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l Ú v o d 

Lakušníky (Ranunculus s ec t . Batrachium) j s o u j e d n o u z evolučně n e j komplexnějších s k u p i n 

vodních r o s t l i n (Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) . Vyskytují se převážně n a severní p o l o k o u l i a rozlišujeme 

a s i 3 0 druhů ( W i e g l e b e t a l . , 2 0 1 7 ) . D e f i n o v a t h r a n i c e jednotlivých druhů lakušníků není 

z m n o h a různých důvodů jednoduché. T y t o vodní r o s t l i n y s niťovitými či lupenitými l i s t y a 

bílými květy plovoucími n a hladině (Prančl, 2 0 1 5 ) n a první p o h l e d nemusí působit příliš 

pozoruhodně, a l e při důkladnějším zkoumání skrývají m n o h o zvláštností, které z n i c h dělají 

výzvu p r o t a x o n o m y . 

M e z i t y t o zvláštnosti patří například fenotypová p l a s t i c i t a , t e d y m n o h o znaků těchto 

r o s t l i n silně závisí n a podmínkách prostředí (Butkuviené e t a l . , 2 0 1 7 ) , a t a k m o h o u být 

g e n e t i c k y stejné r o s t l i n y m o r f o l o g i c k y odlišné, a n a o p a k r o s t l i n y , které s i n e j s o u blízce 

příbuzné, m o h o u v y p a d a t v e l m i podobně (Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) . Také další j e v y , j a k o častá 

h y b r i d i z a c e či p o l y p l o i d i e , způsobují, že p o d o b n o s t i v m o r f o l o g i i druhů nemusí odrážet 

skutečné evoluční v z t a h y (Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) . P r o t o j s o u klíčovým prostředkem p r o zkoumání 

populační g e n e t i k y lakušníků molekulární m e t o d y , které nám umožňují m i m o jiné odkrýt 

pouhým o k e m nezjistitelné rozdíly. 

Z n a l o s t genetické d i v e r z i t y d r u h u j e p r o j e h o c h a r a k t e r i s t i k u v e l m i důležitá ( W a d e e t a l . , 

2 0 0 2 ) . Butkuviené e t a l . ( 2 0 1 7 ) v e své práci o genetické diverzitě lakušníků v litevských řekách 

podotýkají, že zkoumání genetické d i v e r z i t y lakušníků a j e j i c h populačních s t r u k t u r j e zásadní, 

p o k u d c h c e m e porozumět j e j i c h r o l i v ekosystému, a také p r o následné zavedení opatření, která 

b y m o h l a předcházet ztrátě d i v e r z i t y jednotlivých populací lakušníků. N a v z d o r y důležitosti 

lakušníků jakožto indikátorů udržitelnosti vodních ekosystému (Butkuviené e t a l . , 2 0 1 7 ) j s o u 

s t u d i e j e j i c h populační g e n e t i k y poměrně vzácné. Avšak začíná se j i m dostávat čím dál více 

p o z o r n o s t i z e s t r a n y vědců, kteří vyvíjejí a testují různé molekulární m e t o d y . T y t o m e t o d y nám 

umožňují o d h a l i t také evoluční p r o c e s y , které f o r m o v a l y v a r i a b i l i t u této s k u p i n y , a t o tvoří 

základ p r o další, taxonomické s t u d i e ( Z a l e w s k a - G a l o s z e t a l . , 2 0 1 5 ) . 

J e d n o u z těchto m e t o d j e využití mikrosatelitních n e b o l i S S R ( s i m p l e s e q u e n c e r e p e a t ) 

markerů. U klonálních r o s t l i n m o h o u být o d h a d y genetické v a r i a b i l i t y zavádějící při použití 

markerů s nízkou rozlišovací schopností ( A r n a u d - H a o n d e t a l . , 2 0 0 5 ) . P r o t o j s o u vhodným 

nástrojem p r o genetické s t u d i e vodních makrofytů, které se často množí klonálně, polymorfní 

m a r k e r y ( W u e t a l . , 2 0 1 7 ) . M e z i ně patří S S R m a r k e t y , které umožňují rozlišovat více a l e l 
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j e d n o h o l o k u s u a obě a l e l y g e n u j e d i n c e , a právě p r o t y t o výhodné v l a s t n o s t i j s o u hojně 

využívané p r o výzkum genotypů klonálních r o s t l i n ( M a s o n , 2 0 1 5 ) . P r o s t u d i u m lakušníků b y l y 

mikrosatelitní m a r k e t y poprvé v y v i n u t y v r o c e 2 0 1 7 p r o d r u h Ranunculus bungei ( W u e t a l . , 

2 0 1 7 ) , d r u h široce rozšířený v Číně ( C h e n e t a l , 2 0 1 4 ) . W u e t a l , 2 0 1 7 vytvořili 2 2 E T S - S S R 

markerů p r o výzkum j e h o populační g e n e t i k y . 

Možnost využití těchto markerů navržených p r o Ranunculus bungei n a evropské d r u h y 

lakušníků b y l a testována v rámci bakalářské práce ( G e m e i n h a r d t , 2 0 1 9 ) , jejíž cílem b y l o z j i s t i t , 

z d a j s o u t y t o mikrosatelitní m a r k e t y vhodným nástrojem p r o populačně-genetický výzkum 

evropských druhů. Většina primerů úspěšně a m p l i f t k o v a l a D N A při P C R , téměř v e všech 

případech však b y l a délka mikrosatelitních sekvencí kratší než z a z n a m e n a l i W u e t a l . , 2 0 1 7 , 

dalším častým problémem b y l o přerušení s e k v e n c e m i k r o s a t e l i t u jedním n e b o více páry bazí. 

Kratší, přerušené opakování mají nižší f r e k v e n c i mutací ( V i e i r a e t a l . , 2 0 1 6 ) , a t a k n e j s o u 

vhodným nástrojem p r o výzkum blízce příbuzných jedinců. 

P r i m e r y navržené p r o R. bungei b y l y t e d y shledány nevhodnými p r o výzkum 

evropských druhů, zvláště kvůli výsledné nízké vnitrodruhové diverzitě a dalším zmíněným 

problémům. P r o t o se o b j e v i l a n u t n o s t p r o výzkum středoevropských druhů v y h l e d a t p r o ně 

specifické l o k u s y s m i k r o s a t e l i t y . V prvních předběžných analýzách b y l y zjištěny 

v jednotlivých l o k u s e c h rozdíly n a druhové úrovni, a t a k j e potřeba h l e d a t l o k u s y p r o každý 

d r u h zvlášť. P r o t o se má práce zaměřuje p o u z e n a d v a d r u h y : Ranunculus peltatus a 

Ranunculus fluitans. 

2 Cíle práce 

Cílem této práce b y l o o t e s t o v a t mikrosatelitní m a r k e t y p r o d v a d r u h y lakušníků: 

Ranunculus peltatus a Ranunculus fluitans, ideálně najít l o k u s y vhodné p r o budoucí výzkum 

těchto d v o u druhů a s h r n o u t v rešerši důležité s t u d i e dosavadního výzkumu populační g e n e t i k y 

lakušníků. 
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3 Rešerše 

3.1 Lakušníky 

Lakušníky (Ranunculus s ec t . Batrachium) j s o u , c o se týče j e j i c h e v o l u c e a určování druhů, 

v e l m i složitou s k u p i n o u r o s t l i n . D o r o d u lakušník patří přibližně 3 0 různých druhů, obecně se 

převážně vyskytují n a severní p o l o k o u l i . E v r o p a j e považována z a c e n t r u m d i v e r z i t y lakušníků, 

v y s k y t u j e s e z d e 1 4 - 1 8 druhů ( W i e g l e b e t a l . , 2 0 1 7 ) , z n i c h 8 b y c h o m našli v e střední Evropě. 

Lakušníky obývají různé mokřadní h a b i t a t y , o d eutrofních rybníků a j e z e r v nížinách p o 

vysokohorská oligotrofní j e z e r a , kromě stojatých v o d j e n a j d e m e i v r y c h l e tekoucích řekách 

(Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) . 

S k u p i n a j e známá přítomností d v o u odlišných typů listů. Lupenité l i s t y j s o u ploché, 

laločnaté a p l a v o u n a hladině, o p r o t i t o m u niťovité l i s t y j s o u o b v y k l e ponořené. R o s t l i n y 

m o h o u být heterofylní a mít o b a d v a t y p y , n e b o p o u z e j e d e n z n i c h . V e střední Evropě r o s t o u 

homofylní lakušníky výhradně s niťovitými l i s t y , j i n d e v e světě se však můžeme s e t k a t i 

s d r u h y , které mají p o u z e l i s t y lupenité. Jaké má d r u h l i s t y často odráží j e h o životní s t r a t e g i i 

(Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) . V e l i k o s t květů různých druhů se také liší, a j e s p o j e n a se způsobem, jakým 

se daný d r u h rozmnožuje. S k u p i n y s malými nenápadnými květy j s o u většinou považovány z a 

autogamní, zatímco r o s t l i n y s velkými květy, které produkují velké množství p y l u , mají 

t e n d e n c i k a l o g a m i i . Některé malokvěté d r u h y m o h o u být d o k o n c e kleistogamické, t o znamená, 

že u n i c h k o p y lení dochází v uzavřeném poupěti p o d vodní h l a d i n o u . Zejména v tekoucích 

vodách se p a k lakušníky s n a d n o rozmnožují vegetativně pomocí fragmentů l o d y h (Prančl, 

2 0 1 5 ) . 

P r o lakušníky j e v e l m i běžná p o l y p l o i d i e , m o h o u mít 5 různých úrovní p l o i d i e o d 

diploidů p o h e x a p l o i d y . (Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) Přibližně p o l o v i n a evropských druhů může mít 

d o k o n c e více ploidních úrovní ( W i e g l e b e t a l . , 2 0 1 7 ) . U lakušníků také často dochází 

kmezidruhové h y b r i d i z a c i , pravděpodobně všechny t a x o n y j s o u schopné se křížit s jiným. Z a 

klíčové f a k t o r y , které umožňují šíření hybridů, j e považováno klonální šíření a a u t o g a m i e . 

(Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) . 

Předmětem mé práce j s o u d v a d r u h y lakušníků: Ranunculus fluitans a Ranunculus 

peltatus. R. fluitans se v České r e p u b l i c e v y s k y t u j e roztroušeně v Cechách a n a jihozápadní 

Moravě v tekoucích vodách j a k o d i p l o i d n e b o t r i p l o i d a má p o u z e niťovité l i s t y . R. peltatus se u 
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nás nachází roztroušeně o d p a h o r k a t i n d o podhůří, v e l m i vzácně v nížinách v tekoucích i 

stojatých vodách, j a k o t e t r a p l o i d a může mít o b a t y p y listů. ( K a p l a n e t a l . , 2 0 1 9 ; Prančl, 2 0 1 5 ) 

Vodní r o s t l i n y obecně patří d o t a x o n o m i c k y n e j komplikovanějších kvetoucích r o s t l i n . I 

nepříbuzné d r u h y j s o u často v e l m i podobným způsobem adaptované n a prostředí, v e kterém 

r o s t o u , a t a k j e j e j i c h d i v e r z i t u těžké z k o u m a t ( B a r r e t t e t a l . , 1 9 9 3 ) . Zkoumání lakušníků 

k o m p l i k u j e zejména morfologická r e d u k c e , fenotypová p l a s t i c i t a a častý výskyt p o l y p l o i d i e a 

h y b r i d i z a c e . Fenotypová p l a s t i c i t a má z a následek, že d o k o n c e i k l o n y m o h o u v závislosti n a 

prostředí v y p a d a t odlišně, a d r u h y nepříbuzné m o h o u v y p a d a t v e l m i podobně. A t a k může být u 

těchto r o s t l i n tradiční k l a s i f i k a c e založená p o u z e n a morfologických znacích zavádějící a 

nemusí odrážet reálné evoluční v z t a h y (Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) . P r o t o j s o u p r o výzkum populační 

g e n e t i k y lakušníků důležité molekulární m e t o d y . J e d n o u z těchto m e t o d j e využití 

mikrosatelitních n e b o l i S S R ( s i m p l e s e q u e n c e r e p e a t ) markerů (Koutecký e t a l . , 2 0 2 2 ) , v i z dále. 

Takový výzkum má význam zejména p r o t o , že úseky řek s výskytem lakušníků patří 

m e z i n e j ohroženější sladkovodní t y p y habitatů v Evropě (Butkuviené e t a l . , 2 0 1 7 ) . Lakušníky 

m o h o u být indikátory udržitelnosti říčních ekosystémů. Své okolí ovlivňují zejména regulací 

proudění v o d y , d y n a m i k o u t o k u živin a sedimentů a také poskytují útočiště vodním 

bezobratlým a rybám. J s o u ohrožovány zejména eutrofizací, znečištěním a šířením invazivních 

druhů ( M o n y e t a l . , 2 0 0 6 ) . I přes j e j i c h klíčovou r o l i v e sladkovodních ekosystémech j s o u 

s t u d i e genetické v a r i a b i l i t y lakušníků stále poměrně vzácné, a l e začíná se j i m postupně dostávat 

čím dál více p o z o r n o s t i . 

Obrázek 1 : kvetoucí Ranunculus fluitans Obrázek 2 : kvetoucí Ranunculus peltatus 
( z d r o j : P e t r Koutecký) ( z d r o j : P e t r Koutecký) 
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3.2 Mikrosatelity 

M i k r o s a t e l i t y , n e b o také s i n g l e s e q u e n c e r e p e a t s ( S S R s ) , či s h o r t t a n d e m r e p e a t s ( S T R s ) j s o u 

tandemové opakování krátkých motivů nukleotidů D N A , Patří d o tandemových r e p e t i c , které 

s p o l u s t r a n s p o z o n y tvoří p o d s t a t n o u část repetitivní D N A ( V i e i r a e t a l . , 2 0 1 6 ) . S S R s j s o u 

obzvlášť zajímavé z evolučního p o h l e d u , protože j s o u kvůli chybám, které dělá D N A 

polymeráza při r e p l i k a c i s e k v e n c e m i k r o s a t e l i t u , v e l m i nestabilní ( M a s o n , 2 0 1 5 ) . Tandemové 

r e p e t i c e mutují s frekvencí m e z i 1 0 " 7 a 1 0 " 3 n a buněčnou g e n e r a c i , což j e o j e d e n až d e s e t řádů 

vyšší míra, než u bodových mutací (liší se p r o různé o r g a n i s m y ) ( T a u t z , 1 9 8 9 ) . Většina mutací 

v mikrosatelitních sekvencích znamená přidání j e d n o h o n e b o více opakování m o t i v u 

konkrétního m i k r o s a t e l i t u , t e d y změnu délky m i k r o s a t e l i t u ( J a n s e n e t a l . , 2 0 1 2 ) . 

M i k r o s a t e l i t y j s o u o b v y k l e složené z opakování dlouhých 1-6 b p . N a j d e m e j e 

v prokaryotních i eukaryotních g e n o m e c h , zejména j s o u hojně zastoupené v eukaryotním 

e u c h r o m a t i n u , v kódující i nekódující, jaderné i organelové D N A ( M a s o n , 2 0 1 5 ) . H i s t o r i c k y 

b y l y T R s považovány p o u z e z a součást nekódující D N A b e z jakékoli f u n k c e . S možností 

sekvenování celých genomů přišlo odhalení, že se m i k r o s a t e l i t y vyskytují i v kódujících 

o b l a s t e c h , p r o m o t o r e c h a jiných regulačních sekvencích. U lidského g e n o m u se d o k o n c e 

o d h a d u j e , že b y c h o m repetitivní s e k v e n c e našli v e čtecích rámcích až 1 7 % genů ( J a n s e n e t a l . , 

2 0 1 2 ) . Obecně se S S R s v o b l a s t i genů vyskytují méně často, než v nekódujících o b l a s t e c h , 

právě kvůli vysoké f r e k v e n c i mutací, která b y m o h l a o h r o z i t e x p r e s i těchto genů ( V i e i r a e t a l . , 

2 0 1 6 ) . V některých případech j s o u však T R p o l y m o r f i s m y v g e n e c h spojovány s funkčními 

změnami odpovídajících proteinů, což naznačuje, že t y t o repetitivní s e k v e n c e m o h o u p l n i t 

určitou b i o l o g i c k o u r o l i . Následkem t o h o t o předpokladu a velké n e s t a b i l i t y b y T R s m o h l y být 

nástrojem p r o r y c h l o u adaptivní e v o l u c i genů a j i m odpovídajících fenotypů ( J a n s e n e t a l . , 

2 0 1 2 ) . 

Rozmístění těchto r e p e t i c uvnitř genů není úplně náhodné. T R s s dlouhými m o t i v y 

opakování ( > 1 0 nukleotidů, t z v . minisatetní opakování) se nacházejí zejména v g e n e c h , které 

kódují extracelulární p r o t e i n y n e b o p r o t e i n y buněčného p o v r c h u , kdežto mikrosatelitní 

s e k v e n c e , které mají kratší m o t i v y opakování ( < 1 0 n t ) , j s o u z a s t o u p e n y v regulačních g e n e c h 

včetně genů, které kódují transkripční f a k t o r y n e b o D N A - a R N A - b i n d i n g p r o t e i n y . R e p e t i c e 

uvnitř genů j s o u o b v y k l e opakováními motivů nukleotidů o v e l i k o s t i násobků 3 , pravděpodobně 
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díky s e l e k c i p r o t i mutacím, které posouvají čtecí rámec, a které vznikají u nestabilních 

opakování motivů, jež n e j s o u délkou násobky 3 ( J a n s e n e t a l . , 2 0 1 2 ) . 

Nástrojem p r o zkoumání genotypů pomocí mikrosatelitů j s o u mikrosatelitní m a r k e t y , 

odvozené o d vlastní D N A s mikrosatelitní sekvencí, které umožňují a m p l i f i k a c i S S R s e k v e n c e 

pomocí P C R ( M a s o n , 2 0 1 5 ) . Konkrétně j s o u o d v o z e n y o d t z v . „flanking" s e k v e n c e , n e b o l i 

s e k v e n c e v okolí mikrosatelitů v určité vzdálenosti o d něj, které musí být p r o daný d r u h předem 

známé. Nacházejí široké využití v m n o h a různých o b l a s t e c h vědy. J s o u klíčové například při 

s t u d i u populačních s t r u k t u r , genového mapování a evolučních procesů. S S R s s r e p e t i c e m i 

motivů třech až pěti nukleotidů j s o u hojně využívány také v e forenzní g e n e t i c e a p r o analýzu 

rodičovství ( V i e i r a e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

Také j s o u široce používané p r o genetický výzkum populační g e n e t i k y r o s t l i n , a t o 

zejména díky j e j i c h hojnému rozšíření v g e n o m e c h většiny r o s t l i n , a díky j e j i c h vysokému 

p o l y m o r f i s m u a rozlišovacím s c h o p n o s t e m , které umožňují rozlišit všechny a l e l y g e n u j e d i n c e 

či konkrétního l o k u s u v p o p u l a c i . P r o t y t o v l a s t n o s t i j s o u vhodné i p r o genetický výzkum 

klonálních r o s t l i n ( M a s o n , 2 0 1 5 ) . Konkrétně j s o u m i k r o s a t e l i t y d i v o c e rostoucích r o s t l i n 

užitečné například p r o evoluční s t u d i e , t e d y odvozování vnitrodruhových genetických vztahů, 

p r o zkoumání v a r i a b i l i t y druhů či populací, p r o o d h a d t o k u genů populací n e b o zkoumání 

d i v e r z i t y měřené n a základě genetické vzdálenosti ( V i e i r a e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

Obrázek 3 : Mikrosatelitní s e k v e n c e s 2 6 opakováními m o t i v u C A 

3.3 Výzkum populační genetiky lakušníků 

Mikrosatelitní m a r k e t y b y l y p r o výzkum lakušníků navrženy poprvé v r o c e 2 0 1 7 . W u e t a l . 

( 2 0 1 7 ) v y v i n u l i S S R m a r k e r y p r o d r u h Ranunculus bungei z a účelem j e j i c h následného použití 

při zkoumání v l i v u ekologických faktorů n a t o k genů a g e n e t i c k o u s t r u k t u r u t o h o t o d r u h u . 

T e s t o v a l i také s pomocí těchto primerů a m p l i f i k a c i lokusů d v o u jiných příbuzných druhů 
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lakušníků. T a proběhla úspěšně, a t a k n a v r h l i vyžití j i m i vyvinutých primerů i p r o výzkum 

jiných druhů lakušníků. T o t o využití b y l o testováno n a evropské d r u h y v rámci bakalářské 

práce G e m e i n h a r d t ( 2 0 1 9 ) v i z Úvod. D o té d o b y však proběhlo několik studií, které se 

věnovaly populační g e n e t i c e těchto r o s t l i n , z a použití jiných molekulárních m e t o d . 

Populární m e t o d o u p r o analýzu neosekvenovaných genomů j e m e t o d a I S S R ( i n t e r 

s i m p l e s e q u e n c e r e p e a t s ) , která j e hojně používána v populačních, ekologických a 

fylogenetických studiích ( C o p p i e t a l . , 2 0 1 5 ) M e t o d a I S S R , cílená n a úseky D N A m e z i 

mikrosatelitními l o k u s y , při které j s o u p r i m e r y k l a d e n y přímo d o mikrosatelitů ( G o d w i n e t a l . , 

1 9 9 7 ) , obchází problém vlastní S S R markerům, p r o které j e potřeba znát „flanking" s e k v e n c e . 

Má však jiné nevýhody j a k o například, že podobně dlouhé f r a g m e n t y D N A , které j s o u 

amplifikovány při P C R , nemusí být vždy homologní, t e d y pocházet z e stejné o b l a s t i v g e n o m u . 

Další nevýhodou j e problém s reprodukovatelností ( G o d w i n e t a l . , 1 9 9 7 ) , podobně j a k o u 

m e t o d y A L F P . 

Další nevýhodou m e t o d y A F L P ( A m p l i f i e d f r a g m e n t l e n g t h p o l y m o r p h i s m ) j e 

náchylnost k chybám, které znemožňují při výzkumu v a r i a b i l i t y populací lakušníků rozlišit, z d a 

se u d v o u podobných profilů, které se liší p o u z e několika málo f r a g m e n t y , jedná o r a m e t y 

stejného g e n o t y p u , či blízko příbuzné g e n o t y p y (Butkuviené e t a l . , 2 0 1 7 ) . V některých studiích 

lakušníků j e t o t o rozlišení problematické v z h l e d e m k nízké genetické diverzitě populací. 

Další m e t o d a používaná při výzkumu populační g e n e t i k y lakušníků R A P D ( r a n d o m 

a m p l i f i e d p o l y m o r p h i c D N A ) , která už se d n e s p r o s v o u nepřesnost nepoužívá. R A P D p r i m e r y 

j s o u cílené n a náhodné s e k v e n c e o délce přibližně 1 0 b p ( T i n g e y , 2 0 0 3 ) . Její výhodou j e rychlé, 

poměrně snadné provedení, p r o které j e potřeba malé množství D N A a n a o p a k není potřeba 

vytvářet p r i m e r y n a základě konkrétní známé s e k v e n c e . N e j větší nevýhodou j e , že t y t o p r i m e r y 

téměř n e j s o u přenositelné m e z i různými výzkumy, t e d y n e j s o u vhodné k e srovnávání výsledků 

podobných prací. Vyžadují v y s o c e standardizované experimentální p o s t u p y kvůli c i t l i v o s t i n a 

podmínky r e a k c e . A kvůli s c h o p n o s t i této m e t o d y a m p l i f i k o v a t D N A téměř jakéhokoli 

o r g a n i s m u j e v e l m i nebezpečná k o n t a m i n a c e vzorků ( H a d r y s e t a l . , 1 9 9 2 ) . 

S pomocí právě m e t o d y R A P D proběhl j e d e n z prvních výzkumů populační g e n e t i k y 

lakušníků zaměřený n a analýzu genetické v a r i a b i l i t y d r u h u R. kadzusensis. Záměrem práce b y l o 

také schromáždit i n f o r m a c e o rozšíření a h a b i t a t e c h t o h o t o d r u h u , který r o s t e v Jižní K o r e j i j a k o 

neškodný p l e v e l n a rýžových polích. Výsledky výzkumu ukázaly nízké h o d n o t y genetické 

v a r i a b i l i t y populací. T o b y l o přisuzováno převaze a u t o g a m i e n a d alogamií a mladé h i s t o r i i 
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d r u h u n a zkoumaném území, k a m b y l p r a v d e p o d o b n e z a v e d e n nedávno, což úzce souvisí 

s e f e k t e m h r d l a láhve ( K u e t a l . , 2 0 0 7 ) , t e d y p o k l e s u genetické d i v e r z i t y p o p u l a c e j a k o následek 

předcházejícího prudkého p o k l e s u počtu jedinců, a t e d y i a l e l , v p o p u l a c i . I p o následné obnově 

v e l i k o s t i p o p u l a c e t a k zůstává genetická v a r i a b i l i t a p o p u l a c e snížená. 

Z e stejného r o k u pochází s t u d i e , která se d o p r a c o v a l a k podobným výsledkům ( K o g a e t 

a l . , 2 0 0 7 ) . V této s t u d i i o d h a d o v a l i pomocí m e t o d y I S S R g e n e t i c k o u d i v e r z i t u a s t r u k t u r u 1 1 

populací Ranunculus nipponicus, který r o s t e výhradně v čisté vodě a t a k j e považován z a 

indikátor neznečištěných v o d . V posledních několika desetiletích j e j e h o původní přirozené 

prostředí v Japonském r e g i o n u K a n s a i ohrožováno s t a v b o u b e t o n e m hraničených kanálů, kvůli 

t o m u dochází k úbytku a zmenšování populací, p r o t o b y l o cílem citované s t u d i e schromáždit 

p o z n a t k y důležité p r o zavedení strategií p r o o c h r a n u t o h o t o d r u h u a j e h o přirozeného prostředí. 

Věnovali se genetické variabilitě každé p o p u l a c e zvlášť i genetické variabilitě m e z i všemi 1 1 

p o p u l a c e m i . Z k o u m a l i také, j a k se r o s t l i n y rozšiřují. Z j i s t i l i , že p o p u l a c e b y l y n a sobě 

g e n e t i c k y nezávislé a významně se o d s e b e lišily, zároveň genetická d i v e r z i t a každé z populací 

b y l a nízká. Z k o u m a l i také, z d a b y m o h l i být z a šíření d r u h u R. niponnicus n a delší vzdálenosti 

zodpovědní vrubozobí ptáci. Takové šíření b y mělo přispívat k r e d u k c i genetické d i f e r e n c i a c e 

m e z i p o p u l a c e m i . Protože b y l y však jednotlivé p o p u l a c e o d s e b e v e l m i odlišné, b y l a možnost 

pravidelného šíření r o s t l i n ptáky zavržena. Kromě t o h o b y l y zkoumané p o p u l a c e g e n e t i c k y 

izolované kvůli nedostatečnému šíření s e m e n , vegetativních fragmentů r o s t l i n i p y l u . Z těchto 

důvodů b y m o h l a být o c h r a n a každé z populací důležitá p r o zamezení ztrátám genetické 

d i v e r z i t y . 

K podobným výsledkům dospěla také rozsáhlejší s t u d i e , která z k o u m a l a g e n e t i c k o u 

v a r i a b i l i t u 1 4 populací Ranunculus bungei v čínském pohoří H e n g d u a n opět z a použití m e t o d y 

I S S R ( W a n g e t a l . , 2 0 1 0 ) . V citované s t u d i i b y l y I S S R m a r k e t y použity p r o o d h a d genetické 

v a r i a b i l i t y každé z populací a m e z i všemi p o p u l a c e m i , dále p r o o d h a d t o k u genů m e z i 

p o p u l a c e m i a j a k m o c j s o u o d s e b e g e n e t i c k y vzdálené. B y l a o d h a l e n a nízká genetická d i v e r z i t a 

uvnitř populací v k o n t r a s t u s v y s o k o u g e n e t i c k o u odlišností m e z i p o p u l a c e m i . Také o d h a l i l i 

nízký t o k genů, který b y l pravděpodobně limitován zejména p r o s t o r o v o u izolací habitatů 

jednotlivých populací. Obecně o r g a n i s m y , které se množí n e p o h l a v n e , vykazují nízkou úroveň 

genetické d i v e r z i t y populací, n a rozdíl o d těch, kteří se množí pohlavně ( L o v e l e s s a n d H a m r i c k , 

1 9 8 4 ) . Nízkou g e n e t i c k o u d i v e r z i t u t e d y přisuzovali zejména způsobu, kterým se lakušníky 

rozmnožují, t e d y častému klonálnímu šíření a t o m u , že většina d r u h u j e s c h o p n a samoopylení a 

mají t e n d e n c i k e k l e i s t o g a m i i ( C o o k , 1 9 6 9 ) . P o p u l a c e R. bungei v pohoří H e n g d u a n také 
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p r a v d e p o d o b n e v h i s t o r i i prošly řadou změn habitatů, rekolonizací a fragmentací v době 

glaciálů a interglaciálů. Dalším důvodem nízké d i v e r z i t y t e d y m o h o u být j e v y j a k o e f e k t 

z a k l a d a t e l e v postglaciální rekolonizací, t o znamená zakládání nových populací malým počtem 

jedinců, kteří b y l i dříve součástí jiné větší p o p u l a c e , z čehož vyplývá omezený g e n o f o n d nově 

vzniklých populací, a déle e f e k t h r d l a l a h v e následkem lidských zásahů d o přírody. 

Další významná s t u d i e n a téma populační g e n e t i k y lakušníků z k o u m a l a j e d i n o u p o p u l a c i 

d r u h u Ranunculus fluitans, o m e z e n o u n a 1 2 k m úsek řeky S i x M i l e W a t e r R i v e r v I r s k u , z a 

účelem shromáždění informací využitelných při vymýšlení strategií p r o o c h r a n u t o h o t o d r u h u 

( B r a d l e y e t a l . , 2 0 1 3 ) . Používali m e t o d u A F L P . Cílem práce b y l o z j i s t i t , z d a rozsáhlý klonální 

růst způsobil snížení genetické d i v e r z i t y této p o p u l a c e , j a k o t o b y l o dříve prokázáno u jiných 

menších a izolovaných populací ( B e a t t y e t a l . , 2 0 0 8 ) , jelikož j e nízká úroveň genetické 

v a r i a b i l i t y spojována se snížením adaptivního potenciálu r o s t l i n ( B r a d l e y e t a l . , 2 0 1 3 ) a 

p o p u l a c e se t a k stávají ohroženými. Dále chtěli z j i s t i t , z d a dochází k h y b r i d i z a c i s R. 

pennicillatus, jelikož h y b r i d i z a c e m e z i takovýmto běžných d r u h e m ( v západní Evropě) a 

d r u h e m vzácnějším může vést k zániku j e h o g e n o f o n d u s k r z g e n e t i c k o u a s i m i l a c i ( B r a d l e y e t 

a l . , 2 0 1 3 ) . Vegetativní způsob rozmnožování j e u lakušníků v přirozených podmínkách 

považován z a důležitější, než pohlavní, zejména kvůli častému výskytu r o s t l i n hybridního 

původu, které j s o u nezávisle n a podmínkách prostředí sterilní ( B a r r a t , 1 9 9 6 ) . Přesto však 

B r a d l e y e t a l . ( 2 0 1 3 ) nenašli žádný důkaz t o h o , že b y se zkoumané r o s t l i n y klonálně množily. 

Dále z j i s t i l i , že t a t o nepříliš rozlehlá p o p u l a c e má s r o v n a t e l n o u g e n e t i c k o u d i v e r z i t u s většími 

p o p u l a c e m i stejného d r u h u v A n g l i i . Malé v e l i k o s t p o p u l a c e j i t e d y výrazně negativně 

neovlivňovala genetickým d r i f t e m a n i i n b r e e d i n g e m přesto, že j s o u malé p o p u l a c e v t o m t o 

o h l e d u často zranitelnější než t y velké ( B r a d l e y e t a l . , 2 0 1 3 ) . Analýza pěti jaderných S N P s 

( s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m s ) n e o d h a l i l a h y b r i d i z a c i s Ranuncullus penicillatus, i přes t o , 

že b y l a dříve udávána. H y b r i d i z a c e t e d y p r o t u t o p o p u l a c i nepředstavuje nebezpečí a n i 

v podobě genetické a s i m i l a c e , a n i v podobě nárůstu vegetativního rozmnožování sterilních 

hybridů. Podobně také Butkuviené e t a l . ( 2 0 1 7 ) n e o d h a l i l i žádný jednoznačný důkaz časté 

m e z i druhové h y b r i d i z a c e , přesto, že výsledky některých předchozích studií dokazují, že j e 

h y b r i d i z a c e u lakušníků běžná ( Z a l e w s k a - G a l o s z e t a l . , 2 0 1 5 ) . 

Cílem jiné ochranářsky zaměřené s t u d i e d r u h u Ranunculus baudotii b y l o p o r o v n a t 

g e n e t i c k o u d i v e r z i t u vzorků ex situ baněk s e m e n s g e n e t i c k o u d i v e r z i t o u kvetoucích r o s t l i n 

přirozených populací daného d r u h u , j a k m o c se záchranné výsevy s e m e n m o h o u lišit m e z i 

s e b o u a o d mateřské p o p u l a c e a zejména jaký t o má význam p r o o c h r a n u t o h o t o d r u h u ( C o p p i 
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e t a l . , 2 0 1 5 ) . Dále porovnávali g e n e t i c k o u d i v e r z i t u populací R. baudotii před a p o provedení 

p r o j e k t u p r o o b n o v u stanoviště, t e d y přírodního rybníku v italském Národním p a r k u Toskánské 

o s t r o v y . T e n t o p r o j e k t z a h r n o v a l odstranění vysokých bahenní c h r o s t l i n , j a k o například Typha 

sp . a Phragmites australis z rybníku. I S S R analýza pěti s k u p i n vzorků ukázala relativně 

v y s o k o u úroveň genetické d i v e r z i t y ex situ kultivovaných r o s t l i n , které se t a k s t a l y cenným 

potenciálním nástrojem p r o o c h r a n u t o h o t o d r u h u . Ověřili také, že když r o s t l i n y k u l t i v o v a l i 

v teplotě stanovené j a k o optimální p r o klíčení t o h o t o d r u h u , p r o j e v i l a se široká škála různých 

genotypů, kdežto při teplotách, které se o d o p t i m a o d c h y l o v a l y , vyklíčilo s e m e n méně a 

d i v e r z i t a genotypů b y l a výrazně nižší. T y t o požadavky n a podmínky klíčení ex situ 

záchranných výsevu R. baudotii b y l y testovány v předchozím výzkumu ( C a r t a e t a l . , 2 0 1 2 ) . 

P r o t o b y při podobných záchranných strategiích měl být n a t u t o s p e c i f i c k y optimální t e p l o t u 

brán o h l e d . P o provedení obnovovacího p r o j e k t u došlo k rozsáhlé r e k o l o n i z a c i R. baudotii, 

úroveň genetické d i v e r z i t y se však samovolně p o t o m t o j e d n o m zásahu n e o b n o v i l a , 

v následujících l e t e c h b y b y l o v t o m t o případě vhodné v y s a d i t r o s t l i n y z n o v u ( C o p p i e t a l . , 

2 0 1 5 ) . 

Butkuviené e t a l . ( 2 0 1 7 ) a n a l y z o v a l i v Litvě 1 6 populací lakušníků pomocí 

morfologických znaků a molekulárních markerů ( I S S R s a s e k v e n c e chloroplastového úseku 

trnH-psbA s e k v e n c e ) . S t u d i e b y l a zaměřená n a základní p o p i s d i v e r z i t y lakušníků: jaká j e 

v a r i a b i l i t a každé z populací a m e z i všemi 1 6 , k o l i k druhů se v populacích v y s k y t u j e , a z d a se 

r o s t l i n y často šíří klonálně. S t u d i e rozlišila oddělené s k u p i n y různých druhů lakušníků 

v Litevských řekách. Opět o d h a l i l i nízký stupeň genetické d i v e r z i t y , v y s o k o u úroveň genetické 

odlišnosti populací a nízký t o k genů m e z i p o p u l a c e m i . N a rozdíl o d jiných studií ( B r a d l e y e t a l . , 

2 0 1 3 ) p o z o r o v a l i důležitou r o l i vegetativního způsobu rozmnožování u studovaných populací. 

Například u d r u h u R. fluitans b y l y přítomny květy, n e b y l a však n a l e z e n a j e j i c h s e m e n a , a t a k 

předpokládali převahu vegetativního rozmnožování. 

R o l i vegetativního a sexuálního rozmnožování u lakušníků se věnovali také L a m b e r t i n i 

e t a l . ( 2 0 1 7 ) , kteří s t u d o v a l i g e n e t i c k o u s t r u k t u r u tří populací d r u h u Ranunculus baudotii v 

Dánské řece A a r h u s . Z a použití m e t o d y A F L P s z k o u m a l i kromě způsobu rozmnožování také 

j a k j e genetická v a r i a b i l i t a v populacích rozprostřena podél t o k u a genetické v z t a h y p o p u l a c e R. 

baudotii s jinými d r u h y lakušníků, jelikož i d e n t i f i k o v a l i h y b r i d y , kteří b y m o h l i ovlivňovat 

s t r u k t u r u populací. Předchozí s t u d i e dokázaly, že p o p u l a c e R. baudotti v nížinných tocích 

v Dánsku j s o u primárně zakládány díky vegetativnímu rozmnožování. Sířením vodních r o s t l i n 

v řece A a r h u s se už zabývala s t u d i e R i i s ( 2 0 0 8 ) , v e které a u t o r k a uvádí, že 8 0 % makrofytní 
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k o l o n i z a c e má n a svědomí právě šíření fragmentů s d o s a h e m 3 0 0 m a p o u z e 2 0 % vyplývá 

z šíření s e m e n . Výsledky L a m b e r t i n i e t a l . ( 2 0 1 7 ) se s tímto shodují. Vegetativní rozmnožování 

b y l o shledáno dominantním způsobem, pohlavní rozmnožování a l e n e b y l o z c e l a vyloučeno a 

m o h l o b y být vysvětleno z většiny samooplozením. B y l a také zjištěna nízká genetická 

v a r i a b i l i t a u každé z e 3 populací i p r o všechny p o p u l a c e zároveň. Kvůli výše popsané 

nepřesnosti m e t o d y A F L P však m o h o u být p r o f i l y , které se liší p o u z e několika f r a g m e n t y , 

r a m e t y stejného g e n o t y p u n e b o blízce příbuzné g e n o t y p y , rozlišování těchto d v o u jevů b y l o 

v citované s t u d i i zvláště problematické kvůli nízké genetické variabilitě populací. Výskyt 

hybridů R. baudotii n e b y l jednoznačně vyloučen, a n i p o t v r z e n . 

Jiný d r u h lakušníku, Ranunculus subrigidus, b y l vybrán j a k o reprezentativní t a x o n p r o 

zkoumání v l i v u podmínek prostředí n a g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u vodních r o s t l i n n a velkém 

prostorovém měřítku ( W u e t a l . , 2 0 1 9 ) . V této s t u d i i se zajímali o g e n e t i c k o u d i v e r z i t u 13 

populací Ranunculus subrigidus Tibetské náhorní plošiny. Cílem práce b y l o o b j a s n i t , j a k 

přispívá geografická vzdálenost a podmínky prostředí k rozložení genetické p o d o b n o s t i 

populací. Z a použití mikrosatelitních markerů o d h a l i l i nízkou g e n e t i c k o u d i v e r z i t u všech z e 

zkoumaných populací. U většiny zkoumaných jedinců o d h a l i l i také unikátní g e n o t y p y 

testováním několika lokusů, což p o u k a z u j e n a skutečnost, že u t o h o t o d r u h u pravděpodobně 

nedochází k převaze klonálního rozmnožování. Dále prokázali významný v l i v klimatických 

podmínek n a g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u v rámci d r u h u , a n a o p a k n e n a l e z l i důkaz prostorově-

genetické s t r u k t u r y t o h o t o d r u h u . Z výsledků práce b y l o v y v o z e n o , že historické p r o c e s y j a k o 

například šíření n a velké vzdálenosti a lokální a d a p t a c e b y m o h l y být zodpovědné z a 

g e n e t i c k o u s t r u k t u r u populací R. subrigidus a že současné f a k t o r y prostředí hrají důležitou r o l i 

v genetické d i f e r e n c i a c i a lokální a d a p t a c i vodních r o s t l i n v e vysokohorských ekosystémech. 

Z Tibetské náhorní plošiny pochází také 2 n e j novější s t u d i e z r o k u 2 0 2 2 , které z k o u m a l y 

již z a použití mikrosatelitních markerů různé t a x o n y vodních r o s t l i n , m e z i n i m i lakušníky ( W u , 

e t a l . , 2 0 2 2 a ; W u e t a l . , 2 0 2 2 b ) . První z n i c h ( W u e t a l . , 2 0 2 2 a ) z k o u m a l a h y b r i d i z a c i u třech 

rodů r o s t l i n , konkrétně Myriophyllum, Stuckenia a Ranunculus (R. trichophyllus a R. 

subrigidus), a její s o u v i s l o s t s prostředím a překryvem n i k rodičovských druhů. Výsledky 

p o t v r d i l y překryv n i k a k o e x i s t e n c i druhů p r o všechny tři r o d y , u všech třech párů také 

p o z o r o v a l i častou h y b r i d i z a c i . Právě rozsáhlý překryv míst výskytu různých druhů b y l již dříve 

shledán optimálním p r o e x i s t e n c i hybridních zón ( Y a k i m o w s k i a n d R i e s e b e r g , 2 0 1 4 ) , a t a k 

k této časté h y b r i d i z a c i e k o l o g i c k y odlišných druhů pravděpodobně také přispěl ( W u e t a l . , 

2 0 2 2 a ) . Častá h y b r i d i z a c e m e z i d r u h y R. trichophyllus a R. subrigidus b y l a poprvé o d h a l e n a 
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právě v e vysokohorských ekosystémech ( W i e g l e b e t a l . , 2 0 1 7 ) . T i t o hybridní j e d i n c i b y l i 

považováni z a sterilní, pravděpodobně kvůli rozdílům v p l o i d i i d v o u rodičovských druhů 

( W i e g l e b e t a l . , 2 0 1 7 ) . S t u d i e W u e t a l . , ( 2 0 2 2 a ) p o t v r d i l a důležitost h y b r i d i z a c e při s p e c i a c i 

lakušníků a také evoluční důležitost h y b r i d i z a c e p r o zachování vodních r o s t l i n v e 

vysokohorských ekosystémech. Prokázali, že výškové g r a d i e n t y Tibetské náhorní plošiny 

poskytují vhodné n i k y p r o rozsáhlou s y m p a t r i i a h y b r i d i z a c i příbuzných druhů. 

V e druhé s t u d i i ( W u , e t a l . , 2 0 2 2 b ) se zabývali klonální d i v e r z i t o u 4 rodů r o s t l i n a jakým 

způsobem j e ovlivněna f a k t o r y vysokohorského prostředí. Porovnání m e z i čtyřmi t a x o n y , které 

se všechny rozmnožují sexuálně i vegetativně, j i m také umožnilo prokázat, z d a j e j e j i c h 

pohlavní rozmnožování ovlivněno určitými ekologickými f a k t o r y . U lakušníků prokázali, že se 

zvyšující se klonální d i v e r z i t o u se zvyšuje i genetická d i v e r z i t a populací. Neprokázali zásadní 

v l i v faktorů prostředí n a klonální d i v e r z i t u a n i způsob rozmnožování lakušníků. M e z i čtyřmi 

zkoumanými d r u h y vodních r o s t l i n měly lakušníky výrazně nižší klonální d i v e r z i t u . 

3.4 Shrnutí 

Hlavními zkoumanými o b l a s t m i populační g e n e t i k y lakušníků b y l a t e d y genetická v a r i a b i l i t a , 

genetická d i f e r e n c i a c e populací, h y b r i d i z a c e lakušníků a j e j i c h r e p r o d u k c e , a jaké f a k t o r y 

m o h o u t y t o j e v y ovlivňovat. C o se týče genetické v a r i a b i l i t y populací lakušníků, všechny práce, 

které se jí zabývaly, dospěly k t o m u , že jednotlivé p o p u l a c e různých druhů lakušníků vykazují 

relativně nízkou úroveň genetické v a r i a b i l i t y (Butkuviené e t a l . , 2 0 1 7 ; K o g a e t a l . , 2 0 0 7 ; K u e t 

a l . , 2 0 0 7 ; L a m b e r t i n i e t a l , 2 0 1 7 ; W a n g e t a l . , 2 0 1 0 ; W u e t a l , 2 0 1 9 ) . Vysvětlení b y l a různá, 

m e z i n i m i právě způsob, jakým se r o s t l i n y rozmnožovaly. K u e t a l . , 2 0 0 7 přisuzovali nízkou 

g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u d r u h u Ranunculus kadzusensis zejména převaze a u t o g a m i e n a d alogamií. 

Tendencí některých lakušníků k e k l e i s t o g a m i i , a obecně tím, že j e většina druhů s c h o p n a 

a u t o g a m i e , vysvětlovali nízkou g e n e t i c k o u d i v e r z i t u d r u h u Ranunculus bungei také W a n g e t a l . , 

2 0 1 0 , kteří j i dále přisuzovali častému klonálnímu šíření, různým historickým faktorům, j a k o 

j s o u r e k o l o n i z a c e habitatů a f r a g m e n t a c e populací v době glaciálů a interglaciálů a lidským 

zásahům d o přírody, které t a k y m o h l y zapříčinit b o t t l e n e c k e f e k t a mít t a k z a následek snížení 

genetické d i v e r z i t y . B o t t l e n e c k e f e k t také předpokládali ( K u e t a l . , 2 0 0 7 ) u populací d r u h u R. 

kadzusensis, který b y l n a zkoumané území Jižní K o r e j i z a v e d e n pravděpodobně nedávno j a k o 

neškodný p l e v e l n a rýžová p o l e . 
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Jiná s t u d i e se zabývala v l i v e m podmínek prostředí n a g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u vodních 

r o s t l i n , p r o t u t o s t u d i i v y b r a l i d r u h Ranunculus subrigidus j a k o vzorový ( W u e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

Z výsledků b y l patrný významný v l i v klimatických podmínek n a g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u v rámci 

d r u h u . B r a d l e y e t a l . , 2 0 1 3 z k o u m a l i , z d a má n a g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u p o p u l a c e v l i v její 

v e l i k o s t , konkrétně z d a má malá p o p u l a c e d r u h u Ranunculus fluitans, která b y l a předmětem 

práce, nižší g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u , než větší p o p u l a c e lakušníků, a m o h l a b y t a k být kvůli své 

v e l i k o s t i zranitelnější. Z j i s t i l i , že zkoumaná p o p u l a c e měla s r o v n a t e l n o u g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u 

s většími p o p u l a c e m i stejného d r u h u v A n g l i i . Malé v e l i k o s t p o p u l a c e t e d y g e n e t i c k o u 

v a r i a b i l i t u negativně neovlivňovala i n b r e e d i n g e m a n i genetickým d r i f t e m . 

O b v y k l e b y l a porovnávána genetická v a r i a b i l i t a v rámci každé z několika studovaných 

populací a m e z i všemi p o p u l a c e m i zároveň (Butkuviené e t a l . , 2 0 1 7 ; K o g a e t a l . , 2 0 0 7 ; 

L a m b e r t i n i e t a l . , 2 0 1 7 ; W a n g e t a l . , 2 0 1 0 ) . J e d n a ochranářsky zaměřená s t u d i e také 

porovnávala g e n e t i c k o u d i v e r z i t u kvetoucích r o s t l i n přirozených populací daného d r u h u s 

d i v e r z i t o u vzorků ex situ baněk s e m e n lakušníků, dále j a k m o c se g e n e t i c k y lišily různé 

záchranné výsevy s e m e n m e z i s e b o u a o d mateřské p o p u l a c e , a zejména jaký t o má význam p r o 

o c h r a n u t o h o t o d r u h u . Také porovnávali g e n e t i c k o u d i v e r z i t u živých sbírek Ranunculus 

baudotii před a p o provedení obnovovacího p r o j e k t u ( C o p p i e t a l . , 2 0 1 5 ) . 

Několik studií se zabývalo otázkou r e p r o d u k c e lakušníků ( B r a d l e y e t a l . , 2 0 1 3 ; 

Butkuviené e t a l . , 2 0 1 7 ; L a m b e r t i n i e t a l . , 2 0 1 7 ; W u e t a l . , 2 0 1 9 ) . B r a d l e y e t a l , 2 0 1 3 nenašli 

žádný důkaz t o h o , že b y se r o s t l i n y jedné zkoumané p o p u l a c e d r u h u R. fluitans rozmnožovaly 

vegetativně. Převahu klonálního rozmnožování u populací d r u h u R. subrigidus vyloučili W u e t 

a l . ( 2 0 1 9 ) , jelikož u většiny zkoumaných jedinců o d h a l i l i unikátní g e n o t y p y testováním 

několika lokusů. Jiná práce n a o p a k prokázala zásadní r o l i vegatativního způsobu rozmnožování 

u studovaných populací lakušníků, například u d r u h u R. fluitans b y l y n a l e z e n y květy, a l e n i k o l i 

s e m e n a , a t a k b y l a předpokládána převaha vegetativního rozmnožování (Butkuviené e t a l . , 

2 0 1 7 ) . Vegetativní rozmnožování b y l o shledáno převažujícím n a d pohlavním rozmnožováním 

také v e výzkumu L a m b e r t i n i e t a l . , ( 2 0 1 7 ) , pohlavní rozmnožování a l e n e b y l o z c e l a vyloučeno 

a m o h l o b y být vysvětleno z většiny autogamií. 

Několik studií o d h a l i l o v y s o k o u g e n e t i c k o u d i f e r e n c i a c i m e z i zkoumanými p o p u l a c e m i 

(Butkuviené e t a l . , 2 0 1 7 ; K o g a e t a l . , 2 0 0 7 ; W a n g e t a l . , 2 0 1 0 ) . T a t o genetická rozdílnost 

populací b y l a vysvětlována například omezeným šířením s e m e n , vegetativních fragmentů i p y l u 

m e z i p o p u l a c e m i ( K o g a e t a l . , 2 0 0 7 ) . Nízký t o k genů a vysoké h o d n o t y genetické d i f e r e n c i a c e 

o d h a l i l i také W a n g e t a l . , ( 2 0 1 0 ) u populací d r u h u R. bungei. T o k genů b y l pravděpodobně 
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limitován p r o s t o r o v o u izolací habitatů jednotlivých populací. Výsledky zkoumání W u e t a l . 

( 2 0 1 9 ) z a s e p o u k a z o v a l y n a významný v l i v klimatických faktorů n a g e n e t i c k o u d i f e r e n c i a c i 

populací a také n a lokální a d a p t a c i vodních r o s t l i n v e vysokohorských ekosystémech. 

Některé z e studií se věnovaly h y b r i d i z a c i lakušníků ( B r a d l e y e t a l . , 2 0 1 3 ; Butkuviené e t 

a l . , 2 0 1 7 ; L a m b e r t i n i e t a l . , 2 0 1 7 ; W u e t a l . , 2 0 2 2 b ; Z a l e w s k a - G a l o s z e t a l . , 2 0 1 5 ) . B r a d l e y e t 

a l . ( 2 0 1 3 ) n e o d h a l i l i h y b r i d i z a c i m e z i d r u h y R. fluitans a R. pennicillatus i přes svědectví o 

domnělém výskytu hybridů. H y b r i d i z a c e t e d y v t o m t o případě nepředstavovala p r o z k o u m a n o u 

menší p o p u l a c i R. fluitans nebezpečí a n i v podobě genetické a s i m i l a c e , a n i v podobě nárůstu 

vegetativního rozmnožování sterilních hybridů. Podobně také Butkuviené e t a l . ( 2 0 1 7 ) 

n e o d h a l i l i žádný jednoznačný důkaz časté m e z i druhové h y b r i d i z a c e , přesto, že výsledky 

některých předchozích studií dokazují, že j e h y b r i d i z a c e u lakušníků běžná ( Z a l e w s k a - G a l o s z e t 

a l . , 2 0 1 5 ) . J e d n a z prací nevyloučila a n i n e p o t v r d i l a výskyt hybridů d r u h u R. baudotii 

( L a m b e r t i n i e t a l . , 2 0 1 7 ) . 

Častou h y b r i d i z a c i o d h a l i l jiný výzkum, který se soustředil m i m o jiné n a d v a d r u h y 

lakušníků: R. trichophyllus a R. subrigidus ( W u e t a l . , 2 0 2 2 a ) . Také z k o u m a l i , z d a souvisí míra 

h y b r i d i z a c e s překryvem n i k rodičovských druhů a j a k j e ovlivňována okolním prostředím. 

Výsledky p o t v r d i l y překryv n i k d v o u zmíněných druhů lakušníků. Právě t e n t o překryv b y l již 

dříve shledán optimálním p r o e x i s t e n c i hybridních zón ( Y a k i m o w s k i a n d R i e s e b e r g , 2 0 1 4 ) . 

Častá h y b r i d i z a c e m e z i d r u h y R. trichophyllus a R. subrigidus b y l a poprvé o d h a l e n a v e 

vysokohorských ekosystémech ( W i e g l e b e t a l . , 2 0 1 7 ) . S t u d i e W u e t a l . ( 2 0 2 2 a ) p o t v r d i l a 

důležitost h y b r i d i z a c e při s p e c i a c i lakušníků a také evoluční důležitost h y b r i d i z a c e p r o 

zachování vodních r o s t l i n v e vysokohorských ekosystémech. 

Některé z e studií b y l y ochranářsky zaměřené a doporučovaly zavedení opatření p r o 

o c h r a n u zkoumaného d r u h u ( B r a d l e y e t a l . , 2 0 1 3 ; C o p p i e t a l . , 2 0 1 5 ; K o g a e t a l . , 2 0 0 7 ) . 

Výsledky s t u d i e C o p p i e t a l . ( 2 0 1 5 ) p o s k y t l y důležité p o z n a t k y p r o zrealizování těchto opatření. 

Ověřili, že b y měl být při k u l t i v a c i lakušníků p r o záchranné p r o j e k t y brán o h l e d n a optimální 

t e p l o t u s p e c i f i c k o u p r o d r u h , protože se t a k u kultivovaných r o s t l i n p r o j e v i l a větší genetická 

d i v e r z i t a genotypů, než při k u l t i v a c i z a neoptimálních t e p l o t . 
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4 Metodika 

4.1 Materiál 

V z o r k y r o s t l i n , které j s e m použila p r o svůj výzkum, b y l y sesbírány školitelem této práce a 

spolupracovníky před začátkem mé bakalářské p r a x e , j e j i c h sběru j s e m se t e d y neúčastnila. 

Postupně b y l y testovány 3 s a d y vzorků. N e j p r v e b y l o potřeba n a 1 6 vzorcích různých druhů 

o t e s t o v a t , z d a probíhá P C R . T a k t o b y l y vybrány úspěšné p r i m e r y p r o d r u h o u s a d u 8 vzorků, 

tentokrát už j e n d v o u druhů: R. fluitans a R. peltatus, P C R p r o d u k t y b y l y následně poslány n a 

fragmentační analýzu. P o vyhodnocení prvního k o l a fragmentační analýzy b y l y vybrány 

vhodné p r i m e r y , které a m p l i f i k o v a l y cílený l o k u s , p r o k o l o druhé, které b y l o prováděno n a 3 2 

vzorcích, p r o posouzení genetické v a r i a b i l i t y o b o u druhů uvnitř populací a m e z i n i m i . 

1 6 vzorků, které b y l y amplifikovány P C R v prvním k r o k u ( v i z k a p i t o l a P C R , s t r . 2 3 ) 

patřilo d o h r o m a d y s e d m i druhům lakušníků (Ranunculus aquatilis, R. baudotii, R. circinatus, 

R. fluitans, R. peltatus, R. rionii, R. trichophyllus), b y l y sesbírány z 1 6 různých populací 

( T a b u l k a 1 ) a b y l y m i p o s k y t n u t y v e formě celých listů uchovávaných v s i l i k a g e l u . 

Další s a d a vzorků testovaná v prvním k o l e P C R s M 1 3 fluorescenčně značeným 

p r i m e r e m ( v i z k a p i t o l a P C R s fluorescenčně značeným p r i m e r e m M l 3 , s t r . 2 4 ) sestávala z e 4 

vzorků d r u h u R. peltatus a 4 vzorků d r u h u R. fluitans, které b y l y opět sesbírány každý z jiné 

l o k a l i t y , t e d y z 8 populací ( T a b u l k a 2 ) . T y t o v z o r k y m i b y l y p o s k y t n u t y již v e formě izolátů. 

S a d a 3 2 vzorků, k t e r o u j s e m t e s t o v a l a v druhém k o l e P C R s fluorescenčně značeným 

p r i m e r e m ( v i z k a p i t o l a P C R s fluorescenčně značeným p r i m e r e m M 1 3 , s t r . 2 4 ) , o b s a h o v a l a 1 6 

vzorků d r u h u R. fluitans z 6 různých populací a 1 6 vzorků R. peltatus z e 4 různých populací 

( T a b u l k a 3 ) . T y t o v z o r k y m i b y l y p o s k y t n u t y z části v e formě izolátů a z části j a k o l i s t y 

vysušené s i l l i k a g e l e m . 
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T a b u l k a 1 : S e z n a m vzorků p r o první k r o k P C R . Čísla v prvním s l o u p c i b y l a přidělena vzorkům 
j a k o pracovní v laboratoři. Druhý s l o u p e c i n f o r m u j e o d r u h u , z e kterého b y l v z o r e k izolován. 
Třetí s l o u p e c odpovídá p o p u l a c i , k d e b y l v z o r e k n a l e z e n , popsané místem, k d e se nachází, 
přesné souřadnice n a j d e m e v e čtvrtém s l o u p c i . V e s l o u p c i Kód p o p u l a c e n a j d e m e kódy p o d l e 
prací (Prančl e t a l . , 2 0 1 8 ) a (Koutecký e t a l . , 2 0 2 2 ) , které b y l y každé p o p u l a c i přiděleny při 
sběru vzorků, stejně t a k čísla r o s t l i n v posledním s l o u p c i Číslo r o s t l i n y . 

Č. vzorku Taxon Populace Souřadnice Kód 
populace 

Č. 
rostliny 

8 1 6 R. aquatilis CZ, B l a n s k o , řeka S v i t a v a 
49°2ľ07" , 
16°38'59" 

K 1 8 - 3 5 2 

8 1 7 R. aquatilis A T , M a r c h e g g , p o t o k 
48°16'39", 
16°53'44" K 1 7 - 1 5 1 

8 1 2 R. baudotii A T , A n g e r n a n d e r M a r c h , pískovna 48°22'23", 
16°50'18" K 1 7 - 1 1 2 

8 2 0 R. baudotii H U , S a r r o d , pískovna 47°41'03", 
1 6 o 5 3 ' 0 7 " 

H U - 0 2 1 

8 0 8 R. circinatus P L , S a n d o m i e r z , slepé r a m e n o řeky 
5 0 o 4 1 ' 0 2 " , 
21°46'46" 

K 1 8 - 1 0 1 

8 1 1 R. fluitans 2x CZ, S e n o r a d y , řeka J i h l a v a 
49°05'49", 
16°14'46" 

K 1 3 - 2 7 3 

8 1 9 R. fluitans 2x H U , Mescér, řeka M o s o n i - D u n a 
47°47'57", 
17°28'25" 

H U - 0 1 1 

8 1 0 R. peltatus CZ, Nová Včelnice, r y b . Velká Peruť 
49°14'33", 
1 5 o 0 6 ' 2 7 " K 1 9 - 0 9 1 

8 1 8 R. peltatus A T , R u d m a n n s , rybník 
48°35'28", 
1 5 0 2 1 ' 5 2 " K 1 7 - 3 0 1 

8 1 4 R. trichophyllus A CZ, Lipí, r y b . Haberský Mlýnský 48°57'25", 
14°20'39" 

K 1 8 - 4 3 1 

8 2 2 R. trichophyllus A CZ, Krnov-Chomýž, rybník 50°06'29", 
17°38'45" K 1 3 - 1 0 3 

8 1 5 R. trichophyllus B A T , G o g g e n d o r f , řeka S c h m i d a 48°35 ,53", 
15°52'20" 

K 1 8 - 4 7 1 

8 1 3 R. trichophyllus s.l. A T , Göritz, řeka S t e y r 
47°51'12", 
14°11'20" 

A T - 0 2 2 

8 2 1 R. trichophyllus s.l. A T , F e i s t r i t z , p o t o k 46°33'28", 
14°45'59" 

K 1 8 - 2 5 1 

8 0 9 R. rionii H U , Szeksárd, pískovna 
46°20'12", 
18°45'16" 

K 1 9 - 0 5 1 

8 2 3 R. trichophyllus B A T , M a r c h e g g , p o t o k 
48°16'39", 
16°53'44" K 1 7 - 1 5 1 
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T a b u l k a 2 : S e z n a m vzorků p r o první k o l o P C R s fluorescenčně značeným p r i m e r e m M 1 3 . 
Význam sloupců odpovídá T a b u l c e 1 . 

Č. vzorku Taxon Populace Souřadnice Kód 
populace Č. Rostliny 

2 2 7 R. fluitans 2x 
Cl, S e n o r a d y , řeka 
J i h l a v a 

49°05'49", 
16°14'46" 

K 1 3 - 2 7 3 

2 9 1 R. fluitans 2x Cl, Roudné, řeka Malše 
48°56'05", 
14°29'23" 

K 1 5 - 3 3 3 

3 2 5 R. fluitans 2x 
A T , S i t t e n d o r f , řeka 
K a m p 

48°26'05", 
15°42'59" 

K 1 7 - 2 9 1 

4 7 5 R. fluitans 3x 
Cl, Senožaty, řeka 
Želivka 

49°34'12", 
15°14'26" 

K 1 4 - 0 5 1 

2 8 6 R. peltatus Cl, Nová P e c , L i p n o 
48°48'04", 
13°56'50" 

K 1 5 - 2 8 2 

4 2 5 R. peltatus Cl, Třísov, řeka V l t a v a 
48°53'09", 
14°21'34" K 1 3 - 2 6 2 

7 8 0 R. peltatus 
Cl, V o l a r y , Volarský 
p o t o k 

48°53'24", 
1 3 0 5 3 ' 3 5 " 

K 1 2 - 2 2 2 

7 8 4 R. peltatus Cl, Pravíkov, rybník 49°19'35", 
15°05'46" 

K 1 4 - 0 6 2 

T a b u l k a 3 : S e z n a m vzorků p r o druhé k o l o P C R s fluorescenčně značeným p r i m e r e m 
M l 3 . Význam sloupců odpovídá T a b u l c e 1 . 

č. 
vzorku 

Taxon Populace Souřadnice Kód 
populace 

Č. 
rostliny 

9 1 0 R. fluitans 2 x A T , S i t t e n d o r f , řeka K a m p 
48°26'05", 
15°42'59" 

K 1 7 - 2 9 2 

9 1 1 R. fluitans 2 x A T , S i t t e n d o r f , řeka K a m p 48°26'05", 
15°42'59" 

K 1 7 - 2 9 3 

4 4 0 R. fluitans 3 x Cl, Havraníky, D y j e 48°49'25", 
15°58'43" 

K 1 0 - 1 7 1 

9 1 2 R. fluitans 3 x Cl, Havraníky, D y j e 48°49'25", 
15°58'43" 

K 1 0 - 1 7 2 

9 1 3 R. fluitans 3 x Cl, Havraníky, D y j e 48°49'25", 
15°58'43" 

K 1 0 - 1 7 3 

9 1 6 R. fluitans 3 x Cl, J a r o s l a v i c e , D y j e 
48°46'08", 
16°15'31" 

K 1 9 - 3 2 1 

9 1 7 R. fluitans 3 x Cl, J a r o s l a v i c e , D y j e 
48°46'08", 
16°15'31" 

K 1 9 - 3 2 2 

1 1 6 R. fluitans 2 x Cl, Jetřichovice 
50°50'57", 
14°20'51" 

K 1 4 - 4 4 1 
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9 0 6 R. fluitans 2 x CZ, Jetřichovice 
50°50'57", 
14°20'51" 

K 1 4 - 4 4 2 

9 0 7 R. fluitans 2 x CZ, Jetřichovice 
50°50 ,57", 
14°20'51" 

K 1 4 - 4 4 3 

9 0 8 R. fluitans 2 x CZ, Roudné, řeka Malše 
48°56 ,05", 
14°29'23" 

K 1 5 - 3 3 1 

9 0 9 R. fluitans 2 x CZ, Roudné, řeka Malše 48°56'05", 
14°29'23" 

K 1 5 - 3 3 2 

5 3 2 R. fluitans 2 x CZ, S e n o r a d y , řeka J i h l a v a 
49°05'49", 
16°14'46" 

K 1 3 - 2 7 2 

8 1 1 R. fluitans 2 x CZ, S e n o r a d y , řeka J i h l a v a 
49°05'49", 
16°14'46" 

K 1 3 - 2 7 3 

9 1 4 R. fluitans 3 x CZ, Senožaty, řeka Želivka 
49°34'12", 
15°14'26" 

K 1 4 - 0 5 2 

9 1 5 R. fluitans 3 x CZ, Senožaty, řeka Želivka 
49°34'12", 
15°14'26" 

K 1 4 - 0 5 3 

1 5 7 R. peltatus CZ, Nová P e c , L i p n o 
48°48'04", 
13°56'50" 

K 1 5 - 2 8 1 

1 5 9 R. peltatus CZ, Nová P e c , L i p n o 
48°48'04", 
13°56'50" 

K 1 5 - 2 8 3 

7 9 9 R. peltatus CZ, Nová P e c , L i p n o 
48°48'04", 
13°56'50" 

K 1 5 - 2 8 4 

9 1 8 R. peltatus CZ, Nová P e c , L i p n o 
48°48'04", 
13°56'50" 

K 1 5 - 2 8 5 

9 2 3 R. peltatus CZ, Pravíkov, rybník 49°19'35", 
15°05'46" 

K 1 4 - 0 6 1 

7 8 5 R. peltatus CZ, Pravíkov, rybník 49°19'35", 
15°05'46" 

K 1 4 - 0 6 3 

7 8 6 R. peltatus CZ, Pravíkov, rybník 49°19'35", 
15°05'46" 

K 1 4 - 0 6 4 

8 7 8 R. peltatus CZ, Pravíkov, rybník 49°19'35", 
15°05'46" 

K 1 4 - 0 6 5 

5 R. peltatus CZ, Třísov, řeka V l t a v a 
48°53 ,09", 
14°21'34" K 1 3 - 2 6 1 

7 8 2 R. peltatus CZ, Třísov, řeka V l t a v a 
48°53'09", 
14°21'34" K 1 3 - 2 6 3 

9 1 9 R. peltatus CZ, Třísov, řeka V l t a v a 
48°53'09", 
14°21'34" K 1 3 - 2 6 4 

9 2 0 R. peltatus CZ, Třísov, řeka V l t a v a 
48°53'09", 
14°21'34" K 1 3 - 2 6 5 

4 7 7 R. peltatus CZ, V o l a r y , Volarský p o t o k 
48°53'24", 
1 3 0 5 3 ' 3 5 " 

K 1 2 - 2 2 1 

9 2 1 R. peltatus CZ, V o l a r y , Volarský p o t o k 
48°53'24", 
1 3 0 5 3 ' 3 5 " 

K 1 2 - 2 2 3 

9 2 2 R. peltatus CZ, V o l a r y , Volarský p o t o k 
48°53'24", 
1 3 0 5 3 ' 3 5 " 

K 1 2 - 2 2 4 

7 8 1 R. peltatus CZ, V o l a r y , Volarský p o t o k 
4 8 0 5 3 ' 2 4 " , 
13°53'35" 

K 1 2 - 2 2 7 
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4.2 Primery 

P r i m e r y , které j s e m t e s t o v a l a v rámci této bakalářské práce, n a v r h o v a l k o n z u l t a n t mé práce Jiří 

Košnar, v z o r k y opatřil a i z o l o v a l školitel mé práce P e t r Koutecký. P o s t u p vyhledávání úseků 

D N A lakušníků, které obsahují m i k r o s a t e l i t y , a následného navržení primerů odpovídal 

m e t o d i c e p o d l e článků Kúr e t a l . ( 2 0 1 4 ) a D r a g e t a l . ( 2 0 1 3 ) . 

P r o každý z e 7 vzorků b y l vybrán odlišný d r u h lakušníků, konkrétně b y l y vybrány 

d r u h y : R. peltatus, R. trichophyllus ( c y t o t y p y A a B ) , R. fluitans, R. aquatilis, R. circinatus a 

kříženec nalezený v rakouských Alpách podobný R. trichophyllus. D N A b y l o n e j p r v e potřeba 

rozštěpit n a malé f r a g m e n t y pomocí enzymů. Z e směsi těchto fragmentů b y l y odděleny t y , které 

z většiny o b s a h o v a l y v e své s e k v e n c i m i k r o s a t e l i t . T e n t o k r o k b y l p r o v e d e n z a p o m o c i 

magnetických kuliček, které n a svém p o v r c h u n e s l y mikrosatelitní s e k v e n c e komplementární 

k cíleným mikrosatelitům. 

K t a k t o vytříděným fragmentům D N A b y l a připojena s e k v e n c e jedinečná p r o každý z e 

s e d m i vzorků ( t z v . „barcode"), která následně umožnila r o z p o z n a t , k jakému d r u h u patří jaký 

f r a g m e n t . Úseky D N A b y l y smíchány d o t z v . obohacené k n i h o v n y fragmentů, která b y l a 

následně osekvenována f i r m o u S E Q m e (Doříš, ČR). P r o s e k v e n a c i b y l a použita m e t o d a t z v . 

sekvenování nové g e n e r a c e a přístroj P a c B i o . B y l o t a k t o osekvenováno a s i 1 0 0 0 0 0 fragmentů, 

které b y l y následně seřazeny p o d l e druhů z a p o m o c i barcode s e k v e n c e , která umožnila 

přiřazení sekvencí odpovídajících stejnému t a x o n u k sobě. Dále b y l y s e k v e n c e rozřazeny p o d l e 

p o d o b n o s t i t a k , a b y b y l y s e k v e n c e odpovídající j e d n o m u l o k u s u u sebe , a b y l y vyhledávány t y 

l o k u s y , které o b s a h o v a l y m i k r o s a t e l i t , a p r o které se sešlo několik sekvencí, a b y l a t a k větší 

pravděpodobnost, že b y l y p r o g r a m e m n a l e z e n y a o p r a v e n y případné c h y b y s e k v e n a c e . 

Tímto způsobem b y l y získány řádově s t o v k y lokusů p r o R. fluitans i p r o R. peltatus, p r o 

každý d r u h různé. P r i m e r y p r o a m p l i f i k a c i D N A v rámci mé bakalářské práce b y l y navrženy n a 

základě části těchto lokusů, výjimkou b y l y d v a p r i m e r y , které b y l y navrženy n a základě lokusů 

d r u h u R. trichophyllus A (Kořenář, 2 0 2 2 ) . Konkrétně j s e m p r a c o v a l a s i l l o k u s y R. fluitans, 1 0 

l o k u s y R. peltatus a 2 l o k u s y R. trichophyllus ( T a b u l k a 4 ) . 
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T a b u l k a 4 : S e z n a m testovaných primerů. První s l o u p e c odpovídá názvu p r i m e r u , k d e první 
písmeno před pomlčkou ( F / P / A ) odpovídá d r u h u lakušníku (R. fluitans, R. peltatus I R. 
trichophyllus, c y t o t y p A ) p r o který b y l p r i m e r v y v i n u t , A C i n f o r m u j e dvoubázovém o m o t i v u 
m i k r o s a t e l i t u a číslo b y l o přiřazeno p r o rozlišení jednotlivých primerů. V druhém s l o u p c i j s o u 
s e k v e n c e f o r w a r d a r e v e r s e p r i m e r u , v e třetím t e p l o t a , při kterém p r i m e r nasedá a v posledním j e 
přibližná délka p r o d u k t u P C R v b p odečtená n a základě prvního k o l a fragmentační analýzy. 

Lokus Primer Annealing (°C) Délka PCR 
produktu (bp) 

F - A C - 0 3 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T A G A T A A A G A A A T A G T T T T A G A A G T A G G 

4 8 3 2 5 - 3 4 5 F - A C - 0 3 
R A G A T C A A A A T A G G G CACA 

4 8 3 2 5 - 3 4 5 

F - A C - 0 5 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T G A A G A T T T G A A G A G A A G A T G A A G A A 

4 8 3 2 0 F - A C - 0 5 
R G1GAAA1AGAGA1GAA1AACC1 1 1 1 I A 

4 8 3 2 0 

F - A C - 2 1 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T T G A G T A A C A A A A C A T A G T G A T C G T G 

4 8 1 9 0 F - A C - 2 1 
R T T T A A A T G T G C T A T T G C T A A ACC 

4 8 1 9 0 

F - A C - 4 0 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T G T A G A C A T G T T C T A T G A C A A T A A A T A C 

4 8 3 0 0 F - A C - 4 0 
R C A A C A T T C C A A A T A A C C A A C T 

4 8 3 0 0 

F - A C - 4 2 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T T C C C A G C A T A A A C C T C A A G C 

4 8 3 9 0 F - A C - 4 2 
R 1 I C A G I A C C I 1 I G I G G A C A I 1 1 

4 8 3 9 0 

F - A C - 5 6 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T G C G C C A C T A A G G G T T G A A A T T 

5 6 2 5 0 F - A C - 5 6 
R G G C G T G C T T T A Y T T G A T T C C 

5 6 2 5 0 

F - A C - 7 2 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T C A A G T G A A A C C A G G C T C T C C 

5 0 2 0 0 F - A C - 7 2 
R T C C A A A A T G G A G A A T T G C T G 

5 0 2 0 0 

F - A C - 7 8 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T G G C T C C T C T T A A T C A G T C T C T C T T 

5 6 1 5 5 - 1 7 5 F - A C - 7 8 
R G G G T G T G A G G A A T T T G G A T G 

5 6 1 5 5 - 1 7 5 

F - A C - 8 1 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T G A G A A A A T A T G G C A T C A T G A A A A 

5 6 2 3 5 - 2 4 5 F - A C - 8 1 
R T C C C T G A A A G T C C A T A C A A A A G 

5 6 2 3 5 - 2 4 5 

F - A C - 8 5 
F t T G T A A A A C G ACG G C C A G T T G G A G G CACAG A T T A C A C C T T 

5 6 2 5 0 F - A C - 8 5 
R A T C G G GTCTCG G T C C A T T 

5 6 2 5 0 

F - A C - 9 1 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T T A T T T G G C T G G T C C C T T T G T 

5 6 1 4 0 - 1 5 0 F - A C - 9 1 
R A C C C A A A G A T C C A A T G C A A G 

5 6 1 4 0 - 1 5 0 

P - A C - 1 4 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T C T A T T T G A C A A C A A A C T A A A A A A 

4 8 3 5 0 P - A C - 1 4 
R T G T T T T A G T G G A A A A C C A C A A 

4 8 3 5 0 

P - A C - 4 9 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T T G T T T G G T C T C G T A T C T T G G T A A 

5 6 1 2 5 - 1 4 0 P - A C - 4 9 
R T G T T C A A T A C T A T C T A C T G C A T A C C G 

5 6 1 2 5 - 1 4 0 

P - A C - 5 2 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T G G T A G G T G T T A C T T G T G A T C C 

4 8 1 6 0 P - A C - 5 2 
R T C T G A A T A A G T T T G C T C A C C 

4 8 1 6 0 

P - A C - 7 1 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T C C A A C T G G G C T G T G T A A A C C 

4 8 2 3 0 P - A C - 7 1 
R A C T T G CCAACTCAG GTCCAG 

4 8 2 3 0 

P - A C - 7 3 
F t T G T A A A A C G ACG G C C A G T A G T C G T G G A C G T C T T T C A T T A 

4 8 3 8 0 - 4 0 5 P - A C - 7 3 
R C A A T T T C C T C A A A T T A A C C A G G A 

4 8 3 8 0 - 4 0 5 
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P - A C - 7 9 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T A A G C A A A A C C C G A A C A A A A A 

5 0 
1 5 0 - 1 6 0 

P - A C - 7 9 
R CG CTG A G A A T T A G C A T T C T G T 

5 0 
1 5 0 - 1 6 0 

P - A C - 8 8 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T T T T G G A G A A A A C A C G G T T C A 

5 4 
2 1 0 

P - A C - 8 8 
R T C C A T T G T T T G A T T G G C A G A 

5 4 
2 1 0 

P - A C -
1 3 7 

F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T T C A G A T C C A C G A A A A G T G A A T 
5 4 

1 1 6 - 1 4 0 
P - A C -

1 3 7 R C G C G A C A A A A G C A G A A T A A A 
5 4 

1 1 6 - 1 4 0 

P - A C -
1 5 9 

F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T C C T T C G A T A C G C C 1 1 I G T G T 
5 6 

3 3 5 - 3 4 5 
P - A C -

1 5 9 R C A A T C T G CTCACCCCAAAAC 
5 6 

3 3 5 - 3 4 5 

P - A C -
1 6 8 

F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T G A T G T C C G G T A G T G G A T T G G 
5 6 

1 7 0 - 1 8 0 
P - A C -

1 6 8 R G A G A G A G C A G G C T T G T T C A A T A 
5 6 

1 7 0 - 1 8 0 

A - A C - 0 3 
F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T G C A T C G T A C C T T A G A G A A C A A C A 

5 0 
3 3 0 - 3 4 5 

A - A C - 0 3 
R T T T C T A T C A C C T C G C A G T C T C 

5 0 
3 3 0 - 3 4 5 

A - A C -
1 5 6 

F t T G T A A A A C G A C G G C C A G T C C T A C T C C G T A T G A A C C C A G A 
5 6 

2 7 5 - 3 0 0 
A - A C -

1 5 6 R T C A A T G C T G G A G A G G T A A A G G 
5 6 

2 7 5 - 3 0 0 

4.3 Izolace DNA 

4.3.1 Metoda CTAB 

D N A vzorků p r o první k r o k P C R ( T a b u l k a 1 ) b y l a izolována p o d l e návodu (Koutecký & Košnar, 

2 0 1 8 ) pomocí m e t o d y C T A B ( D o y l e & D o y l e , 1 9 8 7 ) . V z o r k y 8 0 8 - 8 1 5 j s e m i z o l o v a l a s a m a , 

druhá p o l o v i n a ( 8 1 6 - 8 2 3 ) b y l a izolována J a k u b e m Kořenářem v rámci bakalářské práce 

(Kořenář, 2 0 2 2 ) . 

Malé množství suché tkáně r o s t l i n ( c c a 0 , 2 5 c m plovoucího l i s t u n e b o odpovídající 

množství úkrojků ponořených listů) j s e m vložila d o každé z 8 m i k r o z k u m a v e k s rovným 

víčkem o o b j e m u 1,5 m l , dále j s e m přidala dvě kovové kuličky p r o rozdrcení tkáně. Z k u m a v k y 

j s e m poté u p n u l a d o nástavců mlýnku R e t s c h 4 0 0 M M , který b y l n a s t a v e n n a 3 0 H z a základní 

d o b u h o m o g e n i z a c e - 1 m i n u t u . K rozdrcenému materiálu j s e m v digestoři přidala d o každé 

z m i k r o z k u m a v e k 7 0 0 u l zásobního r o z t o k u C T A B a 1 0 u l 2 - m e r k a p t o e t h a n o l u . Poté j s e m 

z k u m a v k y zavřela, promíchala proklepáním a 3 0 m i n u t n e c h a l a i n k u b o v a t n a třepačce při 5 0 

°C. 

P o i n k u b a c i j s e m v z o r k y krátce stočila v e stolní c e n t r i f u z e ( 2 - 3 s ) a přenesla b e z 

kovových kuliček d o nových 1,5 m l m i k r o z k u m a v e k , které j s e m označila fixem před tímto 

k r o k e m . Kuličky j s e m v y k l e p a l a d o P e t r i h o m i s k y , propláchnula v o d o u a osušila buničinou, 

a b y v e vodě nedošlo k e k o r o z i . D o všech nových m i k r o z k u m a v e k j s e m následně v digestoři 

2 1 



přidala 5 0 0 u l směsi c h l o r o f o r m u a i s o a m y l a l k o h o l u v poměru 2 4 : 1 . P o přidání směsi j s e m 

z k u m a v k y uzavřela, několikrát převrátila, a b y se r o z t o k promíchal, a p o n e c h a l a 5 m i n u t odstát. 

Následovalo vložení vzorků d o c e n t r i f u g y n a 1 0 m i n při 1 0 0 0 0 r p m . P o c e n t r i f u g a c i 

j s e m horní v o d n o u fázi s o b s a h e m D N A ( c c a 5 0 0 u l ) opět šetrně přepipetovala v digestoři d o 

nových 1,5 m i k r o z k u m a v e k , které j s e m před tímto k r o k e m opět označila f i x e m . Použité špičky 

i m i k r o z k u m a v k y j s e m v y h o d i l a d o speciální nádoby n a nebezpečný o d p a d , odpadní fázi 

s c h l o r o f o r m e m j s e m také s l i l a d o příslušné l a h v e n a nebezpečný o d p a d . 

Z mrazáku j s e m k r o z t o k u přidala vychlazený i s o p r o p a n o l , z k u m a v k y j s e m poté 

převrátila p r o zamíchání a p o n e c h a l a 3 0 m i n u t v mrazáku při -20°C. Následně j s e m j e vložila 

n a 5 m i n u t d o c e n t r i f u g y nastavené n a 1 3 0 0 0 r p m . P o c e n t r i f u g a c i j s e m s u p e r n a t a n t p i p e t o u 

v digestoři o d s t r a n i l a d o kádinky n a o d p a d , n a dně z k u m a v e k zůstal p e l e t D N A , k e kterému 

j s e m následně přidáno 4 0 0 u l vychlazeného 9 6 % e t a n o l u , směs j s e m promíchala ručním 

proklepnutím a n e c h a l a i n k u b o v a t 15 m i n u t v t e r m o b l o k u při teplotě 37°C. 

P o i n k u b a c i následovala opět c e n t r i f u g a c e při 1 3 0 0 0 r p m . P o 5 minutách c e n t r i f u g a c e 

j s e m s u p e r n a t a n t opatrně o d p i p e t o v a l a d o odpadní kádinky. K p e l e t u , který z b y l v e 

zkumavkách, j s e m přidala z mrazáku 2 0 0 u l vychlazeného 7 0 % e t a n o l u , o b s a h z k u m a v k y j s e m 

opět promíchala poklepnutím, p o n e c h a l a 5 m i n u t stát při pokojové teplotě a následně j s e m 

z k u m a v k y vložila d o c e n t r i f u g y n a 5 m i n při 1 3 0 0 0 r p m . S u p e r n a t a n t j s e m o d p i p e t o v a l a d o 

kádinky a z k u m a v k y p o n e c h a l a přibližně 15 m i n u t sušit při pokojové teplotě. 

V e chvíli, k d y b y l y z k u m a v k y suché b e z k a p e k e t a n o l u , j s e m přidala k vysušenému 

p e l e t u 5 0 u l sterilní v o d y . V z o r k y j s e m p o n e c h a l a přes n o c v ledničce, a b y se D N A úplně 

r o z p u s t i l a , p r o dlouhodobé uchování j s e m později v z o r k y přesunula d o mrazáku. 

4.3.2 Metoda NaOH 

P r o druhé k o l o P C R s fluorescenčně značeným p r i m e r e m M l 3 b y l o také potřeba některé z 3 2 

vzorků i z o l o v a t (některé b y l y již izolovány před začátkem mé práce). I z o l a c i j s e m prováděla 

p o d l e návodu (Koutecký & Košnar, 2 0 1 8 ) tentokrát pomocí m e t o d y N a O H ( W e r n e r e t a l . , 

2 0 0 2 ) . Konkrétně j s e m i z o l o v a l a v z o r k y s čísly 9 0 6 - 9 2 2 . 

P r o i z o l a c i D N A j s e m z vysušeného rostlinného materiálu o d e b r a l a a vložila d o každé 

1 . 5 m l m i k r o z k u m a v k y c c a 0 . 5 c m velký k o u s e k tkáně. K e tkáni j s e m přidala 2 0 u l 0 , 5 M 
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N a O H a následně tkáň r o z d r t i l a pomocí sterilního písku a homogenizátorku, který j s e m předtím 

o b a l i l a v písku. Poté j s e m z k u m a v k y vložila n a 2 m i n u t y d o c e n t r i f u g y při 1 3 0 0 0 r p m . D o 

všech z k u m a v e k P C R s t r i p u j s e m připravila 2 0 u l l O O m M T r i s - H C l p u f r u ( p H 8 , 3 ) , izoláty 

j s e m ředila v poměru 1 : 1 0 ( s u p e r n a t a n t p u r f ) , k p u f r u j s e m t e d y přidala 2 u l s u p e r n a t a n t u . 

Výsledné izoláty b y l y dlouhodobě skladovány v mrazáku. 

4.4 PCR 

Polymerázovou řetězovou reakcí j s e m a m p l i f i k o v a l a pomocí primerů 2 1 lokusů u prvních 1 6 

vzorků různých druhů lakušníků ( T a b u l k a 1 ) , úspěšnost a m p l i f i k a c e j s e m následně k o n t r o l o v a l a 

pomocí gelové elektroforézy, přítomnost m i k r o s a t e l i t u v amplifikované s e k v e n c i j s e m následně 

ověřila u některých vzorků pomocí sekvenční analýzy. 

N e j p r v e j s e m s i připravila z k u m a v k y , které j s e m f i x e m označila čísly vzorků, d a t e m a 

kódem příslušného použitého p r i m e r u , mezitím j s e m n e c h a l a všechny potřebné r e a g e n c i e - P C R 

v o d u , f o r w a r d p r i m e r , r e v e r s e p r i m e r a P l a i n P P M a s t e r M i x (výrobce T o p - B i o ) v pokojové 

teplotě r o z m r z n o u t . Poté, c o všechny složky roztály, j s e m j e promíchala ručním poklepáním a 

krátce stočila v c e n t r i f u z e . Následně j s e m vše vložila d o zamrazeného stojánku n a Z k u m a v k y 

z mrazáku, t a m j s e m vše p o n e c h a l a d o k o n c e pipetování. 

Jednotlivé složky j s e m p i p e t o v a l a d o sterilní z k u m a v k y v pořadí: v o d a , p r i m e r y a P l a i n 

P P M a s t e r M i x . Množství j s e m přepočítávala p o d l e počtu vzorků. K o b j e m u příslušného počtu 

vzorků j s e m přičetla také o b j e m negativní k o n t r o l y a o b j e m p r o r e z e r v u v případě c h y b y 

pipetování, o b a t y t o o b j e m y odpovídaly každý o b j e m u j e d n o h o v z o r k u . Množství složek n a 

j e d e n v z o r e k j e u v e d e n o v T a b u l c e 5 . O b j e m r e a k c e b y l 5 , 5 u l , z t o h o 0 , 5 u l b y l o b j e m r o z t o k u 

D N A . 

T a b u l k a 5 : o b j e m y složek P C R směsi p r o 1 v z o r e k 

reagencie objem (iil) 
1 co 

finální molární koncentrace 

v o d a 
p r i m e r F 0 , 3 3 0 , 3 u M 
p r i m e r R 
P P M a s t e r M i x 

0 , 3 3 
2 , 7 5 

0 , 3 u M 

P o napipetování všech složek P C R j s e m směs promíchala proklepáním a krátce stočila 

n a stolní c e n t r i f u z e a následně r o z p i p e t o v a l a p o 5 u l d o nových z k u m a v e k , z b y t e k m i x u j s e m 
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p o n e c h a l a v původní z k u m a v c e a použila j a k o negativní k o n t r o l u . D o všech m i k r o z k u m a v e k 

s P C R směsí kromě negativní k o n t r o l y j s e m přidala 0 , 5 u l D N A . Vše j s e m opět promíchala, 

stočila v c e n t r i f u z e . S p u s t i l a j s e m teplotní p r o g r a m t e r m o c y k l e r u a když dosáhla t e p l o t a b l o k u 

t e r m o c y k l e r u 70°C, vložila j s e m v z o r k y d o přístroje. Teplotní p r o g r a m t e r m o c y k l e r u v e všech 

případech sestával z šesti fází ( T a b u l k a 6 ) . Třetí fáze se jediná lišila p r o jednotlivé p r i m e r y 

použité při míchání směsi, p o d l e specifické t e p l o t y , při které nasedají n a D N A ( T a b u l k a 4 ) . 

Druhá až čtvrtá fáze se o p a k o v a l y v e 4 0 c y k l e c h . 

T a b u l k a 6 : Teplotní p r o g r a m t e r m o c y c l e r u p r o P C R . 

Fáze Doba trvání Teplota bloku Počet Fáze Doba trvání 
(°C) opakování 

1 . počáteční d e n a t u r a c e D N A 5 m i n u t 9 4 1 
2 . cyklová d e n a t u r a c e 3 0 vteřin 9 4 4 0 
3 . a n n e a l i n g primerů 3 0 vteřin 4 8 / 5 0 / 5 4 / 5 6 4 0 
4 . cyklová e l o n g a c e 4 5 vteřin 7 2 4 0 
5 . 
6 . 

finální e l o n g a c e 
chlazení 

1 0 m i n u t 7 2 
1 5 

1 
1 

4.5 PCR s fluorescenčně značeným primerem M13 

P C R se značeným p r i m e r e m M l 3 j s e m prováděla v e d v o u různých krocích p r o dvě různé s a d y 

vzorků. V o b o u případech b y l y v z o r k y p o zkontrolování produktů P C R pomocí elektroforézy 

poslány n a fragmentační analýzu. Prvním k r o k e m b y l o testování lokusů p r o 4 v z o r k y R. fluitans 

a 4 v z o r k y R. peltatus ( T a b u l k a 2 ) , n a základě kterého b y l y vybrány p r i m e r y vhodné p r o druhý 

k r o k - testování primerů p r o 1 6 vzorků R. fluitans a 1 6 vzorků R. peltatus ( T a b u l k a 3 ) . 

P r i n c i p míchání i pipetování směsi b y l stejný, j a k o u P C R ( v i z s t r . 2 3 ) , a l e o b s a h o v a l a o 

j e d n u složku navíc - fluorescenčně značený p r i m e r M 1 3 . Dále j s e m místo P P M a s t e r m i x u j s e m 

používala P l a i n C o m b i P P M a s t e r m i x a místo obyčejného f o r w a r d primerů b y l používán 

„tailed" f o r w a r d p r i m e r , který umožňuje nasedání M l 3 značeného primerů, má totiž připojenou 

k němu univerzální komplementární s e k v e n c i („tail"). P o spotřebování t o h o t o f o r w a r d primerů 

v prvních c y k l e c h P C R nasedají v následujících c y k l e c h n a D N A s f o r w a r d p r i m e r e m M 1 3 

p r i m e r y ( m e t o d a p o d l e : S c h u e l k e , 2 0 0 0 ) . 

O b j e m y jednotlivých reagencií p r o j e d e n v z o r e k se také lišily, t o u k a z u j e T a b u l k a 7 . 

M l 3 p r i m e r m o h l být značený j e d n o u z e 4 fluorescenčních b a r e v kompatibilních se 

sekvenátory f i r m y A p p l i e d B i o s y s t e m s , které b y l y použity p r o fragmentační analýzu: 6 - F A M 

(„modrá"), V I C („zelená), N E D („žlutá), P E T („červená"). Posledním rozdílem b y l p r o g r a m 
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t e r m o c y k l e r u , t e n se skládal tentokrát z 9 fází ( T a b u l k a 8 ) . Třetí fáze b y l a opět specifická p r o 

každý p r i m e r p o d l e t e p l o t y nasedání ( T a b u l k a 4 ) . Fáze 2 - 4 se o p a k o v a l y v e 3 3 c y k l e c h , fáze 5 -

7 v 1 1 c y k l e c h . 

T a b u l k a 7 : o b j e m y složek směsi p r o P C R se značeným p r i m e r e m 
M l 3 p r o j e d e n v z o r e k . 

reagencie objem (iil) 
1 1 Q 

finální molární koncentrace 

v o d a 
M 1 3 p r i m e r 

l , l o 
0 , 6 6 0 , 3 u M 

p r i m e r F ( t a i l e d ) 0 , 0 8 0 , 0 7 5 u M 
p r i m e r R 
P l a i n C o m b i P P M a s t e r M i x 

0 , 3 3 
3 , 7 5 

0 , 3 u M 

T a b u l k a 8: Teplotní p r o g r a m t e r m o c y k l e r u p r o P C R s M 1 3 p r i m e r e m . 

Fáze Doba trvání Teplota bloku 
(°C) 

Počet 
opakování 

1 . počáteční d e n a t u r a c e 3 m i n u t y 9 4 1 
2 . cyklová d e n a t u r a c e 3 0 vteřin 9 4 3 3 
3 . a n n e a l i n g primerů 3 0 vteřin 4 8 / 5 0 / 5 4 / 5 6 3 3 
4 . cyklová e l o n g a c e 1 m i n u t a 7 2 3 3 
5 . cyklová d e n a t u r a c e 2 3 0 vteřin 9 4 1 1 
6 . a n n e a l i n g primerů M 1 3 3 0 vteřin 4 6 1 1 
7 . cyklová e l o n g a c e 2 1 m i n u t a 7 2 1 1 
8 . 
9 . 

finální e l o n g a c e 
chlazení 

1 0 m i n u t 7 2 
1 5 

1 
1 

4.6 Gelová elektroforéza 

Výsledky P C R j s e m v y h o d n o t i l a pomocí gelové elektroforézy. P r o d u k t y P C R j s e m n e c h a l a 

r o z m r a z i t , promíchala j s e m j e proklepnutím, stočila v c e n t r i f u z e . D o mikrotitrační destičky, 

vložené d o předem připravené vaničky s l e d o v o u drtí, j s e m r o z p i p e t o v a l a p o 0 , 5 u l modrý 

nanášecí p u f r s b a r v i v e m G e l R e d p r o plánovaný počet vzorků včetně negativní k o n t r o l y . D o 

všech j a m e k s p u f r e m j s e m následně n a p i p e t o v a l a 1,5 u l P C R p r o d u k t u . 

Výslednou směs j s e m z j a m e k mikrotitrační destičky přepipetovala d o j a m e k 

agarózového g e l u . G e l j e umístěn v e vaně uzavřené víkem s přívodními k a b e l y , které j i 

připojují k e z d r o j i e n e r g i e . K t o m u j s e m n a n e s l a d o vedlejší j a m k y 1 0 0 b p l a d d e r ( 6 u l ) . P o 
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nanesení v z o r k u j s e m přiklopila víko a s p u s t i l a elektroforézu. J a k m i l e se p r u h b a r v y , která 

p r o s t u p u j e g e l e m r y c h l e j i , než P C R p r o d u k t , d o s t a l s k o r o k e k o n c i g e l u , v y p n u l a j s e m 

elektrický p r o u d , s u n d a l a víko, v y j m u l a potřebnou část g e l u a přesunula h o d o k o m o r y U V 

transluminátoru. N a počítači s ním propojeném j s e m s i poté g e l m o h l a prohlédnout a uložit díky 

s o f t w a r u S c i o n V i s i C a p t u r e a dokumentačnímu systému G e l I m a g e r . Fotografování D N A 

umožnilo její fluorescenční značení a osvícení g e l u U V světlem. Příklad takového obrázku g e l u 

můžeme vidět n a Obrázku 3 . 

Výsledek gelové elektroforézy m i umožnil ověřit přítomnost P C R p r o d u k t u , 

k o n t a m i n a c e či nespecifických produktů. P C R p r o d u k t j e přítomný, p o k u d j e n a g e l u viditelný 

světlý proužek D N A s délkou přibližně odpovídající délce l o k u s u . Proužek může být různě 

výrazný, záleží n a množství amplifikované D N A . Délku D N A , která se n a g e l u u k a z u j e 

v podobě proužku, j s e m o d h a d o v a l a pomocí 1 0 0 b p l a d d e r u , který o b s a h u j e f r a g m e n t y D N A o 

známé délce p o l O O b p . Proužky D N A o jiných délkách, než j e délka l o k u s u , znamenají 

přítomnost nežádoucích fragmentů D N A n e b o l i nespecifických produktů P C R . Proužky 

v k o n t r o l e , která b y D N A neměla o b s a h o v a t , znamenají k o n t a m i n a c i . 

N a Obrázku 3 můžeme vidět 3 2 vzorků, popsaných čísly v horní části obrázku, které 

j s o u n a g e l u rozděleny n a 2 s a d y , z a každou z n i c h j e negativní k o n t r o l a , označena písmenem 

K , uprostřed j e l a d d e r , označený písmenem L . V první sadě b y l amplifikován l o k u s P - A C - 7 3 , 

druhá s a d a o b s a h o v a l a a m p l i f i k a c i l o k u s u A - A C - 0 3 . U první s a d y vidíme u šesti vzorků, k d e se 

podařilo namnožit větší množství D N A , jasné proužky. Z b y t e k proužkuje slabý, v z o r k y t e d y 

o b s a h o v a l y méně D N A , u v z o r k u 9 1 6 D N A chyběla úplně. Zejména u vzorků s jasnými 

proužky vidíme další proužek n e b o d v a , které neodpovídají délce l o k u s u ( j s o u delší), jedná se o 

nespecifický p r o d u k t P C R . V k o n t r o l e j e slabý proužek k o n t a m i n a c e . Druhá s a d a měla 

kontrolní v z o r e k čistý, kromě v z o r k u 9 1 5 se a m p l i f i k a c e D N A zdařila, opět j s o u u některých 

vzorků přítomné proužky nespecifických produktů. 

Obrázek 3 : Gelová elektroforéza P C R produktů. 
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4.7 Sekvenční analýza 

P r o ověření přítomnosti m i k r o s a t e l i t u (Obrázek 4 ) v e f r a g m e n t e c h D N A P C R produktů b y l y 

vybrané v z o r k y poslány n a sekvenační analýzu firmě E u r o f i n s G e n o m i c s , Německo. Protože 

m e t o d a sekvenční analýzy umožňuje zjištění pořadí jednotlivých bazí nukleotidů D N A , m o h l a 

j s e m kromě potvrzení výskytu m i k r o s a t e l i t u také spočítat, k o l i k opakování A C m o t i v u se 

v m i k r o s a t e l i t u nachází. Celkově b y l o osekvenováno 2 2 vzorků. 

V z o r k y n a s e k v e n a c i j s e m připravila smícháním 3 , 5 u l v o d y , 1 u l P C R p r o d u k t u a 0 , 5 u l 

E x o - S A P p r o každý v z o r e k . E x o - S A P k o m b i n u j e 2 e n z y m y - exonukleázu 1 , která štěpí 

jednovláknovou D N A a t a k l i k v i d u j e zbylé p r i m e r y a A P ( F a s t A l k a l i n e P h o s p h a t a s e ) , která 

odstraňuje nevyužité n u k l e o t i d y . V z o r k y s výslednou směsí j s e m promíchala, krátce stočila 

v c e n t r i f u z e a vložila d o t e r m o c y k l e r u , n a kterém j s e m předtím z a p n u l a příslušný p r o g r a m . 

T e n t o p r o g r a m sestával z e tří fází. První z n i c h udržovala v z o r k y p o d o b u 15 m i n u t v 

teplotě 37°C, která zajišťuje a k t i v i t u obsažených enzymů. Druhá fáze zvýšila t e p l o t u n a 85°C 

také n a 15 m i n u t p r o i n a k t i v a c i enzymů a v e třetí fázi se b l o k o c h l a d i l n a 15°C. T a k t o 

přečištěné v z o r k y o d zbylých nepotřebných přísad P C R j s e m následně n a p i p e t o v a l a d o l , 5 m l 

z k u m a v e k , a přidala j s e m k e každému 5 u l f o r w a r d - t a i l e d p r i m e r u . Z k u m a v k y j s e m následně 

p o l e p i l a čárovými kódy a o d e s l a l a firmě E u r o f i n s G e n o m i c s , Německo. 

JO 10 60 Í0 H 
T T C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C 0 C T T T I 

Obrázek 4 : Mikrosatelitní s e k v e n c e s 2 6 opakováními m o t i v u C A u v z o r k u číslo 8 2 0 p o 
a m p l i f i k a c i l o k u s u P - A C - 1 4 . 

4.8 Fragmentační analýza 

Pomocí fragmentační analýzy, která umožňuje zjištění přesné délky amplifikovaného P C R 

p r o d u k t u , j s e m v y h o d n o c o v a l a zejména, z d a se v e vybraných l o k u s e c h o b j e v u j e j e d n a či více 

a l e l , t e d y z d a studované l o k u s y v y k a z o v a l y p o l y m o r f i s m u s . 
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Firmě S E Q m e s . r .o . , Česká r e p u b l i k a j s e m z a s l a l a vybrané v z o r k y v e d v o u sadách. První 

s a d a vzorků sestávala z P C R produktů c e l k e m 1 6 lokusů testovaných n a 8 vzorcích ( 4 v z o r k y p r o R. 

peltatus a 4 v z o r k y p r o R. fluitans), některé p o u z e n a 4 vzorcích j e d n o h o d r u h u . Výsledky 

fragmentační analýzy této s a d y vzorků m i umožnily p o r o v n a t , z d a j s o u výsledky interpretovatelné a 

případně j e s t l i se liší výskyt a l e l stejných lokusů m e z i 4 odlišnými p o p u l a c e m i j e d n o h o d r u h u 

(každý v z o r e k pocházel z jiné p o p u l a c e , v i z T a b u l k a 2 ) 

N a základě výsledků t o h o t o prvního k o l a fragmentační analýzy b y l o p r o druhé k o l o vybráno 

8 lokusů p r o R. fluitans a 8 lokusů p r o R. peltatus, z t o h o šest b y l o společných p r o o b a . Druhé k o l o 

b y l o prováděno n a 1 6 vzorcích R. fluitans a 1 6 vzorcích R. peltatus, z neznámých technických 

důvodů se nezdařilo a nepřineslo žádné výsledky. 

5 Výsledky 

Z 2 1 lokusů ( T a b u l k a 4 ) , které b y l y testovány pomocí P C R n a první sadě 1 6 vzorků 

různých druhů lakušníků ( T a b u l k a 1 ) , b y l o p o t o m t o prvním k r o k u vyřazeno 7 lokusů, které 

a m p l i f i k o v a l y kromě cílených lokusů nespecifické p r o d u k t y n e b o se D N A nedařilo 

a m p l i f i k o v a t vůbec, případně v amplifikované s e k v e n c i p o k o n t r o l e P C R produktů pomocí 

sekvenční analýzy chyběl m i k r o s a t e l i t . Konkrétně b y l y z dalšího výzkumu vyřazeny 4 p r i m e r y 

navržené n a základě lokusů R. fluitans a 3 p r i m e r y navržené p r o R. peltatus. 

Zbylých 1 4 lokusů j s e m a m p l i f i k o v a l a P C R s M 1 3 fluorescenčně značeným p r i m e r e m 

n a čtyřech vzorcích p r o každý z druhů R. fluitans a R. peltatus ( T a b u l k a 2 ) . Navíc b y l y přidány 

d v a l o k u s y , které b y l y navrženy p r o R. trichophyllus A ( T a b u l k a 4 ) , které t e s t o v a l k o l e g a J . 

Kořenář ( 2 0 2 2 ) a které dobře a m p l i f i k o v a l y i R. fluitans a R. peltatus. P r o d u k t y této P C R b y l y 

p o ověření a m p l i f i k a c e g e l o v o u elektroforézou poslány n a fragmentační analýzu. N a základě 

výsledků t o h o t o prvního k o l a fragmentační analýzy b y l o vybráno p r o další k o l o fragmentační 

analýzy c e l k e m 8 lokusů p r o R. fluitans a 8 lokusů p r o R. peltatus, z t o h o 6 společných p r o o b a 

( T a b u l k a 9 ) . Vybrány b y l y takové l o k u s y , jejichž a l e l y b y l y jednoznačně interpretovatelné 

(Obrázek 5 ) , t e d y b y l y v e výsledcích fragmentační analýzy přítomné u všech n e b o většiny 

testovaných vzorků a zobrazené j a k o jednotlivé píky dostatečné i n t e n z i t y (případně s výskytem 

dalších píků jednoznačně identifikovatelných j a k o „stutter p e a k s " , které vznikají v důsledku 

c h y b D N A polymerázy, k d y j e délka P C R p r o d u k t u zkrácena n e b o prodloužena o j e d n o n e b o 

několik opakování mikrosatelitního m o t i v u ) . N a o p a k p r o další analýzu n e b y l y vybrány l o k u s y , 
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které p r o d u k o v a l y více píků blízko u s e b e (Obrázek 6 ) , takže n e b y l o možné určit jednotlivé 

a l e l y , l o k u s y s větším počtem nespecifických produktů (jiného t v a r u a m i m o očekávané 

rozmezí délek), n e b o l o k u s y , u kterých l z e předpokládat m u t a c e v okolních („flanking") 

sekvencích. T y t o m u t a c e se p a k projevují t a k , že v e l i k o s t i jednotlivých „alel" neodpovídají 

délce r e p e t i c e mikrosatelitního m o t i v u ( v mém případě vždy 2 b p ) či jejím násobkům (Obrázek 

7 ) . 

P r o vybraných 8 lokusů p r o R. fluitans a 8 lokusů p r o R. peltatus b y l a p r o v e d e n a opět 

P C R s fluorescenčně značeným p r i m e r e m M 1 3 n a 1 6 a 1 6 vzorcích ( T a b u l k a 3 ) , jejíž p r o d u k t y 

b y l y p o ověření úspěšné a m p l i f i k a c e pomocí gelové elektroforézy následně poslány n a druhé 

k o l o fragmentační analýzy, které se a l e z nejasných důvodů nezdařilo a t e d y nepřineslo žádné 

výsledky. Těchto 8 lokusů p r o R. fluitans a 8 lokusů p r o R. peltatus b y t e d y b y l o potřeba z n o v u 

o t e s t o v a t , a v případě dobře interpretovatelných výsledků dále t e s t o v a t n a větší sadě vzorků 

jedinců jedné p o p u l a c e příslušného d r u h u p r o získání informací o vnitropopulační variabilitě 

lokusů. T y t o i n f o r m a c e j s o u klíčové p r o následný výzkum populační g e n e t i k y těchto d v o u 

druhů. 

310 31S 320 325 330 335 340 345 350 355 360 

I J 1 
316 9 |332 9| 

| 3 3 4 l | 

L 1 l l - 2 9 1 . a b 1 x 

310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 

10 000 

Obrázek 5 : Jednoznačně interpretovatelný výsledek fragmentační analýzy u třech vzorků. U 
prvního a třetího v z o r k u můžeme vidět j e d i n c e homozygotní p r o a l e l u o délce 3 3 5 b p , druhý 
v z o r e k j e p r o zkoumaný l o k u s heterozygotní s a l e l a m i o délce 3 3 5 b p a 3 4 3 b p . U všech a l e l j e 
také viditelný j e d e n „stutter p e a k " o 2 b p kratší. 
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110 150 160 170 160 190 200 210 
6 000 I 

|161.8| | l 6 5 . B | 1 6 < l 7 0 | l 7 j 1 7 H l 7 f l 7 < i a ] i e j 1 & t . 4 | |1|197|1W9| 

[ŽÍÍŤŠlbl x 
140 I5d 160 17 18 C 190 200 310 

A QCO 

2 000 

|lM.6| |157.S| |16S.S| |170|17Í17^17||1?||16 í.*| |1B4.4| |196.7| 

Obrázek 6 : Výsledek fragmentační analýzy u třech vzorků, který n e b y l o možné i n t e r p r e t o v a t 
kvůli velkému množství píků blízko u sebe . 

190 200 

|L2-pe-23Eabl 

L2-pe-425abl 

150 160 170 160 190 200 

150 160 170 180 190 200 

Obrázek 7 : Výsledek fragmentační analýzy u třech vzorků, který n e b y l o možné i n t e r p r e t o v a t 
kvůli předpokládané m u t a c i v okolní („flanking") s e k v e n c i . A l e l y druhého a třetího v z o r k u mají 
délku 1 5 5 a 1 5 6 b p a liší se t a k p o u z e o 1 b p , což neodpovídá délce r e p e t i c e ( 2 b p ) . 

30 



T a b u l k a 9 : S o u h r n výsledků P C R a d v o u k o l fragmentační analýzy ( F r a g . l a F r a g . 2 ) p r o o b a 
d r u h y : R. fluitans a R. peltatus. Políčka označená „ok" znamenají, že k r o k proběhl úspěšně, 
„nespec." označuje přítomnost nespecifických produktů p o vyhodnocení P C R pomocí 
elektroforézy, „krátký" označuje l o k u s y , k d e proběhla P C R , a l e kontrolní s e k v e n c e ukázaly, že 
mikrosatelitní m o t i v chybí, n e b o j e krátký ( < 6 r e p e t i c ) , a t e d y nejspíše n e b u d e p r o daný d r u h 
variabilní, „nečit." znamená nečitelný výsledek fragmentační analýzy a přeškrtnutá políčka 
znamenají, že k r o k n e b y l p r o daný l o k u s p r o v e d e n ( v z h l e d e m k a b s e n c i a m p l i f i k a c e n e b o 
n e i n t e r p r e t o v a t e l n o s t i výsledků v předešlých krocích). 2 . k o l o fragmentační analýzy j e 
označeno otazníky u nadějných lokusů, p r o které se p o k u s z technických důvodů n e p o v e d l . 

L o k u s 
P C R F r a g . 1 F r a g . 2 

L o k u s 
R. fluitans R.peltatus R.fluitans R. peltatus R.fluitans R. peltatus 

A - A C - 0 3 o k o k o k o k 7 7 

A - A C - 1 5 6 o k o k n e s p e c . o k 7 

F - A C - 0 3 n e s p e c . n e s p e c . 
F - A C - 0 5 o k o k nečit. nečit. ^ 

F - A C - 2 1 o k o k nečit. nečit. 
F - A C - 4 0 n e s p e c . n e s p e c . 
F - A C - 4 2 krátký krátký 
F - A C - 5 6 o k o k o k o k ? ? 

F - A C - 7 2 o k o k o k nečit. ? 

F - A C - 7 8 o k o k o k o k ? ? 

F - A C - 8 1 o k o k o k nečit. ? 

F - A C - 8 5 krátký krátký 
F - A C - 9 1 o k o k n e s p e c . o k 
P - A C - 1 4 o k o k n e s p e c . n e s p e c . 
P - A C - 4 9 o k o k o k o k ? 

P - A C - 5 2 n e s p e c . n e s p e c . 
P - A C - 7 1 krátký krátký 
P - A C - 7 3 o k o k o k o k 7 7 

P - A C - 7 9 o k o k o k o k ? 7 

P - A C - 8 8 n e s p e c . n e s p e c . 
P - A C - 1 3 7 o k o k o k o k 
P - A C - 1 5 9 o k o k n e s p e c . n e s p e c . 
P - A C - 1 6 8 o k o k o k o k ? 7 
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6 Diskuse 

6.1 Fragmentační analýza 

J a k b y l o zmíněno již v k a p i t o l e Výsledky, druhé k o l o fragmentační analýzy, které mělo 

p o s k y t n o u t i n f o r m a c e zejména o variabilitě lokusů uvnitř jednotlivých populací d v o u 

zkoumaných druhů, se z neznámých technických důvodů nezdařilo. V úvahu připadá několik 

možných příčin. M o h l o dojít k d e g r a d a c i D N A v e vzorcích, které b y l y několik měsíců 

v mrazáku, t o j e a l e nepravděpodobné, protože všechny v z o r k y b y l y testovány dvakrát a 

kontrolní g e l y p o proběhnutí P C R v y p a d a l y v pořádku. C h y b a se m o h l a stát také při míchání 

vzorků p r o framentační analýzu, což j e a l e také nepravděpodobné, j d e o jednoduchý k r o k 

(smíchání stejného o b j e m u o d všech vzorků). M o h l o dojít k d e g r a d a c i fluorescenčního značení 

M 1 3 primerů, které b y l y používány p o c e l o u d o b u p o k u s u , j a k o následek j e j i c h vystavení světlu 

(přestože z k u m a v k y s p r i m e r y b y l y chráněny a l o b a l e m a b y l y rozmraženy a v y s t a v e n y světlu 

c o nejkratší d o b u ) . T o b y znemožnilo fragmentační analýzu P C R produktů, která se skutečně 

v drtivé většině vzorků n e p o v e d l a , n a v z d o r y t o m u , že při k o n t r o l e úspěšné a m p l i f i k a c e lokusů 

pomocí gelové elektroforézy b y l a D N A v e vzorcích přítomna. T e n t o k r o k b y b y l o potřeba 

provést z n o v u , a v případě dobře interpretovatelných výsledků t e s t o v a t vybrané l o k u s y n a větší 

sadě vzorků jedinců jedné p o p u l a c e příslušného d r u h u p r o získání informací o j e j i c h 

vnitropopulační variabilitě, o které z výsledků mé práce n e m o h u n i c v y v o z o v a t . 

6.2 Srovnání mé práce s vývojem mikrosatelitů u jiných druhů lakušníků 

Z původních 2 3 lokusů, p r o které b y l a D N A úspěšně amplifikována při P C R , b y l o první k o l o 

fragmentační analýzy úspěšné p r o 8 lokusů u d r u h u R. fluitans a 8 lokusů u d r u h u R. peltatus, z 

t o h o 6 b y l o společných. V bakalářské práci J a k u b a Kořenáře b y l o t a k t o vybráno z celkového 

počtu 3 1 testovaných lokusů p o prvním k o l e fragmentační analýzy p r o k o l o druhé 1 4 lokusů 

p r o každý z cytotypů d r u h u R. trichophyllus a společných b y l o p o u z e 7 z n i c h . Poměr 

společných lokusů p r o o b a c y t o t y p y ( v mém případě d r u h y ) k u celkovému počtu lokusů, které 

b y l y vybrány p r o druhé k o l o fragmentační analýzy, b y l t e d y výrazně nižší v případě cytotypů R. 

trichophyllus. J a k u b Kořenář ( 2 0 2 2 ) v e své práci t e n t o nízký počet společných lokusů 

vysvětluje tím, že j s o u s i c y t o t y p y příbuzné p o u z e vzdáleně, j a k j e naznačeno v nedávném 

výzkumu evropských druhů lakušníků (Koutecký e t a l . , 2 0 2 2 ) . Vyšší počet společných lokusů 

p r o mé d v a zkoumané d r u h y b y m o h l naznačovat, že b y s i d r u h y R. fluitans a R. peltatus m o h l y 
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být g e n e t i c k y relativně blízké, v e s t u d i i evropských lakušníků (Koutecký e t a l . , 2 0 2 2 ) založené 

n a třech úsecích D N A vychází všechny čtyři zmíněné t a x o n y (R. fluitans, R. peltatus, a o b a 

c y t o t y p y R. trichophyllus) dobře g e n e t i c k y oddělené a v z t a h y m e z i n i m i n e j s o u z c e l a jasné, 

p o d l e jaderného úseku I T S a l e R. fluitans aR. peltatus o p r a v d u patří d o jedné l i n i e . 

Při prvním testování 1 6 vzorků různých druhů lakušníků S S R p r i m e r y vyvinuté n a d r u h y 

R. fluitans a R. peltatus a m p l i f i k o v a l y příslušné l o k u s y úspěšně u jiných druhů. N a základě 

těchto výsledků převzal p r o svůj výzkum některé z těchto primerů J . Kořenář ( 2 0 2 2 ) a o t e s t o v a l 

j e n a vzorcích d r u h u R. trichophyllus ( c y t o t y p y A a B ) . N a l e z l j e d e n l o k u s navržený p r o R. 

fluitans, který b y l vhodný p r o výzkum c y t o t y p u A a j e d e n l o k u s navržený p r o R. peltatus, který 

b y l z a s e vhodný p r o výzkum c y t o t y p u B . N a o p a k l o k u s y navržené n a d r u h R. trichophyllus 

v případě některých lokusů úspěšně a m p l i f i k o v a l y i u vzorků druhů R. fluitans a R. peltatus, 

p r o t o b y l y vybrány v mé práci p r o fragmentační analýzu d v a l o k u s y navržené n a R. 

trichophyllus ( c y t o t y p A ) , j e d e n z n i c h b y l vhodný p r o o b a d r u h y , druhý p o u z e p r o R. peltatus. 

V rámci jiné bakalářské práce b y l o prokázáno ( G e m e i n h a r d t , 2 0 1 9 ) , že l o k u s y n e j s o u dobře 

přenositelné m e z i různými d r u h y lakušníků. G e m e i n h a r d t ( 2 0 1 9 ) však t e s t o v a l a p r i m e r y 

vyvinuté p r o asijský d r u h R. bungei n a evropské d r u h y . Možnost přenositelnosti primerů m e z i 

různými d r u h y lakušníků potvrzená v mé práci a práci J . Kořenáře b y t e d y m o h l a s o u v i s e t s tím, 

že všechny p r i m e r y b y l y navrženy n a základě evropských druhů a všechny námi testované 

d r u h y b y l y evropské, a b y l y s i t a k blíže příbuzné. M a r k e r y , které t e s t o v a l a v rámci své 

bakalářské práce G e m e i n h a r d t ( 2 0 1 9 ) , b y l y v y v i n u t y W u e t a l . ( 2 0 1 7 ) p r o s t u d i u m v l i v u 

ekologických faktorů n a t o k genů d r u h u R. bungei a p r o zkoumání j e h o prostorově-genetické 

s t r u k t u r y . V citované s t u d i i v y v i n u l i 2 2 těchto primerů, pomocí kterých a m p l i f i k o v a l i v z o r k y R. 

bungei i v z o r k y příbuzných zástupců čeledi Ranunculaceae ( d v o u druhů lakušníků: R. aquatilis 

L . v a r . eradicatus a R. trichophyllus a šesti dalších druhů: R. cheirophyllus, R. natans, 

Halerpestes tricuspis, H. ruthenica, Caltha palustris, C. natans). Všechny l o k u s y b y l y úspěšně 

amplifikovány u všech 3 druhů lakušníků a 4 z n i c h u všech 8 zkoumaných druhů. N a rozdíl o d 

lokusů testovaných v mé práci a práci J . Kořenáře, u kterých neznáme přesné umístění 

v g e n o m u , a l e pravděpodobně b u d o u součástí nekódujících sekvencí, b y l y m a r k e r y navržené 

W u e t a l . ( 2 0 1 7 ) o d v o z e n y z t r a n s k r i p t o m u , t e d y kódujících sekvencí. Nevýhodou t o h o t o 

přístupu j e , že m i k r o s a t e l i t y v kódujících o b l a s t e c h bývají méně variabilní (mají méně 

opakování konkrétního m o t i v u ) . N a o p a k výhodou t o h o t o p o s t u p u j e , že okolní s e k v e n c e , t e d y 

g e n y , bývají konzervativnější, a p r o t o s i m o h o u být s e k v e n c e podobné i m e z i některými 

příbuznými d r u h y či r o d y r o s t l i n , a t e d y m a r k e r y m o h o u být m e z i n i m i přenositelné. 
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6.3 Srovnání lakušníků s jinými vodními rostlinami 

D a l o b y se předpokládat, že k d y b y se druhý k r o k fragmentační analýzy p o v e d l , genetická 

v a r i a b i l i t a uvnitř populací druhů R. fluitans a R. peltatus b y b y l a nízká, protože k t o m u t o 

výsledku dospěla většina prácí, které se tématem genetické v a r i a b i l i t y populací různých druhů 

lakušníků zabývají ( v i z Shrnutí), včetně bakalářské práce J . Kořenáře ( 2 0 2 2 ) , který t e s t o v a l 

p r i m e r y vyvíjené n a d v a c y t o t y p y Ranunculus trichophyllus s pracovním označením A a B . 

J a k u b Kořenář přisuzoval nízkou vnitropopulační v a r i a b i l i t u d r u h u Ranunculus trichophyllus 

rozmnožování pomocí fragmentů l o d y h , které b y m o h l o hrát r o l i i v případě m n o u testovaných 

druhů, a také samoopylení, jelikož R. trichophyllus má malé nenápadné květy, a t e n t o způsob 

rozmnožování j e u něj častý. M n o u testované d r u h y mají květy velké a dají se t a k u n i c h 

očekávat jiné s t r a t e g i e rozmnožování, j a k o například přenos p y l u o p y l o v a c i (Prančl e t a l . , 

2 0 1 8 ) . Díky t o m u t o rozdílu b y t e d y m o h l a být genetická v a r i a b i l i t a populací druhů R. fluitans a 

R. peltatus vyšší, než u R. trichophyllus, a l e n a t o t o téma b y b y l o potřeba provést navazující 

práci. 

P o p u l a c e různých druhů lakušníků t e d y o b v y k l e vykazují nízké h o d n o t y genetické 

v a r i a b i l i t y , t o j e nejčastěji vysvětlováno převahou a u t o g a m i e n a d alogamií, klonálním šířením 

či různými evolučními f a k t o r y . U vodních r o s t l i n j e t o t o poměrně obvyklým j e v e m . I když t o 

není p r a v i d l o , u většiny z n i c h b y c h o m se m o h l i s e t k a t s nízkou g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t o u uvnitř 

a častým klonálním šířením, j a k ukazují následující s t u d i e různých druhů vodních r o s t l i n . 

A n i c o se týče převahy a u t o g a m i e v pohlavním rozmnožování n e j s o u lakušníky m e z i 

vodními r o s t l i n a m i výjimkou. K a p l a n & Štěpánek ( 2 0 0 3 ) z k o u m a l i g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u 

populací druhů Potamogeton pusillus a P. berchtoldii a j a k se rozmnožují v e střední Evropě a 

o d h a l i l i , že u n i c h a u t o g a m i e také převažovala. Kromě t o h o měly p o p u l a c e o b o u druhů r d e s t u 

v e l m i nízké h o d n o t y genetické v a r i a b i l i t y , některé b y l y d o k o n c e g e n e t i c k y uniformní, t o však 

m o h l o být d o jisté míry způsobeno tím, že b y l y analyzovány i s o z y m y , k d e o b v y k l e bývá méně 

a l e l , než při analýze mikrosatelitů. Déle o b j e v i l i v y s o k o u g e n e t i c k o u odlišnost m e z i 

p o p u l a c e m i . 

V jiné, ochranářsky zaměřené, s t u d i i ( H a r d i o n e t a l . , 2 0 2 1 ) z k o u m a l i populační g e n e t i k u 

oligotrofního d r u h u Potamogeton coloratus, který vyžaduje člověkem nenarušená a 

neznečištěná stanoviště, v e východní F r a n c i i . O d h a l i l i v e l m i nízkou úroveň genetické d i v e r z i t y 

všech zkoumaných populací a relativně nízkou g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u m e z i p o p u l a c e m i 

zkoumaného d r u h u i přes t o , že p o p u l a c e b y l y navzájem g e n e t i c k y odlišné. 
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Důležitou r o l i klonálního šíření vodních r o s t l i n zejména při invazivním šíření prokázali 

M u k h e r j e e e t a l . ( 2 0 1 6 ) , kteří z k o u m a l i g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t u původních i zavlečených 

populací invazivního d r u h u Hygrophila polysperma pomocí mikrosatelitů a chloroplastové 

D N A , s cílem porozumět h i s t o r i i i n v a z e této r o s t l i n y n a j i h u U S A a p o m o c i při její k o n t r o l e . 

Invazivní p o p u l a c e t o h o t o d r u h u b y l y všechny téměř identické a pocházely pravděpodobně 

z jedné klonální l i n i e . O p r o t i t o m u původní g e n o t y p y v y k a z o v a l y poměrně v y s o k o u g e n e t i c k o u 

v a r i a b i l i t u . Podobný výzkum se zabýval jiným invazivním d r u h e m - Nymphaea mexicana ( R e i d 

e t a l . , 2 0 2 1 ) s cílem p o s k y t n o u t i n f o r m a c e p r o zavedení biologické k o n t r o l y t o h o t o d r u h u , který 

se šíří v Jižní A f r i c e . Obecně se r o d stulík často množí klonálně pomocí úlomků rhizomů, které 

j s o u unášeny v o d o u n a nová místa. Opět se věnovali genetické variabilitě původních populací a 

populací zavedených m i m o místo původního výskytu. T a t o práce překvapivě dospěla 

k opačným výsledkům, c o se týče genetické v a r i a b i l i t y zkoumaných r o s t l i n . Genetická d i v e r z i t a 

invazivních populací b y l a vyšší než u původních populací. V y s o k o u g e n e t i c k o u d i v e r z i t u 

invazivních populací vysvětlovali zejména tím, že j e d r u h p r o svůj estetický v z h l e d oblíbenou 

o k r a s n o u květinou. 

V e s t u d i i W u e t a l . ( 2 0 2 2 b ) porovnávali g e n e t i c k o u d i v e r z i t u lakušníků s g e n e t i c k o u 

d i v e r z i t o u dalších 3 rodů vodních r o s t l i n v T i b e t u : Stuckenia filiformis, Hippuris vulgaris a 

Myriophyllum. Genetická d i v e r z i t a rodů k l e s a l a v uvedeném pořadí a lakušníky měly z e všech 4 

rodů d i v e r z i t u n e j nižší. T o b y l o opět vysvětlováno způsobem rozmnožování, protože, j a k b y l o 

již několikrát zmíněno, lakušníky mají t e n d e n c i k a u t o g a m i i , zatímco u ostatních tří druhů 

zkoumaných v citované práci rozdílná d o b a dozrávání pestíků a tyčinek květů p o d p o r u j e 

a l o g a m i i , a j s o u nejčastěji opylovány větrem, což usnadňuje přenos genetického materiálu ( W u 

e t a l . , 2 0 2 2 b ) . 
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7 Závěr 

Práce p o t v r d i l a , že mikrosateliní m a r k e t y m o h o u být vhodnými nástroji p r o budoucí 

výzkum populační g e n e t i k y lakušníků. V z h l e d e m k mezidruhovým rozdílům j e nutné l o k u s y ( a 

p r i m e r y p r o j e j i c h a m p l i f i k a c i ) t e s t o v a t s p e c i f i c k y p r o konkrétní d r u h y , přestože některé l o k u s y 

m o h o u být přenositelné m e z i různými evropskými d r u h y . P o v e d l o se najít 8 lokusů p r o každý 

z e d v o u druhů, R. fluitans a R. peltatus, z t o h o 6 společných p r o o b a , které j e vhodné dále 

t e s t o v a t p r o další výzkum populační g e n e t i k y těchto d v o u druhů. P o k u d b y se v b u d o u c n u 

podařilo najít d o s t a t e k lokusů p r o výzkum druhů R. fluitans a R. peltatus, b y l o b y potřeba j e p r o 

s t u d i u m populační g e n e t i k y o t e s t o v a t n a větší sadě vzorků jedinců konkrétních populací druhů. 

Nalezení těchto lokusů a zkoumání lakušníků pomocí mikrosatelitních markerů b y také m o h l o 

p o m o c i o d h a l i t klonální s t r u k t u r u n a větším prostorovém měřítku, například jakých rozměrů 

d o s a h u j e výskyt k l o n u určitého d r u h u v říčních tocích, n e b o z k o u m a t , z d a j e j e d e n rozsáhlý 

p o r o s t lakušníků v rybníce klonální, a jaký j e možný podíl a u t o g a m i e n e b o a l o g a m i e . 

3 6 



8 Literatura 

A r n a u d - H a o n d , S . , A l b e r t o , F . , T e i x e i r a , S . , P r o c a c c i n i , G . , S e r r a o , E . A . , D u a r t e , C M . , 2 0 0 5 . 

A s s e s s i n g g e n e t i c d i v e r s i t y i n c l o n a l o r g a n i s m s : L o w d i v e r s i t y o r l o w r e s o l u t i o n ? 

C o m b i n i n g p o w e r a n d c o s t e f f i c i e n c y i n s e l e c t i n g m a r k e r s . J . H e r e d . 9 6 , 4 3 4 - 4 4 0 . 

B a r r a t , M . . , 1 9 9 6 . S t r a t e g i e s o f r e p r o d u c t i o n , d i s p e r s i o n , a n d c o m p e t i t i o n i n r i v e r p l a n t s : a 

r e v i e w . V e g e t a t i o 1 2 3 , 1 3 - 3 7 . 

B a r r e t t , S . C . H . , E c k e r t , C . G . , H u s b a n d , B . C . , 1 9 9 3 . E v o l u t i o n a r y p r o c e s s e s i n a q u a t i c p l a n t 

p o p u l a t i o n s . A q u a t . B o t . 4 4 , 1 0 5 - 1 4 5 . 

B e a t t y , G . E . , M c E v o y , P . M . , S w e e n e y , O . , P r o v a n , J . , 2 0 0 8 . R a n g e - e d g e e f f e c t s p r o m o t e c l o n a l 

g r o w t h i n p e r i p h e r a l p o p u l a t i o n s o f t h e o n e - s i d e d w i n t e r g r e e n Orthilia secunda. D i v e r s . 

D i s t r i b . 1 4 , 5 4 6 - 5 5 5 . 

B r a d l e y , C . R . , D u i g n a n , C , P r e s t o n , S . J . , P r o v a n , J . , 2 0 1 3 . C o n s e r v a t i o n g e n e t i c s o f I r e l a n d ' s 

s o l e p o p u l a t i o n o f t h e R i v e r w a t e r c r o w f o o t (Ranunculus fluitans L a m . ) . A q u a t . B o t . 1 0 7 , 

5 4 - 5 8 . 

B u t k u v i e n e , J . , S i n k e v i c i e n e , Z . , N a u g z e m y s , D . , P a t a m s y t e , J . , Z v i n g i l a , D . , 2 0 1 7 . G e n e t i c 

d i v e r s i t y o f Batrachium (Ranunculaceae) s p e c i e s r e v e a l s t h e n e c e s s i t y o f t h e i r p r o t e c t i o n 

i n L i t h u a n i a n r i v e r s . A q u a t . B o t . 1 4 2 , 6 1 - 7 0 . 

C a r t a , A . , B e d i n i , G , F o g g i , B . , P r o b e r t , R . J . , 2 0 1 2 . L a b o r a t o r y g e r m i n a t i o n a n d s e e d b a n k 

s t o r a g e o f Ranunculus peltatus s u b s p . baudotii s eeds f r o m t h e T u s c a n A r c h i p e l a g o . S e e d 

S c i . T e c h n o l . 4 0 , 1 1 - 2 0 . 

C h e n , J . M . , D u , Z . Y . , Y u a n , Y . Y . , W a n g , Q . F . , 2 0 1 4 . P h y l o g e o g r a p h y o f a n a l p i n e a q u a t i c h e r b 

Ranunculus bungei (Ranunculaceae) o n t h e Q i n g h a i - T i b e t P l a t e a u . J . S y s t . E v o l . 5 2 , 3 1 3 -

3 2 5 . 

C O O K , C . D . K . , 1 9 6 9 . O n t h e D e t e r m i n a t i o n o f L e a f F o r m i n Ranunculus Aquatilis. N e w 

P h y t o l . 6 8 , 4 6 9 - 4 8 0 . 

C o p p i , A . , L a s t r u c c i , L . , C a r t a , A . , F o g g i , B . , 2 0 1 5 . A n a l y s i s o f g e n e t i c s t r u c t u r e o f Ranunculus 

baudotii i n a M e d i t e r r a n e a n w e t l a n d . I m p l i c a t i o n s f o r s e l e c t i o n o f s e e d s a n d s e e d l i n g s f o r 

c o n s e r v a t i o n . A q u a t . B o t . 1 2 6 , 2 5 - 3 1 . 

D o y l e , J . J . a n d D o y l e , J . L . , 1 9 8 7 . A r a p i d D N A i s o l a t i o n p r o c e d u r e f o r s m a l l q u a n t i t i e s o f f r e s h 

3 7 



l e a f t i s s u e ( N o . R E S E A R C H ) . 

D r a g , L . , Z i m a , J . a n d C i z e k , L . , 2 0 1 3 . C h a r a c t e r i z a t i o n o f n i n e p o l y m o r p h i c m i c r o s a t e l l i t e l o c i 

f o r a t h r e a t e n e d s a p r o x y l i c b e e t l e Rosalia alpina (Coleoptera: Cerambycidae). 

C o n s e r v a t i o n G e n e t i c s R e s o u r c e s , 5 ( 4 ) , p p . 9 0 3 - 9 0 5 . 

G e m e i n h a r d t , H . S . , 2 0 1 9 . T e s t i n g c r o s s - a m p l i f i c a t i o n o f m i c r o s a t e l l i t e s o n E u r o p e a n 

Ranunculus s ec t . Batrachium species M s . [ B e . T h e s i s , d e p o n i n : Jihočeská u n i v e r z i t a , 

České Budějovice, C z e c h R e p u b l i c ] . 3 6 . 

G o d w i n , I . D . , A i t k e n , E . A . B . , S m i t h , L . W . , 1 9 9 7 . A p p l i c a t i o n o f i n t e r s i m p l e s e q u e n c e r e p e a t 

( I S S R ) m a r k e r s t o p l a n t g e n e t i c s . E l e c t r o p h o r e s i s 1 8 , 1 5 2 4 - 1 5 2 8 . 

H a d r y s , H . , B a l i c k , M . , S c h i e r w a t e r , B . , 1 9 9 2 . A p p l i c a t i o n s o f r a n d o m a m p l i f i e d p o l y m o r p h i c 

D N A ( R A P D ) i n m o l e c u l a r e c o l o g y . M o l . E c o l . 1 , 5 5 - 6 3 . 

H a r d i o n , L . , C h a n e z , E . , S t a e n t z e l , C , C o m b r o u x , I , B e i s e l , J . N . , E s p i n o s a P r i e t o , A . , Béral, 

H . , Trémoliěres, M . , G r a c , C , 2 0 2 1 . A n i n f r a s p e c i f i c d i m e n s i o n o f b i o i n d i c a t i o n ? 

C o m p a r i s o n b e t w e e n g e n o t y p e s a n d e c o l o g i c a l d i s t r i b u t i o n o f Potamogeton coloratus. 

A q u a t . B o t . 1 7 1 . 

J a n s e n , A . , G e m a y e l , R . , V e r s t r e p e n , K . J . , 2 0 1 2 . U n s t a b l e m i c r o s a t e l l i t e r e p e a t s f a c i l i t a t e r a p i d 

e v o l u t i o n o f c o d i n g a n d r e g u l a t o r y s e q u e n c e s . G e n o m e D y n . 7 , 1 0 8 - 1 2 5 . 

K a p l a n , Z . , D a n i h e l k a , J . , C h r t e k , J . , Zázvorka, J . , Koutecký, P . , E k r t , L . , Řepka, R . , 

Štěpánková, J . , Jelínek, B . , G r u l i c h , V . , Prančl, J . , W i l d , J . , 2 0 1 9 . D i s t r i b u t i o n s o f v a s c u l a r 

p l a n t s i n t h e C z e c h R e p u b l i c . P a r t 8 . P r e s l i a 9 1 , 2 5 7 - 3 6 8 . 

K a p l a n , Z . , Štěpánek, J . , 2 0 0 3 . G e n e t i c v a r i a t i o n w i t h i n a n d b e t w e e n p o p u l a t i o n s o f 

Potamogeton pusillus a g g . P l a n t S y s t . E v o l . 2 3 9 , 9 5 - 1 1 2 . 

K o g a , K , K a d o n o , Y . , S e t o g u c h i , H . , 2 0 0 7 . T h e g e n e t i c s t r u c t u r e o f p o p u l a t i o n s o f t h e 

v u l n e r a b l e a q u a t i c m a c r o p h y t e Ranunculus nipponicus (Ranunculaceae). J . P l a n t R e s . 1 2 0 , 

1 6 7 - 1 7 4 . 

Kořenář, J . , 2 0 2 2 . Testování mikrosatelitních markerů p r o lakušník niťolistý 

(Ranunculus trichophyllus). [ T e s t i n g o f m i c r o s a t e l l i t e m a r k e r s f o r Ranunculus trichophyllus. 

B e . T h e s i s , I n C z e c h ] . - 3 3 p . , F a c u l t y o f S c i e n c e , U n i v e r s i t y o f S o u t h B o h e m i a , České 

Budějovice, C z e c h R e p u b l i c . 

3 8 



Koutecký, P . , Prančl, J . , Košnar, J . , Koutecká, E . , Hanzlíčková, J . , Lučanová, M . , Nejedlá, M . , 

K a p l a n , Z . , 2 0 2 2 . W a k i n g u p f r o m a taxonomisťs n i g h t m a r e : e m e r g i n g s t r u c t u r e o f 

Ranunculus s e c t i o n Batrachium (Ranunculaceae) i n c e n t r a l E u r o p e b a s e d o n m o l e c u l a r 

d a t a a n d g e n o m e s i z e s . B o t . J . L i n n . S o c . 1 9 8 , 4 1 7 ^ - 3 7 . 

K u , Y . B . , O h , H . K . , L e e , J . H . , K o n g , H . Y . , K i l , J . H . , C h o , K . H . , 2 0 0 7 . D i s t r i b u t i o n a n d g e n e t i c 

u n i f o r m i t y o f a n e n d a n g e r e d a q u a t i c p l a n t , Ranunculus kadzusensis, i n a S o u t h K o r e a n r i c e 

p a d d y : S h o r t r e p o r t . W e e d B i o l . M a n a g . 7 , 1 2 0 - 1 2 3 . 

Kúr, P . , Košnar, J . a n d S t e c h , M . , 2 0 1 4 . C h a r a c t e r i z a t i o n a n d c r o s s - s p e c i e s a m p l i f i c a t i o n o f 1 6 

m i c r o s a t e l l i t e l o c i i n Spergularia echinosperma (Caryophyllales: Caryophyllaceae). 

C o n s e r v a t i o n g e n e t i c s r e s o u r c e s , 6 ( 3 ) , p p . 5 7 1 - 5 7 3 . 

L a m b e r t i n i , C , G u s t a f s s o n , M . H . G . , B a a t t r u p - P e d e r s e n , A . , R i i s , T . , 2 0 1 7 . G e n e t i c s t r u c t u r e o f 

t h e s u b m e r s e d Ranunculus baudotii ( s e c t . Batrachium) p o p u l a t i o n i n a l o w l a n d s t r e a m i n 

D e n m a r k . A q u a t . B o t . 1 3 6 , 1 8 6 - 1 9 6 . 

L o v e l e s s , M . D . a n d H a m r i c k , J . L . , 1 9 8 4 . E c o l o g i c a l d e t e r m i n a n t s o f g e n e t i c s t r u c t u r e i n p l a n t 

p o p u l a t i o n s . A n n u a l r e v i e w o f e c o l o g y a n d s y s t e m a t i c s , p p . 6 5 - 9 5 . 

M a s o n , A . S . , 2 0 1 5 . S S R g e n o t y p i n g . I n P l a n t g e n o t y p i n g ( p p . 7 7 - 8 9 ) . H u m a n a P r e s s , N e w 

Y o r k , N Y . 

M o n y , C , M o n y , J . F . , Thiébaut, G . , M u l l e r , S . , 2 0 0 6 . F l o r i s t i c a n d e c o l o g i c a l d i v e r s i t y o f 

Ranunculus a q u a t i c h a b i t a t s i n t h e s u b - A t l a n t i c r a n g e : I m p l i c a t i o n s f o r c o n s e r v a t i o n . 

B i o d i v e r s . C o n s e r v . 1 5 , 3 3 8 3 - 3 4 0 0 . 

M u k h e r j e e , A . , W i l l i a m s , D . , G i t z e n d a n n e r , M . A . , O v e r h o l t , W . A . , C u d a , J . P . , 2 0 1 6 . 

M i c r o s a t e l l i t e a n d c h l o r o p l a s t D N A d i v e r s i t y o f t h e i n v a s i v e a q u a t i c w e e d Hygrophila 

polysperma i n n a t i v e a n d i n v a s i v e r a n g e s . A q u a t . B o t . 1 2 9 , 5 5 - 6 1 . 

Prančl, J . , 2 0 1 5 . Lakušníky - výkladní skříň e v o l u c e skrytá v našich vodách. Živa. 1 : 1 2 - 1 5 . 

Prančl, J . , Koutecký, P . , Trávníček, P . , Jarolímová, V . , Lučanová, M . , Koutecká, E . , K a p l a n , Z . , 

2 0 1 8 . C y t o t y p e v a r i a t i o n , c r y p t i c d i v e r s i t y a n d h y b r i d i z a t i o n i n Ranunculus s ec t . 

Batrachium r e v e a l e d b y f l o w c y t o m e t r y a n d c h r o m o s o m e n u m b e r s . P r e s l i a 9 0 , 1 9 5 - 2 2 3 . 

R e i d , M . K . , N a i d u , P . , P a t e r s o n , I . D . , M a n g a n , R . , C o e t z e e , J . A . , 2 0 2 1 . P o p u l a t i o n g e n e t i c s o f 

i n v a s i v e a n d n a t i v e Nymphaea mexicana Zuccarini: T a k i n g t h e f i r s t s t e p s t o i n i t i a t e a 

39 



b i o l o g i c a l c o n t r o l p r o g r a m m e i n S o u t h A f r i c a . A q u a t . B o t . 1 7 1 , 1 0 3 3 7 2 . 

R i i s , T . , 2 0 0 8 . D i s p e r s a l a n d c o l o n i s a t i o n o f p l a n t s i n l o w l a n d s t r e a m s : S u c c e s s r a t e s a n d 

b o t t l e n e c k s . H y d r o b i o l o g i a 5 9 6 , 3 4 1 - 3 5 1 . 

S c h u e l k e , M . , 2 0 0 0 . A n e c o n o m i c m e t h o d f o r t h e f l u o r e s c e n t l a b e l i n g o f P C R f r a g m e n t s . N a t . 

B i o t e c h n o l . 1 8 , 2 3 3 - 2 3 4 . 

T a u t z , D . , 1 9 8 9 . H y p e r v a r i a b i l i t y o f s i m p l e s e q u e n c e s as a g e n e r a l s o u r c e f o r 

p o l y m o r p h i c D N A m a r k e r s . N u c l e i c a c i d s r e s e a r c h , 1 7 ( 1 6 ) , p p . 6 4 6 3 - 6 4 7 1 . 

T i n g e y , S . , 2 0 0 3 . R a n d o m A m p l i f i e d P o l y m o r p h i c D N A ( R A P D s ) . N u c l e i c A c i d P r o t o c . 

H a n d b o o k , 2 5 , 6 7 5 - 6 7 7 . 

V i e i r a , M . L . C . , S a n t i n i , L . , D i n i z , A . L . , M u n h o z , C . d e F . , 2 0 1 6 . M i c r o s a t e l l i t e m a r k e r s : W h a t 

t h e y m e a n a n d w h y t h e y a r e s o u s e f u l . G e n e t . M o l . B i o l . 3 9 , 3 1 2 - 3 2 8 . 

W a d e , A . J . , W h i t e h e a d , P . G . , H o r n b e r g e r , G . M . , J a r v i e , H . P . , F l y n n , N . , 2 0 0 2 . O n m o d e l l i n g 

t h e i m p a c t s o f p h o s p h o r u s s t r i p p i n g a t s e w a g e w o r k s o n i n - s t r e a m p h o s p h o r u s a n d 

m a c r o p h y t e / e p i p h y t e d y n a m i c s : A c a s e s t u d y f o r t h e R i v e r K e n n e t . S c i . T o t a l E n v i r o n . 

W a n g , Y . H . , C h e n , J . M . , X u , C , L i u , X . , W a n g , Q . F . , M o t l e y , T . J . , 2 0 1 0 . P o p u l a t i o n g e n e t i c 

s t r u c t u r e o f a n a q u a t i c h e r b Batrachium bungei (Ranuculaceae) i n t h e H e n g d u a n 

M o u n t a i n s o f C h i n a . A q u a t . B o t . 9 2 , 2 2 1 - 2 2 5 . 

W e r n e r , O . , R o s , R . M . , G u e r r a , J . , 2 0 0 2 . D i r e c t a m p l i f i c a t i o n a n d N a O H e x t r a c t i o n : T w o r a p i d 

a n d s i m p l e m e t h o d s f o r p r e p a r i n g b r y o p h y t e D N A f o r p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ( P C R ) . J . 

B r y o l . 2 4 , 1 2 7 - 1 3 1 . 

W i e g l e b , G . , B o b r o v , A . A . a n d Z a l e w s k a - G a l o s z , J . , 2 0 1 7 . A t a x o n o m i c a c c o u n t o f Ranunculus 

s e c t i o n Batrachium (Ranunculaceae). P h y t o t a x a , 3 1 9 ( 1 ) , p p . 1 - 5 5 . 

W u , Z . , W a n g , Z . , X i e , D . , W a n g , H u i j u n , Z h a o , A . , W a n g , Y . , W a n g , H a n l i n g , X u , X . , L i , T . , 

Z h a o , J . , 2 0 2 2 b . E f f e c t s o f h i g h l a n d e n v i r o n m e n t s o n c l o n a l d i v e r s i t y i n a q u a t i c p l a n t s : A n 

i n t e r s p e c i f i c c o m p a r i s o n s t u d y o n t h e Q i n g h a i - T i b e t a n P l a t e a u 1 - 1 2 . 

W u , Z . , W a n g , Z . , X i e , D . , Z h a n g , J . , C a i , P . , L i , X . , X u , X . , L i , T . , Z h a o , J . , 2 0 2 2 a . E x t e n s i v e 

S y m p a t r y a n d F r e q u e n t H y b r i d i z a t i o n o f E c o l o g i c a l l y D i v e r g e n t A q u a t i c P l a n t s o n t h e 

Q i n g h a i - T i b e t a n P l a t e a u . F r o n t . P l a n t S c i . 1 3 , 1 - 1 3 . 

40 



W u , Z . , W u , J . , W a n g , Y . , H o u , H . , 2 0 1 7 . D e v e l o p m e n t o f E S T - D e r i v e d M i c r o s a t e l l i t e 

M a r k e r s i n t h e A q u a t i c M a c r o p h y t e Ranunculus bungei (Ranunculaceae). A p p l . P l a n t S c i . 

5 , 1 7 0 0 0 2 2 . 

W u , Z . , X u , X . , Z h a n g , J . , W i e g l e b , G . , H o u , H . , 2 0 1 9 . I n f l u e n c e o f e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s o n 

t h e g e n e t i c v a r i a t i o n o f t h e a q u a t i c m a c r o p h y t e Ranunculus subrigidus o n t h e Q i n g h a i -

T i b e t a n P l a t e a u . B M C E v o l . B i o l . 1 9 , 1 - 1 1 . 

Y a k i m o w s k i , S . B . , R i e s e b e r g , L . H . , 2 0 1 4 . T h e r o l e o f h o m o p l o i d h y b r i d i z a t i o n i n e v o l u t i o n : A 

c e n t u r y o f s t u d i e s s y n t h e s i z i n g g e n e t i c s a n d e c o l o g y . A m . J . B o t . 1 0 1 , 1 2 4 7 - 1 2 5 8 . 

Z a l e w s k a - G a l o s z , J . , J o p e k , M . , U n i c k i , T . , 2 0 1 5 . H y b r i d i z a t i o n i n Batrachium g r o u p : 

C o n t r o v e r s i a l d e l i m i t a t i o n b e t w e e n h e t e r o p h y l l o u s Ranunculus penicillatus a n d t h e h y b r i d 

Ranunculus fluitans x R.peltatus. A q u a t . B o t . 1 2 0 , 1 6 0 - 1 6 8 . 

4 1 


