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1 Uvod

Rod Calamagrostis pattici do ¢eledi Poaceae zahrnuje celosvétové na 300 druhu, které
rostou predevsim v mirném péasu a v chladnéjsich oblastech severni polokoule, v tropech
pak pouze na horach (Conert, 1989). Tyto travy jsou 20-200 cm vysoké, vytrvalé, trsnaté
nebo vybézkaté (Conert, 1989; Stech in prep.) Prevazujicim zpusobem opyleni je alogamie,
ale nékteré druhy jsou schopny nepohlavni tvorby semen prostiednictvim apomixe. Dalsim
vegetativnim zpusobem mnozeni a iteni jsou oddenky (Conert, 1989). Mohou tak vznikat
velké polykormony obsahujici jediny genotyp.

Tyto travy mivaji ptima, jednoduchd nebo vétvend stébla, jejichz drsnost je jednim
z taxonomickych znaki (Stech in prep.). Dalsfmi dilezitymi znaky jsou pocty kolének
stébla, barva, rozméry a chlupatost listu, délka a chlupatost jazycku, tvar a velikost laty a
dalsi minuciézni znaky v jednotlivych jednokvétych klascich. Podle rozméru a tvaru plev,
pluchy, plusky, délky chlupu vyrustajicich z baze kvitku, podle umisténi, délky a tvaru
zalomeni osiny, poctu zilek ¢i podle pritomnosti pastopecky (rudimentu druhého kvitku)
a jejtho odéni lze pomérné dobfe rozpoznat vétsinu druhu (obr. 1). Tyto znaky vsak
povétsinou nelze zkoumat bez preparacnich nédstroju a binolupy, coz je v terénu znacné
obtizné. Nejen proto je ur¢ovani druhu tohoto rodu stéle problematické. Habitudlni cha-
rakteristiky jednotlivych druhu byvaji ovlivnény podminkami prostredi a diky Siroké eko-
logické amplitudé si mohou byt jednotlivé druhy tohoto rodu habitudlné podobné (Stech
in prep.). Dalsim faktorem je ndpadnd zména tvaru laty v ruznych fenofdzich vyvoje
rostlin, velka fenotypova plasticita jednotlivych vegetativnich znaku, celkova variabilita
jednotlivych druht a v neposledni fadé také pomérné ¢asta hybridizace a zna¢na podob-
nost hybridi s rodicovskymi i jinymi druhy (Stech in prep.). Casto nenf snadné stanovit
hranice mezi vnitrodruhovou variabilitou a introgresi jiného druhu (Grulich, 1986).

Kritickou skupinou rodu Calamagrostis ve stiedni Evropé je taxon Calamagrostis pur-
purea s. 1., ktery je soucédsti komplexu Calamagrostis purpurea-langsdorffii-canadensis
a do kterého byva zafazovan u nas vzacny druh Calamagrosti phragmitoides (Conert,
1989; Hartman, 1832). Problémy pii urc¢ovani a vymezeni tohoto druhu a zamény s dru-

hem C. canescens daly impuls podrobnéjsimu zkouméni a vzniku této bakalaiské prace.



1. Uvod

Obr. 1: Morfologické rozdily v kldscich ruznych druhu rodu Calamagrostis (zleva nahore
Calamagrostis varia, C. stricta, C. arundinacea, pod nimi zleva C. villosa a C. pseudo-
phragmites).



2 Literarni reserse

Intenzivnéji se vyzkumem rodu Calamagrostis zacali védci zabyvat uz v 19. sto-
leti, a to predevsim v mistech nejvétsiho vyskytu, tedy na severni polokouli. Byli to
napf. ve Svédsku Hartman (1832), v Némecku Torges (1897-1904) ¢i Kuntz (1910), fada
ruskych autoru (Litvinova, 1910; Reverdatto, 1941; Tzvelev, 1965) a postupem casu i dalsi
autori jako Matuszkiewicz (1948), Scholz (1964-1971), Tateoka (1974) a Nygren (1946-
1962). Popsali fadu taxonu a zabyvali se predevsim morfologii, ekologii, experimenty
s umélou hybridizaci, cytologii, ploidii a rozmnozovanim.

Asi nejvice prispély k porozuméni rodu Calamagrostis vysledky mnohaleté studie
svédského botanika A. Nygrena. Zabyval se mimo jiné reprodukci jednotlivych druhu.
Urcil pocty chromozomu a ploidni stupné nékterych druhu a zjistil, ze C. arundina-
cea (2n=28), C. canescens (2n=28), C. epigejos (2n=28,42,56), C. neglecta (2n=28) a
C. varia (2n=28) jsou amfimikty s normalni pohlavni reprodukei (Nygren, 1946). Pozdéji
autor tvrdi, ze vsechny druhy Calamagrostis s po¢tem chromozomu 2n=28 jsou sexudlni
(Nygren, 1948b). Nékteré druhy rodu Calamagrostis se rozmnozuji fakultativni apomixi,
konkrétné diplosporii. Mezi apomiktické druhy patii C. chalybaea (2n=42), C. purpurea
(2n=56-91) a C. lapponica (2n=42-112), u kterych se tedy vétsinou nevyviji pyl a roz-
mnozuji se nepohlavné (Nygren, 1946). Apomixe je podle Nygrena dusledkem mezidruhové
hybridizace a dusledkem kiizeni jedincu stejného druhu v kombinaci s polyploidii (Nygren,
1946). Domnival se, ze vzacnym kiiZzenim apomiktu by mohlo byt mozné obnovit sexudlni
reprodukci a naopak za urcitych okolnosti by mohlo dojit ke ztraté sexudlni reprodukce a
vzniku apomixe (vétsinou v F3 generaci) (Nygren, 1949). Nahodnym zkiizenim apomikta
s pohlavnimi druhy mohou zase vzniknout nové stabilni apomiktické typy (Nygren, 1962).

Kombinace sexuality a apomixe muze byt pro rod Calamagrostis vyhodna. Fakulta-
tivni apomikti si uchovavaji po dlouhou dobu stejnou genetickou vybavu a zaroven si
ve velmi malé mife zachovdvaji sexualitu (Nygren, 1951). Velmi vzdcné mohou vytvaret
pyl a hybridizovat tak s pohlavnimi druhy (Nygren, 1951). Timto zpusobem muze u puvod-
né apomiktickych jedinctu vzniknout vyhodna kombinace genu, kterd je nasledné diky
apomixi efektivné udrzena po dalsi generace (Nygren, 1951). V mistech, kde se prekryvaji
arealy rodicovskych druhu mohou vznikat 1épe adaptovani potomci nesouci apomiktické
geny na nova uzemi, coz umoznuje apomiktickym druhtum se sifit (Nygren, 1951). Hybri-

dizace navic zvysuje variabilitu (Nygren, 1962), takze je pro tento rod nanejvys vyhodné



2. Literdrni rederse

zachovat jak apomixi, tak sexualitu.

Apomiktické druhy tohoto rodu rostou predevsim v arktickych a subarktickych oblas-
tech severni polokoule (Nygren, 1946). Apomixe je v soucasné dobé definovana jako ge-
neticky komplex vlastnosti, které se projevuji jako schopnost produkovat asexudlni se-
mena (van Dijk & Vijverberg, 2005). Klony apomiktickych rostlin maji z dlouhodobého
hlediska maji hned nékolik evolu¢nich nevyhod: postradaji genetickou variabilitu a schop-
nost adaptovat se na zmény zivotniho prostiedi, a navic nelze vyloucit potencionalni
degeneraci kvuli nahromadén{ skodlivych mutaci (van Dijk & Vijverberg, 2005). Teore-
ticky by tedy mély byt apomikti odsouzeni k zaniku. Apomixe je vSak kontrolovana geny,
které mohou byt preneseny do novych klonu hybridizaci sexualnich druhu s apomikty -
pylovymi donory (van Dijk & Vijverberg, 2005).

Sexudlni druhy tedy také nesou geny pro apomixi, které mohou byt pti hybridizaci
predevsim s polyploidy zkombinovany a vznikly jedinec pak v dospélosti vykazuje apo-
miktické chovani (Nygren, 1946).

U jednotlivych individui mohou ob¢as vzniknout ruzné zvlastnosti. Nygren napt. pozo-
roval u jednoho prirozeného klonu apomiktické C. purpurea, ktery mél v klascich pyl, po-
kles sexudlni reprodukce béhem let (Nygren, 1949). V prvnim roce svého zZivota pii tvorbé
klasku byla rostlina schopna normalni meiosy, ale s pribyvajicim starim rostlina tuto
schopnost ztratila a prevlddalo nepohlavni rozmnozovani (Nygren, 1949). U ostatnich
jedincu toto pozorovano vsak nebylo.

V 50. letech minulého stoleti se tento autor zaméril na studium rodu Calamagrostis
v Severni Americe. Spocital pocty chromozomu u 18-ti tamnich druht a u vétsiny z nich
zkoumal pyl, zarodeéné vaky a rozmnozovani (Nygren, 1954). U druhtu C. canadensis
a C. inexpansa zjistil jak sexualni, tak semiapomiktické i apomiktické rozmnozovani,
zatimco u C. purpurascens pouze apomiktické (Nygren, 1954). Severoamerické apomik-
tické druhy jsou podle néj diplosporické s mitotickym délenim (Nygren, 1954).

Dale zjistil, ze vétsina severoamerickych druhu rodu Calamagrostis roste v malém
poctu na malych plochach a domnival se, ze by to mohlo znamenat, ze tyto druhy jsou
inexpansa, purpurascens a rubescens (Nygren, 1954).

Mnoho autoru se zabyvalo také ploidii. Nygren zjsitil, ze C. arundinacea, canescens,
neglecta a varia jsou tetraploidnimi druhy(2n=28), zatimco C. epigejos muze byt nejen
tetraploidni, ale i hexaploidni ¢i oktoploidni (Nygren, 1946). Déle ovéfil ploidii i u se-
veroamerickych druht. C. scopulorum, C. cainii, C. densa, C. foliosa ¢i C. ophitis jsou
typickymi tetraploidy s 2n=28 (Nygren, 1954). Zatimco jiné druhy maji vyssi chromo-
zomalni ¢isla, nebo vice ploidii, napt. C. purpurascens 2n=42-56, C. breweri 2n=28 a 42,
C. perplexa 2n="70, C. porteri 2n=84 a 87, C. inexpansa 2n=28, 56, 58, 84-104, C. ca-
nadensis 2n=42-66, ¢i C. crassiglumis sn=140, coz je nejvyssi pocet chromozomu v rodé

Calamagrostis (Nygren, 1954).
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Frey (1973) shrnuje poznatky o karyologii trav a jejich zemédélském vyuziti. Uvadi
pouze dva druhy rodu Calamagrostis: C. epigejos s poCty chromozomu 28 a 56 a tetra-
ploidni C. pseudophragmites s 28 chromozomy (Frey, 1973).

Ploidii studoval i N. N. Tzvelev, H. J. Conert ¢i L. Frey spolu s B. Paszko, ktef{ shrnuli
poznatky o jednotlivych druzich rodu Calamagrostis a uvedli vSechny jejich zndmé pocty
chromozomu a ploidni drovné (Tzvelev, 1976; Conert, 1989; Frey & Paszko, 1999). A. Kra-
hulcovd zase ovéfovala pocty chromozomi a cytotypy jednodéloznych rostlin z Ceské re-
publiky, Slovenska a Mad arska (Krahulcova, 2003). Do této studie zahrnula druhy C. vil-
losa, C. canescens a C. varia (Krahulcova, 2003). Krahulcova (2003) uvadi C. villosa jako
dekaploida (2n=70) a C. canescens a C. varia jako tetraploidy (2n=28).

Nygren se zabyval také pozorovanim vyvoje gamet jednotlivych druhu a jejich hyb-
rida. U apomiktu C. lapponica a C. purpurea pozoroval ve zralych materskych bunkach
pylovych zrn a v matefskych bunkach zarodecného vaku ”mitotické déleni”, ¢imz myslel
diplosporii (Nygren, 1946). Hybridi vznikli zkiizenim C. purpurea se sexudlnimi druhy
(2n=28), stejné jako hybridi C. arundinacea (2n=28) x C. epigejos (2n=>56) se v meioze
chovali jako apomiktickd C. purpurea (byla pozorovana "mitoza”) (Nygren, 1948a). Me-
iosa hybrida C. arundinacea x C. epigejosbyla vice narusend u samcich nez u samicich
bunék (Nygren, 1946). Matetské bunky pylovych zrn hybrida navic pravidelné vytvarely
dormantni bunky, které se dale nevyvijely a plasmodia, coz je také typické pro apo-
mikty (Nygren, 1948b) Z obtizného kfizeni F1 generace byla ziskdna generace F2, kterd
opét vykazovala mitotické déleni. Pozdéji se Nygren pozastavuje nad urcitym exemplarem
C. purpurea z lokality Gallivare schopnym vyjimecné tvorit haploidy, ¢imz se prokazuje
ze i v redukovaném endospermu se muze vajecnd bunka vyvinout autonomné (Nygren,
1951).

Poté studoval také problematiku severoamerickych druhu. Zjistil, ze u C. scopulorum
a C. porteri probihd sice normdalni meioza, ale vznikd redukovand tridda (u C. porteri
nekdy tetrada) bunék, ze kterych vznikne zarodeény vak (Nygren, 1958). Tyto druhy jsou
tedy jasné amfimiktické. U druhu C. perpleza, ktery je blizce piibuzny C. porter: a mél by
byt také amfimiktem, vSak dochazi k silnému naruseni procesu meiozy a vznikaji pylova
plasmodia typicka pro apomikty (Nygren, 1958). U druhu C. crassiglumis stejné jako
u C. inexpansa Nygren objevil jak sexudlni, tak apomiktické zarodecné vaky (Nygren,
1958). Meiosa u C. crassiglumis (2n=104) byla pravidelnéjsi nez by autor u polyploida
ocekdval (Nygren, 1958). Nenasel ale u této titiny zadné polyvalenty, zato 60-65 bivalentu
(bézné je v kazdé mateiské pylové bunce k vidéni 10-20 univalenti) a velké mnozstvi
morfologicky dobrého pylu (Nygren, 1958).

Nygren se také zabyval morfologii jednotlivych druhu a ptfedevsim jejich hybridu.
Studoval predevsim znaky v klascich, ale neopomnél ani ostatni znaky. Zjistil, ze stejné
rostliny C. canescens a C. purpurea v ruznych letech méni chlupatost ¢epeli listu, avsak

pricina tohoto jevu zustala neobjasnénd (Nygren, 1948a). Autor pouze zminuje domnénku,
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ze je to zpusobeno vnéjsimi ekologickymi faktory (Nygren, 1948a). Ve stejné praci uvadi, ze
bylo problematické morfologicky rozlisit C. purpurea od jejich hybridu a zaroven od sebe
rozlisit hybridy vzniklé kiizenim C. purpurea s ruznymi sexudlnimi druhy (Nygren, 1948a).
Domnival se, ze z tohoto duvodu nelze jednotlivé hybridy hodnotit jako samostatné ta-
xonomické jednotky (Nygren, 1948a).

U hybridu C. pseudopurpurea x C. willosa pozoroval Nygren (1948b) zajimavy efekt
v délce osiny. Osina u hybrida rostla ze stiedu hibetu pluchy a byla delsi nez osina
rodicovské C. pseudopurpurea, ackoli saméi rodicovska rostlina var. mutica neméla osinu
vubec (Nygren, 1948b). Zato hybridni jedinci s redukovanym poc¢tem chromozomu vznikl{
kiizenim C. purpurea s C. canescens se ve vétsiné morfologickych znacich shodovali
s C. canescens (Nygren, 1948a). Fenotyp C. purpurea, predevsim dlouhé jazycky, byly
tedy pravdépodobné potlaceny. U klonu C. purpurea si zase vsiml, ze jejich klasky jsou
podobné shlukovité jako u druhu C. epigejos a povazoval tento jev mylné za jasny dukaz,
ze C. purpurea obsahuje urcité geny C. epigejos (Nygren, 1948a).

U neékterych hybridu C. epigejos x C. arundinacea pozoroval v generaci F2 (s pocty
chromozomu 2n=35, 37 a 38) morfologické znaky odpovidajici C. varia (2n=28), avsak
z hlediska rozmnozovani se jednalo o apomikty, coz tomuto druhu neodpovida (Nygren,
1948b).

Morfologii studoval také W. W. Mitchell na Aljasce, kde rozlisil 3 druhy komplexu
C. canadensis na zakladé méreni fady znaku, jako je sitka cepele listu, délka jazycku,
délka laty, délka pluchy ¢i délka prasniku (Mitchell, 1968). Déle také T. Tateoka, ktery
zjistil znacnou morfologickou podobnost japonskych tetraploidu a oktoploidu pochazejici
z komplexu C. purpurea—langsdorffii—canadensis (Tateoka, 1974). Jedinou odlisnosti, kte-
rou mezi tetraploidy a oktoploidy nalezl, byl rozdil ve velikosti pylovych zrn (Tateoka,
1974).

Némecky autor R. Heine zase studoval druhy rodu Calamagrostis na tzemi Saska
v udoli tek Mulde, Floha a Zschopau a porovnal je s druhy z oblasti belgické Hohen
Venn (Heine, 1972). Ve své studii také porovnava morfologii druhu C. pseudophragmites
s druhem C. phragmitoides (Heine, 1972). Nejvétsi rozdily nasel samoziejmé v klascich
napt. v délce bazélnich chlupu, ve velikosti pluchy ¢i poméru plev (Heine, 1972). Nakonec
dosel k zavéru, ze belgické druhy jsou odlisné od saskych, ackoli jedinci z obou zemi jsou
morfologicky podobni C. phragmitoides (Heine, 1972).

Dalsimi autory, kteti studovali morfologii rodu Calamagrostis byl N. N. Cvelev, ktery
se zaméril na sibirské druhy (Tzvelev, 1976), nebo cesky autor M. Smejkal shrnujici po-
znatky o jim v Ceské republice objevené C. phragmitoides (Smejkal, 1976). Sttedoevropské

druhy rodu Calamagrostis detailné zpracoval a popsal némecky autor H. J. Conert (1989).

Moderni autofi se na morfologii tolik nezamétuji, avsak napi. M. Drapikowska se

zabyvala morfologii klaskt polskych populaci C. arundinacea, pticemz dokazala morfo-
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logicky rozlisit jednotlivé populace (Drapikowska et al., 2007). Japonsti védci pfi feseni
otazky puvodu hybridniho diploida C. longiseta var. longe-aristata pouzili kromé morfolo-
gické analyzy také RAPD analyzu (Saitou et al., 2007). Méfili nejen znaky v jednotlivych
kléscich, ale také délku stébla, délku laty a délku nejhotejsiho jazycku (Saitou et al., 2007).
Zjistili, ze obecné ma tento hybrid morfologicky intermediarni charakter a vétsi genetic-
kou diverzitu nez jeho potencidlni rodicovské druhy, coz podporuje hypotézu hybridniho
puvodu zktizenim C. longiseta var. longiseta s C. fauriei (Saitou et al., 2007).

B. Paszko se zabyvala morfologii kldsku polskych populaci C. varia a nasla mezi rizny-
mi populacemi mirnou variabilitu (Paszko, 2008). Pozdéji s kolegou M. Nobisem zkoumali
morfologii hybrida C. X gracilescens a jeho potencialnich rodicu C. canescens a stricta
(Paszko & Nobis, 2010). Hybrid byl intermedidrni v morfologii klasku a lze jej podle autoru
s jistotou poznat dle vétveni, poctu nodu na stéble a délky kalusovych trichomu (Paszko
& Nobis, 2010).

Veétsina studii rodu Calamagrostis se vsak tyka hybridizace. Asi nejvice se zabyval
experimenty s kiizenim A. Nygren. Zkiizenim samici C. arundinacea (2n=28) se samci
C. epigejos (2n=56) ziskal hexaploidni hybridy (2n=42), kteii byli podle vseho apo-
mikticti, ale béhem let tyto trvalky vzacné tvorily malé mnozstvi pylu, které pouzil
na ziskani dalsi generace F2 (Nygren, 1946; Nygren, 1948b). Ziskal tak 49 rostlin, ze kterych
kvetlo 43 jedincu (Nygren, 1948b). Zabyval se také kiizenim C. pseudophragmites x C. vil-
losa ¢i kiizenim C. purpurea s ruznymi amfimiktickymi druhy (2n=28) za vzniku hybridu
(2n=70) (Nygren, 1948b). Kiizenim C. purpurea se saméi C. canescens vzacné vznikaji je-
dinci s redukovanou gametou, které Nygren oznacuje jako haploidni C. purpurea (Nygren,
1948a). Ackoli fertilita F1 hybridu C. purpurea s amfimikty byla velmi nizka, podafilo se
vypeéstovat dalsi generaci F2 (Nygren, 1962).

Nygrenovi se také experimentalné podarilo ziskat morfologicky shodného s C. pur-
purea (Nygren, 1946). Dosahl toho dvéma zpusoby. Pfi prvnim semena rostlin C. ca-
nescens (2n=28) osetfil kolchicinem a ziskal autotetraploidy s po¢tem chromozomu 56,
které byly morfologicky identické s C. purpurea (Nygren, 1946). Dale ve tiech ruznych
kiizeni C. canescens (samice) se samcéi C. epigejos (2n=42) ziskal rostliny s chromo-
zomalnim poctem 56, s vétvenim a dalsimi morfologickymi znaky typickymi pro C. pur-
purea (Nygren, 1946). Tito potomci v dalsich letech produkovali semena, ackoli jejich
prasniky neobsahovaly pyl (Nygren, 1948a).

Déle se Nygrenovi s obtizemi podafilo vypéstovat 40 prirozenych klonu apomiktické
C. purpurey, z nichz minimum jedincu vytvorilo pyl (Nygren, 1948a). Avsak to stacilo
na zkifzeni téchto klonti s riiznymi amfimiktickymi druhy (Nygren, 1949). Cést hyb-
ridi méla pocet chromozomu shodny s mateiskou rostlinou, ¢ast se od tohoto poctu
lisila (Nygren, 1949). Nygren také pozoroval, ze u nékterych hybridnich jedincu byly
z jednoho klasku produkovéani jak potomci s materskym poctem chromozomu, tak po-

tomci s odlisnym poétem a ze u téchto jedincu posléze dochazelo k samoopyleni (Nygren,
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1949). Nygren se na zékladé svého pozorovani domnivd, ze v nékterych piipadech doslo
k aktivaci vlastniho pylu pylem cizim (Nygren, 1949). Matersky klon, ktery Nygren
zpocatku povazoval za obligatné apomikticky se nakonec ukazal byt fakultativné apo-
miktickym (Nygren, 1949).

T. Tateoku zase zajimala hybridizace japonskych druhu, konkrétné vznik hexaploid-
nich jedincu komplexu C. purpurea—langsdorfii—canadensis (Tateoka, 1974).

R. Heine studoval problematiku saskych druhu rodu Calamagrostis a zjistil, ze se lisi
od belgickych druht morfologii (Heine, 1972). Domnival se, Ze tato odlisnost mohla byt
zpusobena hybridizaci s C. phragmitoides, ale problém hloubéji nezkoumal (Heine, 1972).
Jeho kolega Scholz zase dospél k nazoru, ze sasky taxon C. canescens subsp. vilnensis je
vysledkem dlouholeté hybridizace postglacidlni C. phragmitoides s C. canescens (Scholz,
1964). Problematikou hybridizace na tizemi Saska, konkrétné C. pseudopurpurea se pozdéji
se svymi kolegy zabyval i S. Schiebold, avsak jiz modernimi genetickymi metodami, jako je
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Schiebold et al., 2009). Zjistili, ze v Sasku
a Sasku-Anhaltsku existuji dva odlisné RAPD genotypy C. pseudopurpurea, které rostou
na ficnich bfezich dvou izolovanych fi¢nich toku, na jejichz soutoku se vyskytuji obé
formy (Schiebold et al., 2009). Déle se domnivali, ze tento druh je blizce piibuzny s C. ca-
nescens a phragmitoides, ackoli ani u jednoho nebylo prokézano potencidlni rodicovstvi
C. pseudopurpurea (Schiebold et al., 2009).

M. Krzakowa s A. Dunajskim zase tesili, zda C. arundinacea nehybridizuje s C. villosa
v anemo-orografickém systému v tdoli polskych Krkonos (Krzakowa & Dunajski, 2007).
Vyuzili analyzu allozymu a za pomoci Sesti lokusu peroxidazy odhalili idajny transfer
genu z C. arundinacea do C. villosa (Krzakowa & Dunajski, 2007). B. Paszko a M. Nobis
pomoci metody AFLP prokazali hybridizaci mezi C. canescens a C. stricta, coz se podle
nich projevuje tokem genu z C. canescens do C. stricta (Paszko & Nobis, 2010).

V 80.letech minulého stoleti byla provedena prvni restrikéni enzymova analyza chloro-
plastové DNA jednotlivych druhu rodu Calamagrostis (Teeri et al., 1984). Podle o¢ekavani
vznikly na elektroforéze identické prouzky, coz potvrzuje ptribuznost druhu tohoto rodu
(Teeri et al., 1984). Chloroplastovd DNA se dédi maternalné a nedochdzi u ni k hybridi-
zaci, a proto je vhodna ke zjisténi mateiského druhu.

E. J. Esselman et al. (1999) zase zkoumali genetické rozdily mezi klony vzacné seve-
roamerické C. porteri ssp. insperata a to hned nékolika genetickymi metodami, jejichz
vysledky na zdvér porovnali - allozymy, RAPD a ISSR (Intersimple sequence repeat).
U dvou populaci metodou allozymu zaznamenali dvé alely a jeden z patnacti alelickych
lokusti, zatimco u dalsich dvou populaci nasli pouze jeden genotyp (Esselman et al., 1999).
Analyzami RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) a ISSR (Intersimple sequence
repeat) odhalili vice genotypu (Esselman et al., 1999). Autofi uvadéji, ze neni jisté, zda
byly urcité genotypy ziskany diivéjsi sexualitou, nebo nahromadénymi somatickymi mu-

tacemi starsich jedincu (Esselman et al., 1999). Analyza ISSR ukézala vétsi diverzitu nez
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RAPD ve ttech ze ctyt populaci (Esselman et al., 1999). Variabilita odhalena analyzami
RAPD a ISSR podle autoru naznacuje, ze v minulosti doslo k polyploidizaci a vysvétluje
vzacnost sexuality u soucasnych populaci (Esselman et al., 1999).

M. Krzakowa a Z. Celka (2007) studovali polskou populaci 30-ti jedincu C. arundina-
cea jedenacti polymorfnimi enzymatickymi systémy, které elektroforeticky oddeélili. Kazda
rostlina v échto enzymatickych systémech vykazovala urcité individudlni rozdily v 16 loku-
sech, avsak populace jako celek si zachovala Hardyho-Weinbergovu rovnovéahu (Krzakowa
& Celka, 2007). Pozdéji tito autofi rozsitili své badani na 25 polskych populaci, které zkou-
mali analyzou peroxidazovych lokusu (11-ti allozymy) (Krzakowa & Celka, 2008). Dosli
k zévéru, ze vsechny populace byly polymorfické a v Hardyho-Weinbergové rovnovaze (Kr-
zakowa & Celka, 2008). Existuje tedy urc¢ita vnitropopulacni variabilita a populace jsou
geneticky vyrovnané.

Mezi modernéjsi pristupy botanického badani patii zkoumani genomu, ktery predstavu-
je soubor veskeré genetické informace urcitého jedince. V soucasnosti se pro velikosti ge-
nomu a urceni ploidie pouziva metody prutokové cytometrie, kterda vyuziva optickych
vlastnosti ¢astic (zde bunécnych jader vzorku) ozérenych svétlem. Suspenze jader vzorku
obarvend fluorescenénimi barvivy (AT-specifickym DAPI - 4’,6-diamino-2-fenylindol di-
hydrochlorid, nebo interkalaé¢nim propidium jodidem - PI) na stanoveni DNA a nasledné je
nasdvdna cytometrem, ve kterém je ozdfena svétlem (laserem, nebo rtutovou vybojkou),
které prochéazi optickymi filtry. Vzorek protéka métricim bodem, kde je ozafen svétlem
a je zaznamenavana fluorescence, pripadné dalsi hodnoty. Dle poméru vzorku se stan-
dardem lze urcit velikost genomu a ploidii vzorku. Standard je vybiran tak, aby byl
priméfené blizko vzorku a umoznil pfesné odecteni poméru vzorek/standard. Tato me-
toda zatim nebyla na rod Calamagrostis pouzita. Avsak v literature muzeme najit jeji
pouziti na analyzy jinych druhu trav, kuptikladu pro zjisténi velikosti genomu a pomeéru
CG /AT bazi rodu Festuca (Smarda et al., 2008) & jako metoda pro odhaleni cytotypické
variability komplexu Phloz amabilis—P. woodhousei (Fehlberg & Ferguson, 2012).

Nad otazkami fylogeneze a taxonomie se vétSinou zamysleji soucasni autori, avsak
i starsi autori se s omezenymi moznostmi snazili vysvétlit vznik ruznych druhu, véetné téch
z rodu Calamagrostis. Nygren premyslel nad tim, jak je mozné, Ze se mu podafilo kiizenim
ziskat hybridy odpovidajici morfologicky C. purpurea. Domnival se, ze v piirodé C. pur-
purea vzacné hybridizuje s amfimiktickymi druhy rostoucimi v arealu jejiho rozsiteni,
takze geny pro tento druh a tedy i pro apomixi jsou Siroce rozsiteny i mezi jiz zminénymi
amfimikty (Nygren, 1951). Podle jeho teorie mohou byt tyto geny v heterozygotnich amfi-
miktech v prirodé potlaceny, avsak pri spravné hybridizaci muze vzacné, avsak opakované
vznikat C. purpurea (Nygren, 1951).

Nygren také formuloval hypotézu, ze cely rod Calamagrostis muze nést urcité apomik-
tické geny pochazejici z C. purpurea a z kiizeni ruznych druhu tohoto rodu muze tedy

ndhodné vzniknout apomikt (Nygren, 1951). Napf. pfi vyse zminéném zkiizeni C. epi-
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gejos s C. arundinacea mély vzniklé generace F1 a F2 jak apomiktické (diplosporické),
tak i amfimiktické matefské buiiky zarodecného vaku (Nygren, 1951). Tato vlastnost by
mohla umoznit stabilizovat apomixi v komplexu rodu, kde se diive nevyskytovala (Nygren,
1951).

Nad prirozenou genezi C. phragmitoides, ktera je poddruhem C. purpurea, se pozasta-
vil i H. Scholz, ktery vyslovil dvé hypotézy. Prvni se tyka zkiizeni C. canescens (2n=28)
se sibifskou C. langsdorffii (2n=56) (Scholz, 1971). Druhd predpoklada rodicovské druhy
C. canescens (2n=28) a C. epigejos (2n=42) a nevylucuje zapojeni druhu C. arundina-
cea(2n=28) (Scholz, 1971). Scholz nejprve spolu s N. N. Tzvelevem povazoval za spravnou
prvai hypotézu (Scholz, 1964; Tzvelev, 1976), pozdéji se na zakladeé vysledku experimentt
A. Nygrena (1946) priklonil k druhé hypotéze (Scholz, 1971).

H. Scholz se zabyval také nomenklaturickou problematikou nazvu C. pseudopurpurea,
ktera by se podle néj méla jmenovat C. rivalis ( (Scholz, 1971). Dals{ autofi se snazili zjistit
jeji fylogeneticky puvod. S. Schiebold s kolegy zjistili, ze tento druh vznikl minimalné
dvakrat hybridizaci mezi stejnymi rodicovskymi druhy a poté u ni prevladalo nepohlavni
rozmnozovani (Schiebold et al., 2009). Blizce piibuzné druhy C. canescens a phragmitoides
se vSak neprokazali jako rodicovské a tak otdzka vzniku zustava nevytesena (Schiebold
et al., 2009).

Rod Calamagrostis byva clenén do nékolika komplextu. Do komplexu C. purpurea—
langsdorffii—canadensis, jehoz rozsiteni je cirkumpolarni (obr. 2), je fazeno hned nékolik
evropskych druhu.

Predpoklada se, ze z jediného predka tohoto komplexu se diky izolaci vyvinuly v dobé
glacialu tii skupiny: C. canadensis v Severni Americe, C. langsdorffii v sibitské ¢asti Asie a
C. purpurea ve Skandinavii. Nygren tvrdi, ze ptedkem celé skupiny byl druh C. canescens,
ktery byl v tretihorach udajné velmi rozsiten v cirkumpolarnich oblastech a v ranych
¢tvrtohorach z néj vznikly tyto tii druhy (Nygren, 1946). Glacidlni puvod jednoho z druhu
(C. phragmitoides, ktery je zarazovéan do tohoto komplexu pozdéji podpotil i H. Scholz
(Scholz, 1971).

Timto komplexem se zabyvala fada autort, napt. jiz zminény Nygren (1946-1962) ¢i
Scholz (1964 a 1971). W. W. Mitchell se zase zaméril na aljasky komplex C. canadensis,
ve kterém rozlisil 3 ploidni urovné (Mitchell, 1968). Oktoploidni (2n=>56) a tetraploidni je-
dince (2n=28) jedince povazuje za C. langsdorfii, hexaploidni jedince (2n=42) za C. cana-
densis s. str. (Mitchell, 1968). Nejvice byli na Aljasce rozsiteni praveé tetraploidi (Mitchell,
1968). Podobnou problematikou se zabyval T. Tateoka, ktery zjistil, ze na japonském os-
trové Hokkaido jsou soucasti komplexu C. purpurea—langsdorffii—canadensis predevsim
tetraploidi (2n=28) a oktoploidi (2n=56), pficemz tito tetraploidi jsou blizce pfibuzni
aljasskym tetraploidum (mohli tedy mit v dobé glacidlu béhem spojeni Asie se Severni
Amerikou kontinudlni rozsifeni) (Tateoka, 1974). Také si v8iml, ze oktoploidi maji dobie

vyvinuty pyl, a proto neodpovidaji apomiktické C. purpurea (Tateoka, 1974). Autor nasel
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Obr. 2: Rozsiteni komplexu C. canadensis-langsdorffii-purpurea(Hultén & Fries, 1986).

také nekolik mélo hexaploidu (2n=42), kteii se vsak lisi od severoamerické hexaploidn{
C. canadensis (Tateoka, 1974). Domnivé se tedy, ze se jednd o hybrida mistniho tetra-
ploida a oktoploida (Tateoka, 1974).

V Severni Americe zkoumali MacDonald s Lieffersem (1991) 4 populace severoamerické
C. canadensis, pricemz zjistili shodnou genetickou variabilitu (1,5-1,7 alel na lokus) a
zéroven u 30-ti zkoumanych jedincu nasli 14 ruznych genotypu (MacDonald & Lieffers,
1991).

Do skupiny C. purpurea s. 1. byva jako poddruh zarazovana stredoevropska C. phrag-
mitoides, kterd roste i u nds. C. J. Hartman oznacil nazvem C. phragmitoides evropské
(skandindvské) rostliny (Hartman, 1832), ale skandindvsti védci pouzivaji pro tento druh
Triniovo jméno C. purpurea.

C. phragmitoides roste na raselinnych loukdch a v kfovindch (Conert, 1989). Je to
vybézkata rostlina s tmaveé zelenymi az Sedozelenymi listy o sifce 6-11 mm (Kubéat &
et al., 2002; Stech in prep.). M4 vétvend statnd stébla s 5-ti az 8-mi kolénky, bohatou,
rozkladitou latu (vétsinou delsi nez 20 cm) vétsinou bez pylu, jazycky jejich hornich listu

dosahuji 6-10 mm délky a na vnéjsi strané jsou krétce chlupaté (Kubat & et al., 2002).
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Pluchy této titiny obvykle maji relativné napadnou hibetni osinu vyrustajici z horni
tfetiny pluchy (Conert, 1989; Smejkal, 1976).

V Ceské republice byla titina nachovd (C. phragmitoides) poprvé objevena v roce 1974
M. Smejkalem na jiznim okraji rybnika Patez, vzdaleném 1,5 km jihovychodné od obce
Kalisté na Ceskomoravské vrchoving (Smejkal, 1976). Sebrané rostliny byly morfometricky
porovnany se skandindvskymi polozkami (Smejkal, 1976).

V roce 1981 byl tento druh znovu nalezen na Ceskomoravské vrchoviné a to I. Ruzickou
pri vychodnim okraji Hojkovského raselinisté, které lezi 500 m jizné od obce Hojkov
a 12 km zapadné od Jihlavy (Ruzicka, 1985; Ruzicka, 1987). Hojkovské raselinisté bylo
roku 1982 prohldseno chranénym piirodnim vytvorem (Ruzicka, 1987; Ruzicka, 1989).

V roce 1996 nalezl 1. Ruzicka tento druh na biehu lesniho rybnicku Jezirko vychodné
od Tresté a udajné i na raSelinnych brezich a rasSelinisti u jednoho z rybnicku na lo-
kalite Radlice, 9 km severozdpadné od Dacic (Ruzicka, 2005). Téhoz roku nalezl dalsi
stanovisté tohoto druhu na Ceskomoravské vrchoviné (nedaleko od jiz zminéné lokality
Jezirko u Ttesté), kde tato titina roste po obou strandch travnaté lesni cesty pobliz silnice
z Otina do Pavlova (Ruzicka, 2005).

Pozdéji pribyly jesté dalsi lokality C. phragmitoides a to v Krusnych horach (Ondra-
ek, 2012), na Sumavé (Repka & Lustyk, 1997), v Nizkém Jeseniku (Bednéi et al., 1991)
a na Broumovsku (Repka et al., 1998). Titina nachova byla uvddéna i z dalsich tizemi.
7 Piedsumavi, Ceskobudéjovicka, Téaborska (Chan, 1999) a Sumperska (V. Faltys, tistni
sdéleni). Na Téborsku byla na zarostlém rybniku Zeman kvuli litordlnim porostum vy-
sokych ostfic se tftinou nachovou vyhldsena roku 1993 piirodni pamétka (Albrecht, 2003),
na coz ostatné odkazuje i zfizovaci vyhlaska.

I. Ruzicka se v jednom ze svych ¢lanku zamyslel nad rychlym narustem dalsich lokalit
tohoto druhu, tedy jestli se titina nachové po Ceskomoravské vrchoviné opravdu §iFi, nebo
byla pouze pro svou snadnou zdménu s jinymi druhy tohoto rodu prehlizena (Ruzicka,
2005). V Cerveném seznamu ohrozenych druhti Ceské republiky z roku 2001 méla titina
nachova oznaceni C1 — kriticky ohrozeny druh (Prochézka [ed.] et al., 2001), v nejnovésim
Cerveném seznamu z roku 2012 je jiz vSak zafazena pouze do kategorie C2b, tedy silné
ohrozeny druh (Grulich, 2012). Je to pravdépodobné zpusobeno rustem poctu lokalit
v poslednich letech.

C. canescens, ktera je podle Nygrena a Scholze potencionalnim rodicovskym druhem
této C. phragmitoides roste vétsinou na bazinnych olsinach ¢i slatinnych a raselinnych
loukach (viceméné po celém tzemi nasi republiky) (Kubat & et al., 2002). Stébla téchto
o néco mensich vybézkatych rostlin jsou méné statnd, vétvend, s 3-mi az 5H-ti kolénky
(Kubét & et al., 2002). M4 spise stazenou, chudsi latu (vétsinou kratsi nez 15 cm) obsa-
hujici pyl, jazycky o délce max. 6 mm ma vné fidce kraticce Stétinkaté, dale sivé zelené,
za sucha svinuté listy (3-7 mm §iroké), pluchy s nendpadnou, kratkou jemnou osinou v kon-

covém vykroji (Conert, 1989; Kubat & et al., 2002). C. canescens byva ¢asto zaménovana
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s C. phragmitoides, a to kvuli podobnosti biotopi, ve kterych oba druhy rostou, kvili ha-
bitualni podobnosti véetné vétveni stébla a podobnosti morfologickych znaku.

U druhu C. phragmitoides jsou v literature uvadény ruzné pocty chromozomu, riuzné
mechanismy vzniku a rozmnozovani. Neni znamo, zda treba nedochdazi k opakovanému
vzniku tohoto druhu, nebo jestli nevznikd urcita mezi- a vnitropopulacni variabilita. Také

nebylo ovéreno, zda hypotéza o potencidlnim rodicovstvi C. canescens je spravna.
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3 Cile prace

1. Zjistit variabilitu ve velikosti genomu u vétvenych mokiadnich titin v Ceské repub-

lice.

2. Nalézt vhodné morfologické znaky pro rozliseni druhu C. canescens a C. phragmi-

toides.

3. Nalézt uiseky vhodné chloroplastové DNA pro odliseni druhu C. canescens, C. phrag-

mitoides, ptipadné C. epigejos.

14



4 Material a metody

4.1 Shbér dat

Pii pruzkumu udévanych lokalit (herbarové doklady, literarni idaje, ustni informace)
bylo nalezeno 15 populaci C. phragmitoides, ze kterych bylo sebrano 5 az 20 rostlin (Obr. 3,
Tab. 1). Pocet sebranych rostlin zavisel na velikosti dané populace. Déale bylo sebrano
5 az 20 rostlin z 27 populaci C. canescens (Obr. 3, Tab. 2 a 3). Ze vSech sebranych je-
dincu byl odebran list na cytometrickou analyzu, u vybranych rostlin byl odebran dalsi
list do silikagelu na sekvenaci a cela rostlina i s ¢asti kotinku byla sebrana pro morfomet-
rické méfeni. Vzorky listu na sekvenaci byly sebrany i u 4 populaci C. epigejos (Tab. 4).
Dokladové polozky ke studovanym populacim jsou ulozeny v herbaii PfFJU (CBFS).

Studované populace

C. canescens a C. phragmitoides
FCM

FCM + morfometrika

Bl FCM + cpDNA

@ FCM + morfometrika + cpDNA

o U

Q.
o
© o
o
S ° ©5 m
® ||
& L
@
® O &

Obr. 3: Studované populace C. canescens a C. phragmitoides (FCM = cytometrickd
analyza, cpDNA = sekvenace chloroplastové DNA).
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4. Material a metody 4.2. Priatokova cytometrie

4.2 Priitokova cytometrie

Metodou prutokové cytometrie byla u C. phragmitoides a C. canescens stanovena re-
lativni velikost genomu vybranych rostlin ze vSech studovanych populaci. Byly méreny
smésné vzorky po 5H-ti az 10-ti rostlinach. Zaroven byla stanovena absolutni velikost ge-
nomu t¥i jedincu ze tii populaci C. phragmitoides a jedné populace C. canescens. Jako in-
terni standard byl pouzit Pisum sativum ,Ctirad” o velikosti genomu 2C=9,09 pg (Dolezel
et al., 1998), ktery byl dodén Laboratoii experimentalni botaniky AVCR v Olomouci.

Byl pripraven barvici roztok dle pozadovaného mnozstvi vzorku. Pro barveni AT-
specifickym barvivem DAPI bylo pouzito 25 ml citrat-fosfatového pufru Otto IT (Mecll-
vaine’s buffer), 50 pl 2-merkaptoethanolu a 1 ml zasobniho roztoku DAPI (1 mg/ml).
Pro barveni interkala¢nim barvivem propidium jodid (PI) bylo pouzito 20 ml pufru
Otto II, 40 pl 2-merkaptoethanolu, 1 ml zasobniho roztoku PI a 1 ml zasobniho roz-
toku RNasy Ila (oboji 100 mg/ml, vysledna koncentrace 50 mg/ml). Do plastové Petriho
misky byl vlozen analyzovany vzorek a interni standard. Standardu bylo asi o ¢tvrtinu
méné nez vzorku. Bylo ptidano 400 pnl na ledu vychlazeného Otto I pufru a rostlinny
materidl byl rozsekan ziletkou na jemné kousky. Suspenze byla nékolikrat promichana
pipetou a prefiltrovana pres 42 pl filtr (textilie Uhelon 130T) do oznacené zkumavky. Ob-
jem filtratu byl priblizné 200 nl. Opticky byla zkontrolovana absence necistot. Vzorek byl
nasledné ponechan 5 min v klidu, coz je empiricky ovérena doba stani pro tento rod. Po-
tom bylo pfiddno 800 pl barviciho roztoku Otto II (pomeér prefiltrovaného vzorku s Otto I
a barvictho roztoku Otto II musi byt kvuli pH ptiblizné 1:4), znovu byla zkontrolovana
¢istota a vzorek byl ponechédn 1 min barvit. Vzorek byl poté pro stanoveni relativni ve-
likosti genomu vlozen do cytometru Partec PA 1T (Partec GmbH., Miinster, Germany),
ktery byl nastaven tak, aby standard byl na kanalu 200 na 1024-kanalové skale a za-
znamenavalo se 3000 ¢astic. Absolutni velikost genomu byla méfena na piistroji Partec
CyFlow SL se zelenym laserem (532nm) na 5000 jader.

Po zmeérfeni byla data zpracovana pomoci programu FlowJo 7.5.5 (TreeStar, Inc.,
Oregon, USA), FlowMax 2.6 (Partec GmbH, Germany) a STATISTICA 10 (StatSoft
Team, 2011). Byly zjistény prumérné hodnoty pro piky obou druhu (Sample - CV mean)
a pro piky standardu (Standard - CV mean) a z toho byl pro kazdy zméfeny vzorek
vypocitan pomér Sample/Standard. Z téchto poméru byla pro jednotlivé druhy vybrana
nejnizsi (Pomeér min) a nejvyssi (Pomér max) hodnota a spo¢itan prumér. Nasledné byla

spoc¢itana variabilita v ramci druhu podle vzorce:

Pomeér,,,. — Pomérin

Variabilita =

(%)

Pomér,;, - 100
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4. Material a metody 4.3. Morfologicka analyza

Déle byl v Excelové tabulce spocitan pomér CG/AT bazi (Smarda et al., 2008), kde
bylo potieba spocitat jako mezivypocet tzv. ,dye factor” (DF) pro jednotlivé druhy, ktery

se poc¢ita z pomeéru fluorescenci urcovaného vzorku a standardu:

Sample/reference ratio with DAPI
Sample/re ference ratio with PI

DFSample =

4.3 Morfologicka analyza

U sebranych rostlin z 12 populaci C. phragmitoides a ze 14 populaci C. canescens bylo
pocitano a méreno 13 znaku povazovanych za taxonomicky vyznamné v této skupiné rodu

(Tab. 5, Obr. 4). Rozméry byly zjistovany pravitkem s piesnosti 1 mm.

Tab. 5: Métené morfologické znaky.
Zkratka znaku | Znaky

KOL Pocet kolének od kofinku az pod latu

LATA Délka laty od baze jeji nejspodnéjsi vétve po konec nejhorejsiho
klasku (mm)

KVET_D Délka nejdelsi vétvicky z nejspodnéji rostoucich na laté (mm)

KVET_U Délka nejdelsi vétvicky vyrustajici mirné pod stfedem laty,
vyplnujici jeji prostor v poloviné (mm)

DLIST1 Délka cepele nejhotejstho listu (mm)

SLIST_1 Maximélni sitka ¢epele nejhorejsiho listu v nejsirsi ¢asti (mm)

DLIST_2 Délka ¢epele druhého nejhotejsiho listu (mm)

SLIST 2 Maximalni s$itka cepele druhého nejhotejsitho listu v nejsSirsi
¢asti (mm)

JAZ1 Délka jazycku nejhotejsiho listu (mm)

JAZ2 Délka jazycku druhého nejhorejsiho listu (mm)

CHLUP Cepel listu bez dlouhych trichoma pouze s kratickymi
stétinkami = 0, tidké dlouhé chlupy = 1, husté dlouhé chlupy = 2

CERV Cervené zbarveni stébla: zadné = 0, malo intenzivni (na nodech
nebo u kofent) = 1, éervené stéblo = 2

VETV Binarni data; stéblo se nevétvi = 0, stéblo se vétvi = 1

Z namérenych hodnot byly vypocitan pomeér délky k sitce dvou nejhorejsich listu
(D/SLIST_1 a D/SLIST_2), déle procento vétveni obou druhu, procento chlupatosti ¢epele
listi druhu a zbarveni stébel druht.

Vysledky byly nésledné zpracovany v nékolika programech. Zékladni statistiky, jako
je prumeérna hodnota znaku pro jednotlivé druhy a populace, byly spoc¢itany v programu
STATISTICA 10 (StatSoft Team, 2011). Znaky délka obou jazycku a sitka listu byly
transformovany dekadickym logaritmem, aby se jejich rozlozeni pftiblizilo normalnimu.

Na zakladé euklidovskych vzdéalenosti populaénich prumeéru byla spoé¢itana shlukova analyza
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Obr. 4: Mérené morfologické znaky.



4. Material a metody 4.4. lzolace DNA pomoci NaOH

v programu R 2.15.3 (R Core Team, 2013). Jako shlukovaci kterd optimalizuje homoge-
nitu shluku podle urcitého kritéria, kterym je minimalizace zvySovani chyby sumy ¢tvercu
odchylek bodu shluku od jeho priaméru (centroidu) (Marhold et Suda, 2001). Data byla
standardizovana. Na vypocet matice euklidovskych vzdalenosti byla pouzita funkce dist
z baliku stats a na vytvoreni shlukovaci analyzy - hclust také z baliku stats.

V programu R 2.15.3 (R Core Team, 2013) byla provedena také klasifika¢ni diskri-
minacni analyza (CDA), kterd testuje, jakym zpusobem klasifikovat objekty a nasledné
je klasifikuje, resp. identifikuje (Marhold et Suda, 2001). Crossvalidace byla provedena
vypusténim celych populaci a analyza byla poc¢itana funkci LDA z baltku MASS.

V programu CANOCO 5.0 (Braak & Smilauer, 2012) byla provedena analyza hlavnich
komponent (PCA) a linearni diskriminac¢ni analyza (LDA) s forward selection. Analyza
hlavnich komponent je ordinacni metoda umoznujici redukovat pocet dimenzi v eukli-
dovském znakovém prostoru tak, aby doslo k minimélni ztraté informace (Marhold et Suda,
2001). Lineédrni diskriminaéni analyza naopak rozdéluje objekty na zakladé urcitych znaku
na skupiny a zjistuje, které znaky k tomuto odlieni prispivaji nejvétsi mirou (Mar-
hold et Suda, 2001). Do linearn{ diskrimina¢ni analyzy nebyly pouzity pomeéry délka/sitka

listu 1 a listu 2, protoze tento znak se ukazal jako nevyznamny.

4.4 lzolace DNA pomoci NaOH

Ze vzorku urcenych pro analyzu DNA byl odebrian kousek listu (asi 10 x 5 mm)
do eppendorfky 1,5 ml, do které byly pridany dvé wolframkarbidové kulicky. Eppendorfky
se 3 min tiepaly s frekvenci 30 s™! v mlynku Retsch MM400, poté byly kritce stoceny
na stolni centrifuze, aby se kousky vzorku dostaly ze stén zkumavek. Do kazdého vzorku
bylo pridano 20 pl 0,5 M NaOH a zkumavky byly zamichany. Vzorky byly nasledné
prepipetovany do novych zkumavek a kulicky vyndany. Poté byly vzorky centrifugovany
2,5 min na 13 800 rpm pfi teploté 22°C. Z kazdého vzorku bylo odebrano 5 jl supernatantu,
ktery byl pfiddn do SAFE-LOCK zkumavek se 45 pl 100 mM Tris-HCI1 (pH=8,3) a tyto

zkumavky byly zvortexovany.

4.5 Sekvenace

Podle literatury bylo vybréano devét tseku nekodujici chloroplastové DNA které byly
otestovany na jedné rostliné C. phragmitoides a jedné rostliné C. canescens (Tab. 6).
Z nich byly vybrény tii tseky s nejvétsi variabilitou (psbA-trnHSYS, psbK-trnSECY,
rpl32F-trnLAVCR). Usek rpl32F—tmLAYCR byl osekvenovén u 9 rostlin ze 7 populaci

C. phragmitoides a 7 rostlin ze 4 populaci C. epigejos. Usek psbA—trnHEVE

se podarilo
osekvenovat u 10 rostlin ze 6 populaci C. canescens, 8 rostlin ze 6 populaci C. phrag-

mitoides a 1 rostliny C. epigejos. Usek psbK-trnS“CY byl spésné osekvenovan pouze
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4. Material a metody 4.5. Sekvenace

u 4 rostlin ze 3 populaci C. canescensm u 4 rostlin ze 4 populaci C. phragmitoides a
u 1 rostliny C. epigejos. C. epigejos byla do analyzy pridana kvuli pfedpokladanému

vzniku morfotypu odpovidajicich C. phragmitoides z hybridizace druhu C. canescens a

C. epigejos.

Tab. 6: Testované tiseky cpDNA.

Nazev tseku

Primerové sekvence useku 5’3’

Citace

— trnFSAA 3exon

psaA GTTCCGGCGAACGAATAAT (Ebert & Peakall, 2009)
— yef3ex3R ~ GTCCGATCAAGCTCGCTGAG

psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC (Sang et al., 1997; Tate
— trnHGVE — CGCGCATGGATTCACAATCC & Simpson, 2003)

psbK TGTTTGGCAAGCTGCTGTAA (Ebert & Peakall, 2009)
— trnSECY — GGGTTCGAATCCCTCTCTTT

rpl32F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC (Shaw et al., 2007)

— trnLAVGR ~ CTGCTTCTTAAGAGCAGCGT

rpoClex2L TTCGAATTAAACCTCGTAATCG (Ebert & Peakall, 2009)
— rpoClex1R — CATGTGTGGTATTTGAAACGTC

trnKVVYL GGACTCGAACCCGGAACTA (Ebert & Peakall, 2009)
~ matK-R ~ TTGGGTTCGGTATTTTTAGAAGA

trnLVAA3’exon GGTTCAAGTCCCTCTATCCC (Taberlet et al., 1991)

— ATTTGAACTGGTGACACGAG

trnLY445’exon
— trnL.YA4 3’exon

CGAAATCGGTAGACGCTACG
— GGGGATAGAGGGACTTGAAC

(Taberlet et al., 1991)

trnTVGU
— trnLYA4 3’exon

CATTACAAATGCGATGCTCT
— TCTACCGATTTCGCCATATC

(Taberlet et al., 1991)

PCR reakce probihaly v objemu 10 pl a jejich slozeni bylo: 2,2 nl PCR vody, 1,2 pl

forward i reverse primeru, oba o koncentraci 2,5 pmol, 5 ul 2x Plain PP Master Mixu

(Top-Bio) a 0,4 ul DNA vzorku. Amplifikace probihala v termocycleru Biometra T3000 a

BIOER XP. Reakéni podminky pro jednotlivé primery jsou shrnuty v Tabulce 7.

Uspésnost PCR byla ovétena pomoci elektroforézy. Byly smichany vzdy 2 nl PCR pro-
duktu s 0,8 pl GEL RED fluorescenéniho barviva. Tato smés byla spolu s ladderem (100 bp)
na 1,5% agarézovy gel v pufru TBE. Elektroforéza probihala pii 120 V a vysledek byl

vyfocen v UV svétle pomoci programu Scion VisiCapture.

PCR produkty byly precistény ExoSapem. Bylo vzdy smichano 1,5 pl ExoSapu s 5 pl

PCR produktu. Vzorky byly kratce stoceny stolni centrifugou, zvortexovany a vlozeny
do cycleru na cyklus EXOSAP (15 min 37°C, 15 min 85°C).

Poté byla pripravena sekvenacni smés. Do novych eppendorfek bylo pfiddano 2,5 nl

10 pmol forward primeru, 5,5 pl vody a 2 nl PCR produktu a vzorky byly poslany na sek-

venaci. Ziskané sekvence byly zpracovany v programech BioEdit 7.1.11 (Hall, 1999) a
Finch TV 1.4.0 (Geospiza Research Team, 2004).
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4. Material a metody

4.5. Sekvenace

Tab. 7: Reakéni podminky pro jednotlivé pouzité amplifikované tseky.

Usek cpDNA Teplota (°C) | Doba trvani (s) | Pocet opakovani
94 300 -
94 30

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

psbK-trnSGCV o4 50
57 30 2
72 45
94 30
54 30 2
72 45
94 30
o1 30 2
72 45
94 30
47 30 30
72 45
72 600 -
95 180 -
95 45

rpl32F trnLAVGR 51 60 35
72 60
72 600 -
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5 Vysledky

5.1 Cytometricka analyza

Na zdkladé namérené ploidie a plodie uvadéné v literatuie (Conert, 1989; Scholz,
1971) byly sebrané populace rozdéleny na druhy. Byla zméfena relativni a absolutni ve-
likost genomu u C. canescens a C. phragmitoides, z ¢ehoz byly vypocitany poméry Sam-
ple/Standard a nasledné variabilita jednotlivych druhtu. U tetraploidni C.canescens byla
zjisténa velkd variabilita ve velikosti genomu jednotlivych populaci dosahujici pres 17 %
(Tab. 8).

Tab. 8: Méteni velikosti genomu pomoci DAPI a PI

C. canescens C. phragmaitoides

DAPI PI DAPI PI
Sample - CV mean 3.88 4.30 2.00 2.39
Standard - CV mean 2.49 3.03 2.11 2.81
Pomér min 0.552 0.800 1.103 1.582
Pomér prumeér 0.609 0.820 1.137 1.599
Pomeér max 0.650 0.845 1.173 1.625
Variabilita (%) 17.665 5.670 6.298 2.717
Pocet méteni 74 9 44 18

Pro C. canescens byl spocitan DF=0.7427, obsah CG bazi byl 44.1%, obsah AT bazi
55.9% a vzdjemny pomér byl tedy 0.789. Pro C. phragmitoides byl spocitan DF=0.7111,
obsah CG bazi byl 44.9%, obsah AT bazi 55.1% a vzajemny pomeér tedy 0.815.

Priklady vyslednych typickych analyz prutokové cytometrie pro oba druhy se stan-
dardem Pisum sativum pii méfeni s barvivem DAPI (Obr. 5, Obr. 6) ¢i s PI (Obr. 7,
Obr. 8).

U rostlin z jedné populace (Stl’ty na Sumpersku), které nékterymi znaky pripominaly
C. phragmitoides, byl zjistén pomér fluorescence vuéi standardu odpovidajici dodekap-
lodn{ tirovni (2n=12x) (Obr. 9). Populace ve Stitech byla nalezena az na podzim a nebylo

mozné na ni provést morfometrickd meéreni.
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5. Vysledky 5.1. Cytometricka analyza

350

. canescens

300

250 +

200

Counts

150 |

Pisum sativim
100

50

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

DAPI fluorescence

Obr. 5: Histogram fluorescence jader C. canescens a interniho standardu Pisum barvenych
DAPI (Ttest 1-11).
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Obr. 6: Histogram fluorescence jader C. phragmitoides a interniho standardu Pisum bar-
venych DAPI (Mladé Briste 6-10).
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Obr. 7: Histogram fluorescence jader C. canescens a interniho standardu Pisum barvenych
PI (Chvojnov 3.1).

140

. phragmitoides
Pisum sativum parndg

120 |

100 |

Counts

T ST N T T ST

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Pl fluorescence

Obr. 8: Histogram fluorescence jader C. phragmitoides a interniho standardu Pisum bar-
venych PI (Hojkov-vyhon 2.1).
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5. Vysledky 5.1. Cytometricka analyza
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Obr. 9: Histogram polyanalyzy C. canescens (Slama), standardu P. sativum, C. phragmi-
toides (Refisny) a Calamagrostis sp. (Stity) na DAPI fluorescenci.
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Obr. 10: Ovéfeny vyskyt C. canescens a C. phragmitoides na tizemi Ceské republiky
(FCM = ovérené cytometrickou analyzou). Mylné idaje byly vymapovany podle revido-
vanych herbafovych chybné uréenych polozek (data off M. Stech) a nepravdépodobnych
literarnich udaju.
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5. Vysledky 5.2. Morfometricka analyza

5.2 Morfometricka analyza

Prameérné hodnoty populaci mérenych znakt pro jednotlivé druhy jsou uvedeny v Tab. 9.
Vybrané znaky s nejvétsimi mezidruhovymi rozdily jsou zobrazeny na Obr. 11. Z naméie-
nych hodnot bylo spocitano procento vétveni, chlupatosti cepeli a cerveného zbarveni
pro jednotlivé druhy (Tab. 10).

Tab. 9: Prumérné hodnoty mérenych znaku u C. canescens a C. phragmitoides.

Znaky C. canescens | C. phragmaitoides
KOL 6 6
LATA 173 mm 209 mm
KVET_D 65 mm 76 mm
KVET_U 56 mm 70 mm
DLIST_1 171 mm 262 mm
SLIST_1 3 mm 5 mm
DLIST_2 239 mm 308 mm
SLIST_2 5 mm 6 mm
JAZ1 4 mm 11 mm
JAZ2 3 mm 8 mm

Tab. 10: Vypocitana procenta dalsich morfometrickych znaku C. canescens a C. phrag-
mitoides.

Znaky C. canescens | C. phragmitoides
Vétveni (%) 98,2 78
Chlupatost listu (%) 87 31

Ridké dlouhé chlupy (%) 16 17

Husté dlouhé chlupy (%) 71 14
Cervené zbarveni (%) 38 32,7

Mirné cervené (%) 24 19

Celé cervené (%) 14 13,7

Shlukové analyza rozdélila lokality na dvé skupiny (Obr. 12). Prvni odpovida C. ca-
nescens (Jankov-Host) a druhd C. phragmitoides (Jezirko-ValPh). Nékteré populace vsak
byly $patné zarazeny do téchto skupin.

Vysledky analyzy hlavnich komponent jsou prezentovany na Obr. 13. Druhy jsou
rozdéleny podél prvni osy. Prvni tii osy vysvétluji 66,7% variability. S prvni osou jsou ko-
relovany znaky délka listu 1, délka jazycku 1, délka laty, délka prostiedni vétve laty, délka
listu 2, délka nejspodnéjsi vétve laty, délka listu 2, vétveni a chlupatost listu. S druhou
osou koreluji ¢dstecné pomeéry délka/sitka listu 1 a 2. Se tieti osou koreluji nejvice znaky

Sitka listu 1 a listu 2.
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Obr. 11: Rozdily v morfologickych znacich mezi C. canescens a C. phragmitoides.
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Obr. 12:

Shlukova analyza populaci (Waardova metoda).
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Obr. 13: Analyza hlavnich komponent (PCA) — Sedymi kolecky jedinci C. canescens

a prazdnymi ¢tverci C. phragmitoides. Tti kanonické osy vysvétluji 40,0%, 18,2% a 8,5%
celkové variability mezi druhy.

Linedrni diskrimina¢ni analyza odhalila znaky, které nejlépe odlisuji oba druhy (Obr. 14).
Jsou to znaky délka jazycku 1 a 2, délka listu 1 a 2, chlupatost listu, délka laty a jeji
prostiedni vétve. Ve forward selection bylo zjisténo, ze vétsina téchto znaku korelovana

s délkou jazycku 1. Koeficienty vyjadiujici vyznam znaku jsou uvedeny v Tab. 11.
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5. Vysledky 5.2. Morfometricka analyza

Tab. 11: Morfologické znaky C. phragmitoides a C. canescens testované forward selection,
jejich kondicionalni a marginalni efekty a korelace s osou linearni diskriminacni analyzy

(LDA).

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

logJAZ1 88.8 703 0.001 0.8500 72.3 703 0.001
logJAZ2 2.9 24.9 0.001 0.7910 62.6 451 0.001
CERV 2.9 27.2 0.001 | -0.0898 0.8 2.2 0.157
VETV 1.6 15.5 0.001 | -0.3124 9.8 29.2 0.001
logSLIST 1 1.1 11.6 0.002 | 0.4900 24 85.3 0.001
CHLUP 0.8 8.4 0.004 | -0.6226 38.8 171 0.001
DLIST 1 0.4 n.s. n.s. - 49.5 265 0.001
DLIST_ 2 0.6 n.s. n.s. - 32.2 128 0.001
KVET_U - n.s. n.s. - 31.3 123 0.001
LATA 0.1 1.s. 1.s. - 25.8 93.7 0.001
KVET_D 0.4 n.s. n.s. - 12.9 39.9 0.001
logSLIST 2 0.1 n.s. 1.s. - 7.9 23.2 0.001
KOL 0 n.s. n.s. - 0.5 1.3 0.282

Pozn.: n.s. = not significant
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B C. canescens
[T]C. phragmitoides

Pocet jedinch

-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 b 6 7

Skare vzorkl na 1. kanonické ose

Obr. 14: Linearni diskrimina¢ni analyza C. canescens a C. phragmitoides.

33



5. Vysledky 5.2. Morfometricka analyza

Klasifika¢ni diskriminacni analyzou bylo urc¢eno procento spravné zarazenych populaci
do jednotlivych druhu (Tab. 12). Nejhuie byly klasifikovana populace Zeman. Chyby
v klasifikaci byly i v populacich Radlice, Plani¢sky rybnik, Krasny Les-pramenisté, Hojkov

a Parez.

Tab. 12: Klasifikacni diskrimina¢ni analyza (PHR=phragmitoides, CAN=canescens).

Populace | Taxon CAN PHR Celkovy Procento
pocet spravné
urcenych (%)

Brehyne CAN 10 0 10 100
Dolrybnik | CAN 11 0 11 100
Hlasivo CAN 9 0 9 100
Hojkov PHR 1 10 11 91
Host CAN 18 0 18 100
Jankov CAN 17 0 17 100
Jezirko PHR 0 12 12 100
KrDaP PHR 0 3 3 100
KrLesDal PHR 0 12 12 100
KrLesNiv PHR 0 13 13 100
KrLesPot PHR 0 15 15 100
KrLesPra PHR 2 9 11 82
MorBer CAN 18 0 18 100
Naklerov PHR 0 5 5 100
NovR CAN 15 0 15 100
Otin PHR 0 1 1 100
Parez PHR 1 14 15 93
Petr CAN 7 0 7 100
Plar PHR 2 8 10 80
Pohorel CAN 2 0 2 100
Radlice CAN 12 4 16 75
Ruda CAN 19 0 19 100
Stonarov CAN 3 0 3 100
Trest CAN 4 0 4 100
ValPh PHR 0 4 4 100
Zeman CAN 3 8 11 27
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5.3 Sekvenace

V ramci druhu C. canescens, C. phragmitoides a C. epigejos byly v testovanych tisecich
cpDNA nalezeny 4 riizné haplotypy (Tab. 13). V tseku rpl32F-trnLAV“R bylo nalezeno
pét ruznych haplotypu (Tab. 14). Ve v8ech mezigenovych usecich méla C. phragmitoides
unikétni sekvenci. V tsecich cpDNA rpl32F-trnLAVSR a psbA-trnHSVS byly u sebranych
vzorki druhu C. canescens pozorovéany 2 haplotypy (Tab. 15 a 16). V tseku psbhK-trnS“CY
méla C. canescens unikétni sekvenci (Tab. 17. U vzorku C. epigejos byly v tiseku rpl32F—
trnLAVSR pozorovany dva haplotypy. Ve zbyvajicich tsecich méla C. epigejos unikétni

sekvence.

Tab. 13: Nalezené haplotypy C. canescens, C. phragmitoides a C. epigejos v celé cpDNA.

Druh Haplotyp | Pocet jedinct
C. canescens A 3
C. canescens B 1
C. phragmitoides C 4
C. epigejos D 1

Tab. 14: Nalezené haplotypy v tseku rpl32F-trnLAYSR u lokalit C. canescens (A,B),
C. phragmitoides (C) a C. epigejos (D, E).
Haplotyp ‘ Populace ‘

A Btiehyné, Ruda, Slamova louze, Chvojnov, Hlasivo

B Dolni rybnik a Zeman

C Refisny, Kr.hory-délnice, Kr.Les, Pafez, Hojkov, Mladé Bi{sté, Valtefice
D Zeman, Hlasivo, Krasny Les

E Hostinova Lhota

Tab. 15: Zjisténé haplotypy v tseku rpl32F-trnLAVER.

Druh Ha- | Pocet Pozice
plo- | jedin-| 266-272 358-365 469| 523-529 | 633| 653
typ ca
C. canescens A 7 - - C - - | T
C. canescens B 2 - - C - - C
C. phragmitoides C 11 TTGATAT| TTTTCATA | C | AATATTG| A | C
C. epigejos D 1 - TTTTCATA| A | AATATTG| A | C
C. epigejos E 6 - TTTTCATA | C | AATATTG| A | C
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Tab. 16: Nalezené haplotypy v tseku psbA-trnHEVG.
e s s o Pozice
Druh Haplotyp | Pocet jedinca 53 ‘ 9703 ‘ 134 ‘ 560 ‘ FI3
C. canescens A 7 G| GG T G T
C. canescens B 4 G| CC T G T
C. phragmitoides C 8 A | CC T | G| G
C. epigejos D 1 G| GG A A G

Tab. 17: Nalezené haplotypy v tseku psbK-trnSE¢V.

w4t 3 e Pozice
Druh Haplotyp | Pocet jedinca D) ‘ 100 ‘ 530 ‘ 561 ‘ 513 ‘ 550
C. canescens A B 4 Al C G A T C
C. phragmitoides C 4 C|A | T|]A|T]|A
C. epigejos D 1 Al A | T C - A
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6 Diskuze

Cytometrickou analyzou byla zjisténa ploidie jednotlivych sebranych jedinci obou
druht. Vypocitany pomér CG/AT bazi byl pro C. canescens 0.789 a pro C. phragmito-
ides 0.815, tedy se prilis nelisil. Prestoze jsou v literatufe udavany ruzné pocty chromo-
zomu pro druh Calamagrostis phragmitoides (Conert, 1989; Nygren 1946-1962), u vsech
mérenych populaci byla zjisténa jednotna velikost genomu odpovidajici hexaploidum. Na-
opak pro druh C. canescens je v literature udavan pouze tetraploidni pocet chromozdémai.
Tomuto poctu odpovidaji i vSechny analyzované rostliny. Avsak v pripadé tohoto druhu
byla zjisténa variabilita ve velikosti genomu ptes 17Prispéla k tomu zejména variabilita
mezipopula¢ni. Studium pricin této variability bude predmétem dalstho studia.

Bylo zjisténo, ze z nékterych lokalit byl vyskyt C. phragmitoides udavan mylné. V radé
pripadu se jednalo o zameény s C. canescens, ktera se C. phragmitoides muze do znacné
miry podobat. K takové situaci doslo napt. u lokality Zeman, ktera je ve skutecnosti sta-
novistém C. canescens. Déale bylo ovéreno 27 populaci C. canescens. U rostlin z lokality
Stity nedaleko Sumperka (uddvand jako lokalita C. phragmitoides) byla zjisténa velikost
genomu odpovidajici dodekaploidim. Tato ploidni droven je ze stfedoevropskych druhu
zndma u druhu C. wvillosa (Conert, 1989). Jedinci z této lokality byli vSsak morfologicky
od C. wvillosa odlisni, podobali se spise C. phragmitoides. Muze se jednat o hybridni po-
pulaci Calamagrostis sp., uz jen protoze hybridizace je v tomto rodu bézna. Vzhledem
k tomu, ze populace byla navstivena az pozdé na podzim, kdy jiz nebyly patrné nékeré
morfologické znaky, zustava jeji urceni nejasné.

Druh C. phragmitoides vytvari oproti C. canescens v pruméru mohutnéjsi rostliny,
coz odpovida udajum z literatury (Kubat & et al., 2002). Nejvétsi morfologické rozdily
jsou v délce jazycku, délce listu a délce laty. Naopak zjistény prumeérny pocet kolének byl
pro oba druhy stejny, ackoli v literatufe je vétsinou uvadén vétsi pocet kolének pro druh
C. phragmitoides, tedy 5-8 kolének, pro druh C. canescens pak 3-5 kolének (Kubét &
et al., 2002). Déle bylo zjisténo, ze druh C. phragmitoides se sice hodné vétvi, ale méné
(0 20%) nez C. canescens. V literatute je uvadéno, Ze oba tyto druhy se vétvi (Kubét &
et al., 2002). C. canescens ma obvykle dlouze chlupaté cepele listu, zatimco Cepele listu
C. phragmitoides jsou jen tidce pokryty jemnymi chlupy. Oba druhy mély mélo ¢ervena
stébla, avsak o néco zbarvenéjsi byly u C. canescens a to vétsinou po celé délce stébla.

C. phragmitoides zase z vétsi ¢asti méla zbarvena stébla do ¢ervena tésné nad kotinky ¢i
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nadech ¢erveného zbarveni na kolénkach, coz odpovida literatute (Smejkal, 1976).

Analyza hlavnich komponent rozdélila druhy C. canescens a C. phragmitoides podle
prvni osy, se kterou koreluje nejvic znaka. Poméry délka/sitka listu 1 a 2 korelované
s druhou osou toho pftilis nevysvétluji. Linedarni diskrimina¢ni analyzou byly nalezeny
znaky nejlépe odlisujici oba druhy, kterymi jsou délka obou jazycku a listu, chlupatost
listu, délka laty a jeji prostiedni vétve. Ve forward selection se vSak ukézalo, ze vétsina
téchto znaku koreluje s délkou jazycku 1. Zaroven byly vyzdvizeny znaky, které s timto
znakem nekoreluji (Gervené zbarveni stébla a vétveni).

Klasifika¢ni diskriminacni analyzou bylo zjisténo, ze vétsina populaci byla spravné
urcena. Nejhufe byla klasifikovana populace Zeman, coz odpovida skuteénosti, Ze tato
populace byla az do soucasnosti povazovana za C. phragmitoides. 1 v nékterych dalsich
populacich (Radlice, Plani¢sky rybnik, Pramenisté v Krasném Lese, Hojkov a Parez) vsak
byly jedna nebo dvé rostliny chybné klasifikovany. Na téchto stanovistich rostli jedinci,
ktefi nevypadali morfologicky jako typicti zastupci daného druhu, a proto mohli byt
$patné zafazeni. Spatné zafazené lokality (Planicsky rybnik, Dolni rybnik a Hlasivo) se
projevily i ve shlukové analyze.

U vsech sekvenovanych rostlin C. phragmitoides byl zjistén jediny haplotyp pcDNA.
U rostlin C. canescens byly nalezeny dva neptilis odlisné haplotypy. Prvni je rozsiten
po celém tzemi Ceské republiky, druhy byl zjistén pouze v populaci Zeman a Dolnf
rybnik. Navzdory nazoriam H. Scholze (1971) a A. Nygrena (1946-1962), ze C. canescens
s C. epigejos jsou potenciadlnimi rodicovskymi druhy C. phragmitoides, ani jeden druh

nebyl prokézan za matersky.
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Na tzemi Ceské republiky byly prittokovou cytometrii zjistény tii ploidni tdrovné
vétvenych moktadnich titin. Tetraploidni troven odpovida morfologicky C. canescens,
hexaploidni C. phragmitoides a jedna populace, ktera odpovida velikosti genomu dode-
kaploidum nebyla zatim urc¢ena. Hexaploidni populace jsou ve velikosti genomu viceméné
jednotné a neni duvod u nich predpokladat variabilitu v po¢tu chromozému, kterd je v li-
terature udavana pro druh C. phragmitoides. Naopak tetraploidni populace odpovidajici
C. canescens jsou ve velikosti genomu i morfologickych znacich pomérné proménlivé a
pricinu této variability by bylo vhodné déle studovat. Presto 1ze morfologicky oba druhy
dobre odlisit. Nejlepsimi znaky pro odliseni jsou délka jazycku, délka laty a délka listu.

Byly nalezeny tii nekédujici tseky chloroplastové DNA, ve kterych se 1isi oba druhy.
Zatimco u vSech sekvenovanych rostlin C. phragmitoides byl zjistén jediny haplotyp
cpDNA, u C. canescens byly zjistény dva jiné vzdjemné blizké haplotypy. Vsechny haplo-
typy se vSak lisi od haplotypu dosud zjisténych u C. epigejos, kterd je nékdy povazovana
za taxon zapojeny do evoluce C. phragmitoides. Vybrané tseky jsou vhodné pro dalsi
studium skupiny. Toto studium je tfeba zamérit predevsim na rostliny ze Skandinavie
a Sibire. Pravé odtud jsou totiz druhy C. phragmitoides a blizce pribuzna C. purpurea
popsany. Je také nezbytné nutné, zjistit ploidni poméry u rostlin z téchto oblasti. Dalsi
studium by bylo vhodné zamérit také na reprodukéni zpusob (podil apomixe) u nasich a

pripadné zahrani¢nich rostlin.
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Ptilohy

Piiloha I: Cdst populace C. phragmitoides na lokalité Parez.
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Priloha II: Detail kvétenstvi C. phragmitoides z lokality Parez.

Priloha III: Detail jazycku C. phragmitoides z lokality Jezirko.



