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1 Uvod

Lakusniky (Ranunculus sect. Batrachium) jsou taxonomicky velmi komplikovana skupina
vodnich rostlin. Jejich komplikovanost je dana pfedevsim vyraznou fenotypovou plasticitou,
vysokou mirou hybridizace a polyploidizaci (Pran¢l et al., 2018). Ve své bakalatské praci se
zabyvam jiho¢eskymi ficnimi populacemi druhu R. peltatus, které v sobé kombinuji vSechny
z uvedenych faktorti. Béhem piedchoziho vyzkumu skolitele a kolegti (J. Pran¢l, Z. Kaplan,
a dal$i) byly v riznych vodnich tocich v jiho¢eském regionu nalézany populace R. peltatus,
které se morfologicky v rizné mife odliSovaly od béznych populaci z tekoucich vod.
Vzhledem ke zminéné fenotypové plasticité nebylo jisté, zda a jaky maji tyto odchylky
taxonomicky vyznam. AZ po pouZiti molekularné-biologickych metod se ukazalo, ze n¢které
z téchto populaci (ne vSechny) jsou hybridogenniho pivodu, konkrétné hybridi R. peltatus a
R. trichophyllus. Nejde o F1 generace, ale o populace vzniklé zpétnym kiiZzenim s R.
peltatus, kterému se tudiz blizi morfologicky 1 relativnim mnozstvim DNA v jadte (viz oddil
1.10.3). Kvuli posunu relativniho mnozstvi DNA v jadie smérem k R. peltatus se nedaji
hybridi poznat pomoci metody prutokové cytometrie (kterou se ¢eské lakusniky véetné F1
kiizencti obvykle poznat daji) a je nutné ziskat sekvence DNA, na zaklad¢ kterych se daji
identifikovat (Prancl et al, 2018; Koutecky et al., 2021). Neni vylouc¢eno, Ze po detailni
analyze bude mozné najit morfologické znaky, které umozni zpétné kiizence urcit, coz je

hlavni naplni této prace.

1.1 Taxonomické pojeti rodu

Lakusniky jsou skupina rostlin patfici do ¢eledi pryskyinikovité (Ranunculaceae) z fadu
pryskyinikotvaré (Ranunculales) (Angiosperm Phylogeny Group, 2016).

sttedoevropské a vychodoevropské literatuie (napt. Hejny et Slavik, 1997; Kubat et al.,
2002) byly lakusniky vycleniovany do samostatného rodu Batrachium, v soucasné dob¢ jsou
1 zde spiSe vnimany jako sekce rodu pryskyinik (Ranunculus sect. Batrachium), nebot’ se
ukazalo, Ze jde opravdu jen o malou monofyletickou skupinu vnofenou uvnitt rodu
Ranunculus (Emadzade et al., 2010; Horandl et Emadzade, 2012). Nazor na zafazeni

v

skupiny jako sekce rodu Ranunculus (Kaplan et al., 2019a, b).



1.2 RozsifFeni

V soucasné dob¢ je rozliSovano asi 25-30 druhi lakus$niku, nicméné skupina neni stale
dostate¢n¢ prostudovana (Englmaier, 2016; Wiegleb et al. 2017). Skupina je rozsifena
celosvétove, ale na severni polokouli je zastoupena vyrazné hojnéji, na jizni polokouli ve
velkych ¢astech tizemi chybi. Centrum, centrum diverzity skupiny lezi v zapadni Evropé
(Englmaier, 2016), ptfi¢emz je v Evropé zastoupena podle souc¢asného poznani asi 19 druhy
(Wiegleb et al. 2017). Kromé Evropy jsou laku$niky udavany ze Severni a Jizni Ameriky
(napt. Peru, Bolivie, oblast Patagonie), z Afriky (napt. Maroko, Egypt, Etiopie), z Asie
(napt. Jemen, Saudska Arabie, Mongolsko, Rusko) a jeden druh z Australie (Cook, 1963;
Cook, 1966; Wiegleb et al. 2017).

V Ceské republice je podle posledniho botanického kli¢e mozno nalézt osm druhi:
Ranunculus aquatilis, R. baudotii, R. circinatus, R. fluitans, R. peltatus, R. penicillatus, R.
rionii a R. trichophyllus (Kaplan et al., 2019a). Nedavny vyzkum ¢eskych lakusniku ale
ukézal, Ze druhti u nds maze byt vic. V ramci druhu R. trichophyllus byly objeveny dva
odlisné cytotypy, které, jak se ukazalo, se lisi i morfologicky (i kdyZ ne p#ilis). Tyto dva
cytotypy by bylo mozno popsat jako dva odlisné druhy (kterymi vlastné jsou, jen jsou si
morfologicky dost podobné). Cytotypy jsou pracovné oznacovany jako R. trichophyllus A a
R. trichophyllus B. (Pran¢l et al. 2018; Kaplan et al., 2019b). Podobn4 situace je i s druhem
R. penicillatus, kde je cytotypli mozno vysledovat jesté vice. Tento druh je nejspis
komplexem taxonil vzniklych hybridizacemi a naslednou polyploidizaci a je otazkou, jak
jednotlivé cytotypy taxonomicky hodnotit (viz. Hybridizace, oddil 1.7) (Zalewska-Gatosz,
2014; Prancl et al., 2018; Koutecky et al., 2021).

1.3 Ekologie

Lakusniky jsou striktné vazany na vodni prostiedi, obyvaji jak stojaté (napt. R aquatilis), tak
tekouci (napk. R. fluitans) vody. Rada druhtl je vazana pouze na stojatou & tekouci vodu,
nebo alespon dané prostiedi silné preferuje. Z ¢eskych druhti roste predevsim ve stojaté vode
R. baudotii, R. aquatilis, R. circinatus, R. rionii a R. trichophyllus. V tekouci vodé roste R.
fluitans a R. penicillatus. Ranunculus peltatus obyva jak vody stojaté, tak tekouci (Kaplan et
al, 2019a). Pti kolisani vodni hladiny v biotopu mohou lakus$niky rtst na vihkém obnazeném
dné. V takovém piipad¢ vytvaii tzv. terestrické formy (napt. R. trichophyllus). Nékolik
druhti je na vlhké substraty (jako napt. obnazené dno, vlhka hol4 zem periodickych vod)
vazéano primarné (R. hederaceus) (Cook, 1966). Jiné druhy jsou naopak schopny rust cely

zivot pod vodni hladinou (Casto napt. R. trichophyllus, Cook 1966 uvadi poddruh R.



trichophyllus subsp. lutulentus, ktery je kleistogamicky a ¢asto kvete pod vodou). Nékteré
druhy toleruji eutrofni prostiedi (napt. R. peltatus), jiné preferuji oligotrofni vody, dalsi jsou
schopné snaset i mineralné bohatd prosttedi (napt. brakické vody a slaniska, udava se R.

baudotii) (Cook, 1966; Kaplan et al., 2019a).

Lakusniky osidluji prostiedi od subtropt po borealni oblasti, najdeme je od nizin po

vysokohorské polohy (Cook, 1966; Wiegleb et al. 2017).

Lakusniky jsou rostliny hmyzosnubné, ale mize u nich dochazet k samospraseni.
Pozorovana byla i kleistogamie (samospraseni pfimo v neotevieném kvétu). V piipadé trvale

ponotfenych taxonll dochdzi ke kleistogamii obligatné (Cook, 1966; Hong, 1991).

1.4 Ohrozeni a ochrana

V dasledku intenzifikace hospodaieni v 2. poloving 20. stoleti, kterd se nevyhnula ani
vodnim plocham, doslo od této doby k ustupu fady vodnich makrofyt, lakusniky nevyjimaje
(Englmaier, 2016). Svlij podil na ubytku nékterych druhti ma i regulace vodnich toki a
vysouseni mokiadi, které je v Ceské republice spojeno se zménami krajiny v priib&hu 70. a
80. let, nicmén¢ negativni zmény v krajiné probihaji stale (Miko et Hosek, 2009). V
gerveném seznamu cévnatych rostlin pro Ceskou republiku z roku 2012 je z celkového poétu
osmi druhtl jeden zatazen do kategorie C1 (kriticky ohroZené, R. haudoti), dva do kategorie
C2 (siln€ ohrozené, R. penicillatus, R. rionii), jeden do kategorie C3 (ohrozené, R.
circinatus) a tfi do kategorie C4 (vzacnéjsi druhy vyzadujici dalsi pozornost, R. aquatilis, R.
trichophyllus, R. fluitans). N&jakym zptisobem ohroZenych je tedy sedm z osmi nasich
popsanych druhd. (Grulich, 2012). Zminéné druhy jsou vSechny téz zatazeny v nékteré

z kategorii posledniho ¢erveného seznamu cévnatych rostlin CR (Grulich, 2017).

Podle vyhlagky Ministerstva Zivotniho prostiedi CR &. 395/1992 Sb. je jako kriticky
ohrozeny druh (§KO) chranén R. baudoti a R. rionii, jako silné ohroZeny (§SO) a ohrozeny
(§0) neni chranén zadny druh. Je tedy patrné, ze zakonna ochrana nepamatuje na veétsi ¢ast

nasich ohroZenych druht.

1.5 Morfologie

Lakusniky jsou jednoleté az vytrvalé byliny. Nékteré druhy jsou obligatné jednoleté
(Ranunculus sphaerospermus) ¢i vytrvalé (R. peltatus), nékteré jsou obvykle vytrvalé, a jako
jednoleté rostou pii zméné stavu biotopu (naptiklad pokles vodni hladiny a rist na

obnazeném dné muze vést k tomu, Ze druh se chova jako jednolety). Takovym druhem je



napt. R. fluitans (Cook, 1966). Stonky jsou vétvené i nevétvené, dosahuji délky az nékolika
metrd, jsou pomérné chabé, sympodialné vétvené. Listy jsou na lodyze umistény stiidave.
Rostliny mohou kotenit ve dné€ nebo volné€ plavat (stojaté vody), jsou schopny tvotit

v uzlinach adventivni kofeny (Cook 1966; Hejny et Slavik, 1997).

1.5.1 List

Lakus$niky vykazuji listovou heterofylii. Tvofi dva typy list — listy nitovité a listy lupenité.
Nitovité listy jsou kratce fapikaté, tvorené tenkymi nitovitymi tkrojky. Ukrojky vznikaji
nékolikandsobnym délenim listové ¢epele, prvni dvé déleni jsou trojcetnd, zbyla jsou
vidli¢nata. Nit'ovité listy jsou zpravidla ponofené pod vodni hladinou, mohou byt chabé, pti
vyjmuti z vody zplihlé, mohou byt ale i tuzsi a drzet tvar i po vyjmuti z vody. Plovouci listy
jsou lupenité, Cepel je dlanitolalo¢nd az dlanitose¢nd, plochd, v obrysu ledvinita az okrouhla.
List je nejcast&ji tiidilny az pétidilny, pocet listovych tkrojkd je ale proménlivy. Zilnatina
lupenitych listl je dlanita. (Cook 1966; Hejny et Slavik, 1997; Kaplan et al., 2019a).

.....

tvoti jen jeden typ listd. Pouze listy lupenité tvoti R. hederaceus a R. omiophylluss, pouze
listy ponoiené napt. R. circinatus, R. rionii a R. trichophyllus (Cook, 1966; Englmaier,
2016). V nekterych ptipadech miize dojit ke vzniku tzv. ptechodného listu, ktery je
kombinaci obou zminénych variant (Cook, 1969). U R. peltatus ma takovy list podobu
mozaiky slozené z nit'ovitych a lupenitych ¢asti a mize byt dokladem hybridizace (Cook,

1966).

Na bazi fapiku vyristaji palisty. Maji obvejcity, okrouhly az trojuhelnikovity tvar a mohou
do rizné miry srustat s fapikem (Hejny et Slavik, 1997). Palisty jsou v literatuie ozna¢ovany
jako vyznamny urcovaci znak, rozhodujici je napiiklad jejich délka. Uzivat tohoto znaku je
ale potfeba opatrné, nebot’ délka palisti mtze byt u nékterych druhti ovlivnéna prostiedim.
U herbatovych polozek mtze také dochazet k jejich ke zménam tvaru vlivem sesychani,

proto se pro ur¢ovani do druhu v praxi téméf nepouzivaji (Cook, 1966; Kaplan et al., 2019).

1.5.2 Kvét

Kvéty jsou nejcastéji bilé, peticetné. Jedinou vyjimkou je asijsky druh R. flavidus, ktery ma
kvéty nazloutlé (Cook, 1966). Kvéty vyrustaji po jednom na dlouhych kvétnich stopkach

v pazdi listend. Kvétni obaly jsou ¢lenény na kalich a korunu, nesrostlé. Korunni listky jsou
obvejcitého tvaru, bilé a na bazi maji zlutou skvrnu. Pocet korunnich platkti mize byt

promeénlivy (byt’ vétSinou je platkl pét), stejné tak jejich rozméry (i v rdmci druhu), které



jsou do urcité miry dany prostiedim (Cook, 1966; Hejny et Slavik, 1997). Kalisni listky jsou
obvykle krat$i nez korunni, zpoc¢atku zelené, pozdé€ji az hnéde zbarvené. Jsou vétSinou
pritisklé, nékdy pied opaddnim nazpét ohnuté (Cook, 1966; Englmaier, 2016). V nékterych
ptipadech mohou byt zbarveny i namodrale, cozZ je udavano jako spolehlivy taxonomicky
znak. Podle Cooka by zadny z ¢eskych druhti namodralé kalisni listky mit nemél (Cook,
1966), ale n¢ktera Ceska uréovaci literatura tento znak uvadi. Konkrétné Hejny a Slavik

(1997) pisi, ze R. baudotii ma kalisni listky nékdy namodralé.

Na bazi korunnich listkl se nachazi nektaria. Rozlisuji se tfi typy nektarii: hruskovité,
pulmeésicité a okrouhlé. Tvar nektaria je v literatufe ozna¢ovan jako velmi uzite¢ny
determinac¢ni znak, jeho pouziti ma ovSem sva tskali. Tvar nektéria je potteba ur€ovat pouze
na zcela vyvinutych korunnich listcich, nebot’ néktera ontogeneticka stadia napf-.
hruskovitého nektaria pfipominaji nektaria jinych tvard. Urovani tvaru z herbarovych
polozek se také jevi jako problematické, protoZe nektaria mohou byt vysusenim
zdeformovana. V takovém ptipad¢ je potieba korunni listky namocit do vody (Cook, 1966).
Vzhledem k mozné variabilité nektérii (hlavné u hybridi) je lepsi tento znak podle n¢kterych
prament uzivat jen v piipade€, Ze vegetativni znaky nejsou dostatecné kvalitné vyvinuty

(napf. u terestrickych forem ¢i malo kvalitniho nasbiraného materialu) (Englmaier, 2016).

Kvétni lizko je opét uvadéno jako uzite¢né pii determinaci. Vyznamnymi znaky jsou

protazeni lGzka za plodu a mira jeho chlupatosti (Cook, 1966; Englmaier, 2016).

1.5.3 Plod

Plodem laku$nikt je nazka. Na kvétnim ltizku miize byt nazek velmi promeénlivy pocet

v fadu jednotek az desitek (uvadi se az sto). Nazky jsou zhruba vejcité ledvinitého tvaru

s vyraznymi ptiénymi Zebry. Ranunculus baudotii je vyznamny ptitomnosti uzkého
ktidlatého lemu, ktery se u ostatnich druhti nevyskytuje. Nazky jsou lysé ¢i v rizné mite
chlupaté. Nekteré druhy maji nezralé nazky chlupaté, ale za zralosti nazky olysavaji (Cook,
1966; Englmaier, 2016; Hejny et Slavik, 1997). Délka nazky je udavana jako dalsi
taxonomicky uziteény znak, zavisi ale na celkovém poctu vyvinutych nazek a podle
nékterych autort je jako taxonomicky znak ne zcela spolehliva (Cook, 1966). Mira
chlupatosti nazek je taktéZ popisovana jako pouzitelny taxonomicky znak, ovSem olysavani

nazek béhem zrani mize pouziti zkomplikovat (Cook, 1966).



1.6 Polyploidizace a velikost genomu

Zakladni chromosomové ¢islo lakusniki je 8 (napt. Cook, 1966; Dahlgren, 1991), ve
skupiné ale bézné dochazi k polyploidizaci. V ptirod¢ byli pozorovani nejcastéji euploidni
polyploidi, aneuploidni byli v pfirodé¢ zaznamenéni jen vzacné (Cook, 1966; Prancl et al.,
2018). Vznik aneuploidnich hybridt byl zaznamenan také jako vysledek umélého kiizeni
(Cook, 1966). Krome diploidnich jedinct byli pozorovani triploidi, tetraploidi, pentaploidi a
hexaploidi (Cook, 1966). Polyploidizace ¢asto doprovazi proces hybridizace, vznikaji
allopolyploidi (Koutecky et al., 2021). Po¢et chromosomu je mozno v nékterych piipadech
vyuzit k determinaci jedinct lakusnikd, ale protoZe fada taxonti lakusnik sdili stejny

chromosomovy pocet, neni tato metoda pouzitelna obecné. Spise mize v nékterych

specifickych piipadech poslouzit k utvrzeni uréeni néjakého taxonu (Webster, 1987).

Nedavna studie ukazuje, ze sttedoevropské druhy lakusniki véetné riznych ploidnich tirovni
jsou odlisitelné mé&fenim velikosti genomu pomoci pritokové cytometrie. Pouze u nékolika
taxonll dochazi ve velikosti genomu k piekryvu (Prancl et al., 2018). Pomoci cytometrie je
mozno odhalit i nékteré hybridy mezi lakus$niky (zejména F1 generaci). Cytometrie ale neni
schopna odhalit napt. hybridy ze zpétnych kiizeni, u kterych dochézi k posunu smérem

k jednomu z rodicovskych druhti (Prancl et al. 2018; Koutecky et al., 2021).

1.7 Hybridizace

Hybridizace je u laku$nikli pomérné ¢asty jev. K hybridizaci miize dojit i mezi taxony

s odlisnymi ploidnimi urovnémi (napi. Webster, 1987). Hybridi maji ¢asto snizenou fertilitu
(v souplodi maji vyvinuto jen n¢kolik nazek) nebo jsou sterilni, ale diky vegetativnimu
mnozeni mohou vytvaret velké stabilni populace (Kaplan et al., 2019a). Cook provadél
pokusy s umélou hybridizaci mezi mnoha druhy a zjistil, Ze fada hybrid je Zivotaschopna.
Nekteti zivotaschopni hybridi byli plodni. Naopak nékteti hybridi se ukazali jako neschopni
Zivota i ptes opakované pokusy ktizeni (Cook, 1966). Podobné pokusy provad¢l také Hong.
Ten uvadi mimo jiné struény popis F1 generace a procentudlni zastoupeni fertilniho pylu.
Nékteti z jeho hybridi byli plodni ¢astecné (R. peltatus % R. trichophyllus), jini zcela (R.
trichophyllus % R. aquatilis) (Hong, 1991). Cook ve své pozd¢&jsi préci, ve které se zabyval
opét hybridy ptedevsim uméle vytvotrenymi, pise, Ze diploidni hybridi byli neschopni zivota
¢i byli sterilni, tetraploidni byli sterilni ¢i fertilni, stejné tak pentaploidni. Hexaploidni
ktiZenci byli nejcasté&ji fertilni (Cook, 1970). Cook déle uvadi, Ze sterilita je u hybridi dana
obvykle genové (nikoliv chromozomaln¢) a projevi se abortovanim pohlavnich organti

(Cook, 1970). Mnoho hybridi je znamo i z ptirody (Cook, 1966). Zpétnym kiizenim



plodnych hybridi maze dojit ke vzniku hybridnich roji a jedinci, ktefi se morfologicky blizi
jednomu z rodi¢t a spolehlivé se odlisi az s pouzitim sekvenovani (Koutecky et al., 2021).
Vyznamnou roli v hybridiza¢nich procesech hraje polyploidizace a vznik allopolyploidi.
Ptikladem je R. penicillatus. V ramci tohoto taxonu je rozliSovano n¢kolik variet (n€kdy
klasifikovanych jako poddruhy az druhy) a celkové vykazuje velkou variabilitu (Cook, 1966,
Webster, 1988; Wiegleb et al., 2017). Jiz Cook ve své praci piSe, Ze tento taxon je
komplikovany a mize mit hybridogenni ptivod (Cook, 1966). Nasledné prace ukazuji, Ze jde
skutecné o komplex vicero hybridogennich linii, u nichZ polyploidizace zajistila obnoveni
fertility (ptivodni hybridi byli neplodni), coz vedlo ke stabilizaci taxonu a umoznilo jeho

roz§iteni (Webster, 1988; Zalewska-Gatosz, 2014; Wiegleb et al., 2017).

1.8 Fenotypova plasticita

Vodni rostliny obecné¢ vykazuji velkou miru fenotypové plasticity (Santamaria, 2002),
nékteré taxony jsou schopny vytvaret znaéné nepodobné formy. Zndmé jsou timto napiiklad
rdesty (Potamogeton), kde u n¢kterych druhii jeden genotyp dokazal v zavislosti na ménicich
se podminkach prostredi vytvofit typy pokryvajici téméf celou znamou morfologickou
variabilitu druhu (Kaplan, 2002). Variabilita druhu neni ale podminéna pouze vlastnostmi
habitatu, miiZze byt ddna i sezonn¢ beéhem sttidani ro¢nich obdobi (Zanger et Wiegleb, 1987;
Garbey et al., 2004). Lakusniky v ramci vodnich rostlin nejsou zadnou vyjimkou, vykazuji
téz velkou miru fenotypové plasticity (napt. Hong, 1991). Zanger a Wiegleb zjistili, Ze jarni,
letni a podzimni formy jimi studovanych druhti lakusnik® (napt. R. peltatus, R. aquatilis ¢i
R. penicillatus) se od sebe lisily predevsim zpiisobem vétveni a délkou ponotfenych lista.
Morfologickou variabilitu lakusnikid dale demonstruji porovnanim riznych letnich forem,
které se lisi napt. celkovou délkou, vétvenim, délkou listti a pomérem lupenitych a
nitovitych listl (Zanger et Wiegleb, 1987). Hong ve své praci ukazuje fenotypovou
plasticitu na ptikladu stavby listu a palistu ¢i rozmért korunniho platku (Hong, 1991).
Garbey et al. (2004) se zabyva lakusnikem $titnatym (Ranunculus peltatus). Uvadi, Ze tento
druh vykazuje jak sezonni variabilitu, tak fenotypovou plasticitu danou konkrétnimi
vlastnostmi stanovisté. Variabilitu v pribéhu sezoény ukazuje pozorovanim, kdy se v prib&éhu
sezony posouvalo umisténi nejdel§iho internodia smérem k vrcholu lodyhy a zvétSovala se
do urcité doby jeho celkova délka. Oproti tomu napft. délka nitovitého listu méla v ramci
sezony tendenci se zmenSovat. Dale uvadi fenotypovou plasticitu danou vlastnostmi
prostedi. Korelované byly nekteré znaky s uréitymi parametry chemismu vody v prostiedi,

napf. koncentrace NH4" méla vliv na délku internodii a koncentrace fosforu ovliviiovala



adventivni kofenéni. Z fyzikalnich vlastnosti prostiedi, které mély ¢astecny vliv na fenotyp,
uvadi napt. miru zastinéni ¢i rychlost proudéni vody, korelace miry variability rostlin ale

vychézely s fyzikalnimi vlastnostmi nizsi nez s chemickymi (Garbey et al., 2004).

Jak ukazuje vyse zminéné, morfologickd rozmanitost v ramci skupiny i v ramei jednotlivych
druhii lakusnikid mize byt znacna, coz komplikuje jejich rozeznavani a uréovani (Prancl et

al., 2018).

P4 P39
P23 P21-19 P7

R. baudotii R. peltatus ;rff é:f R. aquatilis

R. aquatilis x R. peltatus

Obr. 1: Rozmanitost morfologie plovouciho listu vybranych taxont, ptevzato (Hong, 1991).

1.9 Ranunculus peltatus

1.9.1 Popis druhu

Ranunculus peltatus je vzdyzelend az sezénn¢ zelena vytrvald vodni bylina. Vzacné mutze
byt jednolety. Je striktné vazan na vodni prostiedi, obyva stojaté i tekouci vody. Lodyhy jsou
dlouhé nékolik desitek centimetri az nékolik metrt, v uzlinach ¢asto kotenujici. Rostlina
tvoti dva typy listli — ponofené nitovité a plovouci lupenité listy. V tekoucich vodéach vzacné
nemusi tvofit lupenité listy. Listy jsou na lodyze umistény stfidavé (Cook, 1966; Hong,
1991; Englmaier 2016; Wiegleb et al., 2017; Kaplan et al., 2019a). Druhy vykazuje ur¢itou

miru fenotypové plasticity. Morfologicky se od sebe maji lisit populace z tekoucich a



stojatych vod. V tekoucich vodach mohou byt rostliny vyrazné protahlé (Wiegleb et al.,
2017).

Kvéty jsou bilé, péticetné, korunni listky pomérné velké (nejcastéji 9-23 mm). Kvéty
vyrustaji jednotlivé z pazdi lupenitych listenti na stopkach nékolik centimetrii dlouhych.
Nektaria jsou nejcastéji hruskovita. Nazky jsou chlupaté, za zralosti mohou olysavat, jejich

pocet se pohybuje v fadu desitek (Cook, 1966; Wiegleb et al., 2017).

1.9.2 Rozsiieni, ekologie, nomenklatura

Centrum rozsifeni ma Ranunculus peltatus v Evropé, roste i v severni Africe a v jihozapadni
Asii. Hranice jeho vychodniho rozsifeni neni pfesné znama kvili zdménam s jinymi druhy.
V Evropé je udavan z celého kontinentu kromé nejsevernéjsich oblasti. Ani zde neni hranice
jeho rozsiteni pfesné znama, mize za to zaménovani s druhem R. schmalhausenii (Cook,
1966; Bobrov et al., 2015; Wiegleb et al., 2017). V Ceské republice roste roztrousen¢ az
2019b). Jde o nejhojnéjsi cesky lakusnik, o ¢emz svédci i fakt, Ze jako jediny z naSich druht
nespada do zadné kategorie ohroZeni v ¢erveném seznamu z roku 2012 (Grulich, 2012), ani

v poslednim ¢erveném seznamu (Grulich, 2017).

Ranunculus peltatus obyva Siroké spektrum vodnich biotopt. Roste ve vodach jak
oligotrofnich, tak eutrofnich. Obyva jak substraty piscité, tak i humozni, preferuje ovsem
kyselé silikatové podlozi. Jde stale o hojny druh, ale vlivem intenzivniho rybni¢niho

hospodateni, regulace tok a znec€isténi vod mirné ustupuje (Kaplan et al., 2019b).

Nomenklatura druhu je znac¢né spletitd, coz doklada fada synonym. Cook jich uvadi ptes dvé
desitky (Cook, 1966). V ¢eské literatufe je v souc¢asné dobé chapan jako samostatny druh,
diive byl ale uvadén tieba jako varieta druhu Ranunculus aquatilis (Ranunculus aquatilis

var. peltatus) (Hejny et Slavik, 1997).

1.9.3 Ploidie a hybridizace

Ranunculus peltatus je znam ve ttech ploidnich urovnich: diploid (2n = 16), tetraploid (2n =
32), hexaploid (2n = 48) (Cook, 1966). Z nedavného vyzkumu plyne, Ze v Ceské republice
se vyskytuji jen tetraploidi, vyssi ploidni trovné se vyskytuji jen zcela vyjimecné, vznikaji
asi opakovang prostiednictvim neredukovanych gamet a v populaci se dlouho neudrzi

(Pran¢l et al., 2018).



Podobné jako nékteré jiné druhy sekce se i tento pomérné Casto kiizi (Wiegleb et al., 2017).
Cook provadél pokusy s umeélou hybridizaci. Ze svych pokust s kiiZzenim druht ziskal napf.
hybrida R. tripartitus % R. peltatus. Tento hybrid byl podle Cooka fertilni a

v morfologickych znacich zhruba intermedidrni. Déle popisuje sterilni hybridy R.
hederaceus % R. peltatus, R. baudotii x R. peltatus ¢i R. tripartitus % R. peltatus (tento
hybrid byl v nékterych pfipadech i fertilni, zaleZelo na typech, které Cook pouzil jako
rodi¢ovské druhy). Nekteti hybridi byli morfologicky intermediarni (R. tripartitus < R.
peltatus), jini ptipominali jednoho z rodi¢i. Hybrid R. haudotii x R. peltatus vypadal jako R.
peltatus a lisil se jen drobnymi znaky (byl méné vzristny, mél drobng&jsi kvéty). Nékteré

ze zminénych hybridti Cook nalezl i spontanné vzniklé v ptirodé (napt. R. tripartitus x R.
peltatus). Pouze z ptirody pak Cook uvadi napt. hybrida R. omiophyllus x R. peltatus (Cook,
1966). V literatute se dale uvadéji kiizenci R. peltatus x R. penicillatus, R. peltatus % R.
aquatilis €1 R. peltatus x R. trichophyllus. (Wiegleb et al., 2017). Podle Wiegleba jsou
hybridi R. peltatus hojni obzvlast’ v tekoucich vodach. Wiegleb pise (s odkazem na
nepublikovana data), ze hybridi tohoto druhu jsou misty tak ¢asti, Ze v nékterych fi¢nich
tocich na severu stfedni Evropy tvofi mozna az 50 % biomasy v populacich oznac¢ovanych
jako R. peltatus (kvili podobnosti hybrida s ¢istym taxonem R. peltatus) (Wiegleb et al.,
2017).

cvr

V Ceské republice je nejhojnéjsim kiizencem R. peltatus x R. trichophyllus. Tento hybrid je
mnohdy podobny druhu R. aquatilis (Kaplan et al., 2019). Jak jiz bylo zminéno (rozsiteni,
oddil 1.3), vyskytuje se u nas R. trichophyllus (tetraploidni) ve dvou cytotypech. R. peltatus
se k¥izi s obéma cytotypy. F1 hybrid R. peltatus x R. trichophyllus se zpétné kiizi s R.
peltatus, ¢imz vznikaji populace, které morfologicky viceméné odpovidaji druhu R. peltatus.
Takové populace jsou nalézany nejcastéji v fekach a v jiné tekouci vodé. Tito zpétni hybridi
maji relativni mnozstvi DNA v jadie (2C hodnotu) v rozmezi od 2C hodnoty R. peltatus po
F1 hybrida R. peltatus x R. trichophyllus, ¢asto blizkou 2C hodnot¢ R. peltatus, proto nejde
tyto jedince spolehlivé poznat pomoci priitokové cytometrie (Prancl et al., 2018). Spolehlive
je mozno tyto jedince urcit az na zdklad¢ sekvenacnich dat. Pro tento ucel 1ze pouzit dva
useky DNA. Prvnim usekem je ITS region jaderné ribozomalni DNA, druhym je usek
chloroplastové DNA 3'rps16-5'trnK. Zpétni hybridi mohou mit jeden ¢i oba tyto useky od
druhu R. trichophyllus (od jednoho ¢i druhého cytotypu) (Koutecky et al., 2021).
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1.10 Cil prace

Cilem mé bakalai'ské prace je zjistit, jestli se hybridni populace zminénych zpétnych hybrida
daji jednoznaéné urcit podle morfologickych znakli. Aby bylo mozné podle morfologie
zjistit, zda je konkrétni problematicky jedinec hybrid, ¢i jen Cisty R. peltatus, ktery v tekouci
vod¢ vypada netypicky (projev fenotypové plasticity), budou vySetfeny i populace ¢istého
laku$niku Stitnatého ze stojaté vody. Porovnanim Cistych populaci R. peltatus ze stojatych a
tekoucich vod bude mozné posoudit miru vlivu tekouci vody na morfologii druhu a
»odfiltrovat® ji od vlivu hybridizace. Morfologie bude charakterizovana pomoci zmétenych
vybranych morfologickych znaki a taxonomicka ptislusnost populaci bude urcena za

pomoci zakladnich molekularné-biologickych metod (sekvenovani).
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2 Metodika

2.1 Pouzity material

Pro méfeni byly pouZity herbatové polozky rostlin sbiranych pievazné v jiznich Cechéach,

v mensi mife v jinych ¢astech republiky. V tabulce 1 jsou shrnuty lokality, na kterych bylo
sbirano, pocet rostlin sebranych na jednotlivych lokalitach, sbératelé, ktefi se sbéru ucastnili
a datum sbéru. V poslednim sloupci tabulky (Voda) je uvedeno, zda Slo o populaci z vody
stojaté (S) ¢i tekouci (T). V mapé na obrazku 2 jsou vyznaceny jednotlivé lokality. Barevné

odliSené znaceni lokalit se vztahuje k charakteru populaci a je rozvedeno v kapitole vysledky

(viz vysledky, kapitola 3.2 Vysledky sekvenovani). Modré body znaci Cisty R. peltatus,

zelené hybridogenni populace a tyrkysové populace mirn¢ ovlivnéné hybridizaci. Mapu

vytvotil muj skolitel Petr Koutecky v programu QGIS 3.10.3 (QGIS Development Team
2020). Jako podklad byla pouzita SRTM data (Jarvis et al., 2020).

Vétsi ¢ast rostlin byla jiz sesbirana a vylisovana pted zahdjenim moji bakalafské prace,

osobné jsem se podilel na sbéru zbylych rostlin. Behem sbérd, kterych jsem se Gcastnil, bylo

z vybranych populaci odebrano nejcastéji pét rostlin, které byly oznaceny a vylisovany.

Zvlastni duraz byl kladen na fixaci alespon jednoho kvétu pomoci malé papirové obalky.

Dale bylo z kazdé rostliny odebrano nékolik listd, které byly zafixovany v silikagelu pro

cvr

pozdéjsi izolaci DNA k sekvenovani. Material sesbirany ptred zah4jenim moji prace byl

sbirdn riznym zpisobem, z n¢kterych rostlin (hlavné starsi sbéry) nebyl odebran a zafixovan

material pro izolaci DNA.

Tabulka 1: Seznam populaci, lokality a jejich popis, sbératelé, datum sbéru a charakter vody.

LI Lokalita GP§ . Pocet . | Sbératel Datum Voda

populace souradnice | vzorku
Majdalena, feka | 48°57'49"N, P. Koutecky,

I LuZnice 14°52'04"E > V. Dolejsek 16.7.2019 | T
Majdalena, feka | 48°57'54"N, P. Koutecky,

! Lunice 14°5203"E | | V. Dolejsek | 1672019 T
Veseli nad 01111 0" ‘

2 Luznici, ‘I‘Zoﬂ,ig,g’ 5 f,’ IE%T?S;Z > 113.62019 | T
Bechynisky potok ' )
Zirovnice 49°13'38"N, P. Koutecky,

3 (VIcetin) 15°09'08"E 4 V. Dolejsek 13.62019 )\ T
Hlupin, Bfezovy | 49°19'41"N, P. Koutecky,

4 potok 13°4620"E 3 L. VI¢kova 20.620191 T
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Sl Lokalita GP§ . O . | Sbératel Datum Voda
populace souradnice | vzorku
Halamky, feka 48°51'46"N, ,
5 LuZnice 14°53'56"E 5 P. Koutecky |27.6.2017 | T
Rychnov nad CANOAN
6 Malsi, feka 48040,04,,N’ 5 P. Koutecky | 11.7.2017 | T
" 14°28'50"E
Malse
v . 48°52'37"N, ,
7 Tiebec, Stropnice 14°4121"E 5 P. Koutecky | 15.8.2019 | T
Vitkov, feka oA
8 Moravice pii 49049,23,,N’ 4 P. Koutecky |9.6.2015 | T
P 17°42'32"E
osadé Zaluzné
Suchdol nad
N 48°53'31"N, ,
9 Lu%n¥01, feka 14°53'09"E 7 P. Koutecky |27.6.2016 | T
LuZnice
Majdalena, feka e AN
10 Luznice na jezem 48059,13,,N’ 9 P. Koutecky |27.6.2016 | T
, 14°50'55"E
Rozvodi
Zablati, rybnik 49°08'34"N, K.
1 Dolni Kozlovna 14°1727"E 3 Sumberova 9.6.2017 | §
Majdalena, 48°56'51"N, ,
12 piskovna Cep 14°5230"F 4 P. Koutecky | 11.6.2011 | S
Volary, Volarsky | 48°53"24"N, ,
13 potok 13°53135"F 4 P. Koutecky |17.7.2012 | T
Tfisov, feka 48°53'09"N, ,
14 Vitava 14°2134"E 4 P. Koutecky |31.8.2013 | T
Popice u Jihlavy, 0 11mon
15 rybnik Horni ?25;?3};’ 3 P. Koutecky | 30.5.2010 | S
Okrouhlik
, . 48°48'04"N, ,
16 Nova Pec, Lipno 13°56'50"E 5 P. Koutecky |2.7.2015 | S
Prachatice, maly
rybnik na 48°59'38"N, ,
17 Fefrovském 13°592"F 4 P. Koutecky | 12.7.2012 | S
potoce
Plana, rybnik u 49°51'42"N, ,
18 silnice na Stiibro | 12°44'33'E | ¢ P. Koutecky | 24.6.2012 ) S
Pravikov, rybnik
na 49°19'35"N, ,
19 Drahofiovském 15°05'46"E 4 P. Koutecky | 1.6.2014 | S
potoce
Dvory nad
Luznici, 48°51'12"N, ,
20 piskovna v nivé | 14°5407"E 4 P. Koutecky |24.5.2014 | S
Luznice
Vitkov, soustava | 49°46'34"N, ,
21 rybnik Bélidla 17°46'18"E 3 P. Koutecky |9.6.2015 | S
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Sl Lokalita GP§ . O . | Sbératel Datum Voda

populace souradnice | vzorku
Zlata Koruna,
udoli 48°51'24"N, ,

22 Kokotinského 14°21'18"E 2 P. Koutecky | 1.8.2015 | S
potoka
Kolodgje nad 49°14'50"N, ,

23 Luznici, rybnik 14°25'12"E 2 P. Koutecky |31.5.2015| S
Nepomuk, maly oA AN

2 rybnik u silnice ‘gggggg I P. Koutecky | 2.6.2013 |S
na Plzen
JileSovice, mala | 49°54'00"N, ,

25 - 18°08'00"E 5 P. Koutecky | 10.6.2013 | S

L .. | 49°1528"N, ,

26 Modlesovice, tin 13°58'08"E 4 P. Koutecky |22.6.2011 | S
Ceské 0g Q@M

27 Budgjovice, 48°5838°N, |, P. Koutecky | VIL 2010 | T

L 14°28'09"E

Mlynska stoka
Suchdol nad
Luznici, Mala 48°53'46"N, ,

28 Tustska 14°5427"E 1 P. Koutecky | 13.6.2010 | S
piskovna
Jaroméf, rybnik | 48°42'17"N, K.

29 Maly Hodonicky | 14°3321"E | | Sumberova | 502017 |5
Skalice u Frydku or o on

30 Mistku, u osady 49038,38,,N’ 1 P. Koutecky |4.6.2010 | S

N 18°25'47"E

Zahoii
Horni Pofici, 49°17'04"N, J. Pran¢l, P.

31 feka Otava 13°46'48"E ! Koutecky 18.62011)\ T
Horazd’ovice, 49°18'32"N, P. Koutecky,

32 feka Otava 1 13°43'44"E 3 J. Prancl 17.6.2011 1 T
Velké Hyd¢i ,

33 lepéeran};eggce’ B0y P. Kouteckd. | 17 62011 | T
y 13°40'10"E J. Pran¢l e
feky Otavy
Zichovice, feka 49°16'31"N, P. Koutecky,

34 Otava 13°3824"E |2 J.Prangl | 1762011 T
Cepice, feka 49°15'39"N, P. Koutecky,

33 Otava 1303454"E | | J.Prangl | 762011 T
Dobrsin, feka 49°15'19"N, P. Koutecky,

36 Otava 13°3340"E | 4 J.Prangl | 1762011 T
Vyssi Brod, feka | 48°37'16"N, .

37 Vitava 14°19'38"F 1 J. Prancl 19.7.2012 | T
Hrudkov, feka 48°37'37"N, y

38 Vitava 14°2190"E 1 J. Prancl 19.7.2012 | T
Rozmberk nad 48°39"28"N, .

39 Vitavou 14°21'52"E 3 J. Prancl 20.7.2012 | T
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N Lokalita GP§ . LS . | Sbératel Datum Voda

populace souradnice | vzorku
Cefin, feka 48°42'05"N, 3

40 Vitava 14°91'15"E 1 J. Prancl 20.7.2012 | T
Réjov, feka 48°50'31"N, y

41 Vitava 1492214 1 J. Prancl 21.7.2012 | T
Okna, Robe¢sky | 50°31'31"N, y

42 potok 14°40'15"E 3 J. Prancl 31.52014 | T
Vysluni,
Prunétovsky 50°2825"N,

43 potok u osady 13°13'32"E 1 7. Kaplan 3.9.2004 | T
Nové Domky

44 pKOVtgﬁa’ Kvildsky e |3 7.Kaplan | 13.8.1996 | T
Frantiskovy
Lazné, osada 50°06'17"N,

45 Luzna, Lesni 12°16'52"E 1 7. Kaplan 13.8.1996 | T
potok
Zamberk, feka 50°05'15"N,

46 Divoka Orlice 16°28'10"E 1 7. Kaplan 14.8.1995 | T
Vépenna, potok | 50°17'39"N,

47 Vidnavka 17°06'06"E 2 Z. Kaplan 17.7.2006 | T
Horazd’ovice, 49°18'32"N, P. Koutecky,

48 feka Otava 2 13°43'44"E ! J. Prancl 17.6.2011 | T
Diana, 49°37'08"N, .

49 Katefinsky potok | 12°33'55"E 1 J. Prancl 20.6.2014 | T

50 infﬁli;y > feka ‘gggg?g 3 J. Pranél 2152014 | T
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Obr. 2: Mapa s vyznacenymi lokalitami, kde prob&hl sbér materialu. Barevné znaceni bodi
se vztahuje k vysledkim (3.2 Vysledky sekvenovani): modra — €isté populace R. peltatus,
tyrkysova - mirné ovlivnéné populace, zelend - hybridogenni populace.

2.2 Prutokova cytometrie
Pomoci metody priitokové cytometrie byly sesbirané rostliny predbézné taxonomicky
zhodnoceny. K méteni byly pouzity Zivé rostliny. Rostliny byly pomoci pritokové

cytometrie zméfeny vétsinou jiz pred zahajenim moji bakalarské prace.

V Petriho misce bylo Ziletkou nasekano malé mnoZstvi rostlinného vzorku (zhruba 0,25 cm?)
ve 0,4 ml vychlazeného pufru Otto I (0,1M kys. citronova, 5% Tween 20). Spole¢né

s rostlinnym vzorkem bylo nasekano i stejné mnozstvi standartu (zde Bellis perennis). Vse
bylo nasledné piefiltrovano pies filtr 42-um (tkanina Uhelon 130T). K filtratu bylo ptidano
0,8 ml pufru Otto II (0,4M Na;HPO4.12H>0 a 2-merkaptoethanol (2 pl/ml)). Poté bylo
ptidano fluorescenéni barvivo a to bud’ propidium jodid (PI) spole¢né s RN4zou IIA (findlni
koncentrace obou 50 pg/ml), nebo 4,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) s koncentraci 4 pg/ml.
Po nékolika minutach byly vzorky vlozeny do cytometru. Vzorky barvené pomoci DAPI
byly méfeny na cytometru Sysmex CyFlow Space s 365 nm UV-LED jako zdrojem svétla
(nekteré starsi vzorky na pfistroji Partec PAII s rtutovou vybojkou), vzorky barvené pomoci
PI byly méfeny cytometrem Partec CyFlow SL s 532 nm (zelenym) laserem o vykonu 100

mW. Vysledky méfeni byly zpracovany pomoci softwaru FloMax. Ziskané velikosti genomu
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(resp. poméry intenzity fluorescence vzorek / standard) byly porovnany s rozmezim pro

jednotlivé druhy publikované v praci Prancl et al., 2018.

2.3 Sekvenovani

2.3.1 Pouzity material

Pro izolaci DNA byl pouzit rostlinny material od jednotlivych sebranych rostlin fixovany
v silikagelu. K nékterym exsikatiim nebyl fixovany material dostupny, tudiz byla DNA
izolovana ptimo z exsikatu. V takovém piipad¢ byla snaha vybrat vzorek pro izolaci

z neposkozené a dobie ususené ¢asti rostliny (odhadovano podle barvy, nebyly odebirany

zahnédlé nebo z¢ernalé ¢asti), ktera nebyla porostla fasami ani jinymi vodnimi organismy.

Cast rostlin byla osekvenovana jiz pred zahajenim moji bakalaiské prace (44 jedinct),

ostatni sekvenované jedince (68) jsem zpracoval sam.

Pocet osekvenovanych rostlin se odvijel od mnozstvi jedinct sebranych z populace. Obvykle
bylo z populace sebrano pét jedincti, pak byli sekvenovani idealné tii jedinci z populace.

Z technickych a finan¢nich diivodu nebyli sekvenovani v§ichni méfeni jedinci a
predpokladano se, ze pokud vétsi ¢ast morfologicky uniformni populace (tfi jedinci z péti)
ptislusi urcitému taxonu, néalezi k tomuto taxonu i zbytek populace. V populacich, kde byla
zjisténa ptitomnost hybrid nebo byly populace jinak komplikované (napi. vyrazna
morfologickd proménlivost) bylo jedinct osekvenovano vice, aby se 1épe podchytila
geneticka podstata. Pocet osekvenovanych jedinci shrnuje tabulka 4 v kapitole vysledky (viz

kapitola 3.2 Vysledky sekvenovani).

2.3.2 Izolace DNA

Pro izolaci DNA byly zvoleny dva postupy: ¢ast vzorki byla izolovana NaOH metodou,
(Wang et al., 1993), zbylé CTAB metodou. (Doyle et Doyle, 1987). O tom, kterda metoda
bude uzita, rozhodoval piedevs§im stav fixovaného materidlu. Obecné byla preferovana
NaOH metoda, ktera je ¢asove i finan¢n¢€ usporna, pokud se vzorky ukéazaly byt
problematické, byla uzita CTAB metoda. CTAB metoda byla taky pouzita v ptipadé, ze
k sebranym rostlinam nebyl fixovany vzorek pletiva v silikagelu a NaOH izolace pfimo

7 exsikatu se nezdafrila.

K NaOH izolaci bylo pouZito velmi malé mnoZstvi rostlinného vzorku (asi 1 mm?). V 1,5 ml
mikrozkumavce byl rostlinny vzorek rozdrcen pomoci homogenizatoru a jemného pisku v 20
ul 0,5M NaOH. Pokud bylo potieba, bylo poté ptidano dalsich 20 pl 0,5M NaOH a v tfeni se
pokracovalo. Poté byly vzorky centrifugovany 2 minuty pti 13000 rpm. Poté byl pfipraven
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PCR strip, do kterého bylo napipetovano 30 pl 100mM Tris-HCI pufru (pH 8,3) do kazdé
zkumavky. Z centrifugovanych vzorkt bylo odebrano po 3 pl z kazdé mikrozkumavky a
prepipetovano do PCR stripu. Tim bylo dosaZeno natedéni DNA 1:10. Takto pfipravené

izolaty byly pfipraveny k pouziti ¢i skladovani v mrazdku.

Na izolaci CTAB metodou bylo pouzito asi 0,5 cm? rostlinného vzorku. Rostlinné vzorky
byly vlozeny do 1,5 ml mikrozkumavek. Do kazdé¢ byly pfidany dvé ocelové kulicky o
priméru asi 3 mm. Nasledné byly vzorky drceny v mlynku Retsch 400MM na plny vykon
po dobu jedné minuty. Po vyjmuti vzorkd z mlynku bylo v digestofi ptidano po 700 ul
roztoku CTAB (obsahuje 2% (w/v) CTAB, 0,1M Tris, 0,02M Nay-EDTA, 1,4M NaCl, 2%
(w/v) PVP-40) spole¢né s 10 ul 2-merkaptoethanolu. Takto pfipravené zkumavky byly
kratce ru¢né protfepany a nasledné nechany inkubovat v ttepacce 30 minut pti 50 °C. Po
uplynuti této doby byly vzorky kratce centrifugovany na stolni centrifuze a roztoky
prepipetovany do novych 1,5 ml mikrozkumavek. V digestofi bylo ptidano ke kazdému
vzorku 500 pl roztoku chloroformu s isoamylalkoholem v poméru 24:1. Obsah zkumavek
byl promichan ru¢né nékolikerym ptevracenim zkumavek. Vzorky byly nasledné ponechany
asi pét minut v klidu a poté kratce centrifugovany na cetrifuze po dobu 10 minut pii 10000
rpm. Po centrifugovani bylo pracovano opét v digestoti. Z kazdého vzorku byla odebrana
horni faze (vodna faze obsahujici DNA) tak, aby nedoslo ke kontaminaci spodni fazi. Vodni
faze byla odebirdna pokud mozno veskera (asi 500 pl) a pfepipetovana do novych 1,5 ml
mikrozkumavek. K vodni faze bylo nésledné ptidano po 500 pul chladného isopropanolu, vse
bylo pievracenim promichdno a zkumavky byly nasledné inkubovany pil hodiny pii -20 °C.
Po inkubaci byly vzorky centrifugovany po dobu dvou minut p#i 13000 rpm. Centrifugaci
doslo k usazeni izolované DNA do malého bilého peletu na dn€ mikrozkumavky. V digestofi
byl odpipetovan supernatant ze zkumavky tak, aby na dné zustal neposkozeny pelet DNA.
K DNA bylo poté napipetovano 400 pl 96% ethanolu (vychlazeny v mrazaku), v§e bylo
cvrnkanim promichéno a zkumavky se nechaly inkubovat 15 minut pfi teploté 37 °C

v termobloku. Nasledn¢ byly vzorky centrifugovany, supernatant odpipetovan a bylo pfidano
200 pl v mrazéku vychlazeného 70% ethanolu. Vzorky byly opét promichany cvrnknutim a
inkubovany pét minut pii pokojové teploté. Poté byly opét centrifugovany po dobu 5 minut
pri 13000 rmp. Po centrifugovani byl supernatant odpipetovan a zkumavky s otevienymi
vicky se nechaly stat 15 minut pti pokojové teploté, ¢cimz doslo k odpateni zbylého lihu.

Nasledné bylo ke kazdému izolatu pfidano 30 pl PCR vody a vzorky byly ponechany

18



v lednici, aby se DNA dostala do roztoku. Tim byly izolaty pfipraveny k pouziti ¢i

uskladnéni.

233 PCR

Amplifikovany byly dva useky DNA. Prvnim byl usek ITS jaderné DNA za uziti primera
ITS-F (King et al., 2001) a ITS4 (White et al., 1990). Druhym amplifikovanym usekem byl
usek chloroplastové DNA 3'rps16-5'trnK. Tento tsek byl amplifikovan pomoci primerd rps
16x2-a a trnKx1-a (Shaw et al. 2007). Kombinaci téchto usek je mozno urcit, zda jde o

hybridni taxon ¢i Cisty R. peltatus.

Na jednu PCR reakei byl pouzit roztok vznikly smichanim 3,75 pl komeréné dodavaného PP
Master Mixu (Top-Bio, Ceska republika), 0,45 pl kazdého primeru (forward i reverse

v koncentraci 5 uM), 2,35 ul PCR vody a 0,5 pul DNA izolatu. Objem jedné reakce tedy Cinil
7,5 ul. PCR smés (krom¢é DNA) byla vzdy namichana do jedné zkumavky pro potiebny
pocet jednotlivych reakei (plus jedna jako kontrola) a poté rozpipetovana po 7 pul do
zkumavek stripu (kromé kontroly). Poté bylo do zkumavek stripu ptidano po 0,5 pl izolatu
DNA, vse bylo ve stripu promichano ruéné cvrnknutim a kratce centrifugovano na stolni
centrifuze. Nasledné byly stripy vlozeny do cycleru pii nastaveni: pocatecni denaturace 94
°C po dobu péti minut, dale 35 cykld po 30 sekundach pii 94 °C, nésledné 30 sekund pii 53

°C a nakonec jedna minuta pti 72 °C, a finalni elongace po dobu 10 minut pti 72 °C.

2.3.4 Gelova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy bylo ovétreno, ze amplifikace probéhla spravné a Ze nedoslo ke
kontaminaci PCR smési v priibéhu jeji ptipravy. V plastové mikrotitra¢ni desticce bylo 1,5
ul amplifikovaného vzorkti smichano s 0,5 pl nanaseciho pufru obsahujiciho fluorescenéni
barvivo GelRed. Vznikla smés byla nanesena na 1,5% agarosovy gel v pufru TBE, kromé¢
toho byl do jedné ¢i vice jamek napipetovan ladder (100bp). Elektroforéza bézela zhruba 25
minut pii napéti 120 V. Gel byl poté vyhodnocen pod UV svétlem.

U izolatl s vyraznym jednim prouzkem DNA bylo pfistoupeno k dalsim kroktm (viz dale).
Pokud reakce nevysla (slaby nebo zddny produkt nebo nespecifické produkty), byl izolat
DNA bud’ natedén (poméru 1:10 ¢i 1:100) a PRC opakovéna, nebo bylo v ptipadé NaOH
izolace DNA pfistoupeno k izolaci pomoci CTAB metody.

2.3.5 Priprava vzorku k sekvenovani
Vzdy 2 pl PCR produktu byly smichany s 0,7 pl smési Exo-AP (komeréné doddvana smés

enzymu). Vzorky takto pfipravené byly ru¢né promichany a vloZeny do cycleru. Zde se
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inkubovaly 15 minut pii 37 °C a poté 15 minut pii 85 °C. Do novych zkumavek byla
pripravena sekvena¢ni smés. Ta se skladala 5 ul SM primeru (ITS-F ¢i rps 16x2-a), vody
(2.3 pl) a 2,7 ul ExoSAPem precisténého PCR produktu. Zkumavky byly poté oznaceny
kédem a odeslany firmé k osekvenovani. Sekvenovani provedla firma GATC Biotech (nyni

soucast Eurofins Genomics).

2.4 Morfometrika

Megéiené znaky byly vybrany podle uréovaci literatury (Englmaier 2016; Kaplan et al., 2019;
Hejny et Slavik, 1997) na zékladé zkuSenosti skolitele z ptedchoziho vyzkumu lakus$nika.
Meétené znaky jsou uvedeny v tabulce 2. Kromé znakii méfenych byly pro analyzy pouzity i
nékteré znaky z méfenych znaki spoc¢tené. Byly to znaky DSKP (DKP/SKP), PLSI (PL/SI),
DZPL((PL-DZ)/PL) a DPLDI (DPL/DI). Tyto znaky jsou také uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Méfené a spoctené morfologické znaky, jejich znacka a popis.

e Popis Poznamka
znaku
DI Délka internodia
DPS Délka plodni Me¢éfeny 3 na
stopky lodyze
DPL Delka ponofencho
listu
Délka terminélniho
DTU akrojku
P7N Povcet zralych Megéieno na 3
nazek souplodich
PL Delka plovouciho
listu
Délka rapiku
DR plovouciho listu
DKP Delka korunntho | () b 3
platku
Maximalni Sitka .
SKP korunniho platku viz obr. 3
Misto maximalni
NJS Sitky korunniho viz obr. 3
platku
TN Tvar nektaria
DN Délka nazky Meeny 3 nazky
v souplodi
CHL Chlupatost nazky Mfeny 3 ! azky
v souplodi
SI Sifka cep cle . viz obr. 4
plovouciho listu
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Sitka béaze
TE t,lekr;l; ;Eilmho viz obr. 4
plovouciho listu
Délka od baze
Cepele k zarezu pii
terminalnim
ukrojku
UH Uhel baze listu viz obr. 4
PO Poéet zubu plov.
listu
Pomér délky a
Sitky kor. platku
Pomér délky a
Sitky plov. listu
DZPL Hloub1.<a ¢lenéni (PL-DZ)/PL
plov. listu
Pomér délky
DPLDI ponofeného listua | DPL/DI
délky internodia

D7 viz obr. 4

DSKP DKP/SKP

PLSI PL/SI

Znak DI byl méfen na internodiu nad nejvyse poloZenym dobie vyvinutym ponofenym
listem na lodyze. Znaky PL a DR byly méfeny na nejniZe poloZzeném dobie vyvinutém
plovoucim listu na lodyze. Znak DPS byl méfen tiikrat pokud mozno na jedné lodyze ve
ttech internodiich nad sebou. Znak DN byl méfen tiikrat v rdmcei souplodi a to na nazce
zhruba na bazi, uprostied souplodi a na vrcholu souplodi (nazky byly vyjmuty ze souplodi
pomoci pinzety). Znak CHL byl méfen na stejnych nazkach, na kterych byla métena délka
(DN). Ttikrat métené znaky (DPS, PZN, DN a CHL) byly zprimérovany a pro analyzy byly

pouzity jejich priméry.

Znaky DI, DPS, DPL, DTU, PL a DR byly méfeny piimo na exsikatu pravitkem ¢i
krejcovskym metrem (ohnuté struktury jako napt. plodni stopky) v milimetrech. Znaky
DKP, SKP, NJS a DN byly méfeny pomoci binokularni lupy s métitkovym okularem.
Ptesnost binokularni lupy byla 0,05 mm. V nékterych piipadech musel byt korunni platek
namocen v Petriho misce s vodou, aby bylo mozno ho piesnéji zmé&fit. Znaky SI, TE, DZ a
UH byly méfeny pomoci softwaru (QuickPHOTO) na oskenovanych listech z exsikati.
Znaky SI, TE a DE jsou udany v milimetrech, znak UH ve stupnich (viz obrazek 4). Pokud

se bazalni laloky listu ptekryvaly, byl zméfeny thel udavan se zapornym znaménkem.
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Znak TN byl uréen do tii kategorii: H — hruskovité, K — kulaté, P — ptilmé&sicité (Kaplan et
al., 2019a). Znak CHL byl stanoven na tfech Grovnich: 0 — lysé, 1 — fidce chlupaté, 2 — husté

chlupaté. Znak CHL nakonec nebyl v analyzach pozit, protoze nazky za zralosti olysavaji.

DEFP

Obr. 3: Morfologické znaky na korunnim platku, upraveno podle (Ross-Craig 1948).

Obr. 4: Morfologické znaky na ¢epeli lupenitého listu, upraveno podle https://www.plant-

images.de/m/info/625647693?1=de.

2.5 Analyza dat

2.5.1 Zpracovani sekvenacnich dat

Data ze sekvenovani byla nejprve zkontrolovana v programu FinchTV. V tomto programu
byl také vybran Citelny usek sekvence DNA ze sekvenacnich dat a ptipadné byla provedena
ruéni editace nékterych vzorkt. Ruéni editace byla potfebna zejména u jedinci
hybridogenniho pivodu, jejichZ tisek chloroplastové DNA (viz oddil 2.3.3) pochdzel od R.
trichophyllus (viz hybridizace R. peltatus, oddil 1.10.3) a obsahuje dlouhou repetici
zpusobujici sklouznuti polymerazy a zhorSené ¢teni sekvence za repetici. U useku ITS se ve
vice mistech vyskytuji polymorfismy (rizné baze) v ramci jedince, zejména u
mezidruhovych kiiZenct v mistech, kde se rodi¢ovské druhy 1i8i (viz Tabulka 3 v Koutecky
et al. 2021). Tyto polymorfismy byly oznaceny podle standardnich IUPAC kodi. Upravené
sekvence byly dale zpracovany v programu BioEdit. V tomto programu byly sekvence

sefazeny pod sebe (byl proveden alignment) a porovnany se vzorovymi sekvencemi danych
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usekd rodicovskych druht (R. peltatus a R. trichophyllus). Vzorové sekvence mi poskytl
Skolitel. Sekvence chloroplastového tseku byly rozdéleny na useky od R. peltatus a R.
trichophyllus ptimo v programu BioEdit. Sekvence ITS byly kromé porovnani v BioEditu
pro vétsi piesnost roztiizeny programu FaBox do skupin unikétnich haplotyptl. V programu
SplitsTree 4.15 (Huson et Bryant, 2006) byla podle unikatnich ITS sekvenci vyhotovena sit’
neighbor network (na zaklad¢ uncorrected P distance, distance pro mista s nerozliSenymi
bazemi nastavena na Average States), na jejimz zaklad¢ byli jedinci roztfizeni na ty s ITS

sekvenci typickou pro R. peltatus a na jedince ovlivnéné hybridizaci s R. trichophyllus.

2.5.2 Rozdéleni populaci

Na zéklad¢ vysledki sekvenovani byly jednotlivé zkoumané populace R. peltatus rozdéleny
do Sesti skupin: €ista populace R. peltatus z tekoucich vod (obsahovala pouze ¢isté jedince R.
peltatus), Cista populace R. peltatus ze stojatych vod (obsahovala pouze Cisté jedince R.
peltatus), hybridogenni populace R. peltatus z tekoucich vod (v piipad¢, ze alespon dva
sekvenovani jedinci z populace byli hybridogenni), hybridogenni populace R. peltatus

ze stojatych vod (v ptipad¢, ze alespon dva sekvenovani jedinci z populace byli
hybridogenni), mirn¢ ovlivnéné populace R. peltatus z tekoucich vod (v piipadé, Ze jeden
sekvenovany jedinec z populace byl hybridogenni a populace byla mirn¢ ovlivnéna
hybridizaci) a mirné ovlivnéné populace R. peltatus ze stojatych vod (v ptipadé, Ze jeden

sekvenovany jedinec z populace byl hybridogenni). Vymezené skupiny shrnuje tabulka 3.

Tabulka 3: Vymezené skupiny populaci R. peltatus na zékladé sekvenacnich dat.

hybridogenni, | mirn€ ovlivnéné, | Cisté, stojaté
stojaté vody stojaté vody vody

hybridogenni, | mirn€ ovlivnéné, | Ccisté, tekouci
tekouci vody tekouci vody vody

2.5.3 Analyza morfometrickych dat

Analyzovéany byly pouze populace, ve kterych se podatilo osekvenovat alespoii jednoho
jedince, a tak je prifadit k vy$e zminénym skupinam. Populace, ze kterych se nepodatilo
osekvenovat ani jednoho jedince byly z analyz vyfazeny. Konkrétné byly vyfazeny populace
26,27, 28, 35, 37, 38, 41, 45 (viz tabulka 3 ve vysledcich, kapitola 3.2 Vysledky

sekvenovani).
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Znaky, které byly méfeny vicekrat na jednom jedinci (PZN, DN a CHL), byly zprimé&rovany

a nasledné bylo pracovano uz jen s jejich prameéry.

Analyza morfometrickych dat byla provedena v programu R pomoci souboru skriptt

MorphoTools (Koutecky, 2015).

V programu R byly pro data z morfometrickych méteni nejprve zobrazeny histogramy pro
kazdy znak, aby bylo mozZno zkontrolovat, Ze distribuce dat se blizi normalni distribuci.
V ptipadé, Ze rozdéleni bylo pozitivné §ikmé, byla data transformovana ptirozenym

logaritmem. Konkrétn¢ byly logaritmovany znaky DI, DPL, DTU, PZN a DPLDI.

Poté byla pro data vytvofena korela¢ni matice (neparametrickd — Spearmanova), aby se
ovéfila nezavislost (nekorelovanost) znakl. Znaky byly povazovany za nezavislé, pokud
jejich korelace pattila do intervalu (-0,90; 0,90). Tuto podminku spliiovaly vSechny znaky
kromé dvojice DKP a NJS, znak NJS byl tedy z dalSich analyz vyfazen.

Nasledné byla data zpracovana pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) a pomoci
diskriminaéni analyzy. Obé¢ tyto analyzy byly provedeny dvakrat pro rizné soubory znaki.
Nejprve byly analyzy provedeny pro vSechny znaky a poté pro vSechny znaky kromé znaki
na plodech (PZN, DN) a znaku DPS. Dtvodem k dvojimu provedeni analyzy je skute¢nost,
Ze ne vSechny métené rostliny byly plodné (s vyvinutymi plodnimi stopkami) a jejich
morfometrickd data tak byla nekompletni. Obé provedené analyzy vylouéi ze souboru
nekompletni jedince, a proto pracovaly analyzy kompletniho souboru znakd s mens$im
poctem jedinct, neZ analyzy souboru omezeného. Pro diskrimina¢ni analyzu byly vzorky ze
skupin mirné€ ovlivnénych populaci nastaveny jako pasivni. Znaky v diskriminaéni analyze

byly testovana kazdy nezavisle pomoci permuta¢niho testu (tzv. marginal effect).
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3 Vysledky

3.1 Prutokova cytometrie
Primérnéd hodnota 2C vSech méfenych jedincti ¢ini 6.73 pg, maximalni namétena hodnota je
6.96 pg, minimalni 6.56 pg. Na zékladé srovnani se vzorovymi daty, ktera ziskal Skolitel

z predchozich vyzkumi (Prancl et al. 2018), byly rostliny urceny jako taxon R. peltatus.

3.2 Vysledky sekvenovani

Vétsina ziskanych ITS sekvenci pochazi od R. peltatus. Sedm sekvenci odpovida kiizenctim
s R. trichophyllus A, dvacet sekvenci kiizenctim s R. trichophyllus B. Jeden sekvenovany
jedinec (R. peltatus z tekouci vody, populace 40, jedinec 1) mél sekvenci shodnou s druhem
R. fluitans. Tento jedinec m¢l ale nekompletni soubor morfologickych znak, a proto

v analyzach nevystupuje. Neighbor network pro skupiny unikatnich genotypti ITS je na

obrazku 5.

Hybridi s R.
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trichophyilus A o

Obr. 5: Neighbor network pro ITS usek sekvenovanych lakusnikt. Vzorové sekvence
(Koutecky et al., 2021; nejéastéjsi sttedoevropské genotypy) jsou oznaceny barevnymi
kolecky: zelena - Cisty R. peltatus, modra R. trichophyllus cytotyp A, Cervena R.
trichophyllus cytotyp B, Seda — R. fluitans. Elipsami a polygony jsou oznaceny skupiny
unikatnich sekvenci. Neoznacené vétve (v pravé ¢asti sité) jsou vzoroveé sekvence zbylych
¢eskych druhti lakusnikd.

Vétsina ziskanych chloroplastovych sekvenci odpovida R. peltatus, sedm jedinci mélo
haplotyp odpovidajici R. trichophyllus A, jeden odpovidajici R. trichophyllus B. U tii
jedincti odpovidal chloroplastovy tsek druhu R. fluitans (vEetné vySe zminéného jedince 1

z populace 40, ktery vySel v obou tsecich jako R. fluitans). Kromé jiz zminéného jedince (1,
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populace 40) se u zbylych jedinci s chloroplastovym usekem od R. fluitans nepodatilo

osekvenovat usek ITS.

Celkem se podaftilo osekvenovat 112 jedincti ze 40 populaci. Sekvence 44 jedincti ze 112
osekvenovanych mi poskytl skolitel z pfedchoziho vyzkumu. Z deviti populaci (populace 26,
27,28, 35, 37, 38, 41 a 45) se nepodatilo osekvenovat zddného jedince. V nékterych
hybridogennich populacich se vyskytovali hybridi jen jednoho typu. V sedmi populacich
byli zaznamenani jen hybridi s R. trichophyllus B, ve Ctyfech jen hybridi s R. trichophyllus
A. Ve ¢tyfech populacich se vyskytli hybridi s R. trichophyllus A i R. trichophyllus B.

V jedné populaci byl zaznamenan jedinec shodny s R. fluitans. Vysledky sekvenovani
shrnuje tabulka 4. Pocet osekvenovanych jedincti miize byt vyssi nez pocet vzorki
(méfenych rostlin), protoze z nékolika populaci se sekvenovali i né¢jaci neméfeni jedinci.
Tabulka 4: Vysledky sekvenovani. Sloupec Voda udava charakter vody — tekouci (T), stojata
(S). Sloupec R. peltatus udava pocty jedincti vyhodnocenych jako Cisty R. peltatus.
Sekvenovany jedinec z populace 40, jehoZ oba sekvenované useky pochazely od R. fluitans,
je v tomto sloupci oznacen F. Sloupec Hybrid (ITS + cpDNA) udava pocty jedinct z dané
populace vyhodnocenych jako hybrigogenni. U hybridogennich jedinci je uvedeno, jakého
puvodu byly sekvenované useky, ITS a chloroplastovy spacer rps16-trnK, odd€leny jsou
symbolem +. Pocty osekvenovanych jedinci mohou pievySovat pocet vzorki (pocet

méfenych rostlin), protoze z nékolika populaci byly osekvenovany i néjaké nemétfené
rostliny.

. Pocet
Cislo Pocet Hybrid (ITS +
Voda osekvenovanych | R. peltatus
populace vzorku cpDNA)
jedincu
1 T 6 5 1 4 TrichB +P
2 T 5 3 2 1 TrichB +P
3 T 4 4 4 0
4 T 3 4 4 0
1 TrichB + P,
5 T 5 5 2
2 TrichA + P
6 T 5 3 0 3 TrichB + P
1 TrichB + P,
7 T 5 5 0
4 TrichA + P
8 T 4 3 0 3 P + TrichA
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. Pocet
Cislo Pocet Hybrid (ITS +
Voda osekvenovanych | R. peltatus
populace vzorkiu cpDNA)
jedincu

9 T 7 7 6 1 TrichB + P
4 TrichB + P,

10 T 9 9 2
3 TrichA + P

11 S 3 3 3 0

12 S 4 2 1 1 TrichB + P

13 T 4 3 1 2 TrichB + P

14 T 4 3 3 0

15 S 3 3 3 0

16 S 5 4 4 0

17 S 4 4 4 0

18 S 4 5 4 1 TrichA +P

19 S 4 4 3 1 P+ TrichB

20 S 4 3 2 1 TrichA +P

21 S 3 2 2 0

22 S 2 2 0 2 P + TrichA
1 TrichA +
TrichA,

23 S 2 2 0
1TrichB +
TrichA

24 S 1 2 2 0

25 S 5 2 2 0

26 S 4 0 0 0

27 T 2 0 0 0
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Pocet

Cislo Podet Hybrid (ITS +
populace Voda . osekvenovanych | R. peltatus cpDNA)
jedincu

28 S 1 0 0 0
29 S 1 1 1 0
30 S 1 1 1 0
31 T 1 1 1 0
32 T 3 1 1 0
33 T 1 0 0 0
34 T 3 1 1 0
35 T 1 0 0 0
36 T 4 2 2 0
37 T 1 0 0 0
38 T 1 0 0 0
39 T 3 1 1 0
40 T 1 1 F 0
41 T 1 0 0 0
42 T 3 2 2 0
43 T 1 1 1 0
44 T 3 2 2 0
45 T 1 0 0 0
46 T 1 1 1 0
47 T 2 2 2 0
48 T 1 1 1 0
49 T 1 1 1 0
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. Pocet
Cislo Pocet Hybrid (ITS +
Voda osekvenovanych | R. peltatus
populace vzorkiu cpDNA)
jedincu
50 T 3 3 3 0

Vysledky sekvenovani jsou zobrazeny také v mapé na obrazku 2, kapitola 2.1 Pouzity
material. Populace jsou zde rozdéleny do skupin: ¢ista populace R. peltatus z tekoucich
a stojatych vod, hybridogenni populace R. peltatus (alespon dva sekvenovani jedinci

z populace jsou hybridogenni) z tekoucich a stojatych vod, mirné ovlivnéné populace R.
peltatus (prave jeden sekvenovany jedinec z populace je hybridogenni) z tekoucich a

stojatych vod (viz metodika 2.5.2).

3.3 Morfometrické analyzy
3.3.1 Popisné statistiky

V tabulce 5 jsou shrnuty zakladni popisné statistiky méfenych znaki z analyzovanych
populaci. V tabulce nejsou zahrnuty znaky kategoridlni (tvar nektaria, chlupatost nazek),

jejich Cetnosti jsou shrnuty v tabulce 6.

Tabulka 5: Popisné statistiky jednotlivych znakl podle skupin populaci. Populace jsou
rozdeleny na skupiny (¢isté populace R. peltatus z tekoucich (peltT) a stojatych (peltS) vod,
hybridogenni populace R. peltatus (alespoii dva sekvenovani jedinci z populace jsou
hybridogenni) z tekoucich (hybrT) a stojatych (hybrS) vod, hybridizaci mirné ovlivnéné
populace R. peltatus (prave jeden sekvenovany jedinec z populace je hybridogenni)

z tekoucich (peltmoT) a stojatych (peltmoS) vod, viz metodika. 2.5.2 Rozdéleni populaci).
Zkratky ve sloupci znak viz metodika 2.4 Morfometrika. Sloupec Skupina udava charakter
skupiny, sloupec N udava pocet zmétenych vzorkt v ramci skupiny, SD je smérodatna
odchylka, Min je minimalni naméfena hodnota znaku, Max je maximalni naméfend hodnota
znaku. Znaky TN (tvar nektaria) a CHL (chlupatost nazky) jsou znaky kategorialni, nejsou
proto v tabulce uvedeny. U znaku UH (dhel baze listu) se vyskytuji i zdporné hodnoty. To je
dano tim, Ze u nékterych list se bazalni listové laloky ptekryvaly a naméfené hodnoty byly
udany se zapornym znaménkem.

Znak Skupina | N Primér | SD Min Median | Max

DI hybrS 4 3.28 2.15 0.90 3.30 5.60
hybrT 38 6.08 2.39 1.90 6.05 14.20
peltmoS | 16 4.88 3.54 0.80 4.00 11.10
peltmoT | 12 6.37 2.87 2.20 6.45 12.40
peltS 26 4.78 2.83 0.80 4.25 10.80
peltT 41 4.39 2.13 1.80 4.20 10.30

DPS hybrS 4 4.03 1.10 2.80 3.95 5.40
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Znak Skupina | N Primér | SD Min Medién | Max
hybrT | 30 6.38 130 | 4.40 5.95 9.00
peltmoS | 14 4.96 0.71 3.50 5.05 6.00
peltmoT | 12 8.21 3.12 4.40 7.70 13.30
peltS 23 5.36 1.31 3.00 5.30 8.00
peltT 32 4.79 1.37 2.70 4.65 8.00
DPL hybrS 4 2.73 0.97 1.50 2.90 3.60
hybrT 38 4.84 1.64 2.00 4.70 10.30
peltmoS | 16 3.43 0.74 2.10 3.40 5.20
peltmoT | 12 6.55 1.66 2.70 6.95 8.70
peltS 26 3.51 1.05 1.90 3.45 6.30
peltT 41 3.78 1.16 2.20 3.50 7.20
DTU hybrS 4 0.78 0.22 0.50 0.80 1.00
hybrT | 38 1.37 0.52 0.60 130|290
peltmoS | 16 0.77 0.39 0.40 0.65 1.90
peltmoT | 12 1.51 0.53 0.60 1.60 2.50
peltS 26 0.78 0.24 0.40 0.80 1.20
peltT 41 0.82 0.35 0.30 0.70 1.80
PZN hybrS 4 18.75 14.74 | 3.00 17.50 | 37.00
hybrT 30 8.00 11.80 | 0.00 1.67 35.67
peltmoS | 14 21.71 15.86 | 0.00 14.50 | 46.33
peltmoT | 12 9.67 13.36 | 0.00 0.00 33.33
peltS 22 12.17 13.07 | 0.00 6.67 43.67
peltT 32 1.74 3.35 0.00 0.00 12.00
PL hybrS 4 0.83 0.30 0.50 0.80 1.20
hybrT 36 1.14 0.19 0.70 1.10 1.60
peltmoS | 16 0.94 0.21 0.50 1.00 1.20
peltmoT | 11 1.20 0.19 1.00 1.20 1.70
peltS 26 1.05 0.21 0.70 1.00 1.60
peltT 39 1.01 0.18 0.50 1.00 1.40
DR hybrS 4 3.53 1.51 1.50 3.85 4.90
hybrT 36 4.71 1.56 1.90 4.50 8.20
peltmoS | 16 5.64 2.33 2.90 4.60 10.80
peltmoT | 11 5.08 1.92 2.90 4.90 8.90
peltS 26 5.00 1.68 3.00 4.80 8.90
peltT 39 4.90 1.59 2.00 4.90 8.20
DKP hybrS 4 1.12 0.06 1.06 1.13 1.18
hybrT 31 0.90 0.22 0.51 0.91 1.29
peltmoS | 16 1.00 0.20 0.60 1.07 1.22
peltmoT | 12 0.91 0.16 0.67 0.93 1.13
peltS 26 0.98 0.13 0.68 0.97 1.22
peltT | 28 0.96 0.14 0.62 0.94 1.24
SKP hybrS 4 0.87 0.09 0.76 0.88 0.95
hybrT 31 0.64 0.16 0.32 0.64 0.95
peltmoS | 16 0.83 0.24 0.45 0.84 1.28
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Znak Skupina | N Pramér | SD Min Median | Max
peltmoT | 12 0.68 0.21 0.46 0.61 1.12
peltS 26 0.71 0.11 0.47 0.70 0.93
peltT 28 0.65 0.14 0.44 0.65 0.97
NJS hybrS | 4 0.79 0.05 0.75 0.78 0.85
hybrT | 31 0.65 0.20 0.35 0.65 1.00
peltmoS | 16 0.70 0.15 0.40 0.75 0.95
peltmoT | 12 0.66 0.16 0.40 0.69 0.91
peltS 26 0.69 0.10 0.45 0.70 0.85
peltT 28 0.71 0.11 0.45 0.70 0.93
DN hybrS | 4 0.16 0.01 0.14 0.16 0.18
hybrT | 16 0.16 0.02 0.11 0.17 0.19
peltmoS | 12 0.16 0.02 0.13 0.16 0.20
peltmoT | 5 0.17 0.02 0.16 0.17 0.21
peltS 18 0.16 0.01 0.14 0.16 0.19
peltT 11 0.16 0.03 0.13 0.15 0.20
SI hybrS | 4 1832 |5.24 13.28 | 17.57 |24.88
hybrT | 36 2432 | 4.18 13.55 | 2434 |37.28
peltmoS | 16 21.49 |3.38 15.79 | 2234 {2639
peltmoT | 11 2574 | 4.13 20.67 | 25.04 | 34.50
peltS 26 23.55 | 4.67 14.68 |22.55 |35.81
peltT 39 22.09 |3.37 17.64 | 21.00 |31.00
TE hybrS | 4 433 1.48 2.67 4.29 6.05
hybrT | 36 4.90 1.21 2.00 4.72 8.32
peltmoS | 16 4.80 0.74 2.83 4.85 6.24
peltmoT | 11 5.29 0.96 4.03 5.56 6.64
peltS 26 5.70 1.33 3.72 5.67 9.47
peltT 39 4.65 1.23 2.30 4.32 7.59
DZ hybrS | 4 5.34 1.13 4.32 5.05 6.95
hybrT | 36 4.75 1.22 2.19 4.82 7.01
peltmoS | 16 4.49 1.14 2.49 4.79 5.97
peltmoT | 11 5.65 0.97 3.83 6.11 6.75
peltS 26 5.66 1.46 3.35 5.70 9.11
peltT 39 4.83 1.13 2.60 4.76 7.97
PZ hybrS | 4 8.25 2.50 7.00 7.00 12.00
hybrT | 36 1131 |[2.63 6.00 11.00 | 18.00
peltmoS | 16 9.19 3.04 5.00 9.00 15.00
peltmoT | 11 1136 |2.20 7.00 12.00 | 15.00
peltS 26 9.85 2.91 5.00 11.00 | 15.00
peltT 39 9.77 2.97 5.00 10.00 | 17.00
UH hybrS | 4 140.50 | 47.69 |92.20 | 133.15 |203.50
hybrT | 36 101.71 | 70.13 | -20.60 | 112.40 |213.90
peltmoS | 16 68.27 3333 [1320 |[75.95 |123.60
peltmoT | 11 133.25 [32.81 |62.60 |151.00 | 172.50
peltS 26 86.57 |40.16 |-240 |88.90 |185.80
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Znak Skupina | N Pramér | SD Min Median | Max
peltT 39 117.65 | 47.64 -28.50 | 123.60 | 225.00
DSKP | hybrS 4 1.31 0.17 1.15 1.27 1.55
hybrT | 31 140 |0.15 1.09 1.42 1.68
peltmoS | 16 1.24 0.20 0.95 1.24 1.64
peltmoT | 12 1.40 0.35 0.95 1.44 1.98
peltS 26 1.38 0.17 1.08 1.35 1.70
peltT 28 1.50 0.21 1.06 1.52 1.80
PLSI hybrS 4 0.45 0.08 0.33 0.47 0.53
hybrT 36 0.47 0.04 0.39 0.46 0.56
peltmoS | 16 0.43 0.04 0.32 0.44 0.50
peltmoT | 11 0.47 0.04 0.42 0.46 0.52
peltS 26 0.45 0.03 0.40 0.45 0.54
peltT 39 0.46 0.06 0.24 0.46 0.62
DZPL | hybrS 4 0.31 0.19 0.02 0.40 0.42
hybrT 36 0.58 0.11 0.35 0.60 0.80
peltmoS | 16 0.51 0.12 0.30 0.49 0.73
peltmoT | 11 0.53 0.07 0.39 0.53 0.62
peltS 26 0.46 0.08 0.27 0.48 0.58
peltT 39 0.51 0.12 0.21 0.50 0.77
DPLDI | hybrS 4 1.20 0.98 0.64 0.74 2.67
hybrT 38 0.91 0.60 0.44 0.75 3.90
peltmoS | 16 1.41 1.42 0.25 0.86 4.33
peltmoT | 12 1.20 0.54 0.45 1.07 2.39
peltS 26 1.06 0.84 0.33 0.79 3.32
peltT 41 1.00 0.41 0.37 0.92 2.06

Tabulka 6: Cetnost hladin kategorialnich znakd. V prvnich tiech sloupcich znaku jsou
uvedeny ¢etnosti jedincll s riiznymi nektarii: hruskovité (H), kulaté (K), pilmésicité (P). Ve
zbylych tiech sloupcich znaku jsou uvedeny Cetnosti riizné chlupatych nazek: lysé (0), mirné
chlupaté (1), chlupaté (2), viz metodika. Pocty jedinci se znaky nepiitomnymi nejsou
uvedeny.

. Znak

Skupina i K P 0 1 )
hybrS 4 0 0 0 0 12
hybrT 26 1 3 13 8 26
peltmoS 15 1 0 0 0 36

peltmoT 11 1 0 7 3 5
peltS 31 0 1 5 11 53
peltT 24 5 1 4 5 26
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3.3.2 Korela¢ni analyza
Korelovanost jednotlivych znakti byla ovéfena pomoci korelaéni matice (Spearmanovy).
Vysoka korelace (vétsi nez |0.9]) byla zaznamendna u dvojice znakti DKP a NJS, znak NJS

byl tedy z dalSich analyz vytazen.

3.3.3. Analyza hlavnich komponent (PCA)
Obrazek 6 a 8 ukazuje vysledek PCA souboru vSech znakt, obrazek 7 a 9 ukazuje vysledek

PCA souboru vSech znakti kromé znakt na plodech (PZN, DN, CHL, DPS).

Hybridogenni populace, ¢isté populace R. peltatus a populace mirné ovlivnéné hybridizaci se
v rozmezich méfenych morfologickych znakt dost piekryvaji. Jak ukazuji obrazky 6 a 7,

k ptekryvu dochazi jak v souboru vSech znaki (analyzovani vSichni jedinci), tak v souboru
redukovaném (ktery zahrnuje vice jedincti). Vypusténi znaki na plodech nema nijak zasadni
vliv na vysledek analyzy. Z analyzy souboru vSech znaki vysly s prvni osou
nejkorelovangjsi znaky PL (délka plovouciho listu), SI ($itka plovouciho listu) a TE §itka
baze terminalniho tkrojku plovouciho listu). V analyze redukovaného souboru znak to pak

byly znaky SI ($itka plovouciho listu), PL (délka plovouciho listu) a DI (délka internodia).
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Obr. 6: Analyza hlavnich komponent pro vSechny znaky. Prvni osa (PC1) vysvétluje 22.4 %
variability, druhd osa (PC2) vysvétluje 18.4 % variability. Tvarem symbolu jsou odliseny
populace ze stojatych vod (trojuhelnik, znaceni S v legend¢€) a populace z tekoucich vod
(kruh, znaceni T v legend¢€). Skupiny populaci jsou odliSeny barevné: modra - isty R.
pelatus (v legendg pelt), tyrkysova - populace mirné¢ ovlivnéné (peltmo), zelena -
hybridogenni populace s kiizenci obou cytotypl R. trichophyllus (hybrAB), oranzova -
hybridogenni populace s kiizenci R. trichophyllus cytotyp A (hybrA), Cervena -
hybridogenni populace s kiizenci R. trichophyllus cytotyp B.
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Obr. 7: Analyza hlavnich komponent pro redukovany soubor znakd. Prvni osa (PC1)
vysvétluje 24.1 % variability, druhd osa (PC2) vysvétluje 18.0 % variability. Znaceni viz

obr. 6.
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Obr. 9:

PCA pro redukovany soubor znakd, korelace znakl s osami.
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3.3.4 Diskriminaéni analyza
Obrazky 10 a 12 ukazuji vysledek diskrimina¢ni analyzy souboru v§ech znak, obrazky 11 a

13 ukazuji vysledky diskrimina¢ni analyzy bez znaka PZN, DN, CHL, DPS.

7 vysledkt diskriminaéni analyzy (obrazek 10 a 11) plyne, Ze hybridogenni populace
(obecng) a Cisté populace R. peltatus se v nékterych znacich do uré¢ité miry lisi, ale dochazi u
nich k ¢aste¢nému piekryvu. Populace mirn€ ovlivnéné hybridizaci vykazuji velky prekryv
se zbylymi dvéma skupinami. Vliv charakteru vody na morfologii ¢istych populaci R.
peltatus neni piilis vyznamny, coz opét ukazuji obrazky 10 a 11. Na obrazku 10 se sice
skupiny z tekoucich a stojatych vod ¢aste¢né oddéluji, ale rozdil byl testovan diskrimina¢ni

analyzou, kterd zahrnovala jen skupiny peltS a peltT, a vysel nepriikkazny.
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Obr. 10: Diskrimina¢ni analyza pro soubor vSech znakt. Tvar symbolu urc¢uje vodu tekouci
(kruh) ¢i stojatou (trojuhelnik). Populace jsou barevné rozliSeny: zelena — hybridni populace,
modra - Cisté populace R. peltatus, tyrkysova — mirné€ ovlivnéné populace.
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Obr. 11: Diskrimina¢ni analyza pro redukovany soubor znakd. Znaceni viz obr. 10.
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Obr. 12: Diskrimina¢ni analyza pro soubor vSech znaki, korelace znakl s osami.
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Obr. 13: Diskrimina¢ni analyza pro redukovany soubor znak, korelace znakii s osami.

Tabulka 7 ukazuje hodnoty pseudo-F-statistiky a hladinu signifikance pro jednotlivé znaky
(testovany kazdy zv1ast bez ohledu na znaky ostatni, tzv. marginal effects) v rdmci souboru
vSech znaki a v rdmci redukovaného souboru znakl bez znak na plodech. Znaky na hladiné

signifikance < 0.05 (znaky s prikaznym vlivem) jsou uvedeny tu¢né.

Tabulka 7: Hodnoty pseudo-F-statistiky a hladiny signifikance pro oba soubory znakf.

Znak Vsechny znaky Redukovany soubor znaki
F p F p
logDI 2.15 0.08 426 0.005
DPS 3.86 0.005
logDPL 3.12 0.025 7,53 0.005
logDTU 3.01 0.005 11,06 0.005
logPZN 2.92 0.02
PL 2.75 0.04 4,63 0.005
DR 1.35 0.24 0,99 0.34
DKP 1.98 0.075 2,40 0.09
SKP 4.57 0.005 3,50 0.015
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DN 0.58 0.695
SI 2.16 0.08 4,00 0.01
TE 0.88 0.485 2,63 0.08
DZ 0.98 0.47 2,39 0.06
PZ 1.72 0.145 3,69 0.015
UH 1.58 0.16 2,15 0.075
DSKP 3.97 0.01 2,29 0.075
PLSI 1.36 0.25 1,47 0.21
DZPL 3.77 0.005 10,03 0.005
logDPLDI 1.24 0.275 0,29 0.835

Nejvétsi miru variability (testovano pro soubor vSech znaki) vysvétluji znaky SKP (Sitka
korunniho pléatku), DTU (délka terminalniho ukrojku ponofeného listu), DZPL (pomér délky
zéaiezu plovouciho listu pii termindlnim laloku ku délce ¢epele) a DPS (délka plodni stopky).
Pro n€které tyto znaky byly vytvofeny boxploty (obrazky 14 az 16, barevné znaceni
odpovida znaceni v diskrimina¢ni analyze, viz kapitola 3.3.4 Diskrimina¢ni analyza). Na
obrazcich je vidét, Ze kazdy ze znakli sém o sob¢€ neni schopny odlisit od sebe vSechny

skupiny populaci, ale odlisi pouze nekteré.
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Obr. 14: Boxplot pro znak DTU (délka terminalniho ukrojku ponotfeného listu). Znak je
udavan v centimetrech. Barevné znaceni a popisy skupin viz kapitola 3.3.4 Diskriminaéni
analyza.
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Obr. 15: Boxplot pro znak DZPL (pomér délky zatezu plovouciho listu pfi terminalnim

laloku ku délce ¢epele). Znak je bezrozmérny. Barevné znaceni a popisy skupin viz kapitola
3.3.4 Diskriminac¢ni analyza.
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Obr. 26: Boxplot pro znak DPS (délka plodni stopky). Znak je udavan v centimetrech.
Barevné znaceni a popisy skupin viz kapitola 3.3.4 Diskrimina¢ni analyza.
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4 Diskuze

poctu zralych nazek (PZN) mohlo byt ovlivnéno tim, Ze souplodi nazek byla vlivem fixace a
manipulace s polozkami ¢aste¢né rozpadld, ¢imz mohl byt znak ve vysledku zkreslen. U
nékterych nazek nebylo snadné poznat, zda je nazka jiz zcela zralé ¢i nikoliv. Béhem
dozravani nazka méni svoji délku, proto i znak DN miiZe byt touto nepiesnosti mirné

zkresleny.

Vlivem vysokého stavu vody v fece Vitaveé a Otavé na jaie a zac¢atkem 1éta roku 2020 nebylo
mozné sesbirat material z populaci R. peltatus z tekoucich vod, jak bylo naplanovano, a bylo
nutné pouzit jiz existujici herbarové polozky rostlin z tekouci vody (populace 32-50, viz
metodika, kapitola 2.1 Pouzity materidl, tabulka 1). K témto herbafovym polozkam nebyl
dostupny fixovany material v silikagelu pro genetické analyzy a DNA se tudiz musela
izolovat piimo z exsikatu. Izolace pfimo z exsikatd se ukazala jako problematicka. NaOH
izolaci nebyly ziskany kvalitni izolaty, coZ se ukazalo po PCR pfi vyhodnoceni gelové
elektroforézy. Proto byla DNA z poloZek izolovand i pomoci CTAB metody. I ptes pouZiti
této metody byly s populacemi stale potize. Jen u ¢asti rostlin se podatila PCR, ze zbylych
jedincti se ani po pouziti CTAB metody nepodafilo dostate¢né mnozstvi kvalitni DNA
vyizolovat. PCR byla u téchto populaci opakovana nékolikrat. I pies vyvinuté usili a nemalé
mnozstvi ¢asu se nakonec nepodafilo z nékterych populaci osekvenovat zddného jedince a z
nékolika jen jednoho. U nékterych jedinci se podatilo osekvenovat jen jeden ze dvou

potfebnych useki (problematicky byl hlavné ITS), takovi jedinci nebyli pro genetické

vyhodnoceni pouziti.

U populaci, ze kterych se podatilo osekvenvat pouze jednoho jedince, mohlo potencialné
dojit k chybnému zafazeni do skupiny populaci, protoZze nebyli odhaleni hybridni jedinci.
Vzhledem k tomu, Ze jde o malo populaci (32, 34, 39), které se morfologicky nezdaji byt

problematické, je ale nepravdépodobné, Ze by toto néjak zadsadné ovlivnilo vysledky.

Jak ukazalo sekvenovani, i v populacich ze stojatych vod, které byly podle morfologie
povazovany za Cisty R. peltatus, byli nalézani hybridi. Zpétni hybridi R. peltatus s R.
trichophyllus jsou znami i ze stojaté vody, ale jejich vyskyt zde je tidsi (Prancl et al. 2018;
Koutecky et al., 2021). V tekoucich vodach se mozna diky vegetativnimu Sifeni vyskytuji
hojné&ji a vytvaii stabilnéjsi klonalni populace. Naopak nékteré populace, které byly pied
sekvenovanim povazovany na zéklad€ vyrazné odlisné morfologie spiSe za hybridogenni, se

po osekvenovani vice jedinct ukazaly jako Cisté populace R. peltatus. Ptikladem je populace
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3, Zirovnice, Vl&etin, kterou jsem se kolitelem navitivil pravé kvili morfologicky

zvlastnim jedinctim, o kterych se skolitel dozvédél od jiného botanika.

Dale stoji za pozornost skute¢nost, Ze v hybridogennich jedincich pievazovaly tseky od
rodi¢e R. trichophyllus cytotyp B. Tento cytotyp se ale v oblasti jiznich Cech témé
nevyskytuje (preferuje bazické podlozi, zaznamenan byl tfeba u Strakonic), dominuje zde
cytotyp A (Pan¢l et al., 2018, Kaplan et al., 2019b). Vzhledem k tomu, Ze jizni Cechy nejsou
bohaté na vhodna stanoviste pro cytotyp B (vétSina podloZi je kyseld), neni pfili§
pravdépodobné, Ze byl dfive v jiznich Cechach rozsifen hojnéji, posléze ustoupil a jeho
Pravdépodobnéjsi by mohlo byt vysvétleni, Ze hybridi (jejichZ ekologie se blizi R. peltatus)
se rozsitili z mist spole¢ného vyskytu R. trichophyllus B a R. peltatus. Mista spole¢ného
vyskytu R. trichophyllus B a R. peltatus jsou v jiznich Cechach vzacna (Kaplan et al.,
2019b), je mozné, Ze se hybridi do jiznich Cech rozsifili z jinych oblasti Ceska ¢i ze

zahranici.

Pozoruhodny je nalez R. peltatus z tekouci vody (populace 40, jedinec 1), jehoz oba
sekvenované useky vykazuji shodu s druhem R. fluitans. Tento jedinec byl jako vSichni
ostatni vysetfen pritokovou cytometrii, kterd umoznuje odlisit vSechny ¢eské druhy
laku$nikt (Prancl et al., 2018). Podle pritokové cytometrie byl zatazen k druhu R. peltatus,
ktery je od R. fluitans dobte odlisitelny (R. peltatus, tetraploid, 2C = 6.76 vs. R. fluitans,
diploid, 2C = 3.85). Druhu R. peltatus jedinec celkem odpovida i morfologicky, neni piili$
podobny R. fluitans. Ranunculus fluitans neni z této ¢asti Vltavy (5 km po proudu od
Rozmberku nad Vltavou) viilbec udavan, prvni jeho dolozené vyskyty jsou az daleko po
proudu v Ceskych Budgjovicich (Kaplan et al., 2019b). Je mozné, Ze tento jedinec je zp&tny
hybrid R. peltatus s R. fluitans, ktery nese oba sekvenované useky od R. fluitans. Hybridi R.
peltatus s R. fluitans jsou znami, napi. komplex R. penicillatus tvoii stabilizovani
allopolyploidi z ktizeni R. peltatus s R. fluitans (Webster, 1988; Zalewska-Gatosz, 2014;
Wiegleb et al., 2017). Ranunculus penicillatus se ale od R. pelatus (a tim 1 diskutovaného
potencialniho hybrida) pozna pomoci pritokové cytometrie (2C = 7.28 — 10.86, pro rizné
cytotypy R. penicillatus) (Prancl et al, 2018). Hybridni rostliny R. peltatus x R. fluitans byly
nalezeny napi. v fece GroBe Miihl na Sumavé. Tito jedinci také vychazeli metodou
priatokové cytometrie jako R. peltatus a po osekvenovani vysli jako hybridi, na rozdil od
moji rostliny ale vykazovali zietelné hybridni morfologii (ndpadné zubaté listy, dlouhé

ukrojky ponotenych listil) a méli velmi velké kvéty (Koutecky et al., 2021). Pokud je muj
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jedinec skute¢né né&jaky hybrid R. peltatus x R. fluitans, pak neni jasné, jak by se mohl
vyskytovat tak daleko proti proudu feky od prvnich doloZenych vyskyti rodi¢ovského R.
fluitans v fece Vltavs. Usek chloroplastové dna pochézejici od R. fluitans byl zaznamenan
jesté u dvou dalsich jedincti z dvou populaci (38 a 41, Hrudkov a R4jov, oboje feka Vltava).
Jelikoz se ale u téchto jedinct nepodafil osekvenovat usek ITS a z populace nebyl tspésné
osekvenovan ani jeden cely jedinec, nebyla zadna z téchto populaci zatazena do
morfometrickych analyz a nefiguruje ani v neighbor network pro ITS. Nalez vice jedinct R.
peltatus s chloroplastovym usekem od R. fluitans ukazuje, Ze je mozné, Ze tento potencidlni

hybrid neni v fece Vltave uplné vzacny.
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S Zavér

Zkoumané hybridogenni populace R. peltatus, populace hybridizaci mirné€ ovlivnéné a Cisté
populace R. pelatus se v rozmezi méfenych morfologickych znakili zna¢né piekryvaji.
Nékteré metené znaky maji urCity potencial pro odliSeni populaci, ale Zddny z métenych
znak spolehlivé v§echny kiizence neodlisi. Spolehlivé urcovani hybridogennich populaci R.
pelatus pomoci morfologickych znakii vysSetienych v této praci neni mozné, jedinci se daji

bezpecéné urcit pouze na zakladeé sekvenovani DNA.
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