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Abstrakt

Tato prace se zabyva hybridizaci dvou druhii orobinct, Typha latifolia (orobinec
Sirokolisty) a T. angustifolia (o. uzkolisty), na izemi Ceské republiky. Cilem této prace
bylo zjistit, jak Casto dochazi k hybridizaci 7. latifolia a T. angustifolia, zda je hybridizace
umoznéna piekryvajici se dobou kveteni té€chto druhli a zda je mozZné tyto druhy v kultute
kontrolované kfizit. K detekci hybridnich jedincii byly pouzity mikrosatelitové DNA
markery, které umoziuji odhalit hybridizacni procesy a odliSit hybridy od rodicovskych
druht.

Pomoci molekularnich analyz bylo zjiiténo, Ze na tizemi Ceské republiky dochazi
k hybridizaci T. latifolia a T. angustifolia, ale hybridizace neni pfili§ casta.
Z 267 analyzovanych jedincii bylo 130 jedinci Cisty druh 7. latifolia, 108 jedinca cCisty
druh 7. angustifolia a 29 jedinc hybridnich. Z hybridnich jedincti bylo 23 pokrocilych
hybridfi, 5 zpétnych kiiZzencl a pouze 1 jedinec byl F1 hybrid. Doba kveteni 7. latifolia
a T. angustifolia se ptekryva, coZ umoziuje hybridizaci, a neplisobi tedy jako prezygoticka
reprodukéni izola¢ni bariéra, a gamety 7. latifolia a T. angustifolia tak spolu mohou
splyvat. Pti kontrolovanych kiizenich se na samicCich palicich 7. latifolia 1 T. angustifolia
vytvorila semena, kterd ale byla nezivotaschopna, protoze nekli¢ila. To naznacuje, ze zde
pusobi néjaké postzygotické reprodukéni izolacni bariéry, které zpusobuji, Ze vétSina
vzniklych semen je nezivotaschopnych a nemohou se v ptirod¢ uchytit. V ramci prace byly
ziskané vysledky srovndny s vysledky ze Severni Ameriky, kde dochazi k rozsahlé
hybridizaci T. latifolia a T. angustifolia za vzniku F1 hybrida 7. xglauca (o. sivy).
K hybridizaci dochazi pouze v ptipadé, pokud se doba kveteni obou druhi piekryva.
Hybridi 7. xglauca pak kvetou ve stejnou dobu jako rodicovské druhy a pokud nejsou
zcela sterilni, mohou se dale kiizit mezi sebou nebo zpétné kiizit s obéma rodiCovskymi
druhy. V populacich nicméné pievazuji F1 hybridi, ktefi zde vznikaji opakované a jsou
povazovani za vysoce invazni rostliny, protoze se vegetativnim rastem rychle $ifi a vytvari

husté monotypické porosty, které vytlacuji oba rodicovské druhy i druhy piivodni.

Kli¢ova slova: Typha latifolia, T. angustifolia, mezidruhova hybridizace, T. xglauca,

mikrosatelity, fenologie kveteni, kontrolovana kiizeni



Abstract

This study investigates the hybridization of two species of cattails, Typha latifolia
(Common Cattail) and 7. angustifolia (Narrow-leaved Cattail) in the Czech Republic.
The aim of this study was to determine, how often 7. latifolia and T. angustifolia
hybridize, whether hybridization is allowed by overlapping flowering time of these species
and whether it is possible these species controlled cross in a culture. For detection of
hybrid individuals were used microsatellite DNA markers, which allow to detect
hybridization events and differentiate hybrids from the parental species.

Molecular analysis revealed that hybridization of 7. latifolia and T. angustifolia
occurs in the Czech Republic, but it is not frequent. Of the 267 analyzed individuals, 130
individuals were pure species 7. latifolia, 108 individuals pure species 7. angustifolia and
29 individuals were hybrids. Of the hybrids, 23 were advanced hybrids, 5 were backcrosses
and only one individual was F1 hybrid. Flowering time of 7. latifolia and T. angustifolia
overlaps, which allows hybridization, and flowering time to not act as a prezygotic
reproductive isolation barrier and gametes 7. latifolia and T. angustifolia can blend
together. In controlled crosses the female spikes 7. latifolia and T. angustifolia created
seeds, but these were unviable, because they didn’t germinate. This suggests that some
postzygotic reproductive isolation barriers exist and cause the majority resulting seeds is
non-viable and doesn’t attach in nature. The results of this study were compared with
results from North America, where extensive hybridization of 7. Ilatifolia and
T. angustifolia occurs and creates the F1 hybrid 7. Xglauca. The hybridization only occurs,
if the flowering times of both species overlap. If hybrids 7. xglauca bloom at the same
time as the parental species and if they are not completely sterile, they can also hybridize
with each other or backcross with both parental species. However, F1 hybrids dominate in
populations, are produced repeatedly and are considered highly invasive plants, because
they spread rapidly through vegetative growth and create dense monotypic stands that
displace both parental and native species.

Key words: Typha latifolia, T. angustifolia, interspecific hybridization, 7. xglauca,

microsatellites, flowering phenology, controlled crosses
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1 Uvod

Mezidruhova hybridizace je u rostlin velmi rozsifenym jevem a je povazovana za dilezity
evolucni proces (Wissemann 2007). I kdyz je fada hybridi nezivotaschopnych nebo méné
zdatnych nez rodiCovské druhy a v prostfedi se neuchyti (Rieseberg & Ellstrand 1993),
nektefi se na nové prostiedi dokazi adaptovat (Wissemann 2007) a hybridizace tak mize
vést az ke vzniku nového druhu (Briggs & Walters 2001). Hybridizace je v posledni dobé
také Casto spojovana se vznikem invaznosti. U nékterych hybridi se mohou objevit
genetické vyhody, diky nimz jsou hybridi zdatnéj$i nez rodiCovské druhy a jsou schopni je
ptekonat. V nékterych piipadech dochédzi k jejich rychlému Sifeni do prostfedi a vzniku
invaznosti (Ellstrand & Schierenbeck 2000; Schierenbeck & Ellstrand 2009).

V Severni Americe se vyskytuji dva druhy orobinct, Typha latifolia L. (orobinec
Sirokolisty) a T. angustifolia L. (0. uzkolisty). T. latifolia je druhem plivodnim, ktery je
Siroce rozSiteny vcelé Severni Americe (Smith 1967; Grace & Harrison 1986;
Galatowitsch et al. 1999; Smith 2000; Selbo & Snow 2004), naproti tomu 7. angustifolia je
druh neptivodni, ktery byl v poloviné 19. stoleti neimysIné zavlecen prvnimi Evropany na
vychodni pobiezi (Stuckey & Salamon 1987; Ciotir et al. 2012). Odtud se zacal Sifit
smérem na zapad a Sifeni je doprovdzeno rozsahlou hybridizaci s 7. latifolia. Na
smiSenych stanovistich téchto dvou druhti se pak hojné vyskytuji populace F1 hybrida
nazyvanych Typha xglauca Godr. (Hotchkiss & Dozier 1949; Fassett & Calhoun 1952;
Smith 1967; Lee 1975; Galatowitsch et al. 1999; Kuehn et al. 1999; Snow et al. 2010;
Travis et al. 2010; Kirk et al. 2011). Rodi¢ovské druhy se kiizi pouze na lokalitach, kde se
piekryva jejich doba kveteni (Ball & Freeland 2013), zatimco na lokalitach, kde je doba
kveteni oddélena nebo se prekryva jen velmi malo, ke kfizeni nedochdzi (Selbo & Snow
2004). F1 hybridi pak kvetou ve stejnou dobu jako rodiCovské druhy, ¢imz je umoZznéno
také zpétné kiizeni (Kuehn et al. 1999; Hyde 2005; Ball & Freeland 2013). Zpétni kiizenci
s obéma rodi¢ovskymi druhy a pokrocili hybridi se ale v populacich vyskytuji méné Casto
(Smith 1967; Kuehn et al. 1999; Selbo & Snow 2004; Snow et al. 2010; Travis et al. 2010;
Kirk et al. 2011), protoze F1 hybridi jsou vétSinou sterilni (Smith 1967; Kuehn et al. 1999).
Hybridi jsou velmi uspé€sné invazni rostliny, které se diky vegetativnimu rtistu rychle $iii
a vytvaii husté monotypické porosty. Tyto porosty vytlacuji jednak rodicovské druhy, ale
1 ostatni piivodni mokiadni druhy a snizuji tak diverzitu moktadnich spolecenstev
(Galatowitsch et al. 1999; Woo & Zedler 2002; Shih & Finkelstein 2008; Tuchman et al.
2009; Travis et al. 2010).

V Evropé se T. latifolia 1 T. angustifolia vyskytuji hojné v temperatni zéné (Meusel
et al. 1965; Smith 1967) a koexistuji spolu pravdépodobné cely Holocén. Zda dochdzi
k hybridizaci 1 na uzemi Evropy ale nebylo nikdy podrobnéji zkoumano, proto se o této
problematice prakticky nic nevi. V fad¢ evropskych flor je hybrid 7. xglauca uveden, ale
podrobnéjsi morfologicky popis ¢i vyskyt ve vét§ing flor chybi. Zda se tedy, ze T. latifolia



a T. angustifolia se kiizi jen velmi vzacné. Podobné studie z Ukrajiny, ktera se zabyvala
genetickou a klondlni diverzitou 7. latifolia a T. angustifolia, nenaSla ve smiSenych
populacich Zzadné hybridy (Tsyusko et al. 2005). Naproti tomu ve vychodnich Cechach na
piehradé¢ Rozko$ byl neddvno identifikovan prvni geneticky potvrzeny evropsky hybrid
(F. Krahulec, BU AV CR; T. Fér, PiF UK, nepublikovana data). K hybridizaci tedy
dochazi i na uzemi Evropy, ale neni jiz zfejmé, jak Casto a jakou cast z populace hybridi
tvori.

V diplomové praci si kladu nékolik cili. Za prvé zjistit, zda dochazi k piekryvu
kveteni obou rodi¢ovskych druhil i na izemi Ceské republiky a zda prekryv kveteni vede
k hybridizaci. Za druhé zjistit, zda pfi mezidruhovém kiiZeni vznikaji semena a zda jsou
Zivotaschopna. Za tieti zjistit, jak Gasti jsou hybridi v populacich v Ceské republice.
K objasnéni této problematiky byly pouzity mikrosatelitové DNA markery (Tsyusko-
Omeltchenko et al. 2003), nebot’ umoziuji odhalit hybridiza¢ni procesy a spolehlivé
rozlisit rodiCovské druhy a hybridy (Snow et al. 2010).

Otazky, které si kladu ve své diplomové praci:

1) Dochdzi na tzemi Ceské republiky k piekryvu doby kveteni 7. latifolia
a T. angustifolia? Je divodem vzacnosti hybridl riizna fenologie kveteni?

2) Lze Gspésné provést kontrolovana kiizeni obéma sméry? Mohou hybridni semena
viibec vzniknout?

3) Jaky je dals$i vyvoj hybridnich semen a semenacki? Jsou hybridni semena
zivotaschopna?

4) Dochazi na uzemi Ceské republiky k hybridizaci mezi T. latifolia a T. angustifolia?

5) Jaka je frekvence vyskytu hybridd v populacich? Vyskytuji se v populacich také
pokrocili hybridi a zpétni kiizenci?



2 Literarni reSersSe

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat hybridizaci orobinch 7. Ilatifolia
a T. angustifolia na izemi Ceské republiky pomoci studia morfologie a mikrosatelitovych
molekularnich markerti a porovnat hybridizaci téchto druhii mezi Ceskou republikou
a Severni Amerikou. V tvodni €asti pojednavam o dulezitych aspektech mezidruhové
hybridizace, které praci zasazuji do SirStho kontextu. Dale srovnavdm poznatky
o hybridizaci téchto druhi v Severni Americe a v Evrop€ a uvadim zékladni informace
o morfologii, rozmnozovani, rozsiteni, ekologii a invaznosti téchto druhti. V zavéru této

kapitoly pojednavam o mikrosatelitech a o jejich pouziti v populacni genetice.

2.1 Mezidruhova hybridizace

Mezidruhova hybridizace (mezidruhové kiiZeni) je dileZitym mechanismem, ktery na
Zemi generuje biologickou diverzitu (Wissemann 2007). Je jednim z procesi tzv. saltacni
speciace (nahlé, skokové) (Hegarty & Hiscock 2005), kdy novy druh vznikd nahle vlivem
skokovych zmén v prabéhu evoluce uvnitt sympatricky se vyskytujicich rodi¢ovskych
populaci. DalSimi mechanismy vyznamnych skokovych zmén jsou naptiklad
polyploidizace (zmnoZeni poctu chromozémovych sad v genomu), zmény v uspofadani
a v poCtu chromozoémiti, zmény v reprodukénim chovani ¢i stabilizace hybridnich derivat
(Briggs & Walters 2001).

Mezidruhova hybridizace je u rostlin velmi Castym jevem (Wissemann 2007).
Hybridi (mezidruhovi kiiZenci) se vyznacuji kombinaci rodiCovskych a intermedidrnich
morfologickych znakt, ale ¢asto nesou také znaky zcela nové nebo extrémni (Rieseberg
& Ellstrand 1993). Kombinace novych znakii pak miize umoznit radiaci a adaptaci na nova
prostfedi, protoze tyto nové genetické kombinace nejsou v rodiCovském prostiedi
vystaveny selekénimu tlaku (Wisseman 2007). Reprodukéni zdatnost hybridii mize byt
stejnd jako u rodiovskych druhti, nebo dokonce vyssi (Arnold & Hodges 1995), a nékteti
hybridi mohou dokonce rodi€ovské druhy prekonat (Bleeker 2007). Diky hybridizaci mize
dochazet 1 k tzv. introgresi, kdy se vznikli hybridi zpétné kiizi s jednim z rodiCovskych
druhi. Tim dochazi k pfenosu gent jednoho druhu do druhého (Anderson 1949) a stiraji se
tak rozdily mezi diive izolovanymi rodi¢ovskymi populacemi (Briggs & Walters 2001).

V ptirod¢ existuje fada geografickych a ekologickych izolacnich mechanismu
(napt. allopatricky vyskyt, rozdilné ekologické naroky ¢i odlisnd fenologie kveteni), které
brani spontanni hybridizaci a genovému toku mezi druhy. Velmi casto ale dochazi k jejich
naruseni (napf. kontinentalnim driftem, dalkovymi migracemi, Casto takeé lidskou ¢innosti),
coz miuZe nasledné¢ vést k mezidruhovému kiizeni. Pfikladem poruSeni ekologickych
izola¢nich mechanismil je naptiklad hybridizace mezi druhy Geum rivale (kuklik potocni)

a G. urbanum (k. méstsky; Rosaceae). Oba druhy se v soucasnosti na uzemi Evropy



vyskytuji sympatricky, diive vSak byly izolovany ekologickymi naroky. V duasledku
pusobeni Clovéka na vegetaci ale doslo na nékterych mistech ke zhrouceni ptirozenych
ekologickych izola¢nich mechanismil a druhy se zacaly kiizit za vzniku G. x intermedium
(Briggs & Walters 2001). ZavleCenim druhu Spartina alterniflora (Poaceae) do Velké
Britanie doSlo k poruseni geografickych izola¢nich mechanismli a tento druh zacal
hybridizovat s ptibuznym druhem S. maritima, ktery je v dané oblasti ptivodni, za vzniku
statného hybrida S. anglica, ktery se invazné §iti a vytvari husté porosty (Thompson 1991).

Ve své diplomové praci se zabyvam hybridizaci dvou druht orobinct, 7. latifolia
a T. angustifolia. V Severni Americe dochdzi k rozsahlému ktizeni téchto druhti za vzniku
F1 hybrida 7. xglauca (Hotchkiss & Dozier 1949; Fassett & Calhoun 1952; Smith 1967;
Lee 1975; Galatowitsch et al. 1999; Kuehn et al. 1999; Olson et al. 2009; Snow et al. 2010;
Travis et al. 2010; Kirk et al. 2011), ktery je povazovan za vysoce invazni rostlinu
(Galatowitsch et al. 1999; Shih & Finkelstein 2008; Tuchman et al. 2009; Travis
et al. 2010).

2.2 Mezidruhova hybridizace a invaznost

Hybridizace mezi druhy nebo riznymi populacemi mize byt ptic¢inou evolu¢nich zmén,
Rieseberg et al. 2007). Pfi hybridizaci dochazi k michani rozdilnych genotypti a vznikajici
populace hybridl tak mohou mit oproti rodi¢ovskym druhtim genetické vyhody, naptiklad
zvysSenou genetickou diverzitu, a mohou byt invaznéj$i nez rodiCovské druhy (Ellstrand
& Schierenbeck 2000; Schierenbeck & Ellstrand 2009).

Ellstrand & Schierenbeck (2000) navrhli ¢tyfi mozné mechanismy, kterymi mize
zvySovani genetické variability (increase of genetic variation), redukce mutacni zatéze
(dumping genetic load) a fixace heterozygosity (fixed heterosis). Pti hybridizaci vznikaji
evoluéni novinky (Ellstrand & Schierenbeck 2000; Rieseberg et al. 2007), které vznikaji
fixaci intermedidrnich znaku, rekombinaci znakli od obou rodiCovskych druhii nebo ze
znaktli, které piekraCuji fenotyp obou rodi¢t (Ellstrand & Schierenbeck 2000). Pti
nasledném kiizeni hybridniho potomstva pak dochazi ke zvétSovani genového poolu.
VétSina vzniklych genotypti nema zadné adaptace na prostredi, ale u nékterych se objevu;ji
lepSi adaptace na urcité prostfedi nez maji rodiCovské druhy (Stebbins 1969). Hybridizaci
také dochazi ke zvySovani genetické variability (Ellstrand & Schierenbeck 2000; Rieseberg
et al. 2007). Hybridni populace maji vétsi genetickou variabilitu nez populace rodiCovské
a izolovanym populacim uniknout z mutacni zatéze, protoze u téchto populaci dochazi
k hromadéni Skodlivych mutaci a tim ke sniZovani zdatnosti. Hybridizaci mezi takovymi

populacemi dochédzi k redukci Skodlivych alel a hybridi tak maji vétS$i zdatnost nez



rodicovské druhy (Ellstrand & Schierenbeck 2000). Posledni moznou pficinou tspéSnosti
hybrida je zvySovani genetické variability fixaci heterozygosity (Stebbins 1985; Ellstrand
& Schierenbeck 2000; Reed & Frankham 2003). ZvySeni zdatnosti oproti rodiCovskym
druhtim tak mize byt samo o sobé pfi¢inou invaznosti hybridil (Ellstrand & Schierenbeck
2000).

Vyse uvedené mechanismy se mohou na vzniku invaznosti podilet soucasné a casto
nemusi byt jasné, ktery se na vzniku invaznosti skute¢né podili. Naptiklad u hybrida
Spartina anglica neni jasné, zda se na vzniku invaznosti podili spiSe vznik evolu¢nich
novinek nebo zvySena zdatnost fixaci heterozygosity, nebo zda se tyto dva mechanismy
podili soucasné (Ellstrand & Schierenbeck 2000).

Rychlost a uspésSnost invaze je dale ovlivnéna stabilizacnimi mechanismy, které
udrzuji hybridni populace v novém prostiedi. Na stabilizaci hybridnich populaci se podili
pfevazné klondlni Sifeni, vytvareni koalescentnich komplexl, kdy se hybridi zpétné kiizi
s jednim nebo s obéma rodi¢ovskymi druhy az dojde ke splynuti téchto taxont, a vznik
allopolyploidie (Ellstrand & Schierenbeck 2000), v men$i mife se uplatiuje také
agamospermie a permanentni heterozygosita (Holsinger & Ellstrand 1984; Ellstrand
& Schierenbeck 2000). Klondalni $ifeni a allopolyploidie se uplatiiuji u hybridd, jejichz
rodicovské taxony jsou dobie diferencované a maji vyvinuté silné reprodukéni izolacni
bariéry. Tito hybridi jsou Casto sterilni a jejich dalSi Sifeni je umoZnéno klondlnim
rozmnozovanim nebo v disledku néjaké genetické zmény, napiiklad polyploidizace.
Koalescentni komplexy vytvatri hybridi, jejichz rodi€ovské taxony jsou blizce piibuzné
a reprodukéni izolacni bariéry mezi nimi jsou slabé nebo neexistuji (Schierenbeck
& Ellstrand 2009). Stabilizace hybridnich populaci vznikem allopolyploidie se uplatiiuje
naptiklad u hybrida Spartina anglica S§iticiho se ve Velké Britanii. Tento statny
allotetraploidni hybrid se pomoci semen a oddenkii zacal rychle §ifit a kolonizovat slané
mokiiny, kde vytvaii husté monotypické porosty, které vytlacuji rodiCovské druhy i1 druhy
ptvodni (Thompson 1991). Rozséhlé Siteni hybrida Tamarix chinensis XT. ramosissima je
podpofené tvorbou koalescentnich komplexii s obéma rodiCovskymi druhy a zaroven
klonalnim rozmnozovanim (Schierenbeck & Ellstrand 2009). Tamarix chinensis
(tamarySek Cinsky) a T. ramosissima (t. kaspicky; Tamaricaceae) byly zavleCeny do
Severni Ameriky, kde se zacaly vzajemné ktizit za vzniku F1 hybrida (Gaskin & Schaal
2002), kteti dale tvoti pokrocilé generace hybridii a zpétné se kiizi s obéma rodiovskymi
druhy (Gaskin & Kazmer 2009). Hybridi jsou siln€ invazni a maji negativni dopad na
ptirozené ekosystémy (Gaskin & Kazmer 2009). Hybridni druh Fallopia xbohemica
(kridlatka Ceska; Polygonaceae) se v Evropé€ rychle §ifi klondlnim rastem. Hybrid vznika
kfizenim neptivodnich druhl F. japonica var. japonica a F. sachalinensis a je vysoce
invazni (Bailey et al. 2009), protoZe diky silnému klondlnimu ristu rychle kolonizuje nova
stanovisté a vytlacuje okolni druhy (Adachi et al. 1996).



Klonalni riist se podili na udrzovani a Siteni hybrida 7. xglauca v Severni Americe,
ktery je zde povaZzovan za vysoce invazni druh, nebot’ se rozsdhlym oddenkovym riistem
rychle §ifi a vytvari husté monotypické porosty, které vytlacuji rodiCovské druhy i druhy
puvodni (Galatowitsch et al. 1999; Woo & Zedler 2002; Tuchman et al. 2009).

2.3 Hybridizace T. latifolia a T. angustifolia v Severni Americe

V Severni Americe na smiSenych stanovistich 7. latifolia a T. angustifolia dochazi
k hybridizaci téchto druhti a témef vSude je mozné najit populace F1 hybridi nazyvanych
T. xglauca (Hotchkiss & Dozier 1949; Fassett & Calhoun 1952; Smith 1967; Lee 1975;
Galatowitsch et al. 1999; Kuehn et al. 1999; Olson et al. 2009; Snow et al. 2010; Travis
et al. 2010; Kirk et al. 2011). Na zdklad€¢ experimentalniho kiizeni bylo zjiSténo, Ze
mateiskym druhem je vzdy T. angustifolia a Ze pyl poskytuje 7. latifolia. Jedin¢ timto
smérem vznikala zivotaschopnd semena a zivotaschopné semendcky. Pokud byla pouzita
jako matetska rostlina 7. latifolia, nevznikala Zddna semena (Smith 1967; Lee 1975). Podle
vysledki Kuehn et al. (1999) semena timto smérem vznikala, ale jen ve velmi malém
mnozstvi. Pozdéjsi molekularni studie, které pouzily chloroplastovou DNA, potvrdily, Ze
maternalnim rodi¢em hybrid v populacich je skute¢né 7. angustifolia, nikoliv T. latifolia
(Kuehn et al. 1999; Ball & Freeland 2013). Vznik hybrida souvisi s fenologii kveteni obou

rodi¢ovskych druhd.

2.3.1 Fenologie kveteni T. latifolia a T. angustifolia

Na stanovistich, kde se doba kveteni 7. latifolia a T. angustifolia ptekryva, dochazi
k rozsahlé hybridizaci, naopak na stanovistich, kde oba druhy kvetou v jinou dobu, je
hybridizace vzacna.

Selbo & Snow (2004) sledovaly fenologii kveteni T. latifolia a T. angustifolia
vuméle vytvofeném mokifadu v Ohiu (Severni Amerika). Autorky zjistily, Zze
T. angustifolia zde zaCina kvést ptiblizné o 2 tydny diive nez T. latifolia, ale kvete o néco
déle, a dochazi tak k malému prekryti kveteni obou druhli. Mezidruhové opyleni a vznik
hybrida 7. xglauca se tak zdd malo pravdépodobné, protoze vétSina samicich kvéth
T. angustifolia je jiz odumield a neni schopnd piijmout pyl od 7. latifolia. To potvrdila
1 analyza RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), podle které nebyla zddna ze
sebranych rostlin v této lokalité¢ hybridni.

Podobnou studii provedli Hyde (2005) a Ball & Freeland (2013), ale dospéli
k odlisnym vysledkim. Hyde (2005) sledovala fenologii kveteni na dvou narusenych
stanoviStich v Michiganu (Northern Lower Michigan, Severni Amerika), kde se
vyskytovaly vSechny 3 druhy — T. latifolia, T. angustifolia a T. xXglauca. Autorka zjistila,
ze doba kveteni se piekryva u vSech tfi druhi a mezidruhova hybridizace tedy mozna je.

Podobn¢ Ball & Freeland (2013) sledovali fenologii kveteni na dvou smiSenych



stanoviStich v Ontariu (Kanada) a také zjistili, ze se doba kveteni u vSech tfi druht
piekryva a Ze hybridizace je zde velmi cCastd. Prekryv kveteni 7. Xglauca s obéma
rodicovskymi druhy navic umoziiuje také zpétné kiizeni. Autofi dale pomoci
chloroplastové DNA potvrdili, Ze matefskym druhem hybridd v populacich je
T. angustifolia.

2.3.2 Status T. xglauca

Status 7. xglauca byl v minulosti pomérné sporny. Né&kteti botanici se domnivali, ze se
jedna o vzdaleny druh, naopak jini se domnivali, Ze jde o hybridni taxon. Druh tak byl
popsan mnoha botaniky pod rliznymi synonymy, coz vneslo zmatek do taxonomie rodu.

Pouhy popis morfologie nedokazal tento spor vytesit. Druh 7. glauca byl poprvé
popsan ve Francii botanikem Godronem (1861) v dile Flore de Lorraine, ktery popsal tento
druh s intermedidrnimi znaky jako druh odliSny od 7. latifolia a T. angustifolia, nikoliv
hybridni. Stejny nazor méla i fada dalSich botanikli (Ascherschon & Graebner 1896 — 98;
Graebner 1900; Hegi 1936). Pozdéji Hotchkiss & Dozier (1949) uvedli, ze nékteré znaky
mezi T. latifolia a T. angustifolia jsou sice intermediarni, ale jsou jednozna¢né a snadno
rozliSitelné, a Ze se tedy o hybridni druh nejedna. Naopak néktefi botanici se domnivali, Ze
T. xglauca je hybridni taxon mezi 7. latifolia a T. angustifolia. Kronfeld (1889) uvedl, ze
T. xglauca je synonymum pro kiizence mezi 7. latifolia a T. angustifolia a Figert (1890)
o rok pozd¢ji popsal kiizence mezi T. latifolia a T. angustifolia, kteti m¢li intermediarni
mezeru mezi palicemi. Podobné Fassett & Calhoun (1952) naSli pfi svém vyzkumu
intermedidrni jedince 7. xglauca a popsali je jako hybridy mezi 7. latifolia
a T. angustifolia. Nasli také jedince, kteti méli znaky jednoho nebo druhého rodicovského
druhu, a proto se domnivali, Ze vzacné také dochdzi k introgresi. RozfeSeni piinesl az
Smith (1967), ktery experimentaIn€ kiizil 7. latifolia a T. angustifolia, aby zjistil, zda mezi
témito druhy mize vibec dochazet ke kiizeni a zda jsou rodiCovskymi druhy 7. xglauca.
Pokusnym kfiZzenim ziskal experimentdlni hybridy, ktefi byli ve vétSin€ znacich
intermedidrni a byli velmi podobni rostlinam z ptirody popisovanych jako 7. Xglauca.
Pozoroval také jedince, kteti meli intermediarni znaky mezi F1 hybridy a 7. angustifolia
a usoudil, ze vzacné dochazi k introgresi smérem k 7. angustifolia. Smith tak poskytl
kone¢ny dikaz, ze mezi T. latifolia a T. angustifolia k hybridizaci skutecné¢ dochazi a ze
T. Xglauca je jejich hybridni potomek. Jeho popis 7. Xglauca se shodoval s popisem
udajnych hybridnich rostlin z Evropy oznaCovanych jako 7. latifolia xT. angustifolia, coz
nasvédcuje tomu, ze k hybridizaci dochéazi i v Evrop¢.

Hybridi 7. xglauca z ptirozenych porosti byli definitivné potvrzeni az pouzitim
modernich molekularnich metod. K identifikaci hybridl v ptirodnich porostech byly jako
prvni vyuZity analyzy isozymu. Tyto analyzy ovSem pfinesly pon€kud odliSené vysledky.
Lee (1975) na zékladé¢ svych vysledkii jasné odlisil rodicovské druhy 7. latifolia



a T. angustifolia a prokdzal hybridizaci 1 introgresi ve sméru k 7. angustifolia. Hybridi byli
v intermediarni pozici mezi rodii, u zpétnych kiizenci dochdzelo k piekryti
morfologickych znakl s 7. angustifolia. Dalsi autofi (Suda 1977; Mashburn et al. 1978,;
Sharitz et al. 1980), kteti také pouzili analyzu isozymd, ale vyvratili, ze mezi T. latifolia
a T. angustifolia dochazi k hybridizaci. Hybridni status 7. xglauca definitivné potvrdila az
molekuldrni metoda RAPD (Kuehn et al. 1999). Pomoci této metody bylo také zjisténo, ze
se v populacich kromé F1 hybridl vzacné vyskytuji 1 pokrocili hybridi. Déle se ukazalo, ze
F1 hybridi jsou morfologicky velmi variabilni a daji se jen velmi obtizn€é odlisit od
rodicovskych druhi. Nalez chloroplastového haplotypu 7. angustifolia uw T. xglauca
potvrdil diivéjsi domnénky (Smith 1967; Krattinger 1975), ze matefskym druhem je
T. angustifolia (Kuehn et al. 1999; Ball & Freeland 2013).

Ke spolehlivéjsi identifikaci hybridd, pokrocilych hybridi a zpétnych kiiZzenct se
ukazaly byt vhodnéjsi polymortni kodominantni mikrosatelitové DNA markery, protoze
maji v kazdém lokusu vice alel, na rozdil od dominantnich (binarnich) RAPD markert,
které v kazdém lokusu maji nebo nemaji jednu alelu (Weising et al. 2005). Analyzu
mikrosateliti k identifikaci hybridnich rostlin 7. xglauca v Severni Americe poprvé
uspesné¢ pouzili Snow et al. (2010). FI hybridi méli v kazdém lokusu jednu
mikrosatelitovou alelu od kazdého rodi¢e. Kromé¢ F1 hybridd byli nalezeni i1 pokrocili
hybridi a zpétni kiizenci. Zmétenim morfologickych znakl a uzitim diskriminacni analyzy
bylo dale zjisténo, ze F1 hybridi maji znaky intermedidrni mezi rodici a zpétni kiizenci se
ve znacich prekryvaji s F1 hybridy a rodiCovskymi druhy. Stejné mikrosatelitové lokusy

uspésné pouzili takeé Kirk et al. (2011).

2.4 Hybridizace T. latifolia a T. angustifolia v Evropé

O hybridizaci mezi T. latifolia a T. angustifolia v Evrop¢ se vi velmi malo a zda se, ze
v Evropé k hybridizaci dochazi velmi vzacné. Prvni a jediny nalez hybridni rostliny
v Evropé pochazi z prehrady Rozko§ u Ceské Skalice ve vychodnich Cechach
(F. Krahulec, BU AV CR, ustni sdéleni). Geneticka analyza mikrosatelitd potvrdila, Ze
jeden vzorek je skute¢né kiizenec T. latifolia a T. angustifolia, protoze mél v kazdém
lokusu alely od obou rodicu (T. Fér, PtF UK, ustni sdéleni). Na ptehradé bohuZel orobince
Jiz nerostou, proto nemohly byt odebrany dalsi vzorky k molekularnim analyzdm. Naopak
studie z Ukrajiny, ve které autofi zkoumali genetickou a klondIni diverzitu 7. latifolia
a T. angustifolia pomoci analyzy mikrosatelitl, neobjevila ve smiSenych populacich zadné
hybridy (Tsyusko et al. 2005).



2.4.1 T. xglauca v evropskych florach

V tad¢ evropskych flor existuje zaznam o 7. xglauca, ackoliv ne vzdy je uvedeno, zda se
jednd o hybrida. V nékterych florach je uveden dokonce popis a vyskyt.

Vyskyt T. Xglauca je zminovan ve florach Némecka (Ascherson & Graebner
1898 — 1899; Schube 1904; Krause 1906; Koch 1907; Vollmann 1914; Niedenzu 1922;
Schmeil & Fitschen 1941; Hempel 1994; Griese 1998), Rakouska (Schube 1904),
Svycarska (Koch 1907; Hep et al. 1967), Francie (Grenier 1856; Acloque 1904; Rouy
1912; Chassagne 1956; Molinier 1980; Corillion 1981; De Langhe et al. 1983) a Korsiky
(Grenier 1856; Rouy 1912; Jauzein 2007), Belgie a Lucemburska (De Langhe et al. 1983),
Holandska (Ooststroom & Reichgelt 1964), Spanélska (Penzig 1901; Castroviejo 2007),
Skandinavie (Holmberg 1922; Hamet-Ahti L. et al. 1986), Velké Britanie (Sell & Murrell
1996; Preston 2002), Polska (Mowszowicz 1973) a Estonska (Kuusk et al. 1979).

V nékolika floréch je uveden pouze nazev T. glauca a neni zde dale uvedeno, zda
se jedna o hybrida ¢i nikoliv (Grenier 1856; Penzig 1901; Acloque 1904). Ve vétsing flor
je uveden jen nazev hybrida 7. angustifolia *latifolia (T. latifolia *angustifolia) a jeho
synonymum 7. glauca (T. *glauca). Morfologicky popis hybrida a jeho vyskyt v daném
stat¢ je zaznamenan ve flordch Némecka (Ascherson & Graebner 1898 — 1899; Griese
1998), Francie (Grenier 1856; Acloque 1904; Rouy 1912; De Langhe et al. 1983)
a Korsiky (Grenier 1856; Rouy 1912), Velké Britanie (Sell & Murrell 1996; Preston 2002),
Skandinavie (Holmberg 1922; Himet-Ahti et al. 1986), ve flofe Svycarska (Hep et al.
1967), Belgie a Lucemburska (De Langhe et al. 1983), Spanélska (Castroviejo 2007)
a Holandska (Ooststroom & Reichgelt 1964). Autofi obecné popisuji 7. Xglauca jako
mohutny druh, vysoky az 4 m, s listy modrozelené ¢i Sedozelené barvy. Znaky v kvétenstvi
jsou intermediarni mezi rodi¢ovskymi druhy. Mezi sam¢i a samici palici je mezera nebo se
palice dotykaji. Pyl a plody se Casto nevytvari, ale ncktefi jedinci mohou byt fertilni
a produkovat pyl i1 plody. Pyl je pak tvofen monadami, diadami, triddami az tetradami.
Hybridi se mnozi vegetativné pomoci oddenkli a tvoii rozsahlé porosty. Ve Spanélské
(Castroviejo 2007) a holandské (Ooststroom & Reichgelt 1964) floéfe jsou dokonce
obrazky listu, samic¢iho kvétu (listence, chlupy, blizny) a pylu. Ve flote Velké Britanie
(Preston 2002) je 1 mapka rozSifeni 7. xglauca na Britskych ostrovech.

Hybrid je zminén 1 ve ¢tyfech ceskoslovenskych florach (Domin & Podpéra 1928;
Domin 1936; Dostal 1950, 1989), kde je uveden pouze jeho vyskyt — na Trebotisku,
u Chocné a u Podivina, a v Kli¢i ke kvétené Ceské republiky, kde je uveden pouze jeho
nazev a rodicovské druhy (Kaplan 2002).

Zaznam o T. xglauca se nachazi 1 v n€kolika souhrnnych evropskych flérach
(Nyman 1878 — 1882; Abromeit 1898; Gliick 1936; Hegi 1980; Walters 1980). Abromeit
(1898) uvadi popis hybrida a jeho vyskyt, Hegi (1980) uvadi, ze hybridi 7. xglauca nejsou

vzacni a rozsahlym vegetativnim riistem pferistaji rodiC¢ovské druhy.



2.5 Zarazeni rodu Typha v systému cévnatych rostlin

Rod Typha (orobinec) je fazen do cCeledi Typhaceae (orobincovité), do tadu Poales
(lipnicotvaré) a do skupiny Commelinidae, Liliopsida (jednodé€lozné). Do této celedi je
fazen jesSté spolecné s rodem Sparganium (zevar) (Judd et al. 2002; Stevens 2012).

V Severni Americe se vyskytuji ¢tyfi druhy orobinct: 7. latifolia (o. Sirokolisty),
T. angustifolia (o. Uzkolisty), T. domingensis a hybridni druh 7. Xglauca (o. sivy)
(Hotchkiss & Dozier 1949; Smith 1967; Smith 2000; Selbo & Snow 2004). Z Evropy je
udavan vyskyt peti druhl orobinch: 7. latifolia, T. angustifolia, T. minima (0. nejmensi),
T. laxmani (o. sitinovity) a T. shuttleworthii (o. stiibroSedy) (Hegi 1980; Walters 1980;
Dostal 1989). V Ceské republice jsou T. minima a T. shuttleworthii povazovany za
vyhynulé druhy a 7. laxmani za druh kriticky ohroZeny (Prochézka 2001).

V soucasné dob¢ neexistuje zadnd kvalitni celosvétova taxonomickd revize rodu,
a proto neni jasné, kolik druhi rod ptfesné zahrnuje. Nevyjasnéné druhové pojeti a popis
fady druhti, poddruhti a variet velkym mnozstvim jmen tak vndsi do taxonomie
a nomenklatury velky zmatek. Nicméné existuje jiz recentni fylogeneze rodu 7Typha (Kim
& Choi 2011).

2.6 Morfologie T. latifolia, T. angustifolia a T. Xglauca

Rod Typha zahrnuje vodni nebo poloterestrické vytrvalé byliny, které maji pfimé lodyhy
a tlusté plazivé oddenky. Listy jsou vzpiimené, carkovité, ploché a vyrtstaji ve dvou
fadach (Dostal 1950, 1989; Walters 1980). Na konci jsou zaSpicatélé a uvniti se nachazi
aerenchym (Walters 1980). Kvéty jsou jednopohlavné a jsou uskupené v koncova
kvétenstvi, ktera jsou slozena ze dvou valcovitych palic (lidové zvané ,,doutniky*‘) — dolni
palice je samici, horni je samci, zahy opadéavajici. Kvéty nemaji okvéti a na bazi se nachazi
dlouh¢ chlupy. V sam¢ich kvétech jsou nejcastéji 3 tyCinky (ztidka 1 az 7), samici kvéty
jsou v uzlabi drobného listenu. Semenik je svrchni a jednopouzdry. Plodem je nazka na
dlouhé¢ stopce (gynofor) porostlé¢ dlouhymi chlupy (Dostél 1950, 1989).

Determinace druhli miize byt obtizna, protoze morfologické znaky jsou velmi
variabilni a druhy jsou si navic vzdjemné podobné (Hotchkiss & Dozier 1949; Smith
1967). V Severni Americe, a ziejm¢ 1 jinde, je spravna determinace dale ztiZzena
mezitaxonovou hybridizaci a malou znalosti frekvence vyskytu hybridi. Ke spolehlivé;si
identifikaci jednotlivych druhi a hybridi je proto vhodné pouzit molekularni DNA
markery (Kuehn et al. 1999; Selbo & Snow 2004; Snow et al. 2010; Kirk et al. 2011).

V nasledujici tabulce (tab. ¢. 1) jsou zaznamenané nejdilezitéjsi morfologické
znaky druhii 7. latifolia (obr. €. 1) a T. angustifolia (obr. ¢. 2), na zéklad¢ kterych se tyto
druhy urcuji. Tyto morfologické znaky odpovidaji spiSe popisu evropskych rostlin, rostliny

ze Severni Ameriky se mohou v n€kterych znacich liSit (R. Wildova, ustni sdéleni).
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Tab. ¢. 1: Morfologické znaky druhti 7. latifolia a T. angustifolia. Ptevzato z Dostal 1950, 1989,

Walters 1980 a upraveno.

T. latifolia

T. angustifolia

vyska lodyhy 1-2,5m 1-3m

délka Listél stejné dlouhé stejn¢ dlouhé nebo
nebo kratsi neZ lodyha delsi nez lodyha

Sitka lista 0,8 —2cm 0,3 —1cm

barva lista

Sedozelena, bledé€ zelena

tmaveé zelena

listova pochva

v Gsti oteviené, kraje volné

v Gsti uzaviené, kraje volné

mezera mezi palicemi

0-2,5cm

0,5-12cm

délka ¢ palice 5-21cm 8 — 35 cm
Sitka Q palice 1,8 -3 cm 1,3—-2,5¢cm
barva ¢ palice tmave hnéda, ¢ernohnéda tmave hnéda, ¢ervenohnéda
listeny v § kvétech chybi Supinovité
stejné dlouha nebo kratsi stejné dlouha nebo delsi
délka blizny neZ chlupy na plodnich nez chlupy na plodnich
stopkach stopkach
barva a tvar blizny tn}a\{é hnéda, ¢ernohnéda, trpavé hnéda,
elipticky ztlustla Siroka a zplostéla
chlupy v & kvétech | jednoduché vidli¢naté nebo Supinovité
uskupeni pylu tetrady monady
velikost semen 0,9 —1,6 mm 1-1,3mm
doba kveteni Cervenec — srpen Cerven — srpen
pocet chromozomu 2n=2x =30 2n=2x =30
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Morfologické znaky 7. Xglauca (obr. ¢. 3)
jsou pomérn¢ variabilni a ¢asto se prekryvaji se znaky
rodi¢ovskych druhti (Hotchkiss & Dozier 1949;
Fassett & Calhoun 1952; Smith 1967; Kuehn et al.
1999; Kuehn & White 1999; Olson et al. 2009), coz
velmi znesnadiuje spravné a jednoznacné urceni
hybridi. To je dale znesnadnéno podobnosti
T. xglauca shybridy T. domingensis xT. latifolia,
ktefi se vyskytuji na jihu Severni Ameriky (Smith
1967). Udava se, ze F1 hybridi jsou casto statni
(Smith 2000; Selbo & Snow 2004; Travis et al. 2010)
a v mnoha znacich intermediarni mezi 7. latifolia
a T. angustifolia (Sharitz et al. 1980). Genety FI
hybridii jsou vétSinou vétsi nez genety 7. latifolia Jczana
a T. angustifolia (Travis et al. 2010). Obr. €. 3: T xglauca (0. sivy) (3).

K dobrému odliSeni téchto tii druhl se ukazala byt vhodna linearni diskriminaéni
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analyza vybranych morfologickych znakli (Kuehn & White 1999; Snow et al. 2010).
Kuehn & White (1999) pouzili k rozliSeni 7. latifolia, T. angustifolia a T. xglauca tyto
4 znaky: Sitka listu, délka mezery mezi sam¢i a samici palici, délka samici palice a Sitka
blizny. Rodi¢ovské druhy vytvari dvé vzdalené skupiny a F1 hybridi tvofi tfeti skupinu,
ktera je intermedidrni mezi nimi. Snow et al. (2010) se pokusili rozlisit jesté¢ zpétné
kiizence a pokrocilé hybridy. Jako nejlepsi znaky pro rozliSeni rodiCovskych druhd,
F1 hybridi, pokrocilych hybridii a zpétnych kiizenct vybrali tyto znaky: log (Sitka/délka
nejdelsiho listu), log (primér stonku/délka nejdelsiho listu), délka samici palice, Sifka
samici palice, délka mezery mezi palicemi a praimér stonku. Rodicovské druhy opét vytvari
dvé vzdalené skupiny a F1 hybridi tvofi tieti skupinu mezi nimi, pokrocili hybridi se také
nachézi mezi rodicovskymi druhy, ale zpétni kiizenci se prekryvaji s rodi¢ovskymi druhy
a F1 hybridy. K ptesné identifikaci je tedy vzdy nutné pouzit molekularni analyzy.

2.7 Rozmnozovani 7. latifolia, T. angustifolia a T. xglauca

Rostliny 7. latifolia a T. angustifolia zaCinaji kvést az v druhém roce zivota (Yeo 1964;
Smith 1967). Drobné jednopohlavné kvéty jsou uspotadané do dvou oddélenych palic —
sam¢i se nachdzi nahote, pod ni je palice samici (Krattinger 1975). Samici kvéty dozravaji
o 1 az 2 dny dfive nez samci, kvétenstvi je tedy protogynni, a jsou pro pyl receptivni asi
4 tydny, ale nejvétsi mnozstvi receptivnich kvétl je béhem prvnich dvou tydnti kveteni
(Smith 1967; Krattinger 1975). Rostliny produkuji velké mnozstvi pylu, 7. latifolia 70 az
105 miliént tetrad, 7. angustifolia az 174 milionti monad, coz je piiblizné o polovinu méné

nez u T. latifolia. Pyl je pfenaSen vétrem (anemogamie) a je funkéni nejméné 4 tydny, je
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vSak velmi citlivy na vysokou vlhkost a piili§ vysoké a nizké teploty (Krattinger 1975).
U obou druhli se uplatituje jak cizospraSeni, tak samospraseni (Smith 1967; Krattinger
1975). U T. latifolia dochazi Castéji k samospraseni, nebot’ mezera mezi palicemi je mensi
a tetrady maji veétsi hmotnost a vétSina pylu tak pada piimo na sami¢i kvétenstvi.
U T. angustifolia se naopak vice uplatiiuje cizospraseni, protoze monady maji mensi
hmotnost a udrzi se ve vzduchu déle (pokud neni silny vitr), a protoze sam¢i kvétenstvi je
umisténé vys (Krattinger 1975). K samospraSeni dochédzi i mezi lodyhami stejné genety,
tzn. mezi stejnymi klony (Krattinger 1975), proto je v hustych porostech orobincli nizka
genetickd variabilita (Lamote et al. 2005; Tsyusko et al. 2005). Apomixie (agamospermie)
se v rod¢ Typha vyskytuje velmi vzacné (Krattinger 1975).

Plodem je velmi mala jednosemennd nazka na dlouhé stopce (obr. €. 4) (Dostal
1950). Nazky jsou produkované v ohromném mnozstvi (Smith 1967) — az 222 000
v kazdém kvétenstvi (Yeo 1964). K jejich uvoliovani dochazi po prasknuti palice, kdyz je
kvétenstvi suché (Krattinger 1975). Nazky
jsou rozSifovany vétrem (anemochorie).
Tomu napomahaji chlupy na plodnich
stopkach, které funguji jako padédk a plody
jsou tak neseny na dlouhé vzdélenosti
(Smith 1967; Krattinger 1975). Plody se

mohou Sifit 1 vodou (hydrochorie) (Vogt

et al. 2004; Neff & Baldwin 2005;  Qpy, ¢ 4: Nazka T latifolia na dlouhé stopce
Boedeltje et al. 2008). Semena jsou s chlupy (4).

zivotaschopna zhruba 3 az 4 roky (Smith

1967) a klic¢i jen pti dostatecné vlhkosti (Krattinger 1975). Slouzi pfedevSim ke kolonizaci
volnych stanovist (McNaughton 1968). Na stanovistich s dal§imi rostlinami je kli¢eni
semen a rust semenackid omezené (Smith 1967; McNaughton 1968), protoze dospéli
jedinci limituji uchyceni a rist semenackill a jejich opad obsahuje silné inhibitory kli¢eni
semen (McNaughton 1968). V hustych porostech proto dominuje vegetativni
rozmnozovani (Grace & Wetzel 1981a).

Rostliny 7. latifolia a T. angustifolia se rozmnozuji také velmi efektivné
vegetativné pomoci masivniho oddenkového rastu (Smith 1967). Vegetativni
rozmnozovani slouzi pfedev§im k lokalni kolonizaci stanovist (McNaughton 1975).
Jednotlivé klony jsou spojeny oddenky po 2 az 3 roky (Kuehn et al. 1999). Klonalni
rozmnozovani, stejn¢ jako samospraSeni, snizuje genetickou variabilitu v hustych
porostech orobinc.

Dospéli hybridi 7. xglauca jsou vétSinou sterilni, protoze pii sporogenezi dochazi
k nepravidelné meidoze (Smith 1967; Kuehn et al. 1999). Néktefi F1 hybridi tvofi malé
procento funkéniho pylu, ktery je tvofen smési monad, diad, triad a tetrad, s prevahou
mondd (Smith 1967; Finkelstein 2003; Selbo & Snow 2004; Hyde 2005) a tetrad (Hyde
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2005), ale produkce zivotaschopnych semen je velmi vzacna a ve srovnani s rodi¢i velmi
nizka (Smith 1967; Selbo & Snow 2004). F1 hybridi proto pietrvavaji v populacich hlavné
diky vegetativhimu rozmnozovani oddenky, pomoci kterych formuji husté porosty (Smith
1967; Kuehn et al. 1999; Selbo & Snow 2004; Travis et al. 2010; Kirk et al. 2011). Podle
nejnove)si studie mohou nékteti F1 hybridi tvofit znacné mnoZstvi funkéniho pylu, az
80 %, a mohou se tak zpétné kiizit s rodicovskymi druhy (Hyde 2005).

V populacich ptevazuji F1 hybridi (Kuehn et al. 1999; Selbo & Snow 2004; Travis
et al. 2010; Kirk et al. 2011), kteti vznikaji opakované (Travis et al. 2010; Kirk et al.
2011). Vzacné vznikaji pokrocili F2 hybridi nebo zpétni kiizenci s obéma rodicovskymi
druhy (Smith 1967; Kuehn et al. 1999; Selbo & Snow 2004; Snow et al. 2010; Travis et al.
2010; Kirk et al. 2011), ktefi jsou fertilni a jsou schopni produkovat vice semen nez
F1 hybridi (Smith 1967). Vice semen pak produkuji zpétni kiizenci s 7. angustifolia,
produkce semen zpétnym kiizenim s 7. latifolia je podstatné mensi (Smith 1967).

Zivotaschopna hybridni semena a semena zpétnych kiizencti jak s 7. latifolia, tak
s T. angustifolia, se daji uspé$né ziskat 1 kontrolovanym kiizenim v kultufe a takto vznikla

semena velmi dobie kli¢i 1 v umélych podminkéch (Levy 2007).

2.8 Rozsireni T. latifolia, T. angustifolia a T. Xglauca v Severni
Americe a v Evropé

Rod Typha tvoti dominanty moktadni vegetace skoro po celém svéte, kromé chladnéjSich
oblasti (Meusel et al. 1965; Smith 1967), a vytvaii husté monotypické porosty (Dykyjova
& Kvét 1978; Grace & Wetzel 1981a). Nachazi se jak v sladkych, tak v brakickych vodach
(Suda et al. 1977), a kolonizuje nejrizngj$i zamokiend stanovisté (okraje rybnikii a jezer,
mokiiny, Skarpy podél cest; Sharitz et al. 1980). Dokaze rist na stanovistich se zvySenym
obsahem Zivin (Galatowitsch et al. 1999; Tuchman et al. 2009) 1 na stanovistich
kontaminovanych t&zkymi kovy (Cd*", Pb>", Zn*") (Manios et al. 2003).

V Severni Americe se vyskytuje hojnéji 7. latifolia, ktery je zde ptivodni (Smith
1967; Grace & Harrison 1986; Galatowitsch et al. 1999; Smith 2000; Selbo & Snow 2004).
Je Siroce rozSifeny v temperatni zon€ po celé Severni Americe, na jihu Kanady a také ve
sttedni Aljasce (Smith 2000). Naproti tomu 7. angustifolia ma omezen¢j$i geografické
roz8ifeni. Nachdzi se na vychodnim pobtezi Severni Ameriky, na jiznim pobfezi Atlantiku,
v oblasti Velkych jezer a jeho vyskyt zasahuje az k Velkym planindm. Nachazi se téz na
jihu Kanady a izolované také na par lokalitach na zapadnim pobiezi v severni a stfedni
Kalifornii (Smith 2000). 7. xglauca je Siroce rozSiteny v temperatni zon¢ Severni Ameriky
témer vSude, kde se vyskytuji rodiCovské druhy sympatricky (Smith 1967; Galatowitsch
et al. 1999; Shih & Finkelstein 2008; Olson et al. 2009; Snow et al. 2010; Travis et al.
2010; Kirk et al. 2011). Ma podobné rozsifeni jako 7. anmgustifolia, ale méné rozsahlé
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(Galatowitsch et al. 1999), a Casto se vyskytuje 1 v oblastech, kde se rodicovské druhy
nenachazi (Smith 1967).

V Evropé€ se T. latifolia 1 T. angustifolia vyskytuji hojné¢ v temperatni zon¢, ale druh
T. angustifolia je méné Casty (Meusel et al. 1965; Smith 1967). Oba druhy koexistuji
v Evrop¢ pravdépodobné cely Holocén.

2.8.1 Puvod T. angustifolia v Severni Americe

Na pivod 7. angustifolia v Severni Americe existuji dva rozdilné nazory. Prvnim
z predpokladu je, ze T. angustifolia je v Severni Americe neptivodni a ze byl v prvni
poloviné 19. stoleti zavleCen Evropany na vychodni pobiezi. Odtud se §itil k Velkym
jezerim a déle na zdpad. Tuto domnénku podporuje fakt, ze ve florach vychodnich stata
z roku kolem 1800 nejsou zadné zaznamy o 7. angustifolia. Prvni zdznamy z nékolika
severovychodnich lokalit spadaji do 2. poloviny 19. stoleti (Stuckey & Salamon 1987).
Opacny nazor piinasi palynologické studie, jejichz autofi se domnivaji, ze 7. angustifolia
se vyskytoval na vychodnim pobiezi Severni Ameriky uZz pted ptichodem Evropant
(Carmichael 1980; Pederson et al. 2005; Shih & Finkelstein 2008). Nalezy pylovych zrn
T. angustifolia, jejichz stafi se odhaduje na 1 200 az 2 700 let, v sedimentovych vrstvach
naznacuji, ze se tento druh musel v Severni Americe vyskytovat pied piichodem Evropant
(Carmichael 1980; Pederson et al. 2005). Tuto domnénku podporuji také nalezy hybrida
T. xglauca, jejichz stafi je ptiblizné 1200 let, coZ naznacuje, Ze 7. angustifolia byl
v Severni Americe pravdépodobné daleko dfive (Pederson et al. 2005). Novy pohled na
tuto problematiku pfinesla studie Ciotir et al. zroku 2012. Autoifi pouzili analyzu
mikrosatelit a sekvence chloroplastové DNA k porovnani genotypu 7. Ilatifolia
a T. angustifolia z Evropy a Severni Ameriky. Na zdklad¢ vysledki z modelovani
(Approximate Bayesian computation) autoi1 potvrdili pravdépodobnost hypotézy, ze
T. angustifolia byl zavleCen do Severni Ameriky z Evropy, protoZe evropské a americké
populace jsou geneticky podobné, a ze tato introdukce je relativné recentni.

2.9 Ekologie T. latifolia, T. angustifolia a T. xglauca v Severni
Americe a v Evropé

V Severni Americe maji 7. latifolia a T. angustifolia rizné stanovistni naroky (Smith
1967). T. latifolia roste ve sladkych vodach (Fassett & Calhoun 1952; McMillan 1959)
prevazné na nenaruSenych stanovistich, naptiklad v mocalech, baZinach, na okrajich
raselinnych jezer, na vlhkych loukach (Smith 1967). Misty se ale vyskytuje na stanovistich
s nestabilnimi podminkami, kde roste spolu s 7. angustifolia. T. angustifolia se nachazi
vet§inou na narusenych stanovistich s relativné nestabilnimi podminkami (Smith 1967). Je
obecné tolerantnéjSi ke stresovym faktorim — toleruje nizké koncentrace soli (Fassett
& Calhoun 1952; McMillan 1959), snasi 1épe sucho a kolisani hladiny vody (McMillan
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1959; Grace & Wetzel 1981a; 1998). Na severovychodé¢ USA a jihovychodé¢ Kanady
dochazi k prekryvu vyskytu obou druhii a vznikaji zde smiSené porosty (Smith 1967; Selbo
& Snow 2004). Na téchto stanovistich pak dochazi mezi 7. latifolia a T. angustifolia ke
kompetici a k segregaci podle vodni hloubky (Grace & Wetzel 1981a, 1998; Waters
& Shay 1990, 1992). T. latifolia se vyskytuje spiSe v mélkych vodach, kde je kompeticné
siln€j§i nez T. angustifolia. T. angustifolia je slabSim kompetitorem a dominuje spiSe
v hlubs$ich vodach (Grace & Wetzel 1981a, 1998; Waters & Shay 1990, 1992; Travis et al.
2010). Tento rozdil v kompeticni zdatnosti je ddn rozdilnou morfologii obou druhti (Grace
& Wetzel 1981a). T. latifolia mé Sirsi listy nez T. angustifolia a dosahuje vétsi listove
plochy, navic produkuje listy ve vegetacni sezoné¢ diive a je tolerantnéjsi k zastinéni (Grace
& Wetzel 1981b). Na zacfatku sezony tak mize dosdhnout vysSi rGstové rychlosti
a vyprodukovat vice biomasy nez 7. angustifolia a miuze jej vytlatit z mélkych vod do
hlubsich. T. angustifolia je diky vysokym uzkym listim a rozsdhlé¢ tvorbé oddenkt
schopny rtist v hluboké vodé a mize tak uniknout z kompetice (Grace & Wetzel 1981a).
Nejnovejsi studie zroku 2012, ktera se zabyva distribuci 7. latifolia, T. angustifolia
a T. xglauca podle hloubkového gradientu (McKenzie-Gopsill et al. 2012), ale pfinesla
upln€ odlisné vysledky. Autofi na 18 smiSenych stanoviStich ve vychodni oblasti kolem
Velkych jezer testovali, zda tyto tfi druhy preferuji rozdilnou hloubku vody a zda dochézi
k segregaci podle hloubkového gradientu. Ke spravné identifikaci druhti pouzili analyzu
mikrosatelitl. Autofi zjistili, Ze mezi druhy k Zddnému rozdé€leni podle hloubky nedochazi
a ze vSechny tii druhy soupeti o podobné habitaty. 7. xglauca se vyskytuje zejména na
eutrofnich narusenych stanovistich s nestabilnimi podminkami, jako jsou naptiklad Skarpy
podél silnic, umélé rybniky, stepni moktady, ¢astecné¢ odvodnénad nebo jinak naruSena
jezera, estuary podél motskych pobiezi, kde Casto dochdzi ke kolisani hladiny vody
(McMillan 1959; Smith 1967; Olson et al. 2009). Podobn¢ jako 7. angustifolia toleruje
nizké koncentrace soli (Smith 1967). Roste podél Sirokého gradientu vodni hloubky
a vykazuje fenotypovou plasticitu na riznou hloubku vodniho sloupce — s ménici se
hloubkou vody se méni jak vyska lodyh, tak jejich hustota (Waters & Shay 1990, 1992). Se
vzruastajici hloubkou vody dochazi ke vzristu vysky lodyh, ¢imZ mohou hybridi limitovat
dostupnost svétla a zivin a piekonat tak ostatni rostlinné¢ druhy (Travis et al. 2010). Na
smiSenych stanovistich vSech tfi druht mize byt 7. xXglauca dominantni a mtize nad obéma
rodic¢i pievladat (Smith 1967; Galatowitsch et al. 1999).

V Evropé maji T. latifolia a T. angustifolia podobné ekologické naroky. Oba druhy
tvofi typické dominanty eutrofnich mokiadii a vyskytuji se na podobnych stanovistich,
naptiklad kolem rybnika, na biezich pomalu tekoucich tek. 7. angustifolia je schopny rastu
1 v mezotrofnich vodach. T. latifolia je obecné méné tolerantni k periodickému vysychani
a ke kolisani vodni hladiny. Naproti tomu 7. angustifolia je 1€pe adaptovan na tyto stresoveé
podminky a roste pfevazné v hlubsich vodach. T. latifolia je povazovan za pionyrsky druh,

ktery osidluje noveé vznikla stanoviSté a stoji tak na pocatku sukcese. Vykazuje vyss$i
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stupen lokalni kolonizace vzhledem k 7. angustifolia (Hejny & Husak 1978). Pii sbéru
vzorkli jsem vypozorovala, ze T. latifolia ma tendenci rist v m€lké vod€¢ u biehu
a T. angustifolia naopak ve vétsi hloubce dél od biehu, ale na fad€é smiSenych stanovist’ se

oba druhy vzajemn¢ prorustaly bez ohledu na hloubku vody.

2.10 Invaznost T. latifolia, T. angustifolia a T. xglauca v Severni
Americe

Vsechny ti1 druhy jsou v soucasné dob¢ v Severni Americe povazovany za invazni plevele
mokiada (Galatowitsch et al. 1999; Shih & Finkelstein 2008; Tuchman et al. 2009; Travis
et al. 2010), protozZe se rozsdhlym oddenkovym ristem a vysokou produkci semen rychle
$iti (Smith 1967) a vytvari husté monotypické porosty (Grace & Wetzel 1981a), které
vytlacuji ptivodni rostlinné druhy a redukuji tak diverzitu (Shih & Finkelstein 2008). Hojné
prevladaji prfedevSim v pobieznich mokiadech kolem Velkych jezer (Shih & Finkelstein
2008).

T. angustifolia je povazovan za invazné¢jsi nez 7. latifolia, protoze se v poslednim
stoleti $ifil rychleji (Hotchkiss & Dozier 1949; Galatowitsch et al. 1999; Smith 2000). Na
zacatku 19. stoleti se z vychodniho pobieZi Severni Ameriky zacal §ifit smérem na zapad
do regionu Velkych jezer a na Stfedozapad a od pocatku do prvni poloviny 20. stoleti byl
rozsah naristu znaéné vétsi nez u 7. latifolia. V pobieznich oblastech na severovychodé
pak doslo k ustaleni rychlosti Sifeni, ale ve vnitrozemi a v severnéjSich oblastech se
rychlost invaze dale zvétSovala az do roku 1970. Ptiblizné€ od roku 1980 se oba druhy S§iii
stejnou rychlosti a pokracuji v Sifeni v naruSenych mokitadech. Vys$i rychlost invaze
T. angustifolia byla zieyjmé v disledku zvysené lidské aktivity v tomto obdobi, diky které
vzrostl vyskyt narusenych moktadt (Shih & Finkelstein 2008).

T. xglauca je povazovan za nejagresivnéj$i z téchto tfi druhti. Je invazni predevsim
na severovychod¢ Severni Ameriky (Shih & Finkelstein 2008), hlavné v oblasti kolem
Velkych jezer (Travis et al. 2010; Kirk et al. 2011). Dosahuje velkych velikosti (aZ ptes
3 m) a pomoci oddenkového rlstu se rychle §ifi a vytvaii husté monotypické porosty, které
jsou efektivnéjsi ve vytlacovani piivodnich druht a snizovani diverzity nez rodiCovské
druhy (Galatowitsch et al. 1999; Woo & Zedler 2002; Tuchman et al. 2009). Na
stanoviStich s 7. Xxglauca dale dochazi k akumulaci velkého mnozstvi opadu, ktery
podporuje dalsi rist hybrida (Tuchman et al. 2009). Pod opadem dochazi k redukci svétla
(Farrer & Goldberg 2009) a mladé oddenky ptivodnich druhl nejsou schopné zajistit
dostatek zdroji pro rast pfed dosaZzenim odpovidajici trovné osvétleni pro fotosyntézu
(Tuchman et al. 2009). Ptitomnost 7. xglauca také zvySuje mnozstvi organické hmoty
a koncentraci zivin (NH*", NO*, PO,>) (Angeloni et al. 2006; Tuchman et al. 2009).
Hybridi produkuji vét§i mnozstvi biomasy nez ostatni druhy, diky ¢emuz efektivnéji
zachycuji uhlik. Dekompozici listdi, podzemni tkané, ptipadné vylucovanim exudatti pak
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dochézi ke zvySovani pidni organické hmoty a koncentrace Zivin (Alvarez & Bécares
2006; Angeloni et al. 2006). Tento negativni efekt na ptivodni spolecenstva ma 7. xXglauca
jak na eutrofnich stanovistich, protoze zde dokdze 1épe vyuzivat zvySenou dostupnost zivin
nez ptvodni druhy (Wo & Zedler 2002; Cratft et al. 2006), tak 1 na stanoviStich chudych na
ziviny, ktera svou piitomnosti o zZiviny obohacuje (Tuchman et al. 2009). Negativni efekt
nebyl zjistén u noveé kolonizovanych stanovist, protoze zde jeSté nedoSlo k akumulaci
vrstvy opadu (Tuchman et al. 2009).

Vsechny tti druhy vykazuji zvySenou invaznost a kompetitivni silu oproti ostatnim
mokiadnim rostlindm diky zvySené lidské Cinnosti, ktera narusuje ekosystémovou integritu
v mokiadech. Sifeni by mohlo byt omezeno snizovanim naruSeni v mokfadech jako je

nariist vodni hladiny €1 ptisun Zivin (Shih & Finkelstein 2008).

2.11 Mikrosatelity a jejich vyuziti v populaéni genetice
2.11.1 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou repetitivni sekvence DNA, které jsou tvofeny opakovanim zpravidla
mono-, di-, tri- nebo tetranukleotidii (vzacné i penta- a hexanukleotidli). Byvaji proto
oznacovany jako kratké tandemové repetice (short tandem repeats, STRs) nebo repetice
jednoduchych sekvenci (simple sequence repeats, SSRs). Délka mikrosatelitového lokusu
dosahuje obvykle délky 5 az 40 opakovani. PoCet opakovéani v konkrétnim mist¢ DNA
definuje alelu. Délka alely se zjisti PCR amplifikaci dané¢ho lokusu pomoci primeril
kompatibilnich k okolnim sekvencim a naslednou kapilarni elektroforézou v automatickém
sekvenatoru (Weising et al. 2005).

Podle uspotadani repetic rozliSujeme 3 typy mikrosatelitt: jednoduché (simple),
slozené¢ (compound) a pirerusované (interrupted). U jednoduchych mikrosateliti neni
opakovani ni¢im pieruseno (napt. (AC),, kde n oznacuje pocet opakovani nukleotidové
sekvence). Slozené¢ mikrosatelity jsou tvofené dvémi za sebou jdoucimi mikrosatelity
o razné sekvenci nukleotidoveé repetice (napt. (AC)n(TG),). U prerusovanych mikrosatelitt
dochazi k preruseni nukleotidovych repetic bazemi (napt. (AC),TGTAGG(AC),) (Jarne
& Lagoda 1996). U vétSiny druhii pfevazuji dinukleotidové repetitivni sekvence (Wang
et al. 1994; Schug et al. 1998). Z dinukleotidl je nejrozsifenéjsi opakovani (CA), (Ellegren
2004), u rostlin naopak ptevazuje opakovani (AT), (Lagercrantz et al. 1993). Mikrosatelity
se nachazi i v chloroplastové DNA, kde naopak ptevazuji mononukleotidové repetitivni
sekvence (Provan et al. 2001). V molekularnich analyzach se nejcastéji pouZzivaji
dinukleotidy, trinukleotidy a tetranukleotidy (Li et al. 2002).

Mikrosatelity se vyskytuji hojné vcelém genomu a nachédzeji se predevSim
v nekodujicich oblastech, kde jsou zastoupeny vSechny typy repetitivnich sekvenci, od
mono- po hexanukleotidy (Metzgar et al. 2000). Velmi vzacné se nachdzi v oblastech
kodujicich proteiny (Wang et al. 1994; Edwards et al. 1998; Wren et al. 2000; Li et al.
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2002) a zde pak ptfevazuji tri- a hexanukleotidy oproti ostatnim typim repetitivnich
sekvenci (Metzgar et al. 2000; Toth et al. 2000; Li et al. 2002).

Ackoliv jsou mikrosatelity povaZzovany za evoluéné neutrdlni DNA markery,
nekteré hraji roli v dilezitych biologickych procesech. Bylo prokazano, Ze mikrosatelity
mohou hrat roli v organizaci chromatinu a struktufe chromozéma (Li et al. 2002). Rada
mikrosatelitti a minisatelitii jsou tzv. horkéd mista (hotspots) pro rekombinaci (Jeffreys et al.
1998). Mikrosatelity mohou také ovlivitovat replikaci DNA, enzymy fidici bunééné cykly,
aktivitu geni a v oblastech introni mohou ovliviiovat genovou transkripci. Nékteré
mikrosatelity také slouzi jako vazebna mista pro rizné regulac¢ni proteiny a fada z nich
muze také ovliviilovat genovou translaci. Tyto funkéné dilezité mikrosatelity mohou byt
pod silnym selekénim tlakem ze strany prostiedi, a proto nemohou byt neutrdlni (Li et al.
2002).

2.11.2 Vyuziti mikrosateliti v populacni genetice

Vyuziti mikrosateliti v populacni genetice vychazi z jejich specifickych vlastnosti.
Mikrosatelity jsou velmi pocetné a rozmisténé po celém genomu. Jsou vysoce polymorfni
— jejich vysoka muta¢ni rychlost (107 az 10® na lokus za generaci) generuje zna&né
mnozstvi alel, které se 1i8i svou délkou (poctem opakovani dané repetice v ramci alely)
(Schlstterer 2000, 2004). Jsou kodominantni, coz znamend, ze muZeme rozlisit
heterozygoty od homozygoti, a jsou vysoce druhové specifické (Selkoe & Toonen 2006;
Mandak 2011). To muize byt za urcitych okolnosti vyhodné, naptiklad pfi kontaminaci
studovan¢ DNA je mald pravdépodobnost amplifikace DNA jiného organismu (Selkoe
& Toonen 2006; Mandék 2011), ale také nevyhodné — pro kazdy studovany druh je
potiebné vyvinout specificky par primerti pro PCR, coz je financné i asové velmi narocné
(Zane et al. 2002).

Mikrosatelity se pouzivaji naptiklad k analyze rodiCovstvi (parentage analysis)
a k identifikaci kloni (Queller et al. 1993; Ellegren 2004), kdy lze pomoci analyzy
mikrosatelitli s vysokou pravdépodobnosti urcit rodice dan¢ho jedince a zda dva jedinci
nalezi k jednomu klonu ¢i nikoliv. Naptiklad Dow & Ashley (1996) pouzili analyzu
mikrosatelitli k analyze rodiCovstvi a k ur¢eni prostorovych vztahli mezi dospélymi stromy
a semenacky u druhu Quercus macrocarpa (Fagaceae). Do analyzy bylo zahrnuto
62 dospélych stromi a 100 semenacki z jedné lokality. Na zdkladé¢ mikrosatelitové
analyzy autofi zjistili, ze se na stanoviSti nachdzely pouze Ctyfi stromy, které byly
matefskymi rodi¢i vétSiny semenackti. Dale byla zjiSténa vysokd mira opyleni na velké
vzdalenosti (vice jak polovina semenacki byla opylena pylem ze stromi, které se
nachazely mimo studovanou lokalitu) a vysoka mira $ifeni semen na vétSi vzdalenosti.

Mikrosatelity jsou také vhodnymi markery pro méfeni rtznych populacné-

genetickych charakteristik, naptiklad stanoveni velikosti a struktury populace, genetické
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proménlivosti a miry genového toku, individudlni genotypovani jedinct a vztahy jedinct
v populaci, historie populaci, detekce migraci (Selkoe & Toonen 2006; Mandak 2011),
demografické procesy (Ellegren 2004; Selkoe & Toonen 2006; Mandak 2011). Naptiklad
Edh et al. (2007) pouzili jaderné a chloroplastové mikrosatelity k ureni populacni
struktury a genového toku mezi geograficky izolovanymi populacemi endemického druhu
Brassica cretica (Brassicaceae) na Krété. Na zakladé mikrosatelitové analyzy autofi zjistili
vysoky stupent populacni diferenciace a relativné nizkou vnitropopulacni diverzitu. Dale
zjistili, Ze mezi populacemi dochézi jen velmi ziidka k migracim.

V posledni dob€ jsou mikrosatelity také hojné vyuzivany ke studiu mezidruhové
hybridizace, protoze dovoluji odhalit hybridiza¢ni procesy a spolehlivé tak rozliSit
rodicovské druhy, F1 hybridy, pokrocCilé hybridy a zpétné kiizence (Snow et al. 2010).
V tadé€ studii pouzili autofi analyzu mikrosatelitli k odhaleni mezidruhové hybridizace jak
u rostlin, tak u Zivoc¢ichu.

Field et al. (2010) pomoci analyzy mikrosatelitd zkoumali asymetricky genovy tok
ve smiSenych populacich druhlt Eucalyptus aggregata a E. rubida (Myrtaceae) v jizni
Australii. K analyze pouzili 6 mikrosatelitovych lokust a k dispozici méli 421 vzorki. Na
zaklad¢é analyzy mikrosatelitii autofi zjistili, ze se ve smiSenych populacich vyskytuji jak
F1 hybridi a pokrocili hybridi, tak zpétni kiiZenci, ktefi vznikali pfevazn€ zpétnym
kiizenim s E. aggregata. To naznacuje, ze vetsi geneticky vstup do hybridnich populaci ma
druh E. aggregata. Gomez et al. (2010) pouzili mikrosatelity k odhaleni hybridizace mezi
diive izolovanymi druhy rodu Coffea (Rubiaceae) — Coffea canephora, C. liberica
a C. arabica. Tyto tf1 druhy byly od roku 1850 opakované introdukovany do Nové
Kaledonie kvili kultivaci. Rada plantazi byla ale opuiténa a kultivary se tak vyvijely
v ptirodnich podminkach. Autofi pouzili 26 mikrosatelitovych lokust, aby identifikovali
¢isté druhy a hybridy. V populacich bylo nalezeno velké mnozstvi hybridnich jedincti, coz
naznacuje, ze v minulosti mezi druhy dochazelo ke genovému toku a vytvotila se zde
hybridni zona. Mikrosatelity byly také uspésné pouzity k detekci hybridizace mezi dvéma
druhy orchideji vyskytujicimi se v Brazilii, Epidendrum fulgens a E. puniceoluteum
(Orchidaceae). Tyto druhy maji odliSnou ploidni Groven — E. fulgens je diploidni
(2n = 2x = 24 chromozém), E. puniceoluteum je tetraploidni (2n = 4x = 52 chromozdémtt).
Ve studii byly pouzity jaderné i1 chloroplastové mikrosatelity k analyze 463 jedinct
z 8 populaci. V 6 smiSenych populacich byli nalezeni F1 hybridi i pokrocili hybridi a také
nékolik zpétnych kiizenci, ktefi vznikaji spiSe kiiZzenim s druhem E. fulgens. Ackoliv tedy
maji oba druhy odlisny pocet chromozémul a odliSnou ploidni Groven, coz mize plsobit
jako silnd reproduk¢ni bariéra, dochazi mezi témito druhy orchideji k mezidruhové
hybridizaci (Pinheiro et al. 2010).

Mikrosatelity jsou také hojn€ vyuzivany k detekci hybridizace u Zivoc¢ichli. Brown
et al. (2010) pomoci mikrosateliti odhalili mezidruhovou hybridizaci mezi dvéma druhy

buindkt  (Pterodroma;  Procellariidae), b. trinidadskym (P.  arminjoniana)
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a b. proménlivym (P. neglecta). B. trinidadsky se vyskytuje na ostrové Round Island
v Indickém oceanu, ale hnizdi také na ostrové Trindade Island v jiznim Atlantiku, kde se
vyskytuje b. proménlivy. Na ostrové Round Island se také vyskytuji zvlastné vypadajici
jedinci, ktefi jsou podobni b. proménlivému. Autofi na zdkladé¢ analyzy
9 mikrosatelitovych lokusii zjistili, Ze zvlastné vypadajici jedinci jsou skutecné hybridi
mezi témito dvéma druhy a Ze k mezidruhové hybridizaci a zpétnému kiizeni dochézi
pravdépodobné po mnoho generaci. Godinho et al. (2011) pouzili analyzu mikrosateliti
k detekci mezidruhové hybridizace mezi vlkem obecnym (Canis [upus; Canidae)
a domestikovanymi psy na Pyrenejském poloostroveé. Autofi chtéli urcit rozdily mezi viky
a psy, frekvenci a smér hybridizace. K tomu pouzili 42 mikrosatelitovych lokust. Na
zaklad¢€ analyzy autofi zjistili, Ze vici a psi tvoii dvé geneticky odliSné skupiny a ze hybridi
se vyskytuji v populacich pomérné hojné, ale ke zpétnému kiizeni dochdzi velmi vzacné.
Dale také zjistili, Ze Castéji dochazi ke kiiZzeni samic vlkli a samct psii. Mikrosatelity byly
uspesné pouzity k odhaleni mezidruhové hybridizace u bezobratlych. Kronauer et al.
(2011) studovali hybridizaci u dvou druht vychodoafrickych ndjezdnich mravenci,
Dorylus molestus a D. wilverthi (Formicidae). K analyze bylo pouzito 5 mikrosatelitovych
lokusti, pomoci nichz autofi zjistili, Ze se v populacich vyskytuji jak hybridni jedinci, tak
zpétni kiiZzenci. Ve vSech vySe zminénych studiich pouzili autofi k detekci hybridnich
jedinct Bayesovské shlukovani v programu Structure (Pritchard et al. 2000) a Field et al.
(2010), Pinheiro et al. (2010) a Godinho et al. (2011) jesté pouzili k ptesn€jSimu rozliSeni
pokrocilych hybridi a zpétnych kiiZzenclh program Newhybrids (Anderson & Thompson
2002).

Snow et al. (2010) Gspésné pouzili analyzu mikrosateliti k identifikaci hybridnich
rostlin 7. Xxglauca ze Severni Ameriky. Autofi pouzili 9 z 11 dinukleotidovych
mikrosatelitovych lokust (obr. €. 5), které byly v roce 2003 vyizolovany z 7. angustifolia
a které jsou vysoce polymorfni a obsahuji velky pocet alel (Tsyusko-Omeltchenko et al.
2003). Z téchto 9 mikrosatelitovych lokusti pouze 7 lokusi dokézalo odlisit rodiCovské
druhy od hybridl a detekovat pokrocilé¢ a zpétné kiizence. Stejné mikrosatelitové lokusy
pouzili také Kirk et al. (2011), ktefi zjiStovali, zda se hybridi 7. Xxglauca vyskytuji
v Severni Americe na SirSim prostorovém métitku, a tyto lokusy byly také pouzity
k identifikaci hybrida z prehrady Rozkos (T. Fér, PfF UK, nepublikovana data). Proto jsem
ve svych analyzach pouzila stejné lokusy, které pouzili vySe zminéni autofi.
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GenBank Clone Primer

Accession Touchdown Repeat Size Mult Concentration
Locus Primer Sequence 5" — 3° MNumber Temperature Sequence (bp) F CR (uM)
TA3U TGGATACGGCAGTGTTA AF536553 60 (AC)y5 ... (G} 219 A 0.3
TA3L Fam GAGTTGEGAAGRAGGGATTA
TASU ACTGCCATCAATAGAR AF536555 60 (B3)y 298 E 0.5
TAS5L Fam GAAGGAACCAAAATCTARA
TA7U Ned ATTCRACCCARACTCTARCREA AF536556 60 (aC), ... (AG); 218 A 0.3
TA7L CACCCAARGGACCACATT
TABU Ned TCTTCGCTGAAAGTGACATAC AF536557 60 (aC)y, 286 E 0.3
TASBL ATTCCECTTCETTCEGATT
TA 13U Fam ATTTTTGGRAGCACTAT AF536549 55 (2T 94 C 0.5
TA13L CACCTTTTATTAATTCAC
TA15U Hex GAATARRGCTGCCCTAACT AF536552 60 (2G); ... (BC), 178 B 0.5
TA15L TCCACCACCTCARACC
TA16U GCCRAAGTTCATAAGAT AF536550 55 (cT)y; 195 C 0.3
TA16L Hex CCGTAACTTCTTTAATATC
TA18U Hex CAACTCCACTCTGTGAG AF536551 60 (CT)x 309 A 0.5
TA18L TTEECTCCTAGTTAGTCT
TA19U CGGRGGGAAGTATGA AF536546 60 (aG), 108 D 0.5
TA19L Hex ATCTACTCAATCCGAGTT
TA20U Ned ATGCCTACTGAGGATTC AF536547 60 (23)y, 98 D 0.3
TA20L CACACTTATTTTCGAACAA
TA21U Fam GTATGCCACCARATAGC AF536548 60 (aC)g ... (BG), 283 B 0.3
TA21L ATACCTGAGAGGGAATAAG

Obr. ¢. 5: 11 mikrosatelitovych lokust vyizolovanych z T. angustifolia (ptevzato z Tsyusko-
Omeltchenko et al. 2003).

2.11.3 Statistické vyhodnocovani mikrosatelitovych dat

Pro statistick¢é zpracovani mikrosatelitovych dat existuje fada statistickych metod
implementovanych vfadé¢ programi. Tyto programy ndm umoZiuji napiiklad sledovat
pocty a frekvence alel ve studovaném vzorku nebo zjistit genetickou vzdéalenost mezi
jedinci.

V programu MSA 4.05 (Dieringer & Schlotterer 2003) miZeme spocitat rizné
populacné-genetické parametry, napiiklad popisné statistiky pro populaci a lokusy (pocet
a frekvence alel pro jednotlivé lokusy a populace, o¢ekdvand a pozorovana heterozygosita
(He)), genetické vzdalenosti mezi jedinci a populacemi, F-statistiku (rozdé€leni genetické
variability v ramci populaci a mezi populacemi; Weir & Cockerham 1984). V tomto
programu muZzeme také vytvofit vstupni soubory pro dalSi programy, napiiklad Arlequin
3.5 (Excoftier & Lischer 2010).

Vztahy mezi jedinci a populacemi lze zndzornit pomoci fylogenetickych strom,
které jsou vytvareny na zaklad€ matic parovych vzdalenosti mezi jedinci nebo populacemi.
Pro jejich tvorbu existuji rtizné algoritmy, napiiklad shlukovaci analyza UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) nebo metoda Neighbor-joining
(Saitou & Nei 1987). Fylogenetické stromy lze vytvarfet naptiklad v programech Phylip
3.69 (Felsenstein 2005), SYN-TAX 5.1 (Podani 1997), FAMD 1.30 (Schliiter & Harris
2006). K prohliZzeni fylogenetickych stromll je moZné pouzit napiiklad programy FigTree
1.4.0 (Rambaut 2012), TreeView 1.6.6 (Page 1996).
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K vyjadieni prostorovych vztahi mezi jedinci a populacemi miiZzeme také pouzit
mnohorozmérnou Analyzu hlavnich koordinat (Principal coordinate analysis, PCoA). Tato
metoda zndzornuje podobnosti nebo rozdily mezi jednotlivei a/nebo skupinami. Pivodné
n-rozmérny prostor molekularnich znakl redukuje do dvou nebo tfi rozmért a vysledkem
pak miZze byt dvou- nebo trojrozmérny graf. Analyzu hlavnich koordinat miiZzeme provést
napiiklad v programu SYN-TAX 5.1 (Podani 1997) nebo FAMD 1.30 (Schliiter & Harris
20006).

Bayesovské klastrovani jedinct (Corander et al. 2012) miiZeme provést naptiklad
v programu Structure 2.3.3 (Pritchard et al. 2000). Bayesovské klastrovani zachycuje
genetickou strukturu v populacich a ukazuje vztahy mezi jedinci a populacemi. Program
Structure 2.3.3 pak hleda nejpravdépodobnéjsi model rozdéleni jedinci do urcitého,
piredem neurceného, poctu klastrii (skupin), ktery je na zédkladé molekuldrnich dat nejlepsi.
K hledani idedlniho modelu je vyuzivano Markovovych tetézct (Markov chain, MC), které
postupné konverguji k né¢jakému optiméalnimu feSeni. Vysledky Ize dale zpracovat pomoci
programu Distruct (Rosenberg 2004), ktery graficky znazorni pravdépodobnostni roziazeni
jedinct do jednotlivych klastrh (skupin).

V programu SPAGeDi 1.3 (Hardy & Vekemans 2002) je moZné udé€lat analyzu
prostorové autokorelace, pomoci které zjistime, jak je geneticka podobnost korelovana
s geografickou vzdalenosti (isolation by distance). Analyza nam tedy umoziiuje sledovat,

do jaké vzdalenosti jsou si jedinci geneticky podobni.
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3 Metodika

3.1 Sbér vzorku

Z divodu problematického odliSeni hybridi od rodi€ovskych druhGt kvali jejich
morfologické variabilit¢ a prekryvani znakli mezi hybridy a rodiCovskymi druhy
(Hotchkiss & Dozier 1949; Fassett & Calhoun 1952; Smith 1967; Kuehn et al. 1999;
Kuehn & White 1999; Olson et al. 2009), je nutné pro jasnou identifikaci taxonti pouzit
také molekularni analyzy. Abych tedy zjistila, zda se také v ¢eskych populacich vyskytuji
hybridi, méfila jsem na jednotlivych rostlinaich morfologické znaky a sbirala jsem vzorky
rostlin k molekularnim analyzam.

Vzorky jsem sbirala predevsim ve smiSenych populacich, protoze je zde vétsi Sance
vyskytu hybridl. Vzorky jsem neodebirala ndhodnég, ale zamétila jsem se také na jedince,
kteti byli morfologicky ptechodni mezi 7. latifolia a T. angustifolia a tudiz to mohli byt
hybridi. Celkem jsem nasbirala 499 vzorka lista (235 z T. latifolia, 264 z T. angustifolia)
z 62 populaci — z toho bylo 37 populaci smiSenych, 19 populaci jen s 7. latifolia a 6 jen
s T. angustifolia (obr. C. 6).

Rybniky se smiSenymi populacemi jsem nejdiive vybirala na zéklad€ udaji
v Databance flory Ceské republiky (http://florabase.cz/databanka/index.php). Po objeti
nekolika rybnikli jsem ale zjistila, ze tyto udaje, ackoliv nejstarsi byly pouze z roku 2000,
casto neodpovidaji skuteCnosti — druhy se zde viibec nevyskytovaly nebo se zde
vyskytoval pouze jeden druh. Proto jsem zacala rybniky vybirat nahodné a to tak, aby
v dané oblasti bylo vétsi mnozstvi rybnikii blizko sebe (napf. jizni Cechy) a abych méla
vzorky z riznych ¢asti Ceské republiky (severni Cechy, zapadni Cechy, atd.). Vybrané
rybniky jsem poté objela a na rybnicich, na kterych se vyskytoval alespon jeden druh, jsem
sesbirala vzorky listii. Populace na Moravé jsem vybrala na zakladé udaji v Ceské narodni
fytocenologické databazi (Chytry & Rafajova 2003). Tyto udaje se ukazaly byt spolehlivé,
ve vybranych smiSenych populacich se vyskytovaly oba druhy. Rybniky na Ttebonisku mi
pomohla vybrat Mgr. Andrea Kuéerova Ph.D. z Botanického tstavu Akademie véd Ceské
republiky v Tfeboni, kterd se mnou vybrané rybniky objela a pomohla mi najit vhodna
mista ke sbéru rostlin. Seznam vSech populaci, ve kterych jsem sbirala vzorky, je zobrazen
v tabulce €. 2.

V kazdé populaci jsem podle velikosti dané populace odebrala vzorky listii z 3 az
5 jedincl od kazdého druhu. Protoze se oba druhy velmi hojné rozmnozuji vegetativné
pomoci oddenkt (Smith 1967), sbirala jsem vzorky z jedinci vzdéalenych od sebe
minimalné 5 m, abych snizila pravdépodobnost, ze dva rizné vzorky budou patfit stejnému
klonu. Jesté pred odbérem vzorku jsem na kazdém jedinci zmétila téchto 7 morfologickych
znak: Sitka nejdelsiho listu, délka nejdelSiho listu, Sitka samici palice, délka samici palice,

délka mezery mezi palicemi, vySka lodyhy (od kotent po Spicku nejdelsiho listu), primér
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stonku (nad koteny). Tyto znaky pouzili Snow et al. (2010) a ukazalo se, Ze to jsou
délku rostliny a primér stonku, bylo nutné kazdou rostlinu vytrhnout a pfeméfit na brehu.
Naméfené udaje jsem zaznamenavala do tabulky (tab. €. 3 a 4, pfiloha ¢. 1). Odebrané
vzorky mladych listd (cca 4 cm?) jsem vlozila do &ajovych sacki, sacky jsem popsala
a vlozila je do sacki se silikagelem, ktery vzorky vysuSil. UsuSené vzorky jsem pouzila
k molekularnim analyzam (kapitola 3.5 Molekularni analyzy), naméfené morfologické
znaky jsem zpracovala pomoci mnohorozmérnych statistickych metod (kapitola 3.7

Statistické vyhodnoceni morfologickych dat).
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Obr. €. 6: Mapka populaci, ve kterych jsem sbirala vzorky. Rizova barva oznacuje populace jen s 7. latifolia, modra populace jen s 7. angustifolia
a oranzova smisené populace.
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Tab. ¢. 2: Seznam populaci, ve kterych jsem sbirala vzorky. V prvnim sloupci je ¢islo populace, ve druhém nazev rybniku nebo nadrze, ve tietim popis

lokality a ve ¢tvrtém a patém sloupci jsou uvedené souradnice mista sbéru vzorkll. Rizova barva znaci populace pouze s 7. latifolia, modra populace pouze

s T. angustifolia a oranzova smiSené populace. Zelena barva znaci populace, ve kterych byli na zakladé analyzy mikrosateliti nalezeni hybridi.

¢ p. rybnik, vodni nadrz popis lokality zemépisna Sifka | zemépisna délka
1 | Jinonicky rybnik SVV okraj rybniku, 238 m SSZ od Kostela sv. Vavfince 50°2'58.868" 14°21'57.609"
2 | Pansky rybnik JJZ okraj rybniku, 100 m JZZ od Jinonického zamku 50°3'10.308" 14°21'18.353"
3 | retencni nadrz N1 podél okraje okolo celé nadrze, 447 m SSZ od stanice metra Luziny | 50°2'51.224" 14°19'39.168"
4 | Fararsky rybnik S okraj rybniku, 428 m JVV od Neveklova 49°45'2.037" 14°32'12.733"
5 | mensi rybnik u rybnika Michovece | SVV okraj rybniku, 712 m SSZ od Doloplazii 49°45'7.427" 14°352.623"
6 | Velky sedlecsky rybnik S okraj rybniku, 569 m SSV od Sedlecka 49°41'41.799" 14°31'56.406"
7 | bez nazvu JVV okraj nadrze, 583 m JJV od Hradistka 49°51'54.104" 14°24'43.178"
8 | Jamsky rybnik SSZ okraj rybniku, 756 m od SZZ od Klimétic 49°41'13.892" 14°30'5.706"
9 | strouha u Jamského rybnika strouha 40 m SSZ od rybniku Pfedni Dubinek 49°412.382" 14°30'4.690"
10 | pole u Jamského rybnika pole 65 m S od rybniku Zadni Dubinek 49°40'57.724" 14°30'15.458"
11 | Hut'sky rybnik SSV okraj rybniku, 558 m SSZ od Staré Huti 49°47"7.548" 14°11'43.620"
12 | vodni nadrs Asuan SZ7 okre}j nadrze, 408 m SSZ od Nové V§i; 50°2'39.730"; 14°20'57.249";
JJZ okraj nadrze, 331 m SSZ od Nové Vsi 50°2'37.414" 14°20'58.625"
13 | Dolni rybnik SVV okraj rybniku, 1,9 km JVV od Voznice 49°48'26.144" 14°14'1.392"
14 | Svatopolsky rybnik SVV okraj rybniku, 473 m Z od Budinku 49°45'21.470" 14°10'59.888"
15 | rybnik Homolka V okraj rybniku pfi usti potoka Kocaba, 848 m JZZ od Visnové 49°42'15.411" 14°8'4.942"
16 | Sladkovsky rybnik J okraj rybniku, 384 m SSZ od Zbenic 49°35'41.300" 14°5'11.102"
17 |bez nazvu SZZ okraj rybniku pfi usti potoka Obrtka, 915 m Z od Velesic 50°29'15.558" 14°20'52.642"
18 |potok Libchava pravy bieh potoka, 147 m SZZ od Horni Libchavy 50°42'49.872" 14°29'30.365"
19 | Dobranovsky potok pravy bieh potoka, 249 m SZZ od Bukovan 50°43'1.485" 14°34'30.524"
20 | Bobii rybnik SVV okraj rybniku, 1,1 km JVV od Pihelu 50°43'48.775" 14°33'28.094"
21 | Cerny rybnik Z okraj rybniku pfi usti potoka, 2,2 km V od Velké Bukoviny 50°43'54.635" 14°25'20.308"
22 | Mlynsky rybnik J okraj rybniku, 529 m JZZ od Tisé 50°46'54.886" 14°1'30.277"
23 | rybnik Barbora SSV okraj rybniku, 392 m SVV od Duchcova 50°36'20.451" 13°45'17.883"
24 | rybnik U sklarny SSV okraj rybniku, 684 m V od Duchcova 50°36'13.116" 13°45'33.713"
25 | rybnik Marinka JIV okraj rybniku, 633 m JZZ od Svétce 50°34'31.310" 13°48'12.111"
26 |bez nazvu JJV okraj rybniku, 1,9 km SSZ od LenesSic 50°23'20.362" 13°44'35.021"
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SSV okraj rybniku, 292 m SZZ od Cekova 49°49'24.268" 13°45'37.995"
SVV okraj rybniku, 1,8 km JVV od Starého Plzence 49°41'26.027" 13°29'45.101"
JVV okraj rybniku, 198 m JZZ od Vodokrt 49°35'22.138" 13°23'14.938"
S okraj rybniku, 738 m JZZ od Cepince 49°27'57.047" 13°28'30.131"
JZZ okraj rybniku, 1,1 km SZZ od Nepomuku 49°29'27.363" 13°34'4.422"
J okraj rybniku, 911 m SSZ od Mladého Smolivce 49°30'45.277" 13°43'41.430"
SSZ okraj rybniku, 1,5 km JVV od Zaluzan 49°32'11.885" 14°6'13.820"
SSZ okraj rybniku, 941 m SSV od Vrabska 49°28'22.128" 14°6'32.859"
Z okraj rybniku, 1,1 km JVV od Sudométe 49°14'44.147" 14°3'39.207"
V okraj rybniku, 764 m JJZ od Radobytci 49°24'22.844" 14°1'53.609"

JVV okraj rybniku, 463 m JZZ od Mystic 49°27'4.972" 13°57'55.872"
Z okraj rybniku pfi usti potoka, 1 km Z od Zavisina 49°29'5.418" 13°51'16.344"
SZZ okraj rybniku, 1,3 km SSZ od Mackova 49°24'39.885" 13°52'36.873"
SVV okraj rybniku, 1,1 km SZZ od Pacelic 49°24'50.961" 13°55'36.813"
SZZ okraj rybniku pfi usti potoka, 1,4 km SSV od Blatné 49°26'4.506" 13°53'35.370"
JJZ okraj rybniku, 666 m J od Lhotic 49°33'12.724" 15°14'55.228"
SZZ okraj rybniku, 576 m SZZ od Novych Syrovic 49°1'8.841" 15°46'0.345"

S okraj rybniku pfi Usti potoka, 881 m JVV od Naramece 49°15'47.050" 15°59'10.111"
SSV okraj rybniku, 343 m JVV od Hornich Kounic 49°1'32.816" 16°9'24.626"

podél okraje okolo celého rybniku, 555 m JJV od Bojanovic 48°57'48.981" 15°59'29.541"
JVV okraj rybniku, 613 m JJV od Btilic 49°0'47.656" 14°44'44.702"
JZZ okraj rybniku, 742 m J od Preseky 49°2'2.615" 14°43'50.216"
podél okraje okolo celého rybniku, 1,7 km JZZ od Nové Hliny 49°1'24.080" 14°46'42.649"
JJV okraj rybniku, 787 m JJV od Prosenické Lhoty 49°41'3.925" 14°29'25.987"
Z okraj rybniku, 529 m J od Borovky 49°46'9.666" 14°31'39.343"

podél okraje okolo celého rybniku, 798 m JVV od Mokrovrat

49°47'33.573"

14°15'43.920"

SSZ okraj rybniku, 307 m SSZ od Sychrova

49°45'48.992"

14°6'48.496"

JZZ okraj rybniku, 631 m JJV od Konétop;
JJV okraj rybniku, 712 m JJV od Konétop

50°16'12.806";
50°16'11.529"

14°3929.732";
14°39'35.677"

JVV okraj rybniku, 1,1 km SVV od Rybnova

50°37'28.028"

14°30'16.722"

SVV okraj rybniku, 703 m SSZ od Luckovic

49°26'54.880"

13°59'52.021"

57 | rybnik Strasil

SSV okraj rybniku, 338 m SSZ od StéZova

49°38'56.109"

14°5'38.227"
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58 |bez nazvu SSZ okraj nadrze, 273 m JJV od Piedonina 50°26'14.920" 14°20'1.573"

59 | ptikop u silnice piikop u silnice 1,7 km JJZ od Kravait 50°37'9.839" 14°22'55.694"
60 | prikop u zelezni¢nich koleji ptikop u zelezni¢nich koleji 476 m SSV od Struznice 50°41'50.508" 14°27'34.296"
61 | Pivovarsky rybnik JJV okraj rybniku, 463 m JVV od Dolniho Pihelu 50°43'20.596" 14°34'20.941"
62 | bez nazvu J okraj nadrze, 207 m S od Chudoples 50°27'37.001" 14°55'49.001"
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3.2 Sledovani fenologie kveteni

V Severni Americe pokud se kveteni 7. latifolia a T. angustifolia ptekryva, tak dochazi
k mezidruhovému ktizeni a ndslednému vzniku hybridi 7. xglauca (Hyde 2005; Ball
& Freeland 2013). Pokud se ale kveteni piekryva nepatrné nebo je uplné oddélené, tak
k hybridizaci nedochdzi (Selbo & Snow 2004). Obdobnd data z Evropy nebyla
k dispozici, proto jsem sledovala fenologii kveteni téchto dvou druh, abych zjistila, zda
na uzemi Ceské republiky dochazi k prekryvu kveteni mezi 7. latifolia a T. angustifolia
a zda je mezidruhové opyleni vitbec mozné.

Kveteni jsem sledovala dva roky po sobé (v roce 2011 a 2012) na téchto ctyfech
vodnich télesech v Praze, kde se vyskytuji oba druhy: Jinonicky rybnik, Pansky rybnik,
vodni nddrz Asuan a reten¢ni nadrz N1 Stodilky (tab. €. 5). V kazdé populaci jsem si,
podle velikosti dané populace, vybrala 2 az 30 jedinct (v mens$i populaci méné rostlin),
které jsem oznacila stahovacimi pdskami s popiskami. Vroce 2011 jsem si takto
oznacila celkem 20 jedinct od kazdého druhu, vroce 2012 30 jedincti od kazdého
druhu. Nékteré oznacené rostliny ale nevytvofily kvétenstvi a nékteré byly poniceny
kolemjdoucimi lidmi, proto byl kone¢ny pocet sledovanych jedinci nizsi (tab. €. 5)

Na ptelomu kvétna a Cervna po dobu piiblizné 2 aZ 3 tydnil jsem u oznacenych
jedinct kazdy den sledovala, zda samci palice sprasi pyl a zda jsou samic¢i palice
receptivni (palice je odhalend a je schopnd piijmout pyl). Tyto udaje jsem
zaznamenavala do tabulek (tab. €. 6a — ¢, 7a — d, pfiloha €. 2). Protoze u samicich palic
je obtizné urcit, kdy uz palice neni schopna pfijmout pyl, brala jsem jako ukonceni
receptivnosti konec spraSeni samcich palic (R. Wildova, ustni sd¢leni). Ze
zaznamenanych udaji o kveteni jsem poté v MS Excelu sestrojila dva spojnicové grafy,
které zachycuji fenologii kveteni 7. latifolia a T. angustifolia v roce 2011 a v roce 2012.

Po ukonfeni sledovani fenologie kveteni jsem ze sledovanych rostlin odebrala
vzorky listh pro molekuldrni analyzy, abych se ujistila, ze sledovani jedinci byli
skutecné¢ druhy 7. latifolia a T. angustifolia, a na kazdé rostliné jsem zmcfila
7 morfologickych znakl (viz vySe) a zaznamenala je do tabulky (tab. ¢. 3 a 4, ptiloha
¢. 1). Znékterych sledovanych rostlin jsem vzorky odebrat nemohla, protoze byly

zni¢eny kolemjdoucimi lidmi.

30



Tab. ¢. 5: Seznam populaci orobincti s kone¢nymi pocty sledovanych jedinct v roce 2011 a 2012. V prvnim sloupci je ¢islo populace, ve druhém sloupci vodni
téleso, na kterém byla fenologie kveteni sledovana, ve tfetim sloupci popis lokality, ve ¢tvrtém sloupci zemépisna Siika a délka dané lokality a v patém az osmém
sloupci jsou poéty jedinci, na kterych byla sledovana fenologie kveteni v roce 2011 a 2012. Cislo v zavorce udava pivodni podet sledovanych jedinct v dané
populaci, Cislo pted zavorkou koneény pocet sledovanych jedinci.

Zemépisna $iFka: rok 2011 rok 2012
¢ p. vodni téleso popis lokality zemépisné délka’ pocet rostlin pocet rostlin pocet rostlin pocet rostlin
P T. latifolia T. angustifolia T. latifolia T. angustifolia
1 Jinonicky rybnik SVV okraj rybnilfu, 238 m SSZ od | 50°2'58.868"; 14°21'57.609" 5 0 7 0
Kostela sv. Vaviince
2> | Pansky rybnik ;gfoggliéﬁzbgﬁuloo mJZZ od 50°3'10.308"; 14°21'18.353 6 0 79) 0
SZZ okraj nadrze, 408 m SSZ od 50°2'39.730"; 14°20'57.249"
12 | nadrz Asuan Nové Vsi; JJZ okraj nadrze, 331 m | 50°2'37.414"; 14°20'58.625" 2 2 (5) 7 0(1)
SSZ od Nové Vsi
podél okraje okolo celé nadrze, 50°2'51.224"; 14°19'39.168"
3 retenc¢ni nadrz N1 | 447 m SSZ od stanice metra 4 13 (15) 7 27 (29)
Luziny
celkem sledovanych jedinci 17 15 28 27
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3.3 Kontrolovana krizeni v kultuie a v terénu

Abych zjistila, zda hybridni semena mohou viibec vznikat, zkusila jsem oba druhy
vzajemn¢ zktizit. Pokusnd kiizeni jsem provadéla piedev§im v Botanické zahradé
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy (Na Slupi), ale né€kolik jedinct jsem také
zktizila ve dvou ptirodnich populacich (populace ¢. 1 a 3, tab. ¢. 2), abych zachovala
pfirozené podminky. KfiZzeni jsem vyzkouSela obéma sméry — matefskd rostlina
T. latifolia a otcovskd rostlina 7. angustifolia, mateiska rostlina 7. angustifolia
a otcovska rostlina 7. latifolia.

Kiizeni v Botanické zahrad¢ jsem provadéla na rostlinach, které si zde péstuji ve
dvou bazéncich od dubna 2011. Celkem 24 rostlin (12 rostlin 7. latifolia, 12 rostlin
T. angustifolia) jsem nasbirala v fijnu 2010 ve Ctyfech populacich v Praze (tab. €. 8).
ProtoZe jsem v této dobé jesté neméla k dispozici vlastni bazénky, musela jsem nechat
rostliny pfezimovat v Botanické zahradé Botanického tistavu Akademie véd Ceské
republiky v Prihonicich. Zde jsem rostliny (kus stonku soddenkem snovym
vyhonkem) zasadila do kvétinaci s hlinou smichanou s piskem a nechala je zde
v zakopanych nadrZich ptfezimovat. V dubnu 2011 jsem rostliny pfevezla do Botanické
zahrady Na Slupi, kde jsem je pfesadila do vétSich kvétinaci a umistila do bazénkt
s vodou (kazdy druh do jednoho bazénku) (obr. ¢. 7, tab. ¢. 9). Hladina vody byla

udrzovana 5 cm nad piidou.

Tab. ¢. 8: Pocty sebranych rostlin 7. latifolia a T. angustifolia ve ¢tyfech prirodnich populacich
k péstovani v bazéncich v botanické zahradé. V prvnim sloupci je uvedené ¢islo populace, ve
druhém sloupci vodni téleso, ze kterého byly rostliny sebrany, ve tfetim sloupci popis lokality,
ve ¢tvrtém sloupci zemépisna Sitka a délka dané lokality a v patém a Sestém sloupci jsou pocty
sebranych rostlin T. latifolia a T. angustifolia z dané populace. — = v populaci se dany druh
nevyskytoval.

« vodni . . zemépisna Sirka; poée:t poé(?t
¢. p. tleso popis lokality zem@pisni délkz: rostlin rostlin
T. latifolia | T. angustifolia
Jinonicky SVV okraj rybniku, 50°2'58.868";
1 ik 238 m SSZ od 14°21'57.609" 6 -
Y Kostela sv. Vaviince
SZZ7 okraj nadrze, 50°2'39.730";
vodni nadrs 408 m SSZ od Nové | 14°20'57.249"
13 Asuan Vsi; JJZ okraj nadrze, | 50°2'37.414"; 6 3
331 m SSZ od Nové | 14°20'58.625"
Vsi
podél okraje okolo 50°2'51.224";
3 retencni celé nadrze, 447 m 14°19'39.168" _ 6
nadrz N1 SSZ od stanice metra
Luziny
. .| SSV okraj rybniku, 50°1'36.223";
63 MSI‘I‘EEVSI‘Y 1 km JVV od stanice | 14°32'27.067" - 3
ry metra Haje
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Tab. €. 9: Oznaceni rostlin v bazéncich. V prvnim a tfetim sloupci je ¢islo rostliny v bazénku
a ve druhém a ¢tvrtém sloupci je vodni téleso, ze kterého dany jedinec pochazi.

1. bazének — T. angustifolia 2. bazének — T. latifolia
é.r. vodni téleso é.r. vodni téleso
1 |reten¢ni nadrz N1 13 | Jinonicky rybnik
2 | retencni nadrz N1 14 | Jinonicky rybnik
3 | Mili¢ovsky rybnik 15 |Jinonicky rybnik
4 | Milicovsky rybnik 16 |Jinonicky rybnik
5 |reten¢ni nddrz N1 17 |nadrz Asuan
6 |nadrz Asuan 18 |Jinonicky rybnik
7 |retencni nadrz N1 19 |nadrz Asuan
8 | Mili¢ovsky rybnik 20 |nadrz Asuan
9 |nadrz Asuan 21 |nadrz Asuan
10 | retencni nadrz N1 22 |nadrz Asuan
11 |retenéni nadrz N1 23 | Jinonicky rybnik
12 | nadrz Asuan 24 |nadrz Asuan

Obr. ¢. 7: Bazénky v Botanické zahradé Na Slupi k péstovani rostlin 7. latifolia
a T. angustifolia pro kontrolovana kiizeni.

Vsechny rostliny, kromé jedné 7. angustifolia z Milicovského rybniku (rostlina
¢. 4), se ujaly a vytvorily lodyhy s listy. V nékterych kvétinacich, hlavné u druhu
T. angustifolia, vyrostlo z oddenku dokonce vice lodyh najednou (az 5 klontl), takze
celkovy pocet jedinct se zvySil. Piestoze jsem rostliny béhem kvétna piihnojovala
hnojivem Nympha-Flor NF (Hii-Ben) pro lepsi nasazeni kvéti, rostliny v prvnim roce
nevykvetly a nemohla jsem tedy provést pokusna kiizeni. V fijnu jsem proto rostliny
zazimovala, aby pies zimu nezmrzly — ostfihala jsem lodyhy s listy, oba bazénky jsem

skoro celé¢ vypustila a zasypala listim. Pfed zazimovanim jsem jesté z kazdé rostliny
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odebrala vzorek listu pro molekularni analyzy, abych se ujistila, Ze rostliny v bazéncich
jsou skutecné druhy T. latifolia a T. angustifolia.

Na ptelomu tnora a biezna 2012, kdy uz teplota v noci neklesala pod 0 °C, jsem
listi z bazénkl odstranila a rostliny jsem opét zalila vodou tak, aby hladina vody byla
5 cm nad ptidou. VSechny rostliny zimu pieZily a vytvofily lodyhy s listy a v nékterych
kvétinacich vyrostlo opét vice klonalnich jedinct. Koncem kvétna 2012 zacaly rostliny
postupné vytvaret sam¢i a samici palice. Pokud byly v kvétinaci alespont dvé rostliny
s palicemi, u jedné znich jsem ustiithla sam¢i palici, abych zabrdnila samospraSeni,
a samici palici jsem obalila papirovym svac¢inovym sackem (R. Wildova, tstni sdéleni)
a zavazala, abych zabréanila cizospraSeni
mezi jedinci stejného druhu (obr. €. 8). To
jsem postupné provedla u vSech rostlin.
Pokud byl v kvétinaci pouze jeden jedinec
s palicemi, tykalo se to piedev§im druhu
T. latifolia, samc¢i palici jsem neustiihla,
protoze by mi chybél pyl kopyleni,
a nechala jsem ji dozrat. Béhem cervna
zaCaly sam¢i palice postupné dozravat, proto
jsem nejdiive kazdy den, pozdé¢ji ob den,
chodila do zahrady kontrolovat, zda néjaka
samci palice sprasi pyl. Pokud ano, ustiihla
jsem tuto palici a potfela jsem jejim pylem
jednu ze zakrytych samicich palic opacného
druhu a také jsem pro kontrolu pouzila pyl

k samospraseni sami¢i palice stejn¢ho

jedince. Obé opylené palice jsem zakryla TR . ‘
Obr. ¢. 8: Samici palice 7. angustifolia bez
saek jsem oznacila pismenem X (kiizeni) samci palice zakryta papirovym sackem
tak, aby nemohlo dojit k samovolnému
samospraseni ani k cizospraseni. Vlevo je
palice byly uz opyleny (obr. ¢. 9). Takto  vidét rostlina, jejiz saméi palice byla
pozdé&ji pouzita k spraseni samici palice

T. latifolia.

papirovym sackem a zavazala. Papirovy

nebo S (samospraseni), abych védéla, které

jsem postupovala ptiblizné 14 dni az do
doby, kdy uz nebyly zadné samci palice,
které by sprasely pyl.

Mezidruhova kitizeni jsem provadéla zcela nahodné, ale ptfednostné jsem vzdy
sprasila samici palici, kterd byla zrala — byla zcela odhalend a na jejim povrchu byly
vidét blizny s ¢nélkami, které vytvarely na povrchu palice leskly povlak (obr. ¢. 10a
a 10b). V tabulce €. 10a a 10b je vidét, které rostliny jsem vzajemné zkiizila a u kterych

jsem provedla samosprasSeni.
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Obr. ¢. 9: Opylené samici palice T. angustifolia. Sacek s pismenem S zakryva palici, ktera byla
opylena vlastnim pylem, sacek s pismenem X zakryva palici, ktera byla opylena pylem z druhu
T. latifolia.

Obr. ¢. 10a a 10b: Zrala samici palice 7. angustifolia. Na povrchu palice jsou viditelné blizny
s ¢nélkami.
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Tab. €. 10a a 10b: V tabulce ¢. 10a je zaznamenané, které rostliny byly zkiizeny, datum, kdy
bylo kiiZzeni provedeno, a datum sebrani samici palice s vytvofenymi semeny. V tabulce

¢. 10b jsou rostliny, které byly samospraseny pylem ze stejného jedince, datum, kdy bylo
samospraseni provedeno a datum sebrani samici palice s vytvorenymi semeny. Samici palice
jsou ozna¢ené symbolem @, sam¢i symbolem .

Tab. €. 10a Tab. €. 10b

kiiZeni datum samospraseni datum

Q| & | Kk¥iZzeni |sebrani palice Q samospraseni | sebrani palice
3114 1.6.2012| 22.11.2012 14 2.6.2012 12.12. 2012
114 ] 2.6.2012| 12.12.2012 22b 2.6.2012 12.10. 2012
11|14 | 2.6.2012| 12.12.2012 22a 3.6.2012 3.12.2012
8 |22b| 2.6.2012| 12.12.2012 3a 3.6.2012 12.12. 2012
9 |22a| 3.6.2012| 12.12.2012 7 3.6.2012 12.12. 2012
23112 ] 3.6.2012| 12.12.2012 10 3.6.2012 12.12. 2012
14| 10 | 3.6.2012| 22.11.2012 12 3.6.2012 22.11.2012
17| 3a | 3.6.2012 19. 8.2012 13 4. 6.2012 3.12.2012
2113 | 4.6.2012| 12.12.2012 3b 4.6.2012 12.12. 2012
18| 3b | 4.6.2012| 22.11.2012 la 6.6.2012 12.12. 2012
5116 | 6.6.2012| 12.12.2012 1b 6.6.2012 12.12. 2012
221 1 6.6.2012| 22.11.2012 16 6.6.2012 3.12.2012
121 15| 6.6.2012| 22.11.2012 15 6.6.2012 12.12. 2012
7|17 | 8.6.2012 3.12.2012 18 11.6.2012 12.12. 2012
10| 19 [11.6.2012| 12.12.2012

Béhem léta a na podzim 2012 jsem pravidelné chodila kontrolovat, zda se na
samicich palicich vytvofila semena. Také jsem kontrolovala, zda nedoslo k poskozeni
papirového sacku (protrZeni, promoceni) a papirovy sacek jsem piipadné vymeénila.
Sacky jsem z palic sundala v poloviné zafi, kdy uz bylo jisté, ze nemiiZze dojit k opyleni
cizim pylem. Palice jsem nechala na rostlindch do té doby, nez samy pukly a semena se
znich zacala uvoliiovat. M¢la jsem tak jistotu, Zze semena dozrdla. Poté jsem celou
samici palici ustfihla, vlozila do popsaného papirového sacku a uschovala v chladném
prostiedi. Data sbéru samicich palic jsou vidét v tabulce €. 10a a 10b.

Pokusna kiiZzeni jsem provedla také ve dvou piirodnich populacich — na
Jinonickém rybniku a na reten¢ni nadrzi N1. Na Jinonickém rybniku jsem opylila Ctyfi
samici palice T. latifolia pylem ze Ctyf rostlin 7. angustifolia z retencni nddrze N1. Na
retencni nadrzi N1 jsem opylila ¢tyfi samici palice 7. angustifolia pylem ze Ctyt rostlin
T. latifolia, které rostly na stejném misté (tab. €. 11). Opylené palice jsem opét zakryla
papirovymi sacky, aby nedoSlo k opyleni cizim pylem, a rostliny jsem pravidelné
chodila kontrolovat. Ze vSech rostlin (opylenych 1 té€ch, jejichz pyl jsem k opyleni
pouzila) jsem opét odebrala vzorky listi pro molekularni analyzy. Na vSech opylenych
palicich se postupné vytvofila semena, nez ale stacila dozrat, byly vSechny palice

bohuZel utrZzeny a zni¢eny kolemjdoucimi lidmi.
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Tab. €. 11: KfiZeni rostlin v ptirodnich populacich. V prvnim sloupci je oznaceni samici
rostliny v populaci, ve druhém a tfetim sloupci jsou uvedeny rostliny, které byly zkiizeny,

a Cislo populace, ze které pochazely, ve ¢tvrtém sloupci je uvedené datum kiizeni. Samiéi palice
jsou ozna¢eny symbolem @, sam¢i palice symbolem J.

oznaceni k¥iZeni urx
. datum kriZeni

v populaci Q )
K1 T. angustifolia, p. ¢. 3 | T. latifolia, p. €. 3 31.5.2012
K2 T. angustifolia, p. ¢. 3 | T. latifolia, p. €. 3 3.6.2012
K3 T. angustifolia, p. ¢. 3 | T. latifolia, p. €. 3 3.6.2012
K4 T. angustifolia, p. ¢. 3 | T. latifolia, p. €. 3 3.6.2012
K5 T. latifolia, p. ¢. 1 T. angustifolia, p. €. 3 5.6.2012
K6 T. latifolia, p. ¢. 1 T. angustifolia, p. €. 3 5.6.2012
K7 T. latifolia, p. ¢. 1 T. angustifolia, p. €. 3 5.6.2012
K8 T. latifolia, p. ¢. 1 T. angustifolia, p. €. 3 5.6.2012

3.4 Kliceni semen z pokusnych k¥iZeni

Abych u semen navodila proces jarovizace, nechala jsem odebrané palice 14 dni
v teploté pod bodem mrazu, poté 14 dni v teploté okolo 4 az 8 °C a nakonec 14 dni pti
pokojové teploté (20 °C). Semena jsem poté vysela na substrat pro vysev a mnozeni
(Substrat pro vysev a mnozeni AGRO, AGRO CS), kterym jsem naplnila dva
sadbovace — jeden pro semena z pokusného kiizeni (palice €. 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 14, 17, 18, 22, 23), druhy pro semena ze samospraseni (palice ¢. 1a, 1b, 3a, 3b,
7,10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 22a, 22b). Z kazdé¢ odebran¢ palice jsem na tiech mistech
nahodné vybrala celkem 10 semen, kterd jsem poloZila na vlhky substrat. Aby substrat
nevyschl, vlozila jsem sadbovace do misek s vét§Sim mnozstvim vody a takto jsem je
umistila do klimaboxu (Conviron Adaptis A-1000, TC-kit) scyklem 12 hodin
svétlo/30 °C/70% vlhkost a 12 hodin tma/10 °C/70% vlhkost. Semena jsem chodila
pravideln¢ kontrolovat, pfitom jsem doplnila odpafenou vodu, a do tabulky jsem si
zaznamenavala, zda semena kli¢i a kolik jich vyklicilo.

Vyseti semen, ktera vznikla kiizenim, jsem 2x opakovala, celkem jsem tedy
vysela 480 hybridnich semen z 16 palic (330 semen z palic 7. angustifolia, 150 semen
z palic T. latifolia).

3.5 Molekularni analyzy

Molekularni analyzy jsem provadéla v DNA laboratofi Katedry Botaniky PiF UK
(http://botany.natur.cuni.cz/dna/). K mikrosatelitové analyze jsem pouzila DNA, kterou
jsem extrahovala z vysuSenych vzorkt listi. Nepouzila jsem vSechny nasbirané vzorky,
ale z kazdé populace jsem vybrala 3 (4 — 5) jedince od kazdého druhu, ktefi vykazovali
odliSnosti v morfologickych znacich. Celkem jsem zanalyzovala 267 vzorkill, ztoho
41 vzorkil z populaci pouze s jednim druhem a 226 vzorka z populaci smiSenych.
Nejdtive jsem si vzorky listl nadrtila pomoci mlynku Mixer Mill 200 (Retsch) —

do 2ml eppendorfek jsem na malé kousky natrhala ptiblizn¢ 0,5 g suchého materidlu
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a do kazdé eppendortky jsem piidala dvé wolframkarbidové kulicky. Poté jsem
eppendorfky vlozila do plastovych drzdkti mlynku a vzorky jsem drtila 3 minuty,
ptipadné déle, pii frekvenci 27 000 otaek za minutu, dokud nebyla listova pletiva
rozméInéna na jemny prasek. Poté jsem néasledovala protokol extrakce DNA roztokem
CTAB (cetyltrimethylammonium bromid; modifikovano dle Doyle & Doyle 1987;
postup viz ptiloha ¢. 3). Koncentraci extrahované DNA a jeji Cistotu jsem zméfila
pomoci spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Naméfené hodnoty
Cistoty a koncentrace jsem si zaznamenala do seSitu. Pro PCR (Polymerase chain
reaction) reakci jsem si extrahovanou DNA nafedila do objemu 50 pl o koncentraci
10 ng/pl. Extrahovanou i nafedénou DNA jsem skladovala v lednicce pii 4 °C.

Pro PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokusi jsem pouzila 8 vybranych
primerovych part (Tsyusko-Omeltchenko et al. 2003) o koncentraci 25 pmol/ul (tab.
¢. 12). Protoze jednotlivé primery kopiruji rizné useky DNA a jsou rizné barevné
znacené, vytvofila jsem si 2 multiplexy primeri (I, II), kazdy o celkovém objemu 50 pl.
Amplifikuje se tak vice lokusti nardz, ¢imz se snizi jak ndklady, tak ¢as na analyzu.

Objemove zastoupeni jednotlivych primert v multiplexech je vidét v tabulce €. 13 a 14.

Tab. €. 12: Vybrané primerové pary pro PCR reakci pievzaté z Tsyusko-Omeltchenko et al.
(2003). V prvnim sloupci je nazev primerového paru, ve druhém sloupci délka
mikrosatelitového lokusu, ve tfetim sloupci je v zavorce repetitivni baze a ¢islo za zavorkou
udava pocet opakovani, ve ¢tvrtém sloupci je fluorescenéni znaceni primeru a v poslednim
sloupci je rozdéleni primerti do dvou multiplexd podle barev a délek.

Primer | délka viseku | repetitivni baze | Fluorescenc¢ni znaceni | Multiplex
TA3 219 (AC)12...(AG)13 6-FAM I
TAS 298 (AG)y; 6-FAM I
TA7 218 (AC)y...(AG) 7 NED I
TAS8 286 (AC)1 NED I
TAIS 178 (AG);...(AC)s HEX I
TA16 195 (CT)y7 HEX 11
TA20 98 (AG)0 NED 11
TA21 283 (AC)s...(AG), 6-FAM 11

Tab. ¢. 13: Objemové zastoupeni jednotlivych primerd v multiplexu I. U kazdého reverse
a forward primeru je uvedeno jeho objemové zastoupeni v daném multiplexu a v posledni bufice
je uveden celkovy objem vody v multiplexu I.

reverse primer | TA3 | TAS | TA7 | TA8 | TA15
objem (ul) 2 2 |15 ] 2 3
forward primer | TA3 | TAS | TA7 | TA8 | TA15 | * 20 MH:0
objem (ul) 2 2 |15 | 2 3
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Tab. ¢. 14: Objemové zastoupeni jednotlivych primerd v multiplexu II. U kazdého reverse
a forward primeru je uvedeno jeho objemové zastoupeni v daném multiplexu a v posledni bufice
je uveden celkovy objem vody v multiplexu II.

reverse primer | TA16 | TA20 | TA21
objem () > 1 15 | 25
J’_
forward primer | TA16 | TA20 | TA21 | * 58 M1 Hz0
objem (ul) 2 1,5 2,5

Pro PCR amplifikaci jsem si vytvofila dv€é PCR smési. Jejich sloZeni je uvedené
v tabulce €. 15. Do smési jsem pouzila Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN), ktery jiz
obsahuje latky dilezit¢ pro spravné fungovani PCR reakce (DNA polymeraza, PCR
buffer, MgCl,, dNTP). PCR sm¢si jsem po 4 ul rozpipetovala do stripi a ptidala jsem
1 ul natedéné DNA. Stripy jsem umistila do gradientového termocykleru Eppendorf
mastercycler s nasledujicim teplotnim programem:

95°C 15 min

94°C 30s

50°C 1min30s ~ 30x

72 °C 1 min

60 °C 30 min
10 °C

Tab. €. 15: Slozeni PCR smési [ a II. V prvnim sloupci jsou uvedené jednotlivé slozky smési
a ve druhém sloupci jejich objemové zastoupeni.

PCR smés 1 ul
sterilni Milli-Q H,O 1
Multiplex PCR Master Mix | 2.5
multiplex primert I 0,5

PCR smés 11 ul
sterilni Milli-Q H,O 1
Multiplex PCR Master Mix | 2.5
multiplex primert I1 0,5

Uspé&snost amplifikace jsem otestovala na 1,8% agarésovém TAE gelu v TAE
pufru. Pfed nanesenim vzorkl na gel jsem ke kazdému vzorku ptidala 35 pl sterilni
Milli-Q vody, protoze PCR produkty byly hodné koncentrované. Na gel jsem poté
nanesla 1,5 pl zebticku O’GeneRuler 100bp Ladder Plus (Fermentas) (obr. €. 11) a 5 ul
produktu obarveného 1 pl barvicky a spustila jsem elektroforézu. Po ukonceni
elektroforézy, cca po 25 minutéch, jsem gel umistila do UV transluminatoru (Herolab
UVT-20M) dokumenta¢niho syst¢ému Kodak Gel Logic 100 a pomoci softwaru
1D Image Analysis (Kodak) jsem ho nasnimala do pocitace. Pokud na gelu byly vidét
prouzky (obr. €. 12), byla amplifikace GspéSnd a doSlo tedy k namnoZeni urcitych
fragmenti DNA. Pokud byla amplifikace UspéSnd, pfipravila jsem vzorky pro
fragmentacni analyzu na automatickém sekvenatoru. Smichala jsem 10 pl
deionizovaného formamidu a 0,25 pl fluorescenéné znaceného zebiicku GeneScan™
400HD ROX™ Sijze Standard (ABI). Tento zebficek obsahuje 21 oznafenych
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fragmentl nukleotidti o téchto délkach: 50, 60, 90, 100, 120, 150, 160, 180, 190, 200,
220, 240, 260, 280, 290, 300, 320, 340, 360, 380, 400, a je tak mozné identifikovat
délku kazdého fragmentu produktu. Tuto smés jsem po 10 pl rozpipetovala do stripti
a pridala jsem 1 ul PCR produktu. Vzorky jsem poté denaturovala 3 minuty pii 95 °C.
Takto ptipravené vzorky jsem odnesla do sekvenacni laboratofe Piirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze, Vini¢na 7 (http://www.natur.cuni.cz/biologie/

servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna), kde byla provedena fragmenta¢ni analyza
na Sestnactikapilarnim sekvenatoru 3130xl Genetic Analyzer od firmy Applied
Biosystems, pfi které byly mikrosatelitové alely elektroforeticky rozdéleny podle délky.

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder

0’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready-fo-use

bpng@5py %

000 280 56
ézmo 260 55 [l 3000
1500 280 56
/120 280 56
/ 1000 200 160
/800 270 54 [l
7 B0 270 54
— 700 270 54
— B0 270 54
500 800 160
_ a0 300 60

— 300 300 &0
— 20 300 60

— 100 300 &0

1.7% TopMision™ LE GO Agaross (#R0491)

0.5 pgane, 8 cm length gel,
1XTRE, 5¥em, 1h

— 100

5% polyaerylamide

0.5 palane, 20 cm length gel,
1XTAE 8Viem, 3 h

Obr. & 11: Zebiidek O GeneRuler 100bp Ladder Plus (Fermentas) pouZivany pii gelové
elektroforéze.

R R O e s e e S g e e —

. - 0 - e e B

Obr. ¢. 12: Vizualizace PCR amplifikace DNA multiplexem I — na 1,8% TAE agarésovém gelu
jsou patrné prouzky namnozenych fragmentl vzorku ¢. 33, 75, 76, 77, 78, 122, 158, 186, 187,
225, 306, 335, 348, 350, 388, 392, 461, 462, 465, 527, 532 a 534 (tab. ¢. 3 a 4, ptiloha ¢. 1).
Vlevo je vidét Zebticek.
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Ze sekvenatoru jsem dostala data ve formatu *.fsa. Tato data jsem si prohliZzela
a analyzovala v programu GeneMarker (Soft Genetics). Po nacteni dat jsem si jako
templat projektu (Template of the Project) zvolila ABI, jako standard (Size Standard)
HD400, jako barvu standardu (Standard Color) Cervenou (Red) a jako typ analyzy
(Analysis Type) fragmentaéni analyzu rostlinného materidlu (Fragment Plant). Dalsi
nastaveni jsem ponechala ve vychozim formatu. Data se mi v GeneMarkeru zobrazila
jako razn¢ barevné piky, které piedstavuji namnozené mikrosatelitové fragmenty DNA.
V multiplexu I se zobrazily modré (primer TA3 a TAS) a Zluté piky (primer TA7
a TAS8) ve dvou oblastech a vjedné oblasti zeleny pik (primer TA15) (obr. €. 13),
v multiplexu II se zobrazily zeleny (primer TA 16), zluty (primer TA20) 1 modry pik
(primer TA21) pouze v jedné oblasti (obr. ¢. 14). Piky jsem si postupné podle
jednotlivych barev prohlizela a délky jednotlivych fragmenti jsem manudlné
zaznamenavala do tabulky vytvofené v MS Excelu (tab. ¢. 16, ptiloha ¢. 4). Jako
minimalni intenzitu piku pro vyhodnoceni jsem brala hodnotu 500. Hodnoty pikli ¢asto
nebyly v celych Cislech, proto jsem musela délky fragmentti zaokrouhlovat, a to bud’ na
licha nebo suda cisla, ale vZdy u kazdé¢ho primeru stejné. Homozygoti méli v jednom
lokusu pouze jednu alelu (v tabulce pro stejny primer dvé stejna cisla), naopak
heterozygoti dv¢ alely (v tabulce pro stejny primer dvé riizna c¢isla).

Jednotlivé alely jsem si déle barevné oznacila podle toho, jakému druhu nalezi —
rizovou barvou jsem oznacila alely 7. latifolia, modrou barvou alely 7. angustifolia
(tab. €. 16, ptiloha ¢. 4). Pouzila jsem rozdéleni, které uvadi Snow et al. (2010),
a upravila jsem ho podle pouzitého zaokrouhlovani. Alely typické pro druh 7. latifolia
jsou vétsinou kratsi nez alely typické pro 7. angustifolia a asto je mezi nimi vétsi nebo
mensi délkovy rozdil. U téchto alel nebyl problém suréenim, kterému druhu patfi.
U alel, které na sebe piimo navazovaly nebo které Snow et al. (2010) nedetekovali, jsem
se fidila vysledky z programu Structure 2.3.3 (Pritchard et al. 2000). Program Structure
2.3.3 jasné€ rozdélil vétSinu jedincti podle alel do dvou skupin (K = 2), odpovidajicim
druhim T. latifolia a T. angustifolia, pticemz kazda skupina méla své specifické alely.
Pouze maléd skupina jedinci byla zatazena do tfeti skupiny. Jedinci v této skupiné
sdilely alely obou rodi¢ovskych druhti a jsou to tedy pravdépodobni hybridi. Zvlastni
alely, které svou délkou odpovidaji spiSe druhu 7. latifolia, ale patii druhu
T. angustifolia, jsem také ptifadila k druhu na zaklad¢ vysledkl z programu Structure
2.3.3. O jednotlivych alelach vice viz kapitola 4. Vysledky.

Hybridy jsem podle alelického slozeni déale rozdélila na F1 hybridy, pokrocilé
hybridy a zpétné kiizence k T. angustifolia. Pouzila jsem rozdéleni, které uvadi Kirk
et al. (2011), protoze ale autofi pouzili pro rozdéleni pouze 6 mikrosatelitovych lokust,
upravila jsem toto rozdéleni pro 8 lokusi. Pokud mél hybridni jedinec v kazdém lokusu
jednu alelu 7. latifolia a jednu alelu T. angustifolia, byl oznacen jako F1 hybrid. Pokud

mél hybridni jedinec pét lokusi s alelami jednoho druhu a jeden lokus s alelami od
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druhého druhu nebo s jednou alelou 7. latifolia a jednou alelou 7. angustifolia, byl
oznacen jako pokrocily hybrid. Pokud mél hybridni jedinec jeden lokus se dvéma
alelami 7. angustifolia a Ctyfi lokusy s jednou alelou 7. latifolia a jednou alelou
T. angustifolia, pak byl oznacen jako zpétny kiizenec k T. angustifolia.

Na zékladé vysledkl z molekularnich analyz jsem upravila mapku s populacemi,
ve kterych jsem sbirala vzorky rostlin. Barevné jsem odliSila populace jen s 7. latifolia
(razova barva), populace jen s 7. angustifolia (modrd barva), smiSen¢ populace bez
hybridi (oranzova barva), smiSené populace s hybridy (zelena barva) a populace
s T. angustifolia a hybridy (zluta barva).
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Obr. &. 13: Piky pro vzorek €. 205 (druh 7. angustifolia) v multiplexu I zobrazené v programu GeneMarker (Soft Genetics). Osa y zobrazuje intenzitu piki, na
ose x je délka fragmentil. Cervené je zobrazen Zebti¢ek GeneScan 400HD ROX (ABI), Zluta barva je v programu zobrazovana jako ¢ernd. Cernymi $ipkami
jsou znazornéné jednotlivé mikrosatelitové lokusy. V kazdé barvé jsou vidét 2 vysoké piky o riznych velikostech, které odpovidaji alelam. Jedinec je tedy

v téchto lokusech heterozygotni.
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lokus TA20 lokus TA16 lokus TA21
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Obr. ¢. 14: Piky pro vzorek ¢. 306 (druh T. angustifolia) v multiplexu Il zobrazené v programu GeneMarker (Soft Genetics). Osa y zobrazuje intenzitu piku,
na ose x je délka fragmenttl. Cervené je zobrazen Zebii¢ek GeneScan 400HD ROX (ABI), Zluta barva je v programu zobrazovana jako erna. Cernymi §ipkami
jsou znazornéné jednotlivé mikrosatelitové lokusy. V kazdé barvé je vidét pouze 1 vysoky pik, ktery odpovida alelam. Jedinec je tedy v téchto lokusech
homozygotni.
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3.6 Statistické vyhodnoceni mikrosatelitovych dat

3.6.1 Vypocty popula¢né-genetickych parametri

Z tabulky s hodnotami délek mikrosatelitovych fragment jsem vytvotfila v MS Excelu
Ctyfi vstupni matice pro program MSA 4.05 (Dieringer & Schlotterer 2003) — prvni matici
pro T. latifolia, T. angustifolia a hybridy, druhou pro T. latifolia a T. angustifolia, tieti jen
pro T. latifolia a ¢tvrtou jen pro 7. angustifolia. Tyto matice jsem uloZila ve formatu *.txt.
Postupné jsem je oteviela v programu MSA 4.05 a vypocitala tyto populacné-genetické
parametry: parové genetické vzdalenosti mezi jedinci a mezi populacemi na zakladé
proporce sdilenych alel (proportion of shared alleles, D,s, Bowcock et al. 1994) a na
zékladé¢ Neiovy genetické vzdalenosti (Nei’s chord distance, D,; Nei et al. 1983)
a ocekavanou heterozygositu (expected heterozygosity, He). Program na zaklad¢ zadanych
parametrit vytvofil pro kazdou matici adresar s fadou tabulek a textovych souboril
s vysledky vSech vypocta.

Z tabulky Allelecount v adresati Allelecount jsem vytvofila v MS Excelu tabulku
s pocty alel pro jednotlivé lokusy pro vSechny tii druhy. Z této tabulky a z tabulky Hetexp
v adresati  Single data jsem dale v MS Excelu vytvotila pro 7. latifolia
a T. angustifolia tabulku s témito s vnitropopulacnimi charakteristikami: pocet jedincu
v populaci, pocet multilokusovych genotypti v populaci, pocet alel v populaci, pocet
unikatnich alel v populaci, ocekavand heterozygosita (H.) a celkova ocekavana
heterozygosita (H.).

Do adresate Distance data se ve formatu *.txt ulozily vypocitané matice
vzdalenosti mezi jedinci a mezi populacemi. Matice vzdalenosti mezi jedinci vypocitané na
zékladé¢ proporce sdilenych alel (POSA Ind.txt) jsem pouzila pro vytvofeni
fylogenetickych stromil a k analyze hlavnich koordinat (Principal Coordinate Analysis,
PCoA).

3.6.2 Tvorba fylogenetickych stromi

Pro tvorbu fylogenetickych stromil, které v diplomové préaci prezentuji, jsem pouZzila
matice vzdalenosti vypocitané na zakladé proporce sdilenych alel (Dps). Stromy vytvofené
z matic vzdalenosti vypocitanych na zakladé Neiovy genetické vzdéalenosti (D,) byly velmi
podobné stromim vytvofenych z matic vzdalenosti vypocitanych na zakladé proporce
sdilenych alel (Dys), a proto tyto stromy v diplomové praci jiz neuvadim.

Ptislu§nou matici vzdalenosti jsem zkopirovala do adreséatre programu Phylip 3.69
(Felsenstein 2005) a ulozila ji skoncovkou *.phy. Poté jsem spustila program
neighbor.exe, ktery je soucasti programu Phylip 3.69, vlozila jsem do n¢j matici
a nastavila jsem vypocet nezakofenén¢ho stromu metodou Neighbor-joining (Saitou
& Nei 1987). Po analyze se v adresdii vytvofily dva vystupni soubory — outfile
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a outtree. Soubor outtree jsem pouzila k vykresleni stromu — zkopirovala jsem ho do
adresafe programu FigTree 1.4.0 (Rambaut 2012), ulozila s koncovkou *.ph a nasledné
oteviela vprogramu FigTree 1.4.0, ktery strom vykreslil. Takto jsem vytvoftila
tf1 fylogenetické stromy — strom pro 7. latifolia, T. angustifolia a hybridy, strom pro
T. latifolia a strom pro T. angustifolia.

3.6.3 Analyza hlavnich koordinat (Principal coordinate analysis, PCoA)
a jeji vizualizace

Analyzu hlavnich koordindt (Principal coordinate analysis, PCoA) jsem provedla
v programu SYN-TAX 5.1 (Podani 1997). K analyze jsem opét pouzila matice vzdalenosti
mezi jedinci vypocitané na zakladé proporce sdilenych alel (Dys) v programu MSA 4.05.
Matici vzdalenosti bylo potfeba pro program SYN-TAX 5.1 upravit — z matice jsem
v poznamkovém bloku vytvofila dva vstupni soubory: soubor s daty, ktery jsem ulozila
s koncovkou *.txt, a soubor s popisky dat, ktery jsem ulozila s koncovkou *.lab. Soubor
s daty jsem poté v programu SYN-TAX 5.1 prekonvertovala na Semimatrix soubor, ktery
jsem v programu oteviela a ndsledné jsem také oteviela soubor s popisky dat. Poté jsem
zvolila vypocet pro 5 os a provedla analyzu hlavnich koordinat. Vystupem analyzy byly
dva textové soubory s procenty variability pro kazdou osu a s jednoduchym grafem
a soubor s koncovkou .*ord s vypocitanymi hodnotami koordinat pro vSech 5 os.

Analyzu hlavnich koordinat jsem vizualizovala v programu FAMD 1.30 (Schliiter
& Harris 2006). Vstupni matici jsem vytvofila z vystupniho textového souboru
s koncovkou .*ord — vykopirovala jsem hodnoty koordindt prvnich tfi os
a vlozila je do matice pro program FAMD 1.30. Poté jsem v programu FAMD 1.30
oteviela PCoA 3D Viewer a importovala jsem do n¢j vstupni matici. Vysledkem byl
trojrozmérny ordinacni diagram. Pro jasnéj$i zndzornéni jsem tento diagram natocila tak,
aby tfeti osa byla skryta (kolmo na rovinu tvofenou ostatnimi dvéma osami)
a vytvoftila jsem tak piehlednéj$i dvourozmérny diagram. Ordina¢ni diagramy jsem timto
zpusobem vytvoftila tii — prvni pro 7. latifolia, T. angustifolia a hybridy, druhy jen pro
T. latifolia a tteti jen pro T. angustifolia.

3.6.4 ZjisStovani genetické struktury v programu Structure 2.3.3

ProtoZe je vypocet velmi ndrocny, spustila jsem program Structure 2.3.3 (Pritchard et al.
2000) na voln¢ dostupném serveru Bioportal (https://www.bioportal.uio.no/, University of
Oslo, Norway; Kumar et al. 2009), kde je program Structure 2.3.3 nainstalovany. Pro
vypocCty jsem si pripravila v pozndmkovém bloku dva vstupni soubory — soubor s daty
a soubor s parametry analyzy (mainparams). Tyto soubory jsem nahrdla na Bioportal. Pro
analyzu jsem pouzila admixture model with correlated allele frequencies, ktery uvazuje, ze

jedinci mohou mit spolecny ptivod a mohou sdilet néjakou ¢ast svého genomu, tudiz
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frekvence alel v rtiznych populacich mohou byt podobné. Tento model tak zlepSuje
rozdéleni blizce ptibuznych jedinct do klastri (skupin). Pocet generaci burn-in fetézce byl
nastaven na 100 000 krokii, pocet generaci béhu na 1 000 000 krok. Dale jsem
v Parameter section nastavila parametry analyzy — pocatecni K = 1 (K value start),
zvySovani K po 1 (K value steps), maximalni K = 9 (K value end) a 10 opakovani pro
kazdé K (Number of replicates). Dalsi parametry jsem ponechala stejné jako vychozi
a spustila jsem analyzu. Po ukonceni analyzy jsem si z Bioportalu stdhla vystupni soubory,
které jsem zpracovala pomoci skriptii Structure-sum-2009.r (Ehrich et al. 2007) v prosttedi
R (R Development Core Team 2008). Pomoci skriptli jsem spocitala pravdépodobnost
modelu (LnP(D)) ve vztahu ke vzristajicimu K, podobnost mezi jednotlivymi bé&hy
algoritmu pro dané K (Nordborg et al. 2005) a také deltaK (Evano et al. 2005) pro urceni
optimalniho poctu klastra (skupin).

Z vysledkti Structure-sum-2009.r (Ehrich et al. 2007) jsem dale pftipravila
5 vstupnich souborti pro tvorbu grafického zndzornéni rozfazeni jedincl do jednotlivych
skupin v programu Distruct (Rosenberg 2004). Vystupem programu byl soubor
s koncovkou *.ps, ktery jsem pomoci programu GhostScript a GSView 5.0 (Ghostgum
Software Pty Ltd) prekonvertovala do formatu PDF a tim se vytvofil barevny sloupcovy
diagram s rozdélenim jednotlivych druht.

3.6.5 Analyza prostorové autokorelace

Pro analyzu prostorové autokorelace v programu SPAGeDi 1.3 (Hardy & Vekemans 2002)
jsem v MS Excelu vytvofila vstupni matici, kterd obsahovala dva typy dat — geneticka data
(délky mikrosatelitovych fragmentii) a geografické vzdalenosti mezi jedinci. Geograficke
vzdalenosti mezi jedinci jsem vypocitala jako pfimé vzdalenosti z geografickych soutadnic
v programu Geographic Distance Matrix Generator 1.2.3 (Ersts 2006). Takto jsem
vytvofila 2 vstupni matice — jednu pro 7. latifolia a druhou pro 7. angustifolia. U obou
matic jsem odstranila klonalni jedince. Z matice pro 7. latifolia jsem navic odstranila
lokusy TA20 a TA21, protoZze nejsou variabilni. Do matice jsem zadala vypocet pro
10 vzdalenostnich tfid, které program sam definoval. Matici jsem uloZila ve formatu *.txt
a nacetla ji do programu SPAGeDi 1.3.

V programu jsem nastavila vypocet parového koeficientu Moranovo I mezi jedinci
(Hardy & Vekemans 1999). Standardni chyby koeficienti vzdélenosti byly odhadnuty
metodou jackknife s 15 000 opakovanimi a vypocty byly testovany 15 000 permutacemi.
Vystupem analyzy byl textovy soubor, ve kterém byly zaznamenéany frekvence alel pro
jednotlivé kategorie, statistické vystupy regresnich analyz a matice parovych prostorovych
vzdalenosti a genetickych koeficientt. Vzdalenostni tfidy vypocitané pro 7. latifolia byly
23,4 km, 36,4 km, 49,5 km, 68,4 km, 79,9 km, 100,4 km, 119,1 km, 142,6 km, 186,6 km
a 321,1 km, pro T. angustifolia 18,2 km, 34,2 km, 45,1 km, 59,7 km, 73,3 km, 89,3 km,
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103,2 km, 129,7 km, 155,4 km a 319,9 km. Z vystupni matice parovych prostorovych
vzdalenosti a genetickych koeficientd jsem poté v MS Excelu sestrojila dva spojnicové
grafy s vynesenim hodnot Moranova I a jeho 95% konfiden¢niho intervalu pro jednotlivé
vzdalenostni tfidy, jeden pro 7. latifolia a druhy pro T. angustifolia, a také jsem vytvotila
dvé souhrnné tabulky s vystupy autokorelacni analyzy pro 7. latifolia a pro T. angustifolia.

3.7 Statistické vyhodnoceni morfologickych dat

Naméfené hodnoty morfologickych znaki jsem pouZila k analyze hlavnich komponent
a k linearni diskrimina¢ni analyze, abych zjistila, zda se daji hybridi na zadklad€ morfologie
odlisit od rodiCovskych druha. Pti ur€ovani druhit 7. latifolia, T. angustifolia a hybrida

jsem vychézela z vysledki analyzy mikrosateliti.

3.7.1 Analyza hlavnich komponent (Principal component analysis, PCA)

K analyze hlavnich komponent (PCA) jsem pouzila program PAST (Hammer et al. 2001).
Pouzila jsem hodnoty 7 morfologickych znak, které byly naméfeny na kazdé rostlin€ pred
odliSeni 7. latifolia, T. angustifolia a hybridi (viz kapitola 3.1 Sbér vzorktl). Pro lepsi
rozliSeni druhii jsem do analyzy zahrnula také pomér délka/Sitka samici palice a pomér
délka/sitka nejdelSiho listu. Jedince s chybé&jicimi 0daji jsem v analyze ponechala,
chybéjici hodnotu jsem v matici nahradila symbolem ,,?*“. Do analyzy hlavnich komponent
jsem zahrnula vSechny tti druhy — 7. latifolia, T. angustifolia a hybridy. Hodnoty znakt
jsem vykopirovala z tabulky v MS Excelu, vlozila je do programu a provedla jsem analyzu
hlavnich koordindt. Protoze jsem data pfedem nestandardizovala, provedla jsem jesté
korela¢ni analyzu hodnot v§ech znakii. Vystupem analyzy byl dvourozmérny graf a tabulka
udavajici procenta variability vSech os.

V programu PAST jsem také pro T. latifolia, T. angustifolia a hybridy vytvofila pro
kazdy zmeéfeny morfologicky znak krabicovy graf, aby bylo vidét, jestli se druhy
v jednotlivych znacich vzdjemné piekryvaji €i nepiekryvaji. Do programu jsem ke
kazdému druhu vloZila naméfené hodnoty jednoho znaku a zadala jsem vytvofeni
krabicového grafu. Takto jsem vytvoftila 7 krabicovych graf pro kazdy z méfenych znak.
V programu jsem dale mezi dvojicemi 7. latifolia/T. angustifolia, T. latifolia/hybridi
a T. angustifolia/hybridi pro kazdy znak spocitala parovy t-test, pomoci kterého jsem pro
kazdou dvojici ziskala p-hodnotu, diky niz jsem zjistila, zda se druhy v jednotlivych
znacich mezi sebou signifikantné¢ odliSuji. p-hodnota byla testovana na 1% hladiné

vyznamnosti a odhadnuta 1000 permutacemi.
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3.7.2 Linearni diskriminacni analyza (Linear discriminant analysis, LDA)

Pro linedrni diskrimina¢ni analyzu v programu SAS 9.3 (SAS Institute Inc.) jsem si
piipravila v poznamkovém bloku 2 vstupni matice — matici s morfologickymi daty
a matici s ptikazy pro analyzu. Do matice s morfologickymi daty jsem opét zahrnula
naméfené hodnoty 7 morfologickych znakdi a poméry délka/Sitka samici palice
a dé¢lka/sitka nejdelSiho listu. Jedince s chybé&jicimi tidaji jsem do analyzy nezahrnula. Obég
matice jsem ulozila skoncovkou *.txt. Takto wulozena data jsem zkopirovala
a vlozila do programu SAS 9.3. Nastavila jsem vypocet pro 2 osy a spustila analyzu.
Vysledkem analyzy byl dvourozmérny graf, tabulka s procenty variability vyjadienymi
jednotlivymi osami, tabulka s korelacnimi koeficienty urcujicimi, jak jsou jednotlivé znaky
dualezité pro odliSeni skupin, a tabulka udavajici souradnice kazdého bodu v prostoru grafu.

Diskrimina¢ni analyzu jsem také vyzkouSela se znaky, které pouzili Snow et al.
(2010). Autofi pouzili téchto 5 znakt: log (Sitka/délka listu), log (pramér stonku/délka
listu), délka palice, Sifka palice, délka mezery. Graf s témito znaky vypadal velmi podobné
jako graf se znaky, kter¢ jsem do analyzy zahrnula ja, a proto zde tento graf jiz neuvadim.

Rozmisténi hybridii v prostoru grafu diskrimina¢ni analyzy jsem dale porovnala
s jejich alelickym sloZenim, abych zjistila, zda alelické sloZeni ovliviiuje morfologicky
vzhled hybridi. Protoze oddé€leni obou druhti je definovano prvni diskriminaéni osou,
vynesla jsem proti sob¢€ pozici hybrida na této ose a pocet alel, které¢ ma od 7. latifolia a od
T. angustifolia.
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4 Vysledky

4.1 Sledovani fenologie kveteni

Na zéklad¢ nasbiranych dat z pozorovani fenologie kveteni 7. latifolia a T. angustifolia
jsem v MS Excelu vytvoftila dva spojnicové grafy pro rok 2011 a 2012 (obr. €. 15 a 16). Na
obou grafech je jasné vidét, ze mezi druhy T. latifolia a T. angustifolia dochazi na Gzemi
Ceské republiky k uplnému piekryvu kveteni a mezidruhové opyleni tudiz mozné je.
ProtoZe jsem v roce 2011 zacala pozorovat fenologii kveteni o 15 dni pozd¢€ji nez v roce
2012, nemohla jsem z dat vytvofit jeden datovy soubor a vytvofit tak jeden souhrnny graf
fenologie kveteni pro oba roky.

Na obou grafech je také vidét, Ze sami¢i kvéty obou druhli vykvétaji ptiblizné
0 2 az 3 dny dfive nez sam¢i kvéty. To je v souladu s faktem, Ze kvétenstvi je oznacovano
jako protogynni — samici kvéty vykvétaji o par dni diive nez kvéty sam¢i (Smith 1967,
Krattinger 1975). Z nasbiranych dat v roce 2012 je dale patrné, ze samic¢i kvéty obou druhti
jsou fertilni v priméru 13 dni, kdeZto samci kvéty sprasi pyl primérné 7 dni. Pro rok 2011
jsem obdobné vypocty nemohla udé€lat, protoze jsem v tomto roce zacala sledovat fenologii
kveteni o n¢kolik dni pozdéji a néktefi jedinci jiz v té dobé kvetli. Nicméné 1 z téchto dat
vyplyva, Ze samici kvéty kvetou déle nez kvéty samci.

Molekularni analyza mikrosatelitii potvrdila, Ze vSechny sledované rostliny byly
Cisty druh 7. latifolia nebo T. angustifolia.
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Obr. ¢. 15: Graf fenologie kveteni T. latifolia (TL) a T. angustifolia (TA) v roce 2011. Na ose x jsou dny kveteni, na ose y poéty kvetoucich jedincti
(receptivni samici palice, sprasejici saméi palice). Celkem bylo sledovano 17 jedinct 7. latifolia a 15 jedincu T. angustifolia.
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Obr. €. 16: Graf fenologie kveteni T. latifolia (TL) a T. angustifolia (TA) v roce 2012. Na ose x jsou dny kveteni, na ose y poéty kvetoucich jedincti

(receptivni samici palice, sprasejici saméi palice). Celkem bylo sledovano 28 jedinct 7. latifolia a 27 jedincu T. angustifolia.
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4.2 Kontrolovana kiiZeni v kulture a kli¢eni semen z pokusnych
krizeni

Semena se vytvofila na vSech sledovanych samicich palicich, kromé tii palic (1 palice
T. angustifolia a 2 palice T. latifolia), které se béhem vyvoje zdeformovaly a semena
nevytvofily. VSechna semena vypadala zcela normalng, jako semena vznikla ptirozené
v ptirodé¢ — nazka na dlouhém gynoforu s chlupy na bazi, nevykazovala zadné viditelné
abnormality.

Ze zasetych semen vyklicila a vytvofila semenacky pouze semena ze samospraseni,
kromé semen ze tii palic (€. 13, 14, 22b), semena z pokusného kiiZeni nevykli€ila, ani po
opakovaném zaseti jinych semen. Z 480 zasetych hybridnich semen Z4dné nevyklicilo
a nepodafilo se tedy experimentalné¢ ovefit, ze se oba druhy ki#izi za vzniku
zivotaschopnych semen. Celkem ze 140 semen vzniklych samospraSenim vyklicilo pouze
20 semen, coz je pouze 14 %. Nepozorovala jsem zadny rozdil v kli¢eni semen 7. latifolia
1 T. angustifolia, semena obou druhti vykli¢ila do tfi dni od zaseti a u kazdého druhu
vykli¢ila 1 az 3 semena.V tabulce €. 17 je uvedené, kolik z 10 semen odebranych z kazdé
samosprasené palice vyklicilo.

Molekularni analyza mikrosatelitii potvrdila, Ze vSechny rostliny, které byly pouzity

ke kontrolovanému ktizeni v kultute, byly ¢isty druh 7. /atifolia nebo T. angustifolia.

Tab. ¢. 17: Pocty vykli¢enych z 10 zasetych semen ze samosprasenych palic. V levém sloupci je
samici palice, na které semena vznikla, v pravém sloupci je pocet vyklicenych semen a semenacku.
— = semena z této palice nevyklicila.

. ocet vykli¢enych
? palice SI::men aysemenzékﬁ
la
1b
3a
3b
7
10
12
13
14
15
16
18
22a
22b

BN TSI

| [N —= W] |

4.3 Molekularni analyzy

Druhové specifické alely byly definovany na zdklad¢ publikace Snow et al. (2010) a na
zéklad¢ analyzy v programu Structure 2.3.3 (Pritchard et al. 2000) (viz dale). Program

Structure 2.3.3 rozdélil vétSinu jedinch podle alel do dvou skupin (K = 2) odpovidajicim
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druhim 7. latifolia a T. angustifolia. Jedinci byli do téchto dvou skupin zatazeni s 99%
a vySsi pravdépodobnosti. Alely nalezené u téchto jedincti byly druhové specifické
a jedinci s riznou kombinaci téchto alel byli povazovani za hybridni.

Celkem jsem detekovala 103 alel, ztoho jen 22 alel T. latifolia a 81 alel
T. angustifolia. Dale jsem detekovala alely, které by délkove spadaly k aleldm 7. /atifolia,
ale patti k alelam 7. angustifolia. Program Structure 2.3.3 jasn¢ zafadil jedince s témito
alelami do druhu 7. angustifolia. Jedné se o alelu 186 v lokusu TA7, alelu 265 v lokusu
TAS8 a alely 166 a 168 v lokusu TA16 (tab. ¢. 18). Tyto alely by bylo potfeba osekvenovat
a podivat se, zda zde nedoslo k delecim.

Z 267 zanalyzovanych jedinct bylo 130 Cisty druh 7. latifolia a 108 jedincii Cisty
druh 7. angustifolia (tab. ¢. 16, ptiloha €. 4). Tito jedinci méli vSechny alely od jednoho
nebo druhého druhu. Typické F1 hybridni pattern, kdy jedna alela z lokusu pochazi od
T. latifolia a druhd od T. angustifolia, jsem nalezla pouze u jednoho vzorku — vzorek
¢. 534 (Btilicky rybnik, Ttebon) (Cervené oznaceny vzorek v tab. €. 19). Zbyli jedinci (28)
vykazovali riznou kombinaci alel rodi¢ovskych druht, v n€kterych lokusech byli hybridni
a v nekterych méli vSechny alely od jednoho rodiCovského druhu, a pravdépodobné se
jedna o pokrocilé hybridy ¢i zpétné kiizence. Na zaklad¢ alelického slozeni bylo
detekovano 23 pravdépodobnych pokrocilych hybridi (dale jen pokro€ili hybridi) a pouze
5 pravdépodobnych zpétnych kiizenct (dale jen zpétni kiizenci). VSichni zpétni kiizenci
byli pouze k druhu 7. angustifolia (tab. ¢. 19).

Hybridni jedinci byli nalezeni v 13 populacich (tab. ¢. 19). VétSina pokrocilych
hybridl a zpétnych kiizencii pochazi ze stanovist, kde se vyskytovaly oba druhy. Pouze
¢tyti pokrocili hybridi (vzorky €. 209, 210, 211 — populace €. 54, vzorek €. 125 — populace
¢. 52) pochazi z rybniki, kde rostl jen druh 7. angustifolia (prvni tti vzorky z rybniku
v Konétopech a posledni zrybniku u obce Mokrovraty) (tab. ¢. 2, kapitola 3.1 Sbér
vzork®). Hybridi nejsou vazani jen na urCitou geografickou oblast, ale nachazi se
v raznych oblastech Ceské republiky, a k hybridizaci dochazi ndhodné na celém uzemi
Ceské republiky (obr. &. 17).
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Tab. €. 18: Tabulka s hodnotami délek mikrosatelitovych lokust pro jednotlivé primery. Rizova
barva oznacuje alely T. latifolia, modra alely T. angustifolia. Ptevzato ze Snow et al. (2010)
a dopInéno o mnou nalezené alely. Barevné oznaceni primert odpovida jejich fluorescencnimu

znaceni.
90| 280]

188

190

primer —
délka fragmentu | | 173 | 279
175] 281
177
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178
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Tab. €. 19: Jedinci vykazujici riznou kombinaci alel rodi¢ovskych druhti. V prvnim sloupci je uvedené ¢islo vzorku, ve druhém sloupci je uvedené ¢islo populace a v dalsich
Sestnacti sloupcich jsou uvedené délky 8 mikrosatelitovych lokust. V poslednich étyfech sloupcich je u kazdého hybrida uvedeno, kolik lokusti ma s jednou alelou od 7. latifolia
a jednou alelou od 7. angustifolia, kolik lokusii ma s obéma alelami od 7. latifolia, kolik lokusti ma s obéma alelami od 7. angustifolia a o jaky pravdépodobny typ hybrida se
jedna. Rizova barva oznaduje alely T latifolia, modra barva alely T. angustifolia. Cervenou barvou je ozna¢en jediny F1 hybrid (vzorek &. 534). Barevné oznadeni primert
odpovida jejich fluorescenénimu znaceni. Na konci tabulky je na ukdzku uveden jeden Cisty jedinec T. latifolia (vzorek ¢. 1) a jeden Cisty jedinec T. angustifolia (vzorek ¢. 41).

? = chybgjici data, PH = pokrocily hybrid, ZK = zpétny kiizenec, TA = T. angustifolia.
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48| 177 281 190 4 0 4|ZK k TA
1| 11177 281 190| 190| 271] 271[175| 175| 184| 184 90| 90| 280 280 - - - -
41 12 — — — —
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Obr. ¢. 17: Mapka populaci, ve kterych byly sebrany vzorky. Rtizové barva znaéi populace pouze s 7. latifolia, modra populace pouze s T. angustifolia, oranzova smiSené

populace bez hybridi, zelena smiSené populace s hybridy a Zluta populace s T. angustifolia a hybridy. Celkem bylo zanalyzovano 267 vzorki z 57 populaci. Hybridi se vyskytuji
v riznych oblastech Ceské republiky.
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4.4 Statistické vyhodnoceni mikrosatelitovych dat

4.4.1 Populac¢né-genetické parametry

V tabulce ¢. 20 jsou zaznamenané pocty alel pro jednotlivé lokusy pro T. latifolia,
T. angustifolia a pro hybridy. Cervenou barvou jsou v tabulce oznatené alely, které se
u daného druhu vyskytuji nejCastéji. Je patrné, ze alely, které se nejCastéji vyskytuji
u T. latifolia a T. angustifolia, se také nejcastéji vyskytuji u hybridi. Pouze v lokusu TA3
se u hybridi vyskytuje nejCastéji alela 213 misto alely 211, kterda je vtomto lokusu
nejbéznéjsi pro 7. angustifolia, a v lokusu TAS se u hybrida vyskytuje nejcastéji alela 281
misto alely 279, ktera je v tomto lokusu nejb&zné&jsi pro 7. latifolia.

Tabulka ¢. 21 wuvadi zakladni vnitropopulaéni charakteristiky pro populace
T. latifolia a T. angustifolia — pocet jedincl v populaci, pocet multilokusovych genotypii
v populaci, pocet alel vpopulaci, pocet unikatnich alel v populaci, ocekdvanou
heterozygositu (He) a celkovou ofekavanou heterozygosita (He). U druhu 7. latifolia je
minimalni pocet jedinct v populaci 1 a maximalni pocet jedinci v populaci je 5, minimalni
pocet multilokusovych genotyplt v populaci je 1 a maximalni pocet multilokusovych
genotypil v populaci je 4, minimalni pocet alel v populaci je 8 a maximalni pocet alel
v populaci je 14, minimalni pocet unikéatnich alel v populaci je 1 a maximdlni pocet
unikatnich alel v populaci je 8. U druhu 7. angustifolia je minimalni pocet jedinct
v populaci 1 a maximalni pocet jedinct v populaci je 7, minimalni pocet multilokusovych
genotypil v populaci je 1 a maximalni po¢et multilokusovych genotypl v populaci je 4,
minimalni pocet alel v populaci je 8 a maximalni pocet alel v populaci je 24, minimalni
pocet unikatnich alel v populaci je 1 a maximalni pocet unikatnich alel v populaci je 15.

Heterozygosita je obecné vyssi u druhu 7. angustifolia, kde dosahuje maximalni
hodnoty 0,75 a minimalni hodnoty 0,08. U druhu 7. latifolia je maximalni hodnota
heterozygosity 0,50 a minimalni hodnota 0,07. Celkova heterozygosita pro 7. latifolia je
0,22, pro T. angustifolia 0,60. V populacich T. angustifolia je tedy vétsi podil
heterozygotli, naproti tomu v populacich 7. latifolia ptevazuji homozygoti. Vypocet
heterozygosity miize byt ale vyrazné zkreslen kviilli malému poctu jedincti v populacich.
Z tabulky je dale patrné, ze v populacich 7. angustifolia se obecné vyskytuje vice alel
1 vice unikatnich alel nez v populacich T. latifolia, coz je v souladu s predeSlou informaci
o vys8i heterozygosité u druhu 7. angustifolia. PoCty multilokusovych genotypa
v populacich obou druhii jsou piiblizn€ stejné, v prauméru jsou v kazdé populaci dva

multilokusové genotypy.
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Tab. ¢. 20: Pocty alel pro lokusy TA3, TAS, TA7, TA8, TA15, TA16, T20 a TA21 pro T. latifolia (TL), T. angustifolia (TA) a pro hybridy (H). Riizova barva oznacuje
alely T. latifolia a modra alely T. angustifolia. Cervena barva oznacuje alely, které se u daného druhu vyskytuji nejéastéji. Je patrné, ze alely, které se nejcastéji vyskytuji
u T. latifolia a T. angustifolia, se také nejcastéji vyskytuji u hybridu.
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lokus TA7 lokus TAS lokus TA20 |
alela | TL [TA | H [alela| TL | TA| H |alela| TL [TA|H H |alela| TL [TA |H TA|H |
173] 10| © 279 0 0 0] 11 280 0
175] 44] 0 281] 94| © 0] 3 | 0]
177 283 2] © 0l 3] 0 0] 13] 1
179 0] 4 0 0 84| 0
0 3] 0] 0 0] 37] 6 182] 13] ©
0] 11] 5 o] 5] 0 0] 44[10 184 JS8 0
0] 56| 1 0] 20]10 0] 93]16] 2] 0] 0
0] 19] 0 o] 4[2 0] 13] 2 0 4]0
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o] 2] 0 o] 3]0 0] 20] 6
0] 13] 6 0] 6/ 0
o] 3|1 0o 3]0 0] 29] 2
o] 8]0 0] 12] 0 0/ 10] 0
o] 3]0 o] 1] 0 0] 15] 0
o] 5] 0 o] 710
0] 33] 7 o] 7[5
o] 5/ 0 o] 3]0
o] 5] 0 0] 4]0
o] 710 o] 1[0
0] 53 o] 1[0
0] 14] 0 0] 6] 1
o] 1[2 o] 710
o] 5] 0 o] 8]0
o] 1[0
0] 4]0
o] 1] 1
o] 3]0
o] 2] 0
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Tab. ¢. 21: Zakladni vnitropopula¢ni charakteristiky pro 7. latifolia a T. angustifolia — pocet jedinct v populaci, pocet multilokusovych genotypi v populaci, pocet alel
v populaci, pocet unikatnich alel v populaci, o¢ekavana heterozygosita (H.) v populaci a celkova ocekavana heterozygosita (H.). V prvnim sloupci je ¢islo populace.
— = v populaci se dany druh nevyskytuje.

T. latifolia

T. angustifolia

c.p.| Potet | potetmulttokusovyeh potet | BECC I SEERIC | potet | potet muldlokusovieh |pote| - JECE 1 ST RIC,
jedincu genotypu alel alel (H,) jedincu genotypu alel alel (H,)
1 2 2 10 0 0,17 - - - - -
2 4 1 8 0 0,00 - - - - -
3 3 3 12 1 0,23 7 2 11 0 0,18
4 4 2 12 2 0,17 3 2 14 0 0,42
5 3 2 11 2 0,15 3 1 9 0 0,08
6 1 1 12 8 0,50 4 1 13 0 0,36
7 2 2 10 0 0,17 - - - - -
8 1 1 8 0 0,00 - - - - -
9 1 1 10 4 0,25 - - - - -
10 1 1 8 0 0,00 - - - - -
11 3 3 13 4 0,23 - - - - -
12 3 1 9 0 0,08 3 2 13 0 0,33
13 3 3 9 0 0,08 1 1 12 8 0,50
14 4 4 12 0 0,20 1 1 13 10 0,63
15 1 1 8 0 0,00 3 2 17 1 0,48
16 1 1 8 0 0,00 - - - - -
17 1 1 9 2 0,13 - - - - -
18 1 1 8 0 0,00 - - - - -
19 1 1 9 2 0,13 - - -
20 1 1 8 0 0,00 - - - - -
21 5 4 13 0 0,24 2 2 20 12 0,63
22 2 2 9 0 0,08 - - - - -
23 1 1 8 0 0,00 - - - -
24 3 3 11 0 0,22 - - - - -
25 3 3 12 2 0,21 3 3 19 6 0,49
26 3 2 11 1 0,18 3 2 11 0 0,22
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27 3 3 10 0 0,14 3 3 16 1 0,53
28 3 2 10 0 0,13 3 2 16 2 0,48
29 3 3 11 1 0,18 - — — — —
30 3 1 8 0 0,00 3 1 8 0 0,00
31 1 1 9 2 0,13 4 3 19 6 0,46
32 2 1 8 0 0,00 3 1 13 0 0,38
33 3 2 10 1 0,12 3 1 11 0 0,23
34 2 2 9 0 0,08 1 1 11 6 0,38
35 2 1 10 0 0,17 2 1 14 0 0,50
36 3 2 9 0 0,07 3 2 12 0 0,29
37 3 1 8 0 0,00 3 3 17 6 0,40
38 3 3 11 1 0,18 3 3 24 15 0,53
39 5 3 12 1 0,19 1 1 13 10 0,63
40 3 3 11 1 0,18 3 2 15 2 0,40
41 3 3 11 0 0,20 3 3 20 7 0,51
42 4 3 11 0 0,14 3 2 13 2 0,25
43 4 2 10 0 0,09 3 2 13 0 0,37
44 3 3 11 1 0,19 3 1 11 0 0,23
45 5 3 14 1 0,27 5 1 13 0 0,35
46 3 2 10 1 0,11 1 1 10 4 0,25
47 3 3 11 2 0,13 — — — — —
48 3 1 8 0 0,00 2 1 11 0 0,25
49 1 1 10 4 0,25 5 4 24 3 0,55
50 2 2 10 2 0,10 3 1 11 0 0,23
51 - - — — — 3 2 11 0 0,22
52 — — — — — 2 2 20 12 0,63
53 - - - - - 3 1 11 0 0,23
55 - - - 3 3 19 5 0,50
56 - - - - - 1 1 14 12 0,75
62 1 1 10 4 0,25 - - - - -
celkova ofekavana heterozygosita (H.) 0,22 celkova ofekavana heterozygosita (H.) 0,60
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4.4.2 Tvorba fylogenetickych stromii

Vsechny nezakotenéné fylogenetické stromy, které jsou zde prezentovany, byly vytvofeny
metodou Neighbor-joining (Saitou & Nei 1987) z matic vzdalenosti vypocitanych na
zakladé proporce sdilenych alel (D). Stromy vytvorené z matic vzdalenosti vypocitanych
na zakladé Neiovy genetické vzdalenosti (D,) zde nejsou prezentovany, nebot’ jsou velmi
podobné stromim vytvofenych z matic vzdalenosti vypocitanych na zakladé proporce
sdilenych alel (Dys).

Na stromu pro 7. latifolia, T. angustifolia a hybridy je vidét jasné¢ oddé€leni
rodicovskych druhli a hybridi (obr. ¢. 18). Dale je patrné, Ze hybridi (Cervend, zelena
a oranzova barva) jsou blize u druhu 7. angustifolia (modréd barva), coZz naznacluje
podobnost hybrida spise k tomuto druhu. F1 hybrid, pokrocili hybridi a zpétni kiiZenci se
spolu nenachdzi na stejnych vétvich, ale oddé€luji se do samostatnych vétvi. Pét
pokrocilych hybridii bylo ale zatfazeno na vétev s 7. latifolia (rGZzova barva). Jedna se
o vzorky ¢. 405 (3_43001), 409 (3_44001), 410 (3_44002), 195 (3_32001) a 325
(3._34001) (tab. €. 19). Tito pokrocili hybridi maji vSechny alely od 7. latifolia a pouze
jednu alelu od T. angustifolia, a proto byli ptifazeni k této vétvi.

Na stromech zvlast pro populace T. latifolia (obr. ¢. 19) a T. angustifolia (obr.
¢. 20) jsou jednotlivé populace barevné oznacené podle toho, v jaké geografické oblasti
v Cechach se nachazi. Cervenou barvou jsou oznadené populace z Prahy, zelenou barvou
populace ze severnich Cech, riizovou barvou populace ze severovychodnich Cech, modrou
barvou populace jizn¢ od Prahy vychodné od Vltavy, tyrkysovou barvou populace jizné od
Prahy zapadné od Vltavy, oranZovou barvou populace z jihozapadnich Cech, fialovou
barvou populace z jihovychodnich Cech, Zlutou barvou populace z Tieboné a &ernou
barvou populace z jizni Moravy. Stromy vypadaji velmi podobné, na obou stromech neni
vidét zadné jasné oddéleni nckteré z vySe jmenovanych skupin, populace zriznych
geografickych oblasti se nachdzeji na stejnych vétvich. Navic se néktefi jedinci z jedné
populace nachazi v riznych c¢astech stromu. Pouze na stromu pro populace 7. angustifolia
(obr. €. 20) je vidét oddeleni jediné skupiny a to skupiny populaci z Prahy (Cervend barva).
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T. angustifolia
F1 hybrid
pokrocili hybridi
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Obr. ¢. 18: Fylogeneticky strom vytvoreny metodou Neighbour-joining pro 7. latifolia,

T. angustifolia a hybridy v programu Phylip 3.69, vizualizovany v programu FigTree 1.4.0. Rizova
barva znazornuje 7. latifolia, modra T. angustifolia, Cervena F1 hybrida, zelena pokrocilé hybridy
a oranzova zpétné kiizence. Z obrazku je patrné jasné odd¢leni 3 skupin — T. latifolia,

T. angustifolia a hybridi. F1 hybrid, pokro¢ili hybridi a zpétni kiizenci se oddé€luji do samostatnych
vétvi. Pét pokrocilych hybridd bylo ptifazeno na vétev T. latifolia. Tito hybridi maji v§echny alely
od T. latifolia a pouze jednu alelu od T. angustifolia, proto byli ptitazeni pravé k vétvi T. latifolia.
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Obr. ¢. 19: Fylogeneticky strom vytvoieny metodou Neighbour-joining pro populace T. latifolia v programu Phylip 3.69, vizualizovany v programu FigTree
1.4.0. Na stromu neni patrné zadné oddéleni skupin, navic se n¢ktefi jedinci z jedné populace nachazi v riiznych ¢astech stromu.
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Obr. ¢. 20: Fylogeneticky strom vytvoieny metodou Neighbour-joining pro populace T. angustifolia v programu Phylip 3.69, vizualizovany v programu
FigTree 1.4.0. Na stromu neni patrné zadné odd¢leni skupin, jedina skupina, ktera se mirn€ oddélila, je skupina populaci z Prahy (Cervena barva). Nekteti
jedinci z jedné populace se opét nachazi v riznych ¢astech stromu.
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4.4.3 Analyza hlavnich koordinat (PCoA)

Analyza hlavnich koordinat pro 7. latifolia, T. angustifolia a hybridy (obr. ¢. 21) ukazuje
podobné pattern, jaké je vidét na fylogenetickém stromu (obr. €. 18), ale oddé€leni druht
neni tak jasné. T. latifolia (rizova barva) a T. angustifolia (modra barva) se jasné odd¢lu;ji
do dvou vzdalenych skupin. Pokroc€ili hybridi a zpétni kiizenci nevytvaii samostatnou
skupinu, ale tvoii prechod mezi 7. latifolia a T. angustifolia, ptiCemz vétSina jich je opét
blize T. angustifolia, coz naznacuje podobnost spise k tomuto druhu. Jediny F1 hybrid se
nachazi piimo ve shluku 7. angustifolia. Ctyii hybridi se ale nachazi u T. latifolia. Stoji za
povSimnuti, ze to nejsou stejni hybridi, az na jeden vzorek (¢. 325), ktefi se oddélili
u 7. latifolia 1 na fylogenetickém stromu. Jedna se o dva pokrocilé hybridy (vzorek ¢. 526
a 527) a jednoho zpétného kiizence (vzorek ¢. 532). Tito hybridi maji vétSinu alel od druhu
T. angustifolia. Pouze pokroCily hybrid ¢. 325 se piifadil k 7. latifolia jak na
fylogenetickém stromu, tak na diagramu analyzy hlavnich koordinat. Prvni osa diagramu
vysvétluje 42,9 % pozorované variability, druhd osa 4,1 % pozorované variability.

Diagramy pro populace 7. latifolia (obr. €. 22) a T. angustifolia (obr. €. 23) ukazuji
podobné pattern, jaké je vidét na fylogenetickych stromech pro oba druhy. Analyza
hlavnich koordindt neodd¢lila jednotlivé geografické oblasti do shlukd, populace ze
stejnych geografickych oblasti jsou rozptylené. Na diagramu pro populace 7. /atifolia (obr.
¢. 22) je vidét slaby ndznak oddéleni skupiny populaci nachéazejicich se jizn¢ od Prahy
vychodné od Vltavy (modré barva). Podobné na diagramu pro populace 7. angustifolia
(obr. &. 23) se mirné oddéluje skupina populaci ze severovychodnich Cech (riizova barva).
Skupina populaci z Prahy (Cervend barva), kterd se jasné oddélila na fylogenetickém
stromu, se zde vlibec neoddéluje. Na diagramu pro populace 7. latifolia vysvétluje prvni
osa 25,5 % pozorované variability, druha osa 17,6 % pozorované variability. Na diagramu
pro populace 7. angustifolia vysvétluje prvni osa 8,8 % pozorované variability a druhé osa
7,8 % pozorované variability.
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Obr. ¢. 21: Analyza hlavnich koordinat pro T. latifolia, T. angustifolia a hybridy v programu SYN-TAX 5.1, vizualizovana v programu FAMD 1.30. Rtzova
barva znazoriuje 7. latifolia, modra T. angustifolia, &ervena F1 hybrida, zelena pokro¢ilé hybridy a oranzova zpétné kiizence. Cervena $ipka oznaduje
jediného F1 hybrida. 7. latifolia a T. angustifolia se jasn¢ odd¢€luji do dvou vzdalenych skupin. Hybridi jsou rozptyleni mezi rodi¢ovskymi druhy a vétSina jich
je blize T. angustifolia, tii pokrocili hybridi a jeden zpétny kiizenec se ale nachazi u 7. latifolia. Jediny F1 hybrid se nachazi ptimo ve shluku

T. angustifolia. Prvni osa vysvétluje 42,9 % pozorované variability, druha osa 4,1 % pozorované variability.
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Obr. €. 22: Analyza hlavnich koordinat pro T. latifolia v programu SYN-TAX 5.1, vizualizovana v programu FAMD 1.30. Jednotlivé geografické oblasti
nevytvarii shluky, populace ze stejnych geografickych oblasti jsou rtizn€ rozptylené. Slaby naznak oddéleni skupiny populaci je vidét u populaci nachazejicich
se jizn¢ od Prahy vychodné od Vltavy (modra barva). Prvni osa vysvétluje 25,5 % pozorované variability, druha osa 17,6 % pozorované variability.
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Obr. ¢. 23: Analyza hlavnich koordinat pro T. angustifolia v programu SYN-TAX 5.1, vizualizovana v programu FAMD 1.30. Jednotlivé geografické oblasti
opét nevytvaii shluky, populace ze stejnych geografickych oblasti jsou rizn€ rozptylene. Slaby naznak oddéleni skupiny populaci je vidét u populaci
nachazejicich se v severovychodnich Cechach (riizova barva). Prvni osa vysvétluje 8,8 % pozorované variability, druha osa 7,8 % pozorované variability.
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4.4.4 ZjisStovani genetické struktury v programu Structure 2.3.3

Program Structure 2.3.3 a nasledna analyza vystupti pomoci skriptu Structure-sum-2009.r
(Ehrich et al. 2007) podpofila jako nejlep$i rozdéleni vSech jedinci do dvou skupin
(K = 2). Pti pohledu na obrazek ¢. 24, ktery znazoriiuje zlogaritmovanou pravdépodobnost
modelu (LnP(D)) se vzristajicim poctem skupin (K), je patrné, Ze v ptipad¢ poctu dvou
skupin (K = 2) dochazi vtomto bod¢ k narovnavani kiivky. Dalsi graf (obr. &. 25)
znazoriuje podobnost mezi jednotlivymi béhy algoritmu pro dan¢ K (Nordborg et al.
2005). Nejvyssi koeficient podobnosti (1) ma pouze K = 2 a vSechny béhy konverguji
k jednomu feSeni pouze pii rozdéleni do dvou skupin. Tteti graf (obr. ¢. 26) znazoriuje
tzv. deltaK (Evano et al. 2005), které je jednoznac¢né nejvyssi pro K = 2.

Grafické znazornéni rozfazeni jedinct do skupin je vidét na sloupcovém diagramu
na obrazku ¢. 27. Cisti jedinci vytvofili jasné oddélené skupiny odpovidajici podtu K =2 —
skupinu 7. latifolia (rizova barva) a skupinu 7. angustifolia (modra barva). Jedinci byli do
téchto skupin piifazeni s 99,8% pravdépodobnosti. Hybridi vytvofili tfeti pfechodnou
skupinu. Do této skupiny byli zatazeni hybridi, ktefi méli ur€itou pravdépodobnost pro
zatazeni do skupiny 7. latifolia a zaroven urcitou pravdépodobnost pro zatfazeni do
skupiny 7. angustifolia. Byli sem ale zatazeni 1 hybridi, ktefi méli 99,2% pravdépodobnost
pro zatazeni do skupiny 7. latifolia nebo T. angustifolia. Jedné se o jedince ¢. 325, 409,
410, 405, 195, 203, 125, 154, 156, 157, 159, 209, 210, 211, 228, 232, 233, 282, 284, 285,
526 a 527. Tito hybridi maji jen jednu nebo dv¢ alely od 7. latifolia nebo T. angustifolia.
I pfesto ale byli zatazeni mezi hybridy a v diagramu se jevi jako témet cely rizovy nebo

témet cely modry sloupecek ve skupiné hybridi.
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Obr. ¢. 24: Pravdépodobnost modelu
(LnP(D)) se vzrustajicim poctem skupin (K).
Na ose x jsou uréené pocty skupin, na ose

y logaritmus pravdépodobnosti modelu.
Idealni pocet skupin je 2 (K = 2), protoze

v tomto bod¢ dochazi k narovnavani
ktivky. Vystup analyzy z programu
Structure 2.3.3 zpracovany pomoci skriptd
Structure-sum-2009.r.
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Obr. ¢. 25: Podobnost mezi jednotlivymi
behy algoritmu pro dané K. Na ose x jsou
urcené poCty skupin, na ose y koeficient
podobnosti. Jako nejlepsi vychazi rozd€leni
do dvou skupin (K = 2), protoze ma
nejvyssi koeficient podobnosti (1)

a vSechny be&hy konverguji k jednomu
feSeni. Vystup analyzy z programu
Structure 2.3.3 zpracovany pomoci skriptd
Structure-sum-2009.r.
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Obr. ¢. 26: Optimalni pocet klastrii. Na
ose x jsou uréené pocty skupin, na ose

y deltaK. Nejlepsi rozdéleni jedinci je do
dvou skupin (K = 2), protoze ma nejvyssi
deltaK. Vystup analyzy z programu
Structure 2.3.3 zpracovany pomoci
skript Structure-sum-2009.r.
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Obr. €. 27: Vizualizace nejlepsiho modelu roziazeni jedinct do skupin podle genetické podobnosti z programu Structure 2.3.3 v programu Distruct. Pomér barev ve
sloupci odpovida pravdépodobnosti piislusnosti daného jedince do dané skupiny. Dochazi k jasnému oddéleni skupiny 7. latifolia a skupiny T. angustifolia a mezi t€émito
skupinami se odd¢lila pfechodna skupina hybrida.
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4.4.5 Analyza prostorové autokorelace

Slaba genetickd podobnost mezi jedinci byla nalezena pouze u druhu 7. angustifolia a to
pouze uvnitt populaci, dale neni korelace genetické a geografické vzdalenosti signifikantni
(obr. €. 29). U druhu T. latifolia neni korelace genetické a geografické vzdalenosti viibec
signifikantni, ani uvniti populaci (obr. ¢. 28). Neni tedy mozné fici, zda si jsou jedinci
z blizkych populaci geneticky podobni. V tabulce €. 22a a 22b jsou zaznamenané souhrnné

vystupy analyzy.
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Obr. & 28: Prostorové autokorelace 99 vzorki T. latifolia z celé Ceské republiky. Na ose x je vzdalenost v km, na ose y je korelaéni koeficient Moranovo I. Modra kiivka
znazoriuje korelaci mezi genetickou podobnosti a geografickou vzdalenosti. U kazdého bodu je svislou ¢arou vyznac¢ena standardni chyba koeficientu vzdalenosti
odhadnuta procedurou jackknife (15 000 opakovani). Oranzova a zelena kiivka znazoriuji konfiden¢ni intervaly. Vzdalenostni tfidy pro T. latifolia jsou uvedené v tabulce
¢. 22a. Korelace mezi jedinci 7. latifolia neni signifikantni, ani uvnitf populaci.
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Obr. & 29: Prostorové autokorelace 68 vzorki T. angustifolia z celé Ceské republiky. Na ose x je vzdalenost v km, na ose y je korelaéni koeficient Moranovo 1. Modra
kiivka znazornuje korelaci mezi genetickou podobnosti a geografickou vzdalenosti. U kazdého bodu je svislou ¢arou vyznacena standardni chyba koeficientu vzdalenosti
odhadnuta procedurou jackknife (15 000 opakovani). Oranzova a zelena kiivka znazornuji konfidenéni intervaly. Vzdalenostni tfidy pro 7. angustifolia jsou uvedené

v tabulce €. 22b. Korelace mezi jedinci 7. angustifolia je signifikantni pouze uvnitf populaci, dale je korelace nesignifikantni.
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Tab. ¢. 22a a 22b: Souhrnné tabulky s vystupy autokorelaéni analyzy pro T. latifolia a T. angustifolia. V analyze bylo pouzito 10 vzdalenostnich tfid a pro
kazdou tfidu byl spocitan parovy koeficient Moranovo 1. Maximalni vzdalenosti jsou udavany jako pfimé geografické vzdalenosti v km. Nejmensi
vzdalenostni tfida pokryva vnitropopulacni uroven. V kazdé tabulce je pro kazdou vzdalenostni tfidu dale uveden pocet part, primérna vzdalenost, stfedni
chyba odhadu odhadnuta metodou jackknife ptes lokusy a p-hodnota odhadnuta permutacemi. Korelace mezi genetickou a geografickou vzdalenosti je u obou
druhti nesignifikantni. Slaba korelace je pouze u druhu 7. angustifolia uvnitt populaci, dale je korelace genetické a geografické podobnosti nesignifikantni.

Tab. & 22a

T. latifolia
vzdalenostni tidy 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
?f(?l’q‘)‘malmvmaleno“ 23.4| 364| 495| 684| 799| 1004| 119,1| 142,6| 186,6| 321,1
podet part 568 | 428| 484| 463| 484| 491| 482| 481| 487| 483
l(f’lf;‘;“em”z‘iale“o“ 11,4 303 45| 595| 754| 90,7 1094| 132.2] 156,6| 2389
Moranovo I 0,0163 [ 0,0160-0,0150 | 0,0165 | 0,0052 | 0,0153 | -0.0177 | -0,0453 | 0,0027 | 0,0050
stfedni chyba odhadu (SE) | 0,0268 | 0,0052 | 0,0317 |0,0304 | 0,0090 | 0,0227| 0,0237| 0,0154]0,0227|0,0101
p-hodnota 0.1749[0,3402] 0,2700 [ 0,4466|0,7735 | 0,4015] 0,2009 | 0,0167|0,71820,6331
Tab. ¢. 22b

T. angustifolia
vzdalenostni tidy 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
?f(?l’q‘)‘malmvz‘jaleno“ 1821 342| 451| 59,70 733| 893| 103.2| 129,7| 1554 3199
podet part 220 249 211 229| 238] 213| 225| 233 229| 222
l(f’lf;‘;“em”z‘iale“o“ 81| 263| 400| 524| 682| 81,1 97.0| 118,0| 142.3| 2066
Moranovo I 0,06470,0175 | -0,0188 [-0,0173 | 0,0005 [ -0,0299 | -0,0100 | -0,0120 | -0,0046 | 0,0051
stfedni chyba odhadu (SE) | 0,0162]0,0077 | 0,0089 | 0,02110,0134| 0,0141| 0,0155| 0,0126| 0,0188 | 0,0092
p-hodnota 0,0000[0,0950| 0,1015| 0,1367 | 0.9672| 0,0090]| 0,3354| 0.2796| 0,6683 |0,5610
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4.5 Statistické vyhodnoceni morfologickych dat

4.5.1 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Na zékladé¢ 7 morfologickych znakli a poméra délka/Sitka sami¢i palice a délka/Sitka
nejdelSiho listu se pomérné dobie odd€luji 2 skupiny — 7. latifolia (rizova barva)
a T. angustifolia (modré barva) (obr. €. 30). Pokrocili hybridi a zpétni kiiZenci netvofi
zadny shluk a jsou rovnomérné rozptyleni mezi jedinci 7. latifolia a T. angustifolia, vice
hybrida je vSak ve shluku 7. angustifolia. Jediny F1 hybrid se nachazi mimo shluky obou
rodi¢ovskych druhd. Prvni osa vyjadtuje 41,7 % variability, druha osa 28,3 % variability.
Na obrazku ¢. 31 je zobrazen krabicovy graf znazoriiujici rozpéti Sitky listh
u 7. latifolia, T. angustifolia a hybridl. Je patrné, ze T. angustifolia a hybridi se v §ifce
listu znacné piekryvaji, zatimco 7. latifolia se s T. angustifolia a hybridy piekryva jen
mirné. Mirn¢ odliSeni 7. latifolia od T. angustifolia a hybrida je signifikantni (p < 0,01).
Dalsich 6 krabicovych grafti pro zbylych 6 znaki je vidét v ptiloze €. 5 (obr. €. 32 — 37).
Na grafech znazorfiujicich rozpéti priméru stonkl (obr. €. 32), rozpéti délky mezer mezi
palicemi (obr. €. 33) a rozpéti Sitky samicich palic (obr. €. 34) je vidét podobné pattern
jako na grafu pro rozpéti Sitky listh — u druhu 7. angustifolia a hybridl se tyto znaky
znacn¢ prekryvaji, ale 7. latifolia se snimi piekryvd jen mirn€é. Tento rozdil mezi
T. latifolia a T. angustifolia a T. latifolia a hybridy je opét signifikantni (p < 0,01). Rozpéti
delky nejdelSich listi (obr. €. 35) a rozpéti vySky lodyh ( obr. €. 36) se u vSech tii druha
preryva, nicméné mezi 7. latifolia a T. angustifolia je nepatrny rozdil, ktery je signifikantni
(p <0,01). Hybridi se v téchto znacich piekryvaji s obéma rodicovskymi druhy. Na grafu
znazoriujicim rozpéti délky samicich palic (obr. €. 37) mizeme vidét, ze vSechny ti1 druhy
se vtomto znaku znacné piekryvaji a neni mezi nimi signifikantni rozdil (p > 0,01).
Tabulka s p-hodnotami pro kazdy znak a pro kazdou dvojici (tab. ¢. 23) je v ptiloze €. 5.
Z tabulky jasné vyplyva, ze T. latifolia a T. angustifolia se ve vSech znacich, krom¢ délky
sami¢i palice, signifikantné odliSuji a Ze hybridi se ve Etyfech znacich signifikantné

odliSuji od T. latifolia, ale od T. angustifolia se signifikantn¢ neodliSuji.
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Obr. ¢. 30: Analyza hlavnich komponent 7 morfologickych znakl a pomért délka/sitka samici palice a délka/sitka nejdelSiho listu pro 130 jedincti

T. latifolia, 108 jedinct T. angustifolia, 23 pokrocilych hybridt, 5 zpétnych kiizencti a 1 F1 hybrida v programu PAST. Rodi¢ovské druhy a hybridi byli
urceni na zakladé mikrosatelitové analyzy. RUzova barva znazoriuje T. latifolia, modra T. angustifolia, Cervena F1 hybrida, zelena pokro¢ilé hybridy

a oranzova zpétné kiizence. Cervena Sipka oznacuje jediného F1 hybrida. T. latifolia a T. angustifolia se oddéluji do dvou skupin, pokro¢ili hybridi a zpétni
ktizenci nevytvari zadny shluk, ale jsou rozptyleni mezi jedinci 7. latifolia a T. angustifolia. Jediny F1 hybrid se nachazi mimo shluky rodi¢ovskych druht.
Prvni osa vyjadiuje 41,7 % variability, druha osa 28,3 % variability.
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Obr. ¢. 31: Krabicovy graf znazoriujici rozpéti Sitky listti u 7. latifolia, T. angustifolia a hybridi. Na ose x jsou T. latifolia, T. angustifolia a hybridi, osa y
znazornuje Sitku listu. Prazdné body znazormnuji odlehlé hodnoty znakd, vodorovna ¢ara v krabici znazorfiuje median hodnot znaku a anténa znazoriuje
maximalni a minimalni hodnoty znaku. U T. angustifolia a hybrida se Sitka listd zna¢né prekryva, zatimco T. latifolia se s T. angustifolia a hybridy ptekryva

mirné. Toto odliSeni 7. latifolia od T. angustifolia a hybridi je signifikantni (p < 0,01).
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4.5.2 Linearni diskriminacni analyza (LDA)

Diskrimina¢ni analyza, podobné jako analyza hlavnich komponent, pomérn€ dobie
odd€luje 2 skupiny — T. latifolia (rGzova barva) a T. angustifolia (modra barva) (obr.
¢. 38). Oddéleni skupin je ale jasn€j$i nez v analyze hlavnich komponent. Pokrocili hybridi
a zpétni kiiZenci opét nevytvaii kompaktni shluk, ale jsou pomérné rovnomérné rozptyleni
mezi shluky 7. latifolia a T. angustifolia, ackoliv vice hybridl je ve shluku 7. angustifolia.
Jediny F1 hybrid se nachazi pfesn¢ mezi shluky rodi¢ovskych druhii. Prvni osa vyjadiuje
99 % pozorované variability, druha osa 1 % pozorované variability. Skupiny se tedy
oddé€luji podle prvni osy. NejlepSi znaky pro oddé€leni skupin jsou pomér délka/sitka
nejdelsiho listu (95,9 %), Sitka nejdelsiho listu (87,9 %), Siftka samici palice (80,7 %)
a délka mezery mezi palicemi (74,7 %). Jedna se o charakteristické morfologické znaky
udavané ve florach pro rozliSeni druhti 7. latifolia a T. angustifolia (tab. €. 1, kapitola 2.6
Morfologie T. latifolia, T. angustifolia a T. xglauca).

Alelické sloZeni pravdépodobné ovliviiuje morfologicky vzhled hybridii. Pokro¢ili
hybridi a zpétni kiizenci, kteti maji vice alel od druhu 7. /atifolia, se podobaji vice tomuto
druhu a nachazi se ve shluku 7. latifolia (rizové barva), naopak pokrocili hybridi a zpétni
kiizenci, kteti maji vice alel od druhu 7. angustifolia, se podobaji vice tomuto druhu
a nachdzi se ve shluku 7. angustifolia (obr. ¢. 39). F1 hybrid mad polovinu alel od

T. latifolia a polovinu alel T. angustifolia a nachézi se piesn¢ mezi témito dvéma shluky.
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Obr. ¢. 38: Diskriminac¢ni analyza 7 morfologickych znakii a poméra délka/sitka samici palice a délka/Sitka nejdelSiho listu pro 126 jedinct

T. latifolia, 101 jedinct T. angustifolia, 23 pokrocilych hybridt, 5 zpétnych kiizencti a 1 F1 hybrida v programu SAS 9.3. Rodi¢ovské druhy a hybridi byli
urceni na zakladé mikrosatelitové analyzy. RUzova barva znazoriwje T. latifolia, modra T. angustifolia, Cervena F1 hybrida, zelena pokro¢ilé hybridy

a oranzova zpétné kiizence. 7. latifolia a T. angustifolia se oddéluji do dvou jasnych skupin. Pokrocili hybridi a zpétni ki'izenci nevytvati zadny shluk, ale jsou
rozptyleni mezi jedinci T. latifolia a T. angustifolia. Jediny F1 hybrid se nachazi ptesné mezi shluky rodi¢ovskych druhti. Hybridi ve shluku 7. latifolia maji
vice alel tohoto druhu a podobaji se vice tomuto druhu, hybridi ve shluku 7. angustifolia maji vice alel tohoto druhu a podobaji se vice tomuto druhu. Prvni
osa vyjadiuje 99 % pozorované variability, druha osa 1 % pozorované variability.
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Obr. €. 39: Poloha hybrida v prostoru v diskrimina¢ni analyze a jejich alelické slozeni. Leva ptlka grafu vymezuje shluk 7. angustifolia, prava pulka
vymezuje shluk T. latifolia. Osa x piedstavuje 1. osu, na ose y jsou pocty alel od druhu 7. latifolia a od druhu T. angustifolia. S rostoucim poctem alel

T. latifolia a s klesajicim poctem alel 7. angustifolia se pokro€ili hybridi a zpétni kiizenci podobaji vice druhu T. latifolia a nachazi se v tomto shluku. Naopak
s klesajicim poctem alel 7. latifolia a rostoucim poctem alel T. angustifolia se pokrocili hybridi a zpétni kiizenci podobaji vice druhu 7. angustifolia a nachazi
se v tomto shluku. F1 hybrid s poloviénim mnozstvim alel od 7. latifolia a T. angustifolia se nachazi v intermediarni pozici mezi shluky.
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5 Diskuze

Analyza mikrosateliti se ukazala jako vhodna metoda pro odliSeni druhli 7. latifolia
a T. angustifolia a k detekci hybridi. V 13 populacich bylo nalezeno celkem 29 jedinc,
kteti méli hybridni pattern. Pomoci analyzy v programu Structure 2.3.3 se podafilo
detekovat specifické alely pro 7. latifolia a T. angustifolia a hybridi mé¢li riznou kombinaci
rodicovskych alel. Existence hybridi byla dale podpoiena tiemi statistickymi ptistupy.
Sledovanim fenologie kveteni 7. latifolia a T. angustifolia bylo zjisténo, ze doba kveteni
obou druhti se prekryva, coz umoziuje mezidruhové kiizeni. Pti kontrolovaném kiiZeni
v kultuie se podaftilo ziskat hybridni semena, ale pti kli¢icich pokusech se ukazalo, Ze jsou

nezivotaschopna.

5.1 Fenologie kveteni

V Severni Americe, pokud dochézi k ptekryvu kveteni 7. latifolia a T. angustifolia, se tyto
druhy kiizi za vzniku hybrida 7. Xglauca. Hybridi pak kvetou ve stejnou dobu jako
rodi¢ovské druhy a mohou se dale kiizit mezi sebou nebo zpétné kiizit (Hyde 2005; Ball
& Freeland 2013). Naopak pokud je kveteni oddélené nebo dochazi k nepatrnému pirekryti,
k hybridizaci téchto druhi nedochazi (Selbo & Snow 2004). Zda se tedy, Ze fenologie
kveteni funguje jako reprodukéni izolacni bariéra. VSechny tyto studie byly vypracovany
na lokalitdch v oblasti Velkych jezer, kde jsou velmi podobné klimatické podminky
(http://cs.allmetsat.com/). Geografickd poloha tedy sama o sob¢ pravdépodobné nema vliv
na dobu kveteni. Je mozné, Ze kveteni mohou ovliviiovat lokalni podminky na stanovisti,
naptiklad mnozstvi zivin, teplota vody ¢i hloubka vody, zatim ale neexistuje zadna studie,
kterd by se zabyvala fenologii kveteni 7. latifolia a T. angustifolia a zaroven ekologii na
stanovisti. Také je mozné, Zze se mezi T. latifolia a T. angustifolia zac¢inaji na nékterych
lokalitach vytvafet reprodukcéni izola¢ni bariéry v podobé oddélené doby kveteni.
T. angustifolia je v Severni Americe neplivodnim druhem (Stuckey & Salamon 1987;
Ciotir et al. 2012) a pti jeho zavleceni na kontinent pravdépodobné nebyly mezi 7. latifolia
a T. angustifolia vyvinuté reprodukcni izolaéni bari€ry, které by branily mezidruhovému
kiizeni. ProtoZe se na nckterych lokalitach kveteni piekryva pouze kratce, T. angustifolia
vykvétd daleko diive nez T. latifolia (Selbo & Snow 2004), je mozné, ze mezi druhy
pomalu vznikaji reprodukéni izolaéni bariéry v podobé oddélené doby kveteni. Casem by
mohlo dojit az k uplnému odd€leni doby kveteni ve smiSenych porostech, kdy by
mezidruhova hybridizace nebyla vilbec moZna.

Jak je vidét z grafii fenologie kveteni, na izemi Ceské republiky se doba kveteni
T. latifolia a T. angustifolia Gplnd piekryva. Jelikoz na tzemi Ceské republiky
k hybridizaci dochazi, ackoliv ne pfili§ Casto, jak vyplyvad z analyzy mikrosateliti,
fenologie kveteni pravdépodobné nefunguje jako reprodukéni izolac¢ni bariéra. Oba druhy

spolu na uzemi Evropy, oproti Severni Americe, koexistuji del$i dobu. Navic velmi casto
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vytvari smiSené porosty, jak je udavano v itadé evropskych flor, proto maji mezi sebou
pravdépodobné vyvinuté néjaké jiné reprodukéni izolacni bariéry, neZ je oddéleni doby
kveteni, které brani hojnému mezidruhovému kiiZzeni a rozsdhlé itrogresi, které
pozorujeme v nékterych oblastech Severni Ameriky (Hotchkiss & Dozier 1949; Fassett
& Calhoun 1952; Smith 1967; Lee 1975; Galatowitsch et al. 1999; Kuehn et al. 1999;
Olson et al. 2009; Travis et al. 2010; Kirk et al. 2011). Ztejmé se jednd o né¢jake
postzygotické bariéry, které zplsobuji, Ze hybridni semena jsou ve vétSingé piipada
nezivotaschopna (viz dale).

Fenologii kveteni jsem sledovala na malém geografickém méfitku, pouze na
ctyfech prazskych lokalitaich. Proto by bylo zajimavé sledovat kveteni 7. [atifolia
a T. angustifolia na §ir$im geografickém métitku v ramci celé Ceské republiky a na vice
lokalitach, aby bylo jasné, zda se doba kveteni piekryva na celém uzemi Ceské republiky
nebo zda je prekryv zaznamenany na prazskych lokalitaich ojedinély a je ovlivnén
lokalnimi ekologickymi podminkami.

Samici kvéty T. latifolia 1 T. angustifolia vykvetly o n¢kolik dni difive nez kvéty
samci, coZ je v souladu s faktem, Ze je kvétenstvi oznaCovano jako protogynni — samici
kvéty vykvétaji o par dni diive nez kveéty samc¢i (Smith 1967; Krattinger 1975). I v Severni
Americe vykvétaji samici kvéty o par dni dfive nez kvéty saméi (Selbo & Snow 2004;
Hyde 2005; Ball & Freeland 2013). Doba, po kterou sam¢i palice obou druhti sprasi pyl, je
v Ceské republice i v Severni Americe pfiblizné stejnd. V Severni Americe je pyl sprasen
pramérné 10 dni (Hyde 2005), v Ceské republice primérné 7 dni, neni zde tedy zadny
vyrazny rozdil. Sami¢i kvéty obou druhi jsou fertilni v priméru 13 dni, tedy del$i dobu
neZ kvéty saméi. Zadna americka studie neuvadi, jak dlouho jsou samiéi kvéty obou druhi
fertilni, proto jsem tyto tidaje nemohla porovnat. Nicméné se domnivam, Ze doba, kdy jsou
sami¢i kvéty fertilni, bude podobna jako v Ceské republice, protoZze u saméich kvéti neni

vyznamny rozdil.

5.2 Kontrolovana kiiZeni a kli¢eni semen z pokusnych k¥iZeni

Pti1 kontrolovaném kiiZeni obéma sméry i kontrolovaném samospraSeni se témét na vSech
samicich palicich T. latifolia 1 T. angustifolia vytvofila semena, kromé tii palic, které se
béhem vyvoje zdeformovaly a semena nevytvofily. JelikoZ byly pfi pokusnych kiizenich
vSechny opylené palice zakryté papirovymi sacky, byly vystavené jinym podminkdm.
Mohlo zde dojit k zapaieni, také mohl byt omezen pfistup vzduchu k vyvijejicim se
sementim, proto se mohly palice zdeformovat a semena nevytvofit. ProtoZe se semena
vytvoftila 1 na palicich, které byly opyleny pylem opaéného druhu, zda se, Ze prezygotické
reprodukeni izolaéni bariéry, které by branily splyvani gamet dvou odlisnych druhi, zde
nefunguji a gamety dvou odlisnych druha spolu mohou splyvat a mohou se tvoftit hybridni

semena. Po zaseti vSech semen vykli¢ila v klimaboxu pouze kontrolni semena vznikla
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samospraSenim. Ac¢koliv tedy hybridni semena vznikaji, ptisobi zde pravdépodobné né&jaké
postzygotické reprodukéni izola¢ni bariéry, diky kterym jsou hybridni semena
nezivotaschopna a neklici, a to 1 vpfipadé¢ semen, jejichz matetskym druhem je
T. angustifolia. Naproti tomu v Severni Americe hybridni semena vznikla kontrolovanym
kfizenim v kultufe kli¢i velmi GspéSné a davaji vznik hybridnim semenackiim 7. Xglauca
(Levy 2007). Jelikoz kontrolni semena vykli€ila, je velmi nepravdépodobné, ze by hybridni
semena byla béhem pokusného kiizeni poSkozena nebo ze by pokusné podminky byly
nastaveny Spatné, protoze oba typy semen byly uchovdvany a péstovany ve stejnych
podminkach. Bylo by proto zajimavé zjistit, co zpuisobuje nezivotaschopnost hybridnich
semen, napiiklad zda dochazi k degeneraci hybridniho endospermu, ktery neni schopen
poskytnout vyZzivu pro vyvijejici se semeno, nebo zda jsou rodiCovské genomy v embryu
inkompatibilni nebo je inkompatibilita mezi embryem a matefskym endospermem.

Analyza mikrosateliti odhalila v populacich nékolik pokrocilych hybridi
a zpétnych kiizenci, jeden vzorek byl dokonce F1 hybrid. I kdyz bylo téchto jedinc malo,
evidentn¢ malé procento hybridnich semen miize byt Zivotaschopné a dokaze vykli¢it. Na
kazdé palici vznika az 222 000 semen (Yeo 1964), coz je ohromné mnoZzstvi, a je mozZné,
ze zivotaschopnych hybridnich semen je na palici jen par. Ackoliv jsem tedy zaseti
hybridnich semen opakovala 3x (celkem 30 semen zkazdé palice, dohromady 480
hybridnich semen), je mozné, Ze jsem pi1 nahodném vybéru opakovné zasela zrovna ta
semena, kterd nebyla Zivotaschopnd, a pro zachyceni hybridii by bylo potteba zasit daleko
vetsi mnozstvi semen, protoze frekvence vzniku zivotaschopnych semen je velmi nizka.

Ze semen vzniklych samospraSenim vykli¢ilo u obou druhli pouze malé mnoZstvi
semen, pouhych 14 % (z kazdé¢ palice z 10 zasetych semen piiblizné¢ 2 semena). To mohlo
byt zplsobeno extrémni inbredni z4téZi, protoze samici palice byly opyleny pylem ze
stejného jedince. Kli¢eni dalSich semen mohlo byt navic omezeno jiZ rostoucimi
semenacky, které kli¢eni dalSich semen a rist dalSich semenackt inhibuji (McNaughton
1968). V ramci pokusnych kiiZzeni nebylo provedeno cizospraseni mezi jedinci stejného
druhu, ale bylo provedeno pouze samospraseni stejnych klond. Cilem tohoto pokusu bylo
ziskat zivotaschopna semena, kterd slouzila jako kontrola, zda nebyla semena pfii
kontrolovaném kiizeni poskozena a zda byly nésledn¢ v klimaboxu nastaveny spravné
teplotni a svételné podminky. Studium rozmnozovaciho systému (intenzita a moznosti
selfingu) v rod¢ Typha nebylo cilem téchto pokusnych kiizeni.

Mezi klicenim semen z T. latifolia a T. angustifolia jsem nepozorovala zadné
rozdily, semena obou druhi vykliCila stejné¢ rychle a ptiblizné¢ ve stejném mnozstvi
(2 z 10 zasetych semen). Naopak Levy (2005) pozorovala pfi svych pokusech s klicenim
semen a péstovanim semendCku 7. latifolia, T. angustifolia a T. xglauca v raznych

podminkéch vyssi kli¢ivost u 7. latifolia oproti T. angustifolia i T. xglauca.
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5.3 Hybridizace T. latifolia a T. angustifolia

V Severni Americe dochéazi k rozsahlé hybridizaci T. latifolia a T. angustifolia za vzniku
invazniho F1 hybrida 7. xglauca (Hotchkiss & Dozier 1949; Fassett & Calhoun 1952;
Smith 1967; Lee 1975; Galatowitsch et al. 1999; Kuehn et al. 1999; Olson et al. 2009;
Snow et al. 2010; Travis et al. 2010; Kirk et al. 2011). Kfizeni je moZné pouze pokud se
u obou druhti prekryva doba kveteni (Hyde 2005; Ball & Freeland 2013). Pokud se doba
kveteni nepfekryva, nebo dochdzi jen k nepatrnému piekryti, k hybridizaci nedochazi
(Selbo & Snow 2004). F1 hybridi pak kvetou ve stejnou dobu jako rodi¢ovské druhy, ¢imz
je umoznéno také zpétné kiizeni (Kuehn et al. 1999; Ball & Freeland 2013). Ve smiSenych
populacich ptevazuji F1 hybridi, ktefi v nich tvofi hojnou ¢ast (Kuehn et al. 1999; Selbo
& Snow 2004; Travis et al. 2010; Kirk et al. 2011) a kteti vznikaji opakované (Travis et al.
2010; Kirk et al. 2011). Méné casto se vyskytuji pokrocili F2 hybridi a zpétni kiiZenci
s obéma rodicovskymi druhy (Smith 1967; Kuehn et al. 1999; Selbo & Snow 2004; Travis
et al. 2010; Snow et al. 2010; Kirk et al. 2011), protoze F1 hybridi jsou vétSinou sterilni
(Smith 1967; Kuehn et al. 1999).

Analyza mikrosateliti odhalila, Ze i na tizemi Ceské republiky se vyskytuji hybridi
a ze 1 zde dochazi k hybridizaci mezi druhy 7. latifolia a T. angustifolia. Ale hybridizace
neni zdaleka tak castd jako v Severni Americe, kde hybridi tvofi znaCnou cast ve
smiSenych populacich. Z celkového mnoZzstvi analyzovanych vzorkli pouze 11 %
vykazovalo hybridni pattern. Zda se, ze v ¢eskych populacich, narozdil od americkych,
pievazuji spiSe pokrocili hybridi a zpétni kiizenci. Pouze jeden vzorek byl jasny F1 hybrid,
ktery m¢l v kazdém lokusu jednu alelu od 7. latifolia a jednu od T. angustifolia, zbyli
jedinci vykazovali riznou kombinaci alel rodicovskych druhti. K primarni hybridizaci tedy
dochazi extrémné vzacné a F1 hybrida je v populacich mélo. F1 hybridi jsou alespon
castecné fertilni a pokud se v populacich dokazi udrzet, pak se kiizi mezi sebou a zpétné
ktizi s rodicovskymi druhy za vzniku pokrocilych hybrida a zpétnych kiizenct, kterych je
v populacich vétSina. Sekundéarni hybridizace je tedy pravdépodobné hojnéjsi neZz primarni
hybridizace.

Prevazna vétSina hybridd byli pravdépodobni pokrocili hybridi (23 jedinct),
pravdépodobni zpétni kiizenci tvofili pouze malou ¢ast (5 jedinct). VSichni zpétni kiiZenci
pak vznikli kiizenim F1 hybridd pouze s druhem 7. angustifolia. V Severni Americe
naopak prevazuji zpétni kiizenci k 7. angustifolia nad pokrocilymi hybridy (Kirk et al.
2011), coz mize souviset s tim, ze F1 hybridi jsou vétSinou sterilni (Smith 1967; Kuehn
et al. 1999), ale pokud tvoii funkéni pyl (Hyde 2005), je pro né¢ piihodnéjsi zktizit se
s jednim zrodi€ovskych druhfi, ktery je fertilni. Protoze v €eskych populacich byli
detekovani pfevazné pokrocili hybridi, zda se, ze F1 hybridi se rozmnoZuji predev§im mezi
sebou nezavisle na rodiCovskych druzich a v populacich se pak vyskytuji pfevazné

pokrocili hybridi. Pro jasnéjsi pochopeni dynamiky hybridi v populacich by bylo potieba
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vratit se do populaci, kde byli hybridi detekovani, posbirat v nich daleko v&t§i mnozstvi
vzorktll a podivat se, jakou ¢ast z populaci hybridi tvofi a jaky typ hybrida se v populacich
vyskytuje nejCastéji, a teprve pak bychom mohli pfesnéji usuzovat, jak ¢asto F1 hybridi
vznikaji a jak Casto se kiizi mezi sebou a zpétné kiizi s rodiC¢ovskymi druhy.

K upln€ odliSnym vysledkiim dospé€li na Ukrajiné (Tsyusko et al. 2005). Autofi
také pouzili analyzu mikrosatelitii a ve smiSenych populacich nedetekovali Zadné hybridy.
T. latifolia a T. angustifolia vytvofily na nezakotfenéném stromu dvé jasné¢ oddélené
skupiny. Tato studie se ale zabyvala piedevSim genetickou a klonalni diverzitou
v populacich T. latifolia a T. angustifolia a tomu odpovidal 1 sbér vzorki. Autofi vybirali
k molekularnim analyzam jedince, ktefi vypadali jako jasny druh 7. /latifolia nebo jasny
druh 7. angustifolia. Tim snizili pravdépodobnost odebrani vzorku z hybridniho jedince,
a pravé proto moznd nedetekovali zddné hybridy. Ja jsem naopak odebirala vzorky
z jedincu, ktefi vypadali odlisn¢ od 7. latifolia a T. angustifolia a jejichz morfologické
znaky byly intermediarni mezi rodi¢ovskymi druhy, abych tak zvySila pravdépodobnost, ze
odeberu vzorek zhybridniho jedince. Je také mozné, Ze na Ukrajiné k hybridizaci
T. latifolia a T. angustifolia nedochézi, protoze zde plsobi néjaké reprodukéni izolacni
bariéry, které v Ceské republice nefunguji. Urité by bylo zajimavé podivat se, zda je
pravé tim faktorem, ktery brani mezidruhovému kiizeni 7. latifolia a T. angustifolia na
Ukrajing, oddélend doba kveteni, kterd v Ceské republice jako reprodukéni bariéra
nefunguje, nebo néjaky jiny typ reprodukénich izolacnich bariér.

Fakt, 7¢ i na uzemi Ceské republiky dochazi k hybridizaci T. Ilatifolia
a T. angustifolia, je také podpofen nezakofenénym stromem vytvofenym metodou
Neighbor-joining (Saitou & Nei 1987), vysledky z analyzy hlavnich koordinat (PCoA)
a vysledky z analyzy v programu Structure 2.3.3. Na stromu i na diagramu z analyzy
hlavnich koordinat je také wvidét, ze hybridni jedinci jsou vétSinou blize druhu
T. angustifolia a zda se tedy, ze hybridi jsou vice podobni spiSe tomuto druhu. To miize
souviset s tim, ze matefskym druhem hybridl, stejné jako v Severni Americe (Kuehn
et al. 1999; Ball & Freeland 2013), je druh 7. angustifolia. V ramci diplomové prace ale
nebyla udélana analyza chloroplastového haplotypu (viz Kuehn et al. 1999), kterd by
potvrdila, Ze i u hybridnich jedincii nalezenych na uzemi Ceské republiky je mateiskym
druhem T. angustifolia. Nelze tedy s jistotou konstatovat, ze podobnost hybridnich jedinct
spiSe s druhem T. angustifolia je dana tim, Ze je to jejich matetsky druh. Pét pokrocilych
hybrida se také odd¢€luje v blizkosti skupiny 7. latifolia. Na stromu jsou to pokrocili
hybridi, kteti maji vétsinu alel od druhu 7. latifolia a jen dvé alely od druhu 7. angustifolia.
Na diagramu analyzy hlavnich koordinat jsou to naopak dva pokrocili hybridi a jeden
zpétny kiiZenec, ktefi maji vice alel od druhu 7. angustifolia, coZ je zvlastni. Je to moZna
zpusobené tim, ze alely, které maji od druhu 7. latifolia, se u tohoto druhu vyskytuji
nejcasteji. Kirk et al. (2011) provedli se stejnymi daty (matice genetickych vzdalenosti ze

7 mikrosatelitovych lokusii) analyzu hlavnich komponent (PCA) a i tato analyza velmi
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jasné odlisila 3 skupiny — 7. latifolia, T. angustifolia a F1 hybridy. Rodi¢ovské druhy se
oddé€luji podle prvni osy do dvou vzdalenych skupin a F1 hybridi tvoii tfeti skupinu mezi
nimi. Pokrocili hybridi a zpétni kiiZenci jsou rovnomérné rozptyleni mezi t€émito tfemi
skupinami.

Nejjasngjsi dikaz o hybridizaci 7. latifolia a T. angustifolia ukéazala analyza
v programu Structure 2.3.3. Program na zaklad¢ dat z analyzy mikrosatelitti jasné oddélil
T. latifolia a T. angustifolia do dvou skupin (K = 2) a jedinci, kteti vykazovali hybridni
pattern, méli namichanou pravdépodobnost piislusnosti do jedné nebo druhé skupiny. Vice
hybrida je opét podobnych spiSe druhu 7. angustifolia, coz mize souviset stim, ze
T. angustifolia je matetskym rodiCem hybridi (viz vyse). K uplné€ stejnym vysledklim
dospéli 1 Snow et al. (2010). T. latifolia a T. angustifolia se jim také oddé€lily do dvou
skupin (K = 2) a hybridi méli namichanou pravdépodobnost pfislusnosti do jedné nebo
druh¢ skupiny. VéEtSina hybrida je pak podobné spiSe druhu 7. angustifolia. Je tedy zcela
jasné, ze jedinci ze tieti skupiny, ktefi nebyli zatazeni k T. latifolia ani k T. angustifolia,
jsou hybridi, nebot’ 1 v Severni Americe se hybridi vyc¢lenuji do samostatné skupiny.

Jak je vidét na mapce s populacemi, ve kterych byly odebrany vzorky, hybridi se
nachazi v populacich vriznych geografickych oblastech Ceské republiky, takze
hybridizace neni vazana na urcitou oblast. VétSina hybrida se pak vyskytuje ve smiSenych
populacich, ale ¢tyfi hybridi byli nalezeni v populacich jen s 7. angustifolia. Je mozné, ze
hybridni semena vznikla v jiné populaci, kde se vyskytovaly oba rodi€ovské druhy, a ze
byla vétrem zanesena do populace jen s druhem 7. angustifolia, kde se uchytila. Sifeni
semen pomoci vétru na velké vzdalenosti je totiz velmi efektivni (Smith 1967; Krattinger
1975). Druhou moznosti je, ze v populaci jen s druhem 7. angustifolia se vyskytoval diive
1 druh 7. latifolia a hybridni jedinci vznikli praveé v této dob¢ a byli schopni se na tomto
stanovisti Iépe udrzet nez druh T. latifolia.

5.4 Morfologie T. latifolia, T. angustifolia a hybridi

Druhy T. latifolia a T. angustifolia se jednoznacné odd¢luji 1 na zakladé morfologickych
znakd, ale oddé€leni hybridd, definovanych na zdklad€ analyzy mikrosatelitd, jiz neni tolik
patrné. To je zplisobené ziejmé tim, ze hybridi jsou morfologicky velmi variabilni a ¢asto
se svymi znaky piekryvaji srodiCovskymi druhy (Hotchkiss & Dozier 1949; Fassett
& Calhoun 1952; Smith 1967; Kuehn et al. 1999; Kuehn & White 1999; Olson et al. 2009).
To je vidét 1 na krabicovych grafech pro kazdy zméteny morfologicky znak, kdy se hybridi
rozpétim svych znaka piekryvaji s jednim nebo s ob&ma rodiCovskymi druhy, zatimco
rodi¢ovské druhy se od sebe vice ¢1 méné odlisuji a tato odliSnost je signifikantni.

V analyze hlavnich komponent (PCA) 1 v linearni diskrimina¢ni analyze (LDA)
vytvaii rodi€ovské druhy dva jasné oddélené shluky, zatimco pokrocili hybridi a zpétni

kiiZenci jsou pomérné rovnomérné rozptyleni mezi nimi, ackoliv vétSina se jich nachazi ve

89



shluku 7. angustifolia. Pouze jediny nalezeny F1 hybrid se zobrazil v obou analyzach
pfesné v intermediarni pozici mezi rodiCovskymi druhy. Stejné rozdéleni pozorovali
1 Snow et al. (2010), ktefi pouzili pouze linearni diskriminaéni analyzu. 7. latifolia
a T. angustifolia se odd¢lily do dvou vzdalenych skupin a v intermedidrni pozici mezi
rodicovskymi druhy se oddélila skupina F1 hybrida a skupina pokrocilych hybridi, kteti
jsou opét blize druhu 7. angustifolia, protoze je to jejich mateisky druh. Zpétni kiizenci se
pak ptekryvaji s F1 hybridy a s tim rodi¢ovskym druhem, se kterym se zpétné zkitizili.
F1 hybridi jsou tedy v morfologickych znacich intermediarni mezi rodiCovskymi druhy
a zpétni kfizenci se podobaji vice tomu rodi€¢ovskému druhu, se kterym se zpétné zkiizili.

Zda se, ze morfologicky vzhled hybridi je ovlivnén jejich alelickym sloZenim,
které urcuje, jak budou hybridi vypadat. Hybridi, ktefi maji vice alel od druhu 7. /atifolia,
vypadaji vice jako tento druh, a hybridi, ktefi maji vice alel od druhu 7. angustifolia,
vypadaji naopak vice jako tento druh. F1 hybridi, ktefi maji piesné¢ polovinu alel
T. latifolia a polovinu alel T. angustifolia, jsou pak morfologicky intermediarni mezi
obéma rodi¢ovskymi druhy.

Do diskrimina¢ni analyzy jsem zahrnula lehce odlisné morfologické znaky, nez
které pouzili Snow et al. (2010), protoze rozdéleni na zéklad¢ jejich znakii nebylo
u Ceskych rostlin tak jasné. To mize byt zptisobené drobnymi morfologickymi odliSnostmi
mezi severoamerickymi a ¢eskymi rostlinami. Naptiklad rostliny 7. angustifolia ze sttedni
Evropy jsou oproti severoamerickym rostlindm velmi robustni, s Sirokymi listy 1 palicemi
(R. Wildova, tstni sdéleni). Nicméné nejlepSim znakem pro oddé€leni jednotlivych skupin
jak v Severni Americe, tak v Ceské republice, se ukazal byt pomér $iiky a délky listu, ktery
Snow et al. (2010) navic zlogaritmovali. Nicménég rozliSeni hybridii od rodi¢ovskych druhti
pouze na zaklad¢ jednoho znaku nemusi byt spolehlivé a pro piesné urceni hybrida je vzdy

nutné pouzit molekularni analyzu mikrosateliti.

5.5 Alely detekované u T. latifolia a T. angustifolia

Celkem jsem detekovala 103 alel, ztoho bylo 81 alel 7. angustifolia a jen 22 alel
T. latifolia. Tsyusko et al. (2005) také detekovali vétSi mnozstvi alel u druhu
T. angustifolia (123 alel) a mens$i mnozstvi u druhu 7. latifolia (52 alel). Rozdilné
mnozstvi alel mize souviset s tim, ze primery pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust
byly piivodné¢ vyvinuty pro druh 7. angustifolia (Tsyusko-Omeltchenko et al. 2003)
a jejich cross-amplifikace u 7. latifolia s sebou nese snizenou variabilitu a diky moznému
vyskytu nulovych alel 1 snizenou heterozygositu (Weising et al. 2005). Rozdilné¢ mnozstvi
alel ale mize také souviset se zplisobem rozmnozovani téchto druhti. U obou druhii se
v rozdilné mife uplatiiuje cizospraSeni 1 samospraSeni (Smith 1967; Krattinger 1975).
U T. latifolia se uplatituje vice samospraseni, protoze sam¢i a samici palice jsou blize

u sebe nebo se ptimo dotykaji, proto je vétsi pravdépodobnost, ze pyl uvolnény ze samci
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palice dopadne na samiCi palici stejného jedince. Navic 7. latifolia produkuje pyl
v tetradach, takze je téz8i nez pyl uvolhovany v monadach a padd pfimo na samici
kvétenstvi. Naopak 7. angustifolia ma mezi sam¢i a samic¢i palici mezeru a pyl uvoliluje
v monadach, takZze pyl je leh¢i a udrzi se déle ve vzduchu, €imZ se sniZuje
pravdépodobnost samospraseni a zvysuje pravdépodobnost cizospraSeni (Krattinger 1975).
VéEtsi pocet alel detekovanych na Ukrajin€ je navic ovlivnén vétSim poctem nasbiranych
a analyzovanych vzorkli. V Severni Americe je pocet detekovanych alel pro 7. latifolia
podobny jako v Evropé (21 alel), ale pocet detekovanych alel 7. angustifolia je oproti
Evropé vyrazné mensi (21) (Snow et al. 2010). Autofi sice pouzili jen 7 primert (nepouzili
primer TA15), nicméné mensi pocet alel je pravdépodobné ovlivnén jinym faktorem.
T. angustifolia neni v Severni Americe puvodni druh a byl sem pravdépodobné zavlecen
prvnimi Evropany v 2. poloviné 19. stoleti (Stuckey & Salamon 1987; Ciotir et al. 2012).
ZavleCenych jedinct bylo zifejmé¢ malo, tudiz i riznych genotypt bylo malo, a téchto par
jedinct se rozmnozovalo a §ifilo dal smérem na zapad po celych Spojenych statech a za tak
kratkou dobu nedoslo v populacich k vyselektovani novych alel.

Vsechny alely, které jsem detekovala, byly druhové specifické a nepiekryvaly se
mezi druhy. Ani Tsyusko et al. (2005) nenaSli zadné alely, které by se mezi druhy
ptekryvaly. Snow et al. (2010) ale takové alely detekovali. V lokusech TA3, TA7, TAS,
TA16 a TA20 nasli alely, které nebyly druhové specifické a byly spole¢né pro T. latifolia
1 T. angustifolia. Ztejm¢ se jedna o artefakt metody RAPD, kterou autofi pouzili pro
rozliSeni rodicovskych druhli a hybrida. Na zakladé tohoto rozliSeni autofi urcovali, které
mikrosatelitové alely jsou specifické pro dany druh, avSak rozliSeni rodi€ovskych druhil
a hybridii metodou RAPD mohlo byt nepfesné a mohlo dojit ke Spatnému urceni jedinct
do druhid. Snow et al. (2010) také nalezli alely, které nebyly specifické ani pro jeden druh.
Jedna se o alely 182 a 186 v lokusu TA7 a alelu 181 v lokusu TA16. Alely 186 a 181 jsem
také nalezla a na zdklad¢ vysledki z programu Structure 2.3.3, ktery jedince s témito
alelami jasné zaradil do pfislusné skupiny, jsem tyto alely piifadila k ptisluSenému druhu —
alelu 186 do druhu T. angustifolia, ackoliv délkové by patiila druhu 7. latifolia,
a alelu 181 do druhu 7. latifolia. V lokusech TA8 a TA16 jsem nalezla alely, které by
délkoveé patfily druhu 7. latifolia, ale program Structure 2.3.3 zaradil jedince s témito
alelami do skupiny 7. angustifolia. Tyto alely, a také alelu 186 v lokusu TA7, by bylo
potieba osekvenovat a podivat se, co se vtéchto alelach udalo. Pokud v nich doSlo
naptiklad k n¢jakym delecim v oblasti flanking region, mohlo dojit k vyraznému zkraceni
daného mikrosatelitového lokusu a ackoliv by tento lokus nalezel podle délky druhu
T. latifolia, tak ve skutecnosti nalezi druhu 7. angustifolia. Neni prekvapivé, Ze alely, které
se nejCastéji vyskytuji u 7. latifolia a u T. angustifolia, se také nejCastéji vyskytuji
u hybrida.
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5.6 Populace T. latifolia a T. angustifolia

V Evrop€ 1 v Severni Americe je obecné v populacich 7. latifolia mensi ocekdvana
heterozygosita a v populacich 7. angustifolia naopak vétsi. V Ceskych populacich je
u druhu 7. angustifolia ocekdvand heterozygosita 0,60 a u druhu 7. latifolia 0,22.
V ukrajinskych populacich je ocekdvand heterozygosita velmi podobna, u druhu
T. angustifolia 0,49 a u druhu T. latifolia 0,29 (Tsyusko et al. 2005). Populace v Severni
Americe se v tomto také nijak nelisi, ocekévana heterozygosita u druhu 7. angustifolia je
0,43 a u druhu 7. latifolia 0,30 (Kirk et al. 2011). V populacich T. latifolia tedy prevazuji
homozygotni jedinci a v populacich 7. angustifolia naopak heterozygotni jedinci.
V populacich T. angustifolia lze také nalézt vice alel 1 vice unikatnich alel nez
v populacich T. latifolia. Vyssi heterozygosita a vice alel u druhu 7. angustifolia a mensi
heterozygosita a méné¢ alel u druhu 7. latifolia mize opét souviset se zplsobem
rozmnozovani téchto druhli v kombinaci se snizenou alelickou variabilitou pfi cross-
amplifikaciu 7. latifolia.

Tsyusko et al. (2005) nalezli v populacich obou druhli zna¢né mnozstvi klonalnich
jedinct, ackoliv se snazili sbirat vzorky z jedincu rostoucich dal od sebe, aby zabranili
sbéru vzorkl ze stejnych klond. Oba druhy se ovSem velmi hojné rozmnoZuji vegetativné
masivnim ristem oddenkii (Smith 1967) a tento typ rozmnozovani v hustych porostech
orobincii dominuje (Grace & Wetzel 1981a). Slouzi predev§im k lokalni kolonizaci
stanovist’ (McNaughton 1975), protoZze semena nejsou schopnd se v hustych porostech
uchytit a kli¢it (Smith 1967; McNaughton 1968). J4 jsem také v populacich obou druhti
nalezla jedince se stejnymi genotypy, ktefi pravdépodobné piedstavuji klonalni jedince,
ackoliv jsem se snazila zamezit sbéru stejnych klonil tim, Ze jsem sbirala jedince rostouci
minimalné 2 m od sebe. Je tedy moZné, Ze orobince se dokazi pomoci oddenki S§ifit 1 na
vetsi vzdalenosti nez jsou 2 m. Klondlni jedince jsem urcila pouze na zdklad¢ toho, zda
méli shodny genotyp, a nemohu tedy s jistotou fict, zda jsem doopravdy odlisila jednotlivé
klony. Pro jasnou identifikaci klonid je potfeba pouzit statistické vypocty, na zaklade
kterych mizeme fict, Ze dva jedinci se stejnym genotypem nejsou klony a Ze stejné
alelické slozeni maji diky nezavislému sexudlnimu procesu (Psx; Arnaud-Haond 2007).
Cilem této prace nebylo prostudovat klonalni diverzitu 7. latifolia a T. angustifolia, ale
hybridizaci téchto druhti, a tomu byl ptizptisoben 1 design sbéru vzork.

Nezakofenény strom ani analyza hlavnich koordinat neukazala v populacich ani
mezi populacemi 7. latifolia a T. angustifolia zddnou strukturu. Na obou stromech se
populace ze stejnych geografickych populacich nijak vzdjemné neshlukuji a jsou razné
rozptylené, naopak na stejnych vétvich se nachdzi populace zriznych geografickych
oblasti. Na diagramech je vidét velmi podobné pattern, populace ze stejnych
geografickych oblasti jsou rizné rozptylené a nevytvari zadné jasné oddélené shluky.

Naproti tomu ukrajinské populace vytvofily na stromu jasné oddélené vétve podle
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jednotlivych geografickych oblasti (Tsyusko et al. 2005). Je to zptisobené pravdépodobné
tim, ze Tsyusko et al. (2005) odebrali a analyzovali v kazdé populaci mnohem vice vzorkl
nez ja (celkem nasbirali 659 vzorki), navic se jednotlivé populace nachézely na mnohem
vét§im geografickém métitku, od 25 do 700 km. Autofi tak detekovali vysokou genetickou
variabilitu mezi jednotlivymi populacemi a populace se diky tomu velmi dobie odd¢lily
podle jednotlivych geografickych oblasti. Tsyusko et al. (2005) dale pozorovali u populaci
T. latifolia slabou signifikantni korelaci mezi genetickou a geografickou vzdalenosti. To
znamena, ze jedinci si jsou geneticky podobni pouze na velmi malé vzdalenosti. J& jsem
naopak pozorovala slabou signifikantni korelaci u populaci 7. angustifolia, ale pouze na
vnitropopula¢ni Grovni. Tento rozdil mize byt opét ovlivnén vEét§Sim mnozstvim vzorka

odebranych v jednotlivych ukrajinskych populacich.
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6 Zavér

Na zakladé vysledk z analyzy mikrosatelitd jsem zjistila, Ze na uzemi Ceské republiky
dochazi k hybridizaci orobinct 7. latifolia a T. angustifolia. Zda se ale, ze hybridizace neni
prili§ Castd. Z 267 zanalyzovanych jedinct vykazovalo hybridni pattern jen 29 jedinct.
Pouze jeden jedinec byl typicky F1 hybrid, 23 jedinct byli pravdépodobni pokrocili
hybridi a 5 jedinct pravdépodobni zpétni kiizenci k 7. angustifolia. Hybridni jedinci byli
nalezeni v 13 populacich. V Ceskych populacich tedy ptrevazuji spiSe pokrocili hybridi
a zpétni kiizenci. Hybridizace T. latifolia a T. angustifolia byla také podpoiena nekolika
statistickymi vystupy, ve kterych se rodicovské druhy jasné oddé€lily do dvou vzdalenych
skupin a hybridi vytvofili tfeti skupinu.

Na zéklad¢ shlukovani v programu Structure 2.3.3 (Pritchard et al. 2000) jsem
detekovala 81 specifickych alel pro druh 7. angustifolia a 22 specifickych alel pro druh
T. latifolia. Pokrocili hybridi a zpétni kiizenci méli alely obou rodiovskych druhii v rizné
kombinaci, v nékterych lokusech byli hybridni a v nékterych méli obé alely od jednoho
rodi¢ovského druhu. F1 hybridi méli v kazdém lokusu jednu alelu 7. /atifolia a jednu alelu
T. angustifolia

Hybridi se pouze na zdkladé¢ morfologie nedaji od rodiovskych druhti odlisit,
protoze se snimi svymi znaky ptekryvaji. V analyze hlavnich komponent i1 v linearni
diskrimina¢ni analyze se oba rodiCovské druhy jasn¢ oddélily, ale pokroc€ili hybridi
a zpétni ktizenci byli roztrouSeni mezi nimi, pficemzZ vice jich bylo ve shluku
T. angustifolia. Jediny F1 hybrid byl pfesn¢ v intermediarni pozici mezi rodicovskymi
druhy. Déle jsem zjistila, Ze morfologicky vzhled hybridii je zfejmé ovlivnén jejich
alelickym slozenim, které urcuje, jak budou hybridi vypadat. Pokud ma hybrid vice alel
druhu 7. latifolia, tak se podoba vice pravé tomuto druhu a v analyze hlavnich komponent
1 v linearni diskrimina¢ni analyze se pak nachazi ve shluku 7. latifolia. Ma-1i vice alel
T. angustifolia, pak se podoba vice tomuto druhu a nachazi se ve shluku 7. angustifolia.

Jelikoz hybridizace T. latifolia a T. angustifolia neni ptili§ Casta, existuji na tzemi
Ceské republiky néjaké reprodukéni izolaéni bariéry, které brani hojnému kiiZeni téchto
druhtl. Doba kveteni T. latifolia a T. angustifolia se na uzemi Ceské republiky zcela
piekryva, coz hybridizaci téchto druhii umoziuje, a doba kveteni tedy jako reprodukéni
izolacni bariéra neplisobi. A nepusobi zde pravdépodobné ani zadné jiné prezygoticke
reprodukéni izolacni bariéry, které by branily splyvani dvou cizich gamet, protoze pii
pokusném kiizeni téchto druhii se na samiich palicich T. latifolia 1 T. angustifolia
vytvofila hybridni semena, ktera vypadala zcela normaln€ jako semena vznikajici
pfirozené v piirodé. Po zaseti hybridnich semen se ale ukazalo, Ze semena nejsou
zivotaschopna, protoze nevykliCila, coz naznacuje, ze mezidruhovému kiizeni brani né¢jakeé

postzygotické reprodukeni izolaéni bariéry. I piesto ale musi byt nepatrnd cast hybridnich
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semen zivotaschopnd a tato semena se dokazi v populacich uchytit a dat vznik hybridnim
jedinctim.

V budoucnu by bylo velmi zajimavé podivat se, zda k hybridizaci 7. latifolia
a T. angustifolia dochazi 1 na uzemi jinych evropskych stati a jaké mechanismy
hybridizaci brani nebo ji naopak umoziuji. Rovnéz by stdlo za pozornost zjistit, ktery druh
je matetskym rodi¢em Ceskych hybrida a zda k hybridizaci dochéazi ve stejném sméru jako
v Severni Americe, kde je matetskym druhem hybrida 7. angustifolia. V neposledni fad¢
by bylo vhodné zaméfit se na to, pro¢ hybridni semena nekli¢i a co zplsobuje jejich

nezivotaschopnost.
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