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Uvod do problematiky

Komplexy blizce ptibuznych druht ¢asto sdruzuji morfologicky neptilis odlisné taxony, které
se vSak mohou vyznacovat vyraznou stanovistni diferenciaci. Znalosti miry diferenciace mezi
taxony v obou téchto smérech mohou poskytnout dilezitou informaci o mikroevoluénich
procesech v ramci celého komplexu. Diivodem blizkosti blizce pfibuznych taxont byva ¢asto
polyploidizace. S polyploidizaci souvisi fada vyznamnych fenoménli mezi nimiz patfi
k nejdilezitéjsim S$irsi ekologicka amplituda polyploidnich nez u jejich diploidnich
rodi¢ovskych (nebo jinak ptibuznych) taxont. Vyse uvedeny fenomén proto polyploidy mtize
vyrazné zvyhodinovat, pfedev§im s ohledem na jejich koloniza¢ni potencial (Stebbins 1971).
Rozdily mezi diploidy a polyploidy byly zjistény v geografickém rozSiteni, ve vyskytu v
riznych nadmotskych vyskach i v osidlovani ruznych typt stanovist (Lewis 1980, Brochman
et Elven 1992). Polyploidni taxony (resp. cytotypy) zvyhodnuje cela fada faktord (vyssi mira
heterozygozity, vétsi objem buriky, moznost novych interakci jaderného a plastidového
genomu, v ramci funkéni diploidizace vétsi pravdépodobnost generovéani novych gend; Levin
1983, 2002).

Koloniza¢ni potencial v§ak nemusi byt nutné vazan na vlastnosti genomu, muze byt zplsoben
velkou fenotypovou plasticitou. Adaptivni schopnosti rostlin reagovat zmé€nami rastu, vyvoje,
rozmnozovani i jinych projevid na proménlivost prostiedi je hlavnim mechanismem
umoziujicim pfeziti v nestdlych podminkach (Bradshaw 1965). Rostliny s velkou
fenotypovou plasticitou mohou snaze reagovat na zmény prostiedi a jsou schopné 1épe se
vyrovnavat se stresovymi faktory (u vodnich a mokradnich druhi byla tato problematika
pomérné vzacné studovana; napi. Idestam-Almquist et Kautsky 1995, Puijalon et Bornette
2006). Mikroevolu¢ni aspekty fenotypové variability byly sledovany v fadé studii - vyrazna
adaptabilita se vyskytuje zejména u rostlin s vyvinutou heterofylii (napt. Hippuris vulgaris,
Proserpinaca palustris; Wells et Pigliucci 2000, Dorken et Barrett 2004). Otazka fenotypové
plasticity byla pfedmétem zdjmu mnoha studii zejména s ohledem na evoluéni proces (napf.
Grant 1991 a rada dalSich praci). Méné je znam dopad fenotypové plasticity na ekologické
chovani rostlin, které mize ovlivnit vzajemné biotické interakce ve spolecenstvu, populacni
dynamiku apod. (Miner et al. 2005).

Jednim z nejvhodnéjsich modell pro srovnavaci taxonomicko-ekologickou studii adaptability
rostlin (véetné fenotypové plasticity) jsou polyploidni komplexy. Pfi studiu morfologické
variability, diferenciace a rozsifeni polyploidnich komplexti nejde pouze o zjiSténi stavu

jednotlivych zkoumanych objektu, tj. jak se jednotlivé taxony ¢i cytotypy od sebe lisi, ale i o



objasnéni vzajemnych vztahi mezi nimi. Podobné studie ¢asto vedou k vysvétleni zakladnich
mechanismi, které zpusobily jejich diverzifikaci. Studium vyse uvedené problematiky vSak
umoznuje odpovédét na celou fadu dalSich otazek. Lze napfiklad odhalit mozné korelace s
Siti ekologické amplitudy, s frekvenci vyskytu druhu, s efektivitou reprodukénich systémiu a
jejich vztahem k Sifeni druhu a resistenci populaci. Pfi feseni téchto otdzek se jiz neni mozné
obejit bez vzajemného propojeni taxonomického a ekologického studia, a skupina Glyceria
fluitans je pro toto studium vhodny objekt. Zasadni vyhodou je i fakt, Ze se na uzemi CR
vyskytuji spolecné téméf vSechny evropské druhy sekce Glyceria: dva druhy diploidni
(G. declinata Bréb, G. nemoralis (Uechtr.) Uechtr. et Kérnicke) a dva tetraploidni (G. fluitans
(L.) R. Brown a G. notata Chevall; Borill 1956b, 1958b, Church 1949, Fitzpatrick 1946,
Holub 1970).

Diplomova prace navazuje na vysledky praci zabyvajicich se druhy r. Glyceria v Ceské
republice (Holub 1960, 1970) a ve Velké Britanii (Borril 1956a, b, 1958a, b). Borrill se
v ramci péstebnich experimenti vénoval pfedev§im morfologickym charakteristikam. Druh
G. nemoralis, ktery se ve Velké Britanii nevyskytuje (Holub 1980), do jeho studie nebyl
zahrnut. Informace o tomto druhu s vychodoevropskym rozsifenim jsou tedy stidle omezeny
na Odaje dokladajici vyskyt v arelach na uzemi jednotlivych stati (Holub 1970, 1980, Mirek
1988) Avsak i u ostatnich druht chybi srovnavaci ekologicka charakteristika, znalost

struktury populaci a zhodnoceni morfologické variability

Glyceria fluitans, G. notata, G. declinata a G. nemoralis jsou zastupci sekce Glyceria
vyskytujici se na uzemi Ceské republiky. Clenéni na vnitrodruhové Girovni existuje pouze u
druhu G. fluitans, u néhoz krom¢ nominatni subspecie byva v Evropé uvadéna také subsp.
poiformis Fries, pravdépodobn¢ ptivodni v severni Evropé (Dostal 1989). Tato subspecie byla
dfive udavana i z CR (Kubat 2002), aviak zde $lo ziejmé o zaménu s krizencem G. X
pedicellata (Kubat 2002). Z Islandu je udavana var. islandica (Love 1951), opravnénost jejiho
odliseni je vSak predmétem dal§iho zkoumani v severskych zemich. Je pravdépodobné, ze u
vétsiny morfologickych odchylek, které se u G. fluitans vyskytuji, jde o ekomorfozy, jejichz
pfipadny taxonomicky status musi byt dobfe zvazen (Borill 1958a, b). Do sekce Glyceria
patfi také kfizenec G. x pedicellata Townsend G. notata * G. fluitans; v otazce dalSich
moznych kfiZzenct chybi podrobné;jsi Uidaje a literarni zdroje se znacné rozchazeji; napt. Kubat
(2002) uvadi kromé G. x pedicellata jest¢ ktizence G. x digenea Domin (G. maxima %

G. notata). Z Velké Britanie je udavan kfizenec G. fluitans x G. declinata (2n=30; Stace



1984). Rozsahlé hybridiza¢ni pokusy Borrilla (1958a) vsak nevedly pfi této rodicovské
kombinaci ke vzniku semen. O hybridiza¢nim potencidlu G. nemoralis neni, narozdil od
alespon dil¢ich znalosti u druhut G. fluitans, G. notata a G. declinata, dosud nic znamo.

Studované druhy se pravdépodobné lisi ve zplisobu generativniho rozmnozovani. Pfi umélém
opylovani rostlin v kultufe byly u Glyceria fluitans zjistény znac¢né vykyvy v uspéSnosti
samoopyleni, svédcici o vysokém stupni autoinkompatibility, zatimco u G. declinata a
G. notata se produkce semen a jejich Zzivotnost nezhorSily ani po tfech sezonach
samoopylovani v kultufe (Borill 1958b). Je proto velmi pravdépodobné, Ze se mohou
vyskytovat klondlni populace G. fluitans s velmi omezenym generativnim rozmnozovanim.
Opyleni cizim pylem naproti tomu casto vede ke vzniku vétsi genetické variability mezi

populacemi.

Vyse uvedené znalosti problematiky sekce Glyceria davaji zaklad pracovnim hypotézam,

které se staly osou diplomové prace:

1. Vétsi rustova a morfologicka plasticita umoznuje schopnost vétsi adaptability vici zménam
Zivotniho prostfedi, coz vede ke schopnosti pfezit na nejriiznéjSich typech stanovist’.
2. Vétsi schopnost osidlovat nova stanovisté a pfezivat na stavajicich lokalitdich maji druhy s

vy$$i ploidni urovni.

K testovani uvedenych hypotéz je tfeba zaméFit se na zodpovézeni nasledujicich otazek, které
staly cili diplomové prace:

1. Jakd je intra- a interpopulaéni variabilita v ramci jednotlivych taxont? Udrzuji se
morfologické rozdily zjisténé mezi populacemi i pii péstovani rostlin v kultufe? Ktery z druhi
ma nejvétsi rozsah morfologické variability?

2. Jaky je charakter vybranych populaci jednotlivych druhti (velikost, fragmentace)?

3. Jaka je absolutni velikost jaderného genomu jednotlivych druhd a jak tyto druhy
diferencuje?

4. Jaké rozdily mezi druhy existuji ve vazbé na stanovistni faktory (ptidni chemismus, vodni
rezim, antropické vlivy) a rostlinna spolecenstva? Jaka je S§ife ekologické amplitudy
jednotlivych druha?

5. Lze $ifi ekologické amplitudy a frekvenci vyskytu vztahnout k morfologické variabilité
druha?

6. Lze $iti ekologické amplitudy a frekvenci vyskytu vztahnout k urovni ploidie?



1. Stru¢na charakteristika rodu Glyceria

Glyceria R. Brown 1810, Prodr. Fl. Nov. Holl. 1: 179 [nomen conservandum]
Ceské jméno: zblochan

1.1 Zarazeni v systému cévnatych rostlin

Glyceria sensu APG 11 (2003):

Clade: Monocots,Commelinids fad: Poales , ¢eled’ Poaceae,

Rod Glyceria sensu Takhtajan (Takhtajan 1996):

Kmen: Magnoliophyta, tfida: Liliopsida, podtiida: Commelinidae, fad: Poales, celed”
Poaceae, podc¢eled’: Pooideae, tribus: Melicae, rod: Glyceria

1.2 Stru¢na morfologicka charakteristika

Rod Glyceria zahrnuje vytrvalé byliny rozsifené zejména v mirném pasu severni polokoule.
Jsou to rostliny vysoké od 15 do 200 cm, tvofici vétSinou ridké porosty, s poléhavymi az
pfimymi stébly a s podzemnimi oddenky. Listové ¢epele byvaji $picaté nebo zaspicatélé, z
obou stanstran nebo jen na spodni strané drsné. Jazycky rodu Glyceria maji blanity okraj.
Lata byva volna nebo stazena, Casto ponékud nachylena na stranu. Klasky jsou vicekvété,
ovalné nebo uzce protahlé. Pluchy jsou 5-11ti zilné, bez osin, pluska byva zhruba zdéli
pluchy. Plody jsou obilky s malym embryem (Tzvelev 1976, Holub 1980).

1.3 Celkové rozsireni

Rod Glyceria zahrnuje asi 50 druhd, s téZistém rozsifeni rodu v mirném pasu Starého i
Nového svéta. Nékteré druhy mohou byt nalezeny v subtropech obou polokouli a ¢aste€né i v
horskych oblastech tropti. Z téchto 50 druh se jich v Evropé vyskytuje 11 (Tzvelev 1976).
1.4 Vnitini ¢lenéni

Rod Glyceria se dnes rozdéluje do 3 sekci — Hydropoa, Striatae a Glyceria — morfologicky
dobfe odliSenych. Hitchcock (1935) uvadi rozdéleni rodu Glyceria na dvé sekce, a to
Euglyceria pro G. fluitans a ptibuzné taxony a sekci Hydropoa pro ostatni druhy. Vymezeni
znaki druhli ze sekce Euglyceria uvadi Gordon (Grenier & Gordon 1856 viz Church 1949) .
Jedna se zejména o znaky na klascich, jako je protahle kuzelovity tvar klaskd pred opylenim,
srostlé plenky a zbytek blizny pretrvavajici na obilce. Druhy s viceméné zplostélymi klasky a
rozlozitymi latami byly zafazeny do druhé sekce s nazvem Hydropoa. Tato skupina se vSak
Jevila prili§ heterogenni a Church (1949) ji tedy rozdélil do dvou sekci. Nova sekce, s ndzvem
Striatae, zahrnuje druhy s pluchou na vrcholu ostrou nebo tupou, pluskou na vrcholu rozfizlou
Uzkym zarezem, s plevami volnymi, ovalnymi nebo tupymi a s obilkami obvykle obvej¢itymi,

velmi vzacné ovalnymi (Church 1949; podrobny kli¢ s vymezenim sekénich znakl tamtéz).



1.4.1 Sekce Hydropoa Dumort.

Sekce Hydropoa se vyzna¢uje dlouhymi, tlustymi oddenky, vzpfimenym stéblem, robustnim
vzhledem a kuzelovitymi listovymi pochvami. Druhy této sekce maji velmi Sirokou,
rozvétvenou latu tvorenou mnoha klasky 4-10 mm dlouhymi. PluSka neni na kylu kridlata,
ty¢inky jsou v kvétu 3 (Holub 1980). Do této sekce patii 3 evropské druhy, a to druh G.
triflora, roz$iteny na stfednim Uralu, ve sttednim Rusku a dale na severu Asie, dale druh G.
arundinacea, jehoZz aredl roz§ireni zaujima severovychodni Evropu od Bulharska po dolni tok
Volhy, na sever zasahujici az na 51° s.8. v Rusku a druh G. maxima, jediného zastupce této
sekce v CR, jehoz areal zaujima vétsinu Evropy (chybi pouze v nejseverngjsich oblastech a
také ve vétsing€ jihozapadni Evropy) (Holub 1980).

1.4.2 Sekce Striatae Church

Tato sekce zahrnuje zastupce rodu Glyceria s dlouhymi, celkem tlustymi oddenky, se
vzpfimenym, tenkym stéblem a zplostélymi listovymi pochvami. Maji Siroce rozloZenou
bohatou latu s klasky o velikosti 210 mm. Pluska neni na kylu kfidlata, ty¢inky jsou v kvétu
pouze 2 (Holub 1980). Z této sekce je v Evropé pouze druh G. lithuanica, vyskytujici se ve
vlhkych lesich severovychodni Evropy, ktery dosahuje na zapad Norska a na jih na 53°s. 8. v
Rusku. Dal§imi zastupci v této skupiné jsou G. canadensis, severoamericky druh zdomécnély
v Némecku a G. striata, rovnéz severoamericky druh, ktery byl v nedavné dobé nalezen
vzacné se vyskytujici i v CR (Holub 1980, Dan¢ak 2002).

1.4.3 Sekce Glyceria (EuGlyceria Griseb.)

Sekce je charakterizovana kratkym oddenkem, Gzkymi stébly, casto lezatymi nebo
vystoupavymi. Listové pochvy jsou zplostélé, kvétenstvim je rozlozita nebo Gzka lata, nékdy
pouze s nékolika klasky dlouhymi 8-30 mm. Plusky jsou na kylu kfidlaté, ty¢inky jsou v
kvétech 3. Do této sekce patii vétina zblochanii vyskytujicich se na uzemi CR. Jedinym
druhem z této sekce, kteryse u nas nevyskytuje, je G. spicata, rostouci ve vychodnim a
sttednim Stfedozemi, velmi podobny G. fluitans. Jeho taxonomickd hodnota je stale
pfedmétem zkoumani (Holub 1980).

1.5 Okruh Glyceria fluitans v ceskych kvétenach a kli¢ich

G. declinata ani G. striata neni v Dostalové Kvétené CSR (Dostal 1950) jesté uvedena,
podobné jako ve flérach sousednich zemi (Mirek et Zaluski 1986). Dostal (1950) uvadi jak
sterilniho kiizence G. xpedicellata, tak nékolik dalSich kfizencu — G. digenea (G.maxima
xG. fluitans), G. xDanhelkyana (G. maxima xG. nemoralis) i s misty vzacnych nalezi, ale bez
blizsiho popisu rostlin. Dale je zminén poddruh od G. fluitans ssp. poaeformis a od G.

maxima (G. maxima ssp. arundinacea) Holub publikoval roku 1960 (Holub 1960) praci o



roztrouseném vyskytu G. declinata v CSSR. V Dostalové seznamu cévnatych rostlin CSSR
(Dostal 1982) se objevuje G. xpedicellata, G. digenea i G. xDanhelkyana, nové je zminéna
G. stricta. V Nové Kvétené z roku 1989 (Dostal 1989) je jiz druh G. declinata uvadén jako
celkem hojny v zapadni poloviné republiky, na vychod vyrazn€¢ vyznivajici. Zminéni jsou
druhu G. striata, ktery byl objeven ve vychodni ¢asti republiky, vyskytuje se zde vSak jen
vzéacné (Dancak 2002).

1.6 RozsiFeni rodu Glyceria v CR

Na tizemi CR jsou tedy zastoupeny viechny sekce, a to taxony G. maxima (sekce Hydropoa),
G. striata (sekce Striatae) a druhy G. fluitans, G. notata, G. declinata a G. nemoralis (sekce
Glyceria). Do sekce Glyceria patti také kiizenec G. xpedicellata (rodi¢i jsou G. notata a G.
fluitans), ktery je zcela sterilni, ale mize byt vzacné nalezen v oblastech vyskytu obou
rodiCovskych druhd, protoze se S§ifi vegetativné. O ostatnich kfizencich vsak chybi
pouze G. digenea, a to jako kiizence G. maxima a G. notata (podobné Dostal 1989, zde
ovsem i G. x Danhelkyana).

1.7 Zpusoby rozmnozovani

Zpusoby rozmnoZovani detailné studoval na materialu z Velké Britanie Borrill (Borrill 1958).
Z jeho pokust vyplyva n€kolik dilezitych poznatki o chovani jednotlivych druhi rodu
Glyceria v kultufe a pfi umélé hybridizaci. Bohuzel do jeho studie nemohla byt zahrnuta G.
nemoralis, nebot’ na Britské ostrovy jiZ areal rozsifeni tohoto druhu nesaha (Holub 1980).
Rostliny druhu Glyceria declinata vykazovaly vysokou Gspé$nost samoopyleni a semena
ziskana timto zplsobem nevykazovala neméla horsi Zivotnost nez semena ziskana normalni
cestou. Totéz plati o druhu G. notata. U obou nedoslo k pozorovanému zhorSeni vlastnosti
semen ani po tiech sezonach samoopylovani v kultufe. Upln& odli§né se jevilo chovani rostlin
druhu G. fluitans, u néhoz zfejmé funguji bariéry snizujici fertilitu po samoopyleni. Zatimco
vysledky u predchozich dvou druhdl byly ve vSech populacich stejné, populace G. fluitans
davaly pokazdé jiné vysledky. Je ziejmé, ze se G. fluitans lisi od ostatnich dvou studovanych
druhl ve stupni autokompatibility a také podle pribéhu oplozeni. Je tedy mozno povaZovat
druhy G. notata a G. declinata za inbredni druhy, na rozdil od druhu Glyceria fluitans,
pfestoze i u tohoto druhu se musi s uréitym procentem semen vzniklych samoopylenim
pocitat. Vysledky této studie také pFinaseji mozné vysvétleni vyssi variability u druhu G.
fluitans, v porovnani s ostatnimi dvéma druhy, ktera mizZe byt v pfimé souvislosti s

pfevazujicim zpisobem rozmnozovani. Borrill (1958) také provadeél oboustranné hybridizaéni



pokusy, mezi G. declinata, G. fluitans a G. notata a mezi tetraploidnimi G. fluitans a G.
notata. Pti kfizeni G. declinata s tetraploidnimi druhy Zzadna semena nevznikla. Pri
vzajemném kfizeni tetraploidnich druhG sice nevznikli fertilni jedinci, nicméné s riznou
uspéSnosti vznikala semena. Zda se, ze existuje vy$Si pravdépodobnost vzniku

zivotaschopnych semen pokud je donorem pylu druh G. notata.



2. Charakteristika jednotlivych druhi@i okruhu G. fluitans na zakladé
literarnich udaji

2.1 G. fluitans (L.) R. Brown — zblochan vzplyvavy

Morfologicka charakteristika

Kofenujici stébla (40-120 cm vysoka) zblochanu vzplyvavého jsou vystoupava nebo
poléhava, ve vodé vzplyvava. Oddenky tohoto druhu jsou dlouze plazivé. Listy ma tmavé¢ az
Sedé zelené, dlouze zaspicat¢lé a zejména pod vrcholem velmi drsné. Listové pochvy byvaji
hladké a slabé zplostélé. Lata je ochabld, jednostranna, fidka a nesouvisld. Ve strednich
nodech kvétenstvi je rozvétvenda, po odkvétu je stazena. Klasky byvaji kratce stopkaté,
¢arkovité podlouhlé a Spicaté. Pluchy jsou podlouhlé, 5,5-7,5 mm dlouhé, maji 7 vyniklych
zilek, na vrcholu byvaji $picaté nebo zaspicatélé a celokrajné. Prasniky jsou fialové, 2-3 mm
dlouhé, obilky témér trikrat delsi nez Siroké, podlouhle obvejcité az elipsoidni (Borrill 1956a,
Dostal 1989, Holub 1980).

Taxonomicka problematika druhu G. fluitans

Kromé ssp. fluitans, charakterizované jednostrannou tzkou latou se silnymi vétévkami,
zejména v horni ¢asti vyrazné drsnymi listy, pluchou 3x delsi nez Sirokou, $pic¢atou a klasky
svétle zelenymi, se v Evropé vyskytuje ssp. poiformis Fries (syn. poaeformis), se Sirokou
latou s tenkymi vétévkami, méné drsnymi listy, pluchou jen 2x del$i nez Sirokou a na konci
tupou, s klasky tmavé zelenymi (Holub 1980, Dostal 1989). Pravdépodobné je piivodni v
severni Evrop€. V minulosti byl tento poddruh chybné udavan z Chribi, zfejmé diky zaméné
s G. x pedicellata. Nicméné k obtizn¢ rozliSitelnému kfizenci G. X pedicellata nalezi
pravdépodobné alespont ¢ast rostlin odliSovanych v zahrani¢i jako ssp. poiformis (Kubat
2002). Z Islandu je udavana varieta islandica (Love 1951), vyznacujici se kratSimi, zvinénymi
az vroubkovanymi pluchami; opravnénost odliSovani této variety je pfedmétem dalSich
zkoumani v severskych zemich (Holub 1980). Ze vSech blizce pfibuznych druhli naSich
zblochant se u G. fluitans nejcastéji vyskytuji pomérné dobre rozlisitelné ekomorfozy, jejichz
taxonomicky status musi byt dobfe zvazen (Borrill 1958a).

Karyologie

Stihlin (1929) udava 2n = 28. Jeho udaj vsak neni podlozen herbafovou polozkou, a tak jej
Ize povazovat diskutabilni. VSechny prace od roku 1939 se shoduji, ze G. fluitans je

tetraploidni (2n = 40; Fitzpatrick 1946, Borrill 1956b, Kubat 2002).



Celkové rozsireni

Aredl rozsifeni druhu G. fluitans ma borealné-subatlantsky charakter (Dostal 1989, Holub
Jeho vyskyt na vychodé¢ USA je ziejmé sekundarniho razu (Church 1949), podobné jako
vyskyt v Australii (Conert 1992).

Protably not native in America o e U o T gy

ol

oy
N

. § Amerca

Glyceria fluitans

Obr.1: Mapa celosvétového rozsireni druhu Glyceria fluitans (Meusel 1965

Rozsifeni v CR

Na tzemi CR je G. fluitans nejhojnéjsi z blizce pfibuznych druhii sekce Glyceria. Prevazuje
zejména v kolinnim az montannim stupni, naopak v termofytiku se vyskytuje fidce az vzacné
(Dostal 1989, Kubat 2002, Hrancik 2005). Vyskové minimum vyskytu bylo zaznamenano v
Mélniku 150 m n. m., maximum na Kvildské slati, v pfiblizné¢ 1100 m n. m.

Ekologie a charakter populaci

Roste na chladnych, bazinatych, mélce zaplavenych, v 1ét€ obcas vysychajicich ptudach, ¢asto
chudych na vapnik, vétSinou neutrdlnich az kyselych (Dostal 1989, Hrancik 2005).
Fenologicky odpovida ostatnim evropskym zblochaniim, tj. kvete n¢kolik mésici od kvétna
do fijna (Holub et al. 1970). Je diagnostickym druhem ve spole¢enstvech svazu Sparganio-

Glycerion fluitantis, jako dominantni druh se vyskytuje i ve spolecenstvu Oenanthion

aquaticae (Chytry et al. 2001, Chytry et Tichy 2003).
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2.2 G. notata Chevall. (syn. G. plicata Fries) — zblochan Fasnaty

Morfologicka charakteristika

Asi 40-80 cm vysoka, tmava az modrozelena rostlina s plazivym, vybézkatym oddenkem.
Listy jsou v mladi 2x podéln¢ ziasené, v dospélosti ploché, slabé drsné, zebernaté, nahle
zadpicatélé. Listové pochvy jsou slabé zplostélé. Zilky listovych pochev jsou rovné,
nezprohybané, nejsou napadné vyniklé. Lata je protahla, vSestranné bohaté vétvena, nekdy
muze byt previsla. Klasky jsou Sedozelené, nékdy slabé nafialovélé, Gzce podlouhlé. Plevy
jsou nestejné dlouhé, tupé, pluchy jsou Siroce eliptické, na okraji mé€lce vroubkované, 3,54,5
mm dlouhé, na hibeté mezi zilkami drsné. Zilky jsou stejné dlouhé, dosahuji blanitého okraje
pluchy. Pluska obvykle byva kratsi nez plucha (Dostal 1989, Kubat 2002, Holub 1980).
Karyologie

Vedle G. fluitans je druh G. notata nasim druhym tetraploidem s 2n = 40. Podobné jako u
G. fluitans, i u tohoto druhu udava Stihlin (1929) pocet 2n = 28, opét nedolozeny herbafovou
polozkou a pozdé€j$imi autory nepotvrzeny (Fitzpatrick 1946).

Celkové rozsireni

Zblochan tasnaty je subatlantsko-submediterannim prvkem, a tak je roz§ifeny v celé¢ Evropé
od severni Afriky po Blizky Vychod, na sever az po 62°30" v severozapadnim Rusku (Holub
1980). Sekundarn¢ je rozsiten napriklad v Costa Rice (Conert 1992).

Glyceria plicata

Obr. 2: Mapa celosvétového rozsiteni druhu Glyceria notata.(Meusel 1965)
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Rozsifeni v CR

Vyskytuje se hojné az roztrousené po celém tzemi Ceské republiky, zejména v Panonském
termofytiku a teplej$im mezofytiku (sttedni Cechy, vychodni Morava). V oreofytiku,
predevsim v Ceském, je nalézan velmi vzacné. Vyskové minimum vyskytu bylo zaznamenano
v Litoméficich 140 m n. m., maximum u Petrovky (Krkonose) v pfiblizn¢ 1100 m n. m.
Spole¢né s G. fluitans se jedna o nejhojnéjsiho zastupce rodu v CR (Hran¢ik 2005, Kubat
2002).

Ekologie

Druh se vyskytuje u potoki nebo v ptikopech s pomalu tekouci vodou, na pramenistich,
raseliniStich a na luénich mokfadech. Roste na mokrych, bazinatych nebo mélce
zaplavovanych pladach, bohatych na ziviny, ¢asto vapnitych a humdznich (Dostal 1989).
Casto se vyskytuje jako dominantni druh ve spoledenstvech svazu Sparganio-Glycerion
Sfluitantis (Chytry et al. 2001, Chytry et Tichy 2003). Jako vyznamny druh se podili na

asociaci Glycerietum plicatae a Glycerietum nemoralis-plicatae. (Moravec et al 1995)

2.3 G. declinata Bréb. - zblochan zoubkaty

Druh G. declinata byl popsan na druhové Grovni Brébissonem (Brébbison 1859) ve Francii a
dlouho byl povazovan pouze za lokalni typ vyskytujici se na zdpadnim pobriezi Atlantiku ve
Francii a jihovychodni ¢asti Velké Britdnie. V mnoha pfipadech byl tento taxon chybn¢
pfifazovan k druhu G. fluitans nebo G. notata. Cytologicky prizkum v letech 1939 —1956 na
materidlu z mnoha zemi — Velka Britanie (Maude 1939, Fitzpatrick 1946, Borrill 1956),
Francie (Stoermer 1951), Korsika (Litardiére 1954), Norska (Stoermer 1951) i USA (Church
1949) (shrnuto in Holub 1960) — dokazal karyologickou odlisnost od obou téchto druhi. Poté
se tomuto druhu zacala vénovat pozornost a zastupci druhu G. declinata byli nahle nalezeni
ve viech zapado- a stfedoevropskych zemich. I na tzemi CR byl tento druh dlouhou dobu
prehlizen. Paradoxné vSak byl taxon G. declinata poprvé popsan roku 1827 v préci Flora von
Schlesien (viz Holub 1960) pravé z tzemi CR (Velké Heraltice u Opavy), a to jako varieta
G. fluitans. PresvédCivym dikazem o ptislusnosti této rostliny k druhu G. declinata je jeji
nizky vzrist (jenz dal rostliné latinské jméno) a zejména Gdaj o zubatosti pluchy (Holub
1960). Znovuobjeveni druhu G. declinata na naSem Uzemi bylo publikovano v roce 1960
Holubem (1960). V praci Walterse (1959) i Holuba (Holub et al. 1970) se objevuji zminky o
vzacném ktizenci G. declinata a G. fluitans ve Velké Britanii a Svédsku (Lambert 1949,
Hubbard 1954). Borrill (1958b) vsak nepotvrdil vyskyt tohoto hybrida ani jeho vznik pfi

hybridizaci v experimentalnich podminkach. Jako posledni byla publikovdna zminka o

12



nalezeni kfizenci G. declinata a G. fluitans v okoli Cambridge ve Velké Britanii i s
chromozomovym po¢tem - 2n = 30 (Stace 1984).

Stru¢na morfologicka charakteristika

G. declinata je vytrvala, zpravidla voln¢ trsnata bylina. Je lysa, siva nebo alespoi nasivéla,
Casto byva fialoveé zabarvena. (5-)10-55(-70) cm vysoka, zpravidla s plodnymi i kvetoucimi
stebly v jednom trsu. Oddenek je rozvétveny, kryty bezéepelnymi, vlaknité¢ rozpadavymi
pochvami. Stébla jsou ptima, vzpiimena nebo castéji obloukovité vystoupava z poléhavé
baze, na bazi casto korenujici. Pochvy stébelnych listi jsou silné zplostélé, kylnaté, hladké
nebo mirné drsné, s okraji tenkymi a blanitymi, mnohem del$i nez ¢lanky stébelné. Jazycek je
4-8 mm dlouhy, ostry nebo zaostieny, celistvy, pozdéji mize byt hrubé rozdfipeny. Listové
Cepele jsou ¢arkovité az Siroce ¢arkovité, po délce zhruba stejné Siroké, nahofe nahle stazené
v képovitou §picku. Kvétenstvim je uzka lata, v obrysu ¢arkovita az kopinata, pfima nebo
zakfivend, zpravidla jednostranna, za plodu stazena. Je jednoducha, hroznovitd, nebo ma
naspodu 1-2 odstalé pfiosni chudoklaskové vétévky. Vétévky laty jsou tuhé. Klasky byvaji
vzpiimené, kratce stopkaté,valcovité a ponékud smacklé, s 8—12 zelenymi nebo nafialovélymi
kvéty (Holub 1960, Kubat 2002).

Hlavnimi rozliSovacimi znaky oproti ostatnim druhlim ze sekce Glyceria jsou: 3(-5) vyrazné
zuby na vrcholu pluchy. Zilky pluchy probihaji az k blanitému lemu a 3 z nich dosahuji témét
okraje pluchy v jim odpovidajicich zoubcich. Listy nahle kapovité stazené a sivé. Prasniky
0,7-1 mm dlouhé, nanejvys 2x delsi nez Siroké (ostatni druhy mivaji prasniky del§i nez | mm
a 2-5x delsi nez Siroké; Holub 1960) .

Morfologicka variabilita

Variabilita druhu G. declinata je ztejmé omezena jen na ekomorfézy, byt na prvni pohled
celkem odlisné. Typ vysychajicich lu¢nich cest je predstavovan rostlinami nizkymi, ¢asto
trsnatymi (vzristem pripominajici Alopecurus aequalis), se zhruba hroznovitym kvétenstvim,
lodyhami a klasky fialové nab&hlymi. Protiklad tvofi rostliny statné, zelené, jen mirné
pottickti (Holub 1960). Ze zahrani¢i jsou udavany také vzplyvavé formy (Walters 1959), z
naseho Gzemi dosud nepublikované (pravdépodobné proto, zZe G. declinata na naSem uzemi se
tak Casto ve vodé nevyskytuje).

Karyologie

Piehled studii zabyvajicich se chromozomovymi pocty u druhu G. declinata uvadi Holub
(1960). VSechny prace se shoduji na tom, ze druh G. declinata je diploidni, 2n = 20. Tento
pocet byl zjistén na materialu z Velké Britanie (Maude 1939, 1940, Fitzpatrick 1946, Borrill
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1956), Francie (Stoermer 1951), Korsiky (Litardiére 1954), Norska (Stoermer 1951) a USA
(Church 1949).

Celkové rozsireni

Charakterem svého arealu se G. declinata tadi mezi subatlantské prvky, celkovy areal druhu
zaujima atlantickou ¢ast Evropy otl 60° s. §. (jizni Norsko) k 36° s.5. (Algeciras u Gibraltaru
na Pyrenejském poloostrové), s hlavnim vyskytem ve Velké Britanii a stiedni Evropé. Na
vychod jsou znamy jen ojedinélé vyskyty na Ukrajin€é a v rumunské ¢asti Banatu. Vedle
evropskych vyskytl je znama z Makaronésie (Madeira; Holub 1960). Je udavan i ze severni
Ameriky (Nevada, Kalifornie), kde vSak neni povazovan za piivodni taxon (Barkworth 2007)
V celém aredlu dosahuje G. declinata nejvyssi nadmorské vysky v USA v kanonu feky

Sacramento v 1300 m n.m. NejvysSich nadmotskych vySek v Evropé dosahuje zblochan v

horach stfedni Evropy ve vyskach okolo 1000 m n.m.(Holub 1960).

Glyceria declinats

™

Obr. 3: Mapa celosvétového rozsifeni druhu Glyceria declinata (Meusel 1965)

Rozsifeni v CR

Vzhledem k ocednickému rozsiteni druhu je centrem jeho vyskytu zapadni polovina Cech a to
zejména v kolinnim aZ submontannim stupni. V termofytiku je nalézén vzacnég, v teplejSim

mezofytiku je jeho vyskyt roztrouseny, v oreofytiku (kromé Zdarskych vrchil) je také
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pomémé vzacny. Nejvice lokalit bylo zaznamenano ve fytochorionu Ceskomoravska
vrchovina a Zd'arské vrchy. Minimum vyskytu Lanzhot, 155 m n. m., maximum Pustevny,
1105 m n. m. (Hran¢ik 2005. Kubat 2002).

Ekologie

Obvyklym stanovistém byvaji mokré lesni a lu¢ni cesty, okraje ptikopi, biehy rybnikt a tini;
stejné tak je mozno jej nalézt ve vlhkych depresich a na pastvinach. Oproti ostatnim taxoniim
sekce se vyznacuje nejveétsi toleranci k suchym stanovistim. Ziidka byva nalezen v mélké
vodé na okraji poticku a rybnik, ale obvykle nezasahuje hloubégji do vody jako G. fluitans.
Velmi c¢asto roste na mistech naruSenych ¢lovékem nebo dobytkem, vétSinou na pudach
chudych na vépnik, tedy na kyselych pis€itych az hlinito-jilovitych ptidach. Oproti ostatnim
druhim nesndsi zastinéni a v zapojenych porostech se naléza jen zridka (Holub 1960, Kubat
2002). Fenologicky se pfilis nelisi od pfedchozich dvou druhti (Holub et al. 1970). Vzhledem
k obvykle vtrousenému charakteru populaci se jen vyjimeéné vyskytuje jako dominantni druh
ve spolecenstvech svazu Sparganio-Glycerion fluitantis (Chytry et al 2001, Chytry et Tichy
2003). V posledni dobé je druh G. declinata sledovan v USA, kde jeho populace v nékterych

c¢astech Kalifornie maji aZ invazivni charakter (Rogers 1998, Witham 2003).

2.4 G. nemoralis (Uechtr.) Uechtr. et Koérnicke — zblochan hajni

Plvodni popis z roku 1866 (Uechtritz et Kdrnicke 1866) nebyl nékterymi pozd€j$imi autory
hodnocen na druhové urovni napf. Stojanov et Stefanov (1948) uvadéji pouze varietu —
G. fluitans (L.) Br. var. nemoralis Uechtr. et Korn. Pti revizi skupiny Jensen et Wachter
(1931) klasifikovali G. nemoralis jako subspecii G. plicata, stejné jako Hermann (1938,
1956). V publikacich po roce 1866 priznavala vétSina zbyvajicich autorti flor stfedni a
vychodni Evropy tomuto taxonu hodnotu druhu. Vzhledem k dobré morfologické, ekologické,
fenologické, a karyologické odlisnosti neni jiz druhova hodnota pfedmétem sporii (Holub et
al. 1970).

Struéna morfologicka charakteristika

Rostliny jsou bledé az nazloutle zelené, s kratkym, plazivym, vybézkatym oddenkem. Stébla
jsou piima, 40-100 cm dlouha, hladka, tenka a chaba. Listové pochvy byvaji zplostélé, do 2/3
hladké, nahote slabé drsné. Zilky pochev nejnizsich listd jsou napadné vyniklé a Gasto
vinkované zprohybané. Jazy¢ek méii az 5 mm, u hornich listi byva nitkovité dfipeny. Cepele
list( jsou ploché, 3—8 (10) mm Siroké, drsné, znenahla z(izené a na Spicce nahle zaspicat¢lé.
Lata byva 15-28 cm dlouha, vSestranna, v obrysu Siroce podlouhld, dole mnohokvéta.

Vétévky v kvétenstvi jsou hladké, klasky jsou bled¢ zelené, nékdy mohou byt nafialovélé,
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pozd¢ji zlutohnédé. Pluchy jsou Siroce obvejcité, celokrajné, 3—3,5 mm dlouhé, na hibeté
mezi zilkami hladké. Zilky na pluchach jsou nestejné dlouhé, jen 3 del3i dosahuji blanitého
okraje pluchy, 4 kratsi zilky jsou od poloviny pluchy téméf neztetelné, pluska byva casto delsi
nez plucha (Holub et al. 1970, Dostal 1989, Kubat 2002).

Karyologie

Na rozdil od ostatnich druhii byly pocty chromozomi G. nemoralis publikovany relativné
nedavno (Holub et al. 1970) - udavaji G. nemoralis jako druhého diploida ve skupiné
G. fluitans (2n = 20).

Celkové rozsireni

Aredl rozsifeni druhu G. nemoralis zaujima uzemi stati vychodni a z¢asti i stfedni Evropy
(v€etné Rakouska a Madarska) po Balkan a Turecko. Jako typicky predstavitel
vychodoevropského floristického subelementu mé zapadni hranici svého rozsiteni v Ceské
republice (Holub et al 1970).

Rozsifeni v CR

V Cechach se vyskytuje roztrousend az vzacné, zejména na severnim okraji (Lounsko,
Litoméficko, Benecko, Broumovsko), na jihovychodé republiky (okoli Brna, Bilé Karpaty) je

83 24

maximum Holy vrch u Broumova, cca 750 m n. m. (Hranéik 2005, Chytry et Rafajova 2003.

Ekologie

Na rozdil od nasich ostatnich zblochanti ma G. nemoralis jasné vymezené ekologické naroky.
Obvykle vytvari rozsahlé porosty v lesnich potocich, pramenistich a nebo na krajich rybnikut v
misté usti potoka do rybniku. Jednoznacné preferuje polostinné az stinné prostfedi a vyhyba
se vyrazn¢ synantropnim stanovistim. Byva na mokrych a obc¢as zaplavenych ptdach
bohatych na Zziviny, zasaditych, humoznich, kamenitych nebo ¢astéji jilovych (Holub et al.
1970). Od ostatnich druht je rovnéz odlisen fenologii. Délka kveteni je omezena pfiblizné na
jeden mésic v obdobi ¢ervna a ¢ervence, v zavislosti na stanovistnich podminkach (Holub et
al. 1970). Jako dominanta se vyskytuje ve spolecenstvech svazu Sparganio-Glycerion
Sfluitantis (Chytry et al. 2001). Kopecky (1972) popisuje asociaci Glycerietum nemoralis-

Pplicatae, se vzacnym vyskytem pti potocich v moravské ¢asti Karpat (Kopecky 1972).
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3. Ekologicka charakteristika druhi

Ekologické naroky a vazby na abiotické podminky prostiedi patii k zdkladnim
charakteristikdm vSech druhti a mnohdy mohou byt dilezitym podpirnym voditkem pfi jejich
determinaci. Klasickym prikladem takového jevu miiZze byt ekologicka diferenciace dvou
morfologicky jen velmi malo rozriznénych evropskych druhli rodu Rhododendron —
R. ferrugineum, ktery roste na kyselych substratech a R. hirsutum, rostoucim na vapnitych
podkladech (Lauber et Wagner 2001). U blizce ptibuznych druhi nesou mnohdy tyto
charakteristiky vice informaci neZ morfologické znaky (Hroudova et al 1999, Debussche et
Thompson 2003). Na druhou stranu, zejména u druhd s rozsahlym aredlem existuje velka
tolerance k ekologickym podminkdm. Druhy se tak vyskytuji v Siroké amplitudé

ekologickych podminek s jednim nebo nékolika optimy vyskytu v ur¢ité ¢asti tohoto spektra.

Okruh G. fluitans je okruhem blizce ptibuznych druht, v némz existuji pomérné dobré
determinacni morfologické znaky, ale o ekologické variabilit¢ jednotlivych druhli nebylo
doposud piili§ mnoho znamo. Napiiklad anglicky botanik Borrill (Borrill 1956, 1958) se
okruhem G. fluitans mnoho let podrobn¢ zabyval, v jeho praci v§ak chybi podrobnéjsi popis
stanoviStnich narokti jednotlivych druht, ktery by pomohl objasnit jejich frekvenci vyskytu a
rozSifreni. V mnoha pracich je také uvadéno rozdéleni vyskytu G. fluitans a G. notata na
zakladé pH pudy (Dostal 1989), nejsou vSak znamy prace zaloZené na potiebnych analyzach
potvrzujici tyto domnénky. Cilem této Casti prace se tedy stala snaha zaplnit mezery ve
znalostech o ekologickych narocich jednotlivych druhi, jejich vazbach na abiotické faktory,
Sifi ekologické amplitudy a nalezeni optimalnich podminek vyskytu jednotlivych druhi. Tyto
znalosti mohou byt vyznamné jak z hlediska snah o vysvétleni vzéacnosti resp. hojného
vyskytu jednotlivych druht, tak zejména pfi studiu hybridizace, kdy na zékladé potencidlniho
spolecného vyskytu taxoni (dle jejich ekologickych naroki) mize byt usuzovano na moznost

jejich vzajemné hybridizace.

3.1 Metodika

Do podrobnéjsiho zkoumani bylo zarazeno 48 populaci. Na kazdé lokalit¢ byl
zaznamenan soupis druhl, v homogennich porostech i fytocenologicky snimek s pouzitim
Braun-Blanquetovy sedmiclenné stupnice pokryvnosti (Moravec 1994). Charakter nékterych
lokalit i populaci zamezil ve vétSin¢ pripadu fadné snimkovani, ale pro ucely identifikace

hlavnich doprovodnych druhti byly zarazeny i prosté druhové soupisy. Dale byly
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zaznamenany udaje o mnozstvi a charakteru vody (tekouci vs. stojata), celkova pokryvnost i
pokryvnost samotnych studovanych druhii a nadmofska vyska. Za ucelem stanoveni vazeb
jednotlivych druht k abiotickym podminkam stanovisté byly u vybranych populaci stanoveny
zakladni pudni charakteristiky — pH ve vod€ a v 1 mol KCI, vyménné Ca®, Mg*, K" a Na",
celkovy obsah C, N, P a organického C. Pudni analyzy byly provadény v laboratofi
Botanického tstavu AV CR, v.v.i. v Prithonicich dle nasledujicich postupi:

Stanoveni vyménnych fosfore¢nanti v piid¢ se provadélo fotometrickou metodou podle
Olsena (1982). Stanoveni pH v pudach — aktualni a vyménné bylo méfeno pfi stdlém michani
kombinovanou pH elektrodou s teplotni korekci. Stanoveni uhli¢itanli v pudach bylo
zjistovano volumetrickou metodou. Stanoveni Ca, Mg, K bylo provedeno metodou atomové
emisni spektrometrie (Ca, K) a atomové absorp¢ni spektrometrie (Mg) na AAS spektrometru
9200X (Unicam) pti pouziti rezimu plamene acetylen-vzduch. Provedeny byly i elementarni
analyzy C, N. Obsah amonnych soli byl stanovovan fotometrickou analyzou zaloZenou na
barevné reakci. Méfeni absorbance roztoku bylo provedeno UV-VIS spektrometrem UV4-200
(Unicam) pfi 655nm. Stanoveni dusi¢nani bylo provedeno ve vodném vyluhu (za stejnych
podminek jako u NH4) metodou kapilarni izotachoforézy na ITP analyzatoru ZKI-01 (Monar
1972).

Pro posouzeni zda taxony rodu Glyceria sleduji gradienty prostiedi, tj. jsou-li patrné
vazby jednotlivych druhti k ur¢itym (odlisnym) typum prostiedi bylo vyuzito statistického
programu Canoco for Windows (ter Braak et Smilauer 2002). Po zhodnoceni vztahu
abundance druhti a jednotlivych charakteristik prostredi pomoci tzv. species-response curves,
generovanych programem Cano Draw (ter Braak et Smilauer 2002) bylo pfistoupeno k pouziti
unimodalnich technik. Provedena byla pfima unimodalni gradientova analyza (kanonicka
koresponden¢ni analyza — CCA) s pouzitim druhd rodu Glyceria jako zavisle proménnych.
Pomoci analyzy PCA (principal component analysis) proménnych prostfedi v programu
Canoco byly identifikovany dvé vysoce korelované dvojice proménnych a z dalSich analyz
byly tedy vylou¢eny proménné pH (KCl) a celkovy obsah uhliku.

Pro vyhodnoceni vazeb konkrétnich druht na spolecenstva a abiotické podminky byl
na zakladé¢ 35 druhovych soupisi vytvofen ordina¢ni diagram pomoci metody DCA
(Detrended Correspondence Analysis; Leps et Smilauer 2003). V této analyze dat druhového
slozeni spole€enstev byly ze souboru vylouéeni zastupci rodu Glyceria a jejich vykresleni v
ordinacnim diagramu bylo u¢inéno az dodatecné, aby byla zaruc¢ena nezavislost analyzy. K

vizualizaci vysledki téchto analyz byl vyuzit program CanoDraw (ver. 4.0).
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S ohledem na pomérné malé mnozstvi vlastnich vstupnich dat (vysledky nezobrazeny) byla
provedena obdobna analyza i na mnohem vétsim souboru dat exportovaném z Ceské narodni

fytocenologické databaze (Chytry et Rafajova 2003). (obr. 4).
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3.2 Vysledky

S jakymi druhy rostlin se zastupci rodu Glyceria vyskytuji?
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Obr. ¢. 4: Charakteristika stanovi$t’ druhti r. Glyceria vyjadiena vazbou na vyskyt ostatnich rostlinnych druhi

(Ordinacni diagram DCA analyzy; druhy rodu Glyceria jsou znazornény symbolem a . Zobrazeno je 23
ostatnich rostlinnych druhl s nejvétsim vyznamem pro ordinaci (z dat z Ceské narodni fytocenologické

databéze; kody druhti dle Ehrendorfer 1973).

Z ordina¢niho diagramu na obr. 4 je patrna dobra stanovistni diferenciace jednotlivych
zastupcl rodu Glyceria. Studované taxony jsou zde charakterizovany vazbou na jiné druhy
rostlin typickych pro pfislusna prostiedi. Tendence k osidlovani spiSe sussich stanovist’ je u
G. declinata dolozena Castym vyskytem s Bidens tripartita a Alopecurus aequalis, tedy druhy
¢asto se vyskytujicimi na obnazenych dnech a biezich vodnich tokt. Ptitomnost druhi jako je
Lemna minor a Alisma plantago - aquatica naznacuje Casty vyskyt druhu Glyceria fluitans v

litoralu. Ptislusnost druhu G. nemoralis do spoleCenstev bazinnych ol$in doklada casty vyskyt
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s Alnus glutinosa a Scirpus sylvaticus. G. notata je podobné jako G. fluitans nalézana ve

spolecenstvech na bfezich stojatych i tekoucich vod (Chytry et al. 2001).

Vazby jednotlivych druhu rodu Glyceria na faktory prostiedi

1) VSechny faktory prostiedi

Na souboru 48 vzorkt (G. fluitans — 22, G. notata — 19, G. declinata — 17 a G. nemoralis — 8).
byla provedena CCA vsech faktori prostfedi (chemismus pud i stanovistni typy). Vsechny
faktory prostfedi dohromady vysvétlily 61,5 % variability. V testu vSech kanonickych os (tj.
celého modelu) vysla prukaznost p<=0,002 (permutacni test, 499 permutaci), je tedy
prikazny. Vysledky analyzy vSech faktort prostfedi (nezobrazeny) byly ovlivnény rozdily v
pocetnosti jednotlivych pozorovani i mnozstvim sledovanych faktorii. Byl proto proveden
rozklad variability a CCA byly provedeny na jednotlivych faktorech (stanovisté, chemické

slozeni pid).

2) Chemické sloZeni pudy

Prostfednictvim CCA chemického slozeni pudy na souboru 48 pudnich vzorku (G.
Sfluitans — 22, G. notata - 19, G. declinata — 17 a G. nemoralis — 8) bylo vysvétleno 27,9%
celkové variability. Z obr. 5 vyplyvaji preference a rozliSeni dvojic taxonti v ramci ploidniho
stupné — diploidni druhy jsou rozliSeny svymi naroky na GZivnost stanovisté, tetraploidni
druhy jsou rozdéleny hodnotou pH. Z dalSich analyz (vysledky neuvedeny) vyplyva jisty
antagonismus ve vztahu G. nemoralis a NH,4, zatimco druhy G. declinata a G. notata jsou
tolerantni k jakémukoli obsahu NH4 v pudé a G. fluitans ma spiSe tendence k preferenci
lokalit se zvySenym obsahem NH.

V hodnotach pH se dobie oddélily dvé skupiny — prvni zahrnuje G. fluitans a G.
declinata s niz$i pramérnou hodnotou pH (5,5), do druhé skupiny patii G. notata a G.
nemoralis s vy$§i primérnou hodnotou pH (6,5).

V reakci na pfitomnost fosforu a kationti se mezi sebou vyrazné lisi diploidni druhy —
vyskyt G. nemoralis je napadné korelovany s piitomnosti fosforu v pidé, vyssim obsahem
dusiku i hofe¢natych iontd, zatimco G. declinata preferuje pudy s nizkym obsahem vsech

uvedenych prvki.
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Obr. 5: Vztah vyskytu studovanych druhi k hlavnim slozkam chemismu prostredi (graficky vystup unimodaini
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odrazejicich variabilitu vstupnich dat; zobrazeni 1. a 2. osy; mode! vysvétluje 27,9% variability).
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3) Stanovistni typy

Prostfednictvim CCA stanovistnich typu na souboru 48 pudnich vzorka (G. fluitans — 22, G.
notata - 19, G. declinata — 17 a G. nemoralis — 8) bylo vysvétleno 39,7% celkové variability.
K nejvyraznéjSimu odliseni typu preferovaného stanovist¢ doslo mezi druhem G. nemoralis a
zbyvajicimi taxony. Byla potvrzena jednozna¢na pfevaha vyskytu tohoto druhu v pomalu
tekoucich vodach. K dal§imu, pon¢kud méné napadnému odliSeni preferovaného typu
stanovisté doSlo u druhu G. notata, kde se potvrdil ¢astéjsi vyskyt tohoto druhu v tekoucich
vodach. Zbyvajici druhy preferuji stanovisté se stojatou vodou (spise G. fluitans), nebo sussi,

antropogenné ovlivnéna stanovisté typu cest (spise G. declinata).
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Obr. 6: Vztah vyskytu studovanych druhdi k typu stanovi§té (graficky vystup unimodalni pfimé gradientové
analyzy (CCA) s vybérem stanovistnich typl.(zobrazeni 1. a 2. osy; model vysvétluje 39,7% variability);

nad_vysk - nadmofska vyska, vys_vody - vyska vodni hladiny na stanovisti).
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4) StanoviStni typy na zakladé herbafovych udaju

Z davodu nedostatecného mnozstvi vstupnich dat z vlastnich sbéra byly vyuzity
vysledky excerpce herbarovych sbirek provedené P. Hranc¢ikem (2005) v ramci jeho
diplomové prace obhajené na Univerzit¢ Palackého v Olomouci v roce 2005. Z této prace
byly extrahovany informace o stanovistnich charakteristikach.
V uvedené praci bylo provedeno podrobné mapovani rozsifeni vSech druhti rodu Glyceria
vyskytujicich se na naSem Uzemi. Rozsifeni jednotlivych druhii bylo stanoveno na zakladé¢
studia herbarovych polozek z téchto herbarovych sbirek z uzemi CR: BRNM, BRNU, CB,
LIT, MP, OL, OLM, OP, CHOM, MP, SOB, MMI, PL, PR, HR, NIM, MJ, LIM, VM, GM,
FMM, BRNL, OSM, HOMP, SOKO, ROZ (zkratky podle Hradilek et al. 1992).

Pro excerpci byly vynechany udaje, v nichz se neobjevily udaje o stanovisti a v§echny
sbéry ze stejného mista stejnym sbératelem ve stejném roce byly pocitany pouze jednou. Z
divodu velkych rozdili v poctech lokalit u jednotlivych druhli byla data pro kazdy druh
zpracovana samostatné, v absolutnich mnozstvich a nikoli souhrnné v procentech. Pocty
lokalit, které byly do analyzy zahrnuty jsou uvedeny u graft jednotlivych druht. Tato Cisla
mohou &astedné vypovidat i o frekvenci vyskytu jednotlivych druhii v CR, prestoZe je tieba
brat v Gvahu subjektivitu pfi sbérech a ¢asto i nenahodnou koncentraci sbért do atraktivnich
lokalit. S ur¢itou subjektivitou je nutné pocitat také v hodnoceni kategorii a vzhledem k ¢asto
nepfesnym popisim na schedach je treba brat v vahu uréitou chybu v zatazeni do
jednotlivych podobnych kategorii (napi. piikop — prohlubei). Stanovisté oznacené terminem
,»litordl rybnika® zahrnuje pobfezni zonu s mélkou vodou po litoralni ¢aru, pfi poklesu hladiny
byvaji rostliny nékdy nad vodou. Skupina oznaena obecnym pojmem ,sidlo® zahrnuje
polozky, na jejichZ schedach nebyla podrobnéjsi zminka o charakteru stanovisté¢ a uvedeno
bylo pouze ,ve mésté, vesnici, na nadrazi“ a vypovida tak o osidlovani antropogennich

stanovist’.

Ze srovnani stanovistniho spektra jednotlivych druht (obr. 7-10) vyplyva existence
vyrazného rozdilu mezi druhy v Sifce spektra stanovist. Nejsirsi ekologickou amplitudu ma
G. fluitans, ptestoze vykazuje preference stojatych vod (obr. 7). Velmi Sirokou ekologickou
amplitudu ma ovS§em i druhy tetraploidni taxon — G. notata (obr. 8). Mezi témito dvéma druhy
(G. fluitans a G. notata) lze nalézt rozdily v osidlovani stojatych a tekoucich vod. Ve
notata. V osidlovani druhotnych stanovist' (cesty, louky a ptikopy) byly nalezeny vyrazné

rozdily mezi diploidnimi druhy. G. nemoralis (obr. 10) se na téchto stanovistich nevyskytuje
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(dava prednost stinnym bazinnym lestim), naopak G. declinata (obr. 9) osidluje prevazné

druhotna, obvykle také sussi stanoviste.

Glyceria fluitans

pfikop
, 250 . y .
sidlo 1 breh tekouci vody
S0
pole 150 - obnazené dno

100

louka + litoral rybnika |
!
cesta turka
lesni cesta 4 : mokfina

les ‘pramenisté

Obr. 7: Charakteristika stanovistnich preferenci G. fluitans, celkovy pocet stanovist’ 885.
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Glyceria notata

piikop
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sidlo - -breh tekouci vody
150 -
pole obnazené dno
100 4
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cesta thrika |
lesni cesta . “mokfina
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Obr. 8: Charakteristika stanovistnich preferenci G. notata, celkovy pocet stanovist’ 706.

Glyceria declinata
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Obr. 9: Charakteristika stanovistnich preferenci G. declinata, celkovy pocet stanovist’ 459.
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Glyceria nemoralis

piikop
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Obr. 10: Charakteristika stanovistnich preferenci G. nemoralis, celkovy pocet stanovist’ 122.
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Nadmofrska vySka

Z udaji v Ceské narodni fytocenologické databazi (Chytry et Rafajova 2003) bylo provedeno
srovnani vyskytu rostlin v riznych nadmofskych vyskach. Z vysledkl (nezobrazeny) vyplyva
signifikantni rozdil mezi G. declinata a G. fluitans — druh G. declinata se vyskytuje v nizsich
nadmotskych vyskach. Mezi jinymi druhy se rozdily nepodatilo prokazat — vSechny druhy
maji u nas tézisté vyskytu v nizing az pahorkating. Protoze data byla pievzata z Ceské narodni
fytocenologické databaze, je nutné interpretovat tyto vysledky s jistou obezietnosti, zejména
proto, Ze databaze mizZe obsahovat urcité procento chybné uréenych taxonii. Prestoze daje
z databaze nemohou obsahovat vycerpavajici informace o vyskytu druhd, indikuji stav v
pfirod¢ a maji vyhodu velkého souboru dat, ktery by jinak nebyl k dispozici. Protoze

k zdménam mezi G. declinata a G. fluitans dochazi jen velmi zfidka pro jejich napadné

odlisné morfologické znaky, byl zde vysledek srovnani uveden i pfes vyhrady vyse zminéné.

Zavér

Druhy se na zakladé hodnot pH vyrazné rozdé¢lily na dvé skupiny v ramci ploidnich
trovni — z tetraploidnich druhtt Glyceria fluitans preferuje kyselé, dusikem bohaté pidy,
zatimco G. notata uptednostiuje pidy zésadité, s vy$sim obsahem kationtt (K"). G. notata
celkové vykazuje Sirsi ekologickou amplitudu vzhledem k trofii. Tato vétsi tolerance k trofii
prostfedi mize souviset s ¢astym vyskytem uvedeného druhu v tekouci vodé — tekouci voda
umoziuje lépe snaSet eutrofni prostiedi diky lepS§imu provzdudnéni. Spole¢ny vyskyt
tetraploidu, ktery byl potvrzen na nékolika lokalitach pak odpovida mistim s komplikovanou
pedologickou strukturou v oblastech spole¢ného vyskytu kyselych i zasaditych podlozi.

Naopak diploidni druhy se mezi sebou vyrazné lisi v reakci na pfitomnost fosforu a
kationtl — vyskyt G. nemoralis je napadné korelovany s pritomnosti fosforu v pide¢, zatimco
G. declinata preferuje pudy s nizkym obsahem dusiku i hofecnatych kationtld. Z vySe
uvedenych faktl vyplyva, ze vyskyt konkrétnich druhi rodu je pomérné siln¢ korelovan s
gradientem prostredi — tj. vyskyt uritého druhu na ur¢itém stanovisti je nendhodny a fidi se

parametry daného stanovisté.
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4. Karyologie a cytometrie

Ke stanoveni DNA ploidniho stupné a absolutni velikosti genomu byla pouzita metoda
prutokové cytometrie, ktera vyuziva méfeni optickych vlastnosti (v nasem ptipadé¢ fluorescence)
obarvenych bunéénych jader. Suspenze intaktnich jader, pfipravena z ¢asti vegetativniho pletiva
analyzované rostliny, je obarvena fluorescenénim barvivem a pomoci kapaliny pfivadéna do
prutokové komurky, ktera tvoii jadro cytometru. Analyzovana jadra prochdzeji sttedem vodniho
paprsku pies pratokovou komtrku do ohniska zdroje excita¢niho zareni (tim muze byt laser nebo
vysokotlaka rtutova vybojka). Fluorescence emitovana barvivem je zachycena pomoci optické
soustavy a pfevedena do digitalni podoby. Oproti klasickym karyologickym metoddm pfinasi
cytometrie mnoho vyhod, mezi néz patii zejména ¢asova nenaro¢nost pfipravy vzorkli — moznost
analyzovat velké mnozstvi vzorki béhem jediného dne, pfesnost (detekce i velmi malych rozdilt
ve velikosti genomu), nedestruktivnost metody (odbérem se rostlina ani populace nezahubi, Ize
pracovat s velikosti pletiv v fadu cm?), metoda nevyzaduje mitoticky aktivni buriky, snadné
odhaleni smésnych vzorkl, nizké finan¢ni ndklady na analyzy (Dolezel 1997). K hlavnim
nevyhodam pratokové cytometrie patéi potieba erstvého materidlu (Cim déle se materidl
skladuje, tim horsi analyzy poskytuje) a neuspokojivé vysledky analyz rostlin s vysokym
obsahem sekundarnich metaboliti (napf. celed’ Rosaceae). Pro ur¢eni DNA ploidie i absolutniho
mnozstvi DNA je nutno vzorek analyzovat s internim standardem, kterym je rostlina se znamym
obsahem DNA. Prfesnost analyz vyjadiuje koeficient variance (CV) udavany v procentech,
pficemZ méreni s koeficientem variance pod 3% jsou povazovéana za presna (Dolezel et al 2007).
Vysledkem celé analyzy je pak dvourozmérny histogram zobrazujici na ose x relativni intenzitu

fluorescence jednotlivych izolovanych ¢astic a na ose y pocet téchto €astic.

4.1 Metodika
Vsechna méreni byla provadéna v laboratofi pritokové cytometrie v Botanickém dstavu

AV CR, v.v.i. v Priihonicich.

Stanoveni stupné DNA ploidie

Pro stanoveni stupné DNA ploidie byl pouzit fluorochrom DAPI, ktery se selektivné vaze
na DNA v oblastech bohatych na AT pary bazi. Stupei DNA ploidie byl stanoven z mladych
zivych listovych pletiv na cytometru Partec PA 1l se rtutovou UV vybojkou jako excitaénim

zdrojem. Pro izolaci a barveni jader byla zvolena modifikovana metodika podle Otto (1990).
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Jako vhodny interni standard byla zvolena Glycine max ‘Polanka’ (2C = 2,50 pg). Vzorky
pro cytometrické analyzy byly pfipravovany nasledovné: pfiblizné 0,5 cm? neposkozeného
listového pletiva analyzované rostliny a piiblizn€ stejné (v ptipadé diploidu priblizné o tretinu
véts$i) mnozstvi interniho standardu bylo homogenizovano ostrou ziletkou spolu s 0,5 ml
chlazeného extrak¢niho pufru Otto I v Petriho misce. Ziskana suspenze byla piefiltrovana pres 42
pm nylonovy filtr do PE zkumavek a byl pfidan 1 ml barviciho roztoku slozeného z pufru Otto I,
fluorescencniho barviva DAPI (findlni koncentrace 4 pg/ml) a antioxidantu 3-mercaptoethanolu

(2 pg/ml). Poté byl vzorek analyzovan az do dosazeni 3000 ¢astic.

Absolutni velikost genomu

Absolutni velikost genomu byla méfena pomoci interkalaéniho barviva propidium jodid,
které nevykazuje preferenci k uréitym bazim DNA a intenzita fluorescence je tak pfimo imérna
celkovému obsahu DNA. Stanoveni absolutni velikosti genomu (C- a Cx-hodnoty; viz
Greilhuber et al. 2005) pro jednotlivé druhy probihalo na cytometru CyFlow se zelenym laserem
(532 nm) jako excita¢nim zdrojem. Vzorky byly pfipravovany obdobnym zpiisobem jako pfi
stanoveni DNA ploidie, pouze s nékolika rozdily: pletiva vzorku i standardu (jako interni
standard byly z diivodu pfekryvu piki soji a tetraploidnich druhii pouzity diploidni rostliny Bellis
perennis, 2C = 3,815 pg) byla homogenizovana v 1 ml chlazeného extrakéniho pufru Otto I,
prefiltrovana pfes 42 um nylonovy filtr do PE zkumavek a centrifugovana ve stolni centrifuze pfi
150 g po dobu 5 minut. Supernatant byl poté odstranén, zbyly obsah zkumavky byl dopinén 100
ul Cerstvého pufru Otto I, protiepan a ponechan 5— 15 minut inkubovat pfi pokojové teploté. Poté
byl pfidan barvici roztok (propidium jodid — 50 pg/ml, RNaza A — 50 pg/ml, B-mercaptoethanol
— 2 pg/ml). Pri analyzach absolutni velikosti genomu byl kazdy jedinec méfen samostatné ve
titech riznych dnech. Vysledky s rozdilem mezi métenimi jednoho jedince vét§im nez 2% byly

vyfazeny a méfeni opakovana v jiny den. V kazdém vzorku bylo analyzovéano 5000 castic.

Zpracovani cytometrickych dat

Vysledné histogramy byly vyhodnoceny programem FloMax (ver.2.4b; Miinster,
Germany). K vypoétim byly pouzity pouze analyzy se soumérnymi piky a dostate¢né nizkym
koeficientem variance (pod 3%).

Rozdily v absolutni velikosti genomu jednotlivych taxond byly otestovany procedurou
GLM (General linear model; SAS 8e), jako hranice rozdilnosti byla zvolena a = 5%. Procedura
GLM je modifikovana analyza rozptylu (ANOVA), ktera je robustni k nestejnym velikostem

jednotlivych skupin, porovnava primeéry a rozptyl.
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Karyologické analyzy

Pro standardizaci cytometrickych méfeni a ovéfeni neznamych rostlin z havranické
populace byla pouzita metoda pocitani chromozomi pomoci roztlakovych preparati. Pro
ptipravu mikroskopickych preparatii byly pouzity kofenové 3$pi¢ky odebrané na podzim roku
2008 a v dubnu roku 2009. U roztlakovych preparatu byla pouzita standardni metoda barveni
meristému kofenovych $pi¢ek acetokarminem (Krahulcova 1998) - predpisobeni 8-
hydroxychinolinem (0,002 M roztok) po dobu 3 hodin pfi pokojové teploté, fixace v roztoku
ethanolu (96%) a ledové kyseliné octové (3:1) pies noc pii 4°C a macerace v roztoku HCI a
ethanolu (96%) 1:1 po dobu 3 minut pfi pokojové teploté. Preparaty byly prohlizeny na

mikroskopu Olympus BX-61 pfi 1000 nasobném zvétSeni s pouzitim imerze.

4.2 Vysledky

Poprvé byly stanoveny hodnoty absolutni velikosti jaderného genomu pro druhy Glyceria
notata, G. declinata a G. nemoralis. Tetraploidni druhy G. fluitans a G. notata maji témért
shodnou absolutni velikost genomu a pro jejich vzajemné rozliSeni nemlze byt tedy tato
charakteristika vyuzita (rozdil 1,6%). Tyto druhy jsou vsak velmi dobie odliSitelné morfologicky
a zaména tedy neni pravdépodobna. Vnitrodruhova variabilita velikosti genomu se ukézala byt
velmi nizka u diploidnich druhl G. declinata a G. nemoralis (1,7 resp. 1,4%). Z tetraploidnich
druhti byla niz$i vnitrodruhova variabilita nalezena u G. notata (necela 3%). U druhu G. fluitans
jedné populaci (lokalita uprostfed havranického viesovisté, Znojmo) byla nalezena variabilita
velikosti genomu tak napadna, ze spolehlivé odlisila dvé subpopulace (,havranicka mald* a
»havranickd velka“ (z nedostatku lep§iho pojmenovani je tohoto oznafeni pouzito i1 ve
zbyvajicim textu; rozlieni ,,mala®“ — ,velka“ odpovida rozdilu ve velikosti genomu). Vzajemny
rozdil ,,havranicka mala“ — ,havranicka velka“ ¢inil 15,38%; rozdil ,havranicka velka“ — G.
Sfluitans 6,1%; ,havranickda mala“ — G. fluitans 8,75% (obr. 13-14). Rostliny nalezené
v havranické populaci se i morfologicky velmi napadné odliSovaly od tetraploidniho druhu G.
Sfluitans, k némuz byly zpocatku prifazeny. Jejich morfologickym znakim se vénuje ptislusna
kapitola o morfologii (kapitola 6). Jeden z histogrami (obr. 12) zachycuje napadny rozdil v
absolutni velikosti genomu havranickych rostlin, vystup analyzy SAS 8e procedury GLM
prokézal rozdilnost mezi skupinami havranickych rostlin na hladiné¢ a=0,05 i a=0,01 (stejn¢ jako
mezi ostatnimi druhy kromé¢ zminovanych tetraploidd G. fluitans a G. notata; vystup analyzy na

CD-ROM). Zatimco interpretace subpopulace s absolutni velikosti genomu 1Cx = 0,744 pg, tedy
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vétsi nez u G. fluitans (1Cx = 0,701 pg), bude vyzadovat podrobnéjsi studium, u rostlin s
velikosti genomu 1Cx = 0,645 pg lze v souvislosti s jejich intermediarnimi morfologickymi
znaky (napf. délka a tvar pluchy; viz kapitola 6) uvazovat o hybridnim ptvodu. Velikost genomu
(2C=2,58 pg) totiz odpovida velikosti genomu hypotetického zpétného ktizence G. declinata
(1Cx = 0,544 pg) x G. fluitans (1Cx = 0,701 pg; 2C ,havranické malé“ se rovna 1Cx G.
declinata + 3x1Cx G. fluitans). Také ovéfeny pocet chromozomi - 2n=40 odpovidd uvedené
hypotéze.

Vysledky analyz absolutni velikosti genomu (obr. 11-19) také podporuji hypotézu o
allopolyploidnim pivodu G. notata (2C = 2,764 pg), s rodi¢ovskymi taxony G. declinata (2C =
1,09 pg) a G. nemoralis (2C = 1,65 pg). Tato hypotéza je nepiimo potvrzena také intermediarnim
postavenim morfologickych znaki mezi pravdépodobnymi rodicovskymi druhy G. declinata a G.
nemoralis (viz kapitola 6).

Pro testovani hypotéz o plivodu druhu G. notata i vzniku kfizence mezi druhy G. fluitans

a G. declinata bude nutné vyuzit moderni molekularni metody.

Box Plot (flupruho.sta 42v*192c)
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Obr. 11: Obsah DNA haploidniho genomu 1Cx u zastupcu rodu Glyceria (1- G. fluitans, 2- G. notata, 3- G.

declinata, 4- G. nemoralis, 5- G. ,havranicka velka“, 6- G. , havranicka mala*)
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Tab. 1: Absolutni velikosti genomu zastupct rodu Glyceria (v pikogramech. 2C = obsah
DNA somatickych bunék (ploidie se nebere v potaz), 1Cx = obsah DNA haploidniho
genomu (Greilhuber et al. 2005), S.D. = smérodatna odchylka).

Primérné Primérné Vnitrodruhova
Druh S.D. S.D.
2C (pg) 1 Cx (pg) variabilita (%)
G. fluitans 2,81 0,06 0,70 0,016 4.4
G. notata 2,76 0,03 0,69 0,008 2.9
G. declinata 1,09 0,01 0,54 0,005 1,5
G. nemoralis 1,65 0,01 0,83 0,007 1,4
G. ,havranicka
2,97 0,03 0,74 0,008 2,0
velka®
G. ,,havranicka
2,58 0,01 0,65 0,002 0,78
mala*
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Obr. 12: Graficky vystup analyzy obou havranickych taxoni na pritokovém cytometru. Analyza dvou rostlin,
»havranicka mala“ (vlevo) a ,,havranicka velka* (vpravo). Pomér piki je 1,15, CV1 - 3,28%; CV2 - 3,63%.
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Obr. 13: Graficky vystup analyzy taxonu ,,havraniky velka“ na pratokovém cytometru. Analyza dvou rostlin,
,havranicka velka“ (vlevo) a standard Bellis perennis (vpravo). Pomér piki je 0,78, CV1 - 2,1%, CV2 - 2,02%.
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Obr. 14: Graficky vystup analyzy taxonu ,.havraniky mala“ na pritokovém cytometru . Analyza dvou rostlin,
,havranicka mala“ (vlevo) a standard Bellis perennis (vpravo). Pomér pik je 0,67, CV1 - 2,13%, CV2 - 1,47%.
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Obr. 15: Graficky vystup analyzy druhu G. notata na pratokovém cytometru. Analyza dvou rostlin, G. notata
(vlevo) a standardu Bellis perennis (vpravo). Pomér piki je 0,74, CV 1 -2,013%; CV 2 - 1,93%.
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Obr. 16: Graficky vystup analyzy druhu G. fluitans na pritokovém cytometru. Analyza dvou rostlin, G. fluitans
(vlevo), standardu Bellis perennis (vpravo). Pomér piki je 0,75, CV 1 —2,59%; CV 2 - 1,92%.
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Obr. 17: Graficky vystup analyzy druhu G. declinata na pritokovém cytometru. Analyza dvou rostlin, G. declinata

(vlevo), standardu Bellis perennis (vpravo), G2 faze od G. declinata (pik uprostied). Pomér pik je 0,285, CV1 -

3,05%; CV3 -2,98%.
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Obr. 18: Graficky vystup analyzy G. nemoralis na pritokovém cytometru. Analyza dvou rostlin, G. nemoralis

(vlevo) a Bellis perennis (vpravo), uprostied G2 faze od G. nemoralis. Pomér piku je 0,431, CV 1-2,73%; CV 3 -

2,05%.
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Obr. 19: Graficky vystup smésné analyzy na pritokovém cytometru. Analyza smésného vzorku 3 druht: 1.+3. G.

declinata (CV1- 3.83%, CV3 - 2.83%), 2.+5. G. nemoralis (CV3 - 3.51%,CV5 - 2.71%) a 4.+7. G. fluitans (CV4 -
2.25%, CV7 -1.90%). 6. Bellis perennis (1,81%). Piky uvedené na druhém misté jsou vzdy G2 pfislu§nych druhti.
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5. Isoenzymové analyzy

Isoenzymova analyza patfi mezi metody slouzici ke zjistovani vnitropopulacni a
mezipopula¢ni genetické variability rostlin, zaloZena na principu elektroforetického stanoveni
spektra vybranych proteint (Kirschner et al. 2000). Mezi nej¢astéji studované proteiny patfi
enzymy, které slouzi jako katalyzatory chemickych reakci. Isoenzymy jsou enzymy
katalyzujici stejnou chemickou reakci, lisici se svoji primarni, geneticky danou, strukturou.
Allozymy se pak nazyvaji isoenzymy kodované ruznymi alelami téhoz genu. Genetické
rozdily v primarni struktufe (aminokyselinovém slozeni) proteinu zplsobené mutacnimi
zménami v sekvenci nukleotidd DNA se odrazi v celkovém naboji, velikosti a tvaru molekuly
proteinu, ¢imz zpusobuji rozdilnou pohyblivost v elektrickém poli. Toho se vyuziva pfi
elektroforéze (metoda uréend pro zjistovani pohyblivosti molekul v elektrickém poli), ktera
pfobihé na gelovém nosi¢i (obvykle polyakrylamidovy, pfipadné Skrobovy). Vzhledem k
tomu, ze molekuly proteinu jsou vétSinou ionizované, vysledkem je gel obsahujici enzymy
rozdélené do separovanych prouzkid. Vizualizace enzymt v gelu je provadéna barvenim. K
detekci enzymil se pouziva histochemické stanoveni, které je zaloZeno na reakcich, jez dané
enzymy katalyzuji. K obarveni dojde pouze u téch enzymi v gelu, které maji stejnou
katalytickou funkci. Pro spravnou interpretaci vyslednych zymogrami je nutné znat ploidni
stupeni analyzované rostliny, kvartérni strukturu pfislusného enzymu a pocet lokusu, ve
kterych je kddovan. Potfebna je i znalost o lokalizaci jednotlivych enzymu ¢i jejich aktivité v
riznych kompartmentech buriky. Jednotlivé prouzky je mozné interpretovat jako alelické
vzajemné porovnavat jako celek.

Hlavni nevyhodou isoenzymovych analyz je skuteCnost, Ze umoziiuji rozeznat jen
urCitou C¢ast readlné variability v danych isoenzymovych lokusech (20-60% skute¢né
variability) a vzorek genetické variability ziskany isoenzymovou analyzou je znaéné¢ omezeny
- v soucasné dob¢ lze vyuzit cca 100 enzymatickych systémt (Kirschner et al. 2000). Pri
vyhodnocovani mohou ¢asto nastat problémy kvili pfitomnosti nulovych alel, které nejsou
dale prepisovany nebo kdduji defektni polypeptidy bez enzymatické aktivity (Weeden et
Wendel 1990). Komplikace zptsobuji i nékteré posttranslaéni Gpravy, které vedou ke zméné
vlastnosti proteinti. Nasledkem toho (nebo degradaci proteini béhem laboratorniho
zpracovani) se mohou na gelu objevit sekundarni prouzky. Interpretaci vyslednych pattern

mohou déle ztézovat intergenické heteromery vzniklé aktivitou heteromerickych enzymi

38



(sloZzenych z podjednotek z rtiznych lokust). Tyto intergenické heteromery se projevuji jako
z6na aktivity mezi produkty dvou lokusti a mohou tedy mylné byt povazovany za aktivitu
produktt lokusu tfetiho (Kirschner et al 2000).

Jako relativné levnd metoda s pomérn¢ dobfe interpretovatelnymi vysledky nalezla
isoenzymova analyza i pfes vySe zminéné nedostatky Siroké uplatnéni. Vyuzivana je ke
stanoveni vnitropopulaéni a mezipopula¢ni genetické variability, slouzi k urc¢eni pivodu
hybridnich taxonl, vzniku polyploidi ¢i k odhadu prevazujiciho reprodukéniho zplsobu
populace nebo taxonu (Soltis et Soltis 1989). Hlavni vyhodou oproti pfimému stanoveni
variability pomoci DNA je kodominantni projev isoenzymi, coz umoziuje odliSit

heterozygoty a dominantni homozygoty.

5.1 Metodika

Veskeré isoenzymové analyzy byly provadény v isoenzymové laboratoti Botanického
astavu AV CR v.v.i v Prithonicich za pouziti standardnich postupii optimalizovanych touto
laboratofi. Separace probihala vertikalné na polyakrylamidovém gelu (PAGE). Jeji vyhodou
je velmi ucinnd separace a dobra reprodukovatelnost geld. Bylo vyuzito aparatury HOEFER
SE 600, kterd umoznuje soucasné zpracovani 80 vzorkd. Bylo zanalyzovano celkem 116
jedincti ze 53 populaci ze vSech ¢tyr studovanych druhl. Lokality byly vybirany s ohledem na
geografickou polohu, typ stanovisté i pocetnost jedinci.

Testovano bylo celkem 6 enzymatickych systémii: AAT (aspartat aminotransferaza,
EC 2.6.1.1), ADH (alkohol dehydrogenaza, E.C. 1.1.1.1), SOD (superoxid dismutaza, E.C.
1.15.1.1), PGM (fosfoglukomutaza, E.C. 5.4.2.2), PGI (fosfoglukoisomeraza, E.C. 5.3.1.9),
LAP (eucin aminopeptiddza, E.C. 3.4.11.1), EST (esterazy E.C.3.1.1.). Leucin
aminopeptiddza (LAP) a fosfoglukomutaza (PGM) jsou enzymy monomerické, slozené z
jednoho aminokyselinového rfetézce, aspartdt aminotransferaza (AAT), alkohol
dehydrogenaza (ADH), karboxylesteraza (EST), fosfoglukoisomeraza (PGI) a superoxid

dismutaza (SOD) pfedstavuji dimerické enzymy koédované ve dvou lokusech.

Ptiprava vzork

Priprava vzorkd a elektroforéza probihala za nepfetrzitého chlazeni, aby zlstala
zachovana aktivita enzyml. Asi 50 mg mladych listi odebranych z rostlin umisténych na
experimentalni zahradé BU AV CR bylo homogenizovano v chlazené tieci misce spolu se 400
ul extrakéniho pufru LUZULA (75 mM tris-H;PO4 pH 7.5, 13 mM 2-mercaptoethanol, 7.8
mM dithioerythritol, 2.8 mML-ascorbic acid, 4% polyvinylpyrrolidon), pfidavkem mofského
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pisku a malym mnoZstvim Dowexu slouzicimu k vyvazani sekundarnich metabolitd.
Homogenit byl poté prelit do mikrozkumavek a centrifugovan 10 minut pfi 12 000 otackach
/min v pifedem vychlazené centrifuze. Supernatant byl poté slit a rozdélen do téi 170 pl
mikrozkumavek, v nichz byl uchovan v mrazicim boxu pfi teplot¢ -75°C az do dalSiho

zpracovani.

Priprava polyakryalmidového gelu

Kazdy gel je tvofen dvémi vrstvami o rizné koncentraci. V dolni vrstvé, tzv. separanim
gelu (8% acrylamide, pufr 1.82 M tris-HCI, pH 8.9), s vys$si hustotou, dochazi k vlastni
separaci proteinti. Horni vrstvu tvofi koncentracni gel ((4% acrylamide, pufr 0.069 M tris-
HCI, pH 6.9) s niZ§i hustotou, ve kterém dochazi k soustiedéni shodnych molekul. Béhem
pfipravy separac¢niho i koncentra¢niho gelu je nutno kadinky v nichZ jsou gely pfipravovany
zakryvat, nebot’ kyslik inhibuje polymeraci. Polymerace je spusténa pomoci TEMEDu, ktery
se k roztoklim pfidava jako posledni, tésn¢ pred nalitim gel.

Jako prvni se pfipravuje separacni gel, jehoz roztok se po kratkém zamichani a odsati
vodni vyvévou naléva pomoci injekéni stfikacky asi 3,5 cm po horni okraj formy. Poté se
separacni gel prevrstvi asi 1,5 cm vysokou vrstvou destilované vody a ponecha se
polymerovat do druhého dne. Druhy den se pomoci injekéni stfikacky odsaje destilovana
voda a pfipravi se koncentracni gel, ktery se po ptidani TEMEDu a kratkém zamichani nalije
na separacni gel. Do gelu se poté zasune hieben a gel se necha asi 45 minut polymerovat. Po
skonceni polymerace se hiebeny vyndavaji, zbyly nezpolymerovany roztok se z komurek
vyplachnutych koncentrovanym elektrodovym pufrem (0.02 M tris and 0.24 M glycine, pH

8.3) odsaje injekEni stiikackou a poté znovu naplni koncentrovanym elektrodovym pufrem

Vlastni elektroforéza

Spodni elektrodova vana se naplnéni vychlazenym ziedénym elektrodovym pufrem.
Forma s pfipravenymi gely se zasune do této nadoby a zapoji se chlazeni aparatury. Do kazdé
komurky je pak mikropipetou naneseno 30 pl vzorku. Po naneseni vzorki se pfipevni horni
elektrodovd vana napinéna koncentrovanym elektrodovym pufrem. Aparatura je poté
uzaviena krytem a pfipojena ke zdroji elektrického napéti. Elektroforéza probiha piiblizn¢ 4
hodiny, zpocatku pfi napéti 80 mA (20 mA na gel), po projiti vzorkdi rozhranim

koncentracniho a separa¢niho gelu pfi napéti 100 mA (25 mA na gel).

40



i

t

CGeteloee

Po ukondeni elekiroforézy a vyimuti gelu z forem se gely oplachnou desiiiovancu
vedon aove o pRelijé detekénimi rozioky, Dale se inkubuji ve tme v termestaiu pri 32°0
Barveni ADH probihalo podie Vallejos (1983), barveni PGM, PGI, EST a SOD podle Wendel
et Weeden (1989) s nasledujicimi modifikacémi: ADIT (20 ml ethanolu), PGM (24 mg
MgCla. 50 mg glukosa-1-fostat. 10 mg NADP), PGl (10 mg NADP. 24 mg MgCl»). ST (Na-
phosphate bufler pH 6.45: 25 mg [3-naph1hylphosphale. 50 mg Fast Blue BB). SOD (0.05 M
tris-HC pH 8.2, 4.5 mg EDTA. 5 mg NBT).

Lnzymove systémy AAT and LAP byly barveny nasledujicim zpusobem: Pro AAT byly
piipraveny 2 barvici roztoky - A (20 ml 0.1 M tris-HCI pH 8.4. 240 mg aspartic acid, 40 ing
u-ketoglutaric acid) al (20 ml 0.1 Mtris-HCI pH 8.4, 50 mg Fast Blue BB Salt, 50 mg last
Violet B). Roztok A je nutno pripravit asi |5 minut pred aplikaci. narozdil od roztoku B. ktery
se piipravuje ésné predaplikaci. Gel je nutno proplachnout ve vodeé a pote v pufru tris-11C1
‘pH 7. Roztoky A a B se smichaji a naliji na gel. Gel je tfeba inkubovat ve tmé (meziprodukt je
fotosenzitivni) pii 32 °C dokud se neobjevi prouzky (obyvkle 2-4 hodiny). Poté se roztok

shje. gel se oplachne a fisuje fixaénim roztokem (1:1:3:5. glycerine. acetic acid. dH,O.

" methanol). Gel barveny pro systém LAP se oplachne v pufru (60 ml 0.2 M tris-maleate pH 6)

a az 10 minut se ponecha ve tmé inkubovat se se 40 mg L-leucyl-a-naphthylamide-HC|
rozpusteénem v 50% acetonu a 60 mg MgCl. Pak se pfida barvici roztok 25 mg Fast Black K

Salt rozpuitény ve 30 mil pufru a gel je dale inkubovéan ve tmé az do objeveni prouzku (1-4

hodiny). Po skonéent delekel byly geiv viozeny mezi dud vihké celofanové folie, napnuty do
odiny}. ¥o skondent delekat byly geiy viozeny mezi dvé vihke celolanove lohe, napaoiy o
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heterozygozity ukézaly analyzy isoenzymi u druhu G. fluitans (tab. 2), ackoliv celkova

vnitrodruhova variabilita byla opét velmi nizka. U druhu G. notata byla v 1 polymorfnim

lokusu (ADH1) zaznamenéna fixovand homozygozita, stejné jako u druhu G. declinata. U

druhu G. notata (tab. 4) byla zaznamenana fixovana heterozygozita v jednom lokusu (AAT2),

druh G. fluitans vykazoval ve viech lokusech jak homozygoty, tak i heterozygoty, byt

frekvence heterozygotl byla ve vétsiné lokusi velmi nizka. Rostliny z havranické populace

(tab. 3) byly vzdjemné odlisné, u obou subpopulaci byla zaznamenana fixovana

heterozygozita ve 4 lokusech.

Tabulka 2: Vyhodnoceni isoenzymovych pattern druhu G. fluitans. Z tabulky
vysledkii vyfazeny systémy ADH1, ADH2 z diivodu nekompletnosti analyz.

¢.vzorku | AAT | SOD [PGM | PGI |LAP | EST |EST | Lokalita
2 4 1 2
1 bbbb |aacc |bbbb |bbbb | A A A Mor.
Knin. 2
2 bbbb |aacc |bbbb |bbbb |B A B Ratibof 6
?sl.
4 beee {aacc |[aabb |bbbb | A A C Piskovna
5 acce |aacc |aabb |bbbb |B A |C Milovy 1
6 beee |aace |[aabb [bbbb [A A F Cernice
7 bbbb |aacc |aabb |bbbb |A A B Rozd. Il
8 acce |aacc |bbbb |bbbb |B A D Havifov |
9 bbbb |aacc |[bbbb [bbbb |A A |C Step F 2
?sl.
10 bbbb | aacc |bbbb {bbbb | A A D Pihulik 1
11 abbh |aacc |bbbb |bbbb |B A B Sedlonoy
12
12 aacc |bbbb [bbbb |bbbb | A A |E lLazinky F
4
13 abed [aacc | bbbb |bbbb |H A? |D Hvézdov 5
14 bbbe [aacc |bbbb | bbbb |sl A D Dominova
skalka I' 4
15 bbbb [aacc |bbbb |bbcc |sl A D Lhotka 4
16 bbbb | aacc |bbbb |bbbb |sl A B Slavk.les 5
17 beee [aacc |bbbb |bbbb [A A |B |Magnesia
F5
18 hbbe |aacc |bbbb [bbbb | A A E Sax 5§
24 beee |aacc |bbbb | bbbb |sl A G Dominova
skalka 4
37 hbbe |aacc | bbbb | bbbb |sl A |H [Maxicky
41 bbbb |aacc |bbbb |bbec |B A |l Bélys 4
43 bbbb |aacc [bbbb [bbbb |B A |E Magie
48 heee |aace |[aabb [bbbb |B A E Polom
?sl.
80 bbbb |aacc |bbbb | bbec |B A |C Bélys 4

42



Tabulka 3: Vyhodnoceni isoenzymovych pattern druht G. ,havranicka

mala“ a ,havranicka

velka®.
¢.vzorku |AAT [ADH1[ADH2[SOD4 [PGM [PGI |LAP [EST1 |EST2
2

81 bbbc |accc |aacc |aacc |bbbb |bbbb |A A B ,.havr. velka*“
82 bbbc |accc |aacc |aacc |bbbb {bbbb |A A B ,havr. velka“
83 bbbc |accc |aacc |aacc |bbbb |[bbbb |A A B ,.havr. velka“
84 bbbc |accc |aacc |aacc |bbbb |bbbb |A A D ,havr. velka*“
85 bbbc |accc |aacc |aacc |bbbb |[bbbb |A A D ,.havr. velka“
86 bbbc |accc |aacc |aacc |bbbb |[bbbb |A A D ,havr. velka“
87 bbbc |accc |aacc |aacc |bbbb |[bbbb |A A D ,Hhavr. velka*
88 bbbc |accc |aacc |aacc |bbbb |bbbb |A A D ,havr. velka“
89 bbbc |aaac |aaac |aaaa |bbbb |aabb |A A D? ,.havr. mala“
90 bbbc |aaac |aaac |aaaa |bbbb [aabb |A A D ,havr. mala“
91 bbbc |aaac |aaac |aaaa |bbbb |aabb |A A D ,,havr. mala*
92 bbbe |acce |aaac |aaaa |bbbb |aabb |A A D? ,havr. mala®
93 bbbc |aaac |aaac |aaaa |bbbb |aabb |[A A D ,.havr. mala“
94 bbbc |aaac |aaac |aaaa |bbbb |[aabb |A A D ,havr. mala“
95 bbbc |aaac |aaac |aaaa |bbbb |aabb |[A A D ,havr. mala“
96 bbbc |aaac |aaac |aaaa |bbbb |aabb |[A A D ,.havr. mala“
97 bbbc |aaac |aaac |aaaa |bbbb [aabb |A A D ,havr. mala“
98 bbbc |acce |aaac |aaaa |bbbb [aabb |A A D ,.havr. mala“
99 bbbe |acce |aaac |aaaa |bbbb |aabb [A A D ,havr. mala“

Tabulka 4: Vyhodnoceni isoenzymovych pattern druhu G. notata.

¢.vzorku | AAT |ADH | ADH |SOD |PGM | PGI |LAP | EST | EST Lokalita

2 1 2 4 1 2

19 aadd |cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aaaa |D B P Divaky 3

20 aacc |ccce |aaaa |bbbb |bbbb |aaaa |E B J Semet not 2

22 aadd |[cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aaaa |E B P Magnesia 2-1

23 aadd |cccc |aaaa |bbbb {bbbb |aabb |E B R Pilsky 5

25 aadd |cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aabb |E B R Rozd' D 1

26 aadd |cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aaaa |E B J Sedloriovo A 1

27 bbdd | bbbb |aaaa |bbbb [bbbb |aabb |D B R Trnovany 1

28 bbee | bbbb |aaaa |bbbb |bbbb |aaaa |F B J Fryd no 1

29 aadd |cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aabb |D B R Trnovany §

30 aacc |ccec |aaaa |bbbb [bbbb |aabb|E B R Kam. Zehr.

31 aacc |cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aaaa |E B J Radéjov 5

42 aacc | bbbb |aaaa |bbbb [aabb |aaaa |D B P Lazinky No

43 aadd |bbbb |aaaa |bbbb [aabb |aaaa |E B J Hraz No

46 aadd |cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aabb |E B R Treboc

53 aadd |cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aabb |E B R Dom Nem

57 aacc |cccc |aaaa |bbbb |bbbb |aaaa |E B J Zakop 1
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Tabulka 5: Vyhodnoceni isoenzymovych pattern druhu G. declinata.

¢.vzorku | AAT | ADH [ADH [SOD 4 | PGM | PGI | LAP | EST | EST | Lokalita
2 1 2 1 2
33 bc cC aa bb bb aa F B J Dubicna
34 bb ac ac ac bb bb |B A K Step D1
35 bb cc aa aa bb aa A A L Step D 3
36 bb cC aa aa bb aa A A L Step D 4
38 bb cc aa aa bb aa A A L Mnisek
39 bb cc aa aa bb aa A A L Marunka
40 ac cC aa bb bb aa E B M Cila
44 bb cc aa aa bb aa A A L Cernice D
47 bb cC aa aa bb aa A A L Msec
49 bb cc aa aa bb aa A A L Havran 4
50 bb cc aa aa bb aa A A L Zakop 2
51 bb cc aa aa bb aa G A N Roztoky 4
52 bb cc aa aa ab aa G A N Roztoky 3
55 be cC aa bb bb aa F B J Dubic¢na 3
58 bb cc aa aa bb aa B A L Piskovna 2007
59 bb cc aa aa bb aa B A L Piskovna 2008
60 bb cc aa aa bb aa B A 0] Kunratice
112 bb cc aa aa bb aa B A L Havr vies
113 bb cC aa aa bb aa G A 0O Fryd D 3
114 bb cc aa aa bb aa A A N Havran 1
116 bb cc aa aa bb aa A A N Havran 3
106 be cc aa bb bb aa F B J Dubiéna

Tabulka 6: Vyhodnoceni isoenzymovych pattern druhu G. nemoralis. Z vysledné tabulky
jsou vyfazeny vysledky systému EST2, které byly pfili§ slabé vyditelné na vyhodnoceni.

¢.vzorku | AAT 2 | ADH [ADH | SOD 4 |PGM | PGI | LAP | EST Lokalita
1 2 1

32 cc bb bb bb bb aa E C Hraz 6

54 cC bb bb bb bb aa Esl. |C Konojedy

56 cc bb bb bb bb aa E C Semetin

100 cc bb [bb |bb bb |aa |E C Stépkova

101 cc bb bb bb bb aa E C Mrklov

102 cC bb? |bb bb bb aa E C Semetin potok

103 cc bb |[bb |[bb bb |aa |E C Stépkova

104 cC bb bb bb bb aa E C Mrklov

105 cc bb |bb |bb bb aa E C Dédov

107 cC bb bb bb bb aa E C Semetin

108 cC bb bb bb bb aa E C Konojedy

109 cc bb bb bb bb aa E C Dédov 5

110 cc bb bb bb bb aa E C Dédov H

111 cc bb |bb |bb bb aa E C Konojedy
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Je velmi pravdépodobné, Ze skutecna variabilita vSak i v ramci jednotlivych populaci existuje,
bohuzel isoenzymy ziejmé nejsou schopny tuto variabilitu plné zachytit. Pro pripadnou dalsi
studii genetické variability je proto nutné vyuzit jinych molekularnich nastroju, napt. AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism; Vos et al. 1995). Tato metoda umoZiiuje
studovat variabilitu na urovni celého genomu bez predchozi znalosti genetické variability

taxonl a poskytuje rizné skaly variability diky kombinaci 72 AFLP primerd.
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6. Morfometrika

Cilem této ¢asti prace bylo nalezeni spolehlivych znakid k determinaci jednotlivych druht
okruhu G. fluitans a porovnani morfologické variability jednotlivych druh za Ucelem
testovani hypotézy o vétsi adaptabilité polyploida (Stebbins 1971).

Sbér rostlin probihal na izemi Ceské Republiky v letech 2006-2008. Lokality byly vybrany
tak, aby pokud mozno rovnomérné pokryvaly cely areal vyskytu druhii v Ceské republice a
zahrnovaly rizné typy stanovist. Na lokalit¢ byly provedeny nasledujici sbéry: 25 nahodné
vybranych kvetoucich prytd pro herbafové polozky (od prvniho kotene — tedy kofene
vyrustajiciho z nodu nejblize k lat¢) a 5 jedincd vhodnych pro péstovani. Tyto rostliny byly
péstovany na pozemcich experimentalni zahrady BU AV CR v Prithonicich. Po roce byl
proveden na experimentdlni zahradé¢ sbér 25 kvetoucich pryti (5 exemplaft z kazdého
»klonu® — z kazdé rostliny presazené z terénu), rostliny byly zaherbarovany. Vzhledem k
obtizim s péstovanim rostlin druhu G. nemoralis nebylo mozno tyto péstované rostliny
zahrnout do srovnavacich analyz. V ptipadé pfiznivé reakce na zménu zplisobu péstovani G.
nemoralis jsou planovana dodate¢na morfometricka méreni. Podobné i druhy diploidni druh,
Glyceria declinata, vykazoval pfi péstovani omezenou vitalitu a zejména nizsi tendenci ke
kveteni, coz mélo za nasledek nizsi pocet rostlin z jednotlivych populaci dostupnych pro
morfometrické analyzy. Pfimé porovnani popula¢ni variability a posouzeni vlivu stanovisté na

variabilitu rostlin bylo proto umoznéno pouze na nékolika populacich.

6.1 Metodika

Celkovy pocet méfenych rostlin byl 685 ze 41 populaci, z kazdé populace zpravidla 15
rostlin (z finalnich analyz byly vyfazeny popula¢ni sbéry s méné nez S jedinci). Pocet rostlin
v ramci jednotlivych druhil je uveden v tabulce ¢. 7, piehled lokalit je uveden v Ptiloze. U
vech rostlin zahrnutych do morfometrickych analyz byla nejprve pratokovou cytometrii
stanovena jejich ploidni Groven resp. absolutni velikost jaderného genomu.
Dokladové herbarové polozky budou ulozeny v herbarovych sbirkach Ptirodovédecké fakulty

Univerzity Karlovy v Praze (PRC)
Mérené znaky

Na zéklad¢ literarnich adaja (Borrill 1956, 1958, Holub 1960, Holub 1970,Kubat 2002) a
vlastnich pozorovani bylo vytipovano 130 znaki (z nich 6 pomérovych). V pilotni studii

provedené na 150 rostlinach z 8 lokalit, které rovnomérné pokryvaly vSechny studované
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taxony, byl zméfen primarni soubor 130 znaku. Ziskana data byla nasledné¢ podrobena
statistickému zpracovani (prostiednictvim programu SAS 8e; SAS Institute 2004) a na
zdklad¢ procedur PCA a CDA byl primarni soubor znakd zredukovan na 85 znakd.
Nasledoval obdobny metodicky postup, tj. rozsifeny soubor dat (198 rostlin z 11 lokalit) byl
opét obdobn¢ statisticky zpracovan a nasledovala redukce poctu znaki na ty, které byly
nejté€snéji korelované s kanonickymi osami, tj. nejlépe oddélovaly jednotlivé taxony (51
znakl — 42 primarnich a 9 pomérovych). Pro rostliny péstované v prostorach experimentalni
zahrady bylo vybrano pouze 41 znakil (péstované rostliny se vyznacovaly mnohem mensim
vzristem a chuds$i latou — mély méné pater kvétenstvi, tj. méné méfitelnych znaki). V
analyzach souboru rostlin z terénu a z experimentalnich podminek bylo pouzito 41 znaki
shodnych pro oba soubory. Z téchto 41 znakl bylo 33 primarnich a 8 pomérovych (viz
Ptiloha).

Znaky v47 (celkova délka rostliny) a v48 (délka laty) byly méfeny pomoci termostabilniho
pravitka s presnosti na I mm. Ostatni znaky byly méfeny pomoci binokularni lupy (Olympus

SZ51) s okularovym méfitkem s piesnosti 0,1 mm pfi desetindsobném zvétseni.

Tab. 7: Poc¢et morfometricky zpracovanych rostlin / pocet populaci

G. fluitans | G. notata | G. declinata | G. nemoralis »havranicka | ,havranicka
mald® velka“
sbér v terénu |91 /7 72/6 134/8 93/6 24/1 26/1
péstované 103/7 95/10 49/7 3/1 0 0

Statistické zpracovani dat

Ke statistickému zpracovani dat byly pouzity zakladni statistiky, korela¢ni matice a ordinacni
metody ziskané programem SAS (verze 8e; SAS Institute 2004). Vnitrodruhova variabilita
nalezend v ramci rostlin zaherbafovanych na lokalit¢ a rostlinach herbafovanych po ro¢nim
péstovani na experimentalni zahradé (Botanicky ustav AV CR v.v.i.) byla zhodnocena

porovnanim box plot vystupti z programu STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc.).

Zakladni statistiky (primér, smérodatna odchylka, minimum, maximum, horni (75 %) a dolni
(25 %) kvartil a median) byly vypoc¢itany procedurou UNIVARIATE (SAS 8e) pro vsech 51
(rostliny z terénu), resp. 41 (rostliny z experimentalnich podminek a nasledné vSechny
rostliny) analyzovanych znakii. Normalni rozdéleni hodnot jednotlivych znaki bylo testovano

»Shapiro-Wilk* testem, ktery je vhodny pro mensi a stiedné velké soubory objektii (Marhold
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et Suda 2002). 21 z 41, resp. xxx z 50 znaki nemélo normalni rozdéleni (hodnoty Shapirova-
Wilkova testu byly niz$i nez 0,95 na hladin€ vyznamnosti a = 0,05), tj. nelze predpokladat
mnohorozmérné normadlni rozdéleni u celého souboru dat. Kvili mozné korelaci znaki
(citlivost ordinac¢nich metod na vysoce korelované znaky, zvlast¢ pak u diskriminacnich
analyz; Marhold et Suda 2002) byly vSechny znaky datového souboru otestovany procedurou
CORR (SAS 8e). Jako hodnota tésné korelace byla pouzita hranice b&ézné aplikovana pfi
zpracovani botanickych dat (0,95; Marhold et Suda 2002). Pro zji§téni miry korelace byl
vybran Spearmantiv korelac¢ni koeficient nevyzadujici normalni rozdéleni vstupnich dat
(Marhold et Suda 2002). Hranici tésné korelace piesahlo 6 dvojic znaku (s jedinou vyjimkou

pomérovych), proto byl z dal§ich analyz vytazen jeden znak z kazdé dvojice.

Ordinacni metody

Ordina¢ni analyzy morfometrickych dat byly zpracovany v programu SAS 8e. Vystupy
analyz jsou soucasti elektronické piilohy. Pro odhaleni zakladni struktury v datovém souboru
a v jeho castech byla pouzita metoda analyzy hlavnich komponent — trojrozmérna
standardizovana (vychazejici z korela¢ni matice dat) PCA pracujici s pfedpokladem, ze znaky
se pohybuji v euklidovském prostoru. Tato metoda se pouziva ke zjisténi zakladni struktury v
datech, jejim principem je nahrazeni puvodniho souboru pozorovanych znakii souborem
novych, vzajemné nekorelovanych znaki tak, aby byla postihnuta maximalni variabilita
souboru. Vystupem jsou pak osy, hlavni komponenty, které jsou vedeny ve sméru nejvetsi
celkové variability datového souboru (Marhold et Suda 2002).

analyzy — kanonickd analyza (procedura CANDIS) a klasifika¢ni analyza (procedura
DISCRIM). U kanonické analyzy (oproti PCA) jsou data predem rozdélena do skupin,
kanonické osy jsou tedy vedeny ve sméru nejvétsi variability mezi skupinami (tj. nejvétsi
podil na kanonickych osach maji znaky, které jsou malo variabilni uvnitf skupin a hodné
variabilni mezi skupinami). Pfi neparametrické klasifikacni analyze bylo vyuzito
neparametrické metody k — nejblizSich sousedt (k-nearest neighbours) a tzv. ktizového
ovéteni (cross-validation). Koeficient k ur¢uje klasifikaci objektu do skupiny na zakladé
informaci ziskanych z k — nejbliz§ich objektd znamého zarazeni. Nejvhodnéjsi hodnota
koeficientu byla stanovena experimentalné tak, aby analyza pfinesla maximalni pocet (a
podil) spravné¢ determinovanych jedinci. Smyslem k#izového ovéfeni je aplikace

klasifikacniho kritéria odvozeného z n-1 objektl na jeden vyrazeny objekt (Marhold et Suda
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2002). Cely postup se opakuje n-krat, vysledkem jsou procentudlni uspésnosti zarazeni
objektt do skupin.

Nutnou podminkou diskrimina¢nich analyz jsou pifedem vymezené skupiny, které jsou
definovany pomoci parametri, které nejsou do vlastni analyzy zahrnuty — napt. ploidie nebo
absolutni velikost genomu.

Jako skupiny byly zvoleny jednotlivé druhy, které jsou od sebe dobfe oddéleny velikosti
genomu. V pripadé G. fluitans a G. notata se shodnou velikosti genomu byly skupiny
vymezeny na zdkladé celkového habitu. Dalsim nutnym predpokladem je fakt, ze zadny ze
znakl nesmi byt linearni kombinaci jiného znaku (Klecka 1980). Velmi silné¢ korelované
znaky by mély byt vyfazeny a znaky charakterizujici skupiny by mély splnovat pozadavek
mnohorozmérného normalniho rozdéleni. Pocet znakl pouzitych v analyze musi byt mensi
nez pocet objektli v analyze zmenseny o pocet skupin. A¢koliv ziskana data nespliuji zcela
vSechny podminky (mnohorozmérné normalni rozdéleni), diskriminac¢ni metody jsou celkové
robustni k nedodrzeni podminek (pfipadné odchylky se tykaji zejména uspés$nosti klasifikace).
Pokud vzniklo podezfeni na nedodrzeni statistickych pozadavki, doslo k modifikaci postupti
smérem k minimalizaci moznych chyb (sniZzeni po¢tu analyzovanych znaki, vypusténi
konstantnich znaki apod.). Oddélené analyzy byly provedeny pro populace rostlin

pé€stovanych a herbafovanych pfimo v terénu.

Veskeré vystupy z analyz jsou k dispozici na pfilozeném CD-ROMu.

6.2 Vysledky

Mezidruhova diferenciace na zakladé morfologickych znaku

Analyza hlavnich komponent

Vysledek PCA (obr. 20) odhalil existenci napadné struktury v datovém souboru, doslo k
dobrému oddéleni vsech druhti kromé populaci z havranického viesovisté, v nichz vsak lze
také vysledovat vyraznou strukturu. Celda plocha grafu je dobfe pokryta, coz odpovida
rozdilné variabilit¢ podél jednotlivych os v ramci jednotlivych druhi. Tato analyza tedy
potvrdila velmi dobré oddéleni jednotlivych druhii pomoci znakti znamych z uréovacich klica.
Pozornost byla proto upfena na odhaleni znakd, které nejlépe charakterizuji jednotlivé druhy

jako i k nalezeni znaki charakterizujicich a odliSujicich cytometricky odlisné subpopulace z
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havranického viesovisté (Znojmo). V dal§im textu bude pouzivano spojeni ,,havranicka mala“
a ,,havranicka velka“ vychazejici z hodnot absolutni velikosti genomu (viz kapitola karyologie

a cytometrie).

Prin3 oo

4.65

-2.68 7

-6.35 1
10.03

-6.64 -5.26

Obr. 20: Rozlideni jednotlivych druhii v grafickém vystupu PCA v3ech jedincii (sbéry pfimo na stanovisti) se
zahrnutim viech 50 znakt. Prvni osa vysvétluje 33,2%, druha 16,5 % a tieti 9,6% variability.

. jooct
( e ,havranicka mala“ L ,havranicka velka“ m G. fluitans ¢ G. notata”™ G. nemoralis & G.
declinata)

V PCA 4 druht (obr. 21 ) se podle osy Prin 1 oddélily G. declinata, G. notata a G. nemoralis,
podle osy Prin2 se pak oddéluje druh G. fluitans. Znak nejtésnéji korelovany s osou Prin 1 je
v26 (prameérny pocet klaskt) a v22 (pocet klaskt ve 2 patie); s osou Prin2 znak v15

(primérna délka vétvi) a vi7 (pramérna délka vétvi ve 4. patie).
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-?7.07 -5.32

Obr. 21: Rozliseni 4 zakladnich druhd v grafickém vystupu PCA (sbéry piimo na stanovisti). Jednotlivé osy
vysvétluji 32,8%, 17,1 % a 10 % variability.

o e
( B G. fluitans * G. notata” G. nemoralis @ G. declinata)

Diskriminaéni analyzy

Pro odhaleni znaki, které nejlépe charakterizuji jednotlivé druhy byly pouzity diskriminacni
analyzy. Do kanonické diskriminaéni analyzy byli po po¢ate¢nich analyzach zahrnuti vSichni
Jjedinci (439) pochdzejici z terénnich sbérti a 44 nejvyznamnéjsich znakt (39 primarnich a 5
pomérovych; obr. 22). Nejprve byl analyzovan cely datovy soubor (vSech 6 taxoni) s cilem
zjistit zakladni trendy fenotypové diferenciace ve studované skupiné. Pro odhaleni druhové
specifickych znakd byl v nasledujicim kroku soubor rozdélen do mensich skupin, které byly

vzajemné porovnavany. Provedeny byly nasledujici modifikace:

Glyceria fluitans vs. G. notata vs. G. declinata vs. G. nemoralis

Glyceria fluitans vs. ,,havranicka mala®
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G. fluitans vs. ,havranicka velka“
,havranicka mala“ vs. ,havranicka velka“
G. declinata vs. ,havranicka mala“ vs. ,havranicka velka“

G. fluitans vs. ,havranicka mala® vs. ,havranicka velka*

Z obr. ¢. 22 je patrné velmi dobré rozdéleni jednotlivych taxont. Znaky nejté€snéji korelované
sosou Canl (tab. 8) jsou v36 (délka/sitka plusky; -0,962) a v29 (délka pluchy; -0,959) a
dobfe odlisily jednotlivé skupiny. Podle osy Can2 se vyrazné odliSily skupiny na zikladé
znaku v35 (Sifka plusky; -0,969 ). Glyceria nemoralis je od ostatnich druhii oddélena podél 3.
osy na zakladé znaku v30 (Sitka pluchy; -0,462). VSechny ttfi kanonické osy dohromady

vysvétluji 96,3% celkové variability souboru.

-2.73 7

-5.80
9.25

-9.75 -7.20

Obr. 22: Rozliseni viech taxonil na grafickém vystupu kanonické diskrimina¢ni analyzy viech taxont (439
jedinch, 44 znak; sbéry pfimo na stanovisti). Prvni kanonicka osa Canl vysvétluje 54,4%, osa Can2 38,3 % a
osa Can3 vysvétluje 4,3% variability.

e
( Ea ,havranicka mala“ B G. fluitans & G. notata”™ G. nemoralis & G. declinata & ,.havranicka velka“)
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Tab. 8: Kanonické korela¢ni koeficienty pro viechny mérené znaky na viech druzich ze sbért na

stanovisti.
znak | Canl | Can2 | Can3 | znak Canl Can2 Can3
v4 0.44675 | 0.366314 | -0.248597 v25 0.592632 | 0.263743 | 0.404652
v5 0.282292 | -0.049895 | 0.214109 v26 0.725531 | 0.270096 | 0.322479
vé 0.44100 | 0.10683 0.186245 v27 -0.682022 | 0.216249 | -0.051843
v7 0.510915| 0.226311 | 0.161090 v28 -0.823378 | 0.216738 | 0.006556
v8 0.524752| 0.190179 | 0.143042 v29 -0.959632 | 0.168407 [ -0.085433
v9 0.409062 | 0.109081 | 0.270253 v30 -0.381082 | -0.376836 | -0.462351
vi0 0.523489 | 0.114991 | 0.308515 v31 -0.786968 | 0.393755 | 0.178694
vll 0.203643 | 0.200132 | -0.297035 v33 0.802899 | -0.276866 | -0.190187
vi2 0.342525 | 0.256521 | -0.031553 v35 0.075523 | -0.969839 | -0.036901
vl3 0.085484 | 0.395897 | -0.311685 v36 -0.961569 | 0.158658 | 0.015305
vi4 0.077655 | 0.42445 | -0.041813 v38 -0.418042 | -0.268478 | -0.350432
vls 0.04-6427 0.351916 | -0.389114 v39 -0.701253 | 0.337408 | 0.244431
vl6 0.1033769 0.370128 | -0.068073 v40 0.699632 | -0.223749 | -0.288378
v17 0.06-1 283 0.393452 | -0.381662 \Z)| -0.552367 | 0.621587 | -0.127239
v18 0'20-3075 0.362479 | -0.145387 v42 -0.466394 | -0.068203 | -0.135167
vi9 0.092)1 79 0.386764 | -0.305059 v44 -0.656427 | -0.125316 | 0.077365
v20 -0.21633 | 00.293693 | -0.110841 v45 -0.187225 | -0.090509 | 0.055277
v21 0.705262 | 0.170701 | 0.213327 v47 -0.648769 | 0.145679 | 0.015412
v22 0.70959 | 0.287468 | 0.222382 v48 0.605656 | -0.012601 | -0.038027
v23 0.704442 | 0.325581 | 0.272203 v49 -0.644354 | -0.413902 | 0.118115
v24 0.658607 | 0.32342 0.298723

Z CDA 4 druhu (po vyfazeni havranickych rostlin) (obr. 23) vyplyva jasné oddéleni

jednotlivych druhti - podle osy Canl G. fluitans, G. declinata a G. notata s G. nemoralis na

zakladé¢ nejtésnéji korelovanych znaka (tab. 9) v29 (délka pluchy; 0,978935), v36 (délka/Sitka

plusky; 0,970758), podél osy Can 2 se napadné oddéluje G. declinata na zakladé znaku v35

(Sitka plusky; -0,886176), tieti osa pak odliSuje G. fluitans a G. nemoralis od ostatnich diky

nejtésnéji korelovanému znaku v30 (Sifka pluchy; 0,459) a v25 (pocet klaskt v 5. patfe laty;

0,451). Vsechny tii osy dohromady vysvétluji 100% variability souboru. Z vysledku CDA

vyplyva dilezitost

fluitans.

kvétnich charakteristik pro odliseni jednotlivych druh z okruhu G.
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Obr. 23: Graficky vystup analyzy jednorozmérné kanonické diskrimina¢ni analyzy 4 zakladnich druhi (386

rostlin,44 znakl). Prvni osa vysvétluje téméi 60%, druha osa dal3ich 37%, teti osa 3% variability.

o
( ﬁ‘ G. fluitans G G. notata™ G. nemoralis @ G. declinata)

Tab. 9: Kanonické korela¢ni koeficienty pro viechny méfené znaky na 4 zdkladnich druzich z terénnich sbérii.

znak Canl Can2 Can3 znak Canl Can2 Can3
v4 -0.327089 0.513171 -0.181233 v25 -0.475039 0.400704 0.450920
v5 -0.265860 -0.01683 0.172577 v26 -0.599650 0.448664 0.370717
v6 -0.368029 0.180567 0.152267 v27 0.829252 0.112664 0.015758
v7 -0.403522 0.328583 0.158759 v28 0.868226 -0.046043 -0.027447
v8 -0.429166 0.304125 0.148307 v29 0.978935 -0.077508 -0.061525
v9 -0.338693 0.186897 0.268994 v30 0.218645 -0.420650 -0.459264
v10 -0.445637 0.211108 0.296417 v31 0.874200 0.134413 0.164594
vll -0.138455 0.304607 -0.296766 v33 -0.853844 -0.034092 -0.198722
vi2 -0.240756 0.356652 -0.017566 v35 -0.425154 -0.886176 -0.003217
vl3 0.049427 0.384689 -0.357929 v36 0.970758 -0.098261 0.029628
vl4 0.068746 0.402853 -0.060011 v38 -0.307504 -0.272899 0.279967
vl§ 0.151069 0.331525 -0.410653 v39 0.797039 0.070002 0.166524
v16 0.320832 -0.056167 0.217121 v40 -0.753205 0.019423 -0.237228
vl7 0.385754 -0.368236 0.167533 v41 0.693630 0.506029 -0.016127
vi8 0.329729 -0.086874 0.289330 v42 -0.197360 -0.163464 0.425113
v1l9 0.201532 0.375127 -0.278445 v44 -0.304228 0.078186 0.616245
v20 0.280815 0.274536 -0.038154 v45 -0.151782 0.033601 0.149240
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v21 -0.612512 0.345272 0.241496 v47 0.707076 -0.018701 0.012307
v22 -0.580551 0.462499 0.262419 v48 -0.588774 0.146303 -0.030811
v23 -0.565380 0.499897 0.328129 v49 -0.514348 0.637479 0.015630
v24 -0.524125 0.489268 0.360966
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Na dvojici obr. 24a a 24b je patrné velmi dobré oddéleni druhu G. fluitans od kazdého
ze 2 typu nalezenych na havranickém viesovisti. Nejvyznamnéjsim znakem rozliSujicim
G. fluitans od ,havranické velké* i ,havranické malé* jsou shodné znaky v 35 (Sirka

plusky) a v40 (délka obilky).

mo PRIQUIBCY

iy

N

N
N

N
N

(SR I L IR i B A A A} -9.0 -7.5 6.0 -4.5-3.0 -1.5 0.0 1.5 3.0

ml DN Canl NIDPOINT
w U &8s w 22 B3
Obr. 24a: Graficky vystup analyzy jednorozmérné Obr. 24b: Graficky vystup analyzy jednorozmérné
kanonické
kanonické diskriminaéni analyzy. diskrimina¢ni analyzy.
1 - G. fluitans [Ze%%%] 8 -,,havranicka mala“ VL4 1 - G. fluitans [Ze%e%e%%: 7 -,,havranicka
velka®

Na obr. 25 se jednozna¢né odlisuji dvé havranické subpopulace. Znak nejtésnéji korelovany

s osou Canl je v41 (Sifka obilky), v36(pomér délka / Sifce plusky) a v29 (délka pluchy).
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Obr. 25: Zretelné oddéleni druhii obou havranickych subpopulaci

- ,havranicka velka“ , 8 - L L4 ,.havranicka mala“ (50 rostlin, 41 znaki).
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Obr. 26a: Ztetelné oddéleni druhi G. declinata“ a ,havranicka mala“ (vilevo; jednorozmérna CDA)
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Obr. 26b: Zietelné oddéleni druhl G. declinata a ,havranicka velka“(jednorozmérna CDA)
Graficky vystup analyzy jednorozmérné kanonické diskrimina¢ni analyzy.
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Obr. 27: Ztetelné oddéleni G. notata a G. declinata (vlevo porovnani péstovanych rostlin , vpravo rostliny
sbirané pfimo na stanovisti).

O\ 2-G. notata €LLA3-G. declinata DN G, notata

YL L43- G. declinata

Na obr. 28 je zieteln¢ zobrazeno rozdéleni jednotlivych skupin. Znaky nejtésnéji korelované s
osou Canl jsou v41(Sifka obilky) v31(pomér délka / Siice pluchy) a s osou Can2 v27 (délka
dolni plevy) a v47(délka rostliny).
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Obr. 28: Graficky vystup dvourozmeérné kanonické diskriminacni analyzy ( A G. declinata U havranicka

velka« © ,havranicka mala“

Na obr. 29 se podobné¢ zietelné odlisily obé havranické skupiny i G. fluitans. S osou Canl

nejtésnéji koreluje znak v35 (Sitka plusky; -0,97), s osou Can2 v27 (délka dolni plevy;-0,38) a
v38 (délka prasniku; 0,28)
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Obr. 29: Rozdéleni havranickych taxont a G. fluitans na grafickém vystupu dvourozmérné CDA. (a G

Sfluitans 0 ,havranicka velka“ O ,havranicka mala*)
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Obr. 30: Graficky vystup dvourozmérné kanonické diskrimina¢ni analyzy zaménovanych druhi Ji\‘G. notata B

G. declinata © G. nemoralis

Kvili ¢astym zaménam druhid G. declinata, G. notata a G.nemoralis byla provedena
nasledujici série analyz. Na grafickém vystupu dvourozmérné CDA na vSech 3 druzich je
patrno jednoznaéné odliseni jednotlivych druhi. Nejdilezitéjsimi znaky pro determinaci (obr.
30) canl jsou: v35 (Sifka plusky, -0,936), v36 (d/5 plusky, -0,919), v29 (délka pluchy, -0,893)
korelované s osou Canl, a v15 (pram. délka vétvi 3.patro, -0,480 ) a v25 (pocet klasku 5.

patro, 0,486), korelované s osou Can2.
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Obr. 31: Graficky vystup jednorozmémé CDA na G. notata a G. nemoralis.

BN 2 _G notata
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YL 4G nemoralis

Pro stanoveni stalosti nejdialezitéjSich diskrimina¢nich znakt po ro¢nim péstovani v kulture

byla provedena dvourozmérna CDA na souboru vSech rostlin tfi péstovanych druht (G.

Sfluitans, G. notata a G. declinata; obr. 32)
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Obr. 32: Graficky vystup dvourozmérné CDA péstovanych rostlin (druhy G. fluitans, G. notata, G. declinata,
viechny znaky, viechny rostliny).

(A G. fluitans 0 G.notata © G. declinata)

K oddéleni druhu G. fluitans od zbyvajicich doslo na zakladé znakl nejtésnéji korelovanych
s osou Canl — v21 (délka pluchy; 0,903) a v33 (Sitka obilky; 0,922). RozliSeni G. declinata a
G. notata na zaklad€ znaki nejvice korelovanych s osou Can2 — v4 (pocet pater; 0,645), v16
(pocet klaskii ve 2. patie laty; 0,525) a v15 (pocet klaskt v 1. patie laty; 0,517), viz tab.10.

Tab. 10: Kanonické korela¢ni koeficienty pro vSechny méfené znaky na 3 péstovanych

druzich

znak Canl Can2 znak Canl Can2
v4 0.108165 0.649520 v20 0.616405 -0.045957
vS -0.095283 -0.083255 v21 0.903460 -0.177751
v6 -0.184399 0.307338 v22 0.053369 -0.241521
v7 -0.274541 0.170252 v23 0.812674 -0.069648
v8 -0.364786 0.043860 v25 -0.823427 0.094930
v9 -0.210408 0.281548 v27 -0.875025 -0.412990
v10 -0.149181 0.376387 v28 0.858090 -0.313530
vll 0.064369 0.397835 v30 0.418997 -0.279399
v12 0.187376 0.357613 v31 0.569229 -0.159338
vl3 0.189360 0.283834 v32 -0.560807 0.165377
v14 0.359052 0.093110 v33 0.921778 0.161423
vls -0.402634 0.517278 v34 0.545791 -0.256574
v1l6 -0.363274 0.524979 v36 0.632221 -0.271210
vl7 -0.394638 0.452641 v38 0.072402 0.032687
\at -0.463784 0.487558 v39 0.548919 -0.273337
v1l9 0.622027 -0.031119 v40 -0.545205 0.346510

65



Klasifika¢ni diskriminaéni analyza

Jak je ztejmé z vysledki neparametrické klasifika¢ni analyzy (tab. ¢. 11.), na zaklad¢ vSech
znaku je mozné spravné klasifikovat vice nez 90% rostlin (klasifikace na zakladé k=2
nejblizSich sousedu). Nejvétsi podil spravné klasifikovanych jedinct pattil taxonu
,havranicka velka™ (100%), taxon ,,havranicka mala“ mél naopak nejmensi podil dobre

determinovanych jedinct (59,26%).

Tab. 11..: Vysledek klasifikaéni diskrimina¢ni analyzy v$ech studovanych jedinci z pfir. populaci se
zahrnutim v8ech méfenych znakii (k=2). V tabulce zobrazeny tdaje o skute¢né pfislusnosti jedinci a o poctu
a podilu jedinct klasifikovanych do jednotlivych skupin. V prvnim fadku u kazdé skupiny je pocet jedinct, v
druhém radku je procentudlni zastoupeni z celé skupiny.

zafazeno do druhu
whavranicka ,havranicka

druh G. fluitans G. notata G. declinata G. nemoralis ) ‘o celkem
mala velka
G. fluitans 87,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 89,00
97.75 0.00 0.00 0.00 0.00 2,25 100.00
G. notata 0,00 70,00 0,00 1,00 1,00 0,00 72,00
0.00 97.22 0.00 1,39 1,39 0.00 100.00
G. declinata 0,00 0,00 130,00 0,00 3,00 2,00 135,00
0.00 0.00 96,3 0.00 2,22 1,48 100.00
G. nemoralis 0,00 5,00 0,00 85,00 0,00 0,00 90,00
0.00 5,56 0.00 94.44 0.00 0.00 100.00
shavranicka 0,00 0,00 7,00 0,00 16,00 4,00 27,00
0.00 0.00 25.93 0.00 59.26 14.81 100.00
»havranickd 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 25,00 25,00
velka*
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00
chybné urceno 2.25 2,78 3,7 5,56 40,7 0 9,17

(%)

Pti provedeni klasifika¢ni diskrimina¢ni analyzy na souboru 4 zakladnich druhti se zahrnutim
18 nejtésnéji korelovanych znak (tab.12.) bylo dosazeno 100% spravnosti klasifikace.

Tabulka 12.: Vysledek klasifika¢ni diskriminaéni analyzy jedinct ze 4 zakladnich druhii
se zahrnutim 18 nejtésnéji korelovanych znakd.

zafazeno k druhu
druh G. fluitans G. notata G. declinata  G. nemoralis celkem

G. fluitans 89 0 0 0 89
100 0.00 0.00 0.00 100

G. notata 0 72 0 0 72
0.00 100 0.00 0.00 100

G. declinata 0 0 135 0 135
0.00 0.00 100 0.00 100

G. nemoralis 0 0 0 90 90
0.00 0.00 0.00 100 100

chybné zarazenych (%) 0 0 0 0 0
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V klasifika¢ni analyze ,,problematickych skupin® a jejich nejblizsich taxon pfi zahrnuti 17
nejtésnéji korelovanych znak bylo dosazeno necelych 11% chybné zafazenych rostlin, opét
prevazna vétsina chybné zarazenych taxonti nalezela taxonu ,havranicka mala®.

Tabulka 13.: Vysledek klasifika¢ni diskrimina¢ni analyzy jedincti ze 4 4 “problematickych skupin® se
zahrnutim 17 nejtésnéji korelovanych znaku (k=6).

zafazeno k druhu
druh G. fluitans ,,havralflcka ,,havral,ncka G. declinata  celkem
velka* mala“

G. fluitans 89,00 0,00 0,00 0,00 89,00
100.00 0.00 0.00 0.00 100.00

,.havranicka velka“ 2,00 23,00 0,00 0,00 25,00
8.00 92.00 0.00 0.00 100.00

,.havranicka mala“ 0,00 2,00 20,00 5,00 27,00
0.00 7,41 74.07 18.52 100.00

G. declinata 0,00 2,00 11,00 122,00 135,00
0.00 1,48 8,15 90.37 100.00

chybné zarazenych (%) 0 8 25,93 9,63 10,89

Stalost znaki i na péstovanych rostlinach

Pii aplikaci nejtésnéji korelovanych znak z CDA na rostlinach z terénu na péstované
rostliny, doslo pfi pouziti 15 a posléze jen 8 nejvyznaméjSich znaku (k=30 resp. k=11) ke
100% oddéleni vSech skupin, pfi pouziti 5 znakid byly 3% rostlin druhu G. declinata chybné
zarazeny do druhu G. notata (vysledky nezobrazeny). Z uvedeného vyplyva stalost znakt
dilezitych pfi determinaci rostlin v terénu i pfi aplikaci na rostliny z jiného mista. To ma

vyznam pfii ur€ovani ekotypu, jaké casto vytvati G. fluitans nebo G. declinata.
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Zhodnoceni stalosti rozliSovacich znakii po pireneseni rostlin do kultury

Zajimavé vysledky pfineslo i srovnani variability rostlin pfenesenych do kultury
s rostlinami z pfirody. Bylo potvrzeno, Ze rostliny si drzi své rozliSovaci znaky i po preneseni
do konstantnich podminek, je tedy mozno tvrdit, Ze tyto znaky jsou stabilni a spolehlivé a
determinace by neméla byt problematicka. Na zakladé vysledkl (nezobrazeny) klasifika¢ni
diskrimina¢ni analyzy na 15 nejvyznamnéjsich znacich je mozno spravné urcit 100% (k=30),
z populaci péstovanych rostlin pak rovnéz 100% rostlin (k=16). Pii redukci poctu znakt na 8
procento chybné ur¢enych jedinci vzrostlo u pienesenych rostlin na 3,2%, rostliny z ptirody
se i pfi takto malém poctu znak odlisi 100%. Pti chybnych urcenich se bez vyjimky jednalo
o chybné zafazeny druh G. declinata. Hlavni determinacni znaky jsou u vSech zastupcii
pluchy, dale pak Sirka plusky, tvar pluchy

Stalost dulezitych determinacnich znaki i po pfeneseni rostlin do jednotnych
podminek je ztejma z diskrimina¢nich analyz, kdy jak na souboru rostlin z terénu tak rostlin
péstovanych nejtésnéji koreluji s jednotlivymi kanonickymi osami tytéZ znaky. Nasledujici

obrazky jsou vizualizaci variability ve vybranych znacich.

Srovnani variability druhi okruhu G. fluitans

Obr. 33— 37 znazoriuji trovei variability v jednotlivych znacich (vlevo rostliny péstované na
experimentalni zahradg, vpravo pfirodni populace; vybrano nékolik nejvariabilnéjSich znakii a
znaky dulezité pro odlideni druht). Cisla 1- 6 oznaéuji jednotlivé taxony (1- G. fluitans, 2- G.

notata, 3- G. declinata, 4 — G. nemoralis, 5 — ,,havranicka mala“, 6 — , havranicka velka“
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Obr.33 Grafické zobrazeni variability délky obilky u rostlin péstovanych (vlevo) a z ptirody (vpravo).
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Z obr. 33 je patrné prodlouzeni obilky u péstovanych rostlin druhu G. notata. Ostatni druhy

(G. fluitans a G. declinata) maji delsi obilky i vétsi variabilitu v tomto znaku v populacich

Z terénu.
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Obr.34 Grafické zobrazeni variability délky pluchy u rostlin péstovanych (vlevo) a z pfirody (vpravo).
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Obr.35 Grafické zobrazeni variability poctu pater u rostlin péstovanych (vlevo) a z pfirody (vpravo).

Na obou z dvojice obrazki je patrné odliSeni druhu G. notata a na pravém obrazku i G.

nemoralis od ostatnich druhii v poctu pater v laté€, neboli znaku ¢astecn¢ odrazejicim celkovou

délku rostliny. Vyrazné oddéleni druhu G. declinata tomto znaku v pé€stovanych rostlinach

odpovidéa pozorované zhorSené vitalité tohoto druhu v experimentalnich podminkach.
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Obr.36 Grafické zobrazeni variability délky prasnikt u rostlin péstovanych (vlevo) a z pfirody (vpravo).
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Obr.37 Grafické zobrazeni variability délky zoubki na plusce u rostlin péstovanych (vlevo) a z pfirody (vpravo).

Na obr. 38 je zobrazena mezi- i vnitrodruhova variabilita v jednom z nejdulezitéjSich

determinacnich znaki celého okruhu — délky pluchy. Celkové nevelka variabilita v obou

souborech je naruSena pouze u druhu G. fluitans, ktery vykazuje pon€kud vétsi variabilitu

v tomto znaku na rostlinach pé€stovanych v jednotnych podminkach. Velkou variabilitu ve

svém prirozeném prostredi vykazuje také populace ,,havranicka mala®.
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Obr.38 Grafické zobrazeni variability délky pluchy u rostlin péstovanych (vlevo) a z pfirody (vpravo).
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Porovnani variability péstovanych rostlin a rostlin z prirodnich populaci v ramci
jednotlivych druhi

Na obr. 39 je opét zobrazena, tentokrat podrobnéji, vnitrodruhova variabilita v hlavnim
ur¢ovacim znaku — délce pluchy (vlevo ze zahrady, vpravo rostliny z pfirozenych populaci)
Cisla oznaduji ¢islo populace daného druhu, shodna ¢isla na obou grafech znamenaji shodné
populace. Z grafického vystupu programu STATISTICA je zietelné, Ze ke sniZovéni
vnitrodruhové i vnitropopulacni variability s pfenesenim rostlin do jednotnych podminek
nedochazi u vSech druhu stejné. Zatimco G. notata a G. declinata vykazuji uréitou uniformitu
rozméri v pfirozeném prostiedi po preneseni do jednotnych podminek se wvnitro i
mezipopulaéni variabilita nepatrné zvysi, u druhu G. fluitans dochazi ke snizovani variability

s pfesazeni do uniformnich podminek. Pfi¢ina tohoto chovani by opét mohla byt nalezena v

rozdilném zplsobu rozmnozovani uvedenych druh.
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Obr. 39: Zobrazeni vnitrodruhové variability u Glyceria fluitans na ptikladu délky pluchy.
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Obr. 41: Zobrazeni vnitrodruhové variability u G. declinata na prikladu délky pluchy.
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Obr. 42: Zobrazeni vnitrodruhové variability u G. nemoralis na piikladu délky pluchy
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Na obr. 43 je ilustrovan posun variability mezi rostlinami péstovanymi a z pfirody. Zajimavy

je trend druhu G. fluitans, u néhoz dochazi s prenosem do shodnych podminek ke zvétseni

variability za celkového zmenseni délky pluchy. U druhého tetraploida - G. notata - dochazi

rovnéZ k mirnému narGstu variability,a le zarovef i naristu velikosti znaku (zde délky

pluchy). G. declinata vykazuje nejslabsi reakci, drobny posun smérem k del$im plucham lze

vSak rovnéz zaznamenat.
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Obr. 43: Zobrazeni variability mezi rostlinami z pfirody (0 — levy box plot) a péstovanymi (1 — pravy box plot)
na piikladu délky pluchy. Druhy z leva: G. fluitans, G. notata, G. declinata.
Syntéza vysledkii ekologickych i morfologickych analyz

Spojeni ekologickych charakteristik stanovisté (typ stanovisté, pidni chemismus, vyska
hladiny, nadmofska vyska) s morfologickymi charakteristikami jednotlivych rostlin z
ptislusnych populaci a nasledné analyza je jen logickym doplnénim pfedchozich oddélenych

analyz.

Metodika

Nahodnym vybérem 11 rostlin z kazdé populace s kompletnim chemickym rozborem a
zmétenymi morfologickymi znaky (20 lokalit) byl ziskan datovy soubor, ktery byl otestovan
v programu Canoco (ter Braak et Smilauer 2002; DCA morfologickych znakd, druhy jako
kovariaty). Na zdklad¢ vysledku bylo rozhodnuto o pouziti linearnich metod hodnoceni
variability. Na celém datovém souboru byla provedena RDA (centrovana a standardizovana
pres morfologické znaky, prislusnost k druhu jako kovariata). Nasledovala tataz analyza s
vyuzitim datového souboru obsahujicim informace o typu stanovist¢ a morfologickych
znacich, v dal$i analyze pak byla porovnavana stejnou metodikou zavislost morfologické

variability na chemismu pud.

Vysledky

Na zakladé RDA se zahrnutim vsech faktort prostiedi bylo vysvétleno 34% vnitrodruhové
variability (prtkaznost p=0,002). Pfi stejné analyze se zahrnutim pouze informaci o typu
stanovisté bylo vysvétleno 14,4% vnitrodruhové variability s prikaznosti modelu p=0,032. Z
analyzy chemickych charakteristik stanovist vychazi 20,3% vnitrodruhové variability
vysvétlenych pomoci tohoto modelu (p=0,044). Znamena to tedy, ze a¢ je morfologicka
variabilita rostlin rodu Glyceria do jisté nezanedbatelné miry ovlivnéna prostfredim, parametry
stanovi$té nezodpovidaji za celou vnitrodruhovou variabilitu jednotlivych druhii a velka ¢ést

variability je dana redln¢ existujicimi rozdily na genetické rovni.
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7. Morfologicka charakteristika jednotlivych druhi
U kvantitativnich proménnych jsou uvedeny nasledujici idaje: (minimum-) 10% kvantil —

90% kvantil (-maximum).

Zakladni druhy

Glyceria fluitans (L.) R. Brown
(zblochan vzplyvavy)

Rostliny zelené, stébla vystoupava nebo poléhavé, bohaté kofenujici v nodech. Délka rostliny
(6-)70-105(-130) cm; pochvy listd mirné zplostélé, zilky rovné; jazycek (5,8-)7-13(~15)
mm dlouhy, cepele ploché, (5-)7-18(-21) c¢m dlouhé, Siroké (3-)3,2-4,9(-6,5) mm,
zaSpicatélé. Lata (26—)30—47(-50) cm dlouha, jednostranna, s kratkymi i dlouhymi vétévkami
(primérné 2-3 v patie), obvykle pfitisklymi k vietenu laty, fidka, s (5-)7-10(—11) patry.
Klasky jsou (9,1-)11,3-18,3(-21) mm dlouhé, $picaté, podlouhlého tvaru, primérny pocet
klaskd v patie 2—6. Primérny pocet kvétu v klasku je (4)5-7(-8). Dolni pleva (2,2-)2,3 —
3,9(-4) mm dlouhd, 1-3-zilna, $pic¢ata, horni pleva (3,2-) 3,4-5,3(-6) mm dlouha, tupa.
Plucha podlouhld, $pic¢ata nebo zaspicatéla s uzkym blanitym lemem 5-7-Zilna, (5,9-)6,1-7(—
7,2) mm dlouhda, (1,4-)1,6-2(-2,1) mm Siroka. Pluska (5,7-) 5,7-6,8(—6,9) mm dlouha
(obvykle napadné kratsi nez plucha, nékdy naopak), podlouhle protazend, 1,1-1,5(-1,6) mm
Sirokd, s mélkymi zuby (0,2-)0,3-0,6 mm dlouhymi. Pomér délky zubt a plusky je (0,03-)
0,05-0,1(-0,15). Prasniky Zluté¢ nebo castéji syté fialové, 1,2—1,8(-1,9) mm dlouhé. Obilka
podlouhld, s rozméry (1,2-)2,1-2,7(-2,9) x (0,3-)-0,4—0,9(-0,9) mm.

Glyceria notata Chevall.
syn.G. plicata (Fries) Fries.

(z. fasnaty)

Rostliny tmavé zelené az namodralé, stébla vystoupava, bohaté kofenujici v nodech. Délka
rostliny (51-)62—-88(—96) cm; pochvy listi mirn¢ zplostélé, zilky rovné; jazycek (5,1-)5,9—
9,9(-11) mm dlouhy, ¢epele ploché, zaspicatélé, 6-12 cm dlouhé, Siroké (2,9-)3,3-5,1(-5,3)
mm, v mladi 2x podélné zfasené. Lata (14,5-)19,5—- 26,5(-27,5) cm dlouhd, vSestranna,

bohata, sdlouhymi i kratkymi 3-4 vétévkami (v dolnich patrech vétévky napadné

75



prodlouzené), po odkvétu dosSiroka rozestalymi, jinak vzpfimenymi. Klaskid je mnoho,
pramérné (3—-)4-9(-12) v jednom patie, jsou (11-)12-16(-17) mm dlouhé, Spicaté,
podlouhlého tvaru s (5,86-)6,4—8,4(—9,7) kvéty. Dolni pleva (1,3-)1,5-2,2(-2,4) mm dlouha,
Spicata; horni pleva (2,4-)2,7-3,3(-3,5) mm dlouha, tupa. Plucha Siroce elipticka, na vrcholu
zaoblend,ale castéji zvInéna, nékdy i s napadnymi zuby, (3,6-)3,7-4,15(—4,3) mm dlouha,
(1,8-)1,9-2,4 mm Siroka. Pluska je (3,1-)3,3-3,8(-3,9) mm dlouhd, obvykle kratsi nez
plucha, zaoblena, s nevyraznymi zuby dlouhymi (0,2-)0,2-0,4(-0,5) mm. Sitka plusky je
(0,8-)1,1-1,55(-1,9)mm. Prasniky zluté, (0,8-)0,9-1,1(-1,2) mm dlouhé. Obilka obvejcita
s rozméry (0,9-)1,1-1,7(-1,9)x0,5-0,9 mm.

Glyceria declinata Bréb.

(z. zoubkaty)

Rostliny az namodrale zelené, stébla obloukovité¢ vystoupava, casto volné trsnatad. Délka
rostliny (45-)50-80(—85) cm; pochvy listd mirné zplostélé, zilky rovné; jazycek (4,1-)5,2—
8,2(— 8,8) mm dlouhy, ¢epele ploché, (4-)5-8(-8) cm dlouhé, §iroké (2,8-) 3,1-4,4(-9,5)
mm, kapovité. Lata (14-)16-27(-35) cm dlouha, jednostranna, fidka, s dlouhymi vétévkami,
obvykle pfitisklymi k vietenu laty. Klasky jsou (8,9-)10,6-15,9(-16,5) mm dlouhé,
podlouhlého tvaru, ¢asto nachové zbarvené. Dolni pleva 1,7-2,6(-2,8) mm dlouhd, $picatd,
horni pleva (2,4-)2,9-3,6(—4,1) mm dlouhd, elipticky vej¢itd. Plucha podlouhle vejcita,
obvykle na vrcholu vyrazné¢ (3-)5-zuba, 7-zilna, (4,1-)4,2— 4,9 mm dlouha, 1,8-2,5 mm
Siroka. Pluska (4-)4,2—4,8(-5,2) mm dlouha (obvykle napadné piesahujici pluchu), podlouhle
protazena (0,9-)1,1-1,8(-1,9) mm S§iroka, hluboce rozeklana, s (0,4-)0,4— 0,9(—1,2) dlouhymi
zuby. Pradniky zluté nebo cast€ji fialové, (0,7-)0,7-1(-1,3) mm dlouhé. Obilka podlouhle
obvejéita (0,9-)1,9-2,4(=2,6) x (03-)0,8-1,2 mm.

Glyceria nemoralis (Uechtr.)Uechtr. et Kérnicke

(z. hajni)

Rostliny zlutozelené, stébla vystoupava, bohaté korenujici v nodech. Délka rostliny (78-) 94—
109,9(-117,7) cm; pochvy listd mirné zplostélé, zilky na pochvach napadné zvinéné; jazycek
2,8-6(-8,2) mm dlouhy, ¢epele ploché, (9—)18-24(-25) cm dlouhé, (1,8-)3,3—4,8(-5,7) mm
Siroké, zaspicateélé. Lata 19-30—(33) cm dlouha, vSestranna, husta, s dlouhymi vétévkami,

obvykle rozestalymi. Klasky jsou bled¢ aZz zlutozelené (6)7-15 mm dlouhé, S3picaté,
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podlouhlého tvaru. Dolni pleva (-1,4)1,6-2,1(-2,2) mm dlouha, tupa, horni pleva (1,7-)2,2—
2,9(-3,2) mm dlouh4, tupa. Plucha Siroce elipticka az utata, s nestejn¢ dlouhymi Zilkami (4
kratsi, 3 delsi; n€kdy tento znak chybi), (3-)3-3,4(-3,5) mm dlouha, (1,1-)1,3-1,8(-2,1) mm
Siroka. Pluska (2,8-)3-3,4(-3,4) mm dlouhd (obvykle pfesahuje pluchu), podlouhle
protazena, 0,8—-1,2(-1,4) mm S$irokd, téméf nerozdélena do zubi. Prasniky Zluté (0,6-)0,8—
1,2(= 1,35) mm dlouhé. Obilka podlouhle obvej¢ita (1-)1,1-1,4(-1,7)%(-0,4)0,5-0,8(-0,8)

mm.

Taxonomicky obtizné definovatelné typy

whavranicka mala*

Rostliny tmavé zelené, sivé nebo az namodralé, stébla vystoupava nebo poléhava, bohaté
kofenujici v nodech. Délka rostliny (40-)55-100(-115) cm; pochvy listi mirné zplostélé,
zilky rovné; jazycek (5-)5,5-11(=13) mm dlouhy, ¢epele ploché, (5—-)7-14(—19) cm dlouhé,
Siroké (3,2-)3,54,8(-5,6) mm, s kapovitou Spi¢kou. Lata (16-)19-40(-51) cm dlouha,
jednostrannd, fidka se (4)5—10 patry, se 2-3 kratkymi idlouhymi vétévkami, obvykle
pritisklymi k vietenu laty. Klaskt byva primérné 2-5 v patfe s (4-)5-7(-9) kvéty. Klasky
jsou (9-)11,5-16,5(=19,13) mm dlouhé, podlouhlého tvaru. Dolni pleva 1,7-4,6(—4,7) mm
dlouhd, Spicata, horni pleva (2,5-)2,5-4,3(—4,5) mm dlouha, $picata. Plucha podlouhla, tzka,
se 5-7 napadnymi zoubky na vrcholu (obr. v piilohach), 7-9- zilna, (4-) 4,1-5,9(-6)mm
dlouhd, 1,9-2,6(-2,7) mm $iroka. Pluska (4,3-)4,4-5,6(-5,7) mm dlouha (¢asto napadné delsi
nez plucha), podlouhle protazena (2,75-)3-3,8(—4,5) mm S$irokd, s mélkymi zuby dlouhymi
(0,2-)0,3-0,5(-0,6). Pomér délky zubti a plusky je 0,3-1,1(-1,3). (Prasniky (0, 7-)0,8—1,25(—
1,3) mm dlouhé. Obilka podlouhle obvej¢ita (0,7-)1,6-3,2(—4,4) x (0,2)0,7-1(1,1) mm.

shavranicka velka“

Rostliny zelené az nasivé€lé, stébla vystoupava, bohaté kofenujici v nodech. Délka rostliny
(62-)70-102(—120) cm; pochvy listi mirné zplostélé, zilky rovné; jazycek (3)4—13(15) mm
dlouhy, cepele ploché, (8-)13-23(-26) cm dlouhé, Siroké (2,83-)3,2-4,4(—4,9) mm,
zadpicatélé. Lata (22-)24-45(-50) cm dlouha, jednostranna, velmi fidka se (4—)6—8(-10)
patry, se 2-3 dlouhymi i kratkymi vétévkami, obvykle ptitisklymi k vietenu laty. 2—4 klasky
v patie jsou (12,59-)14,5-22,1(26,9) mm dlouhé, podlouhlého tvaru. Dolni pleva (1,7-)2—
3,1(=3,2) mm dlouhd, 1-3 zilna, Spicata, horni pleva (2,6-)3,4—4,4— (4,6) mm dlouha, tupa.
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Plucha podlouhld, se 3 napadnymi zoubky na vrcholu (obr. v piilohach), 7-zilna, (5,2-)5,5-
6,1(-6,2) mm dlouha, (1,9-)2-2,5(-2,7) mm S§iroka. Pluska (4,8-)5,2-5,8(-5,9) mm dlouha
(obvykle napadné del$i nez plucha), podlouhle protazena (1,4-)1,4-1,8(-2) mm Siroka,
s mélkymi zuby (0,35-)0,4(-0,45) mm dlouhymi. Prasniky zluté¢ nebo fialové (1,2-)1,27-
1,7(-1,8) mm dlouhé. Obilka podlouhle obvej¢ita (1,6-)2,1-2,5(-2,6) x (0,6-)0,8—1 mm.
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8. Diskuse

Piedkladana prace si klade za cil zhodnoceni ekologické, genetické a morfologické variability
blizce ptibuznych druhti z okruhu Glyceria fluitans. Byly vyuzity moderni biosystematické
metody (prutokova cytometrie, morfometrika zhodnocend mnohorozmérnymi statistickymi
analyzami, isozymova analyza) a kombinace riznych ekologickych metod k vyhodnoceni
stanovistnich charakteristik.

Nalezené rozdily v charakteru jednotlivych druhii a jejich populaci je mozno uvést do
souvislosti s rozdilnymi zpiisoby rozmnozovani. Zatimco u druhu G. fluitans, G. notata a
G. declinata jsou znamy dil¢i informace o jejich reprodukénich zpisobech, na zpilisob
rozmnozovani druhu G. nemoralis 1ze vzhledem k neexistenci relevantnich Gdaji usuzovat
pouze z pozorovani charakteru populaci (pravdépodobné prevaZuje vegetativni rozmnozovani
pomoci dlouhych nadzemnich vybézku, které byly pozorovany na rostlinach v kultufe). Na
druhou stranu, podle charakteru populaci G. declinata (¢asto jednotlivé rostliny vtrousené do
porostu jinych druhl) Ize usuzovat na prevazné generativni zptisob rozmnozovani. Pouze ve
velmi pfihodnych podminkach (naptiklad pozvolny naruSeny okraj rybnika) méa G. declinata
tendence vytvéret bohaty porost pravdépodobné tvofeny z velké ¢asti rametami. K doplnéni
kusych informaci o reprodukénich systémech taxoni sekce Glyceria prispéla analyza
isoenzymi. Srovnavaci morfometrické analyzy naznalily, Ze fada morfotypii (jimz je obcas
pfisuzovana taxonomickd hodnota - subsp. poiformis, var. islandica; viz kapitola uvod)
mohou byt spiSe projevy fenotypové plasticity aniz by byly zakotveny v genotypu. Na druhou
stranu isozymové analyzy naznacily velmi nizkou genotypovou variabilitu spolu s nizkou
heterozygozitou. Tento pattern miZe byt vysvétlen pievazujicim klonalnim rastem.

V souvislosti s charakterem stanovist G. declinata by bylo vhodné najit metodicky pfistup,
ktery by zodpovédél otazku o jeho primarnim typu biotopt (vyskytuje se na antropogennich
stanovistich). Tento problém se samoziejmé netyka pouze uveden¢ho druhu, prikladii mize
byt mnohem vice (Bellis perennis, tento archeofyt, pravdépodobné kdysi osidloval naprosto
odlisna stanovisté; Tutin et al. 1976). V pfipadé G. declinata by se mohlo jednat o pfirozené
naru$ovana mista (mista na bfehu tini roz§lapana zvéfi, podmacena mista v rozvolnénych
luénich porostech apod. Z literarnich Gdaji nejsou znama zadna pfirozenéjsi stanovisté, na
nichz by se v soucasné dobé vyskytovala (z vychodni ¢asti aredlu, kde je potencialné vyssi
nadéje na zachovana pivodni stanovisté udaje chybi).

Zcela poprvé byla stanovena hodnota absolutni velikosti genomu pro druhy G. notata,

G. declinata a G. nemoralis: 1Cx-hodnoty +smérodatné odchylky byly stanoveny nasledovné:
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G. notata 0,69+0,08 pg, G. declinata 0,54 £0,05 pg, G. nemoralis 0,83+0,007 pg, ,,havranicka
velka“ 0,74+0,008 pg a 0,650,002 pg ,.havranicka mala“. Mnoho praci z poslednich let
(napi. Knight et al. 2005, Vinogradov 2003) se zabyva hypotézou o souvislostech mezi
absolutni velikosti genomu a S$ifi ekologické amplitudy a Gspé$nosti druh@i v osidlovani
novych stanovist. Z uvedenych praci vyplyva, Ze druhy s velkymi genomy mivaji obvykle
snizenou schopnost rychlé kolonizace novych lokalit, jsou méné kompeti¢n¢ zdatné a Castéji
se objevuji na seznamech ohrozenych druhi v lokalnim i celosvétovém méfitku. Tyto
hypotézy podporuji i vysledky analyz velikosti genomu okruhu G. fluitans — druh
G. nemoralis, s nejvétSim absolutnim obsahem DNA, je skuteéné¢ nejméné rozSifenym
druhem jak na uzemi Ceské republiky tak celosvétové, neni znam jeho sekundarni vyskyt a
genomu by podle vyse uvedené teorie mél mit nejvétsi areal a vysoky koloniza¢ni potencial,
to v3ak narazi na polyploidni pivod dvou zbyvajicich druhlG (G. notata, G. fluitans).
G. fluitans a G. notata naopak zjevné odpovidaji i v jinych pfipadech pozorovanému trendu o
vétsi kolonizacni GspéSnosti polyploidnich taxoni (Stebbins 19741, Soltis et Soltis 2000,
Urfus 2006, Rauchova 2007). Druh G. declinata ma vsak nesporné koloniza¢né-invazni
potencial, coz se v posledni dobé potvrzuje napf. v ramci sekundarniho vyskytu invazniho
charakteru v Kalifornii (Rogers 1998, Witham 2003).

Isoenzymové studie mohou byt také uzite¢nou pomuckou pii hledani ptivodu polyploidnich
taxont (Gspésnost vyhodnoceni isoenzymu se s vy$$imi ploidiemi rapidné sniZuje, pricemz
v praxi byva tato metoda UspéSna nejvySe na uGrovni tetraploidni; Mahy et al. 2000).
Identifikace ptirodnich polyploidi byva oviem pomérné obtizna. Autopolyploidni rostliny
nesou nékolik kopii téhoz genomu, proto je lze identifikovat na zaklad¢ tetrasomické
dédicnosti (pfipadn€é polysomické dédi¢nosti u polyploidd vys$siho fadu), jez je pro
tetraploidni organismy typicka (funguje pfevazné u mladych polyploidi, u starSich Ize narazit
na problematiku funkéni diploidizace; Briggs et Walters 2001). Tento postup je presnéjsi a
acinnéjsi nez starsi cytogenetické prace a pomohl odhalit autopolyploidni piivod u nékolika
rostlinnych druhti (napf. Soltis et Rieseberg 1986, Ehrendorfer et al. 1996, Mahy et al. 2000).
Allopolyploidni rostliny se naopak spiSe vyznacuji disomickou dédi¢nosti. Samotna genetickd
data, zaloZena jen na jednom nebo nékolika malo lokusech, mohou byt oviem zavad¢jici. Pii
rozhodovani o autopolyploidnim ¢i allopolyploidnim plivodu jsou dilezita i cytogenetickd
data, jako je tvorba multivalent( a bivalenti béhem meidzy. Avsak nejvhodnéj$im pristupem

pro studium vySe uvedené problematiky jsou nesporné moderni pfistupy zaloZené na studiu
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molekularnich marker (kombinace jaderného a chloroplastového genomu, metoda GISH a
podobng¢).

Do studia genetické variability bylo zafazeno 116 rostlin z 57 populaci vSech druhd. Celkova
geneticka variabilita zachycena analyzou isoenzymi byla velmi nizka, jen s obtizemi bylo
mozno vysledovat rozdily ve variabilit¢ diploidnich a tetraploidnich druhi. Celkové byla
frekvence heterozygoti vyss$i u tetraploidnich druhd. Pfevazovaly ovSem monomorfické
homozygotni lokusy, pouze u druhti G. fluitans a G. declinata byly viechny lokusy alespori u
jednoho jedince heterozygotni. Druh Glyceria nemoralis byl ve viech sledovanych systémech
uniformni, nebyla nalezena ani jedna vzacna alela ani jina odchylka, a tak lze ziskané pattern
interpretovat jako fixovanou homozygozitu (nutno jesté v budoucnu potvrdit), coz podporuje
vySe uvedenou hypotézu o mozném vyskytu autogamie v ramci klonalnich populaci.

Pouze u G. fluitans a rostlin z havranické populace lze s jistotou ocekdvat allogamické
rozmnozovani. AvSak problematiku reproduk¢nich zplsobt u rostlin z okruhu G. fluitans je
nezbytné podrobit dal§imu testovani a vyuzit dal$i molekularni markery pro jeji plné
zodpovézeni. VétSina zastupcd Celedi Poaceae se vyznacuje relativné malym mnozstvim
morfologicky hodnotitelnych znakd, proto predstavuje ptedkladana prace nesporny ptinos pro
determinaci skupiny taxonu kolem G. fluitans. Morfometrické analyzy, do nichz bylo
zahrnuto 684 jedinct z 41 populaci, potvrdily dobrou diferenciaci jednotlivych druhl. Byla
potvrzena vhodnost pouzivani determina¢nich znakt na kvétech, které nejsou stanovistnimi
charakteristikami ovlivnény do té miry, Ze by dochazelo k jejich prekryvu a tim znehodnoceni
Jejich vyuziti. Kromé potvrzeni stavajicich hlavnich determina¢nich znakt vedly vysledky
morfometrickych analyz i terénniho pozorovani k odhaleni nékolika znaki, které v kli¢ich
nebyvaji zvadény jako vyznamné, protoze se povétSinou jedna o znaky kvalitativni, ale
mohou napomoci k Gspé$né determinaci. Jedna se o celkovy vzhled rostlin, hustou vs. fidkou
latu (hustou latu maji G. notata a G. nemoralis, fidkou naopak G. fluitans a G. declinata)
Casto napadnou sivou barvu G. declinata, naopak Zlutozelenou barvu G. notata. Jedinym
druhem, ktery lIze bez obtizi urcit i ve sterilnim stavu je G. nemoralis - diky zvinénym Zzilkam
na pochvé nejspodnéjsich listh.

Mezi nejpozoruhodnéjsi vysledky patii nalezeni 2 morfologicky atypickych populaci na
havranickém viesovisti, pracovné fazenych do druhu G. fluitans. Podafilo se jiz potvrdit
odliSnou absolutni velikost genomu obou typl oproti pravdépodobné piibuznému druhu
G. fluitans i mezi sebou navzajem. Ziskané vysledky (cytometricka a morfometricka data)
potvrzuji hybridni ptivod obou populaci. Jak jiz bylo vySe zminéno, hybridizace u této

skupiny je relativné vzacna a v ptipadé havranické populace se navic pravdépodobné jedna o
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zpétné hybridy (introgresanty), coz ¢ini z obou havranickych populaci unikatni nalez a obéma
populacim bude i nadale vénovana zvySena pozornost.

Vzéjemny rozdil ziskanych absolutnich velikosti jaderného genomu populaci ,havranicka
mala“ vs. ,havranicka velka® (obé€ populace jsou tetraploidni) ¢ini 15,4 %; rozdil ,,havranicka
velkd™ vs. G. fluitans 6,1 %; ,havranicka mala“ vs. G. fluitans 8,8 %. Rostliny nalezené
v havranické populaci se i morfologicky velmi napadné odliSovaly od tetraploidniho druhu
G. fluitans, k némuz byly zpocatku pfifazeny.

Zatimco interpretace subpopulace s absolutni velikosti genomu 1Cx = 0,744 pg, tedy vétsi nez
u G. fluitans (1Cx = 0,701 pg), bude vyzadovat podrobnéjsi studium, u rostlin s velikosti
genomu 1Cx = 0,645 pg lze v souvislosti s jejich intermedidrnimi morfologickymi znaky
(napf. délka a tvar pluchy viz kapitola morfologie) uvazovat o hybridnim ptivodu. Velikost
genomu (2C=2,58 pg) totiz odpovida velikosti genomu hypotetického zpétného kfizence
G. declinata (1Cx = 0,544 pg) x G. fluitans (1Cx = 0,701 pg; 2C ,havranické malé“ se rovna
1Cx G. declinata + 3x1Cx G. fluitans). Také ovéfeny pocet chromozomil — 2n=40 odpovida
uvedené hypotéze.

V rozsahlé studii okruhu G. fluitans z Velké Britanie z 50. let 20. stoleti Borrill
(1956b) uvadi hypotézu o autopolyploidnim, ptipadné segmentalné allopolyploidnim vzniku
druhu G. notata, ktera je zalozena na studiu parovani chromozomi (jako pravdépodobny
predek je v této praci oznacen G. declinata). Borrill vSak nemél k dispozici Udaje o druhu
G. nemoralis, jehoz zapadni hranice rozsiteni prochazi uzemi Ceské republiky a déle na zapad
se nevyskytuje. Vysledky analyz absolutni velikosti genomu podporuji teorii o
allopolyploidnim plivodu G. notata (2C = 2,764pg) s rodi¢ovskymi taxony G. declinata (2C =
1,09pg) a G. nemoralis (2C = 1,65pg). Tato hypotéza je nepfimo potvrzena také
intermedidrnim postavenim morfologickych znakid mezi pravdépodobnymi rodi¢ovskymi
druhy G. declinata a G. nemoralis (viz kapitola morfometrika).

Pro definitivni dikaz spravnosti této hypotézy bude nutno vyuzit nejmodernéjsi
molekularni metody (ITS, mikrosatelity, GISH). Z poslednich let (Stace 1984) je vyskyt
kiizence G. fluitans x G. declinata uvadén z oblasti Cambridge ve Velké Britanii. Do
budoucna je predpokladano porovnani polozek téchto rostlin s havranickymi rostlinami a dalsi
spoluprace s britskymi botaniky.

Pozoruhodné vysledky poskytlo i srovnani variability rostlin péstovanych v umélych
znaky jednotlivych taxont se uchovavaji i po delsi kultivaci v kontrolovanych podminkach. Je

tedy mozno tvrdit, Ze ziskané determinaéni znaky jsou stabilni, spolehlivé a lze je pln€ vyuzit
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pfi urCovani taxoni. Na zakladé wvysledka klasifikacni diskriminacni analyzy na 8
nejvyznamnéjsich znacich je mozno spravné urcit 100%, z populaci péstovanych rostlin pak
témer 97% rostlin. Hlavnim determina¢nim znakem v okruhu G. fluitans je tedy potvrzena
délka a tvar pluchy, dale pak Sitka plusky, délka prasniki. K pifekryvim dochazi jen
vyjime¢né, nejcastéji ve tvaru pluchy u druh@t G. notata a G. declinata, coz mize vést k
problematickému ur¢eni. Zaména G. notata a G. nemoralis vyplyva spiSe ze vzacnosti G.
nemoralis, a tudiZz nizké frekvenci, s niz je mozno tento taxon spatfit nez z nedostatku
dobrych determina¢nich znakl (zvinéné Zilky na pochvé, stfidani kratkych a dlouhych Zzilek
na pluse atd.). Vystupy této prace lze velmi dobfe prakticky vyuzit - at’ uz pfi determinaci
rostlin v ptirod¢ (existence velmi dobrych determinac¢nich znaki) tak pro dal§i zhodnoceni
namérenych znaku - k rozliSeni druhii Ize s ispéchem pouzit znaky namérené na péstovanych

rostlinach.
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9. Zavér

1. Na zaklad¢ studia stanoviStnich charakteristik a dalSich ekologickych faktori byla
potvrzena hypotéza o odlisnych ekologickych narocich a S$ifi spektra stanovist
jednotlivych druhti rodu Glyceria. Prokazany byly odlisné naroky i sohledem na
chemismus ptd — odli$né naroky na pH, obsah kationtii a obsah fosforu a dusiku. Druhy
se SirSi ekologickou amplitudou, tetraploidni druhy G. fluitans a G. notata, se vzajemné
lisi v ekologickém optimu (stojata vs. tekouci voda), diploidni druhy spise odlisuje reakce
na pritomnost fosforu a kationtli a povaha stanoviste.

2. Zcela poprvé byla stanovena hodnota absolutni velikosti genomu pro jednotlivé druhy
sekce Glyceria. Velikost genomu je vkombinaci s ostatnimi stanovenymi
charakteristikami pIné vyuzitelnym markerem pro determinaci taxont skupiny. Rovnéz se
na urovni absolutni velikosti jaderného genomu signifikantné odliSily morfologicky
atypické populace z havranického viesovisté od zbyvajicich taxoni a od sebe navzéajem.

3. Vysledky morfometrickych analyz potvrdily signifikantni odliseni druht. Jednotlivé
druhy jsou jasné diferencované a lis§i se rozpétim variability. Nejvariabiln€jsi jsou
tetraploidni druhy G. fluitans a G. notata.

4. K nejpiekvapivéjsim vysledklim patii nalez 2 morfologicky atypickych populaci na
havranickém viesovisti (u Znojma), prozatim fazenych k taxonu G. fluitans. Rozdily
v absolutnich velikostech jaderného genomu i morfologickych znacich potvrdily odlisnost
téchto populaci od viech zastupci rodu Glyceria znamych z uzemi Ceské republiky. Pro
definitivni dikaz o pivodu téchto rostlin vS§ak bude nutno vyuzit dalSich molekuldrnich
metod (napf.: sekvenovani ITS, mikrosatelity, GISH).

5. Pravdépodobny pavod allotetraploidniho taxonu G. notata rovnéz naznacila
kombinace cytometrickych a morfometrickych analyz (podobné jako u havranickych
rostlin je nezbytné nasledné ovéteni molekularnimi metodami).

6. Ze srovnani ekologické a morfologické variability vyplyva potvrzeni hypotézy o vyssi
adaptabilité tetraploidnich druhu a tim i vy$$i mife variability. Tetraploidni druhy si i po
pieneseni do experimentalnich podminek uchovavaji pomérné vysokou miru variability,

zatimco diploidni G. declinata ztraci ve vét$iné znaki znacnou ¢ast variability.
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10. Abstract

The presented thesis aims to clarify relationship between morphological variability and

ecological differences in the group of closely related wetland species - Glyceria fluitans

group.

Glyceria fluitans group is a complex of closely related taxa that differ, besides ploidy
level, also in their European area of distribution and frequency of occurrence. Their
distribution areas overlap in the Czech Republic. Some differences in reproductive systems
were known for this group thanks to work of English botanist Martin Borrill (Borrill 1956a,b,
1958a,b). Frequency of occurrence seems to correlate with ploidy level, tetraploids
(G. fluitans and G. notata) being the more frequent while diploids (G. declinata and
G. nemoralis) occur rarely. The theses has attempted to reveal which environmental
conditions and characteristics of individual species may be connected to their performance
and whether their morphological variation correlates with their ecological amplitude.

The species under study showed differences in habitat range (polyploids having more

than one ecological optimum), soil reaction (G. fluitans preferring lower pH whereas
G. notata occurrs in alkaline, K* rich soils), soil trophic levels (the occurrence of
G. nemoralis seems to correlate closely with the presence of phosphorus in the soil — unlike
G. declinata, which prefers soils low in nutrients), and in species composition of plant
communities (this reflects the differences in preferred habitats). Among diploids G. declinata
inhabits secondary habitats, contrary to G. nemoralis, while tetraploids differ in their
preference of either running or stagnant water. Although G. declinata is distributed sparsely in
its native area of distribution, it was currently found spreading as an invasive plant in parts of
California.
Using very efficient method of flow cytometry, the nuclear genome size was established for
the first time for most members of this group. Differences in nuclear genome size among
diploids were found — unlike in tetraploids, which are indistinguishable. The results are
consistent with studies showing that species with larger genomes tend to be limited in their
distribution and range of ecological environments they can occupy (G. nemoralis, with the
highest 1Cx value, is the rarest species in this group).

A biosystematic aproach (DAPI and propidium-iodide flow cytometry, chromosome

counting using rapid squash techniques, isoenzyme analyses and multivariate morphometrics)

85



was employed together with measurements of environmental factors such as soil chemistry,
plant species community.

Frequency of occurence, morphological variation and ties to abiotic environmental
factors were compared in order to assess the influence of various environmental factors on the
main characteristics of each species.

Multivariate statistics shed some light on the main differences among the studied
species. Two taxa with previously unknown morphology were found on one location in the
vicinity of Znojmo (southern Moravia). As the flow cytometry analyses revealed major
differences in these two taxa nuclear genome size unlike any interspecies variation found
among the rest of the other 600 plants it is thought to be somewhat different from the rest of
the Glyceria fluitans group. When morphological differences were found to support the flow
cytometry results, a hybrid origin of at least one of these taxa was proposed.

The possibility of allotetraploid origin of Glyceria notata was proposed as well as it
carries intermediate morphological characteristics of the two possible parents — the diploids
G. nemoralis and G. declinata. Although the cytometry analyses support this hypothesis we
were unable to obtain a veryfication by the means of isoenzyme analyses. Therefore
employement of molecular techniques such as AFLP or ITS is needed in order to solve this

matter without any doubts.
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v4 pocet pater v4  My28  |délka horni plevy v19
v5 pocet vétvi 1. patro vS>  Rv29 | délka pluchy v20
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Chromozomy

Glyceria declinata, 2n = 20 (foto V. Jarolimova)



PRILOHA

Lokality
Glyceria fluitans
lokalita GPS stanoviste jdatum sbéru .geomorfologicky %nadmof. vyska
celek ‘(m n. m.)
Sedlofiov B 50°20'23.2 16°1824.6 mokfina u 25/6/2006 | 640
. : Orlické hory
silnice
Revnifov ~ 50°08'S7.8  13°50107.6 lesnicesta 11/7/2006 Kiivoklatskd 440
| vrchovina |
Rozd’alovic 50°17°0,54 315°12'30,5 strouha u 6/8/2007 Polabskd nizina 230
ko | silnice
RatiboF  49°2223,6 17°54°S46 rybnik  18/7/2006 Bilé Karpaty 370
Havifov  49°487248 1826239 rybnik  3/8/2007 Ostravské panev | 250
Piskovna 48°5331  14°41'S2 obna’ dno 26/7/2007  Treborisko 502
Pihulik  49°02'14  14°46'23  obnazdno  26/7/2007 Trebotisko 431
ZadniSax 49°09°'443  14°45387  prikop  28/7/2007 Tieboiisko 421
Cernickd  49°17223  14°33142  rybnik  28/7/2007 Tieborisko 474
obora ‘
Stépkova .49"20'56.5 17°52'26.1 .lesm' cesta :18/7/2006 Hostynsko- ‘450
| vsetinska
hornatina
Stépkovd  49°20'158 |17°5240,6 potok 18/7/2006 Hostynsko- 450
nem vsetinska |
‘hornatina
Slavkovsky 50°01°07,4 112°42°57,6 ‘potok 14/6/2007 .Slavkovsky les %450

les




Glyceria notata

Kamenné Zehrovice V 14°1°22.3

Semetin

Hruba Vrbka

Pilsky rybnik

Cila
Zikop

Revnicov

Dubi¢na

Rakovec

Glyceria declinata

Kunratice u 50°55°41.4
Frydlantu

Havraniky 49°49°04.3

viesovisté

MsSec

440

50°823.8  bich 24/5/2007  Dzban
} rybnika
179557429 49°19° 54,5 rybnik  10/07/08  Hostynsko- 430
| ‘ | ;
‘vsetinskd
;homatina i
54°15°858  06°81'704 strouha  25/6/2006 Bils 272
Karpaty |
50°7°6.178  13°52'40.4 strouha 1100706  Dzban 360
49°57°38.03  |13°4432.6 rybnik  09/08/07 Kiivoklatsk 350
: ié vrchovina
15936'38.5  '50°24;332 lesnicesta 3/7/2008  Jidinskd 300
| ipahorkatina
| ‘ | | | |
13°50107,6  50°08'S7.8 prikop  30/5/2007 Dzban 441
50°36'58.6  14°212.6  piikop u 13/7/2006 Ceské 290
silnice ‘ ‘stfedohofi ‘
49°16034  16°3620.8 mokfina u 2/6/2008  Bobravska 317
rybnika | ivrchovina |
15°001492  pastvina  22/6/2008  Frydlantskd 294
| pahorkatina
15°59'56,9  mokiina  22/7/2008 Dyjsko- 321
| svratecky
uval
50°10'35.9  113°52562  mokfina u 10/08/07  Kiivoklatskd 420
les. cesty i vrchovina




Mnisek 49°01°49,6

Marunka  49°18'35.6

Roztoky  50°01718,4
Cila 49°57°38.03
Dubitng  50°36°58.6

Havraniky ~ 48°48'52.9
(obec)

Zikop  50°24:332

Glyceria nemoralis

Konojedy  50°37°17

Semetin 49°19°53,8
potok

Stépkovd  49°20° 15,8
potok

Mrklov ‘ 50°38'16.8
(Benecko) ‘

‘Rakovec  49°1603.4

Dédov  50°3337.3

. . } _
14°33°33,7 lesni cesta 28/7/2007 Tiebonisko 1496

16°10'59.8  potok /07/08  Broumovskd

14°55°05,3 :strouha 26/7/2007 Kfivoklatska 450

i vrchovina

13°5205  navesni  09/08/07  Kfivoklatska 293

‘rybnik vrchovina
13°44326  rybnik  09/08/07  Kiivoklatskd 350
vrchovina
149212657 piikop  u 13/7/2006 Ceské 290
\
silnice sttedohofti
. | ‘ _ 4
16°0'15.89 :rybnik Dyjsko- 290
| svratecky ‘
uval |

.15°36’38.5 .lesm'cesta A3/7/2008 ‘Podkrkono§1' 300

1421132 mokfina u|13/7/2006 Ceské 307
rybnika f stitedohofti ‘
17°5542.8  potok 10/07/08  Hostynské 430
‘Vrchy
17°52°40.6  potok 07/10/08  Hostynské 450
vrchy

15°34°00.7  mokfina u 03/07/08 |Krkonosské 730

potoka podhuii

‘16°36'20.8 .mokfina u.2/6/2008 Bobravska .317

rybnika vrchovina

t
I

580

vrchovina



