znovu ovéfen a byla
zjisténa habitualni podobnost s druhem Calamagrostis rivalis, povazovanym za endemicky
druh Saska, spolkové zemé v sousednim Némecku. Podobnost byla ve shod¢ i s ekologickymi
naroky druhu. Nasledné byly v herbatovém materialu StfedoCeského muzea v Roztokach
u Prahy zjistény dalsi vyskyty morfologicky podobnych titin na n¢kolika lokalitach na
nejdolejsSim toku Ohfe. Piedbézné studium ploidni urovné pomoci priitokové cytometrie
odhalilo, Ze rostliny z Ohte i saské populace C. rivalis jsou hexaploidni. Tato ploidni Uroven
nebyla dosud znama u zadného druhu rodu Calamagrostis na tizemi CR. Za u¢elem testovani

hypotézy, Ze se jednd o totozny druh, vznikla tato bakalarska prace.



2 Literarni resSerse

2.1 Taxonomicka problematika rodu Calamagrostis

Travy jako morfologicka skupina rostlin jsou ¢lovékem rozliSovany uz po dlouha
staleti ve vétsin€ kultur. Dikazem je i fakt, ze téméf kazdy jazyk ma pro tuto skupinu prevazné
bylinnych hemikryptofytt specialni oznaceni (Soreng et al., 2015). Spole¢ny ptvod trav byl
predpokladan uz v podatcich botaniky ve starém Recku. Vztahy uvnité této morfologicky
dobie vymezené skupiny jsou ovSem velmi komplikované. S nastupem molekularnich metod
ptiSel nastroj objektivniho posouzeni fylogenetickych vztaht, které se od té doby stale

upiesiuji.

V ramci ¢eledi Poaceae, podéeledi Pooideae, tribu Poeae, se od roku 1990 (Soreng at
al., 1990) rozlisuji 2 skupiny na zakladé typu chloroplastového genomu, typ Poeae a typ
Aveneae. Rodové vymezeni Calamagrostis je problematické, napt. rostliny ze stiedni a jizni
Ameriky jsou pravdépodobné jiného fylogenetického puvodu (Saarela et al., 2010), vétSina
australskych a novozélandskych rostlin se recentné fadi do rodd Deyeuxia a Lachnagrostis
(Edgar, 1995). Pii uzsim pojeti rodu Calamagrostis, s vyskytem na severni polokouli, je rod
aktualné zatazovan do subtribu Agrostidinae, spadajiciho do chloroplastového typu Aveneae
(Quintanar et al., 2007, Saarela et al., 2010, Soreng et al., 2015).

Taxonomie rodu Calamagrostis byla uz od pocéatka komplikovana nejasnym
vymezenim. Adanson pouzil roku 1763 jméno Calamagrostis pro trvy s jednokvétymi klasky
a s pluchou bez osiny (Adanson, 1763; Wasiljev, 1960). Ta je dnes ale povazovana za jeden z
rodovych znakt. Osinatd plucha, jednokvété klasky a kalusové chlupy byly znaky, kterymi
Roth (1789) odlisil rod Calamagrostis od roda Arundo a Agrostis. V pozdé&jsi praci ale popsané
druhy pietazuje do rodu Arundo (Roth, 1827). Pocate¢ni nejasnosti vedly k ustanoveni rodu
Deyeuxia (Clarion, 1812), ktery se podle Clariona n¢kterymi znaky (ptitomnost pastopecky,
odéni kvétnich ¢asti, vlastnosti plodu, aj.) odliSuje od rodi Arundo i Calamagrostis. Nékteti
autofi nepfijali jméno Deyeuxia jako novy rod, ale oznacovali jim poddruh, sekci nebo
podsekci v rdmci rodu Calamagrostis. To jesté vice zkomplikovalo taxonomickou situaci.
Podrobnéji problematiku rozebird Wasiljev (1960), ktery ve své praci uvadi piehled
systematickych pojeti rodu. Prvni z nich zpracoval Koch (Koch, 1837), roku 1898 ho nahradil

slozitéji feSeny systém Torgese (Torges, 1898). Jako krok zpét Wasiljev oznacil systém
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zpracovany Roshevitzem (Roshevitz, 1934), ktery byl jen mirné¢ modifikovan v roce 1948
(Matuszkiewicz, 1948). Sdm Wasiljev proto vytvofil novy systém rodu, ktery déli na 5
podrodt, podrod Calamagrostis pak do dvou sekci (Wasiljev, 1960). Sovétsky botanik
Tzvelev rozdélil rod Calamagrostis do tii sekci, Deyeuxia, Pseudophragmites a
Calamagrostis (Tzvelev, 1965,1976). V nejnovéjsich systémech se od rozdélovani do sekci
upousti, hlavné asijsti autofi rozliSuji samostatny rod Deyeuxia na zakladé délky pluchy a
kalusovych chlupt a piitomnosti pastopecky (Phillips et Chen, 2003). V rozsahlem dile Flora
of China autofi uvadé&ji, ze rody Agrostis, Deyeuxia a Calamagrostis tvofi komplex
tii nedostateéné rozlisenych linii s nejasnymi determinacnimi znaky (Lu et al., 2006; Lu et
Phillips, 2006). Rodova problematika je tedy zna¢né komplikovana a vyzaduje revizi. Zasadni
fenomény zptisobujici taxonomickou problematiku rodu Calamagrostis jsou polyploidizace,

hybridizace a apomikticky zpiisob rozmnozovani.

2.2 Polyploidizace

Jednim z nejcastéjsich cytogenetickych procest, které ovlivnily evoluci vy$sich rostlin,
je polyploidizace, tedy znasobeni po¢tu chromozomovych sadek (Stebbins, 1971). Stupen
ploidie se oznacuje nasobkem zakladniho ¢isla x, které odpovida haploidnimu poctu
chromozomut diploidni rostliny (2n = 2x) (Briggs et Walters, 1997). Velké procento
krytosemennych (30-35% Stebbins 1956,1971; 47% Grant, 1981; 70% Masterson, 1994) a
vice nez 80% trav (Stebbins, 1956, 1985) jsou polyploidni taxony. Vysoké chromozomové
pocty v ¢eledi Poaceae jsou zptisobeny polyploidni udalosti v ranych stadiich evoluce (obdobi
svrchni kiidy), diky které je i zakladni chromozomové ¢&islo vys$i nez u jinych Celedi
(Stebbins, 1985). Polyploidie byla pozorovana od nastupu cytogenetickych metod na za¢atku
20. stol. a proménila pohled na piibuznost trav, diive ur€ovanou vyhradné¢ morfometrickymi

postupy (Stebbins, 1956).

Zékladni dé€leni na autopolyploidni a allopolyploidni taxony, jak ho zavedli Kihara et
Ono (1926), ptilis zjednodusuje realnou situaci. Pozd&jsi autofi se shodli na velmi nejasné
definici téchto pojmi, nékteti navrhli vlastni déleni (Stebbins, 1971; Grant, 1981; Briggs et
Walters, 1997; Ramsey et Schemske, 1998). Ta pro ucely této prace nejsou podstatna,
demonstruji ale slozitost problému, zptsobenou souhrou vice jevu, dalsi dva z nich jsou

rozebrany v nasledujicich kapitolach 2.3 a 2.4.



Dusledky polyploidizace jsou pro evoluci rostlin zasadni. Na viditelné urovni se s vyssi
ploidii zvétSuji rostlinné buiiky a s nimi i celé organy, ¢ehoz se vyuziva predevsim u
Slechténych zemédélskych plodin (Stebbins, 1971). U polyploidnich taxont je velmi ¢asto
snizena schopnost sexualni tvorby semen, a to narusenim prubéhu meidzy nestejnomérnou
segregaci chromozomil. K udrZeni vzniklého polyploida je tedy tieba schopnost vegetativniho
mnozeni, napt. pomoci vybézkl, Casto je vznik polyploida spojen se zménou reprodukéniho
systému na apomikticky (Stebbins 1971; Briggs et Waters, 1997). Pii vzniku polyploidniho
komplexu z diploidnich sexualnich rodi¢t maji vznikli polyploidi diky zmnozenym geniim
vetsi adaptivni moznosti a rozSifuji sviyj aredl, pficemz casto vytésni uzce ekologicky
adaptovany parentélni taxon. Takto muze vzniknout az tzv. reliktni polyploid, tedy druh

s vysokym chromozomovym poctem bez zijicich pfedku (Stebbins, 1971). Problematikou
polyploidnich komplext se zabyvali Stebbins (1971) a Grant (1981).

U rodu Calamagrostis hraje polyploidizace velkou roli, zadné diploidni druhy nejsou
zndmy (Tateoka, 1976; Kellogg, 2015), tetraploidni druhy jsou amfimiktické a tvofi
polyploidni komplexy (Nygren, 1962). KdyZz vezmeme v tvahu, Ze tyto druhy vznikly
polyploidizaci a davaji vzniknout novym hybridiim, které mohou mit vyssi ploidni uroven
(diky vzniku z neredukovanych bunék nebo druhotnou polyploidizaci), ziskavame velmi
slozité¢ genomy. Ty se jest¢ komplikuji néslednou introgresi a pfipadnym polytopickym
(n€kolikanasobnym a nezavislym) vznikem hybrida (Briggs et Walters, 1997). Taxonomické

problémy jsou tedy i pfi vyuziti molekularnich metod znatelné.

2.3 Hybridizace

Dalsim mechanismem ke zvySovani diverzity a rychlé adaptaci rostlin by mohla byt
hybridizace. Existuji na ni ovSem dva pohledy, jeden z nich jako evolu¢né vyznamnou
oznacuje pouze allopolyploidni hybridizaci, efekty ostatnich typti oznacuje za jakysi ,,evolu¢ni
Sum* lokalniho vyznamu, vétsinou zptisobeny disturbanci ¢lovékem (Schemske, 2000). Ten
druhy za zasadni zdroj adaptaci povazuje 1 homoploidni hybridizaci a introgresni mechanismy
(Rieseberg et al., 2003). Rieseberg et al. (2003) ve studii adaptivnich vlastnosti slune¢nic
zjistili, ze pii jejich evoluci hrala hybridizace podstatnou roli. Jako mechanismus rychlé

evoluce oznacuji transgresivni segregaci neboli vznik extrémnich fenotypii. Zda tento zavér



plati i pro jiné organismy, je otazkou, nékteré metodologicke nastrahy vyzkumu hybridizace
uvadi préace z roku 2013 (Strasburg et Rieseberg, 2013).

Obecné muze hybridizace v zavislosti na sile reprodukéni izolace probihat na n¢kolika
urovnich, mezi razné adaptovanymi populacemi, druhy, rody, dokonce je zaznamenana
hybridizace mezi ¢eledémi (Knobloch, 1972). I mezi druhy se 1i$i mira reprodukéni izolace,
proto muze mezidruhova hybridizace vyustit ve dva scénatre. Pokud jsou druhy dostate¢né
piibuzné a maji homologni chromozomy, daji vznik fertilnimu potomstvu, které se mize diky
vyssi genetické variabilité rychleji adaptovat. Pokud jsou druhy rozdilngj$i a daji vznik
sterilnimu potomstvu, mohou nastat dvé alternativni situace. Novd kombinace genomu se
zafixuje pomoci polyploidizace, nebo se pomoci zpétného kiiZzeni (a s nim souvisejici
introgrese) modifikuji populace jednoho nebo obou rodicovskych druhit (Anderson et
Stebbins, 1954). V kazdém piipadé se zvéEtsi variabilita alel 1 genotypu, které sice nejsou
primarn¢ adaptované na specifické ekologické podminky, ale mohou mit k adaptaci vétsi

potencial nez rodicovské taxony (Stebbins, 1969).

V ramci rodu Calamagrostis se pfirozenou i umélou hybridizaci zabyval pfedevsim
Nygren (1948a, 1948b, 1962). V soucasné dobé na tématu hybridizace titin pracuje polska
autorka Paszko (2002; Paszko et Nobis, 2010). Taxon Calamagrostis rivalis je také povazovan

za hybridogenni, hypotézy vzniku jsou rozebrany v kapitole 2.5.3.

2.4 Apomixie

Rozmnozovani bez rekombinace genetické informace rodi¢i se nazyva apomixie.
Nékteti autofi do tohoto pojmu fadi i vegetativni rozmnoZovani pomoci napt. vybézka nebo
pacibulek, jini autofi zahrnuji pouze gametofytickou apomixii (Asker, 1979). V soucasnosti
se v8ak slovem apomixie nahrazuje dfive pouZivany termin agamospermie, tedy tvorba semen
bez oplozeni (Asker et Jenkins, 1992; van Dijk et Vijverberg, 2005; Noyes, 2008). Déli se na
gametofytickou a sporofytickou (Asker 1979, 1980; Asker et Jenkins, 1992; Koltunow et al.,
1995), néktefi autofi druhy zminény typ oznacuji jako adventivni embryonii (Naumova, 2008;
Noyes, 2008).

Sporofytickd apomixie se vyznacuje tim, ze embryo vznikd ze somatické buiky
nucellu nebo integumentu. Tento typ se Casto vyskytuje spoleéné s normalnim sexualnim

rozmnozovanim, kdy je redukovana vaje¢na buiika v zarode¢ném vaku oplodnéna a da vznik
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sexualnimu potomkovi. Vyvoj embrya stimuluje nucellus k tvorbé adventivnich
partenogenetickych embryi, které mohou vytésnit sexualné vzniklé embryo a vyuZit jeho
endosperm, nebo spolu mohou koexistovat a dochazi tak k polyembryonii (Asker et Jenkins,
1992). Tento typ apomixie se nejéastéji nachazi u tropickych rostlin, typicky citrusa (van Dijk
et Vijverberg, 2005; Naumova, 2008).

Gametofyticka apomixie se od sporofytické odliSuje tim, ze vznika zarodeény vak.
Jeho matefska burika neni redukovana a embryo se vyviji partenogeneticky, je tedy geneticky
shodné s matefskou rostlinou. DEli se na dva typy, diplosporii a aposporii. Diplosporie je
charakterizovana vznikem zarode¢ného vaku z neredukovaného megasporocytu, k ¢emuz
muze dojit bud anomélnim meiotickym dé€lenim, nebo nahrazenim meidzy mitdzou.

Aposporie se li§i tim, Ze zarodeény vak vznika ze somatické buiiky nucellu (Asker et Jenkins,

1992, Koltunow et al., 1995).

Genetickd podstata gametofytické apomixe jeSt¢ nebyla kompletné vysvétlena. Uz
pilotni studie se piiklanély ke genovému, spiSe nez epigenetickému pienosu na potomstvo
(Nogler, 1984; Carman, 1997; Koltunow et Grossniklaus, 2003;). A¢ jde o komplexni proces
modifikace sexuadlniho rozmnozovani, donedavna se predpokladalo, ze je dédi¢nost zajiSténa
dominantn¢, jedinym lokusem (Nogler, 1984). Pokroc¢ilejsi molekularni metody ale odhaluji,
ze jsou modifika¢ni kroky reprodukéniho cyklu kodovany na vice lokusech (Grimanelli et al.,
2001; van Dijk et Vijverberg, 2005; Hand et Koltunow, 2014). Oba typy gametofytické
apomixie se vyskytuji téméf vyhradné u polyploidnich druht (Carman, 1997; Grimanelli et
al., 2001; van Dijk et Vijverberg, 2005). Az na vyjimky jsou tyto druhy fakultativné
apomiktické, tedy maji schopnost se mnozit i sexualné (Koltunow et Grossniklaus, 2003; Hand
et Koltunow, 2014). Diplosporie a aposporie se vyskytuje u velkého poétu druhu z asi 40
Celedi, nejhojnéji u Rosaceae, Asteraceae a Poaceae (Naumova, 2008; van Dijk et
Vijverberg, 2005).

U rodu Calamagrostis se vyskytuji amfimiktické i apomiktické druhy (Nygren, 1946,
1949). Jako apomiktické Nygren oznacil druhy C. lapponica, C. chalybaea a C. purpurea.
Green ve své studii uvadi 12 druht titin, u kterych se apomixie piedpoklada, sam
embryologicky zkoumal apomixii severoamerického taxonu C. stricta subsp. inexpansa
(Green, 1984). Jako pfic¢inu tvorby nefunkénich samcich gamet oba autofi urcili selhani
meiozy, ktera zpusobuje tvorbu degenerovaného, nebo Zadného pylu. U samicich gamet

uvadéji jako primarni mechanismus mitotickou diplosporii, zaroven se ale shoduji, Ze za



urcitych podminek se mize u stejného genotypu objevit i meiotické déleni (Nygren, 1946,
1949; Green, 1984). Tim potvrdili, ze apomixie je fakultativnim jevem i u rodu Calamagrostis.
Reproduk¢éni mod druhu Calamagrostis rivalis embryologicky zkouman nebyl, je ale
povazovan za apomikticky (Conert, 1989; Jager, 2011). To potvrzuje nejen geneticka

uniformita populaci, ale i absence vyvinutého pylu (Scholz, 1971; Schiebold at al., 2008).

2.5 Determinace druhu

Determinacni znaky titin a trav obecné jsou problematické. RozliSovacich znaki
nenajdeme mnoho, navic je jejich spolehlivost znaéné¢ omezena fenotypovou plasticitou.
Nezanedbatelnd neni ani vnitrodruhové variabilita a diky mezidruhovému kfizeni také

introgrese (Grulich, 1986). Obecné lze znaky rozdélit na vegetativni a generativni.

Vegetativni znaky, mezi které patii napt. charakter porostu, vétveni stébel, Sitka, barva
a odéni listh, délka a charakter jazyck, jsou uzite¢nym voditkem pro urcovani rostlin v terénu,
herbarové polozky vSak znac¢nou Cast téchto vlastnosti ztraceji. Nékteré ze znaki v minulosti
pouzivanych, jako je pocet kolének, se v nékterych ptipadech ukazuji nevhodné pro odliSeni
druhti (Schaabova, 2013, 2015). Dalsim spornym znakem je vétveni stébel, které je sice
znakem dobie viditelnym, a proto hojné vyuzivanym, je ale v pribchu vegetacni sezony

proménlivé (Stech in prep.).

Generativni znaky v klascich jako délka plev, pluch, plusek a poméry mezi nimi,
pfitomnost a vlastnosti osiny, Zilnatost plev a pluchy, délka kalusovych chlupt nebo
pfitomnost pastopecky jsou minuciézni. Vyzaduji preparacni pomiicky a zvétSeni

stereomikroskopu, proto jsou nepraktické pii determinaci v ptirod¢ (Grulich, 1986).

2.5.1 Calamagrostis rivalis

Taxon Calamagrostis rivalis byl od pocatku velmi problematicky. Na pielomu 19. a
20. stol. byl zaménovan s druhem C. phragmitoides, C. pseudophragmites, pii vymezovani
nového taxonu Torgesem byl popsan jako varieta C. villosa (Scholz, 1964; Heine, 1972).
Dal8imi autory uz byl samostatné vymezeny taxon sice povazovan za hybridni, ale hypotézy

o rodi¢ovskych druzich se velmi lisily (viz kapitolu 2.5.3). Kvuli malému arealu nebyl
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pfedmétem zajmu rozsahlejsich studii evropskych druhti, jaké vedl napt. Svédsky botanik
Nygren (Nygren, 1946, 1948b, 1962), i proto je o ném velmi malo dostupnych informaci.
Podrobnéji se druhem zabyval némecky autor H. Scholz (1964, 1971; Raus et Scholz, 2002),
rozsahlejsi diagnozu v latinském i némeckém jazyce uvadi v praci z roku 1972 R. Heine. Prvni
molekularni studii provedli S. Schiebold et al. (2008). Morfologicky popis a kli¢ k determinaci
némeckych druht véetné C. rivalis ( = C. pseudopurpurea) pak uvadéji Conert (1989) a Jager
(2011).

2.5.2 Nomenklatura

Jméno taxonu Calamagrostis rivalis je provazeno nomenklatorickymi nejasnostmi.
Pro taxon se pouzivaji dvé jména. Dlouho uzivanym jménem je Calamagrostis
pseudopurpurea Gerstl. ex O. R. Heine. Raus a Scholz (2002) se nomenklatorickou
problematikou podrobné zabyvali a v praci z roku 2002 povazuji za spravné jméno druhé

pouzivané, Calamagrostis rivalis H. Scholz (Raus et Scholz, 2002).

2.5.3 Hypotézy vzniku

Po problémech s vymezenim druhu na zacatku 20. stol. zacali autofi povazujici
C. rivalis za hybridogenni taxon vytvaret hypotézy o rodi¢ovskych druzich. Lehbert (1924)
oznacuje tento taxon C. pseudophragmites X villosa. Gerstlauer (1940) jako potencialni rodice
oznacuje C. epigejos a C. canescens, stejné jako pozdéji Scholz (1971). Heine (1972) uvazoval

o vzniku zkfizenim C. phragmitoides s C. canescens nebo C. epigejos.



3 Cile prace

1. Srovnani populaci na Ohti s populacemi C. rivalis v Sasku.
a. relativni a absolutni velikost genomu

b. 2 vybrané chloroplastové Useky a jaderny Usek ITS

c. morfologické charakteristiky

2. Zjisténi skute¢ného vyskytu taxonu v Ceské republice.

4 Material a metody

4.1 Sbér rostlin

Odbeér rostlin probihal béhem ¢ervence 2014 a ¢ervna a ¢ervence 2015. Shirani jedinci
byli fertilni, odebirala se celd rostlina i s koteny. Pocet jedinci byl zavisly na velikosti
populace, z dostate¢né velkych populaci bylo odebrano 10 rostlin vzdalenych alesponi 3 metry.
U menSich populaci byl pocet jedinct upraven tak, aby se neménila minimélni vzdalenost a
nedoslo tak k odbéru geneticky stejnych jedinct. Z kazdé rostliny byl odebran jeden list do
uzaviratelného igelitového sacku na pratokovou cytometrii, dalsi list byl ulozen do silikagelu
pro izolaci DNA. Z laty kazdé rostliny (u 12 populaci shiranych v optimu kveteni v ¢ervnu
2015, Obr. 1) byly odebrany tii vétve, z nejspodnéjsi, sttedni a horni ¢asti, a byly herbafovany

pro morfometrickou analyzu klaska.



Sbér byl provadén na tizemi spolkové zemé Sasko v Némecku a kolem toku Ohte na
severozapadé Ceské republiky. V Sasku byly rostliny sbirany podél fek Zschopau, ktera se
vléva do Freiberger Mulde, Zwickauer Mulde a ¢asti toku po soutoku Freiberger a Zwickauer
Mulde, teky Vereinigte Mulde. Lokality byly vybrany podle prace Schiebolda et al. (2008).
Na Ohti byly sebrany rostliny z lokalit zjisténych pfi revizi herbarového materidlu a dale nové

nalezenych lokalit.

Celkem byl zisk&n material z 10 saskych a 7 ¢eskych lokalit (Tab. 1, Obr. 1). Vzhledem
k hypotéze, ze Calamagrostis epigejos muze byt rodi¢ovskym druhem C. rivalis, byla na
stejném Uzemi shirdna C. epigejos (7 lokalit/14 jedinci). Do analyz bylo také zafazeno
5 dal8ich druhi rodu Calamagrostis (16 jedinct) z evropskych lokalit (Tab. 2). Dokladové
poloZky jsou uloZeny v herbafi Ptirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity (CBFS).

| Y N o Ty -
z B : | .
A = B /% pouze sekvence
: _ J A} : @ sekvence a morfometrika
=, N R ] P

Obr. 1: Lokality studovanych rostlin s grafickym rozliSenim provedenych analyz.
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Tab. 1: Lokality Calamagrostis rivalis.

Kod lokalita 2. ¥itka 2. délka rok
lokality sbéru
LIBOR CR, L1boé_any: levy bieh Ohi'e mezi Zelezniénim 50°19'47 748"N | 13°31'8.904"E 2014

mostem a jezem JVJ obce 2015
BRNAR C}{, ]%rﬁany: le_vy bieh Ohie ca 200 m VIV od 50°28'44.724"N | 14°8'54.924"E 2014
zamecku v obci 2015
DOKSR ?%{,VDoksany: pravy bieh Ohie 140 m SZ od jezu 50°27'6516"N | 14°9'41 148"E 2014
jizné obce 2015
pOSTR | SR Postoloprty: pravy bich Ohfe ca 150m SV od | 5405115 496"N | 13°42:20.880"E | 2015
mostu JVJ obce
RADOR ?R, Radovesice: levy bieh Ohfte, roztrousené v 50°24'28.692"N | 14°4'14.088"E 2015
Useku 400 m V od mostu J obce
VELIR |CR, Velichov: levy bich Ohfe u zelezniéniho | ghoqgig 319N | 1295949.504"E | 2015
prejezdu ca 1000 m Z od silni¢niho mostu v obci
BOCR |CR, Bo¢: levy bieh Ohie u silnice na JZ kraji obce | 50°21'36.792"N | 13°4'46.236"E | 2015
FLOHR | \emecko, Sasko: Floha: levy beh fely Zschopau | 55319 goguN | 13°422.656"E | 2014
u chatové kolonie na jiznim okraji mésta
Némecko, Sasko: Braunsdorf: pravy bieh feky
BRAUR | Zschopau ca 140 m Z od mostu pies feku jizné 50°52'25.212"N | 13°0'50.616"E | 2014
obce
Némecko, Sasko: Schonberg: omr " onr "
SCHOR pravy bieh feky Zschopau ca 580 m JZ od obce S1°336.900°N | 13°114.196"E | 2014
Némecko, Sasko: Sornzig: levy bieh feky 2014
SORNR | Zwickauer Mulde ca 250 m VSV od lavky pies 51°1'22.440"N | 12°47'34.692"E 2015
feku v obci
Némecko, Sasko: Mittweida: pravy bieh feky
MITTR | Zschopau ca 520 m SV od parkovisté u vodni 50°5928.644"N | 13°0'39.060"E | 2015
elektrarny
Némecko, Sasko: Waldheim: levy bieh feky om " on "
WALDR Zschopau ca 240 m SSV od mostu v centru mesta 51°4'30.432°N 18°128.452°E | 2015
Némecko, Sasko: Sermuth: pravy bieh feky
SERMR | Freiberger Mulde ca 70 m proti proudu od mostu 51°9'24.624"N | 12°48'8.064"E | 2015
u restaurace "Zur Eintracht" V obce
Némecko, Sasko: Penna: pravy bich feky
PENNR | Zwickauer Mulde ca 120 m Z od silnice na S 51°4'17.076"N | 12°47'27.744"E | 2015
okraji obce, za zeleznini trati
Némecko, Sasko: Hofgen: pravy bieh feky Mulde
HOFGR |podél pé&si stezky mezi hotelem "Zur 51°12'43.488"N | 12°44'51.576"E | 2015
Schiffsmiihle" a piivozem SZ obce
Némecko, Sasko: Frankenberg: pravy bieh feky
FRANR | Zschopau, u mostu vedouciho z kruhového 50°54'1.980"N | 13°0'46.080"E | 2015

objezdu JZ obce
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Tab. 2.: Lokality a poéty jedinct dalSich druht r. Calamagrostis pouzitych pro mol. analyzy.

druh

kod
lokality

lokalita

z. Sitka

z. délka

pocet
rostlin

C. epigejos

SCHOE

Némecko, Sasko: Schonberg: pravy
breh feky Zschopau ca 580 m JZ od
obce

51°3'36.900"N

13°1'14.196"E

C. epigejos

MITTE

Némecko, Sasko: Mittweida: pravy
bieh feky Zschopau ca 300 m SV od
parkovisté u vodni elektrarny

50°59'23.640"N

13°0'32.652"E

C. epigejos

WALDE

Némecko, Sasko: Waldheim: levy
bteh feky Zschopau ca 240 m SSV od
mostu v centru mesta

51°4'30.432"N

13°1'28.452"E

C. epigejos

SERME

Némecko, Sasko: Sermuth: Na V rohu
parkovisté u restaurace "Zur
Eintracht" V obce

51°9'28.512"N

12°48'9.792"E

C. epigejos

ERLLE

Némecko, Sasko: Erlln: pravy bieh
teky Freiberger Mulde ca 70 m od Zel.
prejezdu na V okraji obce

51°9'25.488"N

12°49'26.688"E

C. epigejos

DOBRE

CR, Dobroméfice: levy bieh Ohfte, ca
50 m SZ od mostu JZ obce

50°22'10.560"N

13°46'56.712"E

C. epigejos

BRNAE

CR, Britany: levy bieh Ohie ca 200 m
VIV od zamecku v obci

50°28'44.724"N

14°8'54.924"E

C.
pseudophragmites

STHAPS

CR, Ostravice: naplav na . bichu feky
Ostravice pod hrazi nadrze Sance ca
2,7 km JJV od Zel. st. Ostravice

49°31'0.198"N

18°24'46.583"E

C.
pseudophragmites

CIVAPS

Slovensko, Svarin: okraj silnice
v tdoli Cierného Vahu ca 1,9 km
V od obce

49°0'46.930"N

19°52'41.948"E

C. varia

TARAV

Srbsko, Lazici: suté v doli potoka JZ
od hraze nadrze Zaovine ca 1,2 km Z
obce

43°51'47.340"N

19°24'3.816"E

C.varia

TRENV

Slovinsko, Trenta: okraj lesa v udoli
potoka Krajcarca ca 650 m VSV obce

46°22'57.652"N

13°45'37.786"E

C. varia

VADUV

Slovensko, Valasska Dubova: lesni
okraje u cesty ca 1 km SV od stiedu
obce

49°8'44.371"N

19°18'17.487"E

C. canescens

DUBRC

CR, Hodonin, Hodoninska Dubrava:
podmacena zraselinéla deprese ca 2
km SZ od Zelezni¢niho nadrazi

48°52'4.836"N

17°6'4.788"E

C. phragmitoides

HERSPH

CR, Bedfichov: chranéné tzemi
Hersica cca 1.7 km SSZ obce

49°28'18.589"N

16°27'47.762"E

C. villosa

CHOPVI

Slovensko, Chopok, lu¢ky: sjezdovka
ca 1.8 km J od parkovisté u dolni
stanice lanovky

48°57'49.680"N

19°36'18.684"E

C. villosa

JIVKVI

CR, Janovice u Trutnova: okraj lesni
cesty ca 1.3 km SV od Zelezni¢ni
zastavky

50°35'45.180"N

16°5'40.371"E

C. villosa

CHUTVI

CR: Chlum u T¥eboné: les vychodné
od silnice ca 4.2 km J od kostela
v obci

48°55'33.024"N

14°55'2.892"E
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4.2 Pratokova cytometrie

Metodou prutokové cytometrie byla zjistovéana velikost genomu. Pro zjisténi relativni
velikosti genomu byly méfeny vzorky jednotlivych rostlin i smésné vzorky az 5 rostlin
z populace. Jako primarni interni standard byl pouzit hrach Pisum sativum ,,Ctirad* o velikosti
genomu 2C=9,09 pg (Dolezel et al., 1998) ziskany z Laboratofe experimentalni botaniky
AVCR v Olomouci. Z diivodu podobné velikosti genomu hrachu a studovanych rostlin byl
kvali pfehlednosti histogramti do analyz ptidan standard Bellis perennis, jehoz velikost
genomu 2C=3,62 pg byla zjisténa méfenim pii barveni PI proti Pisum sativum ,,Ctirad*
(Koutecky, not publ.). Bellis byla pouzita jako jediny standard v ptipad¢, Ze nebyl hrach
k dispozici, hodnoty pak byly pfepocteny pomoci poméru zjisténého kalibraci standardu Bellis
proti hrachu. Celkem bylo provedeno 50 méieni na 157 rostlinach.

Mgéteni absolutni velikosti genomu je standardné provadéno tfemi analyzami ve tiech
raznych dnech na stejném cytometru, coz zmensuje chybu méfeni (Dolezel et al., 2007). V této
praci se tento postup dodrzel pouze u né€kolika vzorkd, vétSina ostatnich byla z casovych
divodi méfena pouze dvakrat a nékteré vzorky bohuzel jen jednou. Celkem bylo provedeno

38 méfeni na 22 rostlinach z 3 ¢eskych a 4 némeckych populaci a byl vypoéten pramér.

Ptiprava vzorku byla provadéna dvoustupniovou metodikou s tzv. Otto pufry (Otto,
1990, Dolezel et al., 2007). Cast listu vzorku (ca 0,5 cm?) byla spolu s internim standardem
vlozena do Petriho misky. Empiricky byly zjistény vhodné poméry materialu. Hrachu byla asi
polovina mnozstvi vzorku, Bellis sta¢ilo mnozstvi ¢tvrtinové. Ke vzorku a standardim bylo
ptidano 400 ul pufru Otto I vychlazeného na ledu. Ziletkou byl rostlinny material rozsekan na
drobné kousky. Vznikla suspenze byla nékolikrat promichana pipetou se sefiznutou $pi¢kou a
ptes 42 um filtr (textilie Uhelon 130T) piepipetovana do popsané zkumavky. Pohledem byla
ovéfena Cistota roztoku. Poté bylo ptidano 800 ul ptipraveného barviciho roztoku. Pro méteni
relativni velikosti genomu byl k zakladni smési 25 ul pufru Otto ITa 50 pl 2-merkaptoethanolu
ptidan A-T specificky fluorochrom DAPI (4¢,6-diamidino-2-phenylindole) ve vysledné
koncentraci 4 ug/ml. Pro méfeni absolutni velikosti genomu bylo pouZito interkala¢ni barvivo
propidium iodid (PI) a RNAsa Ila, kterd zabranuje vazani fluorochromu na RNA. Obé¢ latky
byly pfidany v mnozstvi odpovidajicim finalni koncentraci 50 pg/ml. Kazdé barvivo ma jiné
naroky na excitacni vlnové délky, proto byly pouzity dva typy priitokovych cytometrii. Pro
méteni vzorkil barvenych DAPI, které ma excitacni maximum pii A = 358 nm, byl vyuzit

cytometr Partec PA 1l (Partec GmbH, Germany) se rtutovou vybojkou HBO 100, pro méfeni
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fluorescence PI byly vzorky analyzovany na cytometru Partec CyFlow SL (Partec GmbH,
Germany) se zelenym laserem, A = 532 nm. Standard Pisum sativum ,,Ctirad* byl nastaven na

kanal 200 (Bellis perennis na kanal 100) na 1024 kanalové $kale, méteno bylo 5000 jader.

Data ziskana z cytometrti byla analyzovana v programu FlowJo 10. 0. 8. (Tree Star,
Inc.), kde byl pro odstranéni Sumu proveden gating Castic a rucné vymezen rozsah
fluorescenénich piku. Byla vylou¢ena méfeni s CV>3 pro vzorky barvené DAPI. Pro kazdy
vzorek byla ziskana hodnota odpovidajici poméru fluorescence vzorek/Pisum a jeji minimalni,
prumérna a maximalni hodnota pro Ceské, resp. némecké rostliny. Pii vypoctu absolutni
velikosti genomu byl pomér vzorku a standardu zjistény p#i barveni PI vynasoben znamou
velikosti genomu standardu Pisum sativum ,,Ctirad“, 9,09 pg. Ze ziskanych hodnot byl
vypocten prumér vicendsobnych méteni jedné rostliny a nasledné celkovy primér pro ceské,
resp. némecké rostliny. Data pro vytvoifeni histogramti byla exportovana z programu FloMax
2. 6. (Partec, GmbH, Germany) a do obrazové podoby pievedena v programu R (R Core Team,
2013). Graf box & whisker plot srovnavajici velikost genomu rtznych druhd rodu

Calamagrostis (data Stech, M.) byl vytvofen v programu Statistica 12 (Statsoft, Inc.)

4.3 Sekvenace

Sekvenovany byly 3 rostliny ze zkoumanych populaci Calamagrostis rivalis (pouze 2
rostliny u nejmensich populaci Velichov a Bo¢). Izolace DNA byla provedena modifikovanou
metodou NaOH izolace (Schaabové, 2013). Pro sekvenaci byly vybrany useky chloroplastove
DNA psbA-trnH®YC, psbK-trnSCCY, které byly jiz pro rod Calamagrostis otestovany
(Schaabova, 2013), a jaderny usek ITS. Primery a piislu$na literatura jsou uvedeny
v Tabulce 3. Celkem jsme vyhodnocovali 90 jedinct, u jaderného useku se kvili problémim

s amplifikaci 8 vzorki podafilo ziskat jen 82 sekvenci.

4.3.1 lzolace DNA

Z listd vysusenych v silikagelu bylo odebrano ca 0,5 cm? a spolu se tfemi
wolframkarbidovymi kulickami vloZzeno do mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 2 ml.
Rozmé&lnéni rostlinného materialu bylo provedeno na mlynku Retsch MM400 (frekvence

30 s, po dobu 5-10 minut). Po vyjmuti kulicek a kratkém sto¢eni na stolni bylo k materialu
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napipetovano 30 pl 0,5M NaOH. Po promichani byla suspenze pienesena pipetou do Cisté
mikrozkumavky. Centrifugace pti 13 800 rpm a 22°C po dobu 2,5 minuty oddélila pevné casti
od supernatantu, ze kterého bylo odebrano 5 pl do stript 0,2 ml mikrozkumavek. Ke kazdému
vzorku pak bylo ptidano 45 pl 100mM Tris-HCI (pH=8,3) a po promichani obsahu byly

vzorky uskladnény v mrazaku.

Tab. 3: Primery analyzovanych tseki DNA.

primer sekvence primeru 5'-3' zdroj

shA
p - GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al., 1097
trnH CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

sbhK
p - TGTTTGGCAAGCTGCTGTAA Ebert et Peakall. 2009
trnS GGGTTCGAATCCCTCTCTTT
ITS 5i

. AGGTGACCTGCGGAAGGATCATT Roalson et Friar, 2000
ITS 4i GGTAGTCCCGCCTGACCTGG
4.3.2 PCR

Polymerazova fetézova reakce probihala v objemu 10 pl. Obsahovala 5 pl Plain PP
Master Mixu (Top-Bio, CR), forward a reverse primer ve finalni koncentraci 0,3 pM a 0,4 pl
DNA vzorku. Objem byl doplnén PCR vodou. Ke kazdé probihajici PCR byl ptidan kontrolni
vzorek bez DNA. Amplifikace probihala v termocycleru BIOER XP (Hangzhou BORI
Technology Co., Ltd. (BIOER), China) nebo Biometra T3000 (Biometra GmbH, Germany).

Pribéh reakénich podminek pro jednotlivé Useky je zobrazen v Tabulce 4.

Vysledek PCR byl zkontrolovan metodou elektroforézy na 1,5% agar6zovéem gelu
Vv TBE pufru. Na mikrotitracni desti¢ce byly smichany 2 pl produktu s 0,8 pul nanaseciho pufru
obsahujiciho fluorescen¢ni barvivo GEL RED. Smés byla pipetovana do jamek gelu, jako
velikostni standard byl pouzit 100bp ladder (5 pl). Elektroforéza probihala pti 120 V, vysledek
byl ovéten vlozenim gelu do komory UV transiluminatoru a vyhodnocen v programu Scion

VisiCapture (Scion Corporation, USA). Byla zkontrolovana ¢istota kontrolniho vzorku.
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Tab. 4: Reakéni podminky pro PCR amplifikovanych usekd.

usek DNA teplota (°C) | doba trvani (s) | pocet cykla
94 300 -
94 30
psbA-trnHEYC 57 30 40
72 60
72 600 -
94 180 -
94 30
66 (-1,5)* 30 12
pSbK-trnSCCY 72 45
94 30
47 30 30
72 45
72 600 -
94 120 -
94 30
ITS 5i-ITS 4i 55 60 44
72 60
72 600 -

*pii kazdém cyklu se teplota sniZi o 1,5°C

4.3.3 Purifikace

K piecisténi PCR produkt byla v piipadé chloroplastovych useki psbA-trnHYC a
psbK-trnSCCY pouzita dvojice enzyml, tzv. Exo-SAP. Exonukleaza I §tépi jednovldknovou
DNA (nepftisedlé primery), SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) odstraniuje neinkorporované
dNTP. Na 1 ul produktu bylo pouzito 0,5 pl smési Exo-SAP, mikrozkumavky byly
promichény a stoceny na stolni centrifuze. Aktivaci a néaslednou degradaci enzymi zajistil

teplotni program cycleru, 15 minut inkubace ve 37°C a 15 minut inaktivace enzymu pii 85°C.

Pro jaderny tsek ITS se vySe uvedena metoda ukazala jako nedostate¢na, proto bylo
zvoleno vytiznuti produktu z agar6zového gelu a nasledné ptecisténi pomoci komeréniho kitu.
K celému objemu PCR produktu byly ptfidany 3 pl nanaseciho pufru s fluorescenénim
barvivem SYBR Green. Obsah zkumavky byl nanesen na 1,5% gel z low-melting agar6zy
v TAE pufru, elektroforéza probihala pti 120 V. Vysledny gel byl pfenesen na modré svétlo a
pomoci skalpelu byly vyfiznuty zelené fluoreskujici prouzky cilového produktu. Ty byly
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umistény do oznac¢enych mikrozkumavek o objemu 2 ml a dale se postupovalo podle protokolu
vyrobce JETQUICK Gel Extraction Spin Kit (GENOMED GmbH, Germany). Uspé&$nost
extrakce produktu o pozadované délce byla ovétrena elektroforézou. Ta probihala stejné jako
po PCR reakci, pouze se zménil objem nanasené smési, 5 ul produktu bylo smichano s 2 pl

nanéseciho pufru obsahujiciho barvivo GEL RED.

4.3.4 Vlastni sekvenace

Sekvenaéni reakce byly michany podle pozadavkii spole¢nosti SEQme s.r.o.
(Seq & QPCR Company, CZ), kterd sekvenovani provedla. Objem primeru byl upraven na
pozadovanou finalni koncentraci 25 pmol, mnozstvi DNA odpovidalo zhruba 100 ng. Objem
vzorku zavisel na koncentraci DNA v produktu, ktera byla odhadnuta na zaklad¢ intenzity
fluorescence prouzku na gelu elektroforézy. U produktii ziskanych extrakci z gelu se do reakce
piidavalo maximalni mozné mnozstvi produktu. Zbyvajici objem pozadované 10 pl reakce byl

doplnén PCR vodou a vzorek odeslan ke zpracovani.

Ziskane sekvence byly editovany v programu Geneious (Biomatters Ltd.). Alignment
sekvenci byl proveden v programu Mafft version 7 (Katoh et Standley, 2013), trimming
v programu BioEdit (Hall, 1999). Sekvence byly seskupeny do haplotypt v programu FaBox
(Villesen, 2007) soubory z formatu fasta do formatu nexus byly ptevedeny pomoci Sequence
conversion (www.bugaco.com). Haplotypova a ribotypova sit’ byly vytvoreny v programu
POpART (Leigh et Bryant, 2015), mapy vyskytu zjisténych haplotypt a ribotypt v programu
QGIS (OSGeo, Beaverton, OR, USA).

4.4 Morfologické analyza

K méteni morfologickych charakteristik bylo vybrano nékolik vegetativnich znakl na
celé rostling (Tab. 5) i minuciéznich znaku v Klascich (Tab. 6), povazovanych za determina¢ni
v zékladni stfedoevropské urcovaci literatute (Conert, 1989, Jager, 2011). Bylo méfeno 10
rostlin (v jednom ptipad¢é pouze 6 rostlin) ze 7 némeckych a 5 ¢eskych populaci sebranych
v optimu kveteni v roce 2015 (Tab. 1). Na lokalitach Velichov a Bo¢ byly velmi malé populace

a rostliny v dob¢ sbéru jiz nebyly vhodné pro méteni morfologickych znakd.
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Znaky na rostlin¢ (Tab. 5) byly méfeny pomoci svinovaciho metru s pfesnosti na 0,5
cm a pravitka s ptesnosti na 1 mm (délka jazycku a Siika lista, délka vétvi laty). Jedinym
analyzovanym kvalitativnim znakem bylo vétveni stébla, které bylo vyhodnocovano binarn¢,

pritomno nebo neptitomno.

Tab. 5: Vegetativni znaky méfené na rostlinach Calamagrostis rivalis.

zkratka popis znaku

LATA délka laty od baze nejspodnéjsi vétve do konce posledniho klasku (cm)
VYSK vyska rostliny od kofinkd do konce posledniho klasku laty (cm)

KOL pocet kolének rostliny

VETV vetveni (binarni data, piitomno/nepfitomno)

DEL 1 délka cepele nejhotejsiho listu (cm)

SIR_1 Sitka Cepele v nejSir§im misté nejhotejsiho listu (mm)

JAZ_1 délka jazycku nejhotejsiho listu (mm)

DEL 2 délka cepele druhého nejhotejsiho listu (cm)

SIR_2 Sitka Cepele v nejSirSim misté druhého nejhotejsiho listu (mm)
JAZ 2 délka jazycku druhého nejhotejsiho listu (mm)
SP_LA délka nejdelsi vétvicky z nejspodnéji rostoucich na laté (cm)

PR_LA délka nejdelsi vétvicky rostouci nejblize pod stfedem laty (cm)

Minuciézni znaky v klascich (Tab. 6) byly méfeny v mikrometrech v programu
QuickPHOTO CAMERA (Promicra, s r.0.) z fotografii pofizenych ve stereomikroskopu pii
osminasobném zvétSeni pomoci kamery Lumenera ® INFINITY (Roper Technologies, Inc).
Z rostlin v optimu kveteni byly odebrany tii vétve laty, z nejspodné&jsiho a prostfedniho patra
kvétenstvi a z jeho horni ¢asti. Z kazdé vétve byl nahodné vybran jeden klasek, u kterého byly
zméfeny uvedené znaky. Z téchto tii klaskli byla pro vSechny znaky vypoctena primérna
hodnota znaku jedné rostliny. Znak SP/PLUCH byl vypoéten jako pomér délky pluchy od

nasednuti osiny ke Spic¢ce a délky celé pluchy.

Nejprve byly vSechny vybrané znaky méfeny na 3 rostlinach z populace, poté byla
provedena piedbézna analyza. Pti ni bylo vyhodnoceno, které znaky jsou vhodné a u téch
pokracovalo méfeni i na zbyvajicich rostlinach z populace. Jednalo se o0 znaky D_PL, H_PL,
PLUCH, OS, SP_PLUCH a SP/PLUCH.
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Tab. 6: Minuciézni klaskové znaky métené na rostlinach Calamagrostis rivalis.

zkratka popis znaku

D_PL délka dolni plevy klasku (um)

H PL délka horni plevy klasku (um)

PLUCH délka pluchy od baze po Spicku (um)

PLUS délka plusky od baze po Spicku (um)

oS délka osiny od mista nasednuti k pluse po Spicku (um)
SP_PLUCH* | délka pluchy od mista nasednuti osiny ke $picce (Lum)
CHL délka nejdelSich kalusovych chlupi (um)

SP/PLUCH pomér znaki SP PLUCH / PLUCH

*grafické znazornéni viz Piiloha 1

Pied zpracovanim dat byly vypocteny z&kladni popisné statistiky a bylo testovano
normalni rozdéleni dat v programu Statictica 12 (StatSoft, Inc). U dvou znakd (OS a
SP/PLUCH) byla potieba transformace dat, v ptipadé délky osiny logaritmicka, u pomérového
znaku pomoci funkce arcsin. Ve stejném programu byla vytvotfena korela¢ni matice vSech
znaku a z divodu silné zavislosti (Pearsontiv korela¢ni koeficient = 0,99) znakti SP. PLUCH
a SP/PLUCH byl znak SP_PLUCH z analyz vyfazen. Pomérovy znak byl zachovan z divodu

odstranéni mozného vlivu absolutni délky pluchy.

Byla provedena analyza hlavnich komponent (PCA) pomoci programu Canoco 5
(Braak & Smilauer, 2012). Nejprve bylo 115 méfenych rostlin rozd&leno do dvou skupin podle
zemé sbéru. Pak bylo vybrano 36 rostlin, na kterych byly zaroven provedeny molekuldrni
analyzy, ziskali jsme tak Ctyfi skupiny podle zjisténych chloroplastovych haplotypa.
V programu R (R Core Team, 2013) byla pomoci sady funkci pro morfometrickd data
MorphoTools (Koutecky, 2015) vypracovana shlukovaci analyza Wardovou metodou, ktera
neukazala zddnou zietelnou strukturu. Pomoci kanonické diskriminaéni analyzy byly zjistény
znaky dulezité pro rozliSeni skupin s odlisnym haplotypem cpDNA Byla nastavena forward
selection jednotlivych znak?, pouzit byl program Canoco 5 (Braak & Smilauer, 2012), postup

proveden podle Smilauer et Leps (2014).
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5 Vysledky

5.1 Lokality v CR

Pfi prizkumu toku Ohte od 176. fi¢niho kilometru (Karlovy Vary) az k soutoku Ohie
s Labem bylo nalezeno né€kolik dosud neznamych populaci. VétSina se jich nachazi na dolnim
toku feky, mezi vodni nadrzi Nechranice a soutokem Ohie s Labem. Dv¢ velmi malé populace
byly nalezeny i na hornim toku Ohte, u obci Velichov a Bo¢. Piehled lokalit se soutadnicemi

uvadi Tabulka 1.

5.2 Pritokova cytometrie

Analyza DNA ploidni trovné jedinct nalezenych na Ohii ukazala, ze rostliny jsou
hexaploidni, stejné¢ jako druh Calamagrostis rivalis. Tato ploidni Groven neni znama u
7adného druhu uvadéného z tizemi CR, srovnani relativni velikosti genomu (pomér
Calamagrostis/Pisum) vybranych druhti je vyobrazeno na obrazku 2. Srovnani vsech
predpokladanych stupiii ploidni urovné zastoupenych v CR, 4x, 8x a 10x, prob&hlo ve
spole¢né cytometrické analyze C. rivalis s tetrapoidni C. canescens a oktoploidni a
dekaploidni C. phragmitoides (Obr. 3).

Vysledky ukazuji, Ze se ¢eské a némecké populace v relativni velikosti genomu nelisi.
Zaroven maji srovnatelné procento variability (Tab. 7). Box a whisker plot na obrazku 4

zobrazuje velikost genomu podle zjisténych chloroplastovych haplotyput (viz kapitola 5.3).

Mg¢teni absolutni velikosti genomu barvenim PI se standardem Pisum sativum ,,Ctirad*
ur¢ilo mnozstvi DNA na 11,91 pg. Ani v tomto piipadé se velikost u ¢eskych a némeckych
rostlin neli$ila, celkova variabilita méfeni byla 5,5%. Histogramy fluorescence typickych

cytometrickych analyz pro barveni DAPI i P1 jsou zobrazeny na obrazcich 5 a 6.
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Obr. 2: Srovnani relativni velikosti genomu nékolika vybranych druht titin vyskytujicich se

na uzemi CR, saského druhu Calamagrostis rivalis a jedincti nalezenych na bfezich Ohfe.
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Obr. 3: Histogram fluorescence spolecné analyzy druhii C. canescens (4x), C. rivalis (6x) a

C. phragmitoides (8x a 10x).
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Tab. 7: Méfeni relativni velikosti genomu pro ¢eské a némecké populace.

1,02

1,00

0,98

0,96

0,94

Calamagrostis/Pisum

0,92

0,90

0,88

DAPI CR D
Pomeér min 0,90 0,91
Pomér pramér 0,94 0,94
Pomér max 0,97 1,00
Variabilita (%) 7,25 10,31
Sample - CV mean 1,81 1,91
Standard (P) - CV mean 1,45 1,50
Pocet méfeni 22 28
-

E+R C1

E+C1
haplotyp

C2

O Median

[] 25%-75%

T Non-Outlier Range
O Quitliers

# Extremes

Obr. 4: Srovnani relativni velikosti genomu zjisténych haplotypt (E+R a E+C1 oznacuji

smésné populace uvedenych haplotypi).
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5.3 Molekularni analyza

Délka sekvenci chloroplastovych usekii psbA-trnH®YC a psbK-trnSCECY ziskanych z 90
jedinct byla 590 bp, resp. 594 bp. Ty byly spojeny do jednoho alignmentu (1196 bp), u kterého
bylo zjisténo 11 haplotypi a byla vytvoiena haplotypova sit’ (Obr. 7). U saskych rostlin byly
objeveny 3 haplotypy. Jeden z nich (E) se vyskytuje na lokalitach podél feky Zschopau, spolu
s druhym haplotypem (R), liSicim se pouze jednou 6 bp dlouhou inzerci. Tteti haplotyp (C1)
se vyskytuje v populacich na fece Zwickauer Mulde a byl nalezen i v populacich z horniho
toku Ohte (lokality Velichov a Bog). Ctvrty haplotyp (C2) je pak unikatni pro populace
z dolniho toku Ohfe. Lisi se od C1 haplotypu pouze dvéma substitucemi. Geografické
rozmisténi haplotypt zobrazuje mapa na obrazku 8. Zkratky haplotypt jsou odvozeny od
piibuznosti s jinymi druhy, C1 a C2 jsou piibuzné C. canescens (a C. villosa v ptipadé
haplotypu C1), E a R jsou ptibuzné C. epigejos a C. pseudophragmites.

Q

1 sample

rivalis

epigejos
pseudophragmites
canescens

villosa

varia

oX X JOX JOoX

phragmitoides

Obr. 7: Haplotypova sit’ chloroplastovych useki pshA-trnHEY® a psbK-trnSCECY,
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Obr. 8: Geografické rozmisténi zjisténych haplotypu.

Délka alignmentu jaderného Useku ITS ziskaného z 82 jedinci byla 536 bp. Sekvence
obsahovaly i degenerované baze jako dusledek vyskytu paralogi v jaderné DNA studovanych
rostlin. Pfi¢inou je hybridogenni puvod nékterych druhd, vysoky ploidni stupen a obecné
mnohocetné kopie ITS. Sekvence obsahujici degenerované nukleotidy se rozdélily do 15
ribotypt. Ribotypova sit’ rozlisila 9 skupin (Obr. 9), z nichz se i pi'es zjevné slouc¢eni nékterych
skute¢nych ribotypii do uméle vytvofenych skupin jasné vytvofily dvé hlavni skupiny
C. rivalis. Jedna skupina sdili pfibuzny ribotyp s druhy C. canescens a C. villosa, podobné
jako v piipadé chloroplastovych haplotypu. Druha skupina se lisi vice nez 15 mutacemi a je
piibuzna jednomu z ribotypt C. pseudophragmites (Obr. 9).
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Obr. 9: Ribotypova sit’ jaderného Useku ITS ze sekvenci obsahujicich i pozice s
degenerovanymi bazemi.

5.4 Morfologickéa analyza

Primérné hodnoty méfenych znakli a procento vétvicich se rostlin rozdélené podle
zem¢ puvodu jsou uvedeny v Tabulce 8, podle chloroplastového haplotypu pak v Tabulce 9.
V dasledku méfeni morfometrickych znakt jen u rostlin z roku 2015 a zaroven analyzy
chloroplastovych haplotypt pouze 3 rostlin z populace je druhy dataset relativné maly
(36 rostlin). Znaky, které se ukazaly jako potencialné vyznamné uz v zakladnich popisnych
statistikach, jsou délka osiny a pomér $picky pluchy k celkové délce pluchy. Na obrézcich
10 a 11 je znazornén rozdil mezi ¢eskymi a némeckymi rostlinami i rozdil mezi jednotlivymi
haplotypy. Osina ¢eskych rostlin (haplotyp C2), je delsi neZ u némeckych haplotypu (Obr. 10).
Pomér $picky pluchy ku pluse je odlisny predevsim u haplotypu C1, kde je jeho hodnota mensi
nez u dalSich tfech haplotypt (Cesky C2 a némecké E,R) (Obr. 11).
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jednotka )

Znak méieni CR D
LATA cm 25,6 25,0
VYSK cm 168,5 172,0

KOL pocet 5,6 5,6
DEL_1 cm 24,6 24,3
SIR_1 mm 7,2 6,6
JAZ 1 mm 5,7 51
DEL 2 cm 30,7 35,2
SIR_2 mm 8,4 9,3
JAZ 2 mm 54 55
SP LA cm 9,3 10,1
PR_LA cm 9,4 9,4
D PL pHm 6995 6798
H PL pHm 6251 6076

PLUCH pHm 3482 3443
oS pHm 1628 1213
SP_PLUCH pHm 749 442
SP/PLUCH pomgér 0,21 0,13
VETV % 53,06 51,89

(tu¢né jsou zvyraznény nejvice odliSné hodnoty)

Tab. 8: Primérné hodnoty znak méfenych na 115 rostlinach rozdélenych podle zemé sbéru.
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Tab. 9: Primérné hodnoty znakd méfenych na 36 rostlinach rozdélenych podle haplotypt.

jednotka

znak méieni C1 C2 E R
LATA cm 25,2 25,7 26,3 26,2
VYSK cm 171,1 168,1 177,6 1775
KOL pocet 5,6 54 5,6 5,7
DEL_1 cm 24,7 25,3 25,7 24,8
SIR 1 mm 6,7 7,3 6,8 6,2
JAZ 1 mm 52 6,1 54 5,0
DEL_2 cm 35,0 31,2 35,6 34,8
SIR_2 mm 9,3 8,4 9,7 9,2
JAZ 2 mm 54 57 5,7 5,7
SP LA cm 10,2 9,6 10,6 10,4
PR_LA cm 9,4 9,5 9,6 9,4
D PL pum 6781 7011 6677 6473
H PL pHm 6068 6252 6003 5766
PLUCH pum 3450 3481 3418 3309
0s pum 1216 1614 1217 1208
SP_PLUCH pHm 455 746 514 553
SP/PLUCH pomér 0,13 0,21 0,15 0,17
VETV % 54,22 51,28 48,78 46,15

2200

2000 T

1800

4L

1400

LT 11l

1000

osina (um)

o Median
O Median 800 O 25%-75%
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Obr. 10: Délka osiny podle zemé sbéru (vlevo) a jednotlivych haplotypti méfenych rostlin

(vpravo).
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Obr. 11: Pomér $picky pluchy a celé pluchy podle zemé sbéru (vlevo) a jednotlivych

haplotypti métenych rostlin (vpravo).

Analyza hlavnich komponent (PCA) 115 rostlin s oznac¢enim objektt podle zemé sbéru

neukazuje zadné rozdily v morfologii (Obr. 12). Prvni osa vysvétluje 30,36 % variability,
druhd osa 16,35 %, tieti 11,15 %, celkem tedy 57,86 % variability.
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Obr. 12: Ordinacni diagramy PCA, oznaceni rostlin podle zem¢& ptivodu.
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PCA 36 rostlin se zjisténym haplotypem ukazuje, Zze se podle tfeti osy, se kterou
koreluji hlavné znaky PLUCH, JAZ 2, SP/PLUCH a OS, oddélil haplotyp C1 (Obr. 13), prvni

osa vysvétluje 30,63 % variability, druha osa 16,13 %, tteti 14,37 %, celkem tedy 61,13 %
variability.
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Obr. 13: Ordina¢ni diagramy PCA, oznaceni rostlin podle haplotypt.
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Kanonickd diskrimina¢ni analyza (CDA) ukazala znaky, které nejlépe odliSuji
jednotlivé haplotypy (Obr. 14). Prvni osa oddéluje skupinu haplotypu C1, druha osa ¢aste¢né
oddéluje haplotyp C2 od R a E. S prvni a tieti osou jsou korelovany piedev§im znaky
SP/PLUCH a PLUCH, s druhou osou znaky PLUCH a OS, jak ukazuji standardizované
koeficienty diskrimina¢nich funkci 4 znakli vybranych forward selection (Tab. 10).
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Obr. 14: Ordina¢ni diagram CDA, klasifikace podle haplotypu, efekty 4 nejvyznamnéjsich

vysvétlujicich znaki.

Tab. 10: Standardizované koeficienty diskriminac¢nich funkci pro 4 nejvyznamngjsi znaky a

3 kanonické osy.

znak osal 0sa 2 osa 3

SP/PLUCH -18.7373 5.75433 -13.6999
PLUCH 10.7373 -8.04199 -22.0167
0s -1.74385 -9.32656 5.50264
LATA -3.51653 5.87678 -0.6685
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6 Diskuze

Némeckymi populacemi se zabyvala prace Schiebold et al. z roku 2008. V této studii
zkoumali jedince ze 43 populaci podél biehti dvou toki a jejich soutoku. Reka Zschopau se
vléva do Freiberger Mulde, ktera se po soutoku s Zwickauer Mulde jmenuje Vereinigte Mulde.
Vysledkem provedené RAPD analyzy bylo rozliseni dvou homogennich linii, vdzanych na
jednotlivé toky fek (Zschopau + Freiberger Mulde; Zwickauer Mulde), po jejichZ soutoku se
rozliSené linie vyskytovaly ve smésnych populacich. Proto byl z diivodu piedpokladané
genetické jednotnosti pocet sebranych saskych populaci snizen na 9. Provedena studie zjistila
rovnéz 2 skupiny chloroplastovych haplotypt, které jsou rozsifeny podle stejného schématu.
U jednoho z nich se ovSem vyskytuje 6 bp dlouha inzerce, ktera se vyskytuje v nékolika
populacich spolu se svym ancestralnim haplotypem. To naznacuje unikatni vznik této inzerce

a druhotné rozsifeni haplotypu vegetativnim mnozenim po proudu feky.

Pied zapodetim vyzkumu byl druh znam pouze od Zatce, odkud byl myln& publikovan
jako C. pseudophragmites (Kubét, 1981). Dalsi vyskyty byly na zakladé revize herbarového
materialu zndmy z nejdolejsiho toku Ohie. Nové nalezené lokality po stfednim a dolnim toku
Ohte ukazuji, Zze druh je na Ohfi mnohem castéjSi nez se pivodné piedpokladalo. Nelze
vylougit, ze druh roste i na dal§ich vhodnych fekach v izemi. Vzhledem k malému celkovému
aredlu a charakteru biotopu, jakym jsou prevazné Stérkové naplavy v klidngjSich mistech toku

za usekem rychleji proudici vody, by v uvahu ptipadala napf. feka Bilina.

Hexaploidni trovei zjiSténa pratokovou cytometrii je i mezi titinami, které maji ¢asto
I v ramci jednoho druhu vice stupnti ploidni urovnég, celkem vzacna. Calamagrostis chalybaea,
C. lapponica a C. epigejos 2n = 6x = 42 jsou uvadény ze Skandindvie (Nygren, 1946),
C. epigejos i z Kazachstanu (Rudyka, 1990). Hexaploidni Calamagrostis villosa je uvadéna
ze Slovenska (Murin et Majovsky, 1976). Pokud nejde o omyl, jde o vyjimeény vyskyt, jak
ukazuje prace Krahulcové (2003), kde byl ve 13 zkoumanych ¢eskych a slovenskych
populacich zjistén u C. villosa jen dekaploidni pocet (2n = 10x = 70). Zjisténa hexaploidni
uroven C. rivalis ovsem neodpovida chromozomovému poctu uvadénému v diivéjsi literatuie
Heine (1972) uvadi pro druh tehdy povazovany za endemicky pro Sasko 56 chromozémi a
oznacuje ho jako tetraploida. Pozd¢ji se v literatufe objevuji udaje 56 a 28 chromozoému
(Conert, 1989; Raus et Scholz, 2002), coz odpovida oktoploidni, resp. tetraploidni Grovni.

Originalni zdroje téchto chromozomovych poctl nejsou jasné. K vyfeSeni bude nutno ovéfit
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pocet chromozémti u zkoumanych rostlin s ptredpokladanou hexaploidni urovni pfimym

pocitanim chromozomd.

Relativné vyssi procento variability velikosti genomu némeckych rostlin (10,31 %) je
zpusobeno dvéma extrémnimi hodnotami a vyss§i velikosti genomu smésnych populaci
haplotypti E a C2. Ty ovSem v jednotnych populacich maji velikost niz§i a shodnou. Je

otazkou, jestli se jednd o chybu méteni, nebo je velikost genomu variabilni.

Na haplotypové siti cpDNA je vidét, ze se vymezily dvé skupiny haplotypi, které se
1isi vice nez 10 substitucemi. Jedna geneticka linie je ptibuzna C. canescens a C. villosa, druha
pak C. pseudophragmites a C. epigejos. Lze piedpokladat, ze linie mohly vzniknout
opakovanym recipro¢nim ktizenim C. canescens a C. pseudophragmites nebo C. epigejos.
Tuto hypotézu podporuje i analyza ITS, kde se i pies ptfitomnost Cetnych degenerovanych bazi
vymezily dv€ podobné skupiny jako u chloroplastovych haplotypt. Z dvojice C. epigejos a
C. pseudophragmites se v analyze ITS ukazala jako pravdépodobnéjsi rodi¢ovsky taxon
C. pseudophragmites. Problémy s paralogy v Gseku ITS se ¢asto fesi pomoci klonovani, které
je ale v pripadé vysokych polyploidi ¢asové a finanéné naro¢né a vyzaduje ziskani velkého

poctu klont. Situaci komplikuje i vyskyt mnohoéetnych kopii ITS (Alvarez et Wendel, 2003).

Hypotézu vzniku C. rivalis opakovanou hybridizaci zminil i Schiebold et al. (2008),
ktery vSak ve své studii nezahrnul druh C. pseudophragmites a jako geneticky nejblizsi taxony
ozna¢il C. canescens a C. phragmitoides. Caste¢nym voditkem pro uréeni rodi¢ovskych
taxonti mtze byt ploidni stupen a s nim souvisejici mechanismus produkce gamet. To je
divod, pro¢ z druhti C. canescens a C. villosa, kterym je piibuzna jedna ze skupin haplotypi
i ribotyptt C. rivalis byl jako potencialni rodicovsky taxon oznacen pouze C. canescens.
C. villosa je dekaploidni (Krahulcova, 2003), proto je téméf nemozné, aby dala vzniknout
hexaploidnimu hybridovi. Musela by se zktizit s diploidem, ktery mezi recentnimi titinami
neni zndm (Tateoka, 1976; Kellogg, 2015). C. canescens a C. pseudophragmites, které
z analyz vyplyvaji jako nejpravdépodobnéjsi parentalni druhy, jsou tetraploidni (Nygren,
1946; Krahulcova, 2003; Tateoka, 1976; Gregor et Hand, 2009). Ke vzniku hexaploidniho
kiizence by tedy bylo potieba splynuti redukované a neredukované gamety (Briggs et Walters,
1997; Ramsey et Schemske, 1998). Stejnou hypotézu uvedl Nygren pro vznik C. chalybea (2n
= 6x = 42), piedpokladal zktizeni dvou tetraploidnich amfimiktickych druhd, C. arundinacea
a C. canescens (Nygren, 1946). Tato problematika vyzaduje dal$i studium, nejlépe pomoci

celogenomovych metod, at’ uz zobrazovacich (GISH), nebo sekvenovanim typu NextGen.
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Morfologie odpovida popisu v zakladni stfedoevropské determinacni literatuie
(Conert, 1989; Jager, 2011). V ramci malého areadlu se ovSem vyskytuji patrné rozdily
predevsim v délce pluchy a ve znacich spojenych s osinou, konkrétné jeji délka a vzdalenost
nasednuti od Spicky pluchy, jak ukazala diskrimina¢ni analyza. Tyto rozdily se ovSem
vyskytuji hlavné v ramci némeckych rostlin, v zavislosti na haplotypu chloroplastu. Tato
skute¢nost a sdileni stejného chloroplastového haplotypu napii¢ staty podporuji pfedpoklad,

ze se rostliny z naseho izemi nelisi od saského druhu Calamagrostis rivalis.

[ Z.avér

Pfi pruzkumu toku feky Ohte v letech 2014 a 2015 bylo objeveno 7 lokalit studovaného
taxonu. Rostliny byly srovnany s druhem Calamagrostis rivalis, povazovanym za endemicky
v Sasku, odkud byl material ziskan z 10 lokalit. Relativni velikost genomu rostlin z obou statt
se nelisi, DNA ploidni Groven byla ur¢ena jako hexaploidni. Absolutni velikost genomu byla
vypoétena na 11,91 pg. Analyza dvou chloroplastovych tsekd, psbA-trnH®YC a psbK-trnS€CY,
rozliila 3 némecké a 2 Ceské haplotypy, 1 z nich je sdileny rostlinami z obou zemi. Studium
jaderného useku ITS i pfes problémy s degenerovanymi nukleotidy v dasledku vyskytu
paralogickych sekvenci ukazalo dvé hlavni skupiny ribotypt studovanych rostlin. Pfibuznost
téchto skupin s C. canescens a C. pseudophragmites odpovida vysledkim chloroplastové
analyzy a ob¢ tyto metody podporuji hypotézu o puvodu druhu C. rivalis opakovanym
recipro¢nim kitizenim C. canescens a C. pseudophragmites. Morfologicka analyza ukézala
rozdily mezi jednotlivymi haplotypy, nejvyznamnéj$imi znaky jsou délka pluchy a osiny,
pomeér $picky pluchy od nasednuti osiny ku celé pluSe a délka laty. Nejvétsi rozdil je patrny
mezi dvéma genetickymi liniemi némeckych rostlin, ¢eské rostliny se v morfometrickych
analyzach shlukovaly s jednou z nich. Tyto vysledky vedou k zavéru, ze studované rostliny

z ¢eskych populaci jsou druhem Calamagrostis rivalis.
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9 Prilohy

Ptiloha 1: Vypreparovany kvét C.

rivalis. Na spodnim obrazku zobrazen znak SP_PLUCH.
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Piiloha 2: Charakter porostu a biotopu C. rivalis, lokalita LIBOR (Libo¢any u Zatce).
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