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2. Podékovani
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jesté cenngjsi kritiku.
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Moc dekuji vSem z laboratofe DNA katedry botaniky, zvlasté pak Veronice Machalové a
Mgr. Evé Rejzkové, které mé zasvétily do taji laboratorni prace a projevily pii tom
nezmérnou trpélivost.

Mgr. Hané Dvotakové bych rad vyjadril své diky za peclivé precteni a pfipominkovani
prvni verze rukopisu.

Vsem svym uciteliim bych rad pod€koval za to, ze m¢ obdafili potiebnymi znalostmi a
hlavné m¢ naucili jak nad problémy premyslet.

A v neposledni fad¢ d€kuji mym pratellim a spoluzakiim, kteti to se mnou v dobé

intenzivniho tvofeni této prace vydrzeli.
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Obrézek 2: Nuphar lutel (L.) Sm.; pfevzato z Thomé (1885).
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3. Abstrakt

V predkladané bakalarské praci nejprve predstavuji soucasné poznatky tykajici se fytogeografie,
zvlasté¢ molekularni fylogeografie vodnich klondlnich cévnatych rostlin a moznosti jejich Sifeni.
Bez molekularnich technik nelze fadu otazek o historii, Sifeni, pfibuznosti a populacni struktute

rostlin viibec vyfesit. Dal§imi vyznamnymi prvky ovliviiujicimi Zivot, Sifeni a roz$ifeni rostlin a

zivoc€icht jsou jejich ekologie a fyziologie.

Vodni rostliny jsou v biogeografii relativné opomijenu skupinou. Casto maji velmi
rozsahlé aredly, z evolu¢niho hlediska jde spiSe o bazalni linie cévnatych rostlin a je mezi nimi,
napii¢ skupinami, silna tendence ke klonalnimu rozmnoZovani, snad jako dusledek tlaku vodniho
prostiedi. Vodni prostfedi do zna¢né miry urcuje i schéma jejich Siteni. S jejich studiem jsou také

spojeny n¢které metodologické a technické obtize.

Moje bakalatska prace obsahuje 3 hlavni soucésti. Literarni reSersi tykajici se pfedevsim
fylogeografie vodnich cévnatych rostlin, vysledky terénnich vyzkumi klonalni struktury populaci
stuliku zlutého (Nuphar lutea (L.) Sm.) a rozpracovani tématu magisterské diplomové prace, ktera

bude na moji dosavadni ¢innost plynule navazovat.

Poznani mechanismil a logiky $ifeni a rozSifeni rostlin v krajin¢ ma i veliky prakticky
vyznam. Od pochopeni obecnych mechanizmt $ifeni vodnich rostlin (pak vime, kam povedou
nase — i nechténé — zasahy do zivotniho prostfedi) pfes ochranu vzacnych druhii po potlacovani

téch invaznich.

4. Klicova slova

biogeografie, botanika, disperze, ekologie, fylogeografie, fylogenetika, fytogeografie,
hydrobiologie, klonalita, migrace, mikrosatelity, molekuldrni biologie, molekularni ekologie,

Nuphar lutea, populacni genetika, ficni systémy, stulik zluty, vodni rostliny
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5. Abstract (English)

In my bachelor thesis I present temporal pieces of knowledge on phytogeography, and especially
molecular phylogeography of water clonal plants and possibilities of their dispersion. Plenty of
questions about history, dispersal, relationship and population structure we can not answer without
molecular technologies at all. Another very important components influencing dispersal of plants
and animals are their ecology and physiology.

Water plants are relatively neglected group in biogeography. Very often they have large
areals. Water plants are, from evolutionary point of view, basal lines of vascular plants. There are,
in plenty of taxa from various lineages, strong tendences for clonal reproduction. Probably as a
result of pressure of their environment. Because of their water environment there are some
technical problems with their study.

My bachelor thesis consists of three main parts. Literature search mostly about
phylogeography of water clonal vascular plants, results of my field studies about clonal structure
of populations of yellow waterlilly (Nuphar lutea (L.) Sm.) and subject matter of my master
degree thesis which will concur fluently to my current work.

Understanding of mechanism and logic of plant disperse in landscape is very important for
society development. From understanding general patterns of disperse of water plants (then we
will know where our intervention into environment will point to) through protection of

endangered species to extinguishment of invasion ones.

6. Keywords

biogeography, botany, clonality, disperse, ecology, hydrobiology, phylogenetics, phylogeography,
phytogeography, microsatellites, migration, molecular biology, molecular ecology, Nuphar lutea,

population genetics, river systems, water plants, yellow waterlily
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7. Uvod

Zakonitosti toho, jak jsou organismy na dnesni Zemi rozsifeny zajima védce uz dlouho. Jiz Linné
(pol. 18. st.) si v§iml, ze v okoli Upsaly a Goteborgu rostou jiné rostliny. Jednoduchy bozi plan
stvofeni na mist¢ na misté (kladisticky ,,anglicky travnik® misto dnesSniho statného a vétveného
stromu s mnoha spojenymi vétvemi)' se rozpadl s nastupem evoluéni teorie (Darwin 1859) a
poznanim, Ze i1 Zivé organismy maji svoji historii a nebyly prosté stvofeny na misté, kde jsou ted’.
Jednotlivé druhy vznikaji a zanikaji a jejich ptislusnici migruji. Evoluce druhti se tak do jisté miry
odrazi v jejich rozsiteni (Wallace 1876).

Evolu¢ni teorie v podstaté nebyla védou v uzkém kartezianském (fyzikalnim) smyslu, jen
Hhistorickym vypravénim*. Fenomén vyvoje byl do t€ doby v biologii, a ve véd¢ obecné, naprosto
nezndmy. Vzorem védy byla fyzika, kterd se zabyvala jevy, které mizeme kdykoliv ve stejnych
podminkach snadno zopakovat. Naptf. pokusy s pohyby téles nebo termodynamikou jsou
libovolnékrat opakovateln¢, Darwinovy pénkavy na Galapagach a fimska fiSe vSak vznikly pouze
a prave jednou a tato udélost je principidlné neopakovatelna (Komdarek 1997).

Nasledné¢ se zacala rozvijet ekologie (Haeckel 1866), véda o vztazich v zivé pfirodé. A s ni
se vynoftila jen téZzko feSitelnd otdzka: jsou Zivé organismy rozSifeny tak, jak jsou diky svym
ekologickym vztahiim, konkurenci, pfirodnim pfekdzkam a fyziologickym narokiim (ekologicka
interpretace biogeografie), nebo diky historii (evolu¢ni interpretace biogeografie): zatim prosté
neméli Cas tam dorazit, byli tam, ale vyhynuli, nebo jen nejsou ,,vyvolenou® linii a maji svoje
vyvojové centrum nékde hodné daleko? Jsou diilezitéjsi piiciny historické nebo ekologické a

fyziologické?

7.1. Biogeografie

Postupné vznikala biogeografie (Buffon 1778, de Candolle 1821, Wallace 1876). Ekologicky
piistup ndm muze dat odpovéd na otazku, jak tam dnes nase druhy mohou spolu prezit,
koexistovat a jaké jsou mezi nimi vztahy. Oproti historickému pfistupu je toto relativné
jednoduché. Staci ,jen™ peclivé pozorovat, méfit spravné véci a provadét manipulativni
experimenty k ovéfeni hypotéz. Historicky pristup nam fekne pro¢ tam dané druhy jsou ¢i nejsou.
Ale jeho principialni nevyhodou je, Ze operuje se spolecnymi piedky a jejich naslednym Sitenim.

Historické hypotézy postavené zpravidla na kladistice (Hennig 1999) a fylogenetice (Avise

1V piedstavé, kde Zivé organismy byly stvofeny na misté¢ nemad jakakoliv genealogie smysl, nelze tedy ani kreslit

v 2 N2 2y,

fylogenetické stromy v dne$nim slova smyslu: §lo by jen v kratké rovnobézné ¢arky odpovidajici stafi Zemé.

8



Bakalarska prace, Vojtéch Zeisek, Katedra botaniky, Pif UK, Praha, 2007

2000) v podstaté nelze, nebo jen v omezené mife, testovat (Popper 1959, 1972, 1979). Je nasnadé,
ze spole¢ny (velmi Casto vyhynuly) piedek a jeho rliznymi peripetiemi se Sifici potomci se
dokazuji jen velice obtizn€. Nemluvé o tom, ze prakticky nelze — pouzivame-li molekularni
techniky — vzit do tivahy vyhynulé linie. To do naSich hypotéz vnasi velkou miru nejistoty a
nutnost korelovat vysledky molekularnich studii s palynologii, nalezy makrozbytku, paleontologii,
geologii, geografii a dal§imi disciplinami.

Situaci nekomplikuji jen pohyby kontinentlh (Wegener 1915, Les et al. 2003) piisobici v
tadech evoluce celych vyvojovych linii, ale i ledové doby a holocenni historie (Lozek 1973), ktera
pusobi na urovni evoluce rodd a druhii. A zvlasté v poslednich staletich ¢im dal tim vice vliv
clovéka (Sadlo et al. 2005, Burkart 2001), ktery je schopen transportovat velké mnozstvi
organismu na velké vzdéalenosti ve velmi kratkém cCase. Zde jiz neni Cas na evoluci, procesy
zpusobené ¢lovékem jsou prilis rychlé.

Pochopitelné je nutné zohlednit jak ekologicky, tak historicky ptistup. V soucasné dob¢ se
z historickych metod siln€ rozviji zejména fylogenetika a z ni odvozena kladisticka biogeografie
(zohlediiujici 1 vikariancni udélosti a proménlivosti aredli; Platnick et Nelson 1978, 1981);
postavené piedev§im na molekularnich datech. Stale vSak zlstava problém s nedokazatelnosti

vyhynulych linii.

7.2. Vodni rostliny

Ve své praci se zamefim na moznosti Sifeni a fylogeografii (Hennig 1999) vodnich cévnatych
rostlin s dirazem na klonalni druhy (Les et al. 2003). A to mj. proto, ze jejich studiu doposud
nebyla vénovana nalezitd pozornost. Vodni rostliny maji silnou ekologickou vazbu na své
prostiedi. Musi se tedy bud’ §ifit hydrochorn€, vodou, pasivné unaseny proudy (cozZ samo o sob¢
vyzaduje fadu specidlnich adaptaci, zvlasté co se tyCe semen a diaspor obecné¢; Smits et al. 1989,
Boedeltje et al. 2003, Danvind et Nilsson 1997), nebo musi mit zv1astni pfizpsobeni pro dalkovy
transport (napf. za pomoci ptakl; Green et al. 2002).

Vodni rostliny jsou vhodnou modelovou skupinou pro pochopeni migrace a rozsifeni i
jinych vodnich organismii a vypovidaji obecné¢ o populacni dynamice na krajinné urovni
(Johansson et al. 1996, Nilsson et al. 1991, Pollux et al. 2005). Vodni prostiedi ptfedstavuje silny
vektor jejich Sifeni (Les et al. 2003, Santamaria 2002, Burkart 2001). Mame dostatek raznych
udaji o tom, ze vegetativni i generativni diaspory se mohou S§ifit napf. prostiednictvim vodnich
ptakl nebo jako vedlejsi produkt lidské ¢innosti (napi. Thiébaut 2007). Co ale chybi je dikaz
miry takového $ifeni. Je pouze jedind cesta jak ovéfit v jaké mife se rostliny §ifi ptactvem na velké

9
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vzdalenosti: Provést rozsédhlou fylogeografickou studii s vyuzitim vhodného molekuldrniho
markeru na arovni celé Evropy: v hnizdiStich, zimovistich 1 na velkych zastavkach podél ptacich
tahd.

Mader et al. 1998 zkoumali genetickou diverzitu 19 populaci Potamogeton pectinatus z
celé Evropy a severni Afriky a v jadernych ani plastidovych sekvencich pomoci RFLP nenalezli
zadné shodné jedince. Nutno vSak podotknout, zZe sbér vzorki byl, vzhledem k rozlehlosti oblasti,
pomérné fidky. Genetickd variabilita rostla se vzdalenosti, situaci nejlépe popisoval stepping
stone anebo isolation by distance model. Podle autorti je zjevné viditelny vliv ptacich taht. Je
Skoda, ze prace méla tak fidky sampling, jinak by jisté pfinesla mnohem vice unikatnich vysledki.
Nicméné¢, pokud je mi zndmo, zadna prace obdobného rozsahu nebyla publikovana.

Poznani mechanisml a logiky Sifeni a rozSifeni rostlin v krajin€ ma 1 veliky prakticky
vyznam. Pro na$i civilizaci je nezbytné, aby rozuméla vlastnimu vlivu na ptirodu. Faktorim
podmiiiujicim migrace a rozsifeni rostlin musime rozumét ze dvou zakladnich divodu: za prvé
kvili ochrané ptirody. Kdyz uz néco chranime, musime o tom védét co nejvice, jinak naSe snaha
muze byt bezuspesna.

A za druhé protoze Zijeme v globalizované dobé€. ZmenSeny svét mj. zjednoduSuje
rostlindm S$ifeni, coz zvySuje riziko biologické invaze. Opét musime znat logiku §ifeni, populacni
biologii a Zivotni cyklus, abychom mohli proti invazni rostliné €¢inn€ zasdhnout. A v neposledni
fadé¢ je pro nds dullezitd syntéza takovychto znalosti: umoZni nam porozumét logice a
mechanismim $ifeni nejen vodnich rostlin. Budeme tak vice rozumét vlastni krajin€ a nasi roli v

ni a dopadu na ni.

8. Literarni reserse

Rostliny jsou sesilni organismy, zpravidla tedy postradaji moZznosti aktivniho pohybu (vyjma
nékterych piipadii autochorie). Rostliny jsou pii svém Sifeni zavislé na okolnim prostfedi a na
zivocisich (van der Pijl 1982). Samy rozsiiuji sva semena zvlast¢ pomoci rtiznych vystielovacich
mechanismt (autochorie). Tato strategie je rozSifené&j$i mezi bezcévnymi rostlinami, mezi
cévnatymi neni piili§ obvykld. Bez ucasti zivoCichli se rostliny S§ifi prostfednictvim vétru
(anemochorie), coZ je béZné mezi dfevinami a travinami, nebo vodou (hydrochorie; Johansson et
Nilsson 1993, Danvind et Nilsson 1993, Hart et Cox 1995). Zbyva moznost Sifeni za pomoci

zivocichii (zoochorie). Semena mohou bud’ projit zazivacim traktem zivoc¢icha (endozoochorie;

napt. sezrand semena; Green et al. 2002, Pollux et al. 2005, Clausen et al. 2002) nebo se zachytit

10



Bakalarska prace, Vojtéch Zeisek, Katedra botaniky, Pif UK, Praha, 2007

na povrchu téla zivocicha (exozoochorie; napt. semena zachycena na pefi Ci srsti).

Mnoho vodnich rostlin m4, patrné mj. diky schopnosti klonalniho rozmnoZzovani, velice
Siroké az (sub)kosmopolitni arealy. Takovy Siroky vyskyt je Castéj$i na severni polokouli
(cirkumboredlni druhy), ale n¢které invazni druhy (napt. rodu Elodea) jsou Siroce rozsifené i na
jizni polokouli. Jde napf. o zastupce rodt FElodea, Lemna, Myriophyllum nebo Sagittaria
(Thiébaut 2007).

Nezda se byt pravda, Ze by na Siroké rozsifeni rostlin méla vliv idajna uniformita vodniho
prostfedi. VE&tsina vodnich rostlin je stinomilné a limitovéana spiSe dostupnosti CO,. Maji pomérné
vysoké teplotni optimum. Voda sice chrani pied dennimi vykyvy teplot, ale sezoénni extrémy jsou
obdobné jako na sousi. Casto jsou limitovany dostupnosti zdrojii a anoxii v bahng, ktera miize
zpusobit problémy (Santamaria 2002, Clausen et al. 2002, Lamote 2002).

Na rozsifeni vodnich rostlin maji zjevny vliv lidské aktivity, zvlasté vodni doprava ,
upravy tokii a budovani ptehrad, eutrofizace vod a zmény chemismu (Burkart 2001). Dale pak

nepiimy vliv prostfednictvim ovlivnéni pocetnosti a chovani ptaka (a teoreticky i ryb).

8.1. Biogeografie & vodni rostliny

Poté, co si lidé povSimli rozdilnosti mezi florami jednotlivych casti svéta, zacali patrat po
pti¢inach. Od pocatku bylo ziejmé, Ze svou roli hraji jak faktory ekofyziologické, tak historické,
ale ke Skod¢ véci se oba ptistupy vyvijely oddélen¢. Historicky pristup vychézel z teorie evoluce,
kontinentélniho driftu a paleontologicky dolozenych pozlstatk vyvojovych linii ukazujici jednak
jejich stafi a jednak vyvojova centra.

Za hlavni prvek formujici kvartérni flory povazovali biologové stfidani dob ledovych
(glacialtl) a meziledovych (interglacialtl) a s tim spojené vynucené migrace rostlin (Hewitt 2000).
Jako doklad slouzi kromé soucasného rozSifeni rostlin pievazné paleontologické a
paleoekologické studie a palynologie. Stale neni zcela vyfeSena otdzka pieZiti rostlin v malych
refugiich obklopenych neptfiznivym prostiedim (napi Tribsch et al. 2002). Tyto otazky se fesi az
posledni dobou pomoci molekuldrnich technik, které ndm umozni odhalit ptibuzné populace v
ramci celé Evropy a stanovit tak (s ohledem na geografii, geologickou historii, ekologii atd.)
pravdépodobné migracni trasy. Naproti tomu ekologové se zaméftili na autoekologii a individualni
preference kazdé rostliny, které mély samy o sob¢ vysvétlit prezenci ¢i absenci druhu na daném
miste.

V tomto ,,individualistickém* pfistupu jsme sice ziskali detailni znalosti o moZnostech

jednotlivych druht, ztratil se vSak ,,globalni* pohled na vétsi Casoprostorové Skale. Z pohledu

11
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fytogeografie tak vidime detail, avSak nikoli celek. V ,historickém* ptistupu naopak vidime
»velké* zmeény flor a dlouhodobé udalosti, ale madme jen omezenou piedstavu o redlnych
moznostech rostlin — o tom, jaké podminky jsou schopné a ochotné tolerovat a co je donutilo k
migracim. Jaké podminky snesou a jaké ne, jak reaguji na zmény klimatu. Oba pfistupy se stale

davaji dohromady jen pomérné ziidka.

8.2. Klonalita u rostlin

Klonalni rozmnozovani je ve fylogenetickém stromé cévnatych rostlin rozmisténo nerovnomeérne.
U nahosemennych je velice vzacné, u krytosemennych se vyskytuje s riznou intenzitou naptic
liniemi. Obecné se predpokladd, Ze klonalni rozmnoZovani je evolu¢né plivodnéjsi a pomaha
rostlindm vyrovnat se se stresujicimi podminkami vnéjsiho prostiedi (Klekowski 2003, Loxdale et
Lushai 2003). Dilezity je rozdil mezi genetou a rametou. Geneta je jeden geneticky jedinec
(klon), ktery se miZe napt. pomoci oddenk Sifit na velké vzdalenosti (ale fyzicky jde potad o
jeden celek), zatimco rameta je ¢ast genety, jeden jeji vybezek, ktery na pohled vypada a chova se

jako samostatny jedinec. Jednotlivé ramety jsou spolu v geneté vice ¢i méné propojené.

8.2.1. Klonalni rostliny a vodni prostredi

Mezi vodnimi rostlinami je velké mnozstvi druhti, které se rozmnozuji z vétsi ¢asti klonalné (Les
et al. 2003). Zastoupeni klonalniho rozmnozovani je mezi vodnimi rostlinami vys§i neZ mezi
suchozemskymi. To, ze jsou vodni rostliny klondlni jim umoziluje snadné Sifeni a rozsifeni na
velkém tzemi. Zda se, Ze jejich rozsifeni neni pfili§ limitované klimatem (Santamaria 2002).
Rozsiteni a invazibilitu nejvice limituje nedostatek Zzivin, toxiny a vysoké teploty narusujici
metabolismus (Thiébaut 2007). Zpravidla jde o stresu odolné taxony s Sirokou ekologickou
toleranci. Maji vysokou fenotypovou plasticitu v uhlikovém metabolismu umoziujici se vyrovnat
s rozdilnymi formami dostupného uhliku (Santamaria 2002).

Jejich taxonomické bohatstvi je omezené (Les et al. 2003). Moznou pii¢inou vSak je, Ze
vodni rostliny jsou ¢asto morfologicky redukované, coz taxonomické hodnoceni ztéZzuje. Crow
(1993) ukazal, ze, piekvapive, v mirném pasmu je vétsi diverzita vodnich rostlin nez v tropech,
avsak pfiznava, ze z tropickych oblasti mame nedostatek taxonomickych udajii. A obecné vzato,
taxonomické znaky vodnich rostlin jsou mnohdy zna¢né redukované a v dohledné dobé bude

potieba jejich taxonomii zrevidovat.
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Geneticka variabilita uvnitt populace byva nizka, ale mezi populacemi vysoka (Santamaria
2002). Pravdépodobné je to diky dlouhodobé zijicim kloniim. Je potfeba revidovat taxonomii
vodnich rostlin s ohledem na genetické pattern mezi jejich populacemi a ptipadnou reprodukéni
izolaci mezi jednotlivymi subarealy. Tendence ke klonalit¢ zlepSuje moznosti pieziti populace.
Pohlavné vzniklé diaspory se mohou S§ifit na velké vzdalenosti, zatimco lokdln€ se mnozi spise
klonalnim rastem (Clausen et al. 2002, Santamaria 2002). Vodni klonalni rostliny ziji v
mikrohabitatu, v prostiedi, ve kterém je na omezené ploSe mozaika rGznych habitatil, které se
vyplati obsadit klondlnim rlGstem (protoze dany klon je pro dany mikrohabitat nejlépe
diasporami, u kterych je vétsi Sance, Ze jejich rtizné genotypy budou odpovidat i jinym prostfedim
(Clausen et al. 2002).

Druhy, které¢ jsou schopné se rozmnozovat klonalné, a zvlasté pomoci vegetativnich
ulomkt (Elodea, Myriophyllum), byvaji Siroce rozsifené¢ az (sub)kosmopolitni a maji znacny
invazni potencial (Thiébaut 2007). Sifeni také usnadiiuji rtizna semena, turiony a jiné organy
urcené k pfeziti neptiznivych obdobi. Tyto klidové organy umoziuji nejen dalkovy transport, ale
také obnoveni populace po velké disturbanci (Thiébaut 2007). Rozsifeni a invazi druhii rodu
Elodea ve Francii popisuji Greulich et Trémolicres (2006). Johansson et Nilsson (1993) ukazali na
ptikladu Ranunculus lingua ve Svédsku, ze u vodnich rostlin neni selekéni tlak na plovatelnost
semen, protoze se velmi snadno — v porovnani se suchozemskymi — fragmentuji a Sifi vegetativné.
Je to odpovéd na zdanlivy paradox, ze vodni rostliny s dobrou schopnosti klonalniho
rozmnozovani nemivaji ptili§ plovatelna semena (napt. Johansson et al 1996).

Pohlavni rozmnozovani je ¢asto omezovano stresujicimi podminkami vodniho prostiedi,
které je prostorové velmi heterogenni. Jde napt. o zaplaveni a néslednou anoxii nebo naopak o

pokles hladiny vody a hrozici vyschnuti, o rozmnoZeni sinic a fas.

8.3. Fylogeografie & vodni rostliny

Studium genetické variability populaci se v ekologii objevuje s naristajici intenzitou nékolik
poslednich desetileti. Mnoho autord se zabyva studiem genetické diverzity populaci, identifikaci
klont a prostorovymi vztahy mezi jedinci a populacemi u nejraznéjsich rostlinnych druhti pomoci
molekularnich marker. Na zaklad¢ takovychto 0dajii nasledné¢ usuzuji na historii rostlinného
roz§ifeni, na migrace, speciace a dal$i udalosti. Mezi dnes nejCastéji pouzivané metody
vyuzivajici polymorfismus v sekvenci nukleotidi v DNA patii PCR-RFLP, AFLP a mikrosatelity
(napt. Ouborg 1999).
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8.3.1. Fylogeografie

Fylogeografie (Hennig 1999) vyuZziva tzv. molekularnich markert k nalezeni genové variability na
Sirsi Casoprostorové Skale. Pro ucely studie si nejprve definuje fylum (phyllum), monofyleticky
soubor studovanych jedincli, a nasledné¢ pomoci molekularné-genetickych metod urcujeme
piibuzenské vztahy mezi témito jedinci. Nalezenim geneticky podobnych jedinct (genovych
linii), tvorbou tzv. fylogenetickych stroml zobrazujicich pifibuzenské vztahy a porovnanim
s jejich geografickym rozsifenim se tak mizeme pokusit rekonstruovat historickou migraci, odlisit
jednotlivé migracni proudy a zjistit, které lokality spolu migracné souvisi (Avise 2000). Jednotlivé
migracni proudy lze pravdépodobné nejlépe zjistit sledovanim takovych ¢asti DNA, které se dédi
pouze po matefské linii a nerekombinuji se, jako je u krytosemennych rostlin plastidovd DNA.

Klasickym fylogeografickym problémem je postglacialni historie. Evropa byla nejvice
zalednéna ptred 18 000 — 20 000 lety (Lozek 1973) a obecné se soudi, ze vétSina rostlin a
zivocCichu se stahla do refugii na jihu. Zpét na sever se rostliny zacaly vracet pred asi 13 000 lety,
ale vratila se jen mala ¢ast alelické a taxonomické variability.?

Ptiklady ilustrujici tuto predstavu jsou napf. Petit et al. (1997), ktefi se zabyvali strukturou
haplotypti cpDNA dubu letniho a zimniho v severozapadni Francii. Palmé et Vendramin (2002)
zkoumali postglacidlni historii lisky. Studovaly se pfevazné lesni dfeviny, pro které se zavedl
koncept 3 hlavnich refugii (na Iberském poloostrové, v Apeninach a na Balkan¢). Uvazuje se také
o refugiich ve stfedni Evropé a v Karpatech (napt. Sadlo et al. 2005, Willis et al. 2000). O vodnich
rostlinach se z tohoto pohledu nevi témér nic (viz. Dorken et Barrett 2004).

Zavaznym problémem muze byt, ze tyto analyzy nejsou schopny zachytit vyhynulé linie.
Fylogeografické metody nejsou pfili§ vhodné k zodpovidani otazek, ve kterych pracujeme s
veétsim poctem vymielych linii, protoze vymirani nas pfipravi o alely vymielych jedinci a my se
jich uz nikdy nedopatrame a v analyzach nam pak budou chybét. Diky tomu mtzeme celkem
dobfe zkoumat navrat rostlin po Ustupu ledovct posledni doby ledové (vcetné populaci, které
ptezily v refugiich obklopenych nehostinnou krajinou), ale zeptame-li se na migrace béhem
posledniho interglacidlu, genetickd informace na (meta)populacni urovni jiz je ,,piemazéana‘
pozdéjsimi procesy a my jsme odkazani jen na paleontologické a palynologické zaznamy. Zde uz
molekulérni biologie na takto jemné Grovni nefunguje.

Xiang et al. (2000) korelovali molekularni data s geologickymi tdaji k vysvétleni

floristick¢ disjunkce mezi vychodni Asii a Severni Amerikou. Pomoci kvalitniho

2 Evropa tak byla ochuzena o mnoho tietihornich druhi a linif, které dnes rostou ve vychodni Asii, severni Americe
a pfipadné na Kavkaze (Pterocarya, Ginkgo, ...)
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paleontologického zadznamu zkalibrovali molekuldrni hodiny a nakonec dospéli k zavéru, ze
divergence vétSiny druhtl je starSi nez zmizeni jednoho z poslednich kontinentdlnich mostd na
konci terciéru, ale souvisi s 0 néco star§$im rozpadem souvislého listnatého lesa, ¢imz doslo k
rozpadu piivodné souvislych aredlti. Jde o ukdzku idealniho pfistupu k problematice Sifeni rostlin

a obdobné mechanismy jsou piedstavitelné i pro rozsifeni vodnich rostlin.

8.3.2. Fylogeografie vodnich rostlin

Specialn¢ o fylogeografii vodnich klonalnich cévnatych rostliny na vétsi asoprostorové tirovni se
toho vi pomérné malo. Les et al. (2003) srovnali dostupné geologické uidaje s molekularnimi a
ukézali, Ze v ptipad¢ Siroce rozsifenych vodnich makrofyt jde spiSe o bazélni linie cévnatych
rostlin. VétSina molekularnich divergenci vysla signifikantné mladsi nez geologicky rozchod
kontinentil, coz si autofi vysvétluji tim, ze voda chrani pied ucinky UV a rychlost molekularni
evoluce tak mize byt systematicky podhodnocena. Je také mozné, Ze vliv ma i nizsi teplota vody,
¢ehoz disledkem je i nizSi uroven metabolismu. Stale z(stavd oteviend otdzka moznosti
prirozeného transportu rostlinnych propaguli ptes ocean.

Dorken et Barrett (2004) zkoumali pomoci PCR-RFLP postglacidlni historie jedno- a
dvoudomych populaci Sagittaria sagittifolia ve vychodni Casti Severni Ameriky. Geneticka
diverzita byla vice nez 6 x Vv&t§i mezi jednodomymi populacemi. Glacialni refugia byla
pravdépodobné na jihovychodé (jen tam se vyskytovaly vSechny haplotypy). Ve dvoudomych
populacich byly nalezeny jen 4 haplotypy a 94 % individui mélo jen 1 haplotyp.

Ptinosnou praci publikovali Nies et Reusch (2005). Zkoumali baltské a jezerni populace
Potamogeton pectinatus. Severni Evropu rekolonizoval z vétSiho mnozstvi refugii pred cca 12
000 lety a roste jak v prakticky brakickém Baltu tak v ptfimoiskych jezerech. Geneticka piibuznost
populaci nevykazuje zadné geografické pattern. Baltské populace jsou geneticky méné
diferencované a je mezi nimi 2,5 x vétsi genovy tok. V kazdé jednotlivé populaci dochazi k silné
adaptaci k lokalnim podminkdm. Asi pozorujeme prvopocatek speciace mezi baltskymi a
jezernimi populacemi, nicméné sekvence rRNA jsou u obou skupin populaci identické. Je to

ukazka GspéSného pouziti pomérné variabilniho markeru na velké Casoprostorové skale.

8.3.3. Fylogeografie na malé skale

Fylogeografické problémy nemusime nutné studovat na kontinentalni trovni. Pokud si jako nami
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zvolené fylum vybereme jen jedince v Alpach, na tizemi CR, v povodi Dunaje, anebo v ramci
okresu Pfibram, miizeme stejné metody pouzit i na takto malé casoprostorové trovni.

Tribsch et al. (2002) zkoumali pomoci AFLP glacidlni historii Saponaria pumila ve
vychodnich Alpach a rumunskych Karpatech. Glacial piezila ve 3 refugiich charakterizovanych
unikatni sadou markerti. Populace jsou geneticky zna¢né diferenciované. Nékteré okrajové
populace maji hodné vzacnych markerti naznacujicich dlouhodobou izolaci. Nékteré soucasné
lokality byly rekolonizovéany transportem na dlouhé vzdalenosti. Je patrnych i né€kolik priichodu
bottleneckem. Oddélily se 4 dobie rozeznatelné geografické skupiny. Neni jasné pro¢ nemigrovala
zapadnéji.

Tarayre et al. (1997) zkoumali prostorovou genetickou strukturu Thymus vulgaris v jizni
Francii. Porovnavali relativni genovy tok pylem a semeny s prostorovou strukturou. Autofi
nezaznamenali zadnou signifikantni korelaci mezi rozmnozovacim systémem a chloroplasty ani
mezi diverzitou cpDNA a frekvenci samic. Podle autor je cpDNA dobry marker i na populacni
urovni. Viz. téz prace Fischer et al. (2000), ktefi zkoumali genetickou variabilitu Ranunculus
reptans ve dvou Svycarskych jezerech a zjistili, Ze vétSi populace jsou geneticky variabilngjsi,
avSak variabilita zavisi na historii (napf. na mife fragmentace) a ze geneticky drift je selekéné

neutralni.

8.3.3.1. Riéni systémy

Velice zajimavym modelovym prostfedim pro studium transportu gent je systém, ktery je urcitym
zplisobem polarizovany a strukturovany. (Johansson et al. 1996) Ri¢ni siti neustale proudi voda
jen jednim smérem, pfesto se rostliny §iii i1 proti proudu. (Nilsson et al. 1991) V takovém prostiedi
vyvstava tada otazek. Kde je vétSi geneticka variabilita? Na hornim nebo dolnim toku? Jaké
abiotické a lidské zasahy maji vliv na rozifeni vodnich rostlin? (Burkart 2001) Siii se rostliny
vyhradné fi€ni siti nebo 1 mezi jednotlivymi fekami? Jsou od sebe povodi ostfe geneticky
oddé€lené nebo mezi nimi dochazi k vyméné diaspor? (Danvind et Nilsson 1997, Johansson et al.
1996, Fischer et al. 2000) Podili se na transportu semen vodni ptaci? (Pollux et al. 2005, Green et
al. 2002, Mueller et van der Valk 2002, Figuerola et al. 2005). Pokud jde o bezobratlé¢ nebo tieba i
savce, nejsou mi znamy zadné studie, které by se témito moZnostmi zabyvaly. Ale moznost
zachyceni vegetativnich fragmenti v srsti zvifat je logicky ocekavatelna.

Nyni pfedstavim nékteré ze zakladni uvah, na kterych stoji vétSina nulovych hypotéz
pouzivanych ve fylogeografickych studiich vodnich rostlin. Logicky bychom ptedpokladali, ze

jednotliva povodi budou geneticky izolovana, protoZze mira transportu, napt. pomoci vodnich
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ptakt,, mezi povodimi je fadové mensi nez §ifeni rostlin v ramci jednotlivych povodi. Naproti
tomu geneticka variabilita v ramci jednoho uzavieného systému se diky klondlnimu
rozmnozovani oc¢ekava velice nizkd. V otazce, zda bude vyssi alelické bohatstvi dole po proudu
nebo na hornim toku se obvykle predpoklada, ze vétsi bude na hornim toku, kde se v jednotlivych
pritocich druh vyviji uz dlouhou dobu a dolu po proudu se dostane jen Cast variability. A naopak:
v oblastech, kde je nejvyssi geneticka diverzita mezi jedinci druh pravdépodobné preckal nedavna
nepiiznivd obdobi (napt. doby ledové). Z téchto center se pak druh rozsitil. Z podobnych tvah
vychazi 1 vétSina dale uvedenych studii. Viz. napt. Johansson et Nilsson (1993), Boedeltje et al.
(2003), Danvind et Nilsson (1997), Johansson et al. (1996), Nilsson et al. (1991).

Lamote et al. (2002) studovali pomoci AFLP dvé populace Iris pseudacorus ve 2
hydrologicky oddélenych povodich v severni Belgii. Mezi povodimi autofi odhalili velkou
genetickou odlisnost, kterou vysvétluji, kromé (reprodukéni) izolace, silnym genetickym driftem.
I ptes pievazné klonalni rozmnozovani rostliny je vysokd geneticka wvariabilita 1 na
vnitropopula¢ni urovni, coz autofi opét pficitaji genetickému driftu mezi jednotlivymi oblastmi
(ptitoky apod.). Slabinu studie vidim v tom, Ze autofi nediskutuji ekologické mozZnosti Sifeni
rostliny.

Keller (2000) zjistila zavislost genetické odliSnosti na geografické vzdalenosti podél feky
u Phragmites australis. Nejvice rozdilii bylo mezi populacemi v hlavnim toku a na pfitoku, coz
naznacuje odliSny zdroj propaguli pro tyto dvé oblasti. Populace, které¢ si byly prostorové bliz, si
byly podobng;jsi i geneticky.

Geneticka diverzita v dolnich ¢astech udoli mize byt vyssi nez v hornich Castech toki
(Gornall et al. et al. 1998). Topologie fi¢niho systému tak ovliviiuje genetickou diverzitu a jeji
rozloZeni. Kudoh et Whigham 1997 zjistili, Ze populace Hibiscus moscheutos, které t€sné souvisi
s vodnim tokem, a jsou tudiz €asto a snadno zdsobovany semeny z populaci lezicich proti proudu,
se geneticky prili§ neli$i. Geneticky vice odlisné byly populace od toku vzdalenéjsi, bez tak
castého pfisunu nového genetického materialu — diaspor z jinych populaci. Russell et al. (1999)
zkoumali populace hydrochorné se $ificiho amazonského stromu a vliv hydrochorie neprokazali.

Ri¢ni koridory hosti mnoho ohroZenych druhii rostlin. Teplej$i postglacialni perioda’
umoznila #i¢nim rostlinam, aby se mohutn¢ rozsitily; od té¢ doby jsou, s ohledem na ochlazeni a od
neolitu s ohledem na vliv ¢lovéka, spiSe na ustupu. Invazni druhy Casto zacinaji v ficnich nizinach
a pak se §ifi do okolnich oblasti. V §ifeni rostlin je zjevna velka role ptakt a hydrochorie (Burkart

2001). Udoli jsou kontinentaln&jsi, vysoké letni teploty jsou pravdépodobné limitujici faktor

3 Atlantik, ve stfedni Evropé byla pfed asi 7000 — 5000 lety, v priméru bylo o asi 3 — 4 °C tepleji, neZ dnes. Od té
doby se ochlazuje (aZ do soucasného globélniho oteplovani; Lozek 1973, Sadlo et al. 2005).
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Sifeni. Pfinos Zivin probiha pievazné prostfednictvim zaplav (Burkart 2001).

Jako modelovy druh jsem si vybral stulik zluty (Nuphar lutea (L.) Sm.), protoze jde o
vodni rostlinu (a mizeme tak vyuzit vyhod strukturovaného a polarizované¢ho vodniho prostredi),
ktera se rozmnozuje jak klondlnim rastem, tak pohlavné (Arber 1920, Heslop-Harrison 1955,
Barrat-Segretain 1996) a je na naSem uzemi pomérn¢ Siroce rozsifena (Slavik 1991). Navic jsou
pro tento druh k dispozici polymorfni mikrosatelitové primery (Ouborg et al. 2000), diky kterym
mame pro nase studie k dispozici pravdépodobné nejvariabilnéjsi molekularni marker (Ouborg et
al. 1999).

8.4. Molekularni markery, klonalita & vodni rostliny

V poslednich letech tak mizeme ziskat ptehled o ptibuznosti rostlin na zvolené casoprostorové
Skale (diky tzv. molekuldrnim markerim; Ouborg et al. 1999) a tu pak s pomoci dalSich
(geografickych, geologickych, paleontologickych, ekologickych, genetickych, cytologickych...)
dat interpretovat. Bez analyz DNA (nejen s pouzitim molekularnich markert, ale i s pomoci
karyologie a cytologie) nemiZeme rozhodnout o piibuznosti rostlin a tim padem nam jsou
nedostupné otazky na odpovédi po populaéni struktuie na lokalni (Kudoh et Whigham 2001, Sun
et Wong 2001), krajinné i kontinentalni (Dorken et Barrett 2004) Grovni. Analyzy DNA s vyuZitim
molekularnich marker zménily naS pohled na fylogenetiku a rostlinné migrace. Podrobné se
historii biogeografie od prvopocatkii po dnesni dny vénuji Brown et Lomolino (1998).

DNA je velka a slozitd molekula obsahujici fadu funkéné odlignych tseki. Useky kodujici
proteiny ¢i pfimo se podilejici na regulaci genové exprese podléhaji selekénimu tlaku a postupné
hromadi zmény (mutace). Srovnani dvou takovychto odpovidajicich si kédujicich usekit mize byt
zavadéjici, zavisi to na tom, jak pfislusnd mutace ovlivni fitness daného jedince. Detekovana
variabilita tak nutn¢ nemusi pfimo vypovidat o mife piibuznosti, ale spiSe o stejné mitfe odpovedi
na stejny selekéni tlak. Navic jde o konzervativni Gseky, coz je pii srovnavani blizce ptibuznych
populaci ¢i druhtt nevyhodné, nebot’ mnohdy nemdme k nasim analyzam k dispozici dostatecnou
variabilitu. Useky kodujicich oblasti tedy obvykle nejsou pro piibuzenské analyzy na malé
casoprostorové Skale piiliS vhodné (Baker 2000, Avise 1994), coz ale neplati vzdy (viz. napf.
Tarayre et al. 1997, Kudoh et Whigham 1997, Sun et Won 2001).

Pro fylogeografické studie je vhodnéjsi pouziti tzv. nekodujicich tisekii DNA, které nejsou
piimo pfepisovany do proteini. Zvlasté vyhodné je pouziti tzv. neutrdlni DNA, ktera, podle
soucasné urovné¢ poznani, neni pod selekénim tlakem a mohou se tam hromadit mutace, které

obvykle nemaji negativni dopad na fitness. Pro fylogenetické (a fylogeografické) analyzy se
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vétsinou pouzivaji introny (useky DNA vmezefené mezi exony kodujici ¢asti proteind), které
nejsou prepisovany do mRNA.

Naproti tomu podle Li et al. (2004) maji mutace mikrosateliti zna¢ny vliv na strukturu
DNA, ¢imz ovliviuyji transkribci proteinu mezi jehoz exony jsou mikrosatelitové alely vmezeteny.
Mikrosatelitové mutace by tedy byly pod silnym selek¢nim tlakem. Sami autofi vSak piiznavaji,
ze je potieba cely problém dale zkoumat. Zatim neni k dispozici dostatek udaji, nicméné je nutné
byt pfipraven na to, Ze n€které studie se mozna budou muset ptehodnotit.

V soucasnosti se zd4a nejpravdépodobnéjsi, ze velkd cast téchto nekodujicich useki je
puvodem tzv. parazitickd DNA — riizné transpozony, replikony, poziistatky retrovirii. Jejich funkce
v organismu je stdle nejasnd. Tyto useky vykazuji vysokou mutabilitu a v urcitych castech
genomu se Sifi. Obsah takovéto ,neuzitecné DNA béhem evoluce roste (Sherratt 1995).
Mikrosatelity jsou velice variabilni a s rastem jejich mnozstvi béhem fylogeneze roste i
variabilita, kterou my s vyhodou vyuzivame pro nase studie.

Na DNA muazeme nachazet tzv. markery, znacky, znaky, z naSeho pohledu jednotky
informace; usek DNA ¢i proteinu vypovidajici o (genetické) piibuznosti jedinctl, populaci nebo
druhil. Molekuldrni markery na urovni DNA mtZeme rozdélit na markery zaloZené na

e RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism; napt. Baker 2000) a na

e PCR (Polymerase Chain Reaction; napt. Wolfe et Liston 1998).
Pfi technikach zaloZenych na RFLP vyuzivame enzymu restrikénich endonukleaz?, které rozstépi
veskerou DNA na pfesné¢ definovanych tusecich na rizné dlouhé fragmenty, které nasledné
vizualizujeme pomoci elektroforézy a hybridizaci DNA se znaCenou sondou. Metoda je to
jednoduché a poskytuje informaci z celého genomu a vysoce reprodukovatelné pattern. Variabilita
je dana mutaci (nejcastéji inzerci nebo deleci) v sekvenci, kterou rozezndvaji restrikéni
endonukleézy.

Druha velka skupina technik je postavena na metodé PCR®, kterda ndim s pomoci dvojice
primerti umoziluje namnozit vybrany tsek DNA geometrickou fadou. Nejblizsi pfedchozi metodé
je PCR-RFLP, pii které se nejdiive pomoci PCR namnoZime zvoleny lokus a pak jej pomoci

n¢kolika restrikénich endonukledz rozstépime na kratké fragmenty, které pak rozdélime a

4 Jde o enzymy $té€pici DNA v piesné definované sekvenci uvnité molekuly. Tato sekvence mtize byt rizné dlouha.
Dnes mame k dispozici minimalné stovky riznych restrik¢énich endonukledz $tépicich molekulu DNA v riznych
sekvencich (restrikénich mistech).

5 Zjednodusené schéma PCR je toto: molekuly DNA zahfejeme (denaturujeme, ¢imZ se dvousroubovice DNA
rozplete), ochladime, nechdme nasednout primery a umoznime aktivitu termostabilni DNA-dependentni-DNA-
polymerézy (pfeZije denaturaci). Potfebujeme tedy primery, studovanou DNA, termostabilni DNA-polymerazu,
pufr, dNTP a vodu. Tim namnoZime zvoleny tisek. Cely cyklus opakujeme tfeba 30 x, mame pak 2~ 1,06 - 10"
kopii pivodniho useku.
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vizualizujeme na elektroforetickém gelu. Metoda je to univerzalni, pouzitelna téméf u vSech
druhti. Drobnou nevyhodou je nizsi variabilita pfi studiu chloroplastové DNA (cpDNA; Palmer
1986, McCauley 1995). Nevyhodou také je, ze jde o dominantni marker, takze nemuze rozeznat
dominantniho homozygota a heterozygota.

Dalsi metody jsou RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), jejiz vysledky jsou jen
obtizné reprodukovatelné; pomérn¢ drahé a komplikované AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism; Vos et al. 1995), jehoz pattern je vysoce reprodukovatelné, pomérné variabilni,
ale jde o dominantni marker; a mikrosatelity (Jarne et Lagoda 1996), které jsou vysoce variabilni,

reprodukovatelné, kodominantni a levnéjsi nez AFLP.

8.4.1. Mikrosatelity

Mikrosatelity (SSRs, Simple Sequence Repeats; Balloux et Lugon-Moulin 2002) jsou variabilni
kodominantni marker, ktery umoziuje studovat variabilitu ve vybrané ¢asti genomu. Déavaji nam
dostatek variability i pro populacni studie na mensi Casoprostorové urovni a diky jejich
kodominanci mizeme rozlisit heterozygoty od dominantnich homozygoti. Jde o kratké (pod 6 bp)
tandemové repetice, které se za sebou mnohonédsobné opakuji. Jejich nevyhodou je, na rozdil od
napi. AFLP (kde nepotifebujeme Zadnou ptredchozi znalost o studovaném genomu), nutnost
ptipravit pro kazdy studovany druh sadu specifickych primert, jejichZ izolace a pfiprava je
pomérné narocna (Provan et al. 1999).
Jednotlivé alely jsou pak dany délkovym polymorfismem (poctem opakovani dané repetice

v ramci alely), ktery odhalime oddé€lenim alel pomoci elektroforézy a vizualizace prouzki.
Rozeznavame 3 typy mikrosatelitt:

1) jednoduché (simple, ... GAGAGAGAGAGA...),

2) slozené (compound, ... GAGAGAGAGAGATCTCTCTCTCTC...) a

3) pteruSované (interrupted, ... GAGAGACCGAGAGACCGAGAGA...).
Podle délky mikrostelitu rozeznavame 3 nejbéznéjsi druhy repetitivnich sekvenci:

1) dinukleotidy (u rostlin je nejbéznéjsi AT, vyskutuje se cca kazdych 30 — 50 kb, pocet

opakovani byva do 30),

2) trinukleotidy (protoze neporusuji ¢teci ramec, mohou se vyskytovat 1 v exonech) a

3) tetranukleotidy.
Mikrosatelity jsou vysoce specifické, polymorfni a vyskytuji se v celém genomu (spisSe v
nekddujicich oblastech). V ptipad¢ rostlin se pouzivaji bud’ jaderné nebo plastidové mikrosatelity

Provan et al. 2001). Vykazuji velkou mutaéni rychlost (10 — 10~ na lokus za generaci) a vznikaji
y 1] y g 1
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ptevazné ,,sklouznutim“ DNA polymerazy pii kopirovani DNA.
Pro stulik (Nuphar, Nymphaeaceae). Ouborg et al. (2000) izolovali polymorfni
mikrosatelitové lokusy. Tim jsme pro populacni a fylogeografické studie ziskali asi nejlepsi

mozny marker. Jsou amplifikovany nejen ve druhu Nuphar lutea, ale i v dalSich zastupcich rodu.

8.4.2. Chloroplastova DNA

U fylogeografickych studii zaméfenych na studium migrace rostlin se velmi Casto pouziva
plastidovda DNA (cpDNA, plastom; Palmer 1986). Hlavni vyhody jejiho pouziti pro tyto ucely
spocivaji v tom, Ze:

1) u vétSiny krytosemennych rostlin je dédéna pouze po matefské linii (uniparentaln¢), tedy
semeny (Corriveau et Coleman 1988, Blouin 2003), a nedochazi tak k rekombinacim pfi
meidze a hlavné lze sledovat genera¢ni (migracni) linie; a

2) je relativné konzervativni, tj. jen omezené variabilni (Comes et Kadereit 1998). Ptesto
vsak vykazuje variabilitu i na vnitrodruhové Grovni (coz ovSem neplati vzdy).

Takto o plastomu bézné uvazujeme. Nékteré soucasné studie vSak ukazuji, ze plastom je zmét
linearnich molekul (n€kolika vlastnich kopii) mezi kterymi dochazi k rGznym vazbdm a
rekombinacim. MiZze také dochdzet (v ramci kruhové molekuly) k rekombinacim protilehlych
invertovanych opakovanich (Oldenburg et Bendich 2004, Bendich 2004). Vysledky vSak zdaleka
nejsou jisté a velké mnozstvi studii provedenych s vyuzitim cpDNA (z nichz mnohé byly
korelovany s vyuzitim jiné techniky) naznacuje, Ze tento jev nemusi byt v obecné roviné pfilis
vyznamny. Je vSak nutné s timto nebezpecim pocitat a nepfijimat vSechny vysledky
fylogeografickych studii nekriticky.

Zdrojem variability jsou v plastomu (plastidové DNA) vétSinou bodové mutace, piipadné
krats$i inzerce / delece. Pravé kombinace téchto jejich vlastnosti ndam umozni detekovat jednotlivé
haplotypy, korelovat je s jejich geografickym rozsifenim a vysledovat jednotlivé migracni linie
(Schaal et Olsen 2000), protoze informace obsazend v cpDNA se v jen malo zménéné podobé

cey

predavala od ptivodnich zakladatelli populace az k dnes zijicim organismiim.

8.5. Sifeni vodnich rostlin

Sifeni vodou (Johansson et al. 1996, van der Pijl 1982) neni tak tizce vazané na n&jaky taxon, ale

vyskytuje se Siroce napii¢ skupinami: je podminéno Zivotni strategii (Sjostrom et Gross 20006),
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biotopem a habitatem rostliny: jeji vazbou na vodni, bazinné ¢i pobtezni prostiedi. Komplexni
analyzu divodu Sirokého rozsifeni vodnich rostlin a jejich nizké taxonomické diferenciace podava
Santamaria (2002). Vlivem lidské Cinnosti na rozsifeni se zabyva Burkart (2001). Boedeltje et al.
(2003) zjistili, ze druhové slozeni zachycenych semen nejlépe vysvétli druhové slozeni rostlin ve
spolecenstvu, méné produkce semen a jejich plovatelnost.

Hydrochorii se podrobné¢ vénuje van der Pijl (1982). Prakticky se nevyskytuje u
nahosemennych (mimo cykasll), vyvinula se mnohokrat nezavisle, sekundarné. Jen velmi malo
rostlin je vodou opylovdno (mnohokrat méné, nez kolik se jich vodou §iti). Nejzakladnéjsi déleni
hydrochorie je na

e splach deStém (ombrohydrochorie; tyka se spiSe malych vzdéalenosti a leh¢ich diaspor;
napt. Caltha, Veronica, Thlaspi) nebo
e pomoci vodniho proudu (nautohydrochorie), ktery mtize probihat

o submersné (ponofené; semena mohou po urcitou dobu plavat a postupné se ponofit,

napt. Hydrocharis, Nymphoides, Nuphar, Butomus) nebo

o emersné (na hlading; bez specidlnich adaptaci plavou — jen diky fyzikalnim zdkontim —

mald semena; napt. Nelumbo, Glyceria, Sonchus, Cocos). Plovouci semena mohou, ale
nemusi mit specialni ptizptisobeni k plovani. Ve vodnim toku je velké mnozstvi
diaspor, ale vétSina z nich nevykli¢i, dostala se do vody ,,omylem*®.

Nilsson et al. (1991) provadéli pokusy s dievénymi kostkami napodobujicimi semena
uvolnéna do proudu a zkoumali jejich depozici (odpovidala rozlozeni pobifezni vegetace). Podle
vysledkii je hydrochorie neefektivni pro kratce plovatelnd semena. Depozice kostek nebyla
ovlivnéna vlastnostmi proudu. Podle autori miize hydrochorie mutze hrat roli i na drovni
spoleCenstva.

Je zfejmé, Ze kazdy ze zminénych mechanisml vyZaduje od rostlin jiné adaptace. PiestoZe
existuje celd tada studii o Sifeni vodnich rostlin (Barrat-Segretain 1996, Smits et al. 1989,
Boedeltje et al. 2003, Pollux et al. 2005) stale neni jasné, jak se rostliny mohou pomérné rychle
Sifit na velké vzdalenosti a proti proudu. Figuerola et Green (2002) konstatovali, ze transport
rostlinnych propaguli je sice z terénnich studii dobfe dokumentovany, chybi vSak podrobné&;jsi
informace o vlastnostech transportovanych propagulich i o ptacich, ktefi je transportuji a jak tyto
jejich vlastnosti ovliviluji cely proces. Stale probihaji debaty napt. v souvislosti s kolonizaci
oceanskych ostrovi, postglacialni rekolonizaci a jinymi velkymi migracemi vetné invazi. (napf.
Valido et al. 2004, Palmé et Vendramin 2002, Tribsch et al. 2003, Nies 2005, Petit 1997)

O endozoochorii se Casto uvazuje jako o velice dulezitém mechanismu Sifeni vodnich

rostlin. Vodni rostliny jsou dileZitou slozkou potravy mnoha zvifat. Clausen et al. (2002) se k
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moznosti Sifeni vodnich rostlin v ptacich zaludcich na velké vzdalenosti stavi velice skepticky a
uvadéji 4 hlavni davody:
1) ptaci zerou semena mimo dobu z hlediska rostlin nejvhodnéjsi pro rozmnozovani (coz ale
nevyluéuje moznost transportu vegetativnich diaspor),
2) dalkovy transport by logicky pfipadal v uvahu jen na podzim ze severu na jih (prasecik
generacni doby rostlin a ¢asu ptaciho tahu),
3) vétsina ptaciho Zaludku se vyprazdni do asi 300 km letu (stejné tak nevime nic o tom, jak
dlouho mohou generativni diaspory vydrzet zachyceny na ptac¢im téle: mnohdy k tomu
maji pfizptsobeni, ale ptaci se Casto Cisti) a
4) ptaci mnohdy cestuji mezi velmi odliSnymi habitaty (Rostliny se tak mohou snadno dostat
z prostiedi, pro které jsou pfizptsobené do prostfedi o poznani méné€ vhodného. Na druhou
stranu maji obvykle Sirokou ekologickou amplitudu a jsou pomérné ptizplisobivé.).
Sice mame k dispozici studie (Figuerola et al. 2005, Mueller et van der Valk 2002), které
dokladaji, ze vodni ptaci zerou semena vodnich rostlin, ale mnohdy jde o laboratorni experimenty
a nemame k dispozici dostatek udajl z pfirody. Troufam si tvrdit, Ze 1 pfes vySe uvedené namitky
je mnoZzstvi zkonzumované (a na ptacim téle zachycené) rostlinné biomasy (a specialné¢ semen)
tak obrovské, ze by to — vzhledem k rozmnozovacim schopnostem rostlin a mnozstvi tdhnoucich
ptakti — mélo k jejich zdarnému Sifeni dostacovat.
Velice detailné se tomuto problému vénuje Figuerola (2002). Prace jednozna¢né ukazuje,
ze dalkovy transport vodnim ptactvem je mozny, neptinasi vSak zadny stejné nezvratny dikaz o
jeho sile a vyznamnosti. Ukazuje fadu krmnych pokust (kdy ptaci byli nékdy krmeni i nasilim
nebo nem¢éli na vybér jinou potravu). Takové pokusy — i1 kdyz ukazuji, Ze semena si uchovavaji
kli¢ivost 1 po prichodu pta¢im Zaludkem — dle mého soudu musime brat s velkou rezervou.
Nevypovidaji totiZ nic o potravnich preferencich ptdkd v pfirodé. Sbér semen z exkrementh
provadéli napt. Green et al. (2002), kteti v ptacich zaludcich identifikovali ptes 120 druhti semen.
O Sifeni rybami neexistuji prakticky zadné relevantni zpravy Chick et al. (2003)
publikovali pozorovani ze Severni Ameriky jak za zvySeného stavu vody ryby Zerou plody rostlin.
Jde vSak pouze o zpravu o pozorovani. Nic vic. Co se tyce jejich role, nejsou dostupné prakticky
zadné informace.
Riis et Sand-Jensen (2001) srovnavali danské nizinné vody na konci 19. a 20. stoleti.® Ke
konci 19. stoleti byl stulik Zluty zaznamenan v mnoha jezerech, po 100 letech jen v fekach dolu

po proudu a jeho populacni stavy celkové poklesly. Proti proudu (do fek ptitékajicich do jezer) se

6 Za tu dobu se dramaticky zvysilo mnoZstvi Zivin v krajiné, pfes 90 % tokl bylo meliorovano a prudce pokleslo
druhové bohatstvi. Takovyto scéndi miZzeme nalézt ve vétsin€ Evropy a Severni Ameriky.
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vibec nerozsifil. Toto zjisténi ptili§ nezapada do vysledki jinych studii, které Sifeni proti proudu
povazuji za bézné. Autofi vSak tento parcidlni vysledek blize nediskutuji, nebot’ prace byla
zaméiena na rod Potamogeton.

Z vyse uvedeného je ziejmé, ze biogeografické tivahy tykajici se vodnich rostlin jsou
velmi obtizné, nebot’ doposud nepanuje obecna shoda o principech a logice jejich Sifeni. Vysledky
riznych studii si ¢asto odporuji. VEtsSina autort je schopna se shodnout na velké roli hydrochorie
(a to jak prostfednictvim semen, tak zvlasté prostiednictvim riznych vegetativnich diaspor) a
ornitochorie, kde uz je nejasnosti o poznédni vice. Autofi se ve vétsSing ptipadii shodnou na tom, ze
endoornitochorie a exozoochorie jsou mozné, ndzory na jejich vyznam se vSak velmi rtizni.

Vhodnym modelovym druhem je, vzhledem ke své ekologii a rozsiteni, pravé stulik zluty.

U na ném ziskanych vysledki Ize o¢ekavat Sir§i obecnou plastnost.

8.6. Nuphar lutea

Stulik zluty (Nuphar lutea (L.) Sm., Nymphaeaceae; obrazek 1, obrazek 2) je vodni rostlina
(hydrofyt) s listy na hladin€ plovoucimi (emersnimi) nebo ponoienymi (submersnimi). Kofeni v
bahnitém nebo piskovém substratu (Arber 1920, Heslop-Harrison 1955).

Stulik ma houZevnaté oddenky nepatrné zplostélé a seshora nazelenalé, dole sinale Zluté,
pokryté jizvami po odpadlych listech (Arber 1920). S kazdym listovym zékladem jsou obvykle
asociovany 3 kotfeny. Oddenky mohou byt tlusté az jako muzska paze. Submersni listy bez
praducht jsou produkovéany pfevazné zjara a v nezamrzajici vod¢ i béhem zimy. Listova ¢epel ma
koZovitou texturu a je nesmaciva, velka aZ asi 30 x 40 cm (Heslop-Harrison 1955). Za siln¢ho
deste trpi plovouci listy udery kapek vice nez u prizptisobenych suchozemskych rostlin (stulik
vystavuje desti celou listovou plochu a nema k dispozici zadny mechanismus, ktery by tomu
branil). Priduchy jsou na horni stran€ plovoucich listii, u submersnich chybi. Stied listu, ktery je
mechanicky nejnaméhanéjsi, je specialné vyztuzen. Ohebnost a délka fapiku zajiStuje moznost
zmé&ny polohy listu a tim 1 reakci na zmény hladiny ¢i osvétleni. Vzhledem ke kompetici o svétlo
se listy na hladin€ Siroce rozprostiraji do plochy. Kvéty voni po brandy, oteviraji se na vecer a
zaviraji rano kdyz vzristd teplota vzduchu (Heslop-Harrison 1955). Kvéty ldkaji no¢ni hmyz.
Oteviené kvéty uvoliuji silnou viini a mohou se zahtat az o 10 °C oproti okoli. Kvét se po opyleni

ponofti a plod ve vodé dozraje po asi 6 tydnech (Arber 1920).
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Mnoho semen zUstava
dormantnich po nékolik let, fadové
tydny mohou piezit i mraz (Arber
1920), kli¢i i ve tmé&, ale mnohem
lépe na svétle. Semenacky
produkuji mnozstvi kopinatych
submersnich listd. Hlavni kofen
zahy zanika. Zda se, ze etiolované |
listy mize produkovat az asi 4 — 5

m pod hladinou. Tento tdaj vSak

nebyl ovéten z jiného zdroje.

Rozmnozuje se jak semeny . V-,

Obrazek 3: Plod stuliku Zlutého, bobule, zpocatku plave, pak
tak (a to pfevazn€) klonalnim zeslizovati a rozpadne se na velké mnozstvi semen. Ta plavou
o . dokud jsou pospojovéna slizem, pak se rychle potapéji. Prevzato z
ristem. Podle Barrat-Segretain http://www.euita.upv.es/varios/biologia/Web_Frutos/images/Frutos

(1996) je kolonizace holych %20complejos/Nuphar_lutea.jpg [10. 4. 2007]

habitatii extrémné pomald a stulik se ve studovaném useku Rhony $iii prakticky jen vegetativng.
Jeho semena maji témét stejnou mérnou hmotnost jako sediment. Plod (bobule) ma duznatou
sténu, ktera Casem zeslizovati a rozpadne se. Hamblin et Cox (1995) provedli studii, ve které
ukazali, ze semena se ve vod¢ $ifi bud’ v plovoucich plodech nebo jako souéast mucilagindzni
hmoty vzniklé z
rozpadajictho se  plodu
(perikarp se na bazi
rozpadd) a samotnd plavou
jen kolem 72 hodin. Volna
semena se spiSe potapi a
plod se rozpadd béhem
n¢kolika dnt. To souhlasi i
s udaji  Arber (1920).
Plovatelnosti a klic¢ivosti
semen se v povodi Cidliny
zabyval 1 Fér (2000).

Semena stratifikovana na
Obrazek 4: Stulik Zluty ¢asto vytvari souvislé porosty, ve kterych se ostatni
rostliny prosazuji jen s obtizemi. Pfevzato z

http://www.poodri.ochranaprirody.cz/res/data/066/009601.jpg [10. 4. 2007]  filtraénim papiru) nekligila,

vzduchu (na vlhkém
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ta stratifikovana ve vode kli¢ila ve vodé, na vzduchu ne. Klié¢ilo asi 20 % semen. Semena témér
neplavala. I podle Smits et al. (1989) semena téméi neplavou a nepteziji vyschnuti. Kofeni ve
dné, listy jsou Siroké, submerzni nebo vzplyvavé. Reprodukéni organy jsou nad hladinou. Podle
Féra (2000) je v plodu primérné¢ témer 200 semen, podle Barrat-Segretain (1996) 285, ale
povazuje to za podhodnocené. V piirodé semena kli¢i v anaerobnim bahné a mladé semenacky
rychle rostou ke svétlu. Uspé$nost semenackd je limitovana hlavné svétlem (Heslop-Harrison
1955).

Semena (obrazek 3) mohou kli¢it v bahné i pod vodou. Napt. Green et al. (2002) ukazuji
potencidln¢ vyznamnou roli vodniho ptactva pii disperzi vodnich organismli od bezobratlych po
nejruznéjsi generativni diaspory vodnich rostlin. Arber (1920) uvadi i pozorovani, Ze vodni ptaci
obcas klovou plovouci plody. Nezmitiuje vSak bliz§i podrobnosti. Podle Heslop-Harrison (1955)

vodni ptaci obc¢as vytrhavaji stulik z kofenti a pouzivaji jako material na stavbu hnizda.
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Obréazek 5: Rozsifeni stuliku Zlutého (Nuphar lutea (L.) Sm.) na Gzemi CR podle Slavika (1991).

v

Stulik Zluty je Siroce rozsifeny v celé Evropé a limitovan je hlavné geograficky a
klimaticky. Toleruje salinitu az 1 %o (Heslop-Harrison 1955). U nas je stulik zluty pomérné

rozsifeny. Vyskytuje se zvlasté v Polabi, v jihoCeskych panvich, na Jizni Moravé a na mnoha
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dalsich lokalitdch (Slavik 1991). Roste ve vegetacni tfidé Potametea, fadu Potametalia a svazu
Nymphaeion albae, kde se vyskytuje zejména spolu s rody Nympha, Nymphoides a Trapa
(Heslop-Harrison 1955; obrazek 4).

Stulik je castym tercem herbivord, proti jejich tlaku je do urcité miry odolny (Otto et
Wallace 1989). Herbivorie zjevné nema na rozsifeni stuliku zadny dopad. Bolser et Hay (1998)
zjistili, ze spasani specializovanym hebivorem Galerucella nymphaeae (Coleoptera) bude u

stuliku indukovat zvySenou odolnost proti herbivorii.

9. Prakticka cast

Pro uspésné provedeni fylogeografické studie je nutné mit co nejdetailnéjsi znalosti o studovaném
druhu. Nejen ekologické a fyziologické, ale také znalosti genetické. Potfebujeme mit predstavu o
urovni pylového (genovém) toku uvniti populace i mezi populacemi (Je populace outbredni ¢i
imbredni?), jaka je mira a struktura klonality rostliny. Takové znalosti jsou nutné nejen pro
spravnou interpretaci fylogeografické studie, ale i pro aplikovanou ekologii.

Pokud by napf. rostlina byla velmi silné klonalni a my bychom na velké Skéale pomoci
zvolené¢ho markeru odhalili jen velmi malou variabilitu, nemiiZze z toho automaticky usuzovat, ze
mezi jedinci je vysoky genovy tok semeny a (nebo) pylem. Rostlina tam prost¢ mohla ¢asem
nartist bez ucasti semen, jen vegetativné (napf. riznymi ulomky, oddenky ¢i §lahouny).

Pro praktickou ochranu vzacnych nebo naopak potlacovani invaznich druhti je nutné védét
jak moc je rostlina klonalni a jaky je genovy tok uvnitt (meta)populace. To nam, spolu s
praktickymi péstebnimi a manipulativnimi experimenty, da odpovéd’ na otazku jak geneticky
heterogenni skupinu jedinci a na jak velké ploSe musime chrénit, aby populace byla
zivotaschopna. S tim souvisi 1 problematika ochrany vzacnych druhli ve fragmenotvané krajiné
(Tomimatsu et Ohara, 2003) Naopak pokud se invazni rostlina velmi dobfe Sifi vegetativnimi
ulomky, nemé4 moc smysl pokouset se ji potlacit fyzickou likvidaci jednotlivych jedinct (napf.
Reynoutria x bohemica nebo Heracleum mantegazzianum, Pysek et Prach 2003).

Na suchozemskych cévnatych rostlinach bylo provedeno mnoho takovychto studii
(Lamote et al. 2002, Sun et Wong 2001, Tarayre et al. 1997, Kameyama et al. 2001), na vodnich
jen velmi mélo. Kudoh et Whigham (1997, 2001) zkoumali mokiadni druh Hibiscus moscheutus.
Fischer et al. (2000) zkoumali pomoci RAPD populace vzacného vodniho Ranunculus reptans ve
2 Svycarskych jezerech. Russell et al. (1999) zkoumali vliv hydrochorniho Sifeni semen

amazonského stromu na jeho genetickou strukturu: hydrochorie semen, pravdépodobné vzhledem
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k allogamii a hmyzospra$nosti, neméla prokazatelny vliv na genetickou strukturu populaci.
Nemame k dispozici dostatek literarnich zdrojii, abychom si mohli udélat smérodatnou
predstavu o klonalni a genetické struktute Nuphar lutea a vodnich cévnatych rostlin obecné.
Prakticka ¢ast mé bakalarské prace (a navazujici ¢innost na magisterské diplomové praci) by méla
pomoci alespon cast téchto otazek zodpoveédeét. Mnou ziskané vysledky by mohly mit i obecnéjsi
platnost pro vodni cévnaté rostliny s podobnou mirou klonality a charakteristikou Sifeni.
Touto praci bych chtél zodpoveédét nasledujici otazky:
e Jaka je klondlni struktura populaci stuliku zlutého? Jsou populace tvofeny jednim nebo
vice klony? Jak jsou klony rozsahlé? Jaka je jejich prostorova struktura?
e Jaké je alelické bohatstvi v populacich? LiSi se mira heterozygosity mezi jednotlivymi
populacemi?

e Jak jsou si populace molekularné-geneticky podobné?

9.1. Metodika

9.1.1. Sbér materialu v terénu

Provade¢l jsem celkem dvé terénni studie na Ctyfech vybranych populacich (obrazek 6) Nuphar
lutea. Vsechny populace byly vybrany s ohledem na bohatstvi porostu stuliku a snadnou
pristupnost pro odbér vzorkii ze biehu. V prvni studii (vzorky sbirany v zaii 2005) $lo o tyto
populace:

e dolni konec kanalu Grado u Celakovic (50°10"9.59" N, 14° 44' 49.02" E; obrazek 8),

e tin Vaclavka u Celakovic (50° 10' 47.17" N, 14° 46' 20.36" E; obrazek 9) a

e Bystiice u Kosicek, proti proudu od mostu (50° 10" 34.68"N, 15° 32' 48.89"E; obrazek 10).
Ve druhé studii (vzorky sbirany v zati 2006) §lo o populaci u Libice nad Cidlinou (50° 7' 20.66"

N, 15°9'42.27" E; obrazek 7 a obrazek 11).

Znalosti o genetické variabilit¢ na velmi malé prostorové Skale ndm poskytnou vhodné
srovnani s mnozstvim variability, které ziskdm v pldnované magisterské praci, jejiz podstatou je
fylogeograficka studie stuliku zlutého na uzemi celé CR.

Sbéry byly provedeny formou transektu podé¢l biehu a byly sbirany malé ¢asti listl o ploSe
asi 10 cm?, které byly ukladany do oznacenych pytlika se silikagelem. Protoze stulik ma dlouhé
fapiky se vzplyvavymi listy, byl z kazdého trsu odebran jen jeden vzorek, aby se tak, pokud

mozno, predeslo odbéru materidlu z téZze ramety. BohuZzel se nedd jinak nez pomoci molekularni
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analyzy nedd poznat jak velkd je gameta. Poloha odebranych vzorkii byla zaznamenéna do

jednoduchého orientacniho planku. Na misté nebyly provadény zadné dalsi analyzy nebo odbéry.
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Obrézek 6: Mapka oblasti vychodné od Prahy ukazuya studovane /oka//ty stuliku Zlutého. A: dolni konec
kandlu Grada u Celakovic (50° 10" 9.59" N, 14° 44' 49.02" E), B: tini Vaclavka u Celdkovic (50°
10"47.17" N, 14° 46' 20.36" E), C: Bystrice u Kosicek, proti proudu, u mostu (50° 10" 34.68" N,
15° 32" 48.89" E) a D: Cidlina mezi soutokem Cidlinou s Labem a Libici nad Cidlinou (50° 7'
20.66" N, 15°9'42.27" E).

w Obrazek 7:Studovana populace stuliku Zzlutého na Cidliné mezi
% soutokem Cidliny s Labem a Libici nad Cidlinou. Zari 2007.

9.1.2. Laboratorni zpracovém’ vzorkfl

Prlrodovedecke fakulty Univerzity Karlovy v Praze
(http //botany.natur.cuni.cz/dna). Po vysuSeni v silikagelu byly
| | malé Casti listé pouzity k extrakci DNA metodou CTAB (Doyle
- et Doyle 1987). Nasledné byla zméfena koncentrace ziskané
DNA na spektrofotometru BioPhotometer firmy Eppendorf a
DNA byla nafedéna na koncentraci 5 ng . pl . Tato nafedéna
DNA byla nasledné pouzita k PCR.
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Obrézek 8: Studované lokalita stuliku Zlutého, kanél Grada u Celakovic (50° 10' 9.59" N,

14° 44' 49.02" E). Cervené jsou vyznadeny klony. Velice blizky je jim vzorek 2. Podobné
jsou i vzorky 3, 5 a 6 a vzorky 8 a 9. Celkové jsou vzorkum z této lokality nejpribuznéjsi
vzorky z lokality tari Vaclavka, které je vzdéalena jen nékolik km. Viz. dendrogram na grafu 4.
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Tan
Vaclavka u dub
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Obréazek 9: Studované lokalita stuliku Zlutého turi Vaclavka u Celakovic (50° 10" 47.17" N,

14° 46’ 20.36" E). Cervené jsou vyznadeny klony. véechny vzorky mimo vzorku 4 si jsou
blizce pribuzné. Celkové jsou vzorkim z této lokality nejpfibuznéjsi vzorky z lokality kanal
Grada, ktera je vzdalena jen nékolik km. Viz. dendrogram na grafu 4.
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Kosicky,
Bystrice,
pod
mostem

Souvisly porost stulilu
cca 50 m

Obrazek 10: Studovana lokalita stuliku Zlutého, ficka
Bystriceu ubce Kosi¢ky, pod mostem smérem po
proudu (50° 10" 34.68" N, 15° 32' 48.89" E). Pri
odbéru na této lokalité nebyly zaznamenéany Zadné
klony. VSechny vzorky si jsou blizce pfibuzné a
u Celékovic. V dendrogramu na grafu 4 se nachézi
mezi populacemi z kanalu Grada a populacemi od
Libice nad Cidlinou. Bystrice se vléva do Cidliny.
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Obrazek 11: Studovana populace stuliku zZlutého, reka Cidlina mezi soutokem s Labe a Libici nad Cidlinou
(50° 7" 20.66" N, 15° 9' 42.27" E). Jednotlivé barvy ukazuji 3 identifikované klony. Modrému klony jsou
velice blizké zviasté vzorky 19, 12 a 13. Zelenému klonu jsou velice blizké vzorky 7 a 3 a ¢ervenému klonu
jJe velice blizky vzorek 20. Tato populace byla nejhomogennéjsi a nejizolovanéjsi. Viz. dendrogram na

grafu 4.
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barva HEX |NED BEEAM HEX NED |BEEAM HEX |NED |BEEANM HEX

NLGA |NLGA |NLGA |NLGA |NLGA |NLGA |NLGA |NLGA NLTG/
lokus NLCA1
1 2 3 4 5 6 7 8 GA1
(GT)8(
repeat
tif (GA)32 | (GA)37 | (GA)23 | (GA)23 | (GA)12 | (GA)11 | (GA)24 | (GA)23 | (CA)27 | TG)14(
moti
GA)9
CTGA

CTTTA|GTTG |GCTT |CCCG |GACG ATTTA |CATCT |CTCA |AAGC
GGAG |TAAC |CTCT |CCATA|ACGG |TTCC |CAAAT GAAA |AGCA
GGTC |GTAAA|CAGA |TCTG AGTC |CAGC [TCAC |CGAG |GCAA
TTTAG TGCC |ACAAT ATGA |AGTT |ACTTT |ATTCA|GCTC |AATTT

ATATT
forward |AACC
primer GATTA

GCTC
N C GTC |GGG |C CcC GG GC TATG |GTA
GCTT CTTG
CCAA |CTTG |CCCT |AAGT |GTTG GACT |TTTG |TGTG
AGTG ACAT
TCTCT|CCGA |AGTT |GGAG |AACA TGATA |GTTG |CAAG
reverse ACTC GATTT
AGTA |TGAA |TGGA |GGGA |ATTTG AGGT |GAAG |TTACC
primer AACC CTCT
GGAG |ACCC |AGGG |CGAA |GGTG TGGT |ACAA |TGTTT
AGGT GAAC
c GAGC |AT TTG AG TTG c GAGG |GAAG |CC
) 140- |85- 140- |180- 81— 255- 184- 214- 115-
velikost 80-106
170 127 172 202 103 270 228 225 125

Tabulka 1: Pfrehled selektivnich jadernych polymorfnich primerd pro zastupce rodu Nuphar (Ouborg et al.
2000). Primery jsou znaceny tfemi fluroscenénimi barvami, 4. slouZzi pro standard. Dale je uvedeno jméno
lokusu a prislusny opakujici se motiv (tandemova repetice na DNA). Forward a reverse primer ukazuji
sekvence selektivnich primert. Velikost udava délkovy rozsah alel podle prace Ouborg et al. (2000).

Mikrosatelitova analyza byla provedena s vyuzitim multiplex PCR s fluorescencné
znaCenymi primery (Ouborg et al. 2000). Primery ptehledné ukazuje tabulka 1. Protoze mame k
dispozici 3 razné barvicky pro znaceni primert (4. Cervena je pro standart) a jednotlivé lokusy
jsou rizné dlouhé, mizeme nékteré primery seskupit do 4 tzv. multiplexti (I A, [T A, I B a Il B),
coz mj, uSetii znacné finan¢ni obnosy. Do PCR vstupuje kazdy multiplex zvlast. Pro potieby
fragmentacni reakce na sekvendtoru je mozné dat dohromady multipexy [AsII AalB s II B.
Pouzité multiplexy, které byly nasledné pouZity pro piipravu master mixti’ ukazuje tabulka 2.

Pro PCR byl pouzit program podle tabulky 3. Reakce byla provedena v termocykleru
Eppendorf Mastercycler Gradient.

7 Pii analyze vétstho mnoZzstvi vzorkd nardz se objem komponent pfislusného multiplexu vyndsobi po¢tem vzorkd +
1 a do PCR stripti se nasledné rozpipetuje hotova smés, do které se jen pfida DNA.
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multiplex I A multiplex I B

primery GAl, GA3, GAS primer GA6
sterilni voda 12,6 ul sterilni voda 13,6 ul
pufr 2ul pufr 2ul

dNTP 0,4 ul dNTP 0,4ul
forward primer 3x0,25ul forward primer 3x0,25 ul
reverse primer 3x0,25ul reverse primer 3x0,25 ul
Taq polymeraza 0,5 ul Taq polymeraza 0,5 ul
DNA 3l DNA 3ul
multiplex IT A multiplex II B

primery TG/CA, GA2, CAl |primery GA4, GA7, GAS
sterilni voda 12,6 ul sterilni voda 12,6 pl
pufr 2 ul pufr 2ul

dNTP 0,4 pl dNTP 0,4 pl
forward primer 3x0,25ul forward primer 3x0,25 ul
reverse primer 3x0,25ul reverse primer 3x0,25ul
Taq polymeraza 0,5 ul Taq polymeraza 0,5 ul
DNA 3ul DNA 3ul

Tabulka 2: 10 specifickych PCR primer( bylo rozdéleno do 4 multiplexd, které podstupovaly PCR
samostatné kazdy zvlast. Pro ucely fragmentacni reakce byly dohromady zpipetovany multiplexy | A s Il A
a | B s Il B. Kazdy multipex obsahuje vodu, primery, pufr, dNTP a polymerézu. Poté se rozpipetuje do
jednotlivych stript a pida se DNA.

teplota [°C] cas

94 1 min inicialni
94 30 sek

50 30 sek 35 cykla
72 35 sek

72 15 min terminacni
10 hold

Tabulka 3: Program pro PCR, ktery byl pouZzit pro amplifikaci mikrosatelitovych alel. Program zacina d
Jjednominutovou denaturaci dsDNA pfi 94 °C. Kazdy z 35 cykl( se sklada z tricetisekundové denaturace pri
94 °C, tricetisekundového nasedani selektivnich primerd pfi 50 °C a tficeti pétisekundové elongace pri 72
°C. Po v8ech cyklech nasleduje patnactiminutovy terminacni prostor pfi 72 °C pro dokonceni elongaci a
cely program konci teplotou 10 °C, ktera umozni uchovavat vysledky PCR i po dobu delsi nez 12 hodin.
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Po PCR byly alely pro kontrolu vizualizovany pomoci agar6zové elektroforézy s pouzitim
ethidium bromidu ke zviditelnéni DNA v UV svétle specidlni kamery Kodak Gel Logic 100.
Pokud byly prouzky viditelné a byly v pozici odpovidajici délkovému rozsahu alel (viz. tab.),
PCR fragmenty byly vizualizovany s vyuzitim automatického sekvenatoru ABI 3100 Avant v
sekvenacni laboratoii biologické sekce PiF UK a automatického sekvenatoru ABI 3130 Avant v
laboratoii molekuldrni biologie Vyzkumného tustavu rostlinné vyroby Praha. Analyza na

sekvenatoru ndam umoznuje dosdhnout mnohem kvalitnéjSich a spolehlivéjsich vysledki nez

bézna elektroforéza.

9.1.3. Vyhodnoceni primarnich dat

Primarni data ze sekvenatoru byla analyzovana pomoci demo verze programu GeneMarker
(http://www.softgenetics.com/genemarker.html) a idaje o velikosti alel v jednotlivych lokusech
byly zapsany do tabulky. Tato tabulka byla upravena a slouzila jako zdroj dat pro program
MicroSatellite Analyser (MSA; Dieringer et Schlétterer 2003). vSechny 4 populace z obou studii
byly analyzovany dohromady. Pomoci MSA jsem pocital a testoval nasledujici udaje:

e Genetické vzdalenosti:

o (Ap)’ (Goldstein 1995) a

o Nei's chord distance (Nei et al. 1983).

o Tyto vzdalenosti byly testovany permuta¢nim testem o 1 000 permutacich.

e Nakonec byl vytvotfen zdrojovy soubor pro program Arlequin v 3.1 (Excofier 2006).
Pomoci programu Arlequin byla analyzovana molekularni variance (AMOVA). Pomoci AMOVy
byla rozdélena variabilita na vnitropopulacni a mezipopulac¢ni. Pro analyzu metodou AMOVA
byly nejprve odstranény klony (byl z nich zachovan pouze jeden jedinec), aby se tak odstranily
pseudoreplikace, které by naruSily spravnost vypocltd molekuldrné-genetickych parametr.
Pomoci programu SYNTAX 2000 (Podani 2001) byly na zdklad¢ matic genetickych vzdalenosti
vypocitanych programem MSA zkonstruovany dendrogramy a provedena analyza hlavnich
koordinat (Principal Coordinate Analysis; PCoA). Vysledek AMOVy byl testovan pomoci 1000
permutaci. AMOVA byla pocitana na zakladé frekvence alel (Fsr analog) i na zakladé ctverct
vzdalenosti mezi alelami (Rsr analog vyuzivajici step-wise mutacni model).

PCoA byla provedena na zakladé matice (Ap)* genetickych vzdalenosti (Goldstein 1995)
spo&itané programem MSA. (Apn)? je podobnost na zakladé ¢tverce rozdilti v délkach alel, zatimco
Nei's chord distance (Nei et al. 1983) je pocitana na zaklad¢ frekvence alel. Dendrogramy byly
kresleny na zakladé jak (Ap)* tak Nei's chord distance. K jejich vytvofeni byla pouzZita clusterova
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metoda UPGMA (Unweighted Per Group Mean Average; Sneath et Sokal 1973), ktera spojuje

nejpodobnéjsi objekty na zadkladé matice parovych podobnosti a takto vzniklé clustery potom

spojuje na zakladé nevazeného priméru skupiny.

9.2. Vysledky
Celkem bylo analyzovéano 55 jedincti ze 4 populaci. Z populace A (kanal Grada u Celakovic) bylo
analyzovano 9 jedinct, z populace B (bystfice u Kosicek) 10 jedinct, z populace C (tin Vaclavka)

11 jedincii a z populace D (Libice nad Cidlinou) 25 jedinct. Alelilcké sloZeni studovanych jedincii

Pocty jednotlivych alel po populacich
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Alely

Graf 1: Graf ukazuje pocty jednotlivych alel (v logaritmickém méritku) v populacich (A - kanal Grada, B -
Bystrice u Kosicek, C - tun Vaclavka a D - u Libice nad Cidlinou). Jednotlivé lokusy a jejich alely jsou po
radé: GA1 (151, 152, 155), GA3 (148, 150, 152, 154, 156), GA5 (86, 90, 92, 94, 98, 100, 102), GA6 (260,
262, 264, 268, 270), TG-CA1 (115, 119, 121, 123), GA2 (86, 90, 92, 94, 96, 100, 102, 106, 108), CA1 (216,
218, 222, 224, 226, 230, 232, 234), GA4 (190, 192, 194, 196, 198, 200, 204), GA7 (87, 91, 93, 95, 97, 99,
101, 103, 105) a GA8 (198, 202, 204, 210, 214, 216, 218, 220, 222, 224). U vétSiny lokusu je vétsina alel
vzacna a jen jedna nebo nékolik jich je relativné rozSifenych. Takovéto pattern je velice podobné ve vSech
populaci.

pro vSech 10 lokust je uvedeno v ptiloze 1.
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lokusy| GA1 | GA3 | GAS | GA6 | TG/CA1| GA2| CAl | GA4 | GA7 | GAS | prumér
populace A| 2 3 5 2 3 4 2 4 3 4 3,2
populace B/, 4 3 4 3 2 3 2 3 5 4 3,3
populace C| 2 1 4 1 1 7 5 5 3 4 3,3
populace D| 6 3 3 3 2 2 4 4 3 3 3,3

Tabulka 4: Pocty alel pro jednotlivé lokusy a populace. Pro populace jsou zobrazeny i primérné pocty
alel. Jednotlivé populace jsou A - kanal Grada, B - Bystfice u Kosi¢ek, C - tuni Vaclavka a D - u Libice
nad Cidlinou).

Frekvence jednotlivych alel po populacich
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Alely

Graf 2: Graf ukazuje frekvence zastoupeni jednotlivych alel v populacich (A - kanal Grada, B - Bystfice u
Kosicek, C - tan Vaclavka a D - u Libice nad Cidlinou). Jednotlivé lokusy a jejich alely jsou po fadé: GA1
(151, 152, 155), GA3 (148, 150, 152, 154, 156), GAS (86, 90, 92, 94, 98, 100, 102), GA6 (260, 262, 264,
268, 270), TG-CA1 (115, 119, 121, 123), GA2 (86, 90, 92, 94, 96, 100, 102, 106, 108), CA1 (216, 218, 222,
224, 226, 230, 232, 234), GA4 (190, 192, 194, 196, 198, 200, 204), GA7 (87, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103,
105) a GA8 (198, 202, 204, 210, 214, 216, 218, 220, 222, 224). U vétSiny lokust je vétsina alel vzacna a
Jen jedna nebo nékolik jich je relativné rozSifenych. Takovéto pattern je velice podobné ve vSech populaci.
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Frekvence a poCty jednotlivych alel ve studovanych populacich a celkové ukazuji grafy 1 a
2. Velice béznym rysem je, Ze v populaci je jedna alela z kazdého lokusu Siroce rozsifena, zatimco
ostatni jsou relativné vzacné. Vnitropopulacni alelicka variabilita byla pocitana s vyuZitim MSA

jako oc¢ekavana heterozygosita (tabulka 5). PoCty alel po populacich ukazuje tabulka 4.

GAl |GA3 |GA5 |GA6 |TG/C |GA2 |CAl |GA4 |GA7 |GA8 |primér
Al

populace A |0,5 0,3 0,66 |0,2 0,3 0,75 |0,47 (0,52 |0,52 |0,62 |0,49
populace B 0,5 0,35 |0,66 (0,63 |0,44 (0,19 (0,1 0,35 /0,51 |0,61 |0,44
populace C |0,41 |0 0,76 |0 0 0,76 /0,67 |0,77 |0,61 |0,66 |0,47
populace D |0,57 |0,15 |0,52 |0,38 |0,07 |0,04 |0,6 0,29 0,37 |0,62 |0,36
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Graf 3: PCoA spocitana programem SYNTAX 2000 na zakladé matice (A,u)2 vzdalenosti vypocitané
programem MSA. Jednotlivé barvy odli$uji studované populace. A (Gerna): dolni konec kandlu Grada u
Celdkovic (50° 10" 9.59" N, 14° 44’ 49.02" E), B (zelend): tini Viclavka u Celdkovic (50° 10
47.17" N, 14° 46" 20.36" E), C (cervena): Bystrice u Kosicek, proti proudu, u mostu (50° 10’
34.68" N, 15° 32" 48.89" E) a D (modra): Cidlina mezi soutokem Cidlinou s Labem a Libici nad
Cidlinou (50° 7' 20.66" N, 15° 9' 42.27" E). Zadnd ze studovanych populaci netvori jasné
oddelenou skupinu. Prvni osa vysvétlila 58,71 %, druha 14 % pozorované variability.
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Pomoci programu SYNTAX 2000 byly vytvoreny dva dendrogramy a analyza hlavnich komponent
(PCoA; Graf 3). PCoA byla politdna na zédkladé genetické vzdélenost (Ap)* vypolitané
programem MSA. Prvni osa vysvétlila 58,71 % variability, druhd 14 %, tteti 9,04 %, Ctvrtd 6,65 %
a patd 3,73 % pozorované variability. Dendrogramy byly vytvofeny na zakladé vypoctd
genetickych vzdalenosti (Ap)*a Nei's chord distance (Nei et al. 1983). Oba stromy byly vytvofeny

metodou UPGMA.
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Graf 4: Dendrogram vytvoreny programem SYNTAX 2000 na zakladé (A,u)z spocitané programem MSA.
Jednotlivé barvy odlisuji studované populace. A (Gernd): dolni konec kandlu Grada u Celdkovic (50°
10" 9.59" N, 14° 44" 49.02" E), B (zelend): tisi Viclavka u Celakovic (50° 10" 47.17" N, 14° 46’
20.36" E), C (Cervend): Bystrice u Kosicek, proti proudu, u mostu (50° 10" 34.68" N, 15° 32'
48.89" E) a D (modra): Cidlina mezi soutokem Cidlinou s Labem a Libici nad Cidlinou (50° 7'
20.66" N, 15°9'42.27" E). Populace D je jedina, kterd tvori vylucny klad.
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Pomoci programu Arlequin v 3.1 (Excofier 2006) byla na zaklad¢ zdrojového souboru

vygenerovaného programem MSA spocitina AMOVA na zéklad€ poctu odlisnych alel (tabulka 6).
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Vysledek byl testovan pomoci 1000 permutaci. AMOVA na zdkladé ¢tvercti vzdalenosti (Rsr
analog vyuzivajici step-wise muta¢ni model) vysla prakticky stejné, a proto zde neni uvedena.
Mezipopulacéni variabilita vysvétlila 32,49 % pozorované variability a vnitropopulacni variabilita
vysvétlila 67, 51 % pozorované variability. Rozdil mezi populacemi vySel prikazné na hladiné

vyznamnosti p < 0,0001.
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Graf 5: Dendrogram vytvoreny programem SYNTAX 2000 na zakladé Nei's chrord distance spocitané
programem MSA. Jednotlivé barvy odliduji studované populace. A (Cernd): dolni konec kanalu Grada u
Celakovic (50° 10' 9.59" N, 14° 44' 49.02" E), B (zelena): turi Vaclavka u Celdkovic (50° 10' 47.17" N, 14°
46' 20.36" E), C (¢ervena): Bystfice u Kosic¢ek, proti proudu, u mostu (50° 10' 34.68" N, 15° 32'48.89"E) a
D (modra): Cidlina mezi soutokem Cidlinou s Labem a Libici nad Cidlinou (50° 7' 20.66" N, 15° 9' 42.27"
E). Populace D je jedina, ktera tvori vyluény klad.

. c b Stupné Soucet . Variance
Zdroj variability volnosti ctverci Variance komponent (%]
mezi populacemi 3 76,815 1,0683 32,49
mezi jedincl v rame 88 193,555 2,19949 67,51
populaci
Celkem 91 270,37 3,25779

Tabulka 6: Vysledky AMOVYy spocitané na zakladé datového souboru vygenerovaného programem MSA a
po odstranéni klon( (kvdli pseudoreplikacim). Variabilita mezi populacemi ukazuje podil genetické
variability na mezipopulaéni drovni a variabilita mezi jedinci v rdamci populaci ukazuje podil genetické
variability mezi jedinci v ramci populaci. Mezipopulacni variabilita vysvétlila 32,49 % pozorované variability
a vnitropopulaéni variabilita vysvétlila 67, 51 % pozorované variability. Rozdil mezi populacemi vySel
prikazné na hladiné vyznamnosti p < 0,0001.
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9.3. Diskuze

Z tabulky 4 vyjadiujici alelické bohatstvi je ziejmé, Ze pro vétSinu lokust existuje jedna,
popiipad€ nckolik, velmi rozSifena alela a fada méné béznych alel. To si vysvétluji tak, Ze
puvodni zakladetelé populaci méli, patrné diky prichodu hrdlem lahve (bottleneck effect), jen
velmi omezené alelické bohatstvi. Nasledné vznikaly mutacemi dalsi alely, které se vSak doposud
nestihly dostatecné rozsitit. Nazorn¢ je tato situace videt na grafu 1 a grafu 2.

Grafy 3, 4 a 5 ukazuji ptibuzenské vztahy mezi jedinci ze vSech populaci. Z graft je vidét,
jednotlivé populace spiSe netvori oddélené shluky (jedinou vyjimku tvoii nékteré skupiny
nalezejici do populace D, Cidlina u Libice nad Cidlinou). Zvlasté¢ populace A (kandl Grada u
Celékovic) a B (taii Vaclavka u Celakovic) jsou si velice blizce piibuzné, coZ si lze vysvétlit
jejich velkou prostorovou blizkosti. Slabé ptibuzenské vztahy Ize vysledovat i mezi populacemi C
(Bysttice u Kosicek) a D (Libice nad Cidlinou), nebot’ Bystiice se vléva do Cidliny a lze tedy,
alesponi teoreticky, uvazovat postupny transport diaspor dolu po proudu. Pro ovéfeni této hypotézy
by vSak bylo nutné provést podrobny odbér vzorkti podél celého toku. Relativné nejizolované;si
se zda byt populace D, Libice nad Cidlinou, coz si vysvétluji jednak jeji prostorovou vzdalenosti
od ostatnich (coZ by ale nevysvétlovalo blizkost populace C, Bysttice u Kosi¢ek s A, kanal Grada,
a zvlasté s B, tin Vaclavka; v tomto pfipad¢ lze uvazovat bud’ o dalkovém transportu diaspor,
anebo, dle mého soudu pravdépodobnéji, o konvergenci) a zvlaste silnou klonélni strukturovanosti
této populace.

Grafy 4 a 5 pocitané riznymi metodami se mezi sebou lisi. Za vice odpovidajici realité
povazuji graf 4 pocitany na zdkladé (Ap)*, kde se matice podobnosti tvoii na zdkladé &tverce
rozdila v délkéach alel, zatimco pii pouziti Nei's chord distance na zaklad¢ frekvence alel. To
souhlasi s pfedpokladem mutaci v mikrosatelitovych alelach diky malych chybam pii kopirovaji
DNA a zméndm o jednotku opakovéni.

V populaci z Cidliny u Libice nad Cidlinou bylo identifikovano nékolik vyraznych kloni a
u n¢kolika dalSich jedincii, ktefi se liSi jen v nékolika lokusech, lze uvazovat o somatickych
mutacich (a tedy jejich piivodu z okolnich klontl). Tato hypotéza by Sla ovéfit tak, Ze bychom po
malych krocich (fddové desitky centimetri) odebirali vzorky z jedné genety a zkoumali, zda
vSechny genotypy budou identické. Pokud ne, prokazali bychom somatické mutace.

Vysledky AMOVy (tabulka 5) si vysvétluji tak, ze na vnitropopula¢ni Grovni je mezi
jedinci vysoka piibuznost (a tedy nizka mira diferenciace) a, v souladu s grafy 1 a 2 a tabulkou 4,
pfevahou nékolika rozsifenych alel na tkor ostatnich, nepomémé vzacnych. Toto dosahuje
extrémni situace v populaci C (Bystiice u Kosicek), kde je v nékolika lokusech jen jedin4 alela a v

populaci D (Libice nad Cidlinou), kde bylo nalezeno nejvétsi mnozstvi klont.
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Obecné se da fici, ze populace stuliku Zlutého jsou silné strukturované a pii podrobnéj$im
samplingu na delSim transektu lze odhalit celé klony. Omezené heterozygosita alel je
pravdépodobné déna tim, Ze zakladatel$ti jedinci méli jen omezené alelické bohatstvi a a alely
vzniklé mutacemi se nestihly dostate¢né¢ rozsifit. U nékterych jedinci, ktefi jsou velice blizci
nedalekym klonim (je mezi nimi jen drobny rozdil v né¢kolika lokusech) existuje podezien na

Mrwe

naprosty nedostatek relevantnich informaci, fici nic blizsiho. Je potfeba podrobny vyzkum.

9.4. Zaver

Z vysledkt je ziejmé, Ze populace stuliku zlutého jsou tvofeny vice spiSe mensimi klony a
skupinami ptibuznych jedincti. V mistech, kde se stulik mtize snadno Sifit klondlnim rstem, jsou
klony patrné. Podle vysledki se na malé prostorové Skéle daji ocekavat klony o velikosti jednotek
jedinct. Prostorova struktura je silné podminéna jednak klonalitou a jednak blizkou pfibuznosti
¢lenti populace, ktera se projevuje predevsim omezenym alelickym bohatstvim.

Alelické bohatstvi vétSiny populaci ve vétSin€ lokusti je silné omezeno ve prospéch
n¢kolika Siroce roz8ifenych alel. Lze ocekavat, Ze k fixaci novych alel dochazi zvIasté genetickym
driftem a Sifenim pfislusnych klond. Celkov4d mira heterozygosity se mezi populacemi piili§
nelisi, velice rozdiln4 je naopak mezi jednotlivymi alelami.

Je ziejmé, Ze v molekularné-genetické podobnosti mezi populacemi i jedinci hraje zadsadni
roli prostorova blizkost jedincl a snadnost transportu mezi jednotlivymi misty. Samotna
prostorova blizkost vSak nemtize vysvétlit veskeré pozorované patter. Je nutné uvazovat dalsi

vlivy (mozny dalkovy transport a mutace).

10. Planované téma magisterské diplomové prace

Ve své budouci magisterské diplomové praci bych rad navézal na svou dosavadni praci a kladu si
za cil prozkoumat genetickou diverzitu stuliku Zlutého (Nuphar lutea) v ramci celé Ceské
republiky. Bude studovana genetickd diverzita na trovni populaci (klondlni struktura), vodnich
toktli (Sifeni na kratké i dlouhé vzdalenosti) i celych povodi (zda a jak ¢asto dochazi k Sifeni mezi
jednotlivymi toky, nadrzemi 1 povodimi). Ke studiu genetické variability bude pouzita technika
studia mikrosatelitovée DNA (Ouborg et al. 1999, 2000), ktera umozni identifikaci jednotlivych
genotypll a definovani jejich vzajemné piibuznosti. Studie umozni udé€lat si pfedstavu o
moznostech §ifeni tohoto druhu v krajin€, dozvime se, zda se §ifi generativné nebo vegetativng, v

ramci fi¢nich koridord nebo i mezi nimi a na jak velké vzdalenosti.
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Prace bude obsahovat i dva dil¢i problémy, a sice analyzu rodiCovstvi ze vzorki
sesbiranych u Libice nad Cidlinou zafi 2006 a pokud ziskané vysledky budou smysluplné, bude
analyza zopakovéna 1 na dalSich populacich. Nasbirana semena chci skladovat po vice let a zjistit
jejich kli¢ivost 1 v dalSich letech a otestovat tak potencidlni moznosti semenné banky. Bude také
odebrano né¢kolik vzorkii sedimenti ze dna a vyhledana semena stuliku (a pfipadné dalSich
vodnich rostlin) a vyzkousena jejich kli¢ivost (pokud mozno tak po n€kolik sezdn).

Cilem analyzy rodicovstvi je ur€it pylovy tok v rdmci populace. Zname genotyp matky i
potomkl a zajima nas, z jaké primérné vzdalenosti pochdzi pyl otce. Déle nas zajima jaké bude
rozlozeni genetické variability a klondlni struktura v ramci populace. Tuto analyzu chceme
provést ve 3 riiznych prostredich (stojatd, pomalu a rychleji tekouci voda), abychom tak urcili vliv
hydrologie na popula¢ni strukturu a moZznosti §ifeni stuliku.

Stulik tvoti dlouhé oddenky, které prortstaji bahnem a z nich vyrtstaji dlouhé fapiky listi.
(Arber 1920) Tyto oddenky jsou lamavé (napi. pokud na né ve vod¢ stoupneme) nacez velice
dobie plavou. Cilem studie bude otestovat v podminkiach umélé experimentalni nadrzky
plovatelnost a kli¢ivost téchto ulomki. Ulomky stuliku velice dobie plavou, takZe se o nich d4
uvazovat jako o potencidlnim vektoru vegetativniho rozmnozovani. Na druhou stranu vSak plavou
mozné az piili§ dobfe a neni jasné, jak by se mohly uchytit na pfihodném misté. Tento experiment

by se mél pokusit na tuto otdzku odpovédet.

10.1. Otazky

Cile magisterské diplomové prace je tedy prozkoumanim genetické variability vodni rostliny
stuliku Zlutého (Nuphar lutea) a zodpoveédét nasledujici otazky:

1. Lisi se geneticky populace stuliku zlutého v jednotlivych oblastech (povodi Labe, jizni
Cechy, povodi Moravy)?
Dochazi k transportu diaspor mezi povodimi, nebo jsou striktné oddélené?
Jaké je klonalni struktura a genovy tok ve vybranych populacich?

Na jak velkou vzdalenost je Sifen pyl?

A

Je v dolnich c¢astech tokt vétsi geneticka variabilita? Dochazi tedy k prevaznému Sifeni

diaspor po proudu?

6. Siii se stulik pouze generativné (semeny) nebo také vegetativnd? Lze nalézt identické
genotypy (klony) v riznych populacich?

7. Jaka je plovatelnost a kli¢ivost ulomki dnovych oddenkt stuliku?

8. Jaka je semennd banka? Jak pfiblizn¢ dlouho mohou byt semena kli¢iva? Jaka bude
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kli¢ivost semen ze sedimentu?
U vSech odpovédi Ize predpokladat jejich obecnéjsi platnost. Kone¢nym idedlem — ke kterému je
tato studie jen malym dil¢im poCinem — je porozuméni dynamiky rostlin na krajinné urovni a

krajn€ samé a nasi roli v ni.

10.2. Zpisob reseni

Vzorky pro fylogeografickou studii budou odebrany ze 30 lokalit (10 v povodi Labe, 10 v povodi
Vltavy a 10 v povodi Moravy). Na kazdé lokalit¢ bude odebrano 10 vzorkii podél transektu s
pravidelnymi odstupy. Také budou pomoci GPS zaznamenany piesné geografické soutadnice
jednotlivych odbérii a dalsi tdaje o lokalité (velikost populace, proudici / stojatd voda, charakter
dna, spolecenstvo, ...). Lokality budou vybrany tak, aby dobie reprezentovaly rozsiteni stuliku na
uzemi republiky (Slavik 1991). Pokud se v jednotlivych oblastech podafi vytipovat vice vhodnych
(dostatecné velkych a prostoroveé vzdalenych) lokalit, bude mezi nimi rozhodnuto ndhodné.

DNA bude extrahovana metodou CTAB (Doyle et Doyle 1987), mikrosatelitové analyzy
budou provedeny s vyuzitim multiplex PCR s fluorescenéné znac¢enymi primery (Ouborg et al.
2000). Tyto analyzy budou provedeny v DNA Ilaboratofi Katedry botaniky PiF UK
(http://botany.natur.cuni.cz/dna). Vizualizace PCR fragmenti bude provedena s vyuZitim
automatického sekvenatoru ABI 3100 Avant v sekvenaéni laboratofi biologické sekce PfF UK.
Postup bude stejny jako v ptipad¢ vyhodnocovani vzorkii behem bakalarské prace.

Primérni data budou analyzovdna pomoci demoverze programu GeneMarker
(http://www.softgenetics.com/genemarker.html) a udaje o velikosti alel v jednotlivych lokusech
budou zapsany do tabulky.

Data budou vyhodnocena pomoci specidlniho softwaru. Pro zakladni orientaci v datovém
souboru (vypocet populaéné-genetickych parametra pro jednotlivé populace a geografické oblasti)
a pro piipravu datovych matic pro dal§i programy poslouzi program MicroSatelliteAnalyser
(MSA; Dieringer et Schlotterer 2003). Analyza molekularni variance (AMOVA) pro zjisténi
rozdeleni genetické variability mezi populacemi bude spoc¢tena v programu Arlequin (Excoffier et
al. 2006). Mnohorozmérna analyzy pomoci techniky PCoA (principal coordinate analysis) a
znazornéni hierarchickych vztahti mezi jedinci a populacemi budou provedeny v programu
SYNTAX 2000 (Podani 2001). Vztah mezi prostorovymi a genetickymi vzdalenostmi pro zjisténi
miry prostorové autokorelace bude pocitan pomoci programu SPAGeDi (Hardy & Vekemans
2002). Prostorové vztahy a dalSi geografické udaje budou zobrazeny pomoci programového

baliku Esri ArcGIS, ktery poslouzi i pfi hledani a zobrazovani moznych migra¢nich cest.
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Pro analyzu rodicovstvi budou pouzity 3 rizné populace (po jedné z povodi Vltavy, Labe a
Moravy). Kazda populace bude z jiného prostiedi (rybnik nebo jind nadrz, velka feka a mensi
pritok). V kazdé populaci bude sesbirano alespont 25 vzorka listli a alesponi 8 semen. Budou
pouzity populace, které jsou zahrnuty do fylogeografické studie. Protoze pro fylogeografickou
studii budeme sbirat jen 10 jedinct z kazdé populace, 1 z analyzy rodiCovstvi pouZzijeme pro
fylogeografii jen 10 vzorkd, jejich sampling bude odpovidat samplingu ostatnich populaci.

Pro analyzu semenné banky bude v povodi Labe odebrano 5 vzorkd sedimentii a v nich
(podle moznosti) identifikovdna semena vodnich rostlin, kterd budou ptes zimu stratifikovana a na
jafe vyklicena. Toto bude se stejnym materidlem zopakovano po alesponn dvé sezony, abychom si
udélali predstavu o kli¢ivosti semen vodnich rostlin (a zvlasté stuliku) a o mnozstvi semen v
sedimentu.

Pro analyzu potencialni role oddenkovych ulomku jako dispersniho agens budou ulomky
ziskany simulaci ptirodni disturbance (chozenim ve vod¢), posbirany a ve vodé (aby nevyschly)
dopraveny na misto experimentu do malého umélého jezirka, kde bude testovana jejich

plovatelnost a kli¢ivost.
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