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1. Uvod

Ma bakalafska prace se zabyva lakusniky (Ranunculus sect. Batrachium). Jedna se
0 komplikovanou, avsak bezesporu zajimavou skupinu vodnich rostlin. Jejich jednotlivé druhy
se Casto Spatné urcuji, napiiklad kvuli Casté polyploidizaci a hybridizaci. Tyto procesy jsou
zodpovédné za vznik novych druht a tudiZ i zna¢nou variabilitu celé sekce. Vodni rostliny
jsou taxonomicky slozité a najdeme mezi nimi fadu dalSich komplikovanych skupin. Kromé
lakusniku je piikladem rod rdest, Potamogeton (Kaplan et al. 2013). Mezi vodnimi druhy je
Casta konvergence, tedy podobna adaptace na prostiedi. I zcela neptibuzné druhy tak mohou
vypadat podobn¢ (Barrett et al. 1993, Kaplan 2002). Napadna je u nich také fenotypova
plasticita. Rostliny jednoho druhu se mohou velmi lisit podle podminek, ve kterych rostou.
Jejich morfologie pak zalezi na tad¢ faktord, jako je mnozstvi dostupnych zivin, intenzita
slune¢niho zafeni apod. Vodni rostliny pfi pfechodu na sous (napf. pti poklesu vodni hladiny)
u forem vodnich. Diky fenotypové plasticité v kombinaci se zjednoduSenou morfologii, ktera
je u vodnich rostlin Castd, vznikaji kryptické linie. I reprodukéné, ekologicky ¢i geograficky
oddélené taxony tak mohou vypadat velmi podobné (Bickford et al. 2007, Thum et al. 2011,
Kaplan & Marhold 2012).

1.1. Charakteristika skupiny

Lakus$niky jsou bile kvetouci vodni rostliny z ¢eledi Ranunculaceae (pryskytnikovité). Je
jich okolo 30 druhti a rostou pievazné na severni polokouli. Centrem druhové diverzity je
Evropa s poctem 14-18 druhli. Najdeme je predevSim v oblastech mirného péasu severni
polokoule, ale i vJizni Americe, na jihu Afriky, jihovychodé¢ Australie, v Tasmanii
a na Novém Zélandu (Cook 1963, Cook 1966, Wiegleb et al. 2017).

Lakusniky patii mezi vys§i dvoud€lozné rostliny (Eudicots). Zafazuji se do fadu
Ranunculales (pryskytfnikotvaré) a v ramci tohoto fadu nalezi do celedi Ranunculaceae

(pryskytnikovité) (Angiosperm Phylogeny Group 2016).

Pojeti skupiny lakusniki se v historii ménilo. VV minulosti byla vnimana jako sekce v ramci
rodu pryskyinik, pozdé&ji vSak byla klasifikovana i jako samostatny rod ¢i podrod. Ani dnes

neni nazor uplné jednotny a v riznych ¢astech svéta je tato skupina vnimana odlisné. V Ceské



literatute byvaji lakusniky nékdy ozna¢ovany za samostatny rod, jako je tomu napft. u prvniho
vydani Kli¢e ke kvétené Ceské republiky (Kubat et al. 2002), Kvéteny Ceské republiky (Hejny
& Slavik 1997) & Seznamu cévnatych rostlin Ceské republiky (Danihelka et al. 2012).
V druhém vydani Kli¢e ke kvétené Ceské republiky je naopak lakusnik vniman jako sekce

v ramci rodu Ranunculus (Kaplan et al. 2019a).

Kdyz se zaméfime na znaky, které oddéluji lakuSniky od ostatnich pryskyinikl, je
to zejména absence Skrobu v korunnich listcich, redukce nektarii, pfitomnost blanitych palistt
a nazky s pfi¢nymi zZebry a se zobankem kratSim, nez je délky nazky (Cook 1963, Horandl
& Emadzade 2012). Tyto znaky se v§ak mohou vyskytovat i u jinych druhi pryskyinikt (Cook
1966). Ani barva kvéti neni znakem jedine¢nym pro lakus$niky, nebot’ existuji 1 bile kvetouci
druhy pryskyiniku, jako napt. R. platanifolius, R. glacialis ¢i R. alpestris. Ptizpisobeni
vodnimu prostiedi také neni unikatni, jelikoz nalezneme i1 vodni pryskyiniky, napf.

R. sceleratus, R. gmelinii a R. flabellaris (Horandl et al. 2005).

Molekularni data ukazuji, Zze lakusniky jsou monofyletickou skupinou, ktera je vnofena
do rodu pryskyinik (Horandl & Emadzade 2012). V soucasnosti je tedy skupina lakusnikt

vétSinou uznavana jako sekce v ramci tohoto rodu (Ranunculus sect. Batrachium DC.).
1.2. Polyploidizace

Polyploidizace je proces znasobeni sad chromozomu a dochazi pfi ni k duplikaci genomu
(Briggs & Walters 2001). Prosly ji pravdépodobné vSechny krytosemenné rostliny a je
zodpovédna za jejich zna¢nou variabilitu (Soltis et al. 2009, Wood et al. 20009,
Weiss-Schneeweiss et al. 2013, Wendel 2015, Wendel et al. 2016). Nékteré rostliny mayji
I navzdory davné polyploidizaci pouze dvé sady chromozomu (Leitch & Leitch 2008). Pocet
chromozomu je v takovych ptipadech zredukovan a dochazi k diploidizaci. Rostliny se tak
chovaji jako diploidi, ale v minulosti u nich doslo k znasobeni a opétovnému zredukovani sad
chromozomu. Jsou oznacovany jako paleopolyploidi (Renny-Byfield et al. 2015, Wendel
2015). Polyploidizace vSak neprobihala pouze davno v minulosti. K duplikaci genomu

dochazi neustale a vznikaji tak neopolyploidi (Ramsey & Schemske 2002).

Mezi nové vzniklym cytotypem a jeho rodi¢ovskym taxonem muze dojit k vytvoreni
reprodukéni bariéry, tudiz i ke vzniku nového druhu (Otto & Whitton 2000, Rieseberg
& Willis 2007).



Polyploidizace mize hrat velkou roli pfi hybridizaci. Nové vznikli kiiZenci jsou casto
neplodni, ale diky znasobeni sad chromozomu miiZze dojit k obnové plodnosti. Z takového
hybrida mize vzniknout i plnohodnotné se rozmnozujici novy druh (Webster 1988). Tento
ptipad je znam i u lakusnikti, napt. u druhu Ranunculus penicillatus. Jedna se v podstaté o
komplex vznikly hybridizaci R. fluitans s dal$imi druhy a naslednou polyploidizaci (Webster
1988, Dahlgren 1993, Zalewska-Gatosz et al. 2015).

U lakus$nika je polyploidizace velmi Casta. Je zndmo 5 ploidnich urovni od diploidi

(2n = 16) az po hexaploidy (2n = 48) (Pran¢l et al. 2018).
1.3. Hybridizace

KiiZzeni druht je u lakusnikli bézné a jedna se o dals$i z procesu, které ptispivaji ke
komplikovanosti celé skupiny. Hybridizace jsou zfejmé schopné vSechny taxony a dochazi
K ni i mezi rdznymi ploidnimi trovnémi (Cook 1966, Dahlgren 1991, Prandl et al. 2018).
Hybridi se Casto rozmnozuji vegetativné nebo autogamii a jsou tak fixovani v ptirodé
(Cook 1966). Noveé vznikli hybridi mohou byt i fertilni. Mira plodnosti zalezi na poctu
chromozomovych sad. Diploidni hybridi jsou nejcastéji sterilni, nebo jen Castecné plodni.
Se zvySovanim poctu sad chromozomu se zvySuje i mira fertility. Hexaploidni hybridi jsou
pak vétsinou alespon ¢astec¢né plodni (Cook 1970). Jak jiz bylo zminéno (viz. kapitola 1.1.),

nasledna polyplodizace miiZze kladné ovliviiovat fertilitu hybridi.
1.4. Fenotypova plasticita

Fenotypova plasticita je schopnost organismi ménit svtj fenotyp v zavislosti na zméné
podminek prostfedi. Rostliny se stejnym genotypem pak vypadaji rozdilné podle toho, kde
rostou (Bradshaw 1965). Vodni prostiedi je Casto proménlivé a v prubéhu sezony dochazi
ke zménam mnozstvi Zivin, kysliku, slune¢niho zafeni ¢i teploty. Rostliny tak méni svou

morfologii v zavislosti na téchto zménach.

Lakus$niky obyvaji Siroké spektrum habitati od eutrofnich rybnikG a jezer
az po vysokohorska oligotrofni jezera. Najdeme je ve stojatych i tekoucich vodach (Prancl
et al. 2018). N¢které druhy se vyskytuji pouze v ur€itém typu vod, napi. R. fluitans obyva

vyhradn¢ rychle tekouci toky. Jiné druhy maji rozmanitéjsi ekologii, napf. R. peltatus roste

Vv tekoucich i stojatych vodach. U takovych rostlin je pak fenotypova plasticita velmi vyrazna.



Mnoho druhti také osidluje vysychajici habitaty (Kaplan et al. 2019b). Pfi poklesu vodni
hladiny a pifechodu na sou$ lakusniky tvoii terestrické formy, které jsou vyrazné mensi nez

formy vodni a 1i$i se tvarem listd i dal$imi znaky (Englmaier 2016).

1.5. Morfologie a urcovaci znaky

15.1. Listy

Lakus$niky maji listovou heterofylii, cozZ znamend, Zze mohou tvofit rizné typy listd.
Jsou to listy lupenité a nitovité. Lupenité listy jsou Siroké a plavou na vodni hlading,
kdezto nitovité listy jsou ¢lenény do tenkych ukrojkii a rostou pod vodou. Kromé téchto
dvou typti mohou vznikat piechodné typy listi, tzv. listy mozaikovité. K jejich vzniku

dochazi nejcastéji pti kolisani vodni hladiny (Cook 1969).

Obr. 1 — Lupenité a mozaikovité listy: 1) Ranunculus aquatilis (lupenity list); 2) R. aquatilis
(mozaikovity list); 3) R. peltatus (lupenity list); 4) R. peltatus (mozaikovity list); 5) R. baudotii
(lupenity list). Métitko: S0 mm. Pievzato (Englmaier 2016).



Obr. 2 — Nitovité listy: 1) Ranunculus fluitans; 2) R. circinatus; 3) R. trichophyllus;
4) R. penicillatus; a) — d) segmenty listu. Métitko: 50 mm. Pievzato (Englmaier 2016).

Nitovité listy umi efektivnéji vyuzivat slunecni zateni potiebné k fotosyntéze. Ve vode
je svétlo nedostatkovym zdrojem a rostliny s nitovitymi listy jsoutomu dobie
ptizpisobeny. Maji tenkou kutikulu, chloroplasty jsou i v epidermis a v listovém mezofylu
se jich naopak tolik nevyskytuje. Diky tomu mohou svétlo vyuzivat 1épe nez jiné typy
listi. Na rozdil od lupenitych listd umi vyuzit HCO3z z vody, za coz je nejspi$ zodpovédna
jejich anatomie a morfologie (Nielsen & Sand-Jensen 1993). Priiduchy u ponofenych listl
nejsou vilbec nebo jsou nefunkéni (Cook 1969). Nitovité listy mohou mit i dalsi benefity.
Napft. druhu R. fluitans poskytuje jejich mechanicka odolnost vyhodu v rychle tekoucich

vodach.

Nejen nitovité, ale i lupenité listy se uplatiuji pti kompetici o svétlo. Mohou zastinit
listy jinych druht a tim jim zabranit v pfistupu slunecnich paprskti (Cook 1966). Jejich
dalsi funkci je pravdépodobné nadnaseni kvétu, aby rostlina mohla byt opylena nad vodou,

a ptijem CO2 ze vzduchu (Nielsen & Sand-Jensen 1993).

Heterofylie neni u vSech lakusnikd. Pfitomnost obou typu listd se uvadi jen asi
U 9 druht, 2 druhy maji pouze lupenité listy a zbytek tvoii jen listy nitovité (Cook 1963).
Schopnost tvofit dva typy listii je vyhodna hlavné v proménlivém prostiedi, ve kterém

lakusniky rostou (Wells & Pigliucci 2000).



Dalsim znakem, ktery slouzi k determinaci lakusnikt, jsou palisty. Pro tyto ucely jsou
nejlepsi palisty prvniho rozvinutého listu, nebot’ pfilis mladé palisty nemusi byt jeste zcela
vyvinuté a star$i palisty byvaji potrhané. Pro determinaci se posuzuje tvar palistii a mira
sristu s fapikem (Cook 1966). V praxi se ale tento znak pfili§ nevyuziva, jelikoz se $patné
studuje z herbafovych polozek. Palisty jsou malé a pfi lisovani se vétSinou nezachovaji.
Ani studovani tohoto znaku na Cerstvé rostliné neni UpIné spolehlivé. U vétSiny listli jsou

palisty bud’ ptili§ mladé, nebo potrhané.
1.5.2. Kvét

Velikost kvéta se lisi mezi druhy a zavisi na ni zptsob reprodukce. Druhy s malymi
kvéty jsou Casto autogamni, ¢i dokonce kleistogamni (K oplozeni dochazi v poupéti nebo
v trvale uzavieném kvétu). Naopak u druhd svelkymi kvéty pievazuje alogamie
(Cook 1966, Turata-Szybowska 1978, Hong 1991, Dahlgren 1992). Velikost kvétu se
muze ménit v zavislosti na prostfedi. Naptiklad pti pfechodu na sous se kvéty obvykle

zmens$i (Englmaier 2016).

Kalisni listky jsou krats$i nez korunni (Englmaier 2016). U vétSiny druht jsou zelené
az hnédé (podle stafi jedince). Existuji v§ak 1 druhy, které maji modré Spicky listkt, ¢i cely
namodraly kalich (Cook 1966).

Korunni listky jsou téméf u vSech druhii bilé se Zlutou skvrnou na bazi. Najdeme ovSem
i vyjimky — Ranunculus ololeucos ma korunni listky celé bilé a R. flavidus nazloutlé (Cook
1966). Korunnich listki byva nejcastéji pet. Neni ale vyjimkou, kdyz jich u nekterych
druhti najdeme vétsi pocet. Napt. R. fluitans jich ma Casto Sest nebo i sedm (Englmaier
2016).

U v8ech druhil najdeme na bazi korunnich listkl nektéria. Jsou velmi nendpadna a patii
k nejredukovanéj$im v ramci rodu Ranunculus. Mnozstvi jimi vyprodukovaného nektaru
se mezi druhy lisi (Dahlgren 1992). Cook ve své monografii popsal tii typy
nektérii — poloméesicité, okrouhlé a hruskovité (Cook 1966). Urceni tvaru nektdria vSak
neni vzdy jednoznacné, protoze existuji i pfechodné typy (Wiegleb 1988). Dahlgren proto
ve své studii z roku 1992 navrhla podrobnéjsi rozd€leni na osm typd, které se vSak realné
nepouziva. Pro spravnou determinaci je potieba nektaria urcovat u plné vyvinutych kvéti.

U prili§ mladych kvétd by mohlo dojit k zdméné s jinymi typy kviili nedostate¢né



vyvinutému tvaru a u starSich mize dochdzet k deformaci nektaria (Cook 1966). P1ilis se
nedoporucuje ani determinace z herbarovych polozek, jelikoz nektaria mohou vypadat

odli$né nez pred vylisovanim (Cook 1966, Englmaier 2016).

‘l “

J

Obr. 3 — Tvary nektarii: a) polomésicité; b) okrouhlé; c) hruskovité. Pievzato (Cook 1966).

DalSim determina¢nim znakem je délka kvétni stopky, ktera je pro kazdy druh unikatni.
U jedinct rostoucich v hlubokych vodach se vSak jeji délka mize ménit, coz mize spravné

urcéeni zkomplikovat (Cook 1966).

1.5.3. Plody

Plodem laku$nikli je nazka. Pocet nazek v jednom souplodi se pohybuje nejcastéji

v rozmezi mezi 15 a 80. Druhy se li§i v mife chlupatosti nazek, jejich tvaru a ryhovani

(Englmaier 2016).
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Obr. 4 — Tvar nazek: 1) Ranunculus aquatilis; 2) R. peltatus; 3) R. penicillatus s. str.; 4) R. fluitans;
5) R. trichophyllus 6) R. baudotii. M¢titko: 1 mm. Prevzato (Englmaier 2016).



1.5.4. Kvétni luzko

Kvétni 1tzko je nejlepsi studovat po opadani nazek (Englmaier 2016). Posuzuje se tvar
kvétniho lizka a mira chlupatosti. Mohou byt lysa, fidce chlupata ¢i husté chlupatd (Cook
1966, Englmaier 2016).

1.6. RozmnoZovani

Lakus$niky se rozmnozuji pohlavné i1 nepohlavné. V tekoucich vodach pievazuje
vegetativni Sifeni fragmenty lodyh, diky ¢emuz se ve vodé mohou udrzet neplodni hybridi

I desitky let. Ve stojatych vodach je naopak ¢ast&jsi pohlavni rozmnozovani (Cook 1966).

Lakusniky jsou schopny cizospraseni (alogamie) i samospraseni (autogamie). K opyleni
¢asto dochézi za pomoci vétru (anemogamie) ¢i hmyzu (entomogamie) (Cook 1966, Hong
1991, Dahlgren 1992). Druhy s vétsimi kvéty maji tendenci spiSe k cizospraseni, kdezto
U malokvétych druhli pievazuje samospraseni. K takovym druhim patii naptiklad
i R. trichophyllus, ktery je schopny opyleni vlastnim pylem v poupéti nebo v trvale uzavieném
kvétu (kleistogamie). Mnoho jedinct tohoto druhu kvete 1 plodi pod vodou a vznikaji vyhradné

kleistogamni populace (Dahlgren 1992).

Semena lakuSnikli se rozsifuji pomoci vody (hydrochorie) ¢i jsou piendSena ptaky
(zoochorie). Maji velkou zivotnost a tvoii semennou banku, ve které pfeckavaji neptiznivé
podminky (Carta et al. 2012). To jim pomaha pfi osidlovani docasnych stanovist, naptiklad

v mistech s kolisajici hladinou ¢i periodicky se ménici kvalitou vody (O'Donnell et al. 2014).
1.7. Ekologie a rozSireni

Lakusniki je okolo tficeti druhii. Vyskytuji se hlavné na severni polokouli, konkrétné
v arktické, boredlni, temperatni a mediteranni zong. Aredl vyskytu zasahuje kromé severni
polokoule i do Jizni Ameriky, na jih Afriky, jihovychod Australie, do Tasmanie a na Novy
Zéland. Centrem diverzity je Evropa, kde najdeme 14—18 druht. Za centrum druhové diverzity
je povaZovana atlantské a stfedozemni Evropa. Nejsevernéji se lakusniky vyskytuji v Kanadé

.......

1966, Wiegleb et al. 2017).



Laku$niky najdeme v Sirokém spektru vodnich habitatti. Osidluji tekouci i stojaté vody
a najdeme je v eutrofnich nadrzich i v oligotrofnich vysokohorskych jezerech. Nékteré druhy
jsou schopné rust i v brakickych vodach, z naSich zastupct je to R. baudotii. Lakusniky ¢asto
osidluji mista s kolisajici hladinou vody. Pii poklesu vodni hladiny pak pietrvavaji

Vv terestrické formé¢ na obnazenych dnech (Cook 1966).

V Ceské republice se vykytuje osm druht — Ranunculus aquatilis, R. baudotii,
R. circinatus, R. fluitans, R. peltatus, R. penicillatus, R. rionii a R. trichophyllus
(Prancl et al. 2018, Kaplan et al. 2019a, Kaplan et al. 2019b).

1.8. Velikost genomu

Zakladni chromozomové ¢islo u lakusnikd je x = 8 (Cook 1966). Je znamo pét
polyploidnich urovni od diploidni (2n = 16) az po hexaploidni (2n = 48). Tradi¢ni rozliSeni
druhii je zalozeno na morfologii (Prancl et al. 2018). Nedavné studie vSak odhaluji zna¢nou
variabilitu v ramci druht, coz napovida tomu, Ze toto pojeti nemusi vzdy odrazet skute¢né
evolu¢ni vztahy (Zalewska-Gatosz et al. 2015, Pranél et al. 2018). Zalewska-Gatosz et al.
(2015) se zabyvali druhem R. penicillatus. Sekvenace jadernych a chloroplastovych usekt
DNA potvrdila hybridogenni ptivod tohoto taxonu. Pranél et al. (2018) popisuji variabilitu
cytotypt v rdmci riiznych taxoni, ktera byla odhalena pomoci pritokové cytometrie a pocitani
chromozomui. Napi. v ramci R. trichophyllus byly nalezeny dva cytotypy a u R. penicillatus

jich bylo rozpoznano dokonce Sest.

Vétsina stiedoevropskych druhti lakusniki se 1181 velikosti genomu a da se proto rozeznat
pomoci prutokové cytometrie. Jediny piekryv je u dvojic druhti R. circinatus s triploidnim
cytotypem R. fluitans a R. baudotii s R. trichophyllus (viz. Obr. 5). I mezi témito druhy je
ovSem rozdil statisticky signifikantni (p < 0.05). Druhy, jejichz velikosti genomu se
prekryvaji, maji navic odlisSnou ekologii i morfologii. Pritokova cytometrie je tedy spolehlivy

nastroj k urovani jednotlivych druhti lakuSnika (Prancl et al. 2018).



14 4

12

10 1 ==
o

g
S ==
@]
o -
8 -
6_
=7
median
quartiles
4 == min-max
[ [ | | | T T I I I I [ T
x c (S xX = o o
N 0O = ™ ®<m 3LIJ<(I'I! 3
— = © 2 a 2 L2 @§g £ £ £ g &
= =] c c aa £ 2 9 g c
= S gg T EEE g

Obr. 5 — Box-and-whisker plot pro porovnani velikosti genomt u 13 riznych cytotypi laku$nikd.
Zkratky cytotypt: aqua — R. aquatilis; baud — R. baudotii; circ — R. circinatus; flui — R. fluitans
(diploidni a triploidni cytotyp); pelt— R. peltatus; penic — R. penicillatus (cytotypy A, B a F);
rion— R. rionii; trich — R. trichophyllus (cytotypy A a B; E = subsp. eradicatus). Cervené jsou
znazornéni diploidi, zelené triploidi, modie tetraploidi a hnédé hexaploidi. 2C (pg) — pramérna velikost
genomu Vv pg. Prevzato (Prancl et al. 2018).

Diky genetickym studiim byla objevena variabilita v ramci nékterych taxont.
Naptiklad R. penicillatus je ve skute¢nosti komplexem nejméné Sesti riiznych cytotypd, které
vznikly hybridizaci R. fluitans s dalsimi druhy a naslednou polyploidizaci (Wiegleb & Herr
1983, Webster 1988, Dahlgren 1993, Zalewska-Gatosz et al. 2015).

U druhu R. trichophyllus byly zaznamenany dva rozdilné cytotypy, které jsou v grafu
nazvany R. trichophyllus A a R. trichophyllus B. Oba cytotypy jsou si morfologicky velmi

podobné, nelisi se vSak pouze ve velikosti genomu, ale i ekologii (viz. kapitola 1.10.) (Pran¢l
et al. 2018, Kaplan et al. 2019b).

Ve své bakalaiské praci se budu zabyvat ur€ovanim terestrickych forem. Pro otestovani
metodiky i kvilli dostupnosti lokalit byl material sbiran zejména v jiznich Cechach, kde jsou
nejéasté&jsi druhy Ranunculus peltatus a R. trichophyllus (na jihu Cech se vyskytuje cytotyp

A). Jejich velikosti genomu se prikazné 1isi, a proto Ize druhy spolehlivé determinovat pomoci
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prutokového cytometru (viz. Obr. 5). Druhy se na n¢kterych lokalitach vyskytuji spole¢né
a mohou se kiizit. Velikost genomu hybrida lezi mezi obéma druhy, zpétni kiiZenci se ale

mohou podobat rodi¢ovskym druhtim, a to Castéji druhu R. peltatus (Prancl et al. 2018).
1.9. Ranunculus peltatus

Ranunculus peltatus je vytrvala bylina. Jeji vegetativni lodyhy dosahuji délky do 100 cm,
generativni lodyhy v dobé kvétu dortstaji mezi 0.5 az 3 metry. Pro tento druh je typicka
heterofylie, tedy pfitomnost nit'ovitych i lupenitych listi. Vyjimkou jsou hluboké vody a dna
rychle tekoucich tokt, kde lupenité listy ¢asto netvoti. U terestrickych forem lupenité listy byt
mohou i nemusi. Ponofené listy jsou dlouhé 20—50 mm a jsou krat$i nez internodia. Palisty
jsou vejéité az trojuhelnikovité a méfi pres 5 mm (Englmaier 2016, Wiegleb et al. 2017,
Kaplan et al. 2019a).

Kvéty jsou mezi lakusniky jedny z nejvétsich. Jejich velikost se pohybuje mezi 18 a 25
(vzacngji 30) mm v praméru. Nektarium je hruskovitého tvaru. Ty¢inek je obvykle mezi 10
a 30. Nazky dosahuji velikosti 1.8-2 (2.2) mm a jejich pocet se pohybuje mezi 30 a 40
(Englmaier 2016, Wiegleb et al. 2017).

Ranunculus peltatus je pfevazné evropsky druh, ktery se vyskytuje na celém kontinentu
s vyjimkou nejsevernéjSich oblasti. Je znam 1 ze severni Afriky a jihozapadni Asie (Kaplan
etal. 2019b). Roste v ruznych nadrzich, na obnazenych rybni¢nich dnech i v tekoucich
vodach. Najdeme ho pii bfehu i v hloubce nékolika metrti a ¢asto osidluje vody s kolisajici
hladinou. Nedafi se mu ve vodach s vyssi koncentraci mineralnich zivin a nikdy neroste
na vapencich. Casto ho najdeme naopak ve vodach s kiemicitym podlozim (Englmaier 2016,
Kaplan et al. 2019b). Jedn4 se o nas nejbézn&jsi lakusnik a vyskytuje se témét po celé Ceské
republice s vyjimkou nizin. Tam se mu nedaii zfejmé z toho divodu, ze tyto oblasti maji

podlozi bohaté na mineralni ziviny (Kaplan et al. 2019b).

Dominantnim, a v Ceské republice také jedinym, cytotypem je tetraploidni Cytotyp
(2n = 32). Jinde v Evropé se vsak vyskytuji i diploidi (2n = 16) a hexaploidi (2n = 48) (Prancl
et al. 2018).

11



1.10. Ranunculus trichophyllus

Jedna se o vytrvalou, vzacné jednoletou rostlinu. Vegetativni stadium dosahuje velikosti
az 100 cm. Béhem vegetacni sezony mohou byt jeho kvetouci lodyhy 0.5 az 3 metry dlouhé.
Ranunculus trichophyllus tvoii jen nitovité listy, jejichz velikost se pohybuje mezi 20 a 50
mm. Listy jsou obvykle krat$i nez internodia. Palisty jsou malé, protahle vejCité a nikdy

nepiesahuji 4 mm (Englmaier 2016, Wiegleb et al. 2017).

Kvéty jsou obvykle oteviené a plavou nad vodni hladinou, ale mohou byt i submerzni.
Pak dochazi ke kleistogamii (opyleni uvnitt poupéte nebo i trvale uzavieného kvétu). Velikost
kvétu se pohybuje v rozmezi mezi 812 mm v priméru (Wiegleb et al. 2017). Tvar nektaria
je polomésicity. Tyc¢inek je nejcastéji 10-15. Pocet nazek se pohybuje mezi 15 a 30 a jsou
1.5-1.7 mm dlouhé (Englmaier 2016).

Ranunculus trichophyllus se vyskytuje pomérné hojné. Najdeme ho v celé Eurasii
s vyjimkou Japonska, v Severni a JiZzni Americe, V Gronsku, na severu a na jihu Afriky,
V Austrélii, Tasméanii a na Novém Zélandu (Wiegleb et al. 2017). Roste v tekoucich
I ve stojatych vodach, od niZin do hor, v mélké (od 0.1 m) i hlubsi vodé (do 3 m). Toleruje

I zvySeny obsah mineralnich zivin (Englmaier 2016).

Tento druh tvofi diploidy (2n = 16), tetraploidy (2n = 32) i hexaploidy (2n = 48), z nichZ
jsou nejpocetnéjsi tetraploidi. Vznikaji i trioploidi a pentaploidi, ktefi sice mohou tvofit dobie
rostouci, piipadné i kvetouci kolonie, nikdy vSak nejsou fertilni (Englmaier 2016). Na tizemi

Ceské republiky jsou znamy pouze tetraploidni cytotypy (Pranél et al. 2018).

Jak jiz bylo zminéno (viz. kapitola 1.9.), R. trichophyllus ma dva cytotypy, které se
oznaCuji A a B (prozatim nebyly formalné popsany jako taxony). Oba cytotypy jsou
tetraploidni a jejich primérné velikosti genomu se lisi o 11 %. Ranunculus trichophyllus A
ma mensi genom nez R. trichophyllus B (viz. Obr. 5). Oba cytotypy jsou plné fertilni.
Morfologie téchto dvou typti je velmi podobna. Cytotyp B mé vSak vétsi kvéty, silné;jsi lodyhy,
delsi listy i1 internodia a je celkové robustnéjsi. Lze je rozlisit i diky odlisné ekologii.
R. trichophyllus A se vyskytuje ve stfednich a vysSich nadmotskych vyskach a v nizinach
chybi. Vétsina jeho lokalit na izemi Ceské republiky se nachazi v oblasti jiznich Cech.

R. trichophyllus B roste naopak hlavn¢ v nizZinach a v teplejSich oblastech, jako je naptiklad
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okoli Labe ¢i oblast stiedni a jizni Moravy. Existuji i lokality, kde se vyskytuji spole¢né,
ale neni to ¢asté (Prancl et al. 2018, Kaplan et al. 2019b).

1.11. Terestrické formy

Laku$niky casto rostou na mistech s proménlivou hladinou vody. Pfi piechodu
do terestrickych podminek vytvaieji formy odlisné od obvyklych vodnich forem. O vytvofeni
klice k urCovani terestrickych forem lakusniki se pokusil dosud jen Peter Englmaier (2016).
Podle jeho urcovaciho klice sterilni jedince urcit nelze. Ve své praci poukazuje na to, Ze ani

u kvetoucich ¢i plodicich rostlin neni determinace snadna.

Kdyz se rostliny dostanou do terestrickych podminek, zméni celou svou morfologii
a napadné se zmensi. Lakusniky, které ve vodé tvofi i lupenité listy, maji na suchu ¢asto jen
listy nitovité (Englmaier 2016). U nitovitych listi se zména projevi v barvé a velikosti. Listy
jsou obvykle mens$i nez u vodnich forem a mezi druhy jsou mnohem uniformnéjsi, takze se

S$patné rozeznavaji. Dochazi také ke zméné velikosti kvétu (Cook 1966).

Ponofené nitovité listy jsou tmavsi nez listy u terestrickych forem. Jejich epidermis
obsahuje velké mnozstvi chloroplastl, kdezto v mezofylu je jich znaéné¢ méné. Ptfi zméné
z vodniho prostiedi na terestrické chloroplasti v epidermis ubyde, coz je provazeno zménou

barvy. Chloroplasty naopak piibydou v listovém mezofylu. (Cook 1966, Cook 1969).

Priduchy jsou u ponofenych nitovitych listd nefunkéni, nebo se netvoii vibec.
U terestrickych forem maji listy funk¢ni priduchy, které jsou hlavné na adaxialni strané (Cook
1966, Cook 1969).
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1.12. Cil prace

V mé bakalaiské praci se budu zabyvat uréovanim terestrickych forem druhid Ranunculus
peltatus a R. trichophyllus. Oba tyto druhy rostou v oblasti jiznich Cech a na mnohych
lokalitach se vyskytuji spolecné. V terestrickém prostiedi vypadaji velmi podobné, a proto
neni jednoduché je odlisit. Cilem této prace je zjistit, zda lze terestrické formy obou druht
odlisit, stanovit rozmezi variability jednotlivych znakl pro tyto druhy a vysledky porovnat

s literaturou.
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2. Material a metody

2.1. Terénni sbér

V terénu bylo nasbirano celkem 136 vzorki ze 13 raznych lokalit (viz Tab. 1, Obr. 6).
Z kazdé populace bylo nahodné odebrano 2-10 jedinct podle velikosti populace. VSechny
rostliny rostly na obnazenych substratech, pfevdzné na rybni¢nich dnech. Na nékterych
lokalitach se vyskytovaly spole¢né oba sbirané druhy R. peltatus a R. trichophyllus. Vétsina
mist sbéru leZi v oblasti jiznich Cech, ale byly zafazeny i lokality z oblasti Moravy a severniho
Rakouska. Z kazdé rostliny byly otrhany korunni listky pinzetou a ulozeny do malé obalky
vytvotené z ptehnutého papiru. Zbytek rostliny byl vylisovan. Mala ¢ast z kazdého jedince

byla odebrana na pritokovou cytometrii pro ovéfeni uréeni druhu.

Mapu s vyznacenymi lokalitami (Obr. 6) mi poskytl Petr Koutecky a je vytvorena v QGIS
3.10.3 (QGIS Development Team 2020). Jako podkald jsou pouzita SRTM data (Jarvis et al.
2020).

Obr. 6 — Lokality sbéru (erven¢), podrobnéjsi popis viz. Tab. 1.
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Tab. 1 — Seznam lokalit.

Lokalita GPS soutadnice Taxon Pocet vzorki Sbhératel Datum
Ceska republika; okres Ceské Bud&jovice; Zliv: ckova L.
es ’a republika; okres Ceské Bud¢jovice; Zliv 49°2'52"N, 14°23'9"E R. peltatus 10 Vlckova,L, 15. 5. 2018
rybnik Bezdrev Koutecky P.
Ceska republika; okres Ceské Budgjovice; Zliv: . Vickova L.
49°2'52"N, 14°23'9"E . trichophyll ’ 15.5. 201
rybnik Bezdrev 252N, 147239 chophylius 8 Koutecky p, | > °-2018
Ceska republika; okres Ceské Bud&jovice; Habii: . Koutecky P.,
48°5724"N, 14°20'37" : 9.
Habersky Mlynsky rybnik ’ E trichophyllus 10 Koutecka E. 9.9.2018
Ceska republika; okres Pelhfimov; Nova Dolejsek V.,
, 49°14'43"N, 15°6'12" : . 6.
Veelnice: rybnik Chochol ’ 2'E R. peltatus 0 Koutecky P. 13.6.2019
Cesks lika; okres K1 ; OlSany: Jamsky Ickova L.
Ceska republika; okres Klatovy; Olany: Jamsky 1y g0) 406y 1303947E R. peltatus 7 VickovaL., | 54 6 2019
rybnik Koutecky P.
Ceska republika; okres Prachatice; Malovice: _ I¢kova L.

eska republika; okres Prachatice; Malovice 49°6'41"N, 14°1542"E | R. trichophyllus 10 VickovaL.. 1 59 5 2018
rybnik Jezero Koutecky P.
Ceska lika; ok konice; Leskovice:

eskd republika; okres Strakonice; Leskovice 49°19'12"N, 13°54'S1"E |  R. peltatus 3 Koutecky P. | 10.7.2014
rybnik Malduchy
Ceska republika; okres Strakonice; Leskovice: .

eska republika; okres Strakonice; Leskovie 49°19'12"N, 13°54'S1"E | R. trichophyllus 8 Koutecky P. | 10.7.2014
rybnik Malduchy
Ceska republika; okres Ceské Budgjovice; Koutecky P.,

¥ 49°0'1"N, 14°2225"E R. pel 7 12.5.201
Cejkovice: rybnik Maly Machovec POTN, . peltatus Koutecka E. 5. 2018
Ceska republika; okres Ceské Budgjovice; . Koutecky P.,

y 49°0'1"N, 14°2225"E . trichophyll 7 12.5.201
Cejkovice: rybnik Maly Machovec POTN, . trichophytlus Koutecka E. 5. 2018
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Lokalita GPS souiadnice Taxon Pocet vzorku Sbératel Datum

Ceska republika; okres Strakonice; Viekova L.
« ’ ’ 49°07'53"N, 14°13'59"E R. peltatus 10 ’ 29.5.2018
Cicenice — Strpi: rybnik Novy u Strpi ’ P Koutecky P.
Ceska republika; okres Strakonice; . Vigkova L.
- oska republiia, GRTES : , 49°07'53"N, 14°13'59"E | R. trichophyllus 10 cova, | 99.5.2018
Cicenice — Strpi: rybnik Novy u Strpi Koutecky P.
Ceska republika, okres Jindfichtiv Hradec; Vickova L.

’ , 49°325"N, 14°50'18"E R. peltatus 7 ’ 14. 6. 2018
Novosedly nad Nezarkou: rybnik Obéseny ’ P Koutecky P.
Ceska republika, okres Jindfichtiv Hradec; . Vlickova L.

’ . 49°3'25"N, 14°50'18"E . trichophyllus 10 ’ 14. 6. 2018
Novosedly nad Nezarkou: rybnik Obé&Seny ’ Py Koutecky P.
Rakousko; okres Zwettl; Rudmanns: rybnik 48°3528"N, 15°21'52"E |  R. peltatus 4 Koutecky P. | 6.6.2017
Rudmannser Teich
Rakousko; okres Zwettl; Rudmanns: rybnik . ,

. yom 48°3528"N, 15°21'S2"E | R. trichophyllus 5 Koutecky P. | 6.6.2017
Rudmannser Teich
Ceska republika; okres Tabor; Drahov: rybnik

eoXa Tepubliicd, OXTES Tabol, Lrahov: 1ybil 49°09'37"N, 14°46'41"E |  R. peltatus 2 Koutecky P. | 2.6.2014
Smichov II
Ceska republika; okres Tabor; Drahov: rybnik .
eoXa rEpUbTIRa, ORIES Taboh, Lahov: 1Yol 49°09'37"N, 14°46'41"E | R. trichophyllus 2 Koutecky P. | 2.6.2014

Smichov II
Ceskd lika; okres Zd’a ; ;
Ceska republika; okres Zdar nad Sazavou; 49°27'51"N, 15°54'47"E |  R. peltatus 3 Ekrt L. Kvéten 2013
Znétinek: Staroborsky rybnik
Ceska republika; okres Cesky Krumlov; Cernice:
Vltava (naplavy pod ustim Jileckého potoka, 0.9 48°50'6"N, 14°22'8"E R. peltatus 7 Koutecky P. 13.7.2018

km JZ od kostela)

17




2.2. Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie slouZila k ur¢eni druhu podle velikosti genomu (viz kapitola 1.9.).
Rostliny s velikosti genomu 6.50-7.03 pg (resp. pomérem vzorku ku standardu 1.92-2.07)
byly klasifikovany jako R. peltatus, zatimco R. trichophyllus ma rozmezi 8.73-9.26 pg (pomér
2.58-2.74) (Pran¢l et al. 2018). Jako standard byla pouzita sedmikraska (Bellis perennis),
jelikoz ma podobnou velikost genomu jako lakusniky (2C = 3.38 pg, Schonswetter et al. 2007),

ktera se vSak nepiekryva se studovanymi vzorky.

Nejprve bylo do Petriho misky pipetovano 0.4 ml v ledu vychlazeného pufru Otto 1 (0.1M
kyselina citronova, 0.5% Tween 20). V ni bylo nasekano asi 0.25 cm? vzorku spoleéné
s piiblizné stejnym mnozstvim standardu (Bellis perennis). Vznikla suspenze byla
ptefiltrovana ptes 42-pm filtr (tkanina Uhelon 130T) a inkubovéana na 5 minut pfi pokojové
teploté. Po inkubaci bylo pfidano 0.8 ml pufru Otto Il (0.4M NaxHPO4.12H,0
a 2-merkaptoethanol (2 pl/ml)). Dale byl ptidan bud’ propidium jodid (PI) a RNaza ITIA (finalni
koncentrace obou 50 pg/ml), nebo 4.6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) s koncentraci 4 pg/ml.
Asi po jedné minuté byly vzorky vlozeny do prutokového cytometru. Vzorky s fluorescenénim
barvivem DAPI byly analyzovany pomoci pritokového cytometru Partec CyFlow Space
(Partec GmbH, Miinster, Némecko, nyni Sysmex) se zdrojem svétla UV-LED (365 nm)
a s fluorescenci 3000 — 5000 ¢astic. Vzorky s PI byly analyzovany cytometrem Partec CyFlow
SL. Zdrojem zéfeni byl zeleny laser (Cobolt Samba, 532 nm, 100 mW). Zaznamenana byla
fluorescence 5000 castic. Nasledné byly vytvofeny histogramy pomoci programu FloMax,

ver. 2.4d (Partec GmbH).

2.3. Morfometrika

2.3.1. Morfometrické znaky

Na vylisovanych vzorcich bylo méfeno 17 znaki, které byly vybrany na zakladé

urcovacich kli¢t (napt. Englmaier 2016) a zkusenosti z terénu (viz Tab. 2).
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Tab. 2 — Morfometrické znaky.

Zkratka znaku | Znak Popis
LoD Délka lodyhy Me¢éfteno pravitkem v mm
LP Pocet listl na lodyze
RD Délka tapiku Me¢éfteno pravitkem v mm
CD Délka Cepele Meéfteno pravitkem v mm
ub Délka ukrojku posledniho fadu | Métfeno pravitkem v mm
- Meér binolup¢ s pf ti
US Sitka tikrojku posledniho fadu | - orono 1@ DIOTUPE S PIESNOSH
0.05 mm
UP Pocet ukrojkii
PIL Pritomnost lupenitych listl 0- n?Pr1t0mny
1 — ptitomny
KSD Délka kvétni stopky Méfeno pravitkem v mm
KD Délka korunniho listku (Vviz. | Méfeno na binolupé€ s pfesnosti
Obr. 7) 0.05 mm
KS Sitka korunniho listku (viz. | Mé&Feno na binolupé s piesnosti
Obr. 7) 0.05 mm
Kpo Proméf délky a Sitky korunniho KD/KS
listku
Vzdalenost od béaze az po - . .. ,
..... , o M¢feno na binolupé s ptfesnosti
KNM nejsirsi misto korunniho listku
X 0.05 mm
(viz. Obr. 7)
PSD Délka plodni stopky Méteno pravitkem v mm
NP Pocet nazek
, 5 M¢éteno na binolupé€ s presnosti
ND Délka nazky
0.05 mm
0 — bez chlupii
NCh Chlupatost nazek 1 — fidce ochlupené
2 — hust¢ ochlupené

Znaky RD, CD, UD, US a UP byly mé&feny na listu, v jehoZ pazdi vyrusta kvétni stopka
(resp. na listu, v jehoZ pazdi vyriista prvni kvétni stopka smérem od baze lodyhy, pokud mél

jedinec vice kvéti). Pokud byl tento list zdeformovan, byl vybran jiny list odpovidajici

velikosti.

Znak NCh byl zaznamenan, ale nebyl pouzit v analyze dat. Vétsina rostlin méla nazky

ochlupené, tudiz by znak nem¢l pii analyzach velky vyznam. Navic nazky postupné olysavaji

a chlupatost tedy zavisi na jejich stafi, které se mezi jednotlivymi populacemi lisilo.
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Piivodné byl urovan i tvar nektarii, ale nakonec od toho bylo upusténo. Jedna se
0 znak, ktery se s pfechodem do terestrického prostfedi neméni, a navic je jeho urcovani

Z herbarovych polozek naro¢né a mohlo by tedy dojit k chybam.

KS i

KNM

Obr. 7. — Znaky méfené na korunnim listku: KS — §itka, KD — délka, KNM — vzdalenost od baze

vvvvv

2.3.2. Srovnani s vodnimi formami

Nameéftené znaky byly srovnany s hodnotami pro vodni formy. Ranunculus peltatus méfil
Vojtéch Dolejsek a data pochazi ze souboru 45 jedinc. Znaky na R. trichophyllus métila
Johana Hanzlickova na 68 vzorcich. Ziskana data byla porovnana v programech R (verze
3.5.2) (R Core Team 2018) a v RStudio (RStudio Team 2016) t-testem. Nasledné byla
vytvofena tabulka pro srovndni rozmezi hodnot, které dosahuji znaky pro terestrické

a pro vodni formy.

2.4. Analyza dat

Analyza dat byla provedena v programu R pomoci skripti MorphoTools (Koutecky
2015). Nejprve byla ovéfena normalita rozd€leni. JelikoZ normalni rozdéleni nemély zadné
znaky a vétSina byla pozitivné Sikma, byly vSechny zlogaritmovany. Dale byly spocéteny
popisné statistiky taxonl (z netransformovanych znaki). Pro zjisténi korelace znakl byl
stanoven Spearmantv koeficient. Dvojice znaki s koeficientem vyssim nez [0.9| byly
povazovany za korelované a jeden znak z takové dvojice byl vzdy z dalSich analyz vyloucen.

Dale byla provedena Analyza hlavnich komponent (PCA), coZ je metoda zobrazujici

20



podobnost mezi vzorky. Technika nahrazuje piivodni soubor pozorovanych znakii souborem
novych, vzajemné nekorelovanych znakt. Prvni osa (PC1) je vedena ve sméru nejvetsi
variability mezi objekty, druha osa (PC2) je kolma na PC1 a vede ve sméru druhé nejveétsi
variability, atd. Relativni pozice objektli v plivodnim prostoru a v prostoru, ktery je dan
hlavnimi komponenty, zUstava stejna. Dalsi analyzou byla linearni diskrimina¢ni analyza,
ktera rozd€luje objekty do predem definovanych skupin a zjistuje, které znaky se na odliSeni
objekti podileji nejvic. Za ucelem zjisténi spolehlivosti zafazeni do druhti byla provedena
Klasifika¢ni diskriminaéni analyza. Vysledkem je procentudlni vyjadieni GispéSnosti zafazeni
objektti do spravnych skupin podle znak (Marhold & Suda 2001); byla pouzita kros-validace
(tj. postupné je kazdy jedinec klasifikovan podle pravidel zalozenych na analyze vSech
ostatnich jedincil). Zatazeni vzorkli do druhli (pro diskrimina¢ni analyzy a vizualizaci

vysledkti PCA) je zalozeno na méfeni velikosti genomu prutokovou cytometrii.

Vsechny tyto analyzy byly provedeny ¢tyfikrat pro rizné kombinace znakt. Nejprve
pro vSechny znaky, poté jen pro vegetativni znaky, dale pro kombinace vegetativnich znakt
se znaky méfenymi na kvétu a vegetativnich znaki se znaky méfenymi na plodu. Diivodem je
to, Zze u nékterych jedinct nebyly k dispozici vSechny znaky, takze kazda analyza pracuje
S jinym poctem jedincii. Ddale toto uspofadani umoziiuje porovnat UspéSnost urovani
Vv zavislosti na tom, jaké znaky jsou k dispozici (zda mizeme spolehlivéji urcit vegetativni,

kvetouci, ¢i plodné rostliny).

2.5. Sekvenovani morfologicky nejasnych jedinci

Jedinci, kteti zanalyz vySli morfologicky velmi podobni druhému druhu, byli
osekvenovani. Ovéfilo se tak, Ze se nejedna o zpétné hybridy, které pomoci pritokového
cytometru nelze poznat, ale vzacné se u lakusnikt vyskytuji (Prancl et al. 2018). Jednalo se
0 dohromady o0 9 vzorkd, které byly pomoci prutokového cytometru uréeny jako R. peltatus,
ale podle vysledki analyzy hlavnich komponent a diskrimina¢ni analyzy se podobali

R. trichophyllus.
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2.5.1 Izolace DNA

Nejprve byla DNA ze v§ech vzorkt izolovana pomoci NaOH. U nékterych vzorkt v§ak
izolace neprobéhla Gspésné kvili stavu materialu, a tak byla provedena CTAB metoda.

Pouzity byly listy vysusené v silikagelu, pokud nebyly k dispozici, tak herbarové polozky.

Pti izolaci pomoci NaOH bylo ke vzorku tkdn¢ (velmi malé mnozstvi, pfiblizné¢ 2—3
tikrojky ponofenych listl nebo cca 1 mm? lupenitého listu) v 1.5 ml eppendorfce piidano 20 pl
0.5M NaOH. Pot¢ byla tkan rozdrcena pomoci homogenizatorku a sterilniho pisku. V ptipadé
potieby bylo pfidano dalsich 20 pl 0.5M NaOH a pokracovalo se v drceni. Poté byly vzorky
vlozeny do centrifugy na 2 min pii 13 000 rpm. Do PCR stripu bylo napipetovano po 30 pl
100mM Tris-HCI pufru, pH 8.3. Poté byly z centrifugovanych vzorki odebrany 3 pl
supernatantu (fedéni 1 : 10) a byly pfepipetovany do ptipravenych stripi s pufrem 100mM
Tris-HCI. Pokud byly vzorky vyrazné zbarveny, byly dale fedény roztokem 100mM Tris-HCI
pufru. Vzorky byly skladovany v mrazaku pii -20°C.

Pii izolaci pomoci CTAB metody bylo pouzito asi 0.5 cm? listu, které se vlozilo
spole¢né s dvéma kovovymi kulickami do 1.5 ml eppendorfky s rovnym vickem. Eppendorfky
byly upnuty do nastavci mlynku Retsch 400MM. Byla nastavena zakladni doba
homogenizace — 1 min na maximalni rychlost. K rozdrcenému materialu bylo v digestofi
ptidano 700 ul zasobniho roztoku CTAB (2% (w/v) CTAB, 0.1M Tris, 0.02M Na.-EDTA,
1.4M NaCl, 2% (w/v) PVP-40) a 10 pl 2-merkaptoethanolu. Poté byly zkumavky uzavieny,
promichény proklepanim a 30 min inkubovany na tfepacce pii 50 °C. Nasledn¢ byly vzorky
kratce stoCeny na stolni centrifuze (2-3 s) a roztoky byly pfeneseny do novych 1.5 ml
eppendorfek. Kulicky byly pfesunuty do Petriho misky, proplachnuty vodou a osuSeny
buni¢inou. V digestofi bylo do zkumavek pridano 500 pl smési chloroform : isoamylalkohol
v poméru 24 : 1. Poté byly zkumavky nékolikrat pfevraceny a ponechany v Klidu. Po péti
minutach byly vlozeny do centrifugy na 10 min pii 10 000 rpm. Po centrifugaci byla
v digestofi piepipetovana horni vodna faze (cca 500 pl) do novych oznacenych 1.5 ml
eppendorfek a k tomu bylo ptidano 500 pl vychlazeného isopropanolu. Tyto zkumavky byly
po nékolika pievracenich nechany cca 30 min stat v -20 °C. Po uplynuti této doby byly vzorky
centrifugovany 5 min pfi 13 000 rpm. Po centrifugaci byl na dn€ zkumavky vidét drobny bily
pelet DNA. Supernatant byl v digestofi odpipetovan a do zkumavek s DNA bylo piidano
400 pl vychlazeného 96% ethanolu. Zkumavky byly promichany proklepnutim. Poté byly
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vzorky inkubovany 15 min v termobloku pti 37 °C. Nasledn¢ byly opét stoceny na centrifuze
po dobu 5 min pii 13 000 rpm. Zbyly supernatant byl opét odpipetovan. Do kazdé zkumavky
bylo ptidano 200 pl vychlazeného 70% ethanolu a vzorky byly promichany proklepnutim.
Poté byly ponechany 5 min v pokojové teploté. Po 5 minutach byly opét vlozeny do centrifugy
na 5 min ptfi 13 000 rpm. Supernatant byl opét odpipetovan a oteviené zkumavky zustaly
oteviené 15 min pii pokojové teploté, aby se pelet DNA vysus$il. Nasledné bylo k peletu
piidano 30 pl sterilni vody. Vzorky byly ponechdny pfes noc v lednicce, aby se DNA zcela

rozpustila.

2.5.2PCR

Vyizolovana DNA byla pouzita pro PCR amplifikaci useku ITS (Internal transcribed
spacer) jaderné DNA a jednoho chloroplastového tseku. K amplifikaci ITS byly pouzity
primery ITS-F (King etal. 2001) a ITS4 (White et al. 1990). Dalsi amplifikovanou oblasti byl
chloroplastovy tsek 3'rps16-5'trnK pomoci primert rps 16x2-a a trnKx1-a (Shaw et al. 2007).

Sekvence v§ech primert jsou vypsany v tabulce 3.

Objem jedné reakce byl 7.5 ul a skladal se z 3.75 ul PP Master Mix (Top-Bio,
Ceska republika), 0.45 pl kazdého primeru (koncentrace 5 uM), 2.35 ul H20 a 0.5 pl DNA.
Cela smés kromé¢ DNA byla nejprve namichana do jedné zkumavky a postupné rozdélena
do stript. Poté byla pfidana DNA, jeden vzorek byl bez DNA a slouzil jako kontrola. Takto
pfipravené vzorky byly kratce sto¢eny na centrifuze a vlozeny do pfistroje. PCR probihala za
nasledujicich podminek: pocateéni denaturace pii 94 °C po dobu 5 minut, dale 35 cykla
po 30 s pii 94 °C, poté 30 s pii teploté 53 °C a 1 min pii 72 °C. Zavére¢na extenze trvala 10 min
a probihala pfti 72 °C.

Tab. 3 — Sekvence primert.

Nazev primeru Sekvence primeru Citace

ITS-F CTC CTT CCT CTA AAT GAT A King et al. 2001
ITS4 GCA TAT CAATAA GCG GAG GA White et al. 1990
rpsl6x2-a GAAAGT GGG TTTTTATGA TCC Shaw et al. 2007
trnKx1-a TAA AAG CCG AGT ACT CTACC Shaw et al. 2007
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2.5.3 Elektroforéza

Pro kontrolu, zda u vS8ech vzorkti probéhla PCR, byla pouzita elektroforéza. Bylo
smichano 1.5 pul PCR produktu s 0.5 pl nandseciho pufru, ktery obsahuje fluorescencni
barvivo GelRed. Smés vzorkl a barviva byla spolu s ladderem (100 bp) pfenesena na 1.5%
agarézovy gel v pufru TBE. Elektroforéza probihala pii napéti 120 V. Po probéhnuti
elektroforézy byl gel vyfocen v UV svétle pomoci programu Scion VisiCapture. U vzorkd,
u kterych nebyl viditelny jeden intenzivni prouzek amplifikované DNA, byla izolovana DNA
ziedéna sterilni vodou v poméru 1 : 10 a PCR byla opakovana se ziedénymi vzorky

I S puvodnim izolatem.

2.5.4. Sekvenace vzorku

PCR produkty byly enzymaticky piecistény (smés EX0SAP). Byly smichany vzdy 2 ul
PCR produktu s 0.7 ul enzymu a takto ptipravené vzorky byly kratce stoCeny centrifugou
avlozeny do cycleru (15 min 37°C, 15 min 85°C). Poté byla do novych eppendorfek
pfipravena sekvenacni smés. Na jeden vzorek bylo pouzito 2.5 pl forward primeru (ITS-F
nebo rps 16x2-a), 4.8 ul vody a 2.7 ul PCR produktu po piecisténi. Takto ptipravené vzorky
byly poslany na sekvenaci do firmy GATC Biotech (soucast Eurofins Genomics). Poté byla
data oteviena a upravena v programu Finch TV 1.4 software (Geospiza, USA). Byly
dosahoval alespon ¢tvrtinu vysky vyssiho piku) byly upraveny podle IUPAC kodu. Vysledné
sekvence byly sefazeny v programu BioEdit 7.2.0 (Hall 1999) a srovnany se vzorovou
sekvenci. V programu FaBox (Villesen 2007) byly sekvence rozdéleny do haplotypt (skupin

identickych sekvenci).
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3. Vysledky

3.1. Priitokova cytometrie

Priklady typickych histograml z pritokové cytometrie pro druhy R. peltatus (Obr. 8)

a R. trichophyllus (Obr. 9) se standardem Bellis perennis pii méfeni s barvivem PI.
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Obr. 8 — Histogram fluorescence jader R. peltatus a standardu Bellis perennis (rybnik Obé&seny,
Mléka). Pik standardu je umistén cca na kanalu 200.
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Obr. 9 — Histogram fluorescence jader R. trichophyllus a standardu Bellis perennis (rybnik
Obé&seny, Mlaka). Pik standardu je umistén cca na kanalu 200.
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Pro vSechny analyzy byl vypocten pomér vzorku a standardu. Analyzy provedené
s fluorescen¢nim barvivem DAPI byly pozdé&ji pifepocteny, aby poméry odpovidaly analyzam
s barvivem PI. Pomér vzorek / standard pro R. peltatus vychazi s DAPI v praméru 1.227x
mensi nez s PI (hodnota je ziskana z porovnani 34 populaci, Koutecky et al., nepubl. data).
Tyto poméry byly tedy vynasobeny, aby odpovidaly hodnotam ziskanych s barvivem PI.
Pro R. trichophyllus je koeficient pfepoctu 1.266 (data pro piepocet pochazi ze souboru
14 populaci).

Rostliny s rozmezim poméru vzorku a standardu 1.94-2.14 byly klasifikovany jako
R. peltatus a rostliny s pomérem 2.56-2.70 jako R. trichophyllus (viz. Tab. 4). Dtive zjisténé
rozmezi pro R. peltatus je 1.92-2.07 a pro R. trichophyllus 2.58-2.74 (Pranc¢l et al. 2018). Do
téchto rozmezi nezapadaji dva vzorky. Vzorek 4 z Jamského rybniku mél pomér 2.14 a byl
klasifikovan jako R. peltatus. Velikost poméru u F1 hybridi obou druhii je vyrazné vyssi
(okolo 2.35). Tento jedinec byl pozdé€ji osekvenovan. Vzorek 5 z Rudmannser Teich, ktery
byl klasifikovan jako R. trichophyllus, m¢l pomér 2.56, coz je jen o malo méné, nez teoretické

rozmezi.

Tab. 4 — Cytometrickd analyza. Primér — primérnd fluorescence, pofet — pocet jader,
CV % — koeficient variance v procentech, pomér — pomér vzorku a standardu s Pl a s DAPI.

Ranunculus Bellis
CcVv CV | Pomér|Pomér

Vzorek Prumér Pocet |% | Prumér | Pocet | % DAPI |PI
Ranunculus peltatus 4x

Chochol 1-4 377,3 2407 |2,1 (1849 |287 |24 2,04
Chochol 5-7 402,5 2872 (2,0 [200,2 (844 |23 2,01
Jamsky 1 338,6 2328 |1,3 [207,0 |682 |16 (1,64 |2,01
Jamsky 2 335,7 1022 1,2 |205,2 (992 |13 |1,64 |2,01
Jamsky 3 336,5 2348 |1 201,8 806 [1,3 [1,67 |2,05
Jamsky 4 354,9 764 |10 (204,00 (292 |16 [1,74 |2,14
Jamsky 5-7 331,6 3348 |16 (202,2 (640 |14 (1,64 |2,01
Bezdrev 1-5 402,5 2545 (2,9 (200,7 |1074 |3,1 2,01
Bezdrev 6-10 419,8 2418 3,3 [209,7 |367 |[3,7 2,00
Bezdrev 11-14 428,5 2173 3,1 [2151 |698 |[3,2 1,99
Maly Machovec 8§-11 405,4 3267 |25 |203,2 |534 |2,8 2,00
Maly Machovec 12-14 411,5 3056 |2,8 [208,7 |537 |2,7 1,97
Vlitava 1-4 419,1 2742 (2,4 (209,3 |502 [2,8 2,00
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Ranunculus Bellis
Ccv CV | Pomér | Pomér

Vzorek Prumér Pocet |% | Prameér | Pocet | % DAPI [Pl
Vltava 5-7 405,1 2299 [2,7 (2019 |649 |26 2,01
Obé&seny 1 419,3 2919 (2,6 (2114 (841 |2,6 1,98
Obé&seny 2 409,7 2332 (2,1 2055 |1645 2,9 1,99
Obé&seny 3 421,8 2327 1,9 (204,8 |947 |25 2,06
Obé&seny 4 4114 2169 (2,3 [203,6 |1416 |2,2 2,02
Obé&seny 6 409,1 2603 (2,1 [203,9 |1238 |25 2,01
Obé&seny 7 413,9 2746 (2,3 [205,1 |1093 |2,6 2,02
Obé&seny 8 421,8 2372 (2,1 |206,1 |1565 |2,6 2,05
Obéseny 9 408,1 3324 (2,0 (207,21 |818 |2,3 1,97
Novy 11 416,7 1887 [2,9 |202,4 (813 |3,7 2,06
Novy 12, 14-16 4240 2748 3,1 (2116 |445 |31 2,00
Novy 13 388,9 2641 (2,7 (196,3 |725 3,3 1,98
Novy 17, 18, 20, 22 401,6 2753 2,9 (1990 |484 |3,0 2,02
Novy 19 411,7 2229 [3,1 |204,7 |880 |3,6 2,01
Novy 21 421,8 2207 [3,2 (210,3 |490 (2,8 2,01
Malduchy 1 411,4 2205 (4,4 (210,2 |1051 4,8 1,96
Malduchy 4 406,3 2844 3,2 (206,3 |682 [3,9 1,97
Malduchy 6 418,9 2975 |35 (214,1 |628 |3,7 1,96
Rudmannser Teich 5 404,5 2528 (29 |204,4 810 (34 1,98
Rudmannser Teich 6 415,0 2680 |3,1 (2104 |859 3,3 1,97
Rudmannser Teich 12 405,2 3098 (2,7 [206,0 [520 (3,2 1,97
Rudmannser Teich 13 400,8 2564 (2,8 [202,3 |539 |[3,1 1,98
Smichov II 3 428,1 1058 [2,5 |211,3 [1079 |2,7 2,03
Smichov II 4 427,2 712 (2,4 (208,2 |1201 |2,8 2,05
Staroborsky 1 411,9 842 2,8 (2125 |568 |2,6 1,94
Staroborsky 2 413,3 1296 |2 212,3 1938 |29 1,95
Staroborsky 3 417,3 1520 |2,7 |214,1 [1179 |29 1,95
Ranunculus trichophyllus A

Bezdrev 1-4 541,1 1781 [2,2 |207,8 (473 |29 2,60
Bezdrev 5-8 546,9 1180 2,6 |210,6 |767 |34 2,60
Maly Machovec 1-4 550,5 3160 (2,2 [207,8 |581 |29 2,65
Maly Machovec 5—7 547,9 3255 (2,2 (207,6 |490 |2,9 2,64
Obé&seny 1-5 538,9 2359 |15 (2055 (514 |21 2,62
Obé&seny 68 550,6 2923 (2,0 [206,9 |565 |2,2 2,66
Obé&Seny 9-11 548,0 2666 (2,1 (206,4 |740 |25 2,66
Obé&seny 12 539,2 2395 |18 (2052 (814 |23 2,63
Jezero 1-5 533,8 2488 3,1 [201,7 |891 3,2 2,65
Jezero 6-10 536,6 2247 2,8 [199,0 |665 |[3,4 2,70
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Ranunculus Bellis
Ccv CV | Pomér | Pomér

Vzorek Prameér Pocet |% | Prameér | Pocet | % DAPI [Pl

Jezero 11 533,0 1176 |1,5 |203,5 |1438 |2,6 2,62
Jezero 12 543,7 1677 1,9 |205,7 [1293 |2,8 2,64
Jezero 13 530,7 1513 (2,4 |204,9 |941 |3,3 2,59
Jezero 14-16 557,7 1648 (3,1 |210,8 |974 |3,6 2,65
Novy 1 568,6 2371 |3,3 (212,4 |851 |3,7 2,68
Novy 2-5 548,6 2812 |2,2 (203,8 |388 |25 2,69
Novy 6, 8,9 558,5 2108 [2,9 |210,4 |535 |3,2 2,66
Novy 7 570,7 1952 (2,3 |212,4 |[591 |3,7 2,69
Novy 10 557,6 1475 [1,7 |209,5 |[1164 |3,1 2,66
Habersky Mlynsky 1 557,1 1931 (2,0 |210,9 |1308 |2,9 2,64
Habersky Mlynsky 2, 3, 5-7 |539,7 2578 2,0 (202,7 |1301 (2,9 2,66
Habersky Mlynsky 4 546,6 2564 |1,6 [208,0 |992 |2,6 2,63
Habersky Mlynsky 9-13 543,7 3043 [2,2 |2039 |563 |2,8 2,67
Malduchy 1 560,6 2417 3,0 (2129 |702 |5,0 2,63
Malduchy 2 580,5 2118 (2,6 (219,1 |477 |25 2,65
Malduchy 3 577,7 1987 |3,0 |2150 |670 |3,2 2,69
Malduchy 4 560,5 2665 [2,7 [208,2 |549 |29 2,69
Malduchy 5 591,5 2493 (2,2 (2238 |611 3,2 2,64
Malduchy 6-10 422,0 2803 |18 (1944 |500 |16 (2,17 |2,66
Rudmannser Teich 1 521,5 2440 (2,1 [196,0 |704 |2,6 2,66
Rudmannser Teich 2 511,0 1821 2,8 |195,1 (892 |3,0 2,62
Rudmannser Teich 3 531,6 2001 (2,9 (2024 |760 |3,4 2,63
Rudmannser Teich 4 524.,9 2032 (2,4 (2005 |969 |29 2,62
Rudmannser Teich 5 513,5 2124 3,0 [200,9 |979 |44 2,56
Smichov II 1 602,1 1863 [2,1 |224,9 (1464 |29 2,68
Smichov Il 2 552,1 905 |2,4 (2058 |736 |34 2,68

3.2. Morfometrické analyzy

3.2.1. Popisna statistika taxonu

Jako prvni analyza byla spoctena popisna statistika taxont (viz. Tab. 5). Pro kazdy znak

byl vypocten aritmeticky prumér, smérodatnd odchylka (SD) a median. Dale byla

cw v

pro srovnani s literaturou.
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Tab. 5 — Popisna statistika taxoni. N — pocet vzorkl, SD — smérodatna odchylka, Min — nejnizsi
Znak PIL byl
pritomnost/nepiitomnost, ve sloupci praimer je tedy uvden podil jedinct s plovoucimi listy, ostatni
statistiky nemaji pro tento znak smysl.

naméfend hodnota, Max — nejvyssi

naméfena hodnota.

Znak | Taxon | N | Prumér | SD Min | Median | Max
LoD | Pelt 66 | 60.15 |30.29 |18 |50 132
LoD | Trich |69 |28.78 |12.71|6 30 57
LP Pelt 66 | 5.65 196 |2 5 9
LP Trich | 69 | 4.52 159 |2 5 8
RD Pelt 65 | 8.72 444 |2 8 20
RD Trich |70 | 7.24 408 |3 6 31
CD Pelt 65(10.81 |3.89 |5 10 21
CD Trich | 70 | 7.69 294 |1 7 17
ub Pelt 65 | 2.65 103 |1 2.5 5.5
UD | Trich | 70| 2.76 1.19 |1 2.5 8
us Pelt 65 | 0.31 0.14 |01 |03 0.95
us Trich | 70 | 0.39 0.18 |0.15]0.35 1.5
UpP Pelt 64 | 66.39 |31.46 |16 |63 195
UP Trich |70 (1821 |6.36 |8 17 39
PIL Pelt 66 | 0.41

PIL | Trich |70 |0

KSD | Pelt 57 (3274 |1031|17 |31 60
KSD | Trich |65|15.95 |6.019 |2 15 32
KD Pelt 54 | 8.31 1.67 |3.75] 8.45 11.65
KD | Trich | 65| 4.08 092 |155|4 6.15
KS Pelt 54 | 5.74 146 |3.1 |5.78 8.75
KS Trich | 65 | 2.33 069 |09 |21 4.5
Kpo | Pelt 54 | 1.48 0.26 |1.03|1.49 2.42
Kpo | Trich | 65 | 1.80 029 |1.23|1.78 2.69
KNM | Pelt 54 | 5.85 140 |2 5.75 8.5
KNM | Trich | 65 | 2.86 069 |1 2.75 45
PSD | Pelt 42 133.74 |10.12 |16 |33 60
PSD | Trich |41 |1586 |472 |6 15 28
NP Pelt 42 12567 [732 |10 |25 47
NP Trich [ 411980 |6.31 |10 |20 40
ND Pelt 42 1 1.11 0.24 [045]1.18 1.45
ND | Trich |41]1.14 0.25 |0.75]1.15 2

29

kédovan  jako



3.2.2. Srovnani s vodnimi formami laku$nika

Namétené hodnoty pro terestrické formy lakusnikti byly srovnany s hodnotami pro vodni
formy (viz. Tab. 6, 7). Nékteré znaky, které jsem méfila ve své bakalaiské praci, nebyly

pro vodni formy zméteny, proto jsou z tabulky vynechany.

Pro porovnani, zda se tyto dvé formy lakusnika lisi, byl pouzit t-test, ktery srovnaval
jednotlivé znaky pro vodni a terestrické formy. U hodnot p byla provedena korekce False
discovery rate. Vysledky t-testi jsou zaznamenany v tabulkach 6 a 7. VétSina znaki se podle
analyz mezi vodnimi a terestrickymi formami prikazné 1isi. U druhu R. peltatus vysel
neprukazné pouze pocet nazek a u R. trichophyllus pomér délky a Sitky korunniho listku
(p > 0.05).

Tab. 6 — Srovnani znaku pro terestrické a vodni formy u Ranunculus peltatus.

Terestrické formy Vodni formy
Znak Rozmezi | Primér | Rozmezi | Prumér t df P

Délka tapiku
nitovitého listu 220mm | 88mm |5 63 | a3
D.e,lka‘ c’epel‘e 5 921 mm 10.8 mm mm
nitovitého listu mm
Delka fikrojku 1-55mm | 27mm | 4-19mm | 7.8mm | -11.03 | 51.8 | 2.68x10%
posledniho fadu
Delkakorunniho {3847 g 5y | 0422 yg | 403 | 94.30 | 5.63x10%
listku mm mm
sifka korunniho 31875 | g7 | 45128 170 m | 588 | 86.03 | 151x10
listku mm mm
Pomér délky a
Sitky korunniho 1.03-2.42 15 0.95-1.7 1.32 3.64 91.88 0.0005
listku
Vzdalenost od baze
az po nejsirsi misto | 2-8.5mm | 5.9mm | 4-95mm | 7mm -4.35 94.9 | 4.64x10%
korunniho listku
Delka plodni B0 gamm | 2% | s1mm | 708 | 6169 | 5.17x10°
stopky mm mm
Pocet nazek 1047 26 1-57 23 0.05 35.35 0.9631
Délka nazky 045-L45 | LIl 112521 | 104 g a8 | 4202 | 6.7x10%

mm mm mm mm
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Tab. 7 — Srovnani znaki pro terestrické a vodni formy u Ranunculus trichophyllus.

Znak Terestl:ické f(:rn:y Voc’lni forlonyv ¢ df 0
Rozmezi | Primér | Rozmezi | Pramér

Délka fapiku 3-31lmm | 7.2mm | 1.7-7mm | 3.6 mm 7.07 | 80.83 | 1.65x10°

Délka &epele 1-17mm | 7.7 mm 8.1n:r3nz5 21.3mm | -16.7 | 96.54 | 1.10x10*

Pocet ukrojka 8-39 18 20-99 39 -11.8 | 95.05 | 1.10x10?%°

Délka korunniho 1662 1 y1mm | Y958 | 35mm | 342 | 12554 | o0.0011

listku mm mm

Sirka korunniho 0941 1 oamm | %730 | 19mm | 384 | 12332 | o0.0003

listku mm mm

Pomér délky a

Sitky korunniho 1.2-2.7 1.8 1.34-3.43 1.88 -1.3 | 123.19 0.1746

listku

Vzdalenost od baze

az po nejSirSi misto | 1-4.5mm | 29 mm | 1.1-4mm | 2.5 mm 2.18 | 87.01 0.0354

korunniho listku

Delka plodni 628mm | = | M 1 oimm | 660 | 9733 | 2.82x10°

stopky mm mm

Pocet nazek 10-40 20 18-41 28 -7.05 | 75.06 | 1.84x10°

Délka nazky 0.75-2 LU L0LT3 Y 43 mm | -6.97 | 57.26 | 5.90x10°
mm mm mm

3.2.3. Korelacni analyza

Dale byla provedena Spearmanova korelace. Za tizce korelované byly povazované

znaky s korela¢nim koeficientem vys$Sim nez [0.9]. Znaky KNM (vzdalenost od baze az po

vvvvv

KD (délka korunniho listku). Na zakladé¢ téchto vysledki byly znaky KNM a KS vynechény

z dalSich analyz.

3.2.4. Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent (PCA) byla provedena pro rtizné kombinace znakil

(vSechny znaky — Obr. 10, Obr. 14, vegetativni znaky — Obr. 11, Obr. 15, vegetativni znaky

a znaky méfené na kvétu — Obr. 12, Obr. 16, vegetativni znaky a znaky na plodu — Obr. 13,

Obr. 17). U vSech kombinaci byly vzorky rozdéleny do dvou skupin podle prvni osy.

31




Na zakladé PCA bylo vybrano 9 jedinci (z populaci rostoucich na rybnicich Bezdrev,
Obé&seny, Jamsky a Novy), ktefi byli podle priutokové cytometrie urceni jako R. peltatus,
ale v analyze vysli jako velmi podobni R. trichophyllus. Tito jedinci byli osekvenovani, aby
mohla byt vyloucena moznost, Ze se jedna o zpétné kiizence. Vzorky, u kterych byl potvrzen

hybridni ptivod, byly z dalSich analyz vynechany.
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Obr. 10 — Analyza hlavnich komponent pro kombinaci vSech znaki. Prvni osa vysvétluje 43.9 %
variability, druha 13.3 %.
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Obr. 11 — Analyza hlavnich komponent pro vegetativni znaky. Prvni osa vysvétluje 33.3 % variability,
druhd 26.7 %.
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Obr. 12 — Analyza hlavnich komponent pro kombinaci vegetativnich znakd a znaki métenych
na kvétu. Prvni osa vysvétluje 37.4 % variability, druhd vysvétluje 19.2 %.
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Obr. 13 — Analyza hlavnich komponent pro kombinaci vegetativnich znakii a znakli méfenych
na plodu. Prvni osa vysvétluje 35.2 % variability, druha 19.0 %.

U analyzy, ktera zahrnovala vSechny znaky, byly s prvni osou nejvice korelovany
znaky PSD (délka plodni stopky), KD (délka korunniho listku), UP (pocet tikrojkit) (viz. Obr.
14). U analyzy pro vegetativni znaky to byly pfevazné LoD (délka lodyhy) a UP (viz Obr. 15).
Znaky nejvic korelované s prvni osou u kombinace zahrnujici vegetativni znaky a kvéty byly
LoD, UP a KD (viz Obr. 16). Pro kombinaci vegetativnich znaku s plody se jednalo o znaky
PSD, LoD a UP (viz. Obr. 17).
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Obr. 14 — Analyza hlavnich komponent pro kombinaci vSech znakti — korelace znakti s 0sami. Prvni
osa vysvétluje 43.9 % variability, druha 13.3 %.

S
_
|
L]
39"
r-\-\-.
o o |
L R
(]
g
o
i
1
=
2
1

-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0

PC1 (33,3 %)

Obr. 15 — Analyza hlavnich komponent pro vegetativni znaky — korelace znakt s 0sami. Prvni osa
vysvétluje 33.3 % variability, druha 26.7 %.
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Obr. 16 — Analyza hlavnich komponent pro kombinaci vegetativnich znakli a znakti métenych na
kvétu — korelace znakd s 0sami. Prvni osa vysvétluje 37.4 % variability, druha vysvétluje 19.2 %.
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Obr. 17 — Analyza hlavnich komponent pro kombinaci vegetativnich znakli a znakti métenych na
plodu — korelace znaka s 0sami. Prvni osa vysvétluje 35.2 % variability, druha 19.0 %.
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3.2.5. Linedrni diskrimina¢ni analyza

Na zaklad¢ cytometrickych méfeni byly vzorky klasifikovany do dvou skupin. Linearni

diskrimina¢ni analyza odhalila znaky, kter¢ takto vymezené skupiny nejlépe odliSuji.

Nejprve jsou uvedeny histogramy linearni klasifika¢ni analyzy (Obr. 18-21). Na ose X je
uvedeno kanonické skoére a na ose y pocet jedinci. V analyze vSech znakl se skore skupin
neptfekryvaji, u ostatnich analyz je mezi skupinami piekryv, ale velmi maly. Nasleduje
tabulka, ktera ukazuje, jakou vypovédni hodnotu maji jednotlivé znaky pii klasifikaci (Tab. 8).
Prvni ¢ast tabulky vzdy uvadi vysledky analyzy pro jednotlivé znaky (bez ohledu na ostatni
znaky). Druha ¢ast tabulky vyjadfuje unikatni piispévek znaku. V této analyze jsou nejprve
pouzity vSechny ostatni znaky a pak je posuzovan ptispevek testovaného znaky. Jelikoz znaky
mohou byt vzajemné korelované, mohou samy o sob¢ prikazné odliSovat skupiny, ale jejich
unikatni pfispévek mize byt maly. Znaky s hodnotou p < 0.05 jsou vyznamné pro oddéleni
skupin. V prvnim piipadé vyslo, ze vétSina znakl nese ur¢itou vypovédni hodnotu a je zasadni
pro oddéleni skupin. Jako znaky s p > 0.05, a tedy nepfili§ vypovidajici o spravné klasifikaci,
byly pii kombinacich pro rizné znaky ¢asto UD a NP, tedy délka tkrojku a pocet nazek. Déle
se v n¢kterych analyzach objevily jako znaky s vysokou hodnotou p RD a US (délka fapiku
a Sitka ukrojku). Naproti tomu v druhém typu analyzy, kdy byl zjistovan unikétni ptispévek
znaku, vysla vétSina znaki neprikazng. Jako znaky sp <0.05, a tedy nesouci unikatni
informaci, se Casto objevovaly UP, UD, RD a dalsi (pocet tikrojki, délka tikrojku a délka
fapiku).
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Tab. 8 — Morfologické znaky testované linearni diskrimina¢ni analyzou.

Vegetativni znaky a znaky

Vegetativni znaky a znaky na

VSechny znaky Vegetativni znaky na kvétu olodu
Znaky Unikéatni Znaky Unikéatni Znaky Unikatni Znaky Unikatni
samostatné prispévek samostatné prispévek samostatné prispévek samostatné prispévek
Znak F p F P F p F P F p F p F p F p
PIL | 37.03 | 0.005| 46.50 | 0.005| 46.50 | 0.005 | 9.04 | 0.003 | 49.88 | 0.005| 3.35 |[0.081] 42.00 | 0.005 | 3.50 | 0.071
LoD | 35.28 | 0.005| 66.46 | 0.005| 66.46 | 0.005 | 1.63 | 0.216 | 52.73 | 0.005| 1.68 | 0.215]| 38.53 | 0.005 | 0.86 | 0.365
LP 4.07 | 0.05 | 12.28 | 0.005] 12.28 | 0.005 | 0.09 | 0.752 | 9.14 |0.005| 0.16 |0.692| 3.49 0.05 | 0.01 | 0.938
RD 582 |0.015| 3.63 | 0.03 | 3.63 0.03 | 924 | 0004 3.71 | 0.05 | 3.99 | 0.05 | 542 | 0.035 | 3.85 | 0.056
CD | 13.04 | 0.005| 26.74 | 0.005] 26.74 | 0.005 | 0.01 | 0.922 | 21.19 | 0.005| 0.28 | 0.602 | 14.17 | 0.01 1.33 | 0.258
ubD 0.22 0.6 0.66 | 043 | 0.66 043 | 1.11 | 0303 0.79 | 0.34 | 266 |0.117| 0.29 0.62 1.48 | 0.233
UsS 1.85 0.2 | 1473 | 0.005] 14.73 | 0.005| 0.14 | 0.71 | 592 |0.025| 054 | 045 | 226 | 0.205 | 0.21 | 0.658
UP | 143.66 | 0.005 | 306.39 | 0.005 | 306.39 | 0.005 | 70.70 | 0.001 | 265.54 | 0.005 | 16.50 | 0.001 | 149.94 | 0.005 | 14.46 | 0.001
KSD | 79.27 | 0.005| 2.75 |0.115 111.42 | 0.005 | 1.83 | 0.161
KD [164.63 | 0.005| 26.14 | 0.001 262.69 | 0.005 | 40.35 | 0.001
Kpo | 30.51 | 0.005| 6.86 | 0.015 4475 [ 0.005| 196 | 0.16
PSD | 121.04 | 0.005 | 0.05 | 0.813 129.12 | 0.005 | 14.40 | 0.001
NP | 13.94 | 0.005| 1.53 |0.216 16.01 | 0.005 | 1.08 | 0.31
ND 0.80 |0.375| 15.02 | 0.001 0.40 049 | 3.27 | 0.066
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3.2.6. Klasifikaéni diskrimina¢ni analyza

Klasifika¢ni diskriminacni analyza urcila procento spravné zatazenych jedinct a populaci
do druhli. Analyza byla opét opakovana Ctyfikrat pro rizné kombinace znaka (viz.
Obr. 22-25). Na ose x jsou znazornény jednotlivé populace a na ose y je pravdépodobnost
klasifikace (posterior probability). V tabulkach 9-12 jsou uvedena procenta spravné
zatazenych vzorkt do druht. Hodnoty posterior probability ukazuji, Ze vétSina jedinci je
klasifikovana do jedné ze skupin s vysokou pravdépodobnosti, u nékterych (zejména
u vegetativnich znakt, ale nékdy i u generativnich) je ale klasifikace pomérné nejista
(tj. pravdépodobnosti pro obé skupiny jsou v fadu desitek procent). Nejcastéji dochazelo
k zaménam na rybniku Bezdrev, kde nebyly zatazeny vSechny vzorky spravné ani u jedné
z provedenych klasifikacnich diskriminacnich analyz. K dal$im zdméndm nebo nejistym

klasifikacim doSlo u vzorkll z rybnikdi Maly Machovec, Staroborsky, Ob&Seny, Malduchy

az Vlitavy.
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Obr. 22 — Klasifika¢ni diskriminaéni analyza pro vSechny znaky. Cervené pravdépodobnost
klasifikace jako R. peltatus, modie R. trichophyllus.
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Obr. 25 — Klasifikaéni _diskrimina¢ni analyza pro vegetativni znaky spolecné se znaky
méfenymi na plodu. Cervené pravdépodobnost klasifikace jako R. peltatus, modfe

R. trichophyllus.

Tab. 9 — Pocty a procenta spravné zafazenych vzorku do

diskriminaéni analyzy v§ech znakd.

druhu na zakladé klasifikacni

Pocet Spravné urcent
Taxon R. peltatus R. trichophyllus | jedincii (N) | jedinci (v %)
R. peltatus 38 1 39 97.44
R. trichophyllus | 0O 37 37 100
Celkem 38 38 76 98.68

Tab. 10 — Pocty a procenta spravné zatazenych vzorkd do druhti na zékladé klasifikacni
diskriminacni analyzy vegetativnich znakd.

Pocet Spravné urceni
Taxon R. peltatus R. trichophyllus | jedinci (N) | jedinci (v %)
R. peltatus 57 5 62 91.94
R. trichophyllus | 1 68 69 98.55
Celkem 58 73 131 95.42
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Tab. 11 — Poéty a procenta spravné zafazenych vzorkti do druhd na zékladé klasifikaéni
diskrimina¢ni analyzy vegetativnich znaka a znak(i méfenych na kvétu.

Pocet Spravné urcent
Taxon R. peltatus R. trichophyllus | jedinci (N) | jedinci (v %)
R. peltatus 47 3 50 94
R. trichophyllus | 1 63 64 98.44
Celkem 48 66 114 96.49

Tab. 12 — Poéty a procenta spravné zafazenych vzorkti do druhd na zékladé klasifikaéni
diskriminacni analyzy vegetativnich znakii a znakti métenych na plodu.

Pocet Spravné urceni
Taxon R. peltatus R. trichophyllus | jedincii (N) | jedinci (v %)
R. peltatus 36 3 39 92.31
R. trichophyllus | 1 40 41 97.56
Celkem 37 43 80 95

3.2.7. Sekvenace morfologicky nejasnych jedinci

K ovéfeni, zda se nejedna o zpétné hybridy, bylo osekvenovano dohromady 9 vzorku. Byly
vybrany vzorky €. 15 a 16 z populace Bezdrev, vzorky €. 1, 3 a 4 z rybniku Obé&Seny, vzorek
¢. 6 z Jamského rybniku a ¢. 11 z Nového rybniku. Hybridni piivod se potvrdil u jedince
z Jamského rybniku, proto byly pro kontrolu osekvenovany dalsi dva vzorky z této populace.
Byl vybran vzorek 4, ktery dle vysledki PCA vychazel také blizko druhu R. trichophyllus
a mél velikost genomu mimo obvyklé rozmezi. Druhym vybranym vzorkem byl vzorek €. 2,
ktery z analyz vySel jasn¢ jako R. peltatus a byl osekvenovan pro ujisténi, ze celd populace

neni sloZena ze zpétnych kiiZenct.

V jaderném useku ITS studovanych vzorka byly nalezeny 4 haplotypy (viz. Tab. 13),
Vv chloroplastovém tseku 3'rpsl6-5trnK byly nalezeny 2 (viz. Tab. 14). Jako vzorové
sekvence pro R. peltatus byly pouzity vzorky zlokalit Chanovice, Bohdane¢, Lipno
a Zemlic¢ka, pro R. trichophyllus byly vybrany vzorky z lokalit VIkov, Chanovice a Zehrov
(P. Koutecky, J. Prancl et al., nepublikovana data; vybrané sekvence reprezentuji nejcastéjsi

varianty u obou druhui ve stiedni Evropé).
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Sekvence rostlin ¢. 4 a 6 zpopulace Jamsky se V chloroplastovém tseku shodovaly
se sekvenci pro R. trichophyllus, ackoliv velikost genomu a ITS sekvence odpovidaly
R. peltatus, a proto byli tito jedinci urc¢eni jako zpétni hybridi. U ostatnich testovanych rostlin

molekularni data potvrzuji ureni jako R. peltatus.

Tab. 13 — Polymorfismy v tseku ITS jaderné DNA. Vzorové sekvence jsou ozna¢eny modrou barvou.
Polymorfismy jsou oznac¢eny IUPAC kody a nukleotidy identické s prvni sekvenci pro dany druh jsou
znazornény teCkami.

Pozice

Taxon, vzorek | Haplotyp
36 | 63 | 86 | 94 | 103 | 155 | 200 | 604

R. trichophyllus
Vlikov
Chanovice trich.
Zehrov

R. peltatus
Lipno
Bohdanec 4
Bohdanec¢ 1
Bezdrev 15
Bezdrev 16
Mléka 1

Novy 11
Zemlicka
Jamsky 2
Jamsky 4
Jamsky 6
Chanovice pelt.
Mlaka 3

Mlaka 4
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Tab. 14 — Polymorfismy v chloroplastovém tseku 3'rpsl6—-5'trnK. Vzorové sekvence jsou
znazornény modrou barvou. Chybéjici nukleotidy jsou znadzornény pomlckami a nukleotidy identické
se vzorovymi sekvencemi jsou zndzornény teCkami.

Pozice

Taxon, vzorek | Haplotyp
287-288 | 299 | 304 | 549-554

Ranunculus trichophyllus
Vlkov

Jamsky 4

Jamsky 6
Ranunculus peltatus
Chanovice pelt.
Bezdrev 15

Bezdrev 16

Milaka 1

Milaka 3

Mlaka 4

Novy 11

Jamsky 2
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4. Diskuze

Na zakladé¢ provedenych analyz bylo zjisténo, Zze od sebe druhy R. peltatus
a R. trichophyllus lze odlisit, a to dokonce i ve sterilnim stavu. Nejlepsi jsou pro determinaci
jednozna¢né rostliny s vyvinutymi kvéty i plody, naopak nejhlfe v analyzach dopadlo
urcovani pouze podle vegetativnich znakt a podle rostlin s plody. Urcovanim terestrickych
forem lakusnika podle vegetativnich znakii se dosud nikdo nezabyval a tato bakalarska prace
dokazuje, Ze u druhti R. peltatus a R. trichophyllus je takové odliseni mozné. Vysledky analyz
pro kombinaci vegetativnich znaki se znaky kvétd a vegetativnich znaki s plody jsou

v

podobné, ale kvéty se zdaji byt pro determinaci spolehlivéjsi.

Znaki, které od sebe odlisuji oba druhy, je mnoho (viz. kapitola 3.1.5., Tab. 8). Z téch
nejdilezitéjSich je to napt. délka korunniho listku, pocet tkrojki nit'ovitych listi, délka plodni
stopky ¢i ptitomnost lupenitych listd. Pro ilustraci jsou nize uvedeny krabicové diagramy
pro prvni tii znaky s nejvétsi vysvétlujici silou (urcené na zdkladé hodnot F). Jde o délku
korunniho listku, pocet ukrojkt nitovitého listu a délku podni stopky (viz. Obr. 26-28). Jako
spolehlivy znak jisté poslouzi 1 tvar nektaria, ktery se pii pfechodu do terestrickych podminek
neméni, ale ja jsem ho ve své bakalarské praci neurCovala. R. peltatus mize mit vyrazné delsi
lodyhu (18—132 mm) nez R. trichophyllus (657 mm). Casto ma také vétsi Sepel listii a vatsi
pocet listovych tkrojka (16—195) nez R. trichophyllus (8-39). Ten muZe mit naopak delsi
a Sirsi ukrojky 1 delsi fapiky. Rozdily mezi témito znaky vSak nejsou piili§ velké a vétSina
rozmezi namétenych hodnot se piekryva. VEtsi rozdil je v délce kvétni stopky (17-60 mm
u R. peltatus a 2-32 mm u R. trichophyllus) a velikosti kvétu. R. peltatus ma korunni listky
delsi (R. pelt. 3.75-11.65 mm, R. trich. 1.55-6.15 mm), s ¢imZ jsou spojené i vy$si namétené
hodnoty pro Sitku korunniho listku. Plodni stopka je stejné jako kvétni stopka delsi
u R. peltatus (R. pelt. 16-60 mm, R. trich. 6-28 mm). V poctu nazek neni tak znatelny rozdil,
u R. trichophyllus delsi (0.75-2 mm) nez u R. peltatus (0.45-1.45 mm). Z uvedenych rozmezi
znakll vyplyva, Ze jediny znak pro spravnou determinaci nestaci, jelikoZz se hodnoty z velké
Casti prekryvaji. Obecné lze ale Fici, Ze R. trichophyllus dosahuje ¢asto nizsiho vzrastu, ma

mensi kvéty a krat$i kvétni 1 plodni stopky.
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Obr. 26 - Krabicovy diagram pro délku korunniho listku. Pelt — Ranunculus peltatus,

trich — R. trichophyllus. Stfedni ¢ast diagramu je ohranicena 1. a 3. kvartilem, ¢erna linie vymezuje median;
spojnice pod 1. kvartilem a nad 3. kvartilem vyjadtuji variabilitu a tecky zadzortuji odlehlé hodnoty.
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Obr. 27 — Krabicovy diagram pro pocéet ukrojkii nitovitého listu. Pelt — Ranunculus peltatus,
trich — R. trichophyllus. Stfedni ¢ast diagramu je ohranicena 1. a 3. kvartilem, ¢erna linie vymezuje median;
spojnice pod 1. kvartilem a nad 3. kvartilem vyjadfuji variabilitu a tecky zadzormuji odlehlé hodnoty.
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Obr. 28 — Krabicovy diagram pro délku plodni stopky. Pelt — Ranunculus peltatus, trich — R. trichophyllus.

Stiedni cast diagramu je ohraniena 1. a 3. kvartilem, cernd linie vymezuje medidn; spojnice
pod 1. kvartilem a nad 3. kvartilem vyjadfuji variabilitu a te¢ky zazorfiuji odlehlé hodnoty.
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V klasifikaéni diskrimina¢ni analyze bylo nejvice jedinci zafazeno do druhu spravné
mezi rostlinami, které mély kvéty i plody zaroven. Analyza identifikovala jedince bezchybné
znaky kvétu (96.49 %). Tieti v poradi byla analyza provedena pouze s vegetativnimi znaky
(95.42 %) a jako nejméné uspésna byla vyhodnocena kombinace vegetativnich znak s plody
(95 %). Procentualni GspéSnost v klasifika¢ni diskriminaéni analyza byla tedy pro vSechny
kombinace znak vysoka a ziskané hodnoty predCily pocatecni o¢ekavani. Obecné byli Castéji

zamé&novani zastupci R. peltatus za R. trichophyllus nez naopak (viz. Tab. 9-12).

V ramci neékterych populaci dochazelo k zaménam castéji nez v jinych, z ¢ehoz vyplyva,
ze vzorky z téchto lokalit se vice podobaly opa¢nému druhu. Jedna se o rostliny z rybnika
Bezdrev, Maly Machovec, Staroborsky, Obé&Seny, Malduchy a z feky Vltavy (viz. Obr.
20-23). Mohlo by to byt zptsobeno podminkami vnéjsiho prostfedi, jako je napf. mnozstvi
dostupnych Zivin. Na Zivinami chudych stanovistich mohou byt jedinci druhu R. peltatus
mensiho vzrustu nez jedinci rostouci na bohatych substratech, a tim se morfologicky
ptiblizovat druhu R. trichophyllus. Zaroven mize morfologii rostlin ovliviiovat i mnozstvi
dostupné vody. Jedinci rostouci na rychle vysychajicich obnazenych dnech tak dorostou
menSich rozmért nez ti, ktefi maji dostatek vlahy po celou dobu rustu. VIiv na velikost
a celkovou morfologii ma 1 staii rostlin. Na n€kterych rybnicich se vhodné podminky k rlstu
naskytnou brzy (napf. v dubnu) a tito jedinci se pak mohou plné vyvinout, kdeZto na jinych
lokalitach mohou byt vhodné podminky az koncem jara. Tyto rostliny pak nestihnou nardst

velkych rozmért, jelikoz jejich rust potlaci konkurenéné silné letni druhy.

Na vSech zminénych lokalitach s vyjimkou Staroborského rybniku a lokality na Vitavé
se vyskytovaly oba druhy zaroven. Nabizela by se tak hypotéza, Ze se jednd o hybridy. Tato
moznost ale mize byt vyloucena, jelikoz problematicti jedinci, ktefi byli vybrani na zakladé
PCA, byli osekvenovani. Byly vybrany 2 vzorky z rybniku Bezdrev, 3 z rybniku Obé&Seny,
1z Nového a 1 z Jamského rybniku. Na zakladé velikosti genomu byly vSechny tyto vzorky
urceny jako R. peltatus. Z vysledkt sekvenace vyplyva, Ze pouze vzorek z Jamského rybniku
(Jamsky 6) je ve skuteCnosti zpétnym kiizencem. Pro kontrolu, Ze se nejednd o populaci
skladajici se ze samych zpétnych kiizenct, byly osekvenovany dalsi dva vzorky z tohoto
rybniku. Sekvenace potvrdila, ze i v ptipadé vzorku Jamsky 4 se jedna o dalSiho zpétného
kiizence, tento vzorek byl i morfologicky posunuty k R. trichophyllus a mél velikost genomu

na horni hranci rozmezi R. peltatus, zatimco dalsi testovany vzorek (Jamsky 2) vychazi
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jednozna¢né jako R. peltatus. Na této lokalité se zrovna, na rozdil od mnoha dalSich,
nevyskytovaly oba druhy spolecné. Vyskyt hybridi jen s jednim z rodicti nebo 1 samostatné je
ale u lakusnikd znamy (Prancl et al. 2018, Kaplan et al. 2019b). Mnoho z jedinci, ktefi byli
sekvenovani, navic vychazelo podle analyzy hlavnich komponent jako jest¢ podobnéjsi
R. trichophyllus nez tito hybridi, ale ve skute¢nosti patii k R. peltatus, jak se pivodné

predpokladalo. Zpétné hybridy od ostatnich rostlin tedy jasné morfologicky vymezit nelze.

Tabulky 15 a 16 ukazuji srovnani mych vysledkd s dostupnou literaturou. Uvedené
hodnoty se tykaji vodnich forem laku$nik. Obecné lze fici, Ze terestrické formy maji ¢asto
mnohem kratsi lodyhu a o trochu mensi listy i kvéty, pfi¢emz délka korunniho listku se méni
vice u R. peltatus nez u R. trichophyllus, ktery ma korunni listky mensi i ve vodnim prostiedi.
Kvétni stopka muze byt velice kratka, a to i u R. peltatus, neni to vSak pravidlem a Casto
dosahuje podobné velikosti, jako se uvadi v literatufe. Ptfi pfechodu na sucho dochazi
I ke zkraceni plodni stopky, coz ma velky vyznam pro spravnou determinaci, jelikoz druhy
R. peltatus a R. trichophyllus se odlisuji mimo jiné délkou kvétni a plodni stopky. Velikost
nazek byla u nckterych jedincli podobnd, jinde se ale vyrazné liSila a nazky dosahovaly

mnohem mensSich velikosti. Jejich pocet byl Casto podobny, jako se uvadi v literature.
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Tab. 15 — Srovnani namétenych znaka druhu R. peltatus s literaturou.

Ranunculus peltatus

Naméiené KIi¢ ke kvétené Kvétena Ceské Flora KIi¢ pro ,x
X1, . : Rakouskao, KIli¢ pro
znaky u Ceské republiky | republiky Slovenska . ve s «
Znak C o ., , . LichtensStejnsko a | Némecko
terestrickych (Kaplan et al. (Hejny & Slavik | (Futék et al. vev . |
forem 2019a) 1997) 1982) jizni Tyrolsko (Jager et al. 2011)
(Fisher et al. 2008)
Délka lodyhy 18-132 mm 0.3-1.5(2)m 0.5-2m 0.2-2m
Délka tapiku 2-20 mm délka nitovitého | do 25 mm do 25 mm
Délka Sepele 5-21 mm fistu 10°80 mm do 80 mm
(v¢. fapiku)
Ptitomnost
SR ano ano ano ano ano ano
lupenitych listl
Délka kvétni stopky | 14-60 mm do 50 mm (nebo o
trochu vice)
Delka korunniho 1 36 14 7m0m | (6) 8-15mm 517 (20)mm | 9-17 mm (9) 12-15(23)
listku mm
Délka plodni stopky | 15-60 mm delsi nez 50 mm del$i nez 50 mm
Podet nazek 10-47 (20) 30-40 (80) ?850§30)‘40 (25) 30-40 (80)
Délka nazky 0.45-1.45 mm 1.6-2.2 mm 1.8-2.2 mm 1.8-2.3 mm
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Tab. 16 — Srovnani namétenych znakd druhu R.

trichophyllus s literaturou.

Ranunculus trichophyllus

Naméiené Kli¢ ke kvétené Kvétena Ceské Flora KIi¢ pro Kli¢ pro
. ) ) Rakouskao, "
Znak znaky u Ceské republiky repgbllky Slovenska Lichtenstejnsko a N?mecko
terestrickych (Kaplan et al. (Hejny & Slavik | (Futék et al. vev (Jager et al.
forem 2019a) 1997) 1982) jizniho Tyrolsko | 5477,
(Fisher et al. 2008)
Délka lodyhy 6-57 mm azpres1lm 0.1-1.5m 0.1-2m
Délka tapiku 3-31 mm listy méti do 70 2—-35 mm Do 40 mm
mm ve stojatych
o vodach a az 40 cm do 80 mm
Délka ¢epele 1-17 mm v rychle tekoucich
vodach
Pritomnost ne ne ne ne ne ne
lupenitych listl
Délka kvétni stopky | 2-32 mm do 50 mm do 50 mm do 40 mm
Esiflf korunniho 14 6 65 mm 25 mm 356 (10)mm | (35)5-10mm | 3.5-5mm 3.5-5.5 (8) mm
Délka plodni stopky | 6-28 mm 10-30 mm 1040 mm
Pocet nazek 10-40 10-30 15-40 15-40 méné nez 40 15-33
Délka nazky 0.75-2 mm 1-1.5mm vice nez Lmm 1-2 mm %n? 12-1.5(1.7) vice nez 1.5
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Pti srovnani terestrickych forem s vodnimi vysel mezi vétSinou znakl prukazny rozdil.
U druhu R. peltatus se 1i8i v§echny srovnavané znaky kromé poctu nazek. Primér tohoto znaku
byl pro oba druhy velmi podobny, u vodnich forem bylo v§ak naméfeno vétsi rozmezi poctu
nazek (1-57) nez u terestrickych forem (10—47). Nékteré nazky, které byly pifi méfeni
terestrickych forem zapocitany, nebyly zcela dovyvinuté (na vétSing rotlin bylo pouze jedno
souplodi, tudiz byla omezena velikost vybéru). Proto byl naméfen nejnizsi pocet nazek 10,
kdezto u vodnich forem 1. Mezi velikosti nazek naopak signifikantni rozdil je — nazky se
pii pfechodu na sucho zmensuji. I tento znak vSak mohl byt ovlivnény nedozralosti nazek.
U R. trichophyllus se nelisil jen pomér délky a §itky korunniho listku, coz vypovida o stejném
tvaru koruny u obou forem. S piechodem do terestrického prostiedi se vSak koruna zvétSuje.
Data ziskana pro vodni formy potvrzuji rozdily mezi obéma druhy uvadéné v literatute, jako
je napt. delsi plodni stopka a vétsi velikost kvétt u R. peltatus. Tyto znaky zaroven slouzi jako

dobré¢ identifikatory i v pripad¢ terestrickych forem.

Peter Englmaier se ve své studii zabyva i terestrickymi formami a vytvofil kli¢ pro jejich
uréovani (Englmaier 2016). Zamétuje se vSak pouze na determinaci fertilnich jedincii
anezabyva se znaky jako je napt. délka lodyhy, pocet a délka listii ¢i pocet Ukrojki. Podle
jeho klic¢e tedy neni mozné sterilni jedince urcit. Poukazuje i na to, Ze ani fertilni lakusSniky
¢asto nelze podle béznych urcovacich kli¢t bezpecné identifikovat, jelikoz kvéty mohou byt
mnohem mensi nez u vodnich forem a zkracuje se i délka kvétni a plodni stopky. Terestrické
formy se podle Englmaiera daji urCit na zaklad¢ nékterych znaku, které se pfi piechodu
na sucho neméni, jako je tvar kvétniho l0Zka ¢i typ nektarii. Zaméfil se ovSem i na znaky,
které mohou byt pozménéné, jako je napt. velikost kvétu ¢i délka nazek a ve své studii uvadi

jejich namétené hodnoty.

R. peltatus ma podle jeho urcovaciho klice polokulovité az mirné vejcovité kvétni ltzko,
kvéty meri 15-20 (25) mm v priméru a korunni listky pfetrvavaji po celou dobu kvétu.
Tycinek je 15-25 a tvar nektarii je hruskovity. Nazky jsou vyrazné zebrované a jejich délka
presahuje 1.7 mm. Ukrojky nitovitych listi jsou u terestrickych forem zaoblené a nesesychaji.
Jedinym znakem, ktery jsem ve své praci méfila také, je délka nazek. Dle mych poznatkil
nazky mohou dosahovat velikosti mezi 0.45 a 1.45 mm, tedy vyrazn¢ mén¢, nez uvadi

P. Englmaier.
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Listy R. trichophyllus se pii prechodu na sucho pfizpusobuji terestrickému prostredi
a jejich ukrojky na rozdil od ukrojku R. peltatus puisobi seschle. Tvar kvétniho lizka je stejny
jako u R. peltatus. Korunni listky brzy opadavaji, ty¢inek je pouze 10-15. Pramér kvéta je
znatelné mensi, dosahuje velikosti 8-12 mm. Tento znak jsem ve své praci sice neméfila, ale
korunni listky R. trichophyllus také dosahovaly mensi velikosti nez u R. peltatus, coz svéd¢i

o celkoveé drobnéjsich kvétech.

Pfechodem do terestrickych podminek se nezabyval pouze Peter Englmaier. Hans
van Veen a Rashmi Sasidhara zkoumali zménu anatomie a morfologie listi rostlin rostoucich
na mistech s kolisajici hladinou vody. Ve své studii zminuji i zménu listd u Ranunculus
trichophyllus (Veen & Sasidhara 2019). Pi#i hledani dalSich ¢lankd zabyvajicich

se terestrickymi formami jsem nebyla pfili§ uspésna.

Tato bakalaiska prace ovéfila, ze terestrické formy druhti R. peltatus a R. trichophyllus
od sebe lze odlisit, a to i ve sterilnim stavu. Ukazalo se tak, ze tato metoda funguje a bylo by
vhodné pomoci ni zjistit, zda od sebe lze odlisit i suchozemské formy jinych, mnohdy
podobnéjsich druhli. Do budoucna bych se chtéla zaméfit na urovani terestrickych forem

dalsich druhii lakugniki rostoucich na uzemi Ceské republiky.
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5. Zavér

Terestrické formy lakusnik jsou na rozdil od svych vodnich forem zna¢né redukované.
Maji vyrazné kratsi lodyhu, mensi kvéty i plodni stopky. Miize dochazet i ke zkraceni kvétni
stopky ¢i ztraté lupenitych listi. I pies takto pozménénou morfologii 1ze od sebe druhy
Ranunculus peltatus a Ranunculus trichophyllus rozeznat. Krom¢ pfitomnosti lupenitych
listi, ktera hned wvylou¢i druh R. trichophyllus, jsou dal$imi vyznamnymi znaky
pro determinaci napf. délka korunniho listku, pocet ukrojk ¢i délka plodni stopky.
Spolehlivym znakem pro urcovani je také tvar nektaria, ktery je vSak ndrocné spravné

wewvr

ale z analyz vyplyva, zZe i vzorky bez kvéti a plodu 1ze determinovat.

Druhy se vzajemné kiizi a vzniklé hybridy Ize té¢Zko rozpoznat. Morfologicky vychézeji
mezi obéma druhy, stejné tak i ve velikosti genomu. Nelze vyloucit ani ptitomnost zpétnych
hybridd, které nelze rozeznat ani pomoci pritokového cytometru a jsou odhaleni pouze

sekvenaci.

Metoda urCovani vzorkli pomoci pritokové cytometrie, nasledné méfeni jejich
morfologickych znaktl a analyza ziskanych dat se ukazala jako dobry postup k zjisténi, zda
a jak od sebe Ize odlisit riizné druhy. Do budoucna by bylo vhodné zaméfit se i na dalsi
druhy lakusniké rostouci na uzemi Ceské republiky a zjistit, zda Ize od sebe takto odlisit

vSechny druhy.
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