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1 Uvod

Tato prace navazuje na moji bakalafskou diplomovou praci, v niz jsem se zabyval stejnym
druhem (Ranunculus peltatus). Tématem moji bakalaiské diplomové prace byla analyza
variability fi¢nich a hybridogennich fi¢nich populaci druhu pievazné v jiznich Cechach
v porovnani s populacemi ze stojatych vod. V magisterské praci zvoleny metodicky pfistup je
tedy podobny jako metodicky piistup v praci bakalaiské. Cast dat pouzitych v mé bakalarské

praci bude pouzita i v praci magisterské.

Lakus$niky jsou taxonomicky problematicka skupina. Jejich komplikovanost je dana predevsim
velkou fenotypovou plasticitou, hybridizaci a polyploidizaci (Casto allopolyploidizacti).
V piipadé nékterych druhti ¢i druhovych komplext je znama geneticka, morfologicka a
ekologicka variabilita, ktera dosud postrada taxonomické zhodnoceni (Cook, 1966; Zalewska-

Galosz, 2014; Prancl et al., 2018).

Ve své diplomové praci se zabyvam druhem lakusniku Ranunculus peltatus. Jde o §iroce
roz§ifeny evropsky druh udavany ve tfech hlavnim ploidnich urovnich: diploidni, tetraploidni
a hexaploidni (Cook, 1966). Zaroveri je znamo, ze se kiizi s jinymi druhy lakusnikt. Naplni
této prace je posoudit, zda se populace o odlisnych ploidnich urovnich morfologicky lisi. Dale
je naplni prace zhodnotit genetickou variabilitu napfic ploidiemi druhu a porovnat ji

s morfologickou variabilitou.

1.1 Vymezeni skupiny, rozSireni, ohrozeni

Pryskyinik (Ranunculus) je rod cévnatych rostlin z ¢eledi Ranunculaceae z fadu Ranunculales
(Angiosperm Phylogeny Group, 2016). Jde o Siroky rod ¢itajici téméf 1700 akceptovanych
druha (POWO, 2023). Krom¢ terestrickych druht ¢ita rod i druhy obojzivelné ¢i vodnimu
prostiedi zcela prizpisobené (napt. obojzivelné druhy R. flammula ¢i R. sceleratus) (Cook,
1966; Hejny et Slavik, 1997). Napadna skupina pfizptisobena vodnimu prostiedi jsou
lakusniky. VSechny druhy lakusnikd se vyznacuji pfizplisobenim na vodni prostfedi —
schopnosti tvorby nitovitych ponotenych listi. Nitovité listy nemusi byt vyvinuty vzdy, ale
schopnost je vyvijet rostliny maji. Nitovité listy mohou tvofit i jiné druhy pryskyinika (napf.
R. polyphyllus) (Kiraly et al., 2011). Kromé pfizptsobeni se vodnimu prostiedi je pro né
charakteristické i to, ze, na rozdil od vétsiny ostatnich pryskyrniki, kvetou témér zpravidla
bile. To vedlo k tomu, ze byly dfive nékdy vyclenovany do samostatného rodu (Batrachium)
(napt. Hejny et Slavik, 1997; Kubat et al., 2002). Pomoci molekularnich metod se potvrdila

neopravnénost tohoto pfistupu, jelikoz lakusniky jsou vnotrenou vétvi rodu pryskyrnik. Proto



je spravné je klasifikovat jako sekci rodu pryskyinik: Ranunculus sect. Batrachium (Emadzade

et al., 2010; Horandl et Emadzade, 2012).

Wiegleb et al., 2017 rozliSuje tficet druht lakusnikd, nicméné pro jejich nedostatecnou
prostudovanost urCité¢ neni tento pocet druhti konecny. Kuptikladu R. trichophyllus se na
zakladé vyzkumu ve stfedni Evropé ukazal byt komplexem dvou taxond, které se 1isSi mimo
jiné ekologicky a velikosti genomu (Prancl et al., 2018). Dalsim ptikladem je R. penicillatus.
Jde o komplex vice allopolyploidnich taxont (Zalewska-Gatosz, 2014). Laks$niky jsou
roz§ifeny celosvétove, ale v nékterych oblastech jsou vyrazné méné pocetné Ci chybi (zejména
pak zapadni Evropa, kde se vyskytuji dvé tfetiny dosud znamych druhti (Cook, 1966; Wiegleb
etal., 2017).

Vlivem zmén v obhospodarovani krajiny, regulacemi vodnich toki a vysousenim moktada
doslo u neékterych druht k tbytku populaci az zafazeni do seznamt ohrozenych druht (Grulich,
2012; Englmaier, 2016). Naptiklad z ¢eskych druha (uznavano 8 druhit) je do néjaké kategorie
ohrozeni zahrnuto sedm druht (Grulich, 2012). Ne vSechny ohrozené lakusniky jsou, stejné
jako v pfipadé jinych rodi, zakonem chranéné. To je mozno opét demonstrovat piikladem
Ceské republiky, kde jsou podle vyhlasky Ministerstva Zivotniho prostiedi CR &. 395/1992 Sb.

néjakym zptsobem chranény dva druhy z celkovych sedmi ohrozenych.

1.2 Ekologie

Lakus$niky jsou jednoleté az vytrvalé rostliny vazané na vodni prostiedi. Vytrvalé druhy byvaji
vétsinou kratkoveéke (ziji nékolik let) (Cook, 1966; Englmaier, 2016). Obyvaji predevsim
sladké stojaté a tekouci vody, pficemz nekteré druhy jsou vazané jen na jeden typ vodniho
prostiedi (R. fluitans v tekouci vodé, R. circinatus ve stojaté vod¢), jiné druhy obyvaji oba typy
prostiedi (napt. R. peltatus) (Cook, 1966; Kaplan et al., 2019). Nékteré druhy rostou v solemi
bohatSim prostiedi nebo jsou ho schopny snaset. Mezi takové druhy patii R. rionii ¢i R.
baudotii, které jsou nalézany mimo jiné na slaniskach. Nékteré druhy (napf. opét R. baudotii)
rostou 1 v brakické vodé€ na motském pobtezi (Cook, 1966; Hejny et Slavik, 1997; Chytry et
al., 2021). Cast druht snese pokles vodni hladiny, pfi kterém je schopna na vlhkém dné vytvaret
terestrické formy (R. trichophyllus, R. peltatus, R. rionii a jiné). Terestrické prostfedi ma vliv
na morfologii rostlin, coz komplikuje jejich determinaci (Cook, 1966; VIckova, 2022).
Ranunculus hederaceus je na prostredi vihké pudy a obnazeného dna vazan primarné (Cook,

1966). Nékteré druhy jsou schopny po cely zivot rist, kvést a plodit pod vodni hladinou na dné



(R. confervoides) (Cook, 1966; Bobrov et al., 2015). Cast druhd je schopna snaget eutrofni
vody (R. rionii) (Cook, 1966), cast uptfednostiiuje vody oligotrofné&jsi (R. confervoides)
(Bobrov et al., 2015). Nékteré druhy (R. schmalhausenii) maji mit dokonce indikacni hodnotu
pro neznecisténé vody (Bobrov et al., 2015). Lakusniky osidluji prostiedi od nizin do hor, od

subtropickych oblasti az po oblasti borealni (Cook, 1966; Wiegleb et al., 2017).

Laku$niky jsou nejCastéji hmyzosnubné, ale byla zaznamenana 1 autogamie az kleistogamie
(opyleni vlastnim pylem v trvale zavieném kvétu) (Kaplan et al., 2019). V pripadé, zZe rostliny
kvetou pod vodou (napf. trvale ponofeni jedinci R. confervoides), je kleistogamie dokonce

jejich jedinou moznosti opyleni (Cook, 1966; Hong, 1991).

1.3 Morfologie

Jde zpravidla o byliny se stfidaveé usporadanymi listy. Ackoliv pasobi na prvni pohled jako
lysé, mohou byt rizné vegetativni organy lakusniki drobné kratce chlupaté (Cook, 1963).
Lakusniky vykazuji heterofylii, tvoii dva typy lista: listy ponofené a listy plovouci na vodni
hlading&. Cepele ponofenych listy jsou trojdilné, nékolikrat &lenéné na fadu nitovitych ukrojka.
Plovouci listy jsou lupenité s dlanitolalo¢nou az dlanitose¢nou Cepeli v obrysu okrouhlého az
ledvinitého tvaru. Plovouci list je v zakladu trijdilny, Casto muze byt i pétidilny, ¢i jinak
Clenény. Na bazi fapiku vyrustaji drobné palisty (Cook, 1963; Cook, 1966), které jsou podle
nékterych autort uzite¢né pti urCovani. Jejich vyznam je ov§em limitovan jejich morfologickou
proménlivosti v ramci druhu a obtiznou fixaci (tak, aby tvar zastal zachovan). V praxi se proto
k urCovani nepouzivaji (Cook, 1963; Cook, 1966; Kaplan et al., 2019). Nékteré druhy nejsou
heterofylni, ale vytvéateji jen jeden typ listu (R. trichophyllus s nitovitymi listy, R. hederaceus
s lupenitymi listy), jiné heterofylni jsou, ale plovouci listy nékdy nevytvareji (R. aquatilis i R.
baudotii) (Cook, 1963; Cook, 1969). V ptipad¢ druhu R. aquatilis bylo experimentalné
ovétreno, ze na urceni morfologie listu (zda bude lupenity ¢i nitovity) mé zasadni vliv délka
fotoperiody a skutecnost, ze list je ponofeny ¢i nad hladinou. Naopak faktory jako intenzita
svétla (kromé ptipadu intenzity velmi nizké) ¢i teplota prostiedi na urCeni morfologie listu vliv
nemély. Dale bylo zji§téno, ze segment lodyhy s lupenitymi listy nekofeni v uzlinach a za
obvyklych podminek nezacne znovu tvofit nitovité listy (Cook, 1969). Nekteré druhy jsou
schopny vytvaret listy pfechodného typu mezi nitovitym a lupenitym (R. peltatus, R. aquatilis)
(Cook, 1966; Cook, 1969).

Kvéty jsou bilé, s vyjimkou svétle zluté kvetouciho R. flavidus (Cook, 1966). Korunnich listkt
je obvykle pét, jsou volné. Nekteré druhy (R. fluitans, R. penicillatus) tvoti 1 kvéty s vys$§im



poctem korunnich listkd (obvykle 6—7). Korunni listky jsou podepieny volnymi kaliSnimi
listky, které jsou pritisklé ¢i pozd€ji az nazpét ohnuté (Cook, 1966). Barva kalisnich listki je
urCovacim znakem v piipadé ne€kterych druhti. Konkrétné Wigleb et al. udava, ze R. baudotii
se lisi od ostatnich druht tim, Ze jeho kalisni listky jsou namodralé (Hejny et Slavik, 1997;
Wigleb et al., 2017). Kvéty vyruastaji po jednom na dlouhych stopkach. Korunni listky jsou
obvejCité se zlutou skvrnou na bazi. Na bazi korunnich listkii se také nachazi nektarium
rizného tvaru: pulmésicité, kulaté a hruskovité. Kromé té€chto hlavnich tvara se objevuje skala
raznych jejich prechodi a nepravidelnych tvara (Cook, 1963; Cook, 1966). Tvar nektaria je
nekterymi autory uvadén jako uziteCny determinacni znak (Cook, 1963). Jeho pouziti ale
komplikuje skuteCnost, ze se béhem ontogeneze jedince muze meénit a téZ muze menit tvar
béhem vysychani, dale mize byt ovlivnén hybridizaci. Nektefi autofi ho tedy povazuji za méné
spolehlivy a doporucuji jeho uziti jen v ptipadé€, ze ostatni znaky pii determinaci selhavaji
(Englmaier, 2016) a to nejlépe na plné¢ vyvinutych neseschlych korunnich platcich.
Pouzitelnym uréovacim znakem muze byt i pocCet nektarii na korunnim listku, ktery mtze byt
vy$Si nez jedna (napt. Casto dvé az Ctyfi u druhu R. schmalhausenii) (Bobrov et al., 2015).
Kvétni 1tzko je kulovité az ovalné, za plodu nékdy protazené. Mize byt chlupaté, témér lysé
az lysé. Opét je vyznamné pii determinaci. Hledi se na jeho tvar a hustotu a délku chlupt na

ném vyrustajicich (Cook, 1966; Pizzaro, 1995).

Plodem lakus$nikt jsou nazky vyruastajici v souplodi po nékolika malo kusech az po velkych
mnozstvich (n€kolik desitek) (Cook, 1966; Englmaier, 2016). Nazka je zhruba ledvinitého az
vejcitého tvaru a ma piicna zebra (Hejny et Slavik, 1997), ktera hraji ztejmé roli v pukani nazky
behem kli¢eni (Cook, 1963). Pficna zebra nazky jsou udavana jako znak celého podrodu, ne u
vsech druht jsou ale stejné napadna (Cook, 1963; Cook, 1966). V ptipadé nekterych druhi (R.
baudotii) je nazka opatiena kfidlatym lemem (Kaplan et al., 2019). Nazky jsou lysé nebo do
rizné miry chlupaté, chlupaté nazky nékdy za zralosti olysavaji (Cook, 1963; Cook, 1966;
Englmaier, 2016). Délka nazky a mira jeji chlupatosti jsou udavany jako uzite¢né znaky, ale
jejich uziti je opét komplikovano jejich proménlivosti (napf. olysavanim za zralosti). PocCet
nazek v souplodi je také pouzivanym urovacim znakem, ale muze byt komplikovan
vypadavanim zralych nazek ze souplodi ¢i nekompletnim opylenim po zaplaveni kvéti vodou

(Cook, 1966; Pizzaro, 1995; Kaplan et al., 2019).

1.4 Velikost genomu a polyploidizace
Zakladnim chromosomovym c¢islem lakusnikd je x = 8 (Cook, 1962; Cook, 1966). Mezi

lakusniky bézné dochazi k polyploidizaci. Kromé diploidid byli zaznamenavani triploidi,
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tetraploidi, pentaploidi a hexaploidi, vyrazné méné Casto jsou zaznamenani aneuploidni
polyploidi (Cook, 1962; Cook, 1966; Prancl et al., 2018; Koutecky et al., 2022). Aneuploidi
byly také zaznamenani jako produkt umélych kiizeni (Cook, 1966). Béznym impulzem
k polyploidizaci ve skupiné je hybridizace, po které nasleduje allopolyploidizace (Dahlgren,
1991).

Pii determinaci se poCet chromosomu da uzit jen ve specifickych pfipadech, protoze
chromosomova ¢isla fady druht se nelisi. Jde tedy spi§ o pfilezitostnou pomicku (Webster,

1987).

Jako praktiCtéjsi urCovaci pomucka se jevi velikost genomu stanovena pomoci prutokové
cytometrie. Studie na stfedoevropskych druzich ukézala, ze vSechny tyto druhy lze od sebe
odlisit. Pomoci metody je mozné odli§it i nekteré hybridy, pfedevsim F1 generaci, zatimco
mnohonasobni zpétni hybridi byvaji Spatné detekovatelni az nedetekovatelni (Prancl et al.,

2018; Dolejsek, 2021).

1.5 Hybridizace

K hybridizaci dochazi mezi lakuniky pomémé &asto (Cook, 1966). Zivotaschopni hybridi
vznikaji pfirozeng, fada jich téz byla ziskana umélym kfizenim. Diploidni hybridi nejsou podle
literatury zivotaschopni, pfipadné jsou zivotaschopni, ale sterilni. Tetraploidni hybridi jsou
sterilni ¢i fertilni, obdobné jsou sterilni ¢i fertilni pentaploidni hybridi. Hexaploidni hybridi
jsou nejcastéji fertilni (Cook, 1970). Hybridi maji v nékterych ptipadech snizenou fertilitu, coz
se projevuje mensim podilem zivotaschopného pylu ¢i snizenym poctem nazek v souplodich,
zralé nazky mohou v souplodi hybrida také zcela chybét (Cook, 1966; Hong, 1991). Snizena
fertilita Ci iplna neplodnost hybridi mize byt kompenzovana vegetativnim mnozenim, jehoz
prostfednictvim se mohou hybridi udrzet v pfirodé a vytvaret stabilni populace (Cook, 1966;
Cook, 1970; Webster, 1990, Hong, 1991; Kaplan et al., 2019). Znamé jsou i piipady
hybridizace mezi taxony o odlisSnych ploidnich arovnich (Webster, 1987). Hybridizace mezi
lakusniky vyznamn& pfispiva kjejich taxonomické komplikovanosti. Casto neni mozné
hybridy odlisit morfologicky a je potieba pouzit molekularni metody. I tyto metody maji ale
ne¢kdy potiz hybridy spolehlivé odlisit. To plati zejména pro zpétné kiizence, ktefi se jiz

geneticky velmi priblizili zpét k jednomu z rodica (Prancl et al., 2018; Koutecky et al., 2022).

1.6 Fenotypova plasticita
Vodni rostliny obecné, lakuSniky nevyjimaje, vykazuji vysokou miru fenotypové plasticity

(Cook, 1966; Santamaria, 2002). Fenotypova plasticita se projevuje u znaku jako je celkova



velikost, mira vétveni, podil ponofenych a plovoucich listi, délka ponofenych listd a fapiku
plovoucich listi (Zanger et Wiegleb, 1987; Garbey et al., 2004), celkova velikost listovych
Cepeli a kvétt, délka nazek Ci stavba palisti (Hong, 1991). Plasticita je podminéna jak
chemicky (koncentrace urcitych iontd ve vodé) tak fyzikaln€ (napf. mirou zastinéni Ci
intenzitou pohybu vody). V ptipadé chemicky podminéné plasticity byla zaznamenéana napf.
korelace mezi nékterymi kvantitativnimi znaky (délka internodii) s koncentraci NH4" iontd,
koncentrace PO4>" iontdl ovliviiovala miru adventivniho kofenéni (Garbey et al., 2004).
Lakusniky téz vykazuji tvarovou promeénlivost v prub&hu sezony. Projevuje se napfiiklad
postupnym zkracovani délky ponoteného listu ¢i posunem umisténi nejdel§iho internodia na
lodyze (Zanger et Wiegleb, 1987; Garbey et al., 2004). Zvlastnim pfipadem projevu fenotypové
plasticity je rust terestrickych forem, které se vytvareni na obnazeném vlhkém substratu.
Morfologie takovych jedinct je znacné zjednodusSena. Nedochazi u nich k vyvoji typickych
lupenitych listd. Pokud je lupenity list vyvinuty, byva drobnéjsi a vice ¢lenény. Celkovym
habitem jsou terestricti jedinci zna¢né drobni. Jejich ur¢ovani podle morfologickych znaki je
komplikované, ale do urcité miry (alesponl v prostiedi stiedni Evropy) je mozné (VIckova,

2022).

1.7 Ranunculus pelatus

1.7.1 Popis

Lakusnik Stitnaty (Ranunculus pelatus) je jednoletd az vytrvala vodni bylina. Roste jak ve
stojatych, tak v tekoucich vodach (Cook, 1966; Englmaier, 2016; Chytry et al., 2021). Jde o
lakusnik heterofylni. Plovouci listy maji ¢epel do jedné az dvou tfetin ¢lenénou, ukrojky jsou
vétSinou $irsi nez delsi. Listy jedincta z tekoucich vod byvaji ¢lenén€jsi nez listy jedinca z vod
stojatych. Plovouct listy mohou vzacné chybét (Cook, 1966; Wigleb et al., 2017; Kaplan et al .,
2019). Ponoftené listy jsou chabé, po vyndani z vody zplihlé (ukrojky nedrzi svij ptivodni tvar
a slepuji se dohromady) (Wigleb et al., 2017). Vzacné se objevuji listy pfechodného typu
(Cook, 1966). Plodni stopky jsou za zralosti obvykle delsi nez 5 cm. Korunni listky jsou velké,
12-15(-21) mm dlouhé, dlouze obvejcité, bilé se zlutou skvrnou na bazi. Nektaria jsou
vicemén¢ hruskovita. Na korunnim listku vyrista pouze jedno nektarium (Wigleb et al., 2017).
Nazek je (25) 30—40 (80). Nezralé nazky jsou chlupaté, zralé nékdy olysavaji. Kvétni lizko je
za plodu kulovité az ovalné a husté chlupaté dlouhymi chlupy (Cook, 1966; Pizzaro, 1995;
Englmaier, 2016; Wigleb et al., 2017; Kaplan et al., 2019).



1.7.2 Ekologie a rozsireni

Ranunculus pelatus je do jisté miry pionyrskym druhem. Vyhovuji mu mista postizena
disturbancemi, kanaly, strouhy a nové zbudované nadrze. Je nalézan v nedavno bagrovanych
rybnicich v mél¢i vodé (Cook, 1966; Wigleb et al., 2017). Na obnazeném dné je schopen tvorit
terestrické formy (VIckova, 2022). Po disturbancnich udalostech je z prostiedi Casto postupné
vytlacovan konkurencné zdatné€jsimi druhy (Cook, 1966). Zaroveri ale osidluje 1 vodni toky,
kde je schopen dlouhodobé existovat (Kaplan et al., 2019). Obyva jak vody eutrofni (Cook,
1966) tak 1 oligotrofnéjsi (Hejny et Slavik, 1997) a zcela se vyhyba vodam vépnitym ¢i
mineralné bohats$im (Englmaier, 2016). Jde o druh Evropy a severni Afriky. V Evropé roste od
rozSifeni druhu je stfedni a zapadni Evropa, v ¢asti vychodni Evropy chybi (Cook, 1966;

Wigleb et al., 2017).

1.7.3 Ploidie a velikost genomu

Druh se vyskytuje ve tfech ploidnich trovnich. Diploidi (2n = 16) jsou znami ze zdpadniho
Mediteranu (Spanélsko, Portugalsko). Tetraploidi (2n = 32) jsou popsani ze stfedni, zapadni a
severni Evropy (Ceska republika, Rakousko, Némecko, Belgie, Nizozemsko, Francie, Svédsko
a dal8i). Hexaploidni jedinci byli zaznamenani v Britanii (Cook, 1962; Cook, 1966; Hong,
1991). Dale byli hexaploidi zaznamenani v severni Evropé (Svédsko, Norsko) a v Evropé jizni
a jithovychodni (Italie, Mad'arsko, Chorvatsko) (Pran¢l & Koutecky, nepubl. data). Kromé
zminénych ploidnich Grovni byli zaznamenani 1 pravdépodobni pentaploidi (Prancl et al.,

2018).

Pomoci metody prutokové cytometrie bylo zji§téno, ze pii méfeni se standardem sedmikraska
chudobka (Bellis perennis) je pomér velikosti genomu druhu ku standardu (= 1) pramérné 2.00
v piipadé tetraploidi. Diploidi maji pomér ku standardu v priméru 1.167 (Prancl et Koutecky,
nepubl. data) a hexaploidi 2.978 (spocteno z hodnot jasnych hexaploidit) (Prancl et al., 2018;
Koutecky et al., 2022).

1.7.4 Hybridizace

Z ptirody i z pokusnych kfizeni je znamo pomérne dost hybrida R. peltatus. Z ptirody jsou
udavani napt. hybridi s R. fluitans, R. baudotii & R. aquatilis (Cook, 1966; Wiegleb et al.,
2017). Hojny je kiizenec s R. trichophyllus. Tento hybrid a jeho zpétni kiizenci se v pfirodé
Casto udrzuji pomoci vegetativniho mnozeni, zejména je toto patrné ve vodnich tocich, kde

voda roznasi fragmenty lodyh a dava tak vzniknout bohatym populacim (Prancl et al., 2018;



Kaplan et al., 2019; Koutecky et al., 2022). Z pokusnych kfizeni jsou znami napt. kiizenci s R.
baudotii ¢i R. tripartitus (Cook, 1966). Kromé F1 kiizenct jsou Casto zaznamenavani i zpétni
kfizenci napt. s R. aquatilis ¢ R. trichophyllus (Prancl et al., 2018, Kaplan et al., 2019;
Koutecky et al., 2022). Hybridni ptvod jedincii se mize projevit morfologicky napf.
protazenim plodnich stopek, absenci zralych nazek ¢i nékterymi pomeémymi znaky. Urcovani
hybridnich jedinct (pfedevs§im zpétnych hybridl) je ov§em komplikované a Casto neni Cisté na

zaklad€é morfologie rostlin mozné (DolejSek, 2021).



Obr. 1: Ranunculus peltatus, ptevzato (Pizzaro, 1995).

1.7.5 Podobné taxony
Nasledujici taxony jsou vSechny viceméné podobné druhu Ranunculus peltatus. Jde ve viech
piipadech o heterofylni druhy. Pro kazdy taxon je uveden stru¢ny popis s ohledem na odlisnosti

od Ranunculus peltatus a od sebe navzajem. Taxony jsou vybrané na zakladé podobnosti a
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zaroven alespon ¢astecné sdileného arealu. Podobné taxony z jinych ¢asti svéta nejsou ve vyctu

uvedeny.

Ranunculus aquatilis

Jde o prevazné vytrvaly druh. Plovouci listy nemusi byt za kvétu pfitomny. Mohou byt
pfitomny intermediarni listy. Kvéty jsou stiedné velké. Kvétni 10zka jsou chlupata. Nazky ma
fidce chlupaté az chlupaté. Rozsifen je v Evropé (piedeviim severozapadni: Spanélsko,
Francie, staty Beneluxu, jizni Skandindvie, Pobalti, dale Rakousko, Ceska republika,
Svycarsko, Italie, na jihu az Balkansky poloostrov), zapadni Asii a v severni Africe (Cook,
1966; Pizzaro, 1995; Wiegleb et al., 2017). Castg&ji ve vodé stojaté nez tekouci. Na rozdil od R.
peltatus ma Cepele plovoucich listi ¢lenéné hloubgji a na vice lalokt. Lisi se i nektarii, ktera
ma kulata ¢i poharkovita. Odlisuje se i ekologicky, roste v mineralné bohatsi vodé (Wiegleb et

al., 2017; Kaplan, 2019).

Drtive nebyl nékterymi autory odliSovan R. aquatilis od R. peltatus. Ranunculus peltatus byl

hodnocen pouze jako varieta R. aquatilis (Hejny et Slavik, 1997).
Jde o hexaploidni druh, 2n = 6x =48 (Cook, 1966; Prancl et al., 2018).
Ranunculus baudotii

Jde o pfevazné vytrvaly druh. Nitovité listy jsou tuhé. Plovouci listy ¢asto chybi ¢i jsou
nedokonale vyvinuté. Cepel plovoucich listd je hluboce &lenéna. Nazka je opatiena kiidlatym
lemem, ktery je patrny na suchych nazkach. Kvétni lazko je za plodu prodlouzené, chlupaté.
Nektaria jsou pulmésicita. Kalisni listky mohou byt namodralé. Roste Casto v brakické vode,
ale neni na ni striktn€ vazany. Rozsiten je v Evropé€, zdpadni Asii a v severni Africe. V Evropé
roste predevim v pobfeznich &astech Evropy — Spanélsko, Francie, Velka Britanie,
Nizozemsko, Norsko, Svédsko, dale pak roste roztrousend ve stiedni Evropé a v Mediteranu
(Italie, Rakousko, Ceska republika) (Cook, 1966; Pizzaro, 1995; Wiegleb et al., 2017). Na
rozdil od R. peltatus ma lysé nazky odlisSného tvaru opatfené kiidlatym lemem. Lisi se téz
prodlouzenym kvétnim lizkem za plodu. OdliSuje se i tvarem Cepele plovouciho listu, ktera je
Casto ¢lenéna jen na tfi ukrojky a je €lenéna hluboce, coz pro R. peltatus neni bézné. Lisi se
ekologicky. Roste Casto v brakické vodé€, pfipadné ve vod€ minerdlné bohaté, napt. na
slaniskach. R. peltatus se mineralné bohaté vodé vyhyba (Pizzaro, 1995; Wiegleb et al., 2017,
Kaplan, 2019).
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Druh byl nékdy hodnocen jen jako poddruh R. peltatus (Wiegleb et al., 2017).
Jde o tetraploidni druh, 2n = 4x = 32 (Cook, 1966; Prancl et al., 2018).
Ranunculus saniculifolius

Jde o prevazné jednolety druh. Je podobny druhu Ranunculus peltatus, ale je drobnéjsi.
Nitovité listy obvykle chybi & jsou piitomny pouze u mladych rostlin. Casto tvoii kvéty s vice
nez péti korunnimi platky. Nazky ma lysé ¢i fidce chlupaté. Roste v eutrofnich vapnité sladké
vodé&, vzacné ve vodé brakické. Casto roste na prechodné vysychavych stanovistich. Rozsiten
je v Mediteranu (udavan zPyrenejského poloostrova, Balkanského poloostrova, Italie,
Sardinie, Korsiky, Kypru, Turecka, severni Afriky) (Cook, 1966; Pizzaro, 1995; Wiegleb et
al., 2017). Narozdil od R. peltatus je celkové drobné;jsi, kvétni lizko ma lysé ¢i fidce chlupaté.
Lisi se také tim, ze nektaria ma nejCastéji pilmésicita, na korunnim platku nékdy zmnozena.
Muze téz tvorit kvéty s vice nez péti korunnimi platky (Cook, 1966; Pizzaro, 1995; Wiegleb et
al., 2017).

Jde o diploidni druh, 2n = 2x = 16 (Cook, 1966).
Ranunculus schmalhausenii

Jde o vytrvaly pom&mé& mohutny druh. Cepel plovoucich listd je napadn& hluboce ¢lenéna.
Cepel ponofenych listi je také napadn& bohaté lenénd. Hruskovita nektaria jsou na korunnim
listku Casto zmnozena do poctu dvou az Ctyt. Kvéty jsou velké a mohou mit zmnozeny pocet
korunnich listkti. Nazky ma lysé ¢i fidce chlupaté. Roste v hlubokych cCistych vodach. Rozsiten
je v severni Evropé (Norsko, Svédko, Finsko, evropské Rusko). Na rozdil od R. peltatus ma
kvétni Itizka lysa ¢i fidce chlupata. Cepel plouvoucich listd je, stejné jako v piipadé R. peltatus,
lenéna v zakladu na pét ukrojkd. Ukrojky jsou ale dale ¢lenéné na vétsi podet uzsich a
$picatéjSich ukrojkt nez je typické pro R. peltatus. To ovSem neplati vZzdy, morfologie Cepele
je v pfipadé obou druhii proménliva a nékdy dochazi k prekryvu obou druhti. Ma vetsi pocet
koncovych ukrojkii ponofenych listd, coz listu dava charakteristicky kefickovity vzhled. Lisi
se téz Casto zmnozenymi nektarii na korunnim listku. OdliSuje se i ekologicky. Roste
v hlubokych oligotrofnich vodach. Nevytvaii pro R. peltatus charakteristické bohaté porosty,
roste spise jednotlivé (Bobrov et al., 2015; Wiegleb et al., 2017).

Jde zfeymé& o tetraploidni druh (autor popisu druhu se domniva, ze vlivem zamény R.

schmalhausenii za R. peltatus plati nékteré zjisténé chromosomové pocty R. peltatus ve
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skandinavské oblasti pro R. schmalhausenii), pak by tedy platilo 2n = 4x = 32 (Bobrov et al,,
2015).

1.8 Problematika a cile prace

Jak jiz bylo zminéno, Ranunculus peltatus je, jako jiné druhy sekce, tvarové polymorfni. Je
udavany ve tfech hlavnim ploidnich trovnich: diploidni, tetraploidni a hexaploidni (Cook,
1966). Jednotlivé ploidie jsou zastoupeny v riznych zemépisnych oblastech Evropy. Zaroven
je znamo, ze nekteré druhy lakusnikd vykazuji morfologickou variabilitu napfi¢ ploidnimi
urovnémi (R. trichophyllus, R. penicillatus) (Zalewska-Gatosz, 2014; Prancl et al., 2018;
Koutecky et al., 2022). Cilem této prace je ovéfit, zda podobny jev plati 1 v piipade
zkoumaného druhu Ranunculus peltatus. V praci se zaméetim na porovnani morfologie diploidi
z Pyrenejského poloostrova, tetraploidi ze stfedni, zapadni a severni Evropy a hexaploida
zjizni a severni Evropy (jihoevropsti hexaploidi jsou v praci oznacovani jako mediteranni,
severoevropsti hexaploidi jsou v praci oznacovani jako skandinavsti). Morfologie bude
porovnana pomoci statistické analyzy souboru naméfenych morfologickych znakd. Zaroven
bude zhodnocena a porovnana geneticka variabilita vybranych skupin. Geneticka variabilita
bude studovana pomoci zakladnich molekularnich metod (pritokova cytometrie, Sangerovo

sekvenovani). Pijde o prvotni vhled do morfologické a genetické variability cytotypt druhu.
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2 Metodika

2.1 Pouzity material

Pro morfometricka méteni byly pouzity herbafové polozky. Informace o lokalitach, poctu
meéfenych jedinct z populace (morfometrika, velikost genomu), velikosti genomu a ploidii jsou
shrnuty v tabulce 1. Mapa sbérti je na obrazku 2. Rostliny z populaci 36 az 43 byly pouzity jiz
v moji bakalarské praci. Kromé rostlin z populaci 31-35 jsem jiz sebrané a vylisované rostliny
obdrzel od skolitele a jeho spolupracovniki (Jan Prancl, Zden€k Kaplan). Béhem sbér,
kterych jsem se ucastnil, bylo sbirano pét dobife vyvinutych rostlin z populace (pokud byly
k dispozici). Sebrané rostliny byly okamzité€ lisovany. U kvetoucich rostlin byl alespori jeden
otevieny kvét fixovan malou papirovou obalkou. Z kazdé sebrané rostliny byla odebrana cast
lodyhy s nékolika listy pro prutokovou cytometrii a nékolik Cepeli plovoucich ¢i ponofenych
listd pro genetické analyzy. Odebrané listy byly ocistény od necistot a vodnich organismu.
Vzorky pro cytometrii byly uchovavany v zivém stavu v uzaviratelnych plastovych pytlicich,
pokud mozno v lednici. Vzorky pro genetické analyzy byly uloZzeny do malych obalek z
buniCiny a rychle suseny v silikagelu. Rostliny z populaci, jejichz sbéru jsem se nezucastnil,
byly vétsinou sbirany stejnym zptisobem. Pouze z né€kterych rostlin pochazejicich z nejstarsich

sbérti nebyl potizen vzorek pletiv pro genetické analyzy.

Pro stanoveni velikosti genomu vétSiny zpracovavanych rostlin byl uzita metoda prutokové
cytometrie. Vylisované rostliny, které mi poskytl Skolitel, byly jiz cytometrem zméfeny,
rostliny, jejichz sbéru jsem se zucastnil, byly zméfeny bez moji ptitomnosti. Nepodilel jsem se
tedy na cytometrickém meéteni zadnych rostlin, které jsem na morfometriku pouzil. Z tohoto
divodu velikost genomu a DNA ploidii rostlin uvadim v oddilu metodiky a nikoliv v oddilu
vysledkt. Metodu pritokové cytometrie jsem si ale vyzkousel v pfipad€ méfeni jinych vzorkd,
které v této praci neprezentuji. Ziskané informace o relativni velikosti genomu (poméry
intenzity fluorescence vzorku ku intenzité fluorescence standartu) byly pouzity k vypoctu

velikosti genomu a ke stanoveni DNA ploidni urovné rostlin podle Prancl et al., 2018.

Preparaty na cytometrickd méteni byly pfipraveny z Cerstvych rostlin. V Petriho misce bylo
v 0,4 ml pufru Otto I (0,1M kys. citronova, 5% Tween 20) vychlazeného v ledu pomoci ziletky
nasekano zhruba 0,25 cm? rostlinného materialu. Spole&né se vzorkem lakusniku bylo v misce
nasekano stejné mnozstvi standartu (Bellis perennis). Vznikla suspenze byla prefiltrovana ptes
filtr 42-um (tkanina Uhelon 130T). K filtratu bylo pfidano 0,8 ml pufru Otto II (0,4M
Na;HPO4.12H,0 a 2-merkaptoethanol (2 ul/ml)). Poté bylo v zavislosti na pouzitém cytometru

pfidano razné fluorescencni barvivo: propidium jodid (PI) (finalni koncentrace 50 pg/ml) ¢i
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4,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) s koncentraci 4 pg/ml. Pfed méfenim se kazdy roztok
nechal n¢kolik minut barvit. Vzorky barvené barvivem DAPI byly méfeny na cytometru
Sysmex CyFlow Space s 365 nm UV-LED (né€které starsi vzorky byly méfeny na pfistroji
Partec PAII s rtutovou vybojkou), vzorky barvené barvivem PI byly méfeny cytometry Partec
CyFlow SL nebo Sysmex CyFlow Space s 532 nm (zelenym) laserem o vykonu 100 mW.

2.2 Stanoveni DNA ploidie

V ptipadé vétSiny rostlin byla ploidie (resp. DNA ploidie) stanovena na zakladé relativni
velikosti genomu urcené metodou prutokové cytometrie podle publikovanych dat (Prancl et al.,
2018). Jedinci s pomérem ku standartu (Bellis perennis) v rozmezi 1,15-1,19 byli klasifikovani
jako diploidi, jedinci s pomérem ku standartu v rozmezi 1,96-2,06 byli klasifikovani jako
tetraploidi, jedinci s pomérem ku standartu v rozmezi 2,5-3,9 byli klasifikovani jako
hexaploidi. U nékterych starych sbérti (populace 1, 2, 3) nebyla pouzita pritokova cytometrie.
V pripade populace 1 byla DNA ploidie odhadnuta na zakladé sekvenci (vychazi stejné jako
ostatni zkoumani hexaploidni jedinci méfeni pomoci cytometrie). V piipadé€ populaci 2 a 3 byla
DNA ploidie odhadnuta na zakladé pribliznych 2C hodnot. Tyto 2C hodnoty byly odecteny
z pozice piku endospermu pfi analyze semen barvivem DAPI za piedpokladu, ze jde o sexualné
vzniklé semeno a podle primérného rozdiluméreni s propidium jodidem a DAPI. V ptipadé
nékterych populaci skandinavskych hexaploidi naméfené cytometrické hodnoty (tedy relativni
velikosti genomu, RGS) neodpovidaji hexaploidim, ale jsou vyssi nez tetraploidi (hodnotam
hexaploidl se blizi). Tito jedinci byli v analyzach klasifikovani jako hexaploidi. Byla snaha
zjistit jejich pocCet chromosomu (pocitani provadéla M. Lucanova), ale pro nekliCeni semen
(tedy nemoznost ziskat rostouci kofinky) se chromosomy spocitat nepodarilo. Mediteranni
hexaploidi maji RGS v rozmezi 3,6-3,8. Toto rozmezi neodpovidd hodnotdm znamym pro R.
peltatus (trojnasobku RGS diploidi), ale je velmi podobné hodnotam znamym pro hexaploidni
R. aquatilis (3,88) (Prancl et al., 2018). Ploidie mediterannich hexaploidu je tedy stanovena na
zaklad€ podobnosti RGS s hexaploidnim R. aquatilis.
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Obr. 2: Mapa sbéra (zkoumanych populaci), Cervené diploidi, zelené tetraploidi, modie
hexaploidi. Vytvoreno pomoci softwaru QGIS.
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Tab. 1: Cislo populace (ID), po&et morfometricky méfenych vzorkt (Nmorf), popis lokalit (BE — Belgie, CZ — Cesk4 republika, ES — Spanélsko, FI
- Finsko, FR — Francie, HR — Chorvatsko, HU — Mad’arsko, IT — Italie, NL — Nizozemsko, PT — Portugalsko, SE — évédsko), zemepisné soufadnice,
sbératelé (JH — Hanzlickova, JP —J. Pranc¢l, ML — M. Lu¢anové, PK — P. Koutecky, VD — V. Dolejsek, ZK — Z. Kaplan), nadmoiska vyska lokality
(N. v.) v metrech nad mofem (m n. m.), datum sbéru, poCet cytometrovanych jedinct z populace (Ngm), pruimérna relativni velikost genomu
v populaci vuci standartu (2C), rozpéti naméfenych RGS (minimum a maximum) a DNA ploidie (D. p.).

ID | Nuor | Lokalita Zemepisné | Gpyratel/e | N.v. | D2 N (20 Min-Max | D.p.
souradnice sbéru
FI, feka Jerisjoki 0.9 km proti proudu od 67°5720"N
1 2 usti do feky Muonio (Muonionjoki) ve oA 1 AT ZK 230 6.8.2013 0 SKEE WXk 6x
« . 23°40'30"E
m¢&sté Muonio
SE, m¢l¢iny feky Muonio (Muonionjoki) 68°2633"N
2 1 po proudu od mostu na S okraji mésta . ,33 o ZK 320 | 6.8.2013 1 3.004%* Kk 6x
22°28'S4"E
Karesuando
A SE, mél¢iny feky Muonio (Muonionjoki) na | 68°26'09"N, A A - -
° 2 ostrové 1 km JJV - V od mésta Karesuando 22°31'03"E ZK 320 6.8.2013 ! 2914 ) 6x
SE; feka Daldlven, proudici usek pod hrazi 60°26'09"N
4 4 a silniénim mostem asi 3.5 km SZ od obce oI AT JH, PK, JP 50 25.7.2017 4 2.978 2.97-2.99 6x
.. 17°2223"E
Soéderfors
IT; Fucecchio, Lago delle Docce, na JZ 43°47'53.2"N, n n n on %
5 5 brehu 10°45'45 8" JH,PK,ZK | 25 27.4.2018 5 3.724 3.664-3.838 6x
HR; Istrie, Sigan, rybnicek Lovrenc pobliz | 44°51'03.8"N, ML, PK, " " " on «
6 5 Grabrovidi 13°57'36.7"E 7K 65 10.5.2019 5 3.755 3.640-3.838 6x
s - , 45°15'20.9"N, ML, PK, A n s A «
7 1 HR; Istrie, Malisi, rybnik Korneda 13°45'43 0"E 7K 275 | 10.5.2019 5 3.676 3.663-3.691 6x
HU;  bahnita rozslapana deprese 9.4 km oA e
8 1 ZSZ od kostela Szent Kereszt 47 027 ,05 ,,N’ ZK, A,' 85 2018 3 3.601 3.579-3.617 6x*
, . 21°02"24"E | Mesterhazy
felmagasztalasa templom, Nadudvar
o | 1 | SE Stutt potok Littran, poblizmostuulice | 60°5752'N. |y pouyois | 260 | 2017 1 3015 | 3.015-3.015 | 6x
Hogbovigen 13°5326"E

16




ID | Npor | Lokalita Zemepisné | qparatel/e |N.v. | DM N 12 Min-Max | D.p
souradnice sbéru
ES; El Puente del Arzobispo, rybnik na 39°47'56"N
10 3 levém brehu feky Tajo, cca 50 m po proudu o1t~ | JP, PK,ZK | 320 1.5.2016 3 1.158 1.150-1.170 2x
od mostu 05°10'12"W
ES; Alia, feka Guadalupejo a blizka jezirka, 39°20'31"N
11 3 cca 12.8 km JJV od kostela Iglesia de Santa > o ,3 | JP, PK, ZK | 381 2.5.2016 4 1.174 1.150-1.180 2x
Catalina 05°09'52"W
ES; Herrera del Duque, potok Pelochejo, 39°10'40"N
12 3 cca 1.2 km S od kostela Convento de la 05002'46"\?&; JP,PK,ZK | 418 2.5.2016 3 1.167 1.153-1.178 2x
Concepcion
ES; Aliseda, jezirko cca 2.3 km JJZ od 39°24'11"N
13 2 kostela Iglesia Parroquial de Ntra. Sra. de la 66042'16"\7&; JP, PK, ZK | 409 3.5.2016 6 1.169 1.149-1.182 2x
Asuncion
ES; Jaraicejo, feka Almonte cca2.3 km J 39°38'47"N, " "
14 1 od kostela Telesia de la Asuncion 05°49'05"W JP,PK, ZK | 351 3.5.2016 6 1.150 1.120-1.160 2x
PT; Aljezur, potok Ribeira das Alfambras, 37°17'56"N JP, PK,
15 4 poblif silnice EN 120, cca 2.0 km SSZ od oA xS ZK, U. 15 6.5.2016 5 1.191 1.150-1.190 2x
08°47'59"W
hradu Schwarzer
A ES; Adamuz, potok Guadalmellato pod 38°02'24"N, A
16 3 pichradou Embalse del Guadalmellato 04°40"27"W JP,PK, ZK | 157 | 7.5.2016 3 1.175 1.170-1.180 2x
ES; Montizén, Venta de los Santos, jezirko 38°22'41"N
17 3 Laguna de los Perales, cca 6.2 km SV od 6,,002,59,,“; JP,PK, ZK | 757 7.5.2016 4 1.169 1.160-1.190 2x
kostela v Montizén °
n NL; ostrov Texel, Den Hoorn, jezirko mezi | 53°01'35.1"N,
23 4 dunami, cca 2.1 km Z od hibitovni kaple 4°43'12.3"E IP, PK, ZK > 6.6.2019 > 2.014 2.004-2.025 ix
NL; Dwingeloo, prikop podél ulice 59°47'56 9"N
24 4 Achterste Weide (Dwingelerweg), cca 4.5 6020'00.5"E > | JP, PK, ZK 3 5.6.2019 5 1.995 1.991-2.004 4x
km JJZ od kostela Sint-Nicolaaskerk '
NL; Staphorst, kanal podél ulice 52°40'15.8"N
25 4 Maatslootweg, cca 2.3 km J od 6°12'04 .8"E > | JP, PK, ZK -2 5.6.2019 5 2.028 1.971-2.063 4x
zelezni¢niho nadrazi Meppel )
NL; Nuenen, Ijsbaan, mé¢lka nadrzka, cca | 51°29'03.7"N, n n
26 4 1.4km S od kostela De Regenboog 593252 0"E JP,PK, ZK | 14 4.6.2019 5 2.053 2.028-2.073 4x
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ID | Noor | Lokalita Zemepisné | gy telfe | Ny, |D3UM N [ 2c Min-Max | D.p
souradnice sbéru
FR; Compains, jezero Lac du Bourdouze, S | 45°28'17.0"N,
27 4 bich. asi 3.1 km S od mésta 20553 0"E PK 1170 | 9.6.2016 3 2.008 1.994-2.021 4x
ES; Caiaveral, jezirko pobliz silnice N-630, 39°47'48"N
28 3 cca 1.6 km SV-VSV od kostela Iglesia de o, | JP, PK,ZK | 386 3.5.2016 3 1.153 1.152-1.155 2x
. 06°22'42"W
Santa Marina
HR; Istrie, Premantura, jezirko cca 860 m J | 44°47'37.8"N, ML, PK, «
29 3 od kostela Sv. Lovre 13°54'44 4" 7K 10 10.5.0219 11 3.674 3.630-3.717 | 6x
BE, Dessel, potok Desselse Neet, cca 2.4 51°14'52.6"N,
30 3 Im VSV od kostela Sint-Niklaaskerk 504153 O'F JP,PK,ZK | 18 8.6.2019 5 2.044 2.033-2.057 4x
SE; Dalby, jezirko v kravské pastvin¢ JV | 55°37'58.0"N,
31 3 od obce. 540 m S od zimku Bjomstorp 1322429 6"E VD, PK 40 | 20.7.2022 3 1.985 1.961-2.009 4x
SE, Bjorlanda, rybnicky Kalsereds dammar, | 57°44'34.4"N, B
32 4 cca 3.3 km JV od kostela Bjorlanda kyrka 11°52'3.1"E VD, PK 40 1 21.7.2022 > 1.996 1.981-2.020 4x
SE; Lundby, potok Madbécken cca 200 V| 57°43'55.3"N,
33 3 od osady Heden 11°44'52 0"E VD, PK 20 | 21.7.2022 3 1.987 1.975-2.002 4x
SE; Hede, zatoka prehrady Halfvardammen 62°25'35 6"N
34 4 na fece Ljusan, cca 3.6 km Z od obce (Hede oA AT VD, PK 440 | 25.7.2022 6 2.882 2.865-2.893 6x*
. 13°26'40.4"E
hembygdsgard)
SE; Skeen, S bich prehrady na fece 56°45'42 7"N, «
35 4 Bolman. SZ od obce 13°40'13 4"E VD, PK 140 | 28.7.2022 5 2.545 2.505-2.587 | 6x
CZ; Nepomuk, maly rybnik u silnice na 49°29'49"N,
36 ! Plzen, cca 1.2 km Z od zamku Zelena Hora 13°33'53"E PK 433 2.6.2013 3 2.013 1.994-2.028 ix
CZ; Jilesovice, mala tun, cca 700 m SZ od 49°54'00"N, 5
37 5 Kaple sv. Jana Nepomuckého 18°08'00"E PK 225 | 10.6.2013 5 2.020 1.996-2.037 4x
CZ; Popice u Jihlavy, rybnik Homni 49°21'28"N,
38 3 Okrouhlik. Z bich 15°33'12"E PK 565 | 30.5.2010 5 1.963 1.943-1.976 4x
39 | 5 CZ: Nova Pec, v.n. Lipno, cca 1.2 kmod | 48°48'04"N, PK 725 | 2.72015 | 3 2.038 | 2.025-2.062 | 4x
infocentra v obci 13°56'50"E
CZ; Prachatice, maly rybnik na Fefrovském 48°59'38"N
40 4 potoce, cca 1.1 km J od Kaple Panny Marie 0N AN PK 665 | 12.7.2012 5 2.001 1.986-2.011 4x
P 13°59'22"E
Loretanské
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ID | Nuor | Lokalita Zempisné | g pelfe | Ny, | DAUM N L ac Min-Max | D.p
souradnice sbéru
41 3 CZ; Zablati, rybnlka.olm Kozlovna, Vbieh | 49 O08 '34 "N, K 1 405 962017 2 1,977 1.968-1.986 Ax
pfi silnici 14°1727"E Sumberova
2 1 (Z; Jaroméf, rybnik Maly Hodonicky, 5| 48°4Z17'N. - K.~ 55 1 g 62017 | 2 1968 | 1.961-1.974 | 4x
brch 14°33'21"E Sumberova
n n CZ; Vitkov, soustava rybniku B¢lidla, cca 49°46'34"N,
43 3 580 m V od rozvodny 17°46'18"E PK 475 9.6.2015 5 1.994 1.972-2.010 4x
A ES; Trujillo, periodicka jezirka v travnaté | 39°3021.0"N, A
44 3 planiné asi 5.5 km SSZ od mésta 595342 0"W PK 460 | 6.5.2015 3 1.171 1.168-1.174 2x
n SE, Bjornlunda: zatoka na V bichu jezera | 59°02'25.5"N, n ”
45 3 Lockvattnet, asi 3.8 km JZ od obce 17°07'00 2"E JH,PK, JP | 40 2017 3 2.979 | 2.968-3.000 6x
ES, Torrejon, Arroyo de la Vid, asi 3,5 km 39°48'11 7"N
46 3 S od kostela Iglesia parroquial de San > ot omnr | JP,PK, ZK | 240 3.5.2016 5 1.163 1.155-1.181 2x
) . 6°1'31.6"W
Miguel Arcangel
Poznamky:

(*) DNA ploidie neodpovida presné nameéfenym RGS. DNA plodie je zde odhadnuta kromé RGS podle podobnosti s jinym méfenymi rostlinami
z regionu, které svou DNA ploidii RGS odpovidaly dobfe, ¢i podle podobnosti s R. aquatilis (Prancl et al., 2018).

(**) DNA ploidie odhadnuta na zakladé pribliznych 2C hodnot. Tyto 2C hodnoty byly odecteny z pozice piku endospermu pfi analyze semen

barvivem DAPI za predpokladu, ze jde o sexualn€ vzniklé semeno, a podle primérmého rozdiluméteni s propidium jodidem a DAPIL.

(***) DNA ploidie odhadnuta na zakladé sekvenci (vychazi stejné jako ostatni zkoumani hexaploidni jedinci méfeni pomoci cytometrie).
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2.3 Sekvenovani

2.3.1 Material

Cast rostlin byla osekvenovana jiz pred zahajenim mé diplomové prace. Osobné jsem
zpracovaval nékteré rostliny z populaci 31-35 (celkem 10 rostlin z vypravy do Skandinavie

2022) a rostliny z populaci 36-43 (pouzité jiz v mé bakalarskeé praci).

DNA byla izolovana ze vzorku pletiv uchovanych v silikagelu. V pfipadé né€kolika jedinca
pochazejicich ze starSich sbéri byla izolovana piimo z herbarové polozky z nepoSkozené a

nezhnédlé casti rostliny.

Z kazdé populace byli obvykle sekvenovani tfi jedinci, pouze z nékterych populaci byl
z technickych ¢i jinych divoda sekvenovan jen jeden ¢i dva jedinci. Kromé nékterych rostlin
zpopulaci 10, 13, 14, 22, 28 byly vSechny sekvenované rostliny zaroveil méfené na

morfometrické analyzy.

2.3.2 Izolace DNA

DNA byla ze vzorku pletiva izolovana CTAB metodou (Doyle et Doyle, 1987). Do 1,5 ml
mikrozkumavky bylo vloZzeno asi 0,5 cm? rostlinného materidlu (suSeného listu) spolu se
dvéma ocelovymi kulickami o priméru asi 3 mm. Nasledné¢ byl rostlinny material
v uzavienych mikrozkumavkach rozdrcen v mlynku Retsch 400MM (plny vykon (30 Hz) po
dobu zhruba jedné az dvou minut). Poté bylo ke kazdému rozdrcenému listu v digestofi pfidano
700 pl roztoku CTAB (obsahuje 2% (w/v) CTAB, 0,1M Tris, 0,02M Na;-EDTA, 1,4M NaCl,
2% (w/v) PVP-40) a 10 ul 2-merkaptoethanolu. Mikrozkumavky byly kratce protiepany a
ponechany inkubovat v tfepacce 30 minut pii teploté 50 °C. Nasledné byly vzorky kratce
centrifugovany na stolni centrifuze a napipetovany do novych 1,5 ml mikrozkumavek.
V digestofi bylo ke kazdému vzorku pfidano 500 pl roztoku chloroformu s isoamylalkoholem
v poméru 24:1. Mikrozkumavky byly kratce ru¢né promichany a ponechany pét minut v klidu.
Poté byly vzorky centrifugovany na centrifuze po dobu 10 minut pfi 13000 rpm. Nésledné& byla
v digestofi ze vzorku horni vodna faze s obsahem DNA prepipetovana do novych 1,5 ml
mikrozkumavek. K vodné fazi bylo v digestofi pfidano 500 ul vychlazeného isopropanolu
z mrazaku (-20 °C), v§e bylo kratce ru¢né promichano a zkumavky byly ponechany inkubovat
30 minut v mrazaku pii (-20 °C). Po inkubaci byly vzorky centrifugovany po dobu péti minut
pfi 13000 rpm. Centrifugaci se izolovana DNA usadila na dn€ mikrozkumavky v podobé bilého

peletu. V digestofi byl nasledné odpipetovan supernatant a k peletu DNA bylo poté pfidano
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400 pl vychlazeného 96% ethanolu (-20 °C). Odpipetovany supernatant byl opét prelit do
ptislusné lahve na nebezpecny odpad. Zkumavky byly ru¢n€ promichany a nechany inkubovat
15 minut vtermobloku pii 37 °C. Po skonCeni inkubace byl v digestofi supernatant
odpipetovan a k peletu bylo pfidano 200 ul v vychlazeného 70% etanolu (-20 °C). Zkumavky
byly rucné promichany a nechany inkubovat pét minut pii pokojové teploté. Po skonceni
inkubace byly vzorky centrifugovany po dobu péti minut pfi 13000 rpm. Poté byl supernatant
odpipetovan a mikrozkumavky byly nechany oteviené pii pokojové teploté po dobu 15-20
minut. Po skonceni této doby bylo zkontrolovano, ze na dn¢€ zkumavek zbyva jizjen pelet DNA
a zadny neodpareny etanol. Na zavér bylo ke kazdému peletu DNA do mikrozkumavky pfidano
50 ul cisté vody, vzorky byly ponechany pre noc v lednici, aby se pelet DNA rozpustil, a

nasledné byly ulozeny v mrazédku k dlouhodobému skladovani.

2.3.3 PCR

Amplifikovany byly tfi useky DNA. Dva tuseky chloroplastové DNA (3'rps16-5'trnK a rpl32—
trnLU4%) a usek ITS jaderné dna. Usek ITS byl amplifikovan pomoci primerd ITS-F (King et
al., 2001) a ITS4 (White et al., 1990). Chloroplastovy usek 3'rps/6-5'trnK byl amplifikovan
pomoci primert 7ps16x2-a a rnKx1-a (Shaw et al. 2007). Chloroplastovy tsek a rpl32—
trnLUAG

amplifikovan za pomoci vnitfnich primert (rp/32-trnL-i1: 5'-GRT ATG GGG TTT TTC TTT
TCC-3" a rpl32-trnL-12 5'-TGA ATA GTA TAC TTA CSA AAC CAA TTA- 3') ve dvou

je problematicky kvuali nizké vytéznosti a tvorbé primerovych dimerd. Proto byl

separatnich reakcich s primerovymi kombinacemi #nLYAC + rpl32-trnl-il a rpl32-

trnl-12 + rpl32-F (Shaw et al. 2007; Koutecky et al., 2022).

Na jednu PCR reakci byl pouzit roztok 5 pl komeréné dodavaného PP Master Mixu (Top-Bio,
Ceska republika), 0,6 pl forward a reverse primeru v koncentraci 5 M, 3,4 ul PCR vody a 0,5
ul DNA izolatu. Vysledny objem jedné PCR reakce €inil 10 pul. PCR smés bez DNA byla vzdy
ptipravena do jedné zkumavky pro potiebny pocet jednotlivych reakci a kontrolu a az poté
rozpipetovana po 9,5 ul do zkumavek stripu. K rozpipetovanému roztoku PCR reakce bylo
ptidano po 0,5 ul izolatu DNA, vSe bylo ru¢né promichano a kratce centrifugovano na stolni
centrifuze. PCR reakce probihaly v cycleru pfi nastaveni: pocatecni denaturace 94 °C po dobu
péti minut, poté 35 cykld po 30 sekundach pii 94 °C, nasledné 30 sekund pfii 53 °C, jedna

minuta pii 72 °C a finalni elongace po dobu 10 minut pii 72 °C.
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2.3.4 Gelova elektroforéza

Uspé&snost PCR byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy. Objem 1,5 ul PCR produktu byl
smichan na mikrotitracni desticce s 0,5 pl nanaseciho pufru obsahujiciho fluorescenéni barvivo
GelRed. Roztok byl poté nanesen na 1,5% agarosovy gel v pufru TBE. Do vybranych jamek
agarosového gelu byl nanesen ladder (100bp). Elektroforéza probihala pfi napéti 120 V po
dobu zhruba 25 minut. Nasledné byl agarosovy gel vyhodnocen v komote pod UV svétlem.
Jako zdafilé byly vyhodnoceny PCR produkty s jednim vyraznym prouzkem.

2.3.5 Priprava vzorku k sekvenovani

Ke 2,8 mikrolitru PCR produktu bylo pfidano 0,8 pl smési Exo-AP (smés komercné
dodavananych enzymu). Vzorky byly ru¢né promichany a inkubovany v cycleru 15 minut pii
37 °C a 15 minut pii 85 °C. Precistény produkt byl napipetovan do novych mikrozkumavek
spolu s Sul SuM patfi¢ného primeru a 1,4 ul vody. Jelikoz usek ITS vykazuje polymorfismus
(pritomnost n€kolika raznych kopii) v ramci jednoho jedince, byl, alespon v piipadé nékterych
jedinca, ¢ten z obou stran (tedy sekvenovan od obou konct). Chloroplastovy usek rp/32—
trnLY46 byl sekvenovan od vnitinich primerd, opét tedy ve dvou bézich. Usek 3'rps16-5'1nK

a rpl32—trnLUAC

je bezproblémovy, sekvenovan byl od jednoho z konci. Kodem oznacené
zkumavky byly poté odeslany k sekvenovani do firmy GATC Biotech (dnes soucast Eurofins

Genomics).

2.4 Morfometrika

Meétrené morfometrické znaky byly vybrany na zakladé urCovaci literatury (Hejny et Slavik,
1997; Englmaier, 2016; Prancl et al., 2018; Kaplan et al., 2019) podle zkuSenosti Skolitele a
jeho spolupracovniki (Jan Pranc¢l, Zden¢k Kaplan) z pfedchoziho vyzkumu. Celkem bylo
méfeno 21 morfologickych znak(l shrnutych v tabulce 2 na 129 rostlinach (viz tabulka 1).
Z toho bylo 35 diploida, 58 tetraploidu, 15 skandinavskych hexaploidi a 21 mediterannich
hexaploidu. Dale byly v analyzach zahrnuté i pomémé znaky spoctené ze znaki namétenych
(téz uvedeny v tabulce 2). Slo o znaky DSKP (DKP/SKP), PLSI (PL/SI), DZPL((PL-DZ)/PL)
a DPLDI (DPL/DI). Znaky DI, PL a DR, DPL a RPL byly méfeny na jedné lodyze hned nad
sebou. Pod to nebylo mozné, byly méfeny na riznych ¢astech polozky (mensi podil méfenych
rostlin). Znak CHL (chlupatost nazky) byl urovan ve tfech kategoriich: 0 (Iysé nazky), 1 (fidce
chlupaté nazky), 2 (husté chlupaté nazky). Pro ti€ely morfometrickych analyz byl znak CHL
(chlupatost nazky) kédovan néasledovné: pokud vSechny nazky byly chlupaté v kategorii 1 ¢i
2, rostliné byla pfidélena hodnota 1, pokud byly vSechny nazky lysé, rostliné byla ptidélena
hodnota O, pokud méla rostlina nazky chlupaté i lysé, byla ji pfidélena hodnota podle
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prevazujicich nazek. Znak byl takto upraven, aby spliioval binarni rozdéleni. Timto zptisobem
koédovani je znak prezentovan ve vysledcich. Znaky DCH a HCH byly urovany pomoci
relativni stupnice vytvorené autorem s uzitim Pizarro, 1995 (viz obr. 3 a 4). Jelikoz nakonec
nebyly do finalnich morfometrickych analyz zahrnuty (viz vysledky), nebude zde popis jejich

kodovani pro ucely analyz uveden. V sekci vysledky jsou znaky prezentovany kédovanim

popsanym v tabulce znaku (tab. 2).

Obr. 3: Stupnice znaku DCH (dé€lka chlupl kveétniho luzka) vytvofena podle Pizzaro, 1995.
Zadné (0), kratké (1), stfedni (2), dlouhé (3).
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Obr. 4: Stupnice znaku HCH (hustota chlupti kvétniho ltizka) vytvorena podle Pizzaro, 1995.

Zadna (0), nizka (1), stiedni (2), vysoka (3).

Pfimo na herbafové polozce byly pomoci pravitka (30 cm) a krej¢ovského metru (v piipade
ohnutych struktur) méfeny znaky DI, DPS, DPL, DTU, PL a DR s pfesnosti 1 mm. Dale byly
pfimo na polozce pomoci binokularni lupy zji§tovany znaky DCH a HCH. Pomoci binokuléarni
lupy (s pfesnosti 0,05 mm) s méfitkovym okuladrem byly méfeny znaky DKP, SKP, NJS a DN.
Znaky listové ¢epele plovouciho listu SI, TE, DZ a UH byly méfeny na oskenovanych listovych
cepelich pomoci programu QuickPHOTO s presnosti 0,1 mm. Pokud se bazalni laloky Cepele

plovouciho listu prekryvaly, byl znak UH (tGhel bazalnich lalokll) zaznamenan se zapornym

znaménkem.

Morfometrickd mefeni populaci 36—43 byla pouzita jiz v moji bakalatské diplomoveé praci a do

prace magisterské byla doplnéna jen o diive neméfené znaky (DPL, RPL, DCH, HCH).

Tab. 2: Méfené morfologické znaky.

Znacka
znaku

Popis

Poznamka

DI

Délka internodia (cm)

Meéfena nad nejvyse
polozenym dobfe vyvinutym

ponofenym listem
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Megfeny ti1 pokud mozno na

DPS Délka plodni stopky (cm) jedné lodyze nad sebou
Al X T Megéften nejvyse polozeny
DPL Délka Cepele ponoteného listu dobie vyvinutym ponofeny
(cm) list
Délka rapiku ponoteného listu Merven nejvyse polozenvy ,
RPL dobfe vyvinutym ponofeny
(cm) list
Délka terminalniho ukrojku Merven nejvyse polozenvy ,
DTU v dobfe vyvinutym ponofeny
(cm) ponoteného listu list
Meéfeno na trech souplodich
PZN Pocet zralych nazek pokud mozno na jedné
lodyze nad sebou
a1 1 Megéfen nejnize polozeny
PL Délka Cepele plovouciho listu dobfe vyvinuty plovouc list
(cm) na lod
yze
o ot o1 Megéfen nejnize polozeny
DR Délka rapiku plovouciho listu dobie vyvinuty plovouc list
(cm) na lod
yze
DKP Délka korunniho platku (cm) viz obr. 5
SKP M?x1maln1 Sitka korunniho viz obr. 5
platku (cm)
Misto maximalni Sitky .
NJS korunniho platku (cm) viz obr. 5
Urcovan ve tiech
kategoriich: H (hruskovité
N Tvar nektaria nektarium), K (kulaté
nektarium), P (pulmésicité
nektarium).
Meéfen trikrat, na nazce
zhruba na bazi, uprostied a
DN Délka nazky (mm) na vrcholu souplodi, na
nazkach vyjmutych ze
souplodi pomoci pinzety
Megfeny ti1 nazky, méfen na
stejnych nazkach jako DN,
. urcovan ve tfech kategoriich:
CHL Chlupatost nazky 0 (lysé nazky). 1 (Hdce
chlupaté nazky), 2 (husté
chlupaté nazky)
Urcovano na kvétnim lazku
zbaveném mechanicky
DCH Délka chlupti kvétniho lizka | (POmOCt pinzety) nazek,
stanovovano ve Ctyfech
kategoriich: zadné (0), kratké
(1), stiedni (2), dlouhé (3)
HCH Hustota chlupt kvétniho luzka UrCovano na kvétnim lizku

zbaveném mechanicky
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(pomoci pinzety) nazek,
stanovovany ve Ctyfech
kategoriich: zadna (0), nizka
(1), sttedni (2), vysoka (3)
SI Sitka Cepele plovouciho listu viz obr. 5
(cm)
Sitka baze terminalniho .
TE ukrojku plovouciho listu (cm) viz obr. 3
DZ I)Vglka oq t;az,e ce?pelg k zatfezu viz obr. 5
pfi termindlnim ukrojku (cm)
UH Uhel baze listu viz obr. 5
PO Pocet zubu plovouciho listu
DSKP quer délky a §irky korunniho DKP/SKP
platku
PLSI Pomér delky a Sirky PL/SI
plovouciho listu
DZPL E;&Ubka ¢lenéni plovouciho (PL-DZ)/PL
DPLDI Porper dplky por}oreneho listu DPL/DI
a délky internodia

Obr. 5: Morfologické znaky na korunnim platku a na listové ¢epeli plovouciho listu.

2.5 Analyza dat

2.5.1 Sekvenacni data
Sekvenacni data jsem zpracovaval i v pfipadé velké Casti populaci, jejichz sbéru jsem se

nezucastnil. Hruba sekvencni data byla nejprve prohlédnuta v programu FinchTV, kde byla

provedena ru¢ni editace sekvenci.

Useky chloroplastové DNA (3'rps16-5'trnK a rpl32—trnLVA%) byly po ruéni editaci

v programu Finch TV zpracovany v programu BioEdit. Dvé dil¢i sekvence chloroplastového
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tseku rpl32-trnL.YAC byly spojeny do jednoho celku pomoci piekryvu &asti sekvence.
Nasledné byl proveden alignment sekvenci, nekompletné osekvenované zaCatky a konce
sekvenci byly z dalsi analyzy vylouceny. Dale byly sekvence slouceny (konkatenovany) a
zpracovavany pomoci programu FaBox. V tomto programu byly nalezeny vSechny unikatni
chloroplastové sekvence (nastroj ,DNA to haplotype collapser and converter pro vybér
unikatnich variant), které byly nasledné zpracovany v programu PopART (Leigh et Bryant,
2015). V tomto programu byla z unikatnich chloroplastovych usekt vyhotovena sit’ typu TCS
(Clement et al., 2002). Jednotlivé mutace vCetné tzv. gapu (,,mezer”) byly kodovany jako
substituce, aby byly v analyzach pocitany jako jeden mutacni krok. Sekvenacni data byla pro
porovnani analyzovana spolecné se vzorovymi sekvencemi stfedoevropskych druhti lakusniku,
které pochazeji z predchoziho vyzkumu (Koutecky et. al, 2022) a byly mi poskytnuty
Skolitelem. Déle byly do analyzy zahrnuty vzorové sekvence R. schmalhausenii (Koutecky et
al., nepubl.), jelikoz tento druh roste v kontaktu se skandinavskymi populacemi a muze je

potencialné ovliviiovat.

Vétsina ziskanych sekvenci ITS obsahuje polymortni pozice, které byly kodovany jako
degenerované baze podle IUPAC kodovani v programu FinchTV. Sekvence byly alespoi u
nékterych rostlin z populace ¢teny z obou stran a do analyzy byly zahrnuty jen polymorfismy
spolecné pro obé Cteni. Po rucni editaci byly ITS useky zpracovany v programu BioEdit
(alignment) a v programu FaBox (néstroj DNA to haplotype collapser and converter pro vybér
unikatnich variant). Jednotlivé unikatni ITS sekvence byly poté zpracovany v programu
SplitsTree 4.15 (Huson et Bryant, 2006), kde byla vyhotovena fylogenetickd sit metodou
Neighbor Network (pouzita ,,Uncorrected P distance” a mista s polymorfismy byla kodovana
jako Average states). Data byla opét pro porovnani analyzovéana spoleéné se vzorovymi
sekvencemi stfedoevropskych druhti lakusnikd (Koutecky et. al, 2022) a vzorovymi

sekvencemi R. schmalhausenii (Koutecky et al., nepubl.).

2.5.2 Morfometricka data

Morfometricka data byla vyhodnocovana dvakrat ve dvou raznych datovych souborech. Prvni
byly vyhodnoceny vSechny meétené znaky. Poté byly vyhodnoceny vSechny znaky kromeé
znakd na nazkach (DN, TN, CHL), které u casti jedinct chybély. Vylouceni téchto znaka
umoznilo analyzovat vétSi pocet jedinci. Po predbéznych analyzach byly zobou analyz

vytazeny 1 znaky DCH a HCH.
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Data byla analyzovana pomoci programu R v prostfedi RStudio (R Core Team, 2022) pomoci
souboru piikazii MorphoTools (Koutecky, 2015). Nejprve byl pro kazdy znak vytvoren
histogram, na zakladé kterého se ovéfilo, zda se distribuce dat blizi normalni distribuci.
V piipadé pozitivné Sikmého rozdéleni byla data logaritmovana pfirozenym logaritmem. Byly

logaritmovany tyto znaky: DI, DPL, RPL, PZN, DR, DPLDI.

Nezavislost jednotlivych morfologickych znakti byla ovéfena pomoci Spearmanovy korelacni
matice. Silné korelované znaky (korelace vetsi nez |0,9|) byly vyfazeny (viz vysledky, tab. 6).
Takto korelované byly dvojice znakit DKP a NJS, PL a SI. Vytazené znaky byly NJS a SI.

Morfometricka data byla vyhodnocena pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA), linearni
diskriminaéni analyzy a klasifika¢ni diskriminacni analyzy. Pro ucely analyz bylo potfeba
jedince rozdélit do predem definovanych skupin. Jedinci byly rozdéleni na zakladé DNA
ploidie a zemépisného puvodu takto: diploidi (2xSP), tetraploidi (4x), hexaplodi mediteranni
(6xM), hexaploidi skandinavsti (6xSP). Standardizace dat pro analyzu hlavnich komponent

byla softwarem provedena automaticky.
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3 Vysledky

3.1 Morfometrické analyzy

3.1.1. Popisné statistiky

V tabulce 3 jsou uvedeny zakladni popisné statistiky méfenych znakd jednotlivych skupin R.
peltatus (diploidi, tetraploidi, skandinavsti hexaploidi a mediteranni hexaplodi). Tabulka
neobsahuje znaky kategorialni (TN, CHL, DCH, HCH), které jsou shrnuty v tabulce 4 a 5.
V tabulce 5 neni uveden znak TN (tvar nektaria), jelikoz vSechny meéfené rostliny mély
nektarium hruskovité.

Tab. 3: Zakladni popisné statistiky méfenych znakd R. peltatus. Oznaceni znaku se shoduje se
znafenim v metodice (tab. 2). Taxon: 2xSP — diploidi, 4x — tetraploidi, 6xM — mediteranni
hexaplodi, 6xS — skandinavsti hexaploidi. N — pocet méfenych jedinci, SD — smérodatna
odchylka, Min — minimalni naméfena hodnota znaku, Max — maximalni naméfena hodnota
znaku. Zaporné hodnoty znaku UH (uhel bazalnich ukrojkii Cepele plovouciho listu) znaci

prekryv lalokt. Rozméry jsou uvedeny v centimetrech a zaokrouhleny na dvé desetinna mista.
Uhel baze ¢epele (UH) je uveden ve stupnich. Znak DN (délka nazky) je udavan v milimetrech.

Znak Taxon |N Pramér | SD Min Median | Max
DI 2xSP 35 4.19 3.12 1.00 3.20 17.50
DI Ix 58 3.92 2.29 0.80 3.40 10.80
DI 6xM 15 2.81 1.44 1.30 2.30 6.40
DI 6xS 21 4.03 2.03 0.70 3.50 8.90
DPS 2xSP 35 5.39 1.04 2.90 5.43 7.67
DPS 4x 51 534 1.32 2.97 5.33 9.33
DPS 6xM 15 5.18 1.40 3.07 5.03 7.90
DPS 6xS 21 6.88 2.27 2.50 7.57 10.2
DPL 2xSP 32 2.99 1.52 0.70 2.55 7.80
DPL Ix 58 2.26 0.73 1.00 2.30 3.90
DPL 6xM 13 2.72 1.06 1.50 2.60 5.50
DPL 6xS 19 3.07 1.79 1.40 2.20 7.80
RPL 2xSP 32 0.59 0.96 0.10 0.35 5.20
RPL Ix 58 0.88 0.59 0.30 0.60 2.90
RPL 6xM 13 0.51 0.24 0.30 0.50 1.20
RPL 6xS 19 2.67 2.25 0.70 2.20 9.30
DTU 2xSP 32 0.75 0.37 0.30 0.65 1.70
DTU 4x 58 0.70 0.29 0.20 0.70 1.60
DTU 6xM 13 0.82 0.47 0.30 0.70 2.10
DTU 6xS 19 0.40 0.20 0.10 0.40 0.70
PZN 2xSP 35 19.38 15.77 0.00 17.33 64.00
PZN 4x 50 12.17 12.44 0.00 7.67 43 .67
PZN 6xM 15 2631 11.99 6.33 23.33 48.00
PZN 6xS 21 5.89 6.67 0.00 4.33 21.67
PL 2xSP 35 1.09 0.31 0.60 1.10 1.80
PL Ix 57 0.98 0.22 0.60 0.90 1.60
PL 6xM 15 1.05 0.18 0.80 1.00 1.40
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Znak Taxon |N Pramér | SD Min Median | Max
PL 6xS 21 0.79 0.22 0.40 0.80 1.10
DR 2xSP 35 492 3.30 1.60 4.30 17.10
DR Ix 57 4.90 1.77 1.60 5.20 8.90
DR 6xM 15 5.65 1.78 2.80 5.30 8.30
DR 6xS 21 5.71 2.81 1.60 5.70 11.50
DKP 2xSP 35 1.04 0.28 0.55 1.03 1.72
DKP Ix 56 0.99 0.14 0.54 1.01 1.26
DKP 6xM 14 0.73 0.09 0.61 0.73 0.90
DKP 6xS 21 0.99 0.24 0.58 1.00 1.32
SKP 2xSP 35 0.76 0.22 0.37 0.77 1.17
SKP 4x 56 0.74 0.14 0.33 0.72 1.10
SKP 6xM 14 0.58 0.11 0.41 0.56 0.77
SKP 6xS 21 0.69 0.22 0.35 0.74 1.07
NJS 2xSP 35 0.73 0.19 0.40 0.70 1.20
NJS 4x 56 0.71 0.11 0.40 0.70 0.90
NJS 6xM 14 0.52 0.06 0.45 0.50 0.65
NJS 6xS 21 0.72 0.18 0.40 0.75 1.00
DN 2xSP 26 1.50 0.02 1.20 1.40 2.00
DN 4x 45 1.70 0.02 1.30 1.70 2.00
DN 6xM 15 1.90 0.03 1.00 1.80 2.40
DN 6xS 12 1.80 0.01 1.60 1.90 2.00
SI 2xSP 35 2.44 0.66 1.41 2.30 4.13
SI 4x 57 2.17 0.45 1.31 2.14 3.58
SI 6xM 15 2.09 0.31 1.57 2.06 2.64
SI 6xS 21 1.79 0.51 1.03 1.71 2.62
TE 2xSP 35 0.60 0.21 0.20 0.61 1.09
TE Ix 57 0.51 0.14 0.27 0.49 0.95
TE 6xM 15 0.54 0.12 0.35 0.51 0.80
TE 6xS 21 0.37 0.11 0.18 0.38 0.55
D7 2xSP 35 0.60 0.22 0.17 0.61 1.09
D7 Ix 57 0.53 0.17 0.22 0.48 0.94
D7 6xM 15 0.47 0.12 0.30 0.45 0.70
D7 6xS 21 0.39 0.13 0.18 04 0.63
PO 2xSP 35 9.83 2.75 5.00 10.00 16.00
PO 4x 57 10.04 3.26 5.00 11.00 18.00
PO 6xM 15 12.73 2.05 11.00 12.00 17.00
PO 6xS 21 12.05 2.67 9.00 11.00 18.00
UH 2xSP 35 74.77 46.77 -13.5 71.30 169.10
UH 4x 57 98.57 36.15 -2.40 99.00 178.00
UH 6xM 15 46.21 43 .68 2477 50.00 110.10
UH 6xS 21 103.08 28.14 63.7 94.6 154.80
DSKP [ 2xSP 35 1.40 0.24 1.07 1.39 2.19
DSKP | 4x 56 1.36 0.16 0.99 1.33 1.78
DSKP | 6xM 14 1.29 0.16 1.09 1.28 1.68
DSKP | 6xS 21 1.48 0.26 1.19 1.43 2.04
PLSI 2xSP 35 0.45 0.05 0.33 0.46 0.53
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Znak Taxon |N Pramér | SD Min Median | Max
PLSI 4x 57 0.45 0.04 0.37 0.45 0.56
PLSI 6xM 15 0.51 0.11 0.43 0.47 0.89
PLSI 6xS 21 0.44 0.04 0.39 0.44 0.53
DZPL | 2xSP 35 0.45 0.13 0.06 0.46 0.76
DZPL | 4x 57 0.47 0.09 0.27 0.47 0.69
DZPL | 6xM 15 0.54 0.13 0.36 0.52 0.75
DZPL | 6xS 21 0.50 0.08 0.36 0.50 0.70
DPLDI | 2xSP 32 0.97 0.65 0.18 0.83 3.83
DPLDI | 4x 58 0.73 0.40 0.21 0.63 1.77
DPLDI | 6xM 13 1.04 0.42 0.33 0.96 1.73
DPLDI | 6xS 19 0.92 0.63 0.29 0.64 2.86

Tab. 4: Cetnost znaktt DCH a HCH. V druhém sloupci jsou uvedeny ploidie (skupina): 2xSP —
diploidi, 4x — tetraploidi, 6xM — mediteranni hexaplodi, 6xS — skandinavsti hexaploidi.
V druhém tadku jsou uvedeny kombinace znakii DCH-HCH (délka chlupt kvétniho lGzka-
hustota chlupti kvétniho ltzka). Znackou n-n je oznaCena absence znakd na méfené rostliné. K
patficné kombinaci znakl je pro jednotlivé skupiny uveden pocet zaznamenanych jedincu.
Vétsina kombinaci nebyla zaznamenana (-).

Znak (DCH-HCH)
33 |32 |23 |22 |21 | 12| 11|10 | 01 | 0-0 | n-n
2xSP | - - - 2 . |32 | - ] _ ]
]
S| 4x | 49 | 3 3 . ; ] ; ; ; ] 3
oy
Z|6xM | 1 - - 6 1 7 - - - - 1
6xS | 14 | 3 - 4 . ; ] ; ] _ ]

Tab. 5: Cetnost znaku CHL. Ve druhém sloupci jsou uvedeny ploidie (skupina): 2xSP —
diploidi, 4x — tetraploidi, 6xM — mediteranni hexaplodi, 6xS — skandinavsti hexaploidi.
V druhém fadku jsou uvedeny kategorie znaku (0 — vSechny lysé, 1 — vSechny chlupaté, n —
nazky nepfitomny). K patficné hodnoté znaku je pro jednotlivé skupiny uveden pocet
zaznamenanych jedincu.

Znak (CHL)
0 1 n
2xSP 24 2 9
<
= 4x 5 40 13
s
= 6xM 14 1 -
6xS 7 9 5
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3.1.2 Korelacni analyza

Korelace znak(l byla ovéfena pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu. Znaky silné
korelované (korelace vétsi nez |0.9]) byly z analyz vytazeny. V piipadé vSech znaki i souboru
bez nazek $lo o dvojice znakiit DKP a NJS, PL a SI. Vyfazené znaky byly NJS a SI. Korelace

znaki jsou shrnuty v tabulce 6.
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Tab. 6: Korelace jednotlivych znakt. Korelace vétsi nez |0.9| jsou zvyraznény tucné a zluté.

logDI DPS logDPL | logRPL | DTU logPZN | PL logDR DKP SKP NJS DN CHL Sl TE DZ PO UH DSKP PLSI DZPL logDPLDI

logDI - 0.267 0.393 0.028 0.215 -0.176 0.166 [ 0.167 0.065 [ 0.036 | 0.046 [ 0.101 | -0.025 0.213 0.101 0.084 -0.186 | 0.045 -0.019 0.006 0.094 -0.685
DPS 0.267 - 0.217 0.285 0.067 0.085 0.054 [ 0.393 0.265 | 0.24 0.228 | 0.217 | -0.008 0.112 -0.063 -0.046 0.014 | -0.11 -0.084 -0.064 | 0.179 -0.028
logDPL 0.393 0.217 - 0.032 0.586 -0.059 0.252 [ 0.062 -0.008 [ 0.033 | 0.012 [ 0.234 | -0.245 0.254 0.257 0.155 -0.149 | -0.162 -0.048 0.055 0.058 0.354
logRPL 0.028 0.285 0.032 - -0.143 -0.245 0.007 | 0.213 0.166 | 0.128 | 0.198 | 0.155 | 0.377 0.011 -0.105 0.025 0.029 [ 0.358 0.018 -0.05 -0.026 0.008
DTU 0.215 0.067 0.586 -0.143 - 0.03 0.268 [ 0.003 -0.066 | 0.039 | -0.112 | 0.185 | -0.126 0.273 0.289 0.177 -0.277 | -0.075 -0.129 0.06 0.05 0.215
logPZN -0.176 0.085 -0.059 -0.245 [ 0.03 - 0.081 | -0.015 -0.024 | 0.145 | -0.022 | -0.112 | -0.319 0.009 -0.059 -0.03 0.204 | -0.311 -0.373 0.149 0.142 0.185
PL 0.166 0.054 0.252 0.007 0.268 0.081 - 0.286 0.182 [ 0.259 | 0.15 0.013 | -0.225 0.907 0.805 0.774 -0.18 -0.064 -0.172 0.361 -0.114 0.021
logDR 0.167 0.393 0.062 0.213 0.003 -0.015 0.286 - 0.097 [ 0.046 | 0.116 | 0.211 | 0.011 0.305 0.141 0.147 0.008 [ 0.101 -0.021 0.025 0.125 -0.06

DKP 0.065 0.265 -0.008 0.166 -0.066 | -0.024 0.182 [ 0.097 - 0.84 0.958 | 0.056 | 0.222 0.257 0.125 0.245 -0.016 | 0.083 0.003 -0.074 | -0.063 -0.087
SKP 0.036 0.24 0.033 0.128 0.039 0.145 0.259 [ 0.046 0.84 - 0.772 | 0.007 | 0.148 0.308 0.213 0.297 -0.017 | -0.093 -0.489 -0.022 | -0.073 -0.027
NJS 0.046 0.228 0.012 0.198 -0.112 -0.022 0.15 0.116 0.958 [ 0.772 - 0.108 | 0.277 0.223 0.086 0.199 0.038 | 0.107 0.061 -0.071 [ -0.034 -0.05

DN 0.101 0.217 0.234 0.155 0.185 -0.112 0.013 | 0.211 0.056 | 0.007 | 0.108 - 0.21 0.069 -0.021 -0.039 -0.03 0.069 0.01 0.038 0.034 0.018
CHL -0.025 -0.008 -0.245 0.377 -0.126 | -0.319 -0.225 [ 0.011 0.222 | 0.148 | 0.277 | 0.21 - -0.12 -0.191 -0.068 -0.049 | 0.31 0.031 -0.148 [ -0.06 -0.195
Sl 0.213 0.112 0.254 0.011 0.273 0.009 0.907 | 0.305 0.257 | 0.308 | 0.223 | 0.069 [ -0.12 - 0.833 0.819 -0.208 | -0.037 -0.144 0.015 -0.238 -0.011
TE 0.101 -0.063 0.257 -0.105 [ 0.289 -0.059 0.805 [ 0.141 0.125 | 0.213 | 0.086 [ -0.021 | -0.191 0.833 - 0.85 -0.355 | -0.13 -0.156 0.147 -0.401 0.035
DZ 0.084 -0.046 0.155 0.025 0.177 -0.03 0.774 | 0.147 0.245 | 0.297 | 0.199 [ -0.039 | -0.068 0.819 0.85 - -0.322 | 0.183 -0.101 0.108 -0.654 0.025
PO -0.186 0.014 -0.149 0.029 -0.277 | 0.204 -0.18 0.008 -0.016 | -0.017 | 0.038 | -0.03 -0.049 -0.208 -0.355 -0.322 - -0.214 -0.001 -0.062 | 0.269 0.038
UH 0.045 -0.11 -0.162 0.358 -0.075 -0.311 -0.064 | 0.101 0.083 [ -0.093 | 0.107 | 0.069 | 0.31 -0.037 -0.13 0.183 -0.214 - 0.311 -0.011 | -0.39 -0.109
DSKP -0.019 -0.084 -0.048 0.018 -0.129 -0.373 -0.172 | -0.021 0.003 [ -0.489 | 0.061 | 0.01 0.031 -0.144 -0.156 -0.101 -0.001 | 0.311 - -0.077 | -0.005 -0.009
PLSI 0.006 -0.064 0.055 -0.05 0.06 0.149 0.361 [ 0.025 -0.074 | -0.022 | -0.071 [ 0.038 | -0.148 0.015 0.147 0.108 -0.062 | -0.011 -0.077 - 0.202 0.023
DZPL 0.094 0.179 0.058 -0.026 [ 0.05 0.142 -0.114 | 0.125 -0.063 | -0.073 | -0.034 | 0.034 [ -0.06 -0.238 -0.401 -0.654 0.269 [ -0.39 -0.005 0.202 - -0.041
logDPLDI | -0.685 -0.028 0.354 0.008 0.215 0.185 0.021 | -0.06 -0.087 | -0.027 | -0.05 0.018 | -0.195 -0.011 0.035 0.025 0.038 [ -0.109 -0.009 0.023 -0.041 -
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3.1.3 Vlastni morfometrické analyzy

Po predbézné analyze dat byly z datového souboru vyfazeny znaky DCH a HCH. Jelikoz jsou
tyto znaky spolu korelované, byl znak DCH (jako hiife uchopitelny) vytrazen. Znak HCH byl
vyfazen protoze je v jednotlivych skupinach konstantni, coz odporuje predpokladim
diskrimina¢ni analyzy. Pfi ur€ovani skupin R. peltatus je tedy tfeba mit toto na paméti a tyto
znaky dobfe odlisujici nékteré skupiny zohlednit. V analyzach nebyl zahrnut ani znak TN (tvar

nektaria), jelikoz byl u vS§ech méfenych rostlin stejny, hruskovity.

3.1.4 Analyza hlavnich komponent (PCA)
Obrazky 6 az 8 ukazuji PCA provedenou se vSemi znaky (kromé HCH a DCH). Obrazky 9 az
11 ukazuji PCA provedenou bez znakt na nazkach (PZN, DN, CHL + HCH a DCH).

Pii uziti vSech znak( je patrné oddéleni skandinavskych a mediterannich hexaploidu.
Skandinavsti hexaploidi se piekryvaji s tetraploidy. Tetraploidi ze Skandinavie (zelené
kruznice) jsou rozptyleni mezi zbylymi tetraploidy (zelené kruhy) a vykazuji viceméné cely
rozsah variability tohoto cytotypu. Nejvétsi rozptyl vykazuji diploidi, ktefi se Caste¢né
prekryvaji s tetraploidy a mediterannimi hexaploidy. Vypusténim znakii na nazkach (PZN, DN,
CHL) se rozliseni jednotlivych skupin zhorsuje. Dochazi k pfekryvu vSech skupin a neoddéluji
se od sebe hexaploidni populace ze Skandinavie a z Mediteranu. V ptipadé kompletni sady
znakd jsou s prvni osou nejvice korelovany znaky DZ (délka zarezu plovouciho listu), DZPL
(podil délky zatezu v celkové délce listu, viz metodika) a TE (Sitka terminalniho tukrojku
plovouciho listu). V piipadé souboru znakii bez znaki na nazkach byly sprvni osou
nejkorelovangjsi znaky DZ (délka zafezu plovouciho listu), PL (délka ¢epele plovouciho listu),

TE (Sitka terminalniho ukrojku plovouciho listu).
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Obr. 6: Analyza hlavnich komponent souboru vSech znakt. Prvni osa (PC1) vysvétluje 16.9 % variability, druha osa (PC2) vysvétluje 13.6 %
variability. 2xSP — diploidi, 4x — stfedoevropsti a zapadoevropsti tetraploidi, 4xS — skandinavsti tetraploidi, 6xM — mediteranni hexaploidi, 6xS —
skandinavsti hexaploidi. Dvé geografické skupiny tetraploida jsou zde rozliSeny, protoze ve Skandinavii se tetraploidi vyskytuji v ¢asteCném
kontaktu s hexaploidy a cilem bylo vizualizovat, jestli si nejsou tyto dvé geografické skupiny v disledku mozné hybridizace morfologicky blizsi
nez rostliny z jinych oblasti.
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Obr. 7: Analyza hlavnich komponent souboru vSech znakd. Prvni osa (PC1) vysvétluje 16.9 % variability, teti osa (PC3) vysvétluje 12.2 %
variability. Symboly a nazvy skupin odpovidaji obr. 6.

36



o _

-

T} TE =L

o

D logPZAeg DPLDI
pru LS
<
S logDPL
©
™ o
T o 7 —
o / DZPL
O DN
o PO
SKP& logDI logDR
DPS
0 DKP -
OI — og
CHL

o

- —

1

| | | I |
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

PC1 (16.9%)

Obr. 8: Analyza hlavnich komponent souboru vSech znaki: korelace znaka s osami. Prvni osa (PC1) vysvétluje 16.9 % variability, druha osa (PC2)
vysvétluje 13.6 % variability.
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Obr. 9: Analyza hlavnich komponent souboru znakt bez znakti na nazkach. Prvni osa (PC1) vysvétluje 21.8 % variability, druha osa (PC2)
vysvétluje 13.7 % variability. Symboly a nazvy skupin odpovidaji obr. 6.
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3.1.5 Linearni diskrimina¢ni analyza

Obrazeky 12 az 14 ukazuji vysledek linearni diskriminaéni analyzy provedené se v§emi znaky
(kromé¢ HCH a DCH). Obrazky 15 a 16 ukazuji vysledek linearni diskriminacni analyzy
provedené se vSemi znaky kromé& znakl na nazkach (PZN, DN, CHL + HCH a DCH).
S pouzitim kompletniho souboru znakt se skupiny odliSily témét bez piekryva. S uzitim

souboru znaku bez znaki na nazkach se skupiny odlisi vyrazné hife a dochazi k prekryvam.
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Obr. 12: Diskriminacni analyza souboru vSech znaku, prvni a druha osa. 2xSP — diploidi, 4x — tetraploidi, 6xM — mediteranni hexaploidi, 6xS —
skandinavsti hexaploidi.
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Obr. 14: Diskriminac¢ni analyza souboru vSech znaka: korelace znaku s osami.

44

1.0




.o, * 2xSP
AN — & s ® s B * 4x
. s ® * A 6xM
* . LR * * 6xS
» . ¢ .
. . . F . ®®
& * = &
] L ] ™ s 9 = L
o - *- -9 se__o_ 3 THes »* P -
» ' sor o ¢ *
AN
R _
5 N A
7y A
ﬂl' —]
A
(9 —
A
[ | I | I
-4 -2 0 2 4

axis 1

Obr. 15: Diskriminacni analyza souboru znaki bez znakt na nazkach. 2xSP — diploidi, 4x — tetraploidi, 6xM — mediteranni hexaploidi, 6xS —
skandinavsti hexaploidi.
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Obr. 16: Diskriminac¢ni analyza souboru znaka bez znakli na nazkach: korelace znakl s osami.
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Tabulka 7 ukazuje hodnoty pseudo-F-statistiky a hladiny signifikance pro métené znaky (znaky
jsou testovany kazdy zvlast bez ohledu na ostatni, tzv. marginal effects) v ramci souboru v§ech
znakll a v ramci souboru znaki bez znakli na nazkach. Znaky s prikaznym vlivem (znaky na

hlading signifikance < 0.05) jsou uvedeny tucné.

Tab. 7: Hodnoty pseudo-F-statistiky a hladiny signifikance pro mérené znaky.

Vsechny znaky [Znaky bez nazek
znak

F p F p
logDI 1,997 [0.13 0,655 [0.62
DPS 9,4 0.005 [3,955 ]0.01
logDPL 3,803 [0.015 (2988 [0.025
logRPL |15,816 [0.005 (18,51 [0.005
DTU 3,471 [0.02 5,562 [0.005
logPZN 18,168 |0.005
PL 2236 [0.095 6,528 ]0.005
logDR 3,387 [0.03 2,393 10.065
DKP 12,374 [0.005 [6,833 ]0.005
SKP 5,626 [0.015 (3,334 (0.01
DN 8,913 0.005
CHL 21,549 10.005
TE 2,672 {0.03 8,354 [0.005
DZ 1,983 [0.11 6,091 [0.005
PO 3,702  [0.015 [4.335 ]0.005
UH 7,354 [0.005 [9,068 ]0.005
DSKP 0,763 [0.55 1,442 10.23
PLSI 3,556  [0.015 [4.463 ]0.015
DZPL 2,784 [0.075 3,385 ]0.035
logDPLDI| 1,766 |0.185 [2,71 0.045

Nejvyssi miru variabilitu v souboru vSech znaki vysvétluji znaky DPS (délka plodni stopky),
RPL (délka fapiku ponofeného listu), PZN (pocet zralych nazek), DKP (délka korunniho
platku), DN (délka nazky), CHL (chlupatost nazky), UH (uhel baze Cepele plovouciho listu).
Nasledujici obrazky ukazuji krabicové diagramy vytvorené pro vyse uvedené znaky (kromé
CHL). Znak CHL je binarni, jeho hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5. Zadny z téchto znakd sam

neodlisi vSechny skupiny. Pro urCovani by bylo potieba pouzit znaku vice.
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Obr. 17: Krabicovy diagram znaku RPL (fapik ponoteného listu).
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Obr. 18: Krabicovy diagram znaku PZN (pocet zralych nazek).

48



ol

(wo) sda

6xS

6xM

4x

2xSP

group
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Obr. 20: Krabicovy diagram znaku DN (délka nazky).
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Obr. 21: Krabicovy diagram znaku DKP (délka korunniho platku).
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Obr. 22: Krabicovy diagram znaku UH (uhel baze cepele plovouciho listu).

50



3.1.6 Klasifika¢ni diskriminacni analyza

Klasifikacni diskrimina¢ni analyza potvrzuje dobré oddéleni cytotypu pii uziti vSech znaka a
zhorSené oddéleni pii vypusténi nazek. Pii uziti vSech znakli se vyskytly jen dvé zamény
mediterannich hexaploidi a dvé zamény skandinavskych hexaploidi za tetraploidy. Prfi
vypusteni nazek je nejvetsi podil zamén tetraploida za diploidy.

Tab. 8: Klasifika¢ni diskriminaéni analyza pro v§echny znaky. 2xSP — diploidi, 4x —tetraploidi,
6xM — mediteranni hexaplodi, 6xS — skandinavsti hexaploidi. N — pocet jedinca.

Uspé&snost
Taxon 2xSP 4x 6xM 6xS N klasifikace
(%)
2xSP 23 0 0 0 23 100
4x 0 38 2 2 42 90.48
6xM 0 0 12 0 12 100
6xS 0 0 0 10 10 100
Celkem 23 38 14 12 87 95.40

Tab. 9: Klasifikacni diskriminacni analyza pro v§echny znaky bez znakd na nazkach. 2xSP —
diploidi, 4x — tetraploidi, 6xM — mediteranni hexaplodi, 6xS — skandinavsti hexaploidi. N —
pocet jedincu.

Uspé&snost
Taxon | 2xSP 4x 6xM 6xS N klasifikace
(%)
2xSP 18 11 3 0 32 56.25
4x 7 35 0 6 48 72.92
6xM 3 3 6 0 12 50
6xS 0 3 0 16 19 84.21
Celkem 28 52 9 22 111 67.57
3.2 Genetické analyzy

3.2.1 ITS neighbor network

Celkem bylo pouzito 90 ITS sekvenci zpracovavanych rostlin. Celkova délka alignmentu byla
602 bazi, z toho 64 pozi bylo polymorfnich. VétSina mutaci byly substituce, pouze dvé pozice
obsahovaly inzerci/deleci. Na obrazku 23 je neighbour-net sit’' vytvorena na zaklad€ unikatnich
ITS sekvenci a vzorovych sekvenci stfedoevropskych druhi (Koutecky et al., 2022) a R.
schmalhausenii. Diploidni jedinci (2x) spadaji do blizkosti stfedoevropského R. fluitans,
stejné tak mediteranni hexaploidi (6xM). Tetraploidi (4x) a skandinavsti hexaploidi (6xS)

spadaji do jedné skupiny tvorené vzorovymi sekvencemi R. peltatus (4x), R. schmalhausenii
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a R. trichophyllus typ A. Mezi tetraploidy (4x) a skandinavskymi hexaploidi (6xS), vzorovymi
sekvencemi R. peltatus (4x), R. schmalhausenii a R. trichophyllus typ A neni patrna zadna
struktura, nedochazi k oddéleni dil¢ich skupin (vzorovych sekvenci) po taxonech. Dvé
sekvence (oznacené hvézdickou) stoji samostatné, jde zfejmé o recentni hybridy. Skandinavsti
hexaploidi jsou na zaklad€ aseku ITS geneticky odli$ni od mediterannich hexaploidt. Diploidi

jsou odlisni od tetraploidu.

3.2.2 Chloroplastové tseky

Celkem bylo pouzito 78 chloroplastovych sekvenci zpracovavanych rostlin. Celkova délka
konkatenovaného alignmentu byla 1390 bazi, z toho 45 pozi bylo polymorfnich. VétSina
mutaci byly opét substituce, sedm pozic obsahovalo inzerci/deleci. Oproti useku ITS se
podaftilo kompletné osekvenovat méné jedinct. Na obrazku 24 je haplotypova sit’ vytvorena
na zakladé chloroplastovych sekvenci a vzorovych sekvenci (Koutecky et al.,, 2022)
sttedoevropskych druhti a R. schmalhausenii. Vétsina jedinct (60) diploidd, tetraploidi a
mediterannich hexaploidi ma stejny haplotyp identicky s néjCastéjsSim stfedoevropskym
haplotypem R. peltatus (pelt). U n€kolika jedinct byly zaznamenany podobné haplotypy lisici
se jednotlivymi mutacemi: u dvou diploidnich Spanélskych populaci tfi jedinci (haplotypy
pelt4, pelt6), u jedné diploidni Spanélské populace dva jedinci (haplotypy pelt5) a u jedné
tetraploidni populace dva jedinci (haplotyp pelt7). Haplotypy pelt2 a pelt3 jsou unikéatni
haplotypy pfitomné u vzorovych sekvenci, které se v mych datech nevyskytovaly. Z deviti
jedinct severskch hexaploida byl jeden identicky se vzorovou sekvenci R. peltatus (nejCastéjsi
haplotyp pelt) a zbylych osm bylo shodnych se sekvenci R. trichophyllus cytotyp B, se kterou
se shoduje 1 R. schmalhausenii (haplotyp trich-B).
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Obr. 23: Neighbor network jaderného useku ITS. Diploidi (2x) jsou znaceni Cervenym prazdnym kole¢kem, tetraploidi (4x) zelenymi prazdnymi
kolecky a hexaploidi (6xM, 6xS) modrymi prazdnymi koleCky. Vzorové sekvence jsou znaCeny malymi plnymi kolecky raznych barev — viz
legenda. Sekvence oznacené hvézdickou (*) jsou nejspis recentni hybridi.
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Obr. 24: Haplotypova sit’ dvou studovanych tsekii DNA (spojené sekvence useki rp/32—trnLYAC a 3°rps16-5° trnK). Diploidi (pelt2x) jsou znaceni
cerveng, tetraploidi (peltd4x) zelen€, mediteranni hexaploidi (peltoxM) modfe a skandinavsti hexaploidi (peltoxS) tyrkysové. Vzorové sekvence
jsou znaCeny ruznymi barvami — viz legenda. Velikost koleCka odrazi pocet jedinct. baud — R. baudotii, circ — R. circinatus, flui — R. fluitans, rio
— R. rionii, trich-A — R. trichophyllus cytotyp A, trich-B — R. trichophyllus cytotyp B, schmal — R. schmalhausenii.
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4 Diskuze

4.1 Material

4.1.1 Sbér materialu

V po¢tu analyzovanych jedinci jednotlivych ploidii je nepomér. To je dano rozsifenim
jednotlivych cytotypu a také moznostmi sbéru a mnozstvim materialu, ktery byl k dispozici jiz
sesbirany. Vyrazné nejméné je hexaploidnich populaci. V roce 2022 byla podniknuta cesta do
Svédska a Norska s cilem mimo jiné nasbirat dalsi hexaploidni populace R. peltatus. Oblast
byla bohuzel postizena suchem, coz omezilo mnozstvi uspéSnych sbérti na vytipovanych
lokalitach (na ¢asti lokalit byly nalezeny pouze terestrické nebo regeneruyjici rostliny, které jsou
pro morfometrické analyzy nepouzitelné). Z celkovych péti dovezenych populaci R. peltatus
pouzitelnych na morfometrické analyzy byly tfi tetraploidni a jen dvé hexaploidni. V planu
byla i cesta do Spanélska s cilem nasbirat dalsi diploidy. Cesta se méla realizovat na jafe roku
2022, ale kvuli extrémnimu suchu, kterym byla toho ¢asu oblast postizena, byla odlozena az
na sezonu 2023, takze sbéry jiz nebude mozné do této prace zaradit. Covidova situace zase

znemoznila cestu do Mad’arska s cilem doplnit tamni hexaploidy.

4.1.2 Stanoveni DNA ploidie

Stanoveni DNA ploidie nékterych hexaploidnich populaci je problematické. Zatimco u
diploidi a tetraploidi je rozptyl relativni velikosti genomu (RGS) maly a RGS dobfe
odpovidaji ploidiim a chromosomovym po¢tim uz u laku$nikad znamych (Cook, 1966; Prancl
et al., 2018), v pfipadé nékterych skandinavskych hexaploidnich populaci RGS neodpovida
oCekavanym. Podle znamych RGS tetraploidi (Prancl et al., 2018) by meéli hexaploidi
vykazovat hodnotu kolem 3.00 (jedenapulnasobek RGS tetraploidd — 2.00). V piipadé
problematickych populaci (34, 35) se RGS pohybovala v rozmezi od 2,5 az do 2,9. Pokusy
ovefit chromosomové pocty selhaly. Pocitani provadéla M. Lucanova. Nazky bohuzel
nevyklicily a pocitani chromosomu se nezdafilo (nebyly k dispozici rostouci kofinky). Jaka je
tedy skute¢na ploidie problematickych jedinci neni uplné jasné. Z morfometrickych a
genetickych analyz (viz dale) ale plyne, ze problematické populace jsou tém neproblematickym

blizké jak morfologicky, tak geneticky, a jsou tedy v této praci oznaCovany jako hexaploidni.

Je ale taky mozné, ze skandinavsti hexaploidi jsou ve skutecCnosti tetraploidni. Vzhledem
k domnénce o puvodu hexaploidii v hybridizaci s druhem R. schmalhausenii, ktery je ziejmé
tetraploidni (Bobrov et al., 2015) (viz déle) by pak skandinavsti hexaploidi byli homoploidni
hybridi tetraploidnich druhti. RGS skandinavskych hexaploidi je na horni hranici rozmezi RGS
tetraploidu (R. trichophyllus B) (Koutecky et al., 2022). Problematické populace by pak mohly
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byt tvofené zpétnymi hybridy, ktefi maji RGS posunutou, takové piipady jsou u lakusniki
zaznamenany (DolejSek, 2021). Nejisté je urCeni ploidie R. schmalhausenii, jelikoz je
stanovena nepiimo (Bobrov interpretuje data pro R. peltatus z Finska jako R. schmalhausenii
s argumentem, ze v oblasti R. peltatus neroste) a nemusi byt tedy spravné (Bobrov et al., 2015).
Podle nepublikovanych dat je RGS R. schmalhauseni trochu vice nez 3.00 (Prancl et al,,
nepubl.), coz by odpovidalo spiSe tomu, ze je R. schmalhausenii hexaploidni. Poté by tedy

predchozi vyi¢ena domnénka neplatila (viz 4.4 Geneticka variabilita a pivod cytotypt).

DNA ploidie mediterannich hexaploidu je stanovena na zakladé podobnosti RGS s druhem R.
aquatilis. Zjisténé RGS mediterannich hexaploidi neodpovidaji uplné hexaploidnimu R.
peltatus (resp. trojnasobku diploidi), ale jsou blizké RGS hexaploidniho R. aquatilis, podle
toho je tedy velmi pravdépodobné, ze v ptipadé zpracovanych mediterannich populaci pijde o

hexaploidy.

4.2 Morfometricka méreni

Nékteré morfologické znaky pouzité pii méfeni se ukazaly byt htife uchopitelné.

Problematickym znakem byl hlavné tvar nektaria. Ranunculus peltatus ma podle literatury
nektarium hruskovité (Kaplan et al., 2019). Méfené rostliny vykazovaly v tvaru nektaria
variabilitu. Tvar vzdy viceméné odpovidal hruskovitému nektariu, ale napti¢ meéfenymi jedinci
se nektaria navzajem celkem liSila. LiSila se mirou vyvinutosti (tedy velikosti a vystouplosti),
mirou vystouplosti jednotlivych ¢asti, délkou a Sitkou. NejCastéjsi pozorovanou odlisnosti byla
mira vystouplosti horniho okraje nektaria. Nékdy byl horni okraj malo napadny a na prvni
pohled nektarium vypadalo jako pulmésicité. Naopak konzistentni byl pocCet nektarii na
korunnim listku. VSechny méfené rostliny mély na korunnim listku jen jedno nektarium

(odliseni od druht R. schmalhausenii a R. saniculifolius).

Dal§im ponékud problematickym znakem je pocet nazek. Domnivam se, ze v nékterych
pfipadech je pocet nazek ovlivnén vypadavanim zralych nazek ze souplodi, ackoliv zjevné
rozsypana souplodi méfena nebyla. V pfipadé neékolika mefenych rostlin timto mohlo dojit ke
zkresleni. Celkové vysledky ale tato skuteCnost prakticky neovlivni, jelikoz rostlin
s podezrenim na rozpadla souplodi bylo velmi méalo a vyskytovaly se napii¢ v§emi skupinami

(cytotypy).

Dale byl v nékolika pripadech problematicky znak pocet zubli Cepele plovouciho listu.
V ptipadé, kdy néktery zub byl jen velice slabé vyvinuty, nebylo jasné, zda ho zapocitat ¢i

nikoliv. Tento problém se ale vyskytl jen u nékolika jedinct a zub byl vétSinou zapocitan.
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4.3 Morfometrické analyzy

Hlavni smér variability vyjadieny prvni ordina¢ni osou PCA ovliviiuji nejvice tyto znaky
(fazeno podle vysvétlyjici sily): DZ (délka zafezu pii terminalnim ukrojku plovouciho listu),
DZPL (pomérny znak vyjadiujici miru délky zatezu v ramci délky plovouciho listu), TE (Sitka
terminalniho ukrojku plovouciho listu), PL (délka Cepele plovouciho listu) a SKP (Sitka
korunniho platku), tedy predevs§im variabilni znaky listové Cepele a velikost kvéti. Ordinacni
prostor PCA znakt bez nazek tvorfi nejvice tyto znaky: DZ (délka zafezu pfi terminalnim
ukrojku plovouciho listu), PL (délka plovouciho listu), TE (Sifka terminalniho ukrojku
plovouciho listu), SKP (Sitka korunniho platku) a DKP (délka korunniho platku), tedy

variabilni znaky ¢epele plovouciho listu a korunniho platku.

V diskrimina¢ni analyze souboru vsSech znakt vySly nejprikaznéji znaky (fazeno podle
vysvétlujici sily): DPS (délka plodni stopky), RPL (délka fapiku ponotfeného listu), PZN (pocet
zralych nazek), CHL (chlupatost nazky), DKP (délka korunniho platku), UH (uhel baze cepele

plovouciho listu), tedy znaky na generativnich organech a na listech.

V diskrimina¢ni analyze souboru znakt bez nazek vysly nejprikaznéji znaky: DPS (délka
plodni stopky), RPL (délka fapiku ponotfeného listu), TE (Sitka termindlniho ukrojku
plovouciho listu), PL (délka Cepele plovouciho listu), DKP (délka korunniho platku), UH (thel
baze Cepele plovouciho listu), tedy predevsim znaky na listech. Tucné znaCené znaky jsou nové
oproti diskriminacni analyze souboru v§ech znakt. Vzhledem k tomu, Ze bez nazek oddéluje

diskriminacni analyza skupiny hufe, nové znaky nebudou pfilis silné.

Znaky definujici nejvétsi smér variability v PCA nejsou zcela shodné se znaky
nejvyznamnéj§imi pro urcovani skupin. To je dano tim, prvni osy PCA jsou definovany znaky,
které vysvétluji nejvice variability obecn€, zatimco diskriminacni analyza se zaméfuje na

znaky, které nejlépe odlisi definované skupiny.

Pro odliseni jednotlivych cytotypt na zakladé morfologie jsou diilezité znaky na ponofenych a
plovoucich listech a na generativnich organech (plodni stopka, kvétni 1dzko, korunni litky,

nazky). Zadny ze znak® viechny skupiny spolehlivé neodlisi.

Morfologicky nejproménlivéjsi (podle PCA) jsou diploidi. Tetraploidi, ackoliv jsou
v analyzach zastoupeni pocetnéji nez diploidi, jsou variabilni méné, tvori kompaktnéjsi shluk.
Hexaploidi ze Skandinavie jsou oddéleni v PCA od hexaploid(i mediterannich. V PCA souboru
znakd bez nazek nejsou skandinavsti a mediteranni hexaploidi odd€leni, je tedy patrné, ze

znaky na nazkach (délka nazky, chlupatost nazky a pocet zralych nazek v souplododi) jsou pro
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jejich urCovani vyznamné. Snizeni Uspé€Snosti odliSeni jedinci ukazuje 1 klasifikacni
diskriminacni analyza provedena na souboru znakli bez nazek. Protoze analyzovanych
hexaploidii bylo pomémé malé mnozstvi, bylo by pro obecnéjsi potvrzeni vyznamu nazek
potieba zanalyzovat vice jedinci. Dobrym znakem, ktery odliSuje skandinavské hexaploidy, je
délka fapiku ponofeného listu. Ta byla napadna jiz béhem méfeni morfologickych znaki a
morfometrické analyzy jeji roli potvrdily. Skandinavsti hexaploidi maji fapiky ponofenych
listd vyrazn€ delsi nez vSechny ostatni skupiny. Opét ale plati, ze méfenych jedincti by muselo

byt vice, aby se dala platnost znaku zobecnit.

Nabizi se otazka, zda je mozné na jednotlivé cytotypy sestavit uréovaci kli¢. Vzhledem k tomu,
ze se jednotlivé znaky ve svych rozmezich ¢astecné piekryvaji a zadny z nich neni stoprocentné
spolehlivy, bylo by sestaveni klice obtizné. Pi uréovani cytotypu je potieba hledét na Sirokou

Skalu znaka, coz prili§ nevyhovuje konceptu ur¢ovaciho klice.

4.4 Geneticka variabilita a puvod cytotypu

Chloroplastové useky zkoumanych jedinct jsou malo variabilni, chloroplastova variabilita je
u laku$nikl obecné pomeérn€ nizka, existuji tii dobie oddélené skupiny hyplotypu (circinatus +
rionii, peltatus s.1. a trichophyllus s.1.), rozdily mezi haplotypy uvnitf skupin jsou malé, Casto
jen jednotlivé mutace (Koutecky et al, 2022). Moje vysledky jsou s timto ve shodé. Velmi
podobné jako R. peltatus jsou ve dvou studovanych chloroplastovych usecich i druhy R.
baudotii a R. fluitans (od nejCastéjsiho haplotypu , pelt“ se 1i§i pouze jednou mutaci).
Ranunculus fluitans je od R. peltatus odlisSny morfologicky, R. baudotii je druhu R. peltatus
podobnéjsi a diive byl nékterymi autory hodnocen pouze jako poddruh R. peltatus (Wiegleb et
al., 2017).

Diploidni populace a tetraploidni populace se v usecich cpDNA shoduji €i jsou si velmi blizké
(coz je ve shodé s tim, ze laku$niky maji obecné nizkou chloroplastovou variabilitu (Koutecky
et al., 2022), neni to tedy prekvapivé), v useku ITS se ale li§i. Moznym vysvétlenim je vznik
tetraploidu jako nasledek hybridizace diploida (tedy allopolyploidizace, ktera je ve skupiné
celkem casta) s néjakym jinym taxonem sekce Batrachium. Riazni jini fertilni tetraploidni
allopolyploidi jsou jiz v literatute popsani (Prancl et al., 2018), uvadi je naptiklad i Cook ve
svém clanku, ktery popisuje souvislost hybridizace a urc¢ité morfologické variability (Cook,

1970).

Mediteranni hexaploidi a diploidi z Pyrenejského poloostrova se v chloroplastovych usecich

nelisi, podle useku ITS spadaji do jedné skupiny a jsou blizce ptibuzni druhu R. fluitans (ktery
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je diploidni, vzacnéji autotriploidni, Koutecky et al. 2022). Nabizi se vysvétleni, ze mediteranni
hexaploidi jsou produktem autopolyploidizace diploidi R. peltatus z Pyrenejského
poloostrova. Miize t€Z jit o allopolyploidy taxont velmi podobnych ve studovaném useku ITS.
Proces polyploidizace z diploidi na hexaploidy by musel probihat ve vice krocich a probihal
by nejspis mj. prostfednictvim neredukovanych gamet. Hexaploidni hybridi (allopolyploidi)

mohou byt fertilni (alespori co se tyce umélych ktizeni) a mohou se udrzet (Cook, 1970).

Pfibuzni jsou na zakladé ITS useku skandinavsti hexaploidi a tetraploidi, 1i§i se vSak (az na
jednoho skandinavského hexaploida) v usecich cpDNA. Skandinavsti hexaploidi se v tomto
useku shoduji s haplotypem R. trichophyllus typ B, ktery mé ale kromé skupiny R
trichophyllus také seversky heterofylni druh R. schmalhausenii. Zde je moznym vysvétlenim
ptvodu hexaploidii allopolyploidizace R. peltatus s R. schmalhausenii, ktery je podle literatury
nejspi§ také tetraploidni (Bobrov et al., 2015). K této domnénce vede kromé shodnych
chloroplastovych usekl i skuteCnost, ze néktefi skandinavsti hexaploidi byli svymi
morfologickymi znaky R. schmalhausenii podobni. Podobnost byla v , kefi¢kovité” a hodné
¢lenéné stavbé ponorfenych listd, ktera pro R. peltatus neni typicka (viz 4.6 fotografie
studovanych cytotypu: 7 az 10). Ranunculus schmalhausenii ma také ponotené listy dlouze
tfapikaté, R. peltatus ma tapiky kratsi (vétSinou ne delSi nez par milimetrl) (Pizzaro, 1995,
Bobrov et al., 2015). Skandinavsti hexaploidi jsou napadni dlouhym rapikem ponoteného listu.
Maji také v priméru vetSi poCet zubti Cepele plovouciho listu neZz tetraploidi, coz opét mize
svéd¢it pro domnénku o allopolyploidizaci, jelikoz Ranunculus schmalhausenii ma Cepel
plovoucich listi ¢lenéné hloubé&ji a na vétsi pocet krojka nez R. peltatus (Bobrov et al., 2015).
Domnénku o allopolyploidizaci R. peltatus a R. schmalhausenii podporuje i vyskyt
skandinavskych hexaploidi v oblasti kontaktu obou druhd. Hybrid R peltatus a R.

schmalhausenii neni ale v literature udavan (Bobrov et al., 2015).

Alternativni hypotézou je scénaf, kdy je R. schmalhausenii hexaploidni (viz 4.1.2 Stanoveni
DNA ploidie). Kdyby se v oblasti vyskytoval 1 hexaploidni R. peltatus (vznikly napft.
prostfednictvim neredukované gamety), mohlo by dochéazek k jeho ktizeni s hexaploidnim R.
schmalhausenii a vnikal by hexaploidni hybrid. Hybridizace by pak probihala témért
jednosmérn€, matkou by byl vétSinou R. schmalhausenii (poskytuje chloroplast typu R.
trichophyllus cytotyp B). Pro tuto domnénku svéd¢i vyskyt chloroplastovych asekd R. peltatus
u jednoho ze skandinavskych hexaploidt, ktefi maji jinak tyto tseky shodné s druhem R.

trichophyllus (cytotyp B) a R. schmalhausenii.
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Uz podle rozdilnych RGS je zfejmé, ze skandinavsti hexaploidi jsou odlisni od téch
mediterannich. To potvrzuje 1 PCA a genetické analyzy. Skupiny se li§i v chloroplastovych

usecich i v tseku ITS a maji tedy zcela jiny puvod.

Vysledky morfometrickych analyz jsou ve shodé svyi¢enymi domnénkami o pavodu
jednotlivych hexaploidi. Skandinavsti hexaploidi jsou podobnéjsi tetraploidim a mediteranni
hexaploidi jsou podobnéjsi diploidim R. peltatus. Naopak geografické rozsifeni diploida a
mediterannich hexaploida tuto domnénku pfili§ nepodporuje. Diploidi se nachazi jen na uzemi
Pyrenejského poloostrova, zatimco hexaploidi rostou vychodnéji v Mediteranu (Italie,
Chorvatsko) a SirSim okoli (Mad’arsko), existuje mezi nimi velka bariéra geografického
prostoru. Je ale mozné, ze diploidi se vyskytuji i vychodnéji a mediteranni hexaploidi

zapadnéji, jen nebyli (napf. z davodu vzacnosti v té€chto oblastech rozsifeni) zaznamenani.

4.5 Taxonomické hodnoceni ploidnich arovni (cytotypu)

Ztotoznéni cytotypu s nékterym jiz znamym taxonem neni mozné, jde o odlisné taxony.
V ptipadé diploidi je relativné podobny R. saniculifolius (geografickym rozsifenim, celkovou
morfologii), ktery se ale morfologicky lisi tvarem nektaria (pulmésiCité) a casto zmnozenym
poctem nektarii na korunnim listku ¢i zmnozenym poctem korunnich listkii (Cook, 1966;
Pizzaro, 1995; Wiegleb et al., 2017). Tetraploidi jsou typicti zastupci druhu. Mediteranni
hexaploidi jsou podobni druhu R. aquatilis relativni velikosti genomu, ale jinak mu podobni
nejsou: lisi se od n€j napt. méne ¢lenénymi listy ¢i nektarii (R. aquatilis ma nektaria kulata az
poharkovita) (Cook, 1966; Pizzaro, 1995; Wiegleb et al., 2017). Kromé morfologickych znakt
se li81 geneticky v useku ITS. Skandinavsti hexaploidi jsou podobni druhu R. schmalhausenii.
Ranunculus schmalhausenii se 1i§i lysymi Ci jen fidce chlupatymi kvétnimi luzky, Clenitosti
Cepele plovoucich listi ¢i zmnozenym poctem nektariii na korunnim listku a korunnich listk
samotnych (Cook, 1966; Pizzaro, 1995; Bobrov et al., 2015; Wiegleb et al., 2017). Lisi se

zieyme také relativni velikosti genomu.

Zkoumané cytotypy vykazuji genetické a morfologické rozdily a rozdily ve velikosti genomu.
PredevSim genetické rozdily jasné naznaCuji, ze tetraploidi nevznikli jen prostou
autopolyploidizaci z diploidi. Skandinavsti hexaploidi téz pravdépodobné nevznikli pouze
procesem autopolyploidizace, ale allopolyploidizaci. Ne&kteti skandinavsti hexaploidi
(populace 34 a 35) maji RGS niz8i nez ostatni, ale jsou morfologicky a geneticky shodni se
zbylymi hexaploidy. Proces allopolyploidizace je astym impulzem ke vzniku novych druhd,

zajisti reprodukcni bariéru mezi allopolyploidy a jejich rodi¢i (Rieseberg et Willis, 2007).

60



Mediteranni hexaploidi na zédkladé provedenych genetickych analyz nevykazuji odli§nost od
diploidd, jejich RGS ale upln€ neodpovida trojnasobku RGS diploidi a véc vyzaduje dalsi
zkoumani. Je ale pravdépodobné (vzhledem k vysledkim genetickych i morfologickych

analyz), ze mediteranni hexaploidi vznikli polyploidizaci z diploidi.

Pro srovnani je mozno uvést rozdily mezi nekterymi druhy lakusniki. Mediteranni diploidi a
hexaploidi jsou v useku ITS od R. peltatus podobné odlisni jako je od R. peltatus odliSny R.
rionii, R. fluitans, R. circinatus ¢i R. baudotii (Koutecky et al., 2022), vS§e dobfe vymezené

samostatné druhy.

Vsechny cytotypy jsou plosné roz§ifené v nemalych oblastech. Proto se nabizi moznost
klasifikovat alespon diploidy a tetraploidy a skandinavské hexaploidy jako samostatné taxony,
predevsim genetické rozdily jsou, soudim, dostatecné. Morfologicky jsou si diploidi,
tetraploidi a hexaploidi podobni, to ale nevylucuje moznost klasifikace jednotlivych cytotypu
jako samostatnych druhd. Kuptikladu R. frichophyllus typ A a B jsou také morfologicky
podobné, ale geneticky 1 ekologicky se lisi a klasifikovat je jako dva samostatné druhy je

opravnéné (Koutecky et al., 2022, nepubl. data).
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4.6 Fotografie studovanych cytotypu a R. schmalhausenii

Obr. 26: R. peltatus 2x (Spanélsko, pop. 13), foto P. Koutecky.
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Obr. 27: R. peltatus 4x (Cesko, Choryng), foto P. Koutecky.

Obr. 28: R. peltatus 4x (Cesko, Drahov), foto P. Koutecky.
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Obr 29: R. peltatus 6xM, né€kolik listi R. aquatilis (hluboce Clenéné) (Italie, pop. 5), foto P.
Koutecky.

Obr. 30: R. peltatus 6xM (Chorvatsko, pop. 6), foto P. Koutecky.

64



Obr. 32: R. peltatus 6xS (Svédsko, pop. 34), foto P. Koutecky.
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Obr. 33: R. schmalhausenii (Finsko, Konnovest), foto P. Koutecky.

gy

Obr. 34: R. schmalhausenii (Finsko, Konnovest), foto P. Koutecky.
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S Zavér

Prace uvadi prvotni vhled do morfologické a genetické variability druhu R. peltatus naptic
ploidnimi urovnémi v Evropé. Studovani byli diploidi z Pyrenejského poloostrova, tetraploidi
ze stfedni a zapadni Evropy a ze Skandinéavie, hexaploidi zjizni Evropy a hexaploidi ze
Skandindvie. Morfologie rostlin byla studovana pomoci mnohorozmérnych analyz
(diskriminacni analyza a analyza hlavnich komponent), geneticka variabilita byla studovana

pomoci sitovych analyz dvou chloroplastovych usekt a tiseku ITS.

Diploidni populace, tetraploidni populace, hexaploidni populace z jizni Evropy a hexaploidni
populace ze severni Evropy se svoji morfologickou variabilitou pomémé lisi, dochéazi jen
k Castecnému piekryvu. Pro odliSeni cytotypt na zakladé morfologie jsou dulezité znaky na
ponofenych a plovoucich listech a na generativnich organech (plodni stopka, kvétni luzko,

korunni litky, nazky). Neexisuje jediny znak, ktery by vSechny skupiny spolehlive odlisil.

Ve zkoumanych chloroplastovych usecich se kromé skandinavskych hexaploidi ostatni
cytotypy podobaji ¢i se shoduji se stfedoevropskymi tetraploidy (vzorovy cytotyp),
skandinavsti hexaploidi se shoduji s druhem R. trichophyllus cytotyp B. V useku ITS jsou si
blizci tetraploidi a skandinavsti hexaploidi. Blizci jsou si 1 diploidi a jihoevropsti hexaploidi,
ktefi ale, na rozdil od tetraploidu a skandinavskych hexaploida, spadaji podle useku ITS do

piibuzenstva druhu R. fluitans.

Je mozné, ze alespon tetraploidi a skandinavsti hexaploidi jsou allopolyploidy. V takovém
ptipadé by bylo opravnéné alespori diploidy, tetraploidy a skandinavské hexaploidy povazovat

za samostatné taxony.
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