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Abstrakt

Piedkladana bakalafska prace shrnuje soucasné poznatky o nejrozsifenéjSim evropském zastupci
rodu Anthoxanthum L.— tomka (Celed” Poaceae), jehoZ taxonomické pojeti je pomérné sloZité
a nejednotné. Je jim polyploidni komplex Anthoxanthum odoratum s. 1. (tomka vonna), skladajici
se ze dvou druhtt - A. odoratum L. a A. alpinum A. & D. Love. Prvni z nich je druh v&tinou
tetraploidni, Siroce rozsifen po celé Evropé s pfesahy do Severni i Jizni Ameriky, Vychodni Aise,
severni Afriky a Australie. Druh A. alpinum je vazan zejména na izemi severni Evropy a horské
systémy stfedni a jiZzni Evropy. U tohoto druhu jsou znamy jak diploidni, tak tetraploidni rostliny.
Otazka pavodu tetraploidi je uspokojivé dokazana, nebot jak studium karyologie, tak
1 enzymatickych systému potvrzuje autopolyploidni ptvod rostlin.

Literarni reSerSe v prvni Casti mé prace pojednava o vyvoji taxonomického hodnoceni
diploidniho cytotypu A. alpinum. Déle jsou zde popsany &tyfi rizné karyotypy rodu Anthoxanthum
odoratum s. 1., jejich rozsifeni, moznosti pivodu rostlin a jejich migrace po Evropé.

Z okruhu populaéni biologie popisuji rozdily mezi A. odoratum a A. alpinum a mozZnosti vymény
geni mezi populacemi 4. odoratum L. s. lat.

V praci jsou uvedeny predpokladané teorie vzniku tetraploidi druhu Anthoxanthum odoratum L.,
unéhoz do souCasnosti nebylo objasnéno, zda vznikly autopolyploidnim ¢i allopolyploidnim
zpusobem.

V experimentalni ¢asti se zabyvam pravé problematikou vzniku tetraploidniho Anthoxanthum
odoratum L. Prozatimni vysledky, jez byly dosazeny analyzou obsahu jaderné DNA pomoci
prutokové cytometrie, se shoduji s hypotézou jeho vzniku hybridizaci mezi 4. alpinum a jinym

diploidnim taxonem z jiZni Evropy, tedy allopolyploidizaci.

Kli¢ova slova: Anthoxanthum odoratum L., A. alpinum A. & D. Love, polyploidni komplex,

autopolyploidizace, allopolyploidizace, pritokova cytometrie



Abstract

Study of Anthoxanthum odoratum complex in Europe

Proposed Bc. Thesis summarizes the current knowledge of the most common European species
of the genus Anthoxanthum L. (family Poaceae) - a taxonomically rather complicated and disunified
polyploid complex Anthoxanthum odoratum s. 1. consisting of A. odoratum L. and A. alpinum
A. & D. Love. The usually tetraploid A. odoratum L. is wide-spread across Europe and found in
North and South America, East Asia, Northern Africa and Australia as well, whereas A. alpinum
(both diploid and tetraploid) is typical for Northern Europe and montane areas of Middle and
Southern Europe. The autopolyploid origin of tetraploid plants of A. alpinum is known and well
documented by studies on caryology and enzymatic systems.

First part of the work (literature search) summarizes the history of taxonomical classification of
diploid cytotype of A. alpinum and describes four different caryotypes of Anthoxanthum
odoratum s. 1., their distribution, origin and migration in Europe. Moreover, differences between A.
odoratum and A. alpinum and possible genetic interchange among A. odoratum L. s. 1. populations
are discussed from the point of view of population biology. Theories of autopolyploid or
allopolyploid origin of tetraploid Anthoxanthum odoratum L. species are summarized as well.
The Experimental part deals with the question of tetraploid Anthoxanthum odoratum L. origin. The
preliminary results obtained from the nuclear DNA content analysis by flow cytometry seem to
confirm the accepted theory of allopolyploid origin of 4. odoratum via hybridisation between two

diploid ancestors — 4. alpinum and another diploid taxon from Southern Europe.

Keywords: Anthoxanthum odoratum L., A. alpinum A. & D. Love, polyploid complex,

autopolyploidization, allopolyploidization, flow cytometry
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1. PFedmluva

V bakalaiské praci jsem se zabyvala, jak z nazvu vyplyva, problematikou okruhu Anthoxanthum
odoratum. Jejim cilem bylo pfedevsim seznamit se s dostupnou literaturou, nasledné pak udaje
uttidit a porovnat. Jiz od 40. let 20. stoleti, kdy bylo zjisté€no, Ze se Anthoxanthum odoratum L. s. 1.
rozpada na diploidni Anthoxanthum alpinum A. & D. Love a tetraploidni Anthoxanthum odoratum
L. s. str, byly oba typy velmi rozmanit¢ hodnoceny, od druhu po typy bez vétsi taxonomické
hodnoty. Vzhledem k pozdg&j$imu objeveni dalSich dvou cytotypil se situace tykajici se tohoto
polyploidniho komplexu stala slozit&jsi, a do dne$ni doby neni vytesena. Udaje od rtiznych autorli

se znaéné 118i.

Doufam, Ze v mé diplomové praci, kterou bych chtéla na tuto navazat, se podafi prispét alespori

dilem k vyfeSeni otazky tykajici se tohoto komplexu druht.




2. Teoreticka ¢ast

2.1 Uvod

Anthoxanthum L. s. str. (Poaceae: Pooideae: Aveneae) je taxonomicky pomérné sloZity
a nejednotny rod ¢itajici 15 (Dahlgren et al. 1985; Nicora & Rugolo de Agrassar 1987, Watson
& Dallwitz 1992), 18 (Claytone &Renvoize 1986), €1 20 (Conert 1988; Watson & Dallwitz 2005)
Jednoletych €1 vytrvalych druhd. Rod je roz§ifen v mirné a arkticko-alpinské oblasti Evropy, Asie
a Afriky (napf. Clayton & Renvoize 1986, Watson & Dallwitz 1992), byl rovnéz zavleen do
Ameriky a Australie (napf. Tovar 1993).

Na uzemi Evropy je popsano 8 druhi tomek, z toho pét vytrvalych druhi patficich do komplexu
Anthoxanthum odoratum a tfi druhy jednoleté (A. gracile Biv., A. aristatum Bois. a A. ovatum Lag.).
Toto rozliSeni vSak neni stoprocentni, nebot’ 4. odoratum se miZe chovat jako druh jednolety,
a byly nalezeny dvouleté rostliny druhli A. aristatum a A. ovatum (Borril 1962; Hedberg 1964). Ani
morfologické odliSeni rostlin neni ve vétSiné pfipadi jednozna¢né (napf. Tutin 1980;
Lopez- Gonzales 1994, Pimentel & Sahuquillo 2003a).

Zatimco jednoleté taxony jsou diploidni (2n = 10) a jsou rozSifené v mediteranni oblasti (Tutin
1980, Pignatti 1982), druhy vytrvalé jsou diploidni i polyploidi s lokalnim i §ir§im vyskytem
(Conert 1988).

Co se vytrvalych druhti tyce, nejrozsifen€j$im zastupcem rodu v Evropé je polyploidni komplex
Anthoxanthum odoratum s. 1. Jde o komplex dvou tradi€né rozliSovanych druhid, z nichz druh
A. odoratum L. - tomka vonna (2n = 20) - je Siroce rozsifen po téméf celé Evropé (Hedberg 1967)
s pfesahy do Severni i JiZzni Ameriky, Japonska, severni Afriky a Australie.

Druh 4. alpinum A Love & D. Love (v&tsinou 2n = 10) je vazan zejména na uzemi horskych
systéml stfedni a jizni Evropy (Conert 1985), dale se vyskytuje vice ¢i méné souvisle od
Skandinavie pies Sibif aZ po Japonsko (Hedberg 1986, 1990).

Prvotné byly oba druhy vymezeny poctem chromozému (ploidii) stim, Ze diploidni stupen
pfedstavuje 4. alpinum (2n = 10) a tetraploidni stupeni A. odoratum (2n = 20) (Love & Love 1948).
Pozdégji byla zjisténa i dobra morfolgicka diferenciace obou druhii, nebot’ 4. alpinum se vyznacuje
ptitomnosti hackovitych chlupi na pluchéach fertilnich kvétl, zatimco u druhu A4. odoratum tyto
chlupy chybi (Mayova 1982; Bogenrieder & von Stietencron 1985). Nicméné pravé uprednostnéni
morfologickych znaki nad znaky karyologickymi vedlo pozdé€ji k zavérim, Ze oba druhy
piedstavuji komplexy diploidnich i tetraploidnich rostlin, nebot byly ve Svycarském predalpi
nalezeny tetraploidni rostliny s hackovitymi chlupy (pfifazeny k druhu A4. alpinum, Felber 1986)



anaopak v jizni Evropé€ diploidni rostliny bez hackovitych chlupl (pfifazeny k 4. odoratum,
Hedberg 1986, Felber 1987). U druhu A4. alpinum je otazka pivodu tetraploidid uspokojivé
dokazana, nebot jak studium karyologie (Teppner 1970, Hedberg 1970 a 1986), tak
1 enzymatickych systému (Zeroual-Humbert-Droz & Felber 1999) potvrzuje autopolyploidni ptivod
tetraploidnich rostlin. Na druhé stran€ se predpoklada, Ze tetraploidni rostliny duhu A. odoratum
vznikly hybridizaci mezi 4. alpinum a jinym diploidnim taxonem z jizni Evropy (Hedberg 1986),
a jsou tedy allopolyploidniho ptivodu. Diskutabilni je moZnost autopolyploidniho ptvodu téchto
rostlin z hypotetického jthoevropského ancestralniho taxonu (Felber 1986), nebot’ tento pfedpoklad

nebyl dosud experimentalné ovéren, a naopak je nékterymi studiemi vyvracen (Hedberg 1986).

Dalsi vytrvalé druhy Evropy:

A. amarum BroT. — vysoce polyploidni taxon (2n = 86, 88, 90), endemit v SZ ¢asti Pyrenejského
poloostrova (Fernandes & Queiros 1969, Teppner 2002), ¢asto uvadén jako subspecie €i varieta
A. odoratum (Fernandes & Queirds 1969), jemuz je po morfologické (Pimentel et al. 2007a)
1 genetické (Pimentel et al. 2007b) strance blizce ptibuzny.

A. maderense TeppNER — nedavno popsany diploidni taxon (2n = 10) vyskytujici se na Madeire
(Teppner 1998), morofologicky podobny A. odoratum, v soucasné dobé s ne pfili§ znamymi
taxonomickymi vztahy k ostatnim druhtim.

A. pauciflorum Apamovic — endemit jiZni ¢asti Balkanu, zatim neprobadany.

2.2 Popis rostlin z iizemi CR:

Na naSem uzemi se problematikou odliSeni 4. odoratum a A. alpinum po morfologické strance
podrobné zabyvala ve své diplomové praci M. Mayova (1982).

Nasledujici prehled znak je prevzat z Dostalovy Nové kvéteny CSSR (Dostal, 1989) a doplnén
poznatky Mayové. Stejné znaky lze dnes nalézt v Kli¢i ke kvétené Ceské republiky (Kubat 2002).

Spole¢né znaky:

rostliny: vytrvalé, husté trsnaté, s ¢etnymi nekvetoucimi riiZicemi listl

stébla: cetna, nevétvena, pfima, 10-50 (100) cm vysoka, hladka, fidce listnata

listy: pochvy hladké, jazyéek utaty, ouska vyvinuta, Cepele 2-8 mm Siroké

- kvétenstvi: stazena lata podlouhle valcovita, husta, klasky z boku smacklé, se dvéma
sterilnimi a1 vrcholovym oboupohlavnym kvétem (A2, blizny nitkovité), plevy blanité,
prusvitné, pluchy sterilnich kvéti blanité, osinaté, lodikuly chybé;i

— obilka: okorala



Anthoxanthum odoratum
- listy: Cepele alespori na lici fidce chlupaté, 4-8 mm $iroké, 1 za sucha ploché
- kvétenstvi: lata az 9 cm dlouh4, plevy drsné, nelesklé, fidce chlupaté, nékdy se zoubky na
kylu, pluchy sterilnich kvétd clupaté, chlupy dosahuji nebo pfesahuji vrchol pluchy, pluchy a
plusky fertilnich kvétt hladké, lesklé, ztidka chlupaté

Anthoxanthum alpinum
- rostliny: celkové mensi vzrist oproti A. odoratum
- listy: Cepele lysé, jen na bazi na ouskach brvité, 2-4 mm $iroké, za sucha svinuté
- kvétenstvi: lata 2-3 cm dlouh4, plevy bez chlupl a zoubkil na kylu, pluchy sterilnich kvétt
chlupaté, chlupy nedosahuji k vrcholu, pluchy a plusky fertilnich kvétd drsné, nelesklé, nékdy

chlupaté

(povrch pluchy a plusky fertilniho kvétu lze snadno sledovat pod binokularni lupou na obilkach
- chrani j1 v dobé zralosti; drsnost je podminéna pfitomnosti drobnych hackovitych chlupt, hladkost

a lesklost jejich nepritomnosti)

2.3 Karyologické poznatky

Zakladni chromozomové Cislo v rodé Anthoxanthum je 5. Vzhledem k tomuto &islu bylo
A. odoratum popsané Linéem znamo pouze jako tetraploidni rostlina, tj. s 20 chromozomy
(Katerman, 1931). V roce 1942 Ostergen zjistil, Ze v ramci tohoto druhu existuji rovnéz jedinci
diploidni (Ostergen 1942). V roce 1948 popsali A. a D. Love diploidni rostliny jako druh
Anthoxanthum alpinum, jméno Anthoxanthum odoratum L. bylo ponechano rostlindm

tetraploidnim. Dal$i vyzkumy pozdé&ji ukazaly, Ze je situace o néco sloZité;jsi.

V dalSim textu je terminem ,cytotyp oznaovan podet chromozomalnich sad dané rostliny,
terminem , karyotyp“ se rozumi sady chromozomi s uréitymi morfologickymi znaky.

V soucasné dobé jsou v ramci kazdého cytotypu (diploidniho i tetraploidniho) znamy dva rtizné
karyotypy. Chromozomy jednoho karyotypu morfologicky neodpovidaji chromozomim karyotypu
druhého.

Hlavnim rozliSovacim znakem mezi karyotypy je u obou cytotypll stavba satelitnich

chromozomu (tj. chromozomu skladajicich se ze tfi ¢asti) (Hedberg 1986).



Typy satelitnich chromozomua vyskytujicih se v ramci A.odoratum L. s. lat. ukazuje obrazek,
prevzaty od I. Hedberg (1986):

! D .
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2.3.1 Karyotypy diploidniho cytotypu (dle Hedberg 1986, 1990)

Boredini karyotyp (Anthoxanthum alpinum A. & D. Love): satelitni chromozomy typu D

Cely karyotyp obsahuje 1 par satelitnich chromozomi, 3 pary submetacentrickych chromozom,

1 par malych metacentrickych chromozomu.

Mediterdnni karyotyp: satelitni chromozomy typu A, B
Cely karyotyp obsahuje 2 pary satelitnich chromozomi (A, B v riznych kombinacich), 2 pary

submetacentrickych chromozom1, 1 par velkych metacentrickych chromozom.



2.3.2 Karyotypy tetraploidniho cytotypu (dle Hedberg 1986, 1990)

Karyotyp I (Anthoxanthum odoratum L .): satelitni chromozomy A, B, D

V sadé chromozomi tohoto karyotypu je mozZno rozlisit dvé skupiny chromozomi, z nichZ jedna
odpovida chromozomim diploidniho borealniho karyotypu, druhd chromozomiim mediteranniho
karyotypu.

V ramci karyotypu existuje urcitd variabilita v poctu satelitnich chromozomi, pfi¢inou tohoto
jevu je ztrata jedné z Casti satelitniho chromosomu, ¢imZ je chromozom pfemén na chromozom
Jiného typu. Cely karyotyp obsahuje 4-6 satelitnich chromozomi, 12-10 submetacentrickych
chromozomii, 4 metacentrické chromozomy riznych velikosti (neobsahuje 4 stejné sady

chromozomti).

Karyotyp 11 (tetraploidni Anthoxanthum alpinum): satelitni chromozomy pouze typu D

Karyotyp obsahuje 4 stejné sady chromozomti, jeZ odpovidaji chromozomim diploidniho
borealniho karyotypu.

Cely karyotyp obsahuje: 4 satelitni D chromozomy, 4 malé metacentrické chromozomy (nikdy
ne velké), 12 submetacentrickych chromozom.

Objevem dvou riznych karyotypti v ramci tetraploidniho cytotypu byly vysvétleny rozpory
4 podobné sady chromozomi, zatimco Jones (1964) uvadél, Ze 4 sady chromozomi nemaji

podobnou morfologii.



2.4 Vyvoj taxonomického hodnoceni diploidniho cytotypu

Od doby, kdy bylo popsano A. alpinum A.Love & D. Love jako druh (1948) a postupng
zkoumany rozliSovaci znaky mezi nim a A. odoratum, setkavame se u riznych autori s velmi

rozmanitym hodnocenim obou typt.

Jako druh hodnoti A. alpinum A. & D. Love Tutin (1950), Hadag et Haskova (1956), Skalinska,
Banach-Pogan, Wcisto et al. (1957), Rozmus (1958 a 1960), Borrill (1962), K. Jones (1962),
Madalski a Servatka (1963), Tateoka (1966), Teppner (1969 a 1970), Kiem (1974), Felber (1986,

1987, 1988a, 1988b), do soucasnosti az na nize uvedené vyjimky vsichni.

Za subspecii povaZovali diploidni cytotyp: A. Love (1945), Bocher (1961), B.M.G. Jones
a Melderis (1964).

Hedberg se ve svych pracich kloni k nazvu , diploidni odoratum®.

Ve viech vySe uvedenych ptipadech, kdy je 4. alpinum hodnoceno jako poddruh, mluvi autofi
o druhu 4. odoratum se dvéma poddruhy: subsp. odoratum a subsp. alpinum. Ponechavaji stranou
otazku A. nipponicum Honpa. Teprve Tateoka (1966) se zmifiuje o mozné identité¢ A. alpinum
a A. nipponicum. AvSak Tzelev se domniva, Ze nejde o totozné taxony. Uvadi je oba jako
samostatné poddruhy druhu 4. odoratum, tedy subsp. alpinum (A. & D. Love) Jones ET MELDERIS
a subsp. nipponicum (Honpa) TzeLev kromé typové supsp. odoratum (Tzelev 1967 a 1976). Jinym
zplisobem feSi problematiku Schubert et al. (in Rothmaler 1976), ktefi uvadéji horské diploidni
rostliny ze stfedni Evropy pod jménem A. nipponicum Honpa a A. alpinum A. & D. Love uvadgji

v zavorce jako synonymum. Ziejmeé se domnivaji, Ze se jedna o zcela nebo témér totozné taxony.

K ur¢itému kompromisnimu feseni pfistoupil Smejkal (1980). Uvadi diploidni rostliny z Moravy
jako “A. nipponicum Honpa subsp. alpinum (A. & D. Love) SMeikaL ined.”, tedy v ramci diploidniho
A. nipponicum Honpa rozliSuje dvé subspecie. Tetraploidni 4. odoratum povaZuje za samostatny
druh.

V ostrém protikladu se v§emi predchozimi autory, snad aZ s ¢aste¢nou vyjimkou Hedbergové, je
nové Tutinovo stanovisko k problematice (Tutin 1980). Domniva se, Ze v ramci Evropy neni mozné
uvnitf druhu 4. odoratum L. rozliSovat viibec ani subspecie. K tomuto stanovisku se vratili 1 autofi
nejnovéjSiho clanku (Pimentel & Sahuquillo 2008), ktefi navrhuji na zakladé provedenych

molekuldrnich a morfometrickych analyz spojeni 4. odoratum a A. alpinum do jednoho druhu.

V priloze v tabulce ¢. 3 je shrnuto pojmenovini ¢tyfech znamych cytotypd A. odoratum

a A. alpinum od riznych autori (pfevzato z Hedberg 1990).



2.5 Pribéh meiozy

V popisu priabéhu meiozy se v zasadé vSichni autofi shoduji jak u diploidnich, tak
u tetraploidnich rostlin.

Diploidni rostliny studovali K. Jones (1962, 1964) a 1. Hedberg (1970a). Podle jejich pozorovani
se pii meiotickém déleni buriek vytvareji bivalenty; Hedberg zaznamenala v nékolika pfipadech
i1tvorbu univalenti. Rozchod chromozomii do dcefinnych bunék je vétSinou pravidelny, jen
vyjimeéné vznikaji inverzni mastky.

Obg tyto studie byly uskuteénény jesté pred definitnim rozpoznanim dvou riiznych diploidnich
karyotypt (Hedberg 1986), nicméné Jones tato pozorovani provadél na materialu z Britskych
ostrovi, je tedy diuvod pfedpokladat, Ze se jednalo o borealni karyotyp. 1. Hedberg ve své studii
uvedla typ satelitnich chromozomi, ktery se ve zkoumaném materidlu vyskytoval. Ve v3ech
pfipadech se jednalo o typ D, tzn. §lo rovnéz o borealni karyotyp.

Meiozi tetraploidnich jedinct se kromé& Jonese (Jones 1964) a Hedberg (1970a) zabyvali napf.
Katterman (1931), Parthasarathy (1939), Ostergen (1942). Vysledky jejich pozorovani je moZno
shrnout takto: misto bivalentd se vytvareji tetravalenty, v nékterych piipadech 1 multivalenty
vys§iho fadu. U nékterych jedinct probihd rozchod chromozomi bez poruch, u jinych je mozZno
pozorovat inverzni mustky a jiné nepravidelnosti.

Vytvafeni multivalent vysvétluji strukturalnimi zménami (pfestavby chromozomil), které vedou
ke vzniku homologickych mist i u nehomolognich chromozomi a naslednému nespravnému
parovani.

I. Hedberg v dobé svého vyzkumu uz védéla o existenci dvou tetraploidnich karyotypti, mohla se
proto zaméfit i na zjiSténi rozdilt v prib€hu meidzy mezi t€émito karyotypy.

Dosla k zavéru, Ze meiotické déleni probiha u obou typd v podstaté stejné s jedinym rozdilem:
u karyotypu II (4 stejné sady chromozomti) se multivalenty vyssiho fadu vyskytuji v mensi mife nez
u karyotypu L.

K. Jones (1964) se tvorbou tetravalentd a vys$§ich multivalenti zabyval detailnéji. (Podle
morfologie chromozomii dospél k nazoru, Ze tetraploid vznikl spojenim dvou riznych diploidi).
U tetravalentl existuji 3 spojeni chromozomi, av$ak pouze u jediného dochazi k rozchodu
chromozomu tak, aby kazda dcefinna buiika ziskala kompletni sadu chromozomt od kazdého
diploidniho rodi¢e. Podle zdkond pravdépodobnosti by k takovémuto spojeni chromozomi mélo
dochazet pouze ve tietiné piipadi. Jones vSak zjistil, Ze se vyskytuje v 90% pripadd. Tento jev lze
podle néj vysvétlit selekci ve prospéch uvedeného spojeni chromozomi (nedochazi ke

snizovani fertility v disledku vyvazeného genomu). U multivalenti je situace obdobna.



2.6 Teorie vzniku tetraploidi (4. odoratum L. s. lat.)

Nazori na vznik tetraploidi bylo publikovano vice, ale v podstaté se daji shrnout do dvou
skupin: autopolyploidizace, anebo allopolyploidizace. Zastanci prvni hypotézy tvrdi, Ze doslo ke
zdvojeni sady chromozomii jednoho diploida, naproti tomu druha skupina se domniva, Ze doslo ke
zkfiZeni dvou riznych diploidu.

1.6.1 Autopolyploidizace

O autopolyploidizaci se zatalo uvazovat mnohem dfive neZ o druhém zpisobu: Katterman
(1931), Parthasarathy (1939) a Ostergen (1942) tento nazor vyslovili na zakladé pozorovani
pribéhu meidzy — tvorba tetravalentt je typickym jevem u autotetraploidi, protoZe v jejich genomu
se vyskytuji vZdy Etvetice homolognich chromozomu.

Hedberg (1967) tuto hypotézu podpofila na zakladé vyskytu triploidnich jedincl v Ccisté
diploidnich populacich, a moZnosti vzniku tetraploida splynutim neredukované triploidni gamety
s normalni haploidni gametou. Tato udalost probéhla b&hem jejiho experimentu. V roce 1970,
s objevem dvou tetraploidnich karyotypd, publikovala I. Hedberg hypotézu, Ze karyotyp II (4 stejné
sady chromozomi) vznikl pfimo autotetraploidizaci do té doby jediného znamého (borealniho)
diploida (Hedberg 1970a). Karyotyp I je pak moZno od karyotypu II odvodit pfestavbami
chromozomi. V témZe roce uvefejnila pozménénou variantu hypotézy — karyotyp I vznikl
hybridizaci odli$nych ekotypt téhoz diploida (Hedberg 1970b). Po zvefejnéni objevu dvou
diploidnich karyotypd publikoval F. Felber v roce 1986 dal$i moZnost vzniku obou tetraploidi:
z diploidniho borealniho alpina vznikl zdvojenim chromozomi tetraploidni karyotyp II,
z mediteranniho diploida vznikl tetraploid karyotypu I. Pfitom oba diploidni karyotypy vznikly

z jednoho spole¢ného predka a postupnou speciaci se diferenciovaly.
2.6.2 Allopolyploidizace

Jako prvni pfiSel s mySlenkou hybridniho ptivodu tetraploida Borrill v roce 1963. V té dobé byl
znam pouze jeden diploid (borealni), a o riznych karyotypech tetraploida se nevédélo. Borrill se
domnival, Ze doSlo ke zkfiZeni diploida s rostlinou patfici do komplexu A. ovatum — aristatum
(Borrill 1963). Dospél k tomu na zakladé morfologickych vyzkumi: znaky spole¢né s diploidem —
rostliny vytrvalé, nevétvici se fertilni stébla; znak spole¢ny s komplexem ovatum — aristatum: odéni
rostlin.

Pro ovéfeni jeho zavéri provedl Jones morfologickou studii chromozomu a dospél ke stejnému
nazoru (Jones 1964). Ve svém materialu nenasel jedince, ktery by mél 4 stejné sady chromozomtl,

na zakladé ¢ehoz vyloug¢il mozZnost autotetraploidizace. Navic uverejnil n€kolik moZnosti, jak mohl
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tetraploid vzniknout ( ve vSech ptipadech nutno predpokladat zdvojeni sady chromozomi nasledné
po zkfiZeni, anebo splynuti dvou neredukovanych gamet):

(borealni) diploid x A. ovatum

(borealni) diploid x krétsky diploid

A. ovatum x krétsky diploid.

(Jones pfi svych karyologickych vyzkumech zaznamenal existenci diploida odliSného karyotypu
a jako prvni pfipustil, Ze by tento diploid mohl hrat néjakou roli pfi vzniku tetraploida, néjakou
dobu v3ak jesté trvalo, nez byla existence daliho diploida vzata na védomi; pozdé€ji se ukazalo, Ze
Jonestv krétsky diploid je zfeymé totoZny s mediterannim diploidem (Hedberg 1986)).

Dalsi nazor na vznik tetraploida hybridizaci uvetejnil v roce 1970 Teppner. Podle néj doslo ke
zkfiZeni diploida podobného tetraploidu s hypotetickym diploidem podobnym doposud znamému
diploidu (tj. borealnimu). (RovnéZ Teppner védél o existenci jiného diploida ze svych studii
Jihoevropského materialu.)

S dalsi hypotézou pfisla 1. Hedberg v roce 1986, kdyz uz byla existence dvou karyotypi
u diploida 1 tetraploida plné prokazana. Na zakladé studia morfologie chromozomi obou diploidd
1 tetraploidd dosla k nazoru, Ze karyotyp I mohl vzniknout zkiiZzenim borealniho a mediteranniho
diploida (tuto moznost navrhl uz v roce 1964 Jones). Zarovein ale Hedberg nevyloudila moZnost
vzniku karyotypu I autotetraploidizaci. (Na pavod karyotypu II nezménila od r. 1970 nazor, viz vySe
oddil Autopolyploidizace.)

2.6.3 Hybridizacni experimenty

Pro doloZeni hypotéz o hybridnim pivodu tetraploida bylo uskute¢néno nékolik experimentfl, pfi

nichZ byl sledovan vzhled a chovani kiiZenct a jejich umélych (kolchicinovych) tetraploidi.

K¥iZeni A. ovatum x (borealni) diploid

Tyto pokusy uskute¢nili M. Borrill a K. Jones. Borrill sledoval, do jaké miry jsou dané rostliny
schopny vytvorit kiiZzence. Ukazalo se, Ze je to pomérné obtizné (Borill 1962, 1963). Allotetraploid
ziskany pomoci kolchicinu byl vzhledem podobny pfirozenému tetraploidu (pfitomnost odéni,
nevétvici se fertilni stébla, vytrvaly). Na rozdil od néj mél vSak velice nizkou kli€ivost semen
(polovicni oproti pfirozenému tetraploidu) - pro tento jev naSel vysvétleni Jones — selekce ve
prospéch kvalitativné pravidelného rozchodu tetravalent (Jones 1964). Jones sledoval u kfiZzencl
mei6zy (Jones 1962, 1964). U diploidnich rostlin zaznamenal vyskyt multivalent, umély tetraploid
(opét ziskany pomoci kolchicinu) vytvarel tetravalenty i multivalenty vy$§iho fadu. Meiotické

déleni umélého tetraploida tedy probihalo velice podobné jako u tetraploida pfirozeného.
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Kv¥iZeni A. aristatum x (boreailni) diploid
Experimenty uskutecnili rovnéZ M. Borrill a K. Jones (Borrill 1963, Jones 1964). Oba dosli
k podobnym zavérim jako v pfipadé pfedchoziho kfiZzence (vzhled a pribéh meidzy umélého

tetraploida se nelisi od pfirozeného tetraploida).

2.7 RozsifFeni jednotlivych karyotypt

Borealni diploid - (Athoxanthum alpinum A. & D. Love)
Tento cytotyp se vyskytuje v oblasti hlavnich horskych eurasijskych masivi od Japonska po Alpy.
Také je pritomny ve Skandinavii, na Islandu a v Gréonsku. Jedna se tedy o arkticko-alpinsky areal.

V roce 1993 byl poprvé zaznamenan na Korsice (Felber 1993), chybi na Sicilii, Krété a v severni
Africe, prestoze se vyskytuje ve stejné zemépisné Sifce €i o néco severn€ji v Apeninach, na Balkané
a v Turecku.

Seznam studii s rozSifenim z jednotlivych stat (Felber 1987) naleznete v pfiloze v tabulce €. 2.

Mediteranni diploid

Tento karyotyp zfejm&€ poprvé pozoroval Jones, v literatufe se o ném zmiruje jako
o ,,nepojmenovaném druhu z Kréty* (Jones 1964). Dale je tento karyotyp uvadén z Italie (Bocher
1961, Sicilie; Teppner 1970), z tizemi byvalé Jugoslavie (Teppner 1970), z Recka (Jones 1964,
Kréta, Hedberg, 1986), Bulharska (Pundeva 1974, Pyndeva 1975), jihu Francie (Felber 1988a)
a z Korsiky (de Litardiere 1949, Contandriopoulos 1962; Grossetéte 1982; Felber 1993).

Tetraploid karyotypu I - (Anthoxanthum odoratum L.)

Areal vyskytu tohoto karyotypu se prakticky shoduje s vyskytem druhu A. odoratum L. (Hedberg
1970a, 1986, 1990). Ten je Siroce rozsifen po celé Evropé, chybi pouze ve vysSich horskych
polohach (Hedberg 1967, 1969, Rozmus 1958).

Seznam studii s roz§ifenim z jednotlivych statti (Felber 1987) naleznete v pfiloze v tabulce ¢. 3.
Tetraploid karyotypu II (tetraploidni Anthoxanthum alpinum)

Podle dosavadnich vyzkumi neni areal vyskytu karyotypu II pfili§ rozsahly. Je uvadén z Polska
(Rozmus 1958), z Francie (Teppner 1970, Felber 1988a) a ze Svycarska (Hedberg 1970a).
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2.8 Piivod druhii (1. &ast podle Felber 1987)

Vznik celedi Poaceae je datovan do paleocénu, vice $ifit se ale zacala pravdépodobné aZ ke
konci oligocénu a v miocénu (Stanley 1986). Rod Anthoxanthum se tedy ziejmé diferencoval béhem
prvni poloviny tfetihor.

Podle Felberovy nepublikované dizertatni prace A. alpinum vzniklo na vychodé kvili
ptibuznostosti zapadoevropskych a vychodoasijskych populaci, stejné jako zapadnimu rozsifeni
tetraploida. A. alpinum se mohlo diferenciovat napf. ve starych horach stfedni ¢i vychodni Asie, kde
se zrodila ¢ast orofilnich druhti Alp (Landolt 1986).

Pivod  diploidniho A4. odoratum zistava podle néj na rozfeSeni sloZit€j§im. Oproti
tetraploidnimu cytotypu je rozsifeno vice na zapad€ a na jihu, coz hovori téZ pro pivodni stfedo- ¢i
vychodoasijsky plivod. Pokud je tato hypotéza spravna, musely se tyto dva taxony odli$it postupnou
speciaci ze spole¢ného piedka.

Co se evropského rozsifeni tyce, Felber piSe, Ze migrace A. alpinum z Asie do Evropy musela
kvili klimatu a pohybim litosférickych desek probéhnout na konci tfetihor. Felber nezaznamenal
A. alpinum v Pyrenejich a Siefe Nevadé¢, jen na Balkané, v Alpach a ¢asti Centralniho masivu ve
Francii, coZ ho pfivedlo k myS$lence o nedavné imigraci tohoto taxonu. Navic proti migraci na
dlouhou vzdalenost hovofi absence tohoto cytotypu na Sicilii, Krété a v severni Africe. Felber tedy
pfedpoklada, Ze se taxon dostal do Evropy pozd€ji nez v messienu, kdy definitivné zmizely
pozemni mosty mezi stfedozemnimi ostrovy a evropskym a africkym kontinentem, a stejné tak
pozdéj1 nez v pliocénu, kdy doslo k pfipojeni El Rifu k Africe (Stanley & Wezel 1985).

A. alpinum mohlo podle néj piijit do Evropy dvéma cestami:

- severskou od oblasti feky Angary pfes Sibif, kde je tato tomka stale pfitomna;, do Alp

a nasledné do dalSich hor Evropy se dostala diky migraci k jihu s ostatni arktickou kvétenou
b&hem Etvrtohorniho zalednéni

- JiZni cestou ze Stfedni Asie postupné pfes Kavkaz, Turecko, Balkan, a pak do Karpat a Alp

béhem zalednéni

Felber se nepfiklani ani k jedné moZnosti, pro severskou cestu mluvi velikost severského arealu
(zapadni Sibif, Skandinavie, Island, Gronsko), pro jizni pak pfitomnost tomky na Kavkaze
a v horach Malé Asie, stejné jako zapadni vyskyt polyploidu.

Co se polyploidizace ty€e, mysli si, Ze ur¢ité prob&hla az po té, co se rostliny dostaly do Alp,
tudiZ je na cesté€ z Vychodu nezavisla.

Co se vyskytu A. alpinum v Japonsku tyce, mysli si, Ze se tam dostalo migraci ze stfedni ¢i

vychodni Asie smérem na vychod.

13



O diploidnim cytotypu 4. odoratum a jeho cesté¢ do Evropy se Felber domniva, Ze vzhledem
k tomu, Ze se A. odoratum vyskytuje v Pyrenejich, severni Africe a na sttedozemnich ostrovech, kde
A. alpinum chybi, probéhla jeho imigrace diive nez u 4. alpinum.

Do Evropy se musela tato diploidni tomka (4. odoratum) rozsitit ptes Stiedozemi, kromé toho
sem musela domigrovat v epose, kdy bylo v Evropé podnebi pomérné blizké dnesku, aby se zde
mohla uchytit.

O ptichodu rodu Anthoxanthum na Island a do Grénska se mu nejpravdépodobnéjsi cestou jevi
Sifeni diaspor na dlouhou vzdalenost, nebo zavle¢eni diaspor ¢lovékem v nedavné dobé, nebot
kontinentalni most mezi Evropou a Severni Amerikou existoval do eocénu, kdy je datovano
odtrZeni Gronska a Evropy (Cox et Moore 1985), coZ je dfive, nez udavany vznik celedi Poaceae
(Stanley 1986).

Fylogeografii 4. alpinum a A. odoratum se téZz zabyvali ve stvé studii z roku 2007(b)
M. Pimentel, E. Sahuquilllo a P. Catalan. Pomoci metody AFLP srovnavali rostliny z Madeiry,
Pyrenejského poloostrova, Alp, Sudet, Skandinavie a Malty.

Jejich vysledky jsou v pfiloze na obrazku €. 3.

Jako zvlastni se jevi naprosta odliSnost A. gracile, spojena ziejmé s jeho dlouhou izolaci od dob
miocénu, kdy byly nékteré rostlinné rody nuceny rychle se pfesunout do Stfedozemi kvili suchému
podnebi (Bocquet et al. 1978; Kellogg 2001). Jako druhy krok diverzifikace se jevi oddéleni
vytrvalych druht, kde 4. maderense tvoti samostatnou vétev (coz mizZe zobrazovat jeho izolaci
a dfivéj§i vznik), od jednoletych druhd. Posledni diferenciace mezi vytrvalymi taxony probéhla
podle autori zfejmé v dobé klimatickych zmén pliocénu a pleistocénu. Diky svym vysledkiim se
domnivaji, Ze je A. alpinum plvodng&jsi taxon, neZ tetraploidni A. odoratum a 17-18ploidni
A. amarum.

Vzhledem k tomu, Ze objevili relativné uzky vztah mezi populacemi A. alpinum z Alp a Sudet,
usuzuji na rekolonizaci téchto mist (v dobach meziledovych) severnim smérem. Diky objeveni vétsi
diverzity populaci v zapadnich Alpach usuzuji na to, Ze rostliny pfeckavaly v dobach ledovych
v subalpinském refugiu pravé v téchto mistech. Na druhou stranu populace ze Skandinavie
nevykazuji signifikantni pfibuznost s alpskymi a sudetskymi populacemi, coZ ukazuje na teoreticky
vyskyt zony, kde by se jizni a potencidlni vychodni populace setkaly. Vzhledem k vyskytu
A. alpinum v Japonsku se autof1 zminuji o piedpokladaném refugiu v zépadni Asii, ze kterého se
mohly rostliny dostat 1 do severni Skandinavie.

Co se tetraploidniho cytotypu 4. odoratum tyce, populace z Pyrenejského poloostrova nejevi

priliSné znamky pribuznosti se sudetskymi a alpskymi populacemi, kdeZto se skandinavskymi ano,
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coZ ukazuje na kolonizaci od Atlantiku smérem na vychod. Autofi predpokladaji, Ze mohl
Pyrenejsky poloostrov slouZit pro 4. odoratum jako refugium.

Vzhledem k vétsi odliSnosti populaci u A. alpinum nez u A. odoratum se autofi domnivaji, Ze se
A. alpinum dostalo na sva mista vyskytu dfive a Ze seversky postup ze zapadnich Alp do Sudet
trval pfes dvé rizna ledova obdobi. V tom prvnim A. alpinum obsadilo niZiny, a kdyZ se oteplilo,
vysplhalo se do hor. V druhé fazi mohlo A. odoratum kolonizovat uzemi, ktera A. alpinum opustilo.

Tomuto predpokladu nasvédCuji ptivodni ostré hranice mezi témito taxony v daném arealu
vyskytu (Bogenrieder et al. 1993; Flegrova & Krahulec 1999), které se postupem €asu diky lidské
¢innosti ztraceji (Hedberg 1967).

2.9 Populaéni biologie

2.9.1 Rozdily mezi A. odoratum a A. alpinum

Rozdily v délce Zivota trsi A. odoratum a A. alpinum a v kveteni studoval v experimentalni
zahradé Bocher (1961).

Délka Zivota trsti diploida byla vyrazné kratsi — trsy odumfely po dvou letech, zatimco vétSina
trsti tetraploida Zila nejméné 3 roky.

Rozdily byly i v kveteni — diploidni trsy kvetly ve velkém mnoZstvi druhy rok (v prvnim malo),
tetraploidni kvetly malo v obou letech. Bocher zjistil rozdily 1 v podzimnim kveteni. U diploidt se
druhé kveteni nevyskytovalo, zatimco u tetraploidii ano, ale pouze u niZinnych. U montannich
tetraploidd se podzimni kveteni rovnéz nevyskytovalo.

Hedberg a Felber sledovali ¢asové rozdily v kveteni (borealniho) diploida a tetraploida. Hedberg
(1967) zjistila, Ze diploidni rostliny kvetou dfive nez tetraploidni (po roénim péstovani ve stejnych
podminkéch). Felber (1988b) pfi svém vyzkumu uz oviem védél o existenci dvou diploidi a dvou
tetraploidd, proto porovnaval vSechny 4 typy. Zjistil, Ze borealni diploid a tetraploid karyotypu II
(vjeho pojeti diploidni a tetraploidni alpinum) kvetou dfive neZ druhé dva typy (diploidni
a tetraploidni odoratum).

Bogenrieder et al. (1993) se zabyval rozdily mezi A. odoratum a A. alpinum na fyziologické
urovni. Péstovali rostliny obou druhii pfi riznych teplotach (5°C, 15°C, 25°C) a sledovali jejich
fotosyntetickou aktivitu. Ve vSech teplotnich rezimech byla fotosyntetickd aktivita vyS3si

u A. odoratum.
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2.9.2 Vyména genii mezi populacemi A. odoratum L. s. Lat.

Hedberg (1967) zjistila, Ze v pfirodnich populacich dochazi spontanné ke vzniku tetraploidnich
semen, a to v populacich gist& diploidnich i ve smiSenych. Toto zjidténi uinila ve Svédsku, kde
zkoumala rozloZeni A. alpinum a A. odoratum, v té dobé pouze dvou znamych cytotypt
(diploidniho A4. alpinum a tetraploidniho A. odoratum).

Ke vzniku triploidi dochazi podle Hedberg dvéma riiznymi zplsoby. 1. spojenim neredukované
gamety diploida (n = 10) s normalni redukovanou gametou (n = 5); 2. spojenim redukovanych
gamet diploida (n = 5) a tetraploida (n = 10). Je zfeymé, Ze v Cisté diploidnich populacich je mozny
pouze prvni zptisob, ve smiSenych probihaji oba.

Hedberg provedla rovnéz fadu experimentd se ziskanim umélého triploida (Hedberg 1967,
1970a). KfiZeni, ve kterych byl jako samici jedinec pouZit diploid, nebyla pfili§ uspésna, nicméné
nékolik triploidi se podafilo ziskat. V opaéném sméru triploidni semena viibec nevznikla s jedinou
vyjimkou - jako sami¢i jedinec byla pouZita rostlina karyotypu II (se 4 stejnymi sadami
identickymi s chromozomy diploida). V tomto pfipadé vznikla triploidni semena ve velkém poctu.
(Ze 3lo o karyotyp II bylo oviem zji§téno a? dodatetné, v dobé provadéni se o existenci dvou
karyotypil nevédélo.)

Felber et Girard (1986) zjistili v kontaktni zoné (borealniho) diploida a tetraploida karyotyu I
(diploidni alpinum a tetraploidni odoratum) vyskyt triploidd s chromozomy zfetelné pochazejicimi
od obou typt. Navic byly nalezeny jedna diploidni a dvé tetraploidni rostliny, které mély karyotyp
sloZeny z chromozomi obou cytotypl, a také dva aneuploidi. Tento nalez je podle autori dokladem
probihajici genové introgrese. Morfologické znaky (drnost nebo hladkost semen) rovnéz potvrdily

existenci toku genid. Ten podle autord probiha v obou smérech (od diploida k tetraploidu i naopak).
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2.10 Shrnuti

Z literarniho prehledu vyplyva, Ze je otazka okruhu Anthoxanthum odoratum L. s. lat. pomérné
slozita. Rod se déli na dva druhy, a to na 4. odoratum L. aA. alpinum A. & D. Love, oba mohou byt
jak diploidni (2n = 10), tak tetraploidni (2n = 20). V ramci kazdého cytotypu jsou znamy dva
karyotypy, kde se jako hlavni rozliSovaci znak bere stavba satelitnich chromozomi.

Ackoli si udaje o jejich morfologickych znacich a vzajemné rozliSitelnosti v literatufe do znacéné
miry odporuji, po morfologické strance se rozliSenim tetraploidniho A. odoratum a diploidniho
A. alpinum v Ceské republice zabyvala M. Mayova (1982), ktera jako hlavni rozliSovaci znak
uvedla hladké (pro A. odoratum) ¢i drsné (A. alpinum) pluchy a plusky fertilnich kvéti.

Co se celkového rozsifeni tyée, diploidni Athoxanthum alpinum A. & D. Love se vyskytuje
v arkticko-alpinském areélu, v oblasti hlavnich horskych eurasijskych masivi od Japonska po Alpy.
Mediteranni diploid je znam z Italie, z izemi byvalé Jugoslavie, Recka, Bulharska, jihu Francie
a z Korsiky. Tetraploidni Anthoxanthum odoratum L. se vyskytuje po celé Evropé, chybi pouze ve
vySSich horskych polohach. Areal vyskytu tetraploidniho Anthoxanthum alpinum neni podle
dosavadnich vyzkumi pfili§ rozsahly, je uvadén z Polska, Francie a ze Svycarska.

V mistech kontaktnich zon tetraploidi A. odoratum a diploidG A. alpium byly objeveny triploidni
rostliny, coZ vypovida o vyméné genli mezi populacemi.

Felber (1987) se domniva, Ze mistem pivodu diploidnich tomek je stfedni ¢i vychodni Asie.
Doby ledové pieckavaly podle né€j i Pimentela (2007b) v refugiich, odkud se pak Sitily dale po
Evropé. V refugiich podle nich také poprvé doslo k polyploidizacim.

U druhu 4. alpinum je otdzka plvodu tetraploidnich rostlin karyologickymi (napf. Hedberg
1986) studiemi dokazana, autopolyploidizaci potvrzuji i Zeroual-Humbert-Droz a Felber (1999)
studii enzymatickych systém@. U tetraploida druhu A. odoratum se vétSina autorti pfiklani k
allopolyploidnimu ptivodu, nebyl v3ak ale zatim dokazén, a bude jednim z predmétti mého dal$iho

vyzkumu.

17



3. Experimentilni Cast

3.1 Uvod

Polyploidizace, tedy proces zvySujici poCet kompletnich chromozémovych sadek v jadfe buriky,
Jje nedilnou souéasti evoluce rostlin (Soltis et al. 2003). V soucasné dobé se odhaduje, Ze asi 70%
krytosemennych rostlin (Masterson 1994) a az 95% kapradorostii (Grant 1981) je polyploidniho
ptivodu. Neni proto divu, Ze feSeni otazek souvisejicich s polyploidnimi taxony a procesy, které
vedly k jejich vzniku, je vénovana velka pozomost soudobych botanikd a biosystematikti. Pravé
studium mechanisml vzniku a udrZeni nové formovanych polyploidi v pfirozenych populacich je
kli¢ové k pochopeni polyploidni speciace (Ramsey & Schemske 1998). Piestoze jde o kliCovy
faktor evoluce rostlin, je dosud pomérmé malo probadan (Thompson & Lumaret 1992) a ziskavani
novych poznatka v konkrétnich studiich je velmi Zadouci.

Pro ucely zkoumani polyploidni speciace se komplex taxont z okruhu Anthoxanthum odoratum
Jevi jako velmi zajimavy. Tato skupina v sobé zahrnuje ancestralni diplodni typy a odvozené typy
polyploidni (zejména tetraploidni), které vznikly pravdépodobné odlisnymi polyploidizaénimi
udalostmi (Hedberg 1986), a tvoti tak idealni objekt zkoumani makro- i mikroevolu¢nich zmén
spojenych s polyplotdizaci.

V této Casti prace jsem se pokusila popsat metody, které budu potfebovat ve své diplomové praci,
kterou bych chtéla navazat na praci bakalaiskou. Jednou z hlavnich otazek je zajisté zjist€ni
rodi€ovskych taxoni tetraploidnich rostlin Anthoxanthum odoratum s. s. a jejich roz§iteni.

Terénni praci, odbér materidlu a stanoveni velikosti genomu jsem vyuZila i v mé bakalaiské

praci, prozatimni vysledky feSeni projektu jsou v prislusné kapitole.

3.2 Metodika

3.2.1 Terénni prace

S vyuzitim dosud znamych poznatkd o rozSifeni jednotlivych ploidnich urovni (literatura,
databaze FLDOK, herbarové doklady s cytometrickymi vysledky, udaje floristi) bude snaha ziskat
taxony, které se podilely na vzniku polyploidnich druhli v ramci rodu Anthoxanthum. Jedna se
zeyjména o diploidni taxony (A4. alpinum a jihoevropsky mediteranni cytotyp), tetraploidni druhy
(4. odoratum, A. alpinum) a polyploidni druh A. amarum. Vsechny ziskané populace téchto druht

budou zaméteny pomoci GPS.
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3.2.2 Odbér materialu

Ackoliv se uvadi, Ze rod Anthoxanthum je jednoletou travinou (Conert 1988), jedna se ve
skute€nosti o rostlinu hapaxantni, nebot pokud v dané vegetatni sezoné rostlina nevykvete
a neodplodi, trs pfeziva zimni obdobi (Flegrova & Krahulec 1999). Navic je tato vlastnost vazana
na konkrétni odnoz, a jelikoZ rostliny kazdorotné produkuji vétSi mnozstvi kratkych sterilnich
vybézkl, které kvetou aZ dalSi rok, jsou rostliny povazovany za vytrvalé. Je tedy mozné
a smysluplné na lokalitach odebirat dospélé rostliny a péstovat je v experimentalnich podminkach.
U kazdého péstovaného exemplafe bude stanovena ploidni hladina, a nasledné bude odebréana
herbafova polozka pro morfologické zpracovani (zejména u mediterannich diploidd). Ve
vytipovanych pfirozenych populacich bude odebrano i velké mnozstvi obilek pro odhaleni, zda

dochazi ke spontanni hybridizaci.

3.2.3 Stanoveni velikosti genomu

Pro méfeni velikosti genomu vsech typt rostlin Anthoxanthum odoratum s. 1. je pouZivana
prutokové cytometrie (cytometr CyFlow, svételny zdroj - laser s excitaéni vinovou délkou 532 nm,
Pisum sativum cv. ‘Ctirad’ s velikosti genomu 9,09 pg jako interni standard a propidium iodid jako
fluorescenéni barvivo). Izolace jader je provadéna pomoci dvoustupriové metodiky dle Otto (1990),
jez byla pro ucely stanoveni velikosti genomu tohoto okruhu jiZ uspé$né aplikovana (Filipova
& Krahulec 2006). Pro stanoveni ploidie obilek a kli¢icich semenafkd bude pouZita v ptipadé
obilek modifikovand metoda dle Matzk et al. (2000) a v piipadé¢ semenacki dvoustupiiova

metodika dle Otto (1990) s pouzitim DAPI jako fluorescenéniho barviva.

3.2.4 Karyologické analyzy

Vybrani jedinci zejména diploidniho cytotypu A. alpinum a mediteranniho diploida budou
podrobeny karyologickym analyzam. Analyzy karyotypl se ukazaly jako velmi vhodné pii feseni
otazek jak vzniku a plivodu tetraploidnich rostlin, tak 1 odliSeni diploidnich rostlin (Hedberg 1986).
K pocitani chromozomt budou pouzity rychlé karyologické techniky (pfedplsobeni kolchicinem,
fixace v kyselin€ octové a ethanolu v poméru 1:3, macerace v IN HCl pfi 60 °C, barveni pomoci
lakto-propio-orceinu) s vyuzitim meristematickych pletiv kofenovych $pic¢ek. Tato metoda byla na
tomto materidlu opakované uspésné pouzita (napt. Krahulcova 1990), nebot’ rod Anthoxanthum je

charakteristicky velkymi chromozomy, kterych je maly pocet a jejichZ pocitani je velmi snadné.
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3.2.5 Molekularni analyzy

Pro stanoveni haplotypti bude pouzito sekvenovani nejméné dvou usekii cpDNA. Jako
pouZitelny se jevi diky relativné velké variabilité usek trnL-trnF (Taberlet et al. 1991). Dalsi usek(y)
budeme muset vybrat testovanim na skupiné rostlin (neyméné 3 jedinci na populaci zahrnujici
vybrané druhy). Vyzkousime deset z 21 v soucasnosti popsanych nekodujicich cpDNA usekl podle
Shaw et al. (2005, 2007), v jehoz pracich lze najit 1 pfesné postupy celé procedury.

3.3 Vysledky a diskuze

3.3.1 Prace v terénu a odbér materialu

V roce 2006 byl sbér materialu v ramci Ceské republiky soustfedén zejména do oblasti Krkonos,
odkud je znam vyskyt diploidniho druhu Anthoxanthum alpinum a vlastniho tetraploidniho taxonu
Anthoxanthum odoratum. Témer 90 rostlin z této oblasti bylo pfesazeno do experimentalni zahrady
BU AVCR v Prihonicich. Navic byla ziskana unikatni kolekce rostlin z riiznych &asti arealu
— Anthoxanthum alpinum z Norska (18 rostlin) a rakouskych Alp (37 rostlin); diploidni mediteranni
typ z Italie (9 rostlin) a Cerné hory (8 rostlin). Tyto rostliny jsou takté péstovany v experimentalni
zahradé. Podniknuta zahraniéni cesta na Slovensko doplriiuje tuto kolekci o rostliny z Vysokych
a Nizkych Tater (celkem ca 10 rostlin). U dalSich cca 600 rostlin z 20 krkono$skych populaci byla
odebrana ¢ast pletiva pro cytometrické analyzy. V roce 2007 byla pfevazna ¢ast terénni €innosti
vazéana na uzemi jizni Evropy, kde bylo snahou nalézt diploidni rostliny komplexu. Celkem bylo pro
péstovani v experimentalni zahradé a nasledné analyzy ziskano cca 50 rostlin z Cerné Hory
(20 rostlin z 5 lokalit), Chorvatska (10 rostlin ze 3 lokalit), Francie (15 rostlin ze 4 lokalit) a Italie
(rostlin ze 2 lokalit). Viechny vySe zminéné nalezy za rok 2007 odpovidaji diploidnimu taxonu
vazanému pravé na jihoevropskou oblast. Dale byly ziskany rostliny druhého diploidniho druhu
Anthoxanthum alpinum z Francie, Svycarska, Ukrajiny a zhadcovych oblasti Rakouska
(Burgenland). Souhrnna mapka zobrazujici lokality dosud ziskanych (a pé€stovanych) rostlin z obou

let je na obrazku ¢€.1.
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Obr. 1. - Lokality s dosud ziskanymi rodtllinami - ¢ tetraploidni cytotyp, (¢ diploidni
cytoptyp drutu A alpfmam, & jihoevropsky diploidni cytotyp
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Obr. 2. - Vystup z pritokového cytometru pii simultamni analyze viech 3 taxon (2x 1
~ diploidni Anthoxamthum alpmum, 2x 11 - diplaidni jihoevropsky taxon, 4x —
tetraploidn A odoratun s. str.) a standardu (Zeq mays CE-777 = Z). Tabulka shrmuje
poméry v relativid fluarescenci mezi taxony a standardem.

21



3.3.2 Stanoveni velikosti genomu a ploidni tirovné

Analyza ploidnich urovni a velikosti genomu piinesla nékolik poznatkll. Jako zcela zasadni se
jevi zjisté€ni odlidnosti v obsahu DNA dvou diploidnich taxont. Jednim znich je znamy druh
Anthoxanthum alpinum, ktery ve stfedoevropském prostoru tvofi vySkovy vikariant Siroce
rozsifeného taxonu A. odoratum s. str. U tohoto taxonu byl stanoven obsah jaderné DNA na 5,58
+ 0,04 pg. Druhy diploidni taxon tvofi jedinci nalezeni v jizni Evropé. Obsah jejich jaderné DNA
¢ini 7,77 = 0.10 pg. Nomenklatura tohoto taxonu je velmi nejasnd — v minulosti byl nej¢asté)i
ztotoZriovan s druhem A. odoratum s. str. jakoZto jeho diploidni rasa. Nicméné analyzou obsahu
jaderné DNA bylo zjisténo, Ze tetraploidni rostliny druhu A. odoratum s. str. se vyznamné lisi od
pfedpokladaného obsahu 15,5 pg (tedy 2 x 7,77 pg za predpokladu autotetraploidniho ptivodu). Byl
u nich zjiStén vyrazné niz§i obsah jadené DNA, a to cca 13,4 pg. Tato hodnota odpovida
teoretickému souctu hodnot pro oba diploidni taxony. Toto zjiSt€ni stalo u hypotézy
allotetraploidniho ptivodu Siroce rozsifeného druhu A. odoratum s. str. (viz téZ Obr. 2).

Allopolyploidni piivod tetraploidniho druhu pravdépodobné spada do obdobi, kdy mohly oba
diploidni taxony rtst v sympatrii — tj. kdyZ horsky diploidni druh 4. alpinum sestoupil do niZsich
poloh. Tato skute¢nost nastala pravdépodobné v obdobi glaciali. Teorii o sestupu horskych diploidi
do niZsich poloh potvrzuji i reliktni lokality rakouskych hadctt (Melzer 1986), kde diploidni

A. alpinum jako ,glacialni relikt* setrvalo dodnes.

Jako dalsi vyznamny vysledek povazuji objeveni triploidniho jedince na lokalit¢ Malé
Tippeltovy Boudy v KrkonoS$ich, odkud je znam a potvrzen spoleény vyskyt jak diploidniho druhu
Anthoxanthum alpinum, tak tetraploidniho taxonu A. odoratum. Obsah jaderné DNA tohoto
triploidniho jedince zcela odpovida intermedidlnimu postaveni mezi diploidnim a tetraploidnim
druhem. Z tohoto faktu jednozna¢né vyplyva hybridni ptivod této rostliny. Navic tento jedinec byl
JiZ plodny a v porostu dobre etablovan, z €ehoZ lze usuzovat, Ze k hybridizacim dochazi pomémé
¢asto, coZ by méla prokazat analyza obilek.

Na urovni tetraploidnich rostlin druhu Anthoxanthum odoratum byla objevena i1 pomérné asta
aneuploidie, a to jak 2n = 21, tak 2n = 19 (nicméné tyto pocty chromozémi jsou jen orientacni,
nebot’ jsou odvozeny na zakladé obsahu jaderné DNA a nikoliv exaktniho pocitani v roztlakovych
preparatech).
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4. Zavér

V prvni ¢asti mé bakalarské prace jsem se snazila shrnout dosud znamé poznatky o polyploidnim
komplexu Anthoxanthum odoratum. Jejich znalost by mi méla pomoci pfi feSeni diplomové prace,
ve které se budu timto rodem dale zabyvat.

Prozatimni vysledky ukazuji na mnoha autory navrhnovanou moznost allopolyploidniho ptivodu
tetraploidiho A. odoratum L.. V diplomové préaci bych tuto hypotézu rada potvrdila a vyvratila tak
néavrh z posledniho ¢lanku Pimentela et. al (2008) na sjednoceni druhli 4. odoratum a A. alpinum,
ktery polozili na zakladé vysledkti molekularnich (RAPD) a morfologickych analyz populaci pouze
z Pyrenejského poloostrova a Skandinavie.

Postupnym priizkumem evropského terénu a naslednou analyzou sebranych vzorki tomek se
ukazuje rozmisténi jejich dvou odlisnych haplotypl, coZ otevira cestu v feSeni dal$ich okruhd
otazek, jako objasnéni historie polyploiodl u vytrvalych druhd rodu Anthoxantum; zpisob a pocet
polyploidizacnich udélosti. Mohlo by se podafit vyjasnit vztahy mezi v§emi zastupci tohoto rodu
v Evropé, zvlasté pak otazku pfibuznosti jednoletych a vytrvalych druhd, zda se jednoleté druhy na
polyploidiza¢nich udalostech podilely.

K reSeni téchto otazek, kterymi se budu ve své diplomové praci zabyvat, vyuZiji v soucasné dobé

hojné vyuZivané metody rostlinné biologie, jako jsou molekularni techniky a priitokova cytometrie.
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Obr. &. 1: Rozsiteni vytrvalych druhtt Anthoxanthum v Evropé (z Felber 1987; puv. obr. 3.6.)
(limite connue — znama hranice; limite supposée — predpokladana hranice arealu vyskytu)
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Obr. &. 2: Svétové rozsifeni vytrvalych druhd rodu Anthoxanthum (z Felber 1987)

(limite connue — znama hranice; limite supposée — pfedpokladana hranice aredlu vyskytu)
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Obr. &. 3: NJ strom sestaveny na zakladé genetickych vzdalenosti odvozenych z analyzy AFLP

(pfevzato z Pimentel 2007a)
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Tab. €. 1: Prehled nazvi pouzivanych pro A. odoratum a A. alpinum riznymi autory
(pfevzato z Hedberg 1990):

Autor tetraploid karyotyp I tetraploid karyotyp II borealni diploid mediteranni diploid
{ Ostergen (1942) odoratum odoratum
Love& Love(1948)  |odoratum | o | alpinum
| Tutin (1950) odoratum alpinum = nipponicum?
Hada& & Haskova (1956) | odoratum var. alpinum
;{ozmus (1958, 1960) odoratum i alpinum*
E_Becher (1961) odoratum odoratum ssp. alpinum
B.M.G. Jones (1963) al;I;um **
B.M.G. Jones &Melderis odoratum odoratum ssp. alpinum
(1964)
K. Jones (1964) odoratum o alpinum unnamed species
wT;teoka (1966) ogo;atl;r;l N o Tnipponicum
Hedberg (1967, 1969) tet;z;;lg&-é;i;;atum - diploid odoratum
Love & Love (1968) odoratum o ] nipponicum
Hedberg (1970) tetraploid odoratum (K,) tetraploid odoratum (Ky) diploid odoratum
Teppner (1970) tetraploid odoratum tetraploid alpinum o diploid alpinum diploid odoratum
Hedberg (1986) tetraploid odoratum (K,) tetraploid odoratum (Ku) diploid odoratum diploid odoratum
Felber (1986, 1988) tetraploid odorat;;r: tetrap;);i‘alpinum diploid alpinum diploid odoratum
Tateoka (1987) odoratum ssp. odoratum odoratum ssp. alpinum

* Rozmus svilj material oznatil jako A. alpinum Love & Léve , ale satelitni chromozomy jim popsané byly chromozomy tetraploida karyotypu I.

Podle Rozmuse se tyto chromozomy vyskytuji i u diploida.

** B.M.G. Jones pojmenovani postavil na absenci odéni rostlin v jeho materialu.
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Tab. €. 2: Seznam literatury s vyskytem A. alpinum (ptevzato z Felber 1987):

[seat

Citace, upfesnéni mista (pokud je uvedeno)

Bulharsko

' Ceskoslovensko/ Ceska republika

Kozuharov a Petrova 1973; Pundeva 1974; Pyndeva 1975

Holub 1960, KrkonoSe a Hruby Jesenik; Borril 1963 = Jones 1964, Magic & Majovsky 1974; Méjovsky et
al. 1974

*Cina 'li'vatieoka 1926;5, Manchourie

i Francie o 1 Ldve A &'679768, Pyreneje; Teppner 1970, Al_py, AD;rsct; 1974, Vogézy, Ritter 1974, Alpy; Grossetéte
1982, Alpy

i Gronsko o BOche; ;t-Larsc;l 1950 v 1. Hedberg 1967, Jorgensen et al. 1958

lslan;i— o A. & D. Léve 1956; Bocher 1961

‘FVIAt:«Iie? o Teppner 1970; Garbari et al. 1980 - o

‘_Ja_myl;s_k; “ Tateoka 1966

: byv. Jugoslavie

Teppnes 1970

: Dersch 1974, Bavorské Alpy; Lotto 1982, Bavorské Alpy; Bogenrieder et Stietencron 1985, Cemy les

Némecko

:P(;SIO o o Skalinska et al. 1957 v Rozmus 1958; Rozmus 1958 a 1963; Holub 1960
Hli;k;u;koﬁ - B;Sch;;‘lgélPoIatschek 1966; Hedberg 1969 a 1970a, Teppner 1969 a 1970
TRumunsko 950 v I. He

[

Polya 1950 v I. Hedberg 1967

| Severni Korea

Tateoka 1966

} byv. SSSR
|

Bocher et Larsen 1950 v 1. Hedberg 1967, Ru_s:ko, s;l;;lovskaya et Strelkova 1960 v 1. Hedberg 1967,
Rusko; Tzelev et al. 1964 v Tateoka 1966, Sibif, Hedberg 1970a, Karpaty a jizni Sibif; Pashuk 1970,
Karpaty; Poghosian et al. 1971 v Moore 1973, Arménie; Belaeva et Siplivinsky 1975 v Goldblatt 1985,
Bajkal, Krogulevich 1976 v Goldblatt 1985; Magulaev 1976 v Goldblatt 1985, Gvinianidze & Avaznelli
1980 in Goldblatt 1985; Probatova a Sokolovskaya 1980 v Goldblatt 1985, Altaj

[
{ Svédsko

Lovkvist ve Wiemark 1963 v 1. Hedberg 1967, Ostergen 1942; 1. Hedberg 1967 a 1970a

i Svycarsko

Ostergen 1942; Bocher 1961; Favarger 1962; Borril 1963 = Jones 1964; Hedberg 1969 a 1970a; Scholte
1977, Felber 1986, Jura

| Recko

Strid et Franzen 1981, Olymp




Tab. €. 3: Seznam literatury s V}"Sky’[ilMA. odoratum (ptevzato z Felber 1987):

Stat

Citace, upfesnéni mista (pokud je uvedeno)

Costa Rica

Ceskoslovensko/ Ceska republlka

Pohl et Davidse 1971 in Moore 1973

| Hadat et Haskova 1956, Magic et Majovsky 1974, Majovsky et al.. 1970; Ferakova 1972, Hindakova et
Zaborsk1 1977, Kirschner et al. 1982

5 Dansko Bocher 1961, Dansko i Faerské ostrovy; Bocher et Larsen 1950 in 1. Hedberg 1967 Faerske ostrovy
Tl;m‘skow S Sorsa 7];672~m>Bolkhovsklkh etal. 1969

[Francie - \ 7Giu7|nochet 1942-43 (studie Roz3ifeni tetraploidniho 4. alpmum ve Francn) Bocher 195 -"I‘;ppnervl 930 -

JrKupfer 1974, Pyreneje; Grossetéte 1982

J‘[Indic 7 ;\dehra et SBarma 1975 , Himalaje; Mehra 1982 in Goldblatt 19~8~—5~~~—~---'— - o
Hrsko Jones 1964

tsland Ostergen 1942, A. & D. Love 1956

Japonsko 'I:aieoka 1953 in Bolkhovsklkh et al. 1969 a Tateoka 1954 o

Kanadaiiir - Bowden 1960; Taylor et Mulilgan 1968 in Mc;r»eAl_97;“ o !
Mad’ars?o - ' Pol_y;149_5~0|“n Bolkhovskikh et al. 1969 -
‘ Maroko o Miége 1939; Valdeés 1973; Galland in Favarger et al. 1979; Galland 1984 S
‘;”Némecko : Bo;h;r 1961, Bogcnncdcr & Stlctcncron 1985, Cemny les !
; Nizozemi B Gadella et Kllphms 1963 in Bolkhovsknkh etal. 1969, Koclo(—li(;o_r.] ;;wWwffenng 1982 T
ml:o - » Ostergen 1942; Laane 1965 in Engelskjen 1979; Aaberge 1966 in EngelskJ;n 717;;9, I. Hedberg 1967 a

1970a; Engeiskjen 1979

?o]sjko~ - o Rozmus 1958

7grtAugi;l;gqu¥m - h*h‘Al;cman.(};s;:t'()—uvl;ros 1969; Quieros 1973 a 1974 o

Rakousko o Polatschek 1966; Hedberg 1969 a 1970

Rumunsko - Té;_)p_r;er 1970, Pauca-Comanescu et Toncilrlg;s

Recko o i Jones 1964, Kréta -

»Skandinavie*

:[Ostergcn 1942; Bocher et Larsen 1950 in 1. Hedberg 1967, Bosemark 1957, Bocher I961 Lovkvist in

Weimark 1963 in L. Hedberg 1967; Laane 1965 |nl Hedberg 1967

Slovinsko

Spojené staty amcnckc

Srl Lanka

byv. SSSR

! Gould et Soderstrom 1974

-y
T

Teppner 1970
Heiser et Whitaker 1948 in Bolkhovskikh et al. 1969

Pashuk 1970, Karpaty; Petrova in Prokudin et al. 1977 in Goldblatt 1985, Ukrajina, Krogulevich 1971 in
Goldblatt 1985; Belaeva et Siplivinsky 1975 in Goldblatt 1985, Bajkal; Sokolovskaya et Probatova 1976a in
‘ Goldblatt 1985, Sachalin a Kurily; Dmitrieva et al. 1977 in Goldblatt 1985 Belorusko

Spanglsko

Svycarsko

Vclka Bntanle

| l-clmcr 1985

| Bocher 1961; Kipfer 1969, Sierra Nevada, Kipfer 1974, Pyreneje a Sierra Nevada, Valdés 1973, Nieto

1 Boscmark 1957 L Hcdbcrg 1967 a 1970a

Bocher 1961 Favargcr 1962 Hedberg 1969 a 1970a ‘

———— e — ——

‘ O Hedbcrg 1958 in L. Hedberg 1967 Skotsko Borril 1963 aJones l964 Anglle Rlchard 1972 Skotsko i
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