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1 Uvod

Systematika mechorostli je v souc¢asné dob¢ konfrontovana s mnoha vyzvami. Jednou z nich
je naptiklad existence kryptickych a semikryptickych druht, které jsou objevovany ¢i
znovuobjevovany vétsinou az pii pouziti molekularnich metod, protoze oproti cévnatym
rostlindm je rozli§ovani mechil ztizeno redukovanou morfologii. Casto se jedna o druhy,
které jsou znamé svym Sirokym rozsifenim a velkou morfologickou variabilitou. Az studie,
které se zacaly zabyvat danym druhem detailnéji, objevily diive piehlizenou variabilitu.
Mezi mechorosty byla odhalena skryta diverzita naptiklad u lupenitych jatrovek Aneura
pinguis (Baczkiewicz et al. 2017) a Conocephalum conicum (Odrzykoski & Szweykowski
1991) nebo u listnaté jatrovky Porella platyphylla (Heinrichs et al. 2011). U mechu lze
jmenovat naptiklad Hamatocaulis vernicosus (Hedends & Eldends 2007) nebo Ulota crispa
(Caparros et al. 2016).

Ptikladem takového objevu diive nerozeznavanych nebo diive synonymizovanych druht je
I komplex Siroce rozsiteného druhu Lewinskya affinis (Vigalondo et al. 2019). Ve stfedni
Evropé se v soucasnosti vyskytuji 2 druhy z tohoto komplexu, a to Lewinskya affinis a L.
fastigiata. Oba druhy byly popsany jiz v prvni poloviné 19. stoleti, mnoho autoru je vSak
postupné prestalo rozliSovat a ve vétSin¢ literatury doSlo k synonymizaci téchto nazvi.
V soucasné dob¢ se vSak objevuje stale vice praci, které podporuji a diskutuji opravnénost
jejich rozlisovani (Frahm 2011, Guerra et al. 2014, Ignatov & Ignatova 2018, Vigalondo et
al. 2019).



1.1 Lewinskya affinis a L. fastigiata v systému mechorostu

Lewinskya affinis a L. fastigiata patii mezi mechy fadu Orthotrichales a celedi
Orthotrichaceae, ktera zahrnuje epifyticky nebo epiliticky rostouci mechy, které je mozné
podle publikaci Pilous & Duda (1960), Smith (2004), Vana (2006), (Vana 2007), Guerra et
al. (2014) charakterizovat pomoci nasledujicich znaka. Rostliny obvykle vytvateji tmave
polstare. Jejich lodyzky jsou vzpiimené nebo poléhavé, jednoduché ¢i svazcité vétvené.
Listky vyristaji husté na lodyzce, za vlhka odstavaji od lodyzky, za sucha jsou bud’ kadetavé
zkroucené nebo rovné a pritisklé k lodyzce. Tvar listki muze byt od ¢arkovité kopinatého
po vejité kopinaty. Okraje listd jsou obvykle ohrnuté. Zebro listii je jednoduché, kon&ici
vétsinou pod Spickou, vyjimecné vybiha v hrot nebo chlup. Nékteré druhy maji na listcich
gemy. Mohou byt dvoudomé nebo jednodomé; akrokarpni nebo kladokarpni. Stét vétsinou
velmi kratky, tobolka Casto zanofend mezi listky, vzdy pfimd, valcovita, ve st€n¢ pritomny
priduchy; bunky exothecia ¢asto rozliseny v podélna zebra. Obusti je diplolepidni, tvofené
16 nebo 8 hygroskopickymi zuby exostomu a 8 nebo 16 tenkymi zuby endostomu. Narozdil
od vétSiny ostatnich ze skupiny Bryidae nemaji brvky endostomu. Vzacné je peristom
redukovany na jednu fadu nebo uplné€ chybi; Cepicka je kapovita, kuzelovita nebo
zvonkovita. V Evropé se vyskytuji tradicné rozliSované rody Orthotrichum, Ulota a
Zygodon, z nichZ byly nedavno na zakladé¢ molekularné fylogenetickych praci Goffinet et al.
(2004), Sawicki et al. (2010), Sawicki et al. (2017) vyliSeny rody Codonoblepharon,
Lewinskya, Nyholmiella, Plenogemma a Pulvigera. Z nich se u nas vyskytuji zastupci roda
Lewinskya, Nyholmiella a Pulvigera.

Rod Lewinskya byl vylisen z rodu Orthotrichum v préci (Plasek et al. 2015). Rizné studie
jiz diive (Goffinet et al. 1998, 2004) naznacovaly, Ze rod Orthotrichum v Sirokém pojeti neni
monofyleticka skupina a bude potieba rozdélit jej na nékolik mensich rodt. Ve studii
Goffinet et al.(2004) je napiiklad podpofeno oddéleni rodu Nyholmiella od rodu
Orthotrichum. Oddéleni rodu Lewinskya, je zalozeno zejména na molekularnich pracich
Sawickeho a kolektivu (Sawicki et al. 2009, 2010, 2012, 2017), avsak poprvé byl platné
popsan v praci (Lara et al. 2016). Rod byl pojmenovan na pocest Jette Lewinsky-Haapasaari,
ktera se dlouhodobé zabyvala Celedi Orthotrichaceae a je charakterizovany svrchnimi
priduchy na tobolce a monoickym rozmisténim gametangii. Zahrnuje asi 70 taxoni (Lara et
al. 2016). Nedavno byl z Kavkazu popsan dalsi druh, Lewinskya transcaucasica (Eckstein

et al. 2017) a poté L. lamyana z hor Pyrenejského poloostrova (Lara et al. 2018). Dva druhy



(L. fastigiata a L. leptocarpa byly do rodu nové nakombinovany v praci Vigalondo et al.
(2019). Oba jsou soucasti komplexu Lewinskya affinis, ktery je pravdépodobné
parafyletickou skupinou a zahrnuje sedm molekularné i morfologicky odliSitelnych druhd,
popsanych v préci Vigalondo et al. (2020) (Obrazek 1). Na nasem tzemi se vyskytuji dva
druhy z tohoto komplexu, a to L. affinis s. str. a L. fastigiata (Vigalondo et al. 2019). Tti
dalsi, které rostou v Severni Americe, byly popsany az v roce 2020, stejné tak jeden druh,
vyskytujici se pouze na Kanarskych ostrovech (Vigalondo 2020). V Evrop¢ a severni Africe
rostou L. affinis s. str. a L. fastigiata, ktera byla diive rozeznavana v rodu Orthotrichum,
Vv posledni dob¢ vsak byla obvykle povazovana za synonymum druhu L. affinis (viz nize).
Ve vychodni Africe roste L. leptocarpa, ktera byla rovnéz povazovana za synonymum druhu

L. affinis.
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Obréazek 1: Rozsifeni, fylogenetické vztahy a habitus nové rozpoznavanych druhti komplexu

Lewinskya affinis. Pfevzato (Vigalondo et al.( 2019)

V nésledujicich odstavcich jsou popisy nasich druht komplexu L. affinis, sestavené podle
praci Limpricht (1895), Pilous & Duda (1960), Vondracéek (1993), Smith (2004) a Vigalondo
et al. (2020).

L. affinis s. str. tvofi rozvolnéngjsi bohaté zlutozelené polstare, vysoké od 0,4 az do 4 cm.
Listy za sucha voln¢ pfiléhaji k lodyzce a trochu vy¢nivaji do riznych smért. Vegetativni

listky 2,0-3,6 x 0,5-0,9(-1,0) mm, kopinaté, ne¢kdy vejcité-kopinaté, okraje ohrnuté.



Perichaetidlni listky 3,0-4,6 x 0,6-1,2 mm, vej¢ité-kopinaté, vétsinou kratce zaSpicatélé,
okraj ohrnuty. Cepicka je fidce nebo mirné chlupata. Stét 0,5-1,3 mm dlouhy, vyénivajici
nad vaginulu (0,3-0,6 mm). Tobolka 1,8-2,8 mm dlouha, ponofena nebo vice ¢i méné
vy¢nivajici. Suché a prazdné tobolky ovalné-valcovité nebo mirné zizené pod obustim.
Zebra na tobolce vyrazné odliSend, ale tizkd, tvofena 2—4 fadami bunék u usti tobolky, nize
pak 4-6 tadami. Exostom tvofen 8 pary zubi, zlutobily, nékdy mirné¢ miizovany nebo
okenkaty ve S$pi¢ce, ornamentovany Cervickovitymi liniemi nebo drobnymi papilami.
Endostom tvofen 8-16 segmenty. Spory papilnaté s malymi, né¢kdy velkymi papilami. Z
naseho tzemi byla také nedavno popsana varieta Orthotrichum affine var. bohemicum
zkratka (Plasek et al. 2011), ktera se liSi poétem zubti endostomu. Ma jich 16 oproti
obvyklym 8. Dal§im rozliSovacim znakem je papilnatost listti. Zatimco O. affine ma papily
témet vzdy kuzelovité, O. affine var. bohemicum ma papily témét vzdy vidli¢naté rozvétvené
(Plasek et al. 2011). Autoti Guerra et al. (2014) a Ignatov & Ignatova (2018) tuto varietu ve
svych publikacich nezminuji. Vigalondo et al. (2019) ji zahrnuji do jedné z hypotéz o
fylogenetickych vztazich uvnitt komplexu L. affinis. V nasledujici praci (Vigalondo et al.
2020) ji vSak na zakladé molekularnich a morfologickych analyz povazuji za soucast
morfologické variability L. affinis s. str.

Lewinskya fastigiata je celkové mensi. Rostlinky jsou dlouhé 0,6-1,8(-2,5) cm. Tvofi
kompaktni polstafe. Listky jsou za sucha rovné, tésné piitisknuté k lodyzce. Vegetativni
listky kopinaté az vejCité¢ kopinaté, SpiCka listku muize byt kratce zaSpicatéla, cCasto
asymetricka, okraj ohrnuty. Perichaetialni listky 2,5-4,1 * 0,6-1,2 mm, vétSinou vej¢ité
kopinaté, $pi¢ka ostra az nasazend, asto asymetricka s ohrnutymi okraji. Cepicka je fidce
chlupata az lysa. Stét 0,3-0,8 mm dlouhy, vétsinou cely zakryty vaginulou (0,3-0,5 mm).
Tobolky 1,7-2,5 mm dlouhé, zanofené mezi listy nebo mirné, vétSinou z poloviny
vyénivajici; suché a prazdné tobolky zizené pied obustim, hluboce Zebernaté. Zebra tobolky
jsou Siroka 4 fady bun¢k u obusti, dale 6-8 fad. Exostom z 8 part zubu, zlutavé vzacné
oranzové, ve SpiCce miizované a okénkaté; Casto ornamentované dlouhymi liniemi nebo
¢ervickovitymi ¢i kulatymi papilami. Endostom ornamentovany, z 8 pomérné robustnich
segment, ¢asteCné nebo Upln€ dvourady. Spory s bradaveitymi nepravidelnymi papilami,
tvofici linie, n€kdy 1 tenci papily.

Lewinskya affinis byla jako druh poprvé popsana v roce 1801 pod jménem Orthotrichum
affine. Vzhledem ke svému Sirokému rozsieni a variabilité¢ byl béhem historie druh popsan
pod fadou dal$ich druhovych jmen; na naSem Uzemi se Castéji pouzivalo synonymum

Orthotrichum octoblephare (Pilous & Duda 1960), které bylo popsano ve stejné praci jako



O. affine. Lewinskya fastigiata byla popsana v roce 1827 jako Orthotrichum fastigiatum.
Nedlouho poté Huebener zménil status druhu na varietu druhu Orthotrichum affine
(Huebener, 1833). Hartmanova kombinace bez udani ranku (Hartman 1838) je
interpretovana jako poddruh (Missouri Botanical Garden 2020). Vétsina autora konce 20. a
zacatku 21 stoleti zahrnula O. fastigiatum do synonymiky druhu O. affine (Nyholm 1998),
(Smith 2004).n¢ktefi autofi vSak druh stale rozliSovali. Takovym piikladem je prace
Vondracka (1993), ktery pro oba druhy poskytuje popisy, mapy rozsieni a ilustrace. Novéjsi
prace z naSeho uzemi vsak jiz O. fastigiatum nerozliSuji. Piechodnocovani taxonomické
hodnoty drobnych druhi v dasledku molekularnich studii i celkové se ménici piistup
k taxonomii v poslednich desetiletich ale opét nékteré autory vedly ke kritickému
zhodnoceni diive popisovanych znakt (Frahm 2011, Guerra et al. 2014). Autofi se piiklani
K nazoru, Ze se jedna o taxony, které by mély byt rozliSovany patrné na urovni poddruht
vzhledem tomu, Ze nebyly nalezeny znaky, podle kterych by se taxony daly s jistotou rozlisit.
Préce Vigalondo et al.(2019) pouzila pii kritickém zhodnoceni komplexu L. affinis poprveé i
molekuldrni znaky. Autofi navrhuji v komplexu popis nékolika dal§ich druha vcetné L.
fastigiata i ptes to, Ze ani oni nena$li znaky pro jasné morfologické rozliseni. Jednim ze
silnych argumentti pro samostatnost taxonu L. fastigiata na druhové trovni je fakt, Ze L.
affinis s. str. a L. fastigiata spolu mohou tvofit smésné polstate, ve kterych se daji
morfologicky rozlisit (Blytt et al., 1842; Frahm, 2011; Vigalondo et al., 2019).

Oba druhy rostou na kufe listnatych stromt, na dievénych plotech, na doskovych stifechach,
vyjimecné na vapencovych kamenech, zidkach nebo na betonu. Jejich oblibenymi dievinami
v Ceské republice jsou vrba a topol, déle ¢asto rostou i na jasanu ztepilém, javoru klenu.
V Briténii je jako jeden z nejéastéjSich substratti uvadéna biiza (Smith 2004), zatimco u nas
z této dreviny neni udavan (Vondracek 1993).

V literatuie miizeme narazit na mnoho rozliSovacich znakt, ve kterych jednotlivi autofi
vidéli rozdily mezi témito druhy (Tabulka 1). Nej¢astéji jsou popisovany rozdily ve velikosti
rostlinek, v mife zanofenosti tobolek mezi listy, v $ifce Zeber na tobolce a v ornamentaci
exostomu. L. fastigiata je uvadéna jako mensi, kompaktnéjsi, se zanofengjsimi tobolkami a
$ir$imi podéIlnymi Zebry na tobolce a odlisnou ornamentaci exostomu. Za zminku také stoji,
ze byly publikovany 2 morfotypy spor L. affinis s. I. (Medina et al. 2009), které by mohly
odpovidat t¢émto dvéma druhim, jak ve své praci uvadi Vigalondo et al (2020). Otazka
ovSem zustava, jak je mozné, ze byla nalezena i tobolka z obéma typy spor Vv praci Medina
et al. (2009). Autofi prace vyslovuji hypotézu, Ze tento znak nema taxonomickou hodnotu,

protoze byl nalezen i jedinec s obéma typy spor s tim, Ze nebyl nikdy pozorovan dimorfismus



spor v ramcei jedné tobolky. Tuto variabilitu by podle nich mohl zptisobovat napiiklad vliv

genetickych faktori, a zdrojli energie pro vyvoj spor.

Tabulka 1: Rozlisovaci znaky mezi Lewinskya fastigiata a Lewinskya affinis s.str. podle

jednotlivych autord: 1 (Bridel-Brideri 1827), 2 (Wilhelm & Hiibener 1833), 3 (Blytt et al.
1842), 4 (Hooker 1845), 5 (Limpricht 1895), 6 (Jensen 1952), 7 (Nyholm 1954), 8 (Pilous
& Duda 1960), 9 (Vondracek 1993), 10 (Smith 2004), 11 (Frahm 2011), 12 (Vigalondo et

al. 2020).

znak

L. affinis s. str.

L. fastigiata

celkovy vzhled

listky volné ptiléhaji a mirné
odstavaji do réiznych sméri®> 4,

listy, za sucha t&sné pritisklé k lodyzce>*

na bazi, 30-60 pum Siroké uprostied,
buniky Cepele listu 13-20 * 8-14
um?2

za sucha . .5
Zlutozelené
2-3 cm®, 2-4 cm®, do 2,5 cm??, 0,4-
yska ’ SR T do 1 cm®, 1-1,5cmé, 0,6-1,8 (-2,5) cm*?
e 2,2(-4,0) cm?2 (2.9)
polstare vétsi> 4 bohaté, rozvolnéné® mensi, hustg® & 410
lodyzky svaz&ité vétvené® !
az 3,5 mm dlouhé, protéahlejsi,
Spicka jemné vroubkovana e wn e .
picka) . ) s | az3 mm dlouhé®, krat3i a §irsi* 52, $picka
papilami, mirné zahnutd dozadu . s, e L
. . . s zubata papilami® listky vej¢ité kopinaté,
listky listky jak kopinaté pozvolna se L, o 9 L
S, e ., zakoncené kratickym hrotem® roztrousen¢
zuzujici, tak vejcité kopinaté .1
oY R zubaté
ukoncené nahlou Spickou”, Spicka
obvykle asymetricka!?
2,0-3,6*0,5-0,9(-1,0) mm, 2,1-3,1 3 0,5-0,9 mm, kopinaté az vej¢ité
kopinaté, vzacnéji vejCité kopinaté, | kopinaté, Spicaté az kratce zaSpicatélé, casto
Spicaté, n¢kdy s nasazenou asymetricky; vétsinou okraje listti
vegetativni Spickou, okraj listu zahnuté az podvinuté; zebro 50—80 um Siroké u baze
listky podvinuté; zebro 40-80 um Siroké | listu, ve stfedni ¢asti listu Siroké 40-70 pm;

buniky éepele listul2—20 * 8-12 um?2

perichaetialni
listky

3,0-4,6 x 0,6-1,2 mm, vejcite
kopinaté; Spicka listu vétSinou
kratce nasazend; okraj listu
ohrnuty*?

2,5-4,1 x 0,6-1,2 mm, obvykle vejcite
kopinaté n¢kdy kopinaté, Spicaté az
S nasazenou Spickou, nékdy zaSpicatélé,
Casto asymetrické; okraje listu podvinuté 12

horni buiiky na
zebru listku

zhusténé, kolenchymatické stény,
podélné stény byvaji sirsit!

rovnomérng ztlustlé bunééné stény'!




papily na listech

jednoduché, zidka dvojité, tupé®

jednoduché i dvojité, §picaté® méné napadné
papilnaté*

perigonia

7luta, ¢etna, velmi mal4 (0,6 mm)°>

Zluto-&ervena®

pozice tobolky

ponofena nebo z poloviny
vynoiena®, obvykle kratce

ponofend®, ponofengjsi nez u L. affinis'®,
obvykle z poloviny zanofena'?

vyénivajicit?
‘ot delsi™*, vyéniva nad ochreu °, do | cely zakryty vaginulou®, kratsi>* 0,3 mm?,
0,6 mm délky®, 0,5-1,3 mm?*? 0,3-0,8 mm?'?
tobolka do 2 mm® kolem 1,25 mm?®

tvar prazdné
tobolky za sucha

valcovita nebo mirné zuzend pred
ustim tobolky® 42 elipticka*, zce,
ale vyrazné zebrovana'?

podlouhle hruskovitd* vyrazné zizend pred
ustim tobolky%12, hluboce brazdita2

krk

pomackany, zuzujici se do Stétu,
téméi polovina tobolky® 0,5-1,2
mm®2

protahly hrugkovity, asi 2/3 tobolky®, 0,5—
0,9 mmt?

Zebra na tobolce

uzsi (2-3 fady bunék u obusti, dal
na tobolce 3-4 fady)® 2-3 (—4) fady
bunék v distalni ¢asti, 4—6 nize;
45-105 pm Siroké; od usti
oddélené 2—-3 (-4) kratkymi
zplostélymi buiikami *

$ir$i* 8, tvoii je vice fad bunék (4 u usti, dal
5-6) °, §irsi podélné stény bunék!?, v distalni
Casti 4 fady bunék, dale 6-8; 92-158 um
Siroké; od tsti oddéleny 1-2 (—4) fadami
kratkych zplostélych bundk!?

pruhy mezi
zebry tobolky

mnohem $irsi (kolem 10 fad
bungk) °

jen o trochu $irsf

oloha .
pfﬁ duchil pod stiedem tobolky (1-2 fady)® ve spodni &asti tobolky®
vicko krat§i $picka® delsi $picka®, vétsi vicko?

zuby endostomu

uzké papilnaté, s podélnou délici
¢arou® z 8 segmentt, zidka z16,
obvykle asymetricky dvouradé,
nékdy jednotadé, se slab& nebo
stiedné ztlustlymi sténami bunck v
dolni poloving!?

krat$i neZ exostom® $ir$i a kratsi nez affinis®,
vyrazngji ¢ldnkované, jen z 1 fady bunék,
robustnéj$i? Endostom z 8 segmentt,
pomérn¢ robustni, ¢aste¢né nebo uplné
dvoutady, mirn¢ zesilené pfi¢né stény nebo
klikata stiedni ¢4ra v dolni poloving'?

zuby exostomu

za sucha bélavé, do 280 um
dlouhé, na vrcholu okénkate,
zakondené 3 hroty>®; obvykle
nazloutle bélavé; nekdy ve Spicce
slabé miizkované nebo slabé
okénkaté!?

ve $picce Cervickovité carkované®, tiihroté®
za sucha svétle zluté, 200-240 um dlouhé,
zakondené strukturou ve tvaru kiize °
nepravidelné dérované? zlutavé, ziidka
oranzov¢; ve Spi¢ce miizkované a Casto
okénkaté!?




vnéjsi povrch
exostomu

rovnomérné jemné papilnaté®®
ornamentovana kratkymi
cervickovitymi liniemi s riznou
orientaci a hustotou, nékdy se
smisenymi papilami'?

papily splyvaji v ervickovité linie®®,
nepravidelng ryhované, hrubé papilnaté °
variabilné ornamentované, ¢asto s dlouhymi
paprs¢itymi liniemi nékdy ornamentované
cervickovitymi liniemi nebo malymi
rozptylenymi papilami 2

vnitini povrch
exostomu

s fidkymi nebo hustymi papilami,
zejména na distalni poloving'?

hladky nebo slab& ornamentovany!?

spory

S drobnéjSimi ornamentovanymi

papilami® husté pokryté tenkymi

nepravidelnymi nékdy i tlust§imi
papilami®?

bradavi¢naté hladké papily® s bradavéitymi a
nepravidelnymi papilami, obvykle tvoticimi
ojedinélé nepravidelné hrubé pasy, nékdy s
ten¢imi papilami’2

velikost spor
[um]

20-247, 18-24° 14-18°% 15-24 12

18-207, 16-18°, 16-20°; 1421

zralost spor

erven — srpen® , gerven —
ervenec® *, o mésic pozdgji?

kvéten®, duben — kvéten®; o 1 mésic diiv??

cepicka

2,4 mm dlouhd®, zlutozelena® ®,
mirn¢ chlupata, delsi, uzsi,
dosahuje skoro az ke krku® 3
zvonkovita* ! fidce chlupata, nékdy
mirné chlupatd, vétSinou kratkeé

chlupy*?

kratsi, méné chlupata, 2 2,1 mm dlouha
kuZelovita®, slamove Zlutd*, nahnédla spoie
chlupata®*®, nebo hladka, zvonkovita* 3,
tmavy vrchol®, na bazi tfasnital! fidce
chlupata s kratkymi chlupy*?

biotop

v &ist&j$im prostiedil!; cast&jsi v
lesnatém a mezickém prostiedi‘?

na okrajich ,,epifytickych pousti* mirné
znedisténé prostiedi a aluvidlni lesy*?;
dominuje na sussich a vice exponovanych
mistech, dobie roste na solitérnich
stromech*?

doprovodné
druhy

Radula complanata, Metzgeria
furcatal!

Orthotrichum diaphanum?!

1.2 Poutiti molekuldrnich metod v systematice mechorostu

| blizce ptibuzné druhy se obvykle li§i v sekvenci bazi DNA variabilnéjSich tisekti v genomu.
K takovym tsekiim patii napf. jaderné nekodujici Gseky ITS1 a ITS2 mezi geny pro velkou
a malou podjednotku ribozomalni RNA, nekddujici useky chloroplastové DNA nebo rychle
se vyvijejici geny, jako chloroplastové geny matK ¢i ycfl. Mezi nejéastéji pouzivané
markery u mechorostl patii trnL-F, rbcL, rps4, a ITS vzhledem ke snadné amplifikaci a

sekvenaci a obvykle dostatecné variabilité.



Mezi obvyklé chloroplastové markery patii Gsek trnS-trnF, kam patii spacery mezi geny
trnF—trnL, trnL—trnT, trnT—rps4, intron genu trnL a také usek trnS-rps4 pouzity v této praci
(Obrazek 2). Vétsinu tohoto tuseku tvoii gen pro jeden z proteini malé ribozomalni
podjednotky (Mizia et al. 2019). Stal se jednim z nejpouzivanéjsich markera pro fylogenezi
mechorostil, zatimco u krytosemennych rostlin se pouzivd mnohem mén¢. Velikost genu je
609 bp s vyjimkou vzacné udavanych deleci jako tiibazova delece u Funariaceae (Stech &
Quandt 2010). Byl pouzivan k odvozeni vztahli mezi zakladnimi skupinami mechti a pozdé&;ji
i jatrovek a dale k déleni na ¢eledé a rody (Stech & Quandt 2010). Je ale také velmi uZite¢ny
jako marker pro barcoding mechorosti (Yan et al. 2011).

Spacer mezi geny atpB a rbcL (Obrazek 2)se zacal pouzivat pozdé&ji nez ostatni, ¢asto
pouzivané markery, ale Casem se stal jednim z nejpouzivangjSich chloroplastovych markert.
Lezi mezi geny pro podjednotku B atp syntazy a genem pro velkou podjednotku enzymu
RuBisCO. Ve srovnani se semennymi rostlinami je u mechorosti kratsi (cca. 370—700 bp).

Casto obsahuje indely (28 bp) (Stech & Quandt 2010).

trnL
trnF ux;nex 1 tmT trnS
trnM C_ff,":: (e rp@s
(] psaA __ psaB
| N ]

rbcl atpB
| 4. ]

psbD

1

psal accD

trnH psbA matK

psbH-N-T

s ex? ex1
trnK trnK
v trnG
rpoA “‘»—\_‘___é,\? exi
"\\\__ rpoC2
~[ ]
16S
I
rrs-sns?‘rsz
[—1 exon/gene
mmmmm Intron/spacer trnR |458 238

58

Obrazek 2: Struktura chloroplastového genomu. Cervené jsou oznacené tseky rps4—trnS a
atpB-rbcL, pouzivané v této praci. Pfevzato z prace Stech and Quandt (2014) a upraveno.



1.3 Cile prace
1. Zhodnoceni genetické variability druhti Lewinskya affinis a L. fastigiata ve vybranych
sekvencich chloroplastové DNA a moznosti jejich rozliSovani na zakladé sekvenace

téchto usekd.

2. Mgéfeni a analyza vybranych morfologickych znaki a zhodnoceni moznosti jejich
pouziti pro determinaci druhii komplexu Lewinskya affinis na Gzemi Ceské republiky.

3. Zhodnoceni ekologickych preferenci druhti Lewinskya affinis a L. fastigiata a revize jejich

rozsiteni ve vybranych lokalitach.

10



2 Metodika

2.1 Popis materidlu

2.1.1 Sbér vzorkul

Sbér vzorkil probihal na podzim roku 2019 v nékolika oblastech (v okoli Brna, Ceskych
Budgjovic, Zd’aru nad Sazavou a v Novohradskych horach) a v kazdé z nich na 4-5
lokalitach, (Tabulka 2).

Ty byly vybirany tak, aby se od sebe liSily (naptiklad vlhkosti, biotopem, zastinem, mirou
osidleni lidmi a podobné&) a byly od sebe vzdaleny 2-10 km. Aby se daly mezi sebou
porovnavat hojnosti vyskytu jednotlivych druhi, byla na kazdé lokalité vymezena plocha
cca 2 ha, kde probihal sbér zhruba 2 hodiny. Ptilezitostné, kvili zvySeni pravdépodobnosti
nalezeni vzacnéjSiho druhu, probihal extenzivni sbér 1 v jinych oblastech.
K morfometrickym méfenim byly kromé vlastnich sbéri pouzity také 3 polozky ze sbéru J.
Kucery, ulozenych v herbati CBFS. Polozky, nasbirané pro tuto praci byly ulozeny tamtéz
(Ptiloha 1).

Byly shirany mechy komplexu Lewinskya affinis, pfislusnost k této skupiné byla zjisténa
pomoci kombinace n€kolika znaku: jedna se o vétsi relativné vétsi epifyticky mech, rostouci
v polstafich, ma za sucha rovné listky, pritisklé k lodyzce, 8 zubu exostomu, a ryhovanou
tobolku, castecné krytou listky. Pod mikroskopem byla ovéfena pfisluSnost k rodu
Lewinskya (pfitomnost svrchnich praduchi) (Obrazek 3).

AT TSRNG4 -5 T s (g

ey

| J A

2. ﬁ; ™ ;-;.
/ o o VA ey \
| ‘ I .\XIS

/ UF» ~n

Obréazek 3: Priduchy na tobolce: rozdil mezi spodnimi a svrchnimi priduchy, které jsou
typické pro rod Lewinskya Vlevo a uprostied: spodni priaduchy (kryptopory), vpravo:
svrchni priidduchy (faneropory).

2.1.2 Charakteristiky zaznamenavané u lokalit a shiranych vzorku

K lokalitam byly zaznamenavany tyto udaje: struény popis biotopu, svazitost, expozice ke

svétovym strandm a nadmoiskd vySka. Nadmoiskd vyska byla odecitdina z map
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(www.mapy.cz) po vyneseni zaznamenanych bodi. Z mapy byla zjisténa téZ pritomnost

blizkého vodniho zdroje (vodni tok nebo stala vodni nadrz), vzdaleného do 30 m od sbéru.

V terénu byly u kazdé sbirané polozky zaznamenavany tyto informace: druh dfeviny; vyska

od zem¢ ve které mech rostl a obvod stromu v této vySce; obvod stromu v prsni vysce;

umisténi na stromé (na kmeni, na vétvi nebo v pazdi vétve); Uhel, ktery sviral substrat se

zemi (kategorie byly odhadovany: 0°, 30°, 45°, 60°,75°, 90°); zastinéni (semikvantitativni

stupnice 0 4 hodnotéach: svétlo (oteviend krajina), polosvétlo (svétly les), polostin

(listnaty/smiSeny les), stin (tmavy les)); doprovodné druhy, které rostly v nejbliz§im okoli

(na stejném substratu cca v okruhu 20 cm kolem sbiraného mechu); soufadnice (méfeno

pomoci GPS piistroje Garmin eTrex Summit) (Tabulka 2).

Tabulka 2: Zakladni informace o lokalitach.

XpOzi
. expozice ) Souradnice | Souradnice | Nadmorska
oblast lokalita a Biotop .
.. N E vyska (m)
svazitost
novohradské Horni
. Luzni les 48,75302 14,73672 565
hory Stropnice
Pohoii .
onorina Algj 48,60491 | 14,69500 905
Sumaveé
Ulrichov Z svah Bucina 48,62207 14,64487 875-890
Dobréa Voda Remizky 48,73935 14,71949 750-760
Jelenivrch | V svah Smiseny les 48,65102 14,61051 920
okoli Okraj lesa,
M ; Véelna J svah J 48,91382 14,44861 475
Ceskych doubrava
Budg¢jovic Hluboka Niva potoka 49,03659 14,44240 375
Ceské
Budgjovice, Meéstsky park | 48,97006 14,45301 395
Stromovka
Rudolfov,
sad Sad 48,99595 14,53181 450
Rudolfov, Dno
s LuzZni les 48,99178 14,55395 475
potok adoli
okoli Zdaru | VAapenice SmiSeny les 49,58228 15,90164 600
nad Sazavou . 4s stromu
Jdar pas STOMU 1 4956778 | 15,94357 570
podél feky
Svétnov LuzZni les 49,62925 15,96619 620
Zak .
Eocr’;a Z svah Bugina 49,65645 | 15,99136 800
okoli Brna Babi lom vrchol Dubohabtina | 49,30488 16,57582 505-525
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Ivanovice S svah Akéatina 49,26399 16,57870 290-305
Rick Mlada
fexa, S svah ada 4923368 | 16,72970 | 295-340
S svah habiina
. . Dno .,
Ric¢ka, niva adoli Luzni les 49,22958 16,72025 285-290

2.1.2.1 Popis lokalit v jednotlivych oblastech
Novohradské hory

Jeleni vrch: Lokalita se nachazi asi 1 km JV od obce Béla v nadmoiské vysce 850-959 m n.
m., na vychodnim svahu. Jedna se o smiSeny lesni porost zejména smrku a buku.

Ulrichov: Lokalita se nachazi asi 5,5 km od obce Pohorska Ves na zdpadnim svahu
vV nadmotiské vySce 870-880 m. n. m. Jedna se o acidofilni kvétnatou bucinu. Protéka ji
Kabelsky potok.

Horni Stropnice: Na severu Horni Stropnice u Farského rybnika v nadmoiské vysce 560 m
n. m. Rozvolnéné rostouci stromy kolem rybnika a zapojeny lesni porost v nivé potoka.
Dobra Voda: JZ od kostela v obci Dobra Voda v nadmotské vysce 750 m n. m. Mozaikovita
krajina tvofend loukami zahradami a remizky i1 okrajem lesa. Hlavni dieviny topol, jetab,
sttemcha, bez cerny.

Pohoti na Sumavé: V obci Pohoii na Sumavé v nadmoiské vysce 905 m n. m. Obec je
obklopena podmacenymi loukami a protékd tudy Pohotsky potok. Stromy podél silnice,

pievladaji javory, dale vrba jiva, btiza.

Okoli Zd’aru nad Sazavou

Véapenice: Asi 2 km severné od obce Hamry nad Sazavou v nadmoiské vysce 600 m n. m. u
zatopeného lomu Vépenice. Dominuji tu buk, javor klen, dale smrk, jetab ptaci a liska.
Zakova hora: Nachazi se asi 2 km SV od obce Cikhaj v nadmoiské vysce asi 790-805 m n.
m. Jedna se o bucinu na zapadnim svahu.

Svétnovské udoli: Lokalita se nachazi asi 1,5 km SZ od obce Svétnov v nadmoiské vysce
620 m n. m. Protékd tudy meandrujici Sklensky potok. Dominuji vrby, olSe a jasany.

Zd’ar nad Sazavou — Stavisté: Lokalita se nachazi ve mésté Zd’ar nad Sazavou v nadmoiské
vySce 570 m n. m. Stromy kolem vodni spojky Stavisté, kterd vede z feky Sazavy do nadrze

Stavisté. Dominuji olSe dale ofesak, kruSina jetab a liska.

Okoli Brna
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Babi lom: Nachazi se v Adamovské vrchoviné asi 2 km severné¢ od obce Lelekovice
vV Nadmotské vySce 500-525 m. n. m. Dubohabtina kolem skalnatého hiebene Babiho lomu.
Hlavnimi dfevinami jsou tu habry a duby, dale javor babyka, buk a lipa.

Udoli Rigky — severni svah: Lokalita se nachazi asi 2 km JJZ od obce Ochoz u Brna
v nadmoiské vysce 300-340 m. n. m. Na severnim svahu. Protéka tudy potok Ricka.
Dominuje habr.

Udoli Ricky — niva: Lokalita se nachazi v tidoli potoka Ricky asi 3 km SZ od obce Ochoz u
Brna v nadmotské vysce 290 m. n. m. Jedna se o nivu potoka, kde dominuji habr, liska, javor
Klen.

Brno — Ivanovice: Lokalita se nachazi v méstské ¢asti Brno-lvanovice v nadmoiské vysce
ca 300 m. n. m. Na severnim svahu v zahradkatské kolonii. Z dievin tu dominuje trnovnik

akat a v podrostu se vyskytuje bez ¢erny a hloh.

Okoli Ceskych Budgjovic

V¢elna: Lokalita leZi na jihu obce VEelna. Nachazi se v mirném svahu s jizni expozici. Jedna
se o smiSeny les tvofeny pievazné smrkem a borovici, na jeho okrajich v pruseku jsou ¢asté
duby, topoly a javory.

Hluboka nad Vltavou: Lokalita se nachazi na jihu mésta Hluboka nad Vltavou. Je to pas
stromu kolem potoka a cyklostezky. Rostou zde hlavné vrby, olSe a duby, v podrostu bez
cerny.

Udoli Rudolfovského potoka: Niva Rudolfovského potoka se zapojenym lesnim porostem.
Hlavnimi dievinami jsou tu olSe, vrby, javory. V podrostu ¢asto roste bez cerny.

Rudolfov — sad: Jedna se o tfestiovy sad v polich na SZ mésta Rudolfov na okraji Ceskych
Bud¢jovic. Hlavnimi dfevinami jsou tée$n¢, v podrostu ostruzini a bez ¢erny.

C. Budgjovice — Stromovka: Lokalita se nachazi v parku Stromovka v Ceskych
Budgjovicich. Vyskytuji se tu rizné druhy stroma (Casto lipy, topoly a duby), rostouci

solitérn€ nebo v mensich skupinach. Nachazi se zde vodni nadrz Bagr.

2.2 Morfologické vyhodnoceni shér

U vSech pozorovanych vzorkd Lewinskya affinis s. |. (321 poloZek) byly rostliny pfedbézné
ptifazeny K jednomu ze dvou moznych druhu, L. fastigiata nebo L. affinis s. str. podle znakt
udavanych v literatute, zejména podle $ifky Zeber na exotheciu tobolky. Ostatni polozky
byly zafazeny mezi Sporné. Lewinskya fastigiata se vyznacuje $ir$imi zebry na tobolce, skoro

tak Sirokymi, jako mezery mezi nimi. L. affinis s. str. ma zebra uz$i nez mezery mezi nimi
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(Obréazek 4). Tobolky byly podélné roziiznuty ziletkou p¥iblizné na ¢tvrtiny a pozorovany
pod mikroskopem pti zvétseni 400x. Pokud se pocty fad bunék Zeber pohyboval mezi 5-7,
byly takové rostliny oznaceny jako L. fastigiata, pokud mély 2—4 tady, byly povazovany za
L. affinis. Rostliny s 4-6 fadami bunék na Zebrech byly ozna¢eny jako sporné. Po tomto
rozttidéni bylo vybrano 14 polozek, ze kterych byly ziskany sekvence Useku rps4 (viz
kapitolu 2.3). Vsechny polozky uréené jako L. affinis byly sekvenovanim potvrzeny (4),
vSechny sporné polozky (4) byly sekvenovanim urceny jako L. affinis, zatimco dvé polozky
z Sesti ptivodné uréenych jako L. fastigiata na zaklad¢ vysledka sekvenace pieuréeny jako
L. affinis; zbylé (4) byly potvrzeny jako L. fastigiata. Za zakladé téchto vysledkt bylo
prehodnoceno ptivodni urceni v§ech polozek. Polozky piivodné oznacené jako sporné byly
piifazeny k druhu L. affinis a polozky ptivodné uréené jako L. fastigiata, ale na hranici uréeni
se spornymi polozkami (mély alespon v jednom zebru 6 fad bunék, ne vic), byly oznaeny
jako sporné. Toto chybné nastaveni hranic by zplisobeno tim, Ze u prvnich sekvenovanych
vzorku L. fastigiata byla Zzebra tobolky relativné Uzka a podle toho jsem pak uréovala dal.
S dalsimi sekvenovanymi polozkami se ukazalo, Ze to byla spiSe dolni hranice variability
tohoto znaku. Také jsem necekala, ze polozek druhu L. fastigiata by bylo tak malo oproti L.
affinis. Po tomto pietazeni bylo v kategorii L. affinis 282 polozek, v kategorii spornych 18
polozek a v kategorii L. fastigiata 21 polozek. Pro morfometrické analyzy bylo vybrano 41
polozek (13 ze skupiny urcenych jako L. fastigiata, 15 spornych a 13 L. affinis). Do
hodnoceni ekologie druhii byly zafazeny jen systematicky sbirané polozky (viz kapitola
2.1.1), tedy 256 od L. affinis s. str., 18 od L. fastigiata a 18 spornych.

Obrézek 4 Exothecium druhti Lewinskya fastigiata a L. affinis. Vlevo Lewinskya fastigiata,

vpravo L. affinis. Pfevzato od Thomase Kiebachera.

Nejprve bylo pozorovano a zaznamenavano vice potencialné vyznamnych znaku (podle

riznych kritérii, viz nize), ale z divodu ¢asové narocnosti a obtiznosti kvantifikace nékteré
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znaky nebyly dale zaznamenavany a hodnoceny. Byly to naptiklad tyto znaky: Sitka
perichaetialnich listti; barva, chlupatost a tvar Cepicky; tvar bunék ve sttedu Cepele; tvar
bunék Vv horni ¢asti Zebra; papilnatost okraje listku na $pi¢ce; charakter zubii exostomu (tvar
Spicek zubu, barva, ornamentace); pocet fad bun¢k endostomu; tvar tobolky za sucha; pomér
délky zobanku vicka k jeho priméru; zanofenost tobolky.

Pro morfometrickou analyzu bylo vybrano nékolik znaki, které statisticky vyznamné
odlisovaly oba druhy podle prace (Vigalondo et al. 2019) (délka rostliny, délka $tétu,
tobolky, $iika Zeber na tobolce a pocet podélnych fad bunék v Zebrech tobolky, délka
perichaetialnich listi, ornamentace spor) (Pfiloha 2). U 30 ze 41 polozek pro morfometrii
byly zaznamenavany také znaky, které uvadgji jini autofi a které nejsou snadno méfitelné
(papilnatost Spicky listu, chobotnaté bazalni bunky, ornamentace, struktura a barva
peristomu, vzhled Cepicky, tvar suché tobolky, a ptisedlost listki k lodyZce) nebo znaky,
které se pouzivaji u jinych druhti (pozice pruducha, barva rostlinek).

Z kazdého trsu byly vybrany 1-3 sporofyty s perichaetialnimi listky. Délka perichaetialnich
listkd byla méfena na odtrzenych listcich, od baze listku po jeho $picku (Obrazek 5). Délka
Stétu byla métfena od baze prisvitného limecku obalujiciho §tét (ochrea) po zacatek tobolky,
ktery byl stanoven v mist¢, kde se §tét zac¢ina ndhleji rozsitovat (Obrazek 6). Délka krku byla
méfena od konce $tétu po zacatek vytrusnice, ktera prosvita zevnitt tobolky (Obrazek 6).
Délka tobolky byla méfena od konce $tétu po usti tobolky (Obr. 6). Parametry zeber na
tobolce (Sitka Zeber tobolky a pocet fad bunck, kterymi jsou tvofeny) byly méfeny asi
v pétiné délky tobolky od obusti (Obréazek 7). Zebra jsou vymezena tmavsi barvou a §ir§imi
sténami bunék. Byl zaznamenan charakter ornamentace spor, velikost papil na povrchu a
jejich splyvani v pasy.

Délka rostlinek byla méfena od mista, kde rostlinka piirtsta k podkladu po nejvyssi strukturu
(konec poslednich listkti nebo tobolky, za pomoci pravitka s pfesnosti 1 mm. Délka listki a
rozméry sporofytu byly méfeny pod mikroskopem pti zvétSeni 40x. Pocet fad bun¢k a Sitka
zeber tobolky byly sledovany pod zvétsenim 100x. Spory byly pozorovany pii zvétsenim
1000x. Métené objekty byly vyfoceny a zméfeny pomoci kamery Lumenera INFINITY v
programu QuickPHOTO MICRO 3.1. Zkratky méfenych charakteristik jsou uvedeny v
tabulce (Tabulce 3).
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ochrea

7

Obréazek 6: Rozméry méfené na sporofytu (Stét, krk, tobolka) a dalsi struktury (vaginula a
ochrea)

Obrézek 7: Pocet fad bun€k v Zebrech na tobolce a Sitka zeber byla méfena ve vzdalenosti

asi 1/5 délky tobolky méteno od usti tobolky.

Tabulka 3: Méfené znaky a jejich zkratky

znak zkratky
délka rostlinky delrost
délka perichaetialnich listkt delperlist
délka $tétu delstet
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délka krku delkrk

délka tobolky deltob

Sitka zeber tobolky sirzeb

pocet fad bunék v Zebru tobolky pocradzeb
pocet fad bunék mezi Zebry tobolky pocradmezizeb

srist papil na sporach do linii / bez sristu papil do linii ~ srustpap / bezsrustpap

Morfometricka data byla vyhodnocena pomoci mnohorozmérnych analyz. Pro neomezenou
ordinaci byla pouzita analyza hlavnich komponent (PCA). Z ordina¢niho grafu je mozné
pozorovat, nakolik se operativné vymezené taxony (na zékladé vySe pouzitych kritérii)
v méfenych znacich morfologicky skutecné odlisuji a které znaky s timto odliSenim nejvice
koreluji. Do analyzy bylo zahrnuto 8 z méfenych znakd, z analyzy byl vyfazen znak pocet
fad bunck v Zebru, ktery byl silné korelovany se znakem Siika Zeber tobolky. Déle byla
provedena redundancni diskriminac¢ni analyza (RDA), ktera byla provedena zvlast' pro
sekvenované polozky a zvlast pro vSechny métené. U RDA pro sekvenované polozky byl
vyfazen silné korelovany znak pocet fad bunék v zebru tobolky a u RDA pro vSechny méfené
polozky byl navic vyfazen znak Sitka Zeber tobolky, podle kterého byly vzorky ureny do
druhu.

Nasledovala CDA (klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza), kterou bylo ovéfovano, jestli na
zéklad¢€ vSech znaktli (opét s vyrazenim hodné korelovanych znakti) sedi morfologické urceni
polozek na rozdé€leni druhii podle sekvenovanych polozek. V druhé fazi byly polozky
rozdéleny bez ohledu na sekvenaci.

Mnohorozmérné analyzy byly provedeny v programech Canoco 5 (PCA, RDA) a R verze
4.0.3 (CDA).

2.3 Metodika ziskani molekularnich dat

Pomoci sekvenace nékterych tisekiic DNA bylo zjistovano, jestli se tyto druhy v téchto
sekvencich 1isi tak, aby ptipadné rozdily bylo moZné pouZit ke spolehlivému rozliSeni, resp.
ovefeni uréeni spornych polozek. V dobé zacatku shromazd’ovani molekularnich dat pro
mou praci nebyly ve vefejné dostupné databazi GenBank srovnavaci sekvence taxonu
Lewinskya fastigiata, proto jsme se rozhodli ziskat sekvence Casto pouzivaného markeru,
chloroplastového useku atpB-rbcL, ktery byl pro odliSeni taxonti na druhové tirovni pouzit
napf. v pradci Medina et al. (2012) nebo Eckstein and Zindorf (2017).Pro zjisténi

molekularnich odlisnosti taxont L. affinis nebo L. fastigiata jsme vybrali pét vzorka (Ptiloha
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1). Tti z nich byly morfologicky jasné pfifaditelné k jednomu z druhd, zbylé dva vzorky byly
morfologicky nejasné.

Béhem provadéni nize popsanych analyz byla publikovana prace Vigalondo et al (2019), ve
které byly z taxont Lewinskya affinis a L. fastigiata ziskany sekvence chloroplastovych
tsekt rps4 a rpl32-trnL(YA®), a anonymnich jadernych usekt, oznacenych jako EST-115 a
EST-317. Ve vsech téchto tGsecich se oba taxony odliSovaly, proto jsme pozdéji sekvenovali
dalsich 14 vzorkd na usek rps4. Pro tento usek byly pouzity primery rps5: 5°-ATG TCC
CGT TAT CGA GGA CCT-3* (Nadot et al. 1994) a trnS-86R: 5° —-GGA AAG ATG GCC
GAG TGG TC- 3° (Kucera, nepublikovano) Pro tsek atpB-rbcL byly pouzity primery atpB-
1 5-ACATCKARTACKGGA CCAATAA-3 a rbcL-1: 5'-
AACACCAGCTTTRAATCCAA- 3' (Chiang et al. 1998)

Postup izolace DNA, PCR, purifikace a sekvenace probihal s mensimi modifikacemi podle
protokolu katedry botaniky JU (Koutecky et al. 2012).

Izolace DNA pomoci NaOH: Z kazdé polozky byla odebrana ¢ast rostliny o délce lodyzky
asi 2 mm. Ve zkumavce k ni bylo pfidano 40 pl 0,5 M NaOH. Vzorek byl poté rozdrcen
pomoci homogenizatorku a pisku o sténu zkumavky. Suspenze byla centrifugovana 1,5
minuty pii pietizeni 16550 g.

PCR: 5 pl supernatantu bylo ptepipetovano do 50 ul 100 mM Tris-HCI (pH= 8,3). Po stoceni
bylo ke kazdému vzorku pfidano 1,5 pl vody, 0,9 pl od kazdého z primert o koncentraci 2,5
pmol/ul a 3,75 pl Plain PP Master Mixu (TopBio). Smés byla promichana a centrifugovana
a zkumavky vlozeny do termocykleru (TC-XP-D, Bioer). PCR reakce probihala pfi
nasledujicich parametrech (Hodgetts et al. 2020)3 min denaturace pii 94 °C, nasledovane 40
cykly (94 °C/1 min; 58 °C/1 min; 65 °C/2 min) a finalni elongace 65 °C/5 min.

Uspé&snost PCR reakce byla zkontrolovana vizualizaci DNA na gelu pomoci elektroforézy.
0,2 pl vzorku bylo smichéno s 0,8 pl GelRed a napipetovano do jamek v gelu. Kromé vzorka
byl napipetovan i kontrolni vzorek a DNA Zebticek (3ul A DNA-HindlIIl).

Purifikace: Produkty PCR byly purifikovany pomoci metody exo-SAP. K 1,5 ul PCR
produktu bylo pfidano 0,5 pl smési exo-AP. V termocykleru byly roztoky zahtaty na 37
°C/15 minut a na 85 °C/15 minut.

Ptiprava sekvenaéni reakce: Ke kazdému purifikovanému vzorku (2 pl) bylo ptidano 6 pl
vody a 2 pl primeru o koncentraci 10 pmol/ul. Sekvenace probihala formou placené sluzby
Vv laboratotfich GATC Kolin n. Rynem. Ziskané DNA sekvence byly zpracovany v programu
BioEdit 7.0.5.3 (Hall 1999).
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3 Vysledky

3.1 Molekuldrni znaky

Molekularné bylo analyzovano 19 vzorka. 14 z nich na Usek rps4 a 5 na Usek atpB-rbcL.
Amplifikace probihala bez problému az na jeden vzorek na tisek atpB-rbcL, coZ bylo nejspis
zpusobené $patnym stavem rostlinek. Délka amplikonu byla u rps4 674 bazi a u atpB-rbcL
281-283 bazi.

Po vyhodnoceni sekvenci bylo zji$téno, Ze na obou Usecich, rps4 i atpB-rbcL, jsou studované
druhy odliSitelné.

Na Useku rps4 se sekvence druha L. affinis a L. fastigiata 1isi jednou substituci na pozici 55

od 5° zaCatku amplikonu (Obr. 8). V ramci druhtt byly sekvence uniformni. Ze

Obrazek 8: Srovnani odlisné ¢asti tiseku rps4 u nékolika ze sekvenovanych polozek

40 50 60 70 80

D e e T e
456 L. affinis TTACCAGGAT TAACAAATAA AACAGCTCAA TTAAAATCTA GTTCTGTCAA
507 L. affinis TTACCAGGAT TAACAAATAA AACAGCTCAA TTAAAATCTA GTTCTGTCAA
446 L. fastigiata TTACCAGGAT TAACAAATAA AACACCTCAA TTAAAATCTA GTTCTGTCAA
451 L. fastigiata TTACCAGGAT TAACAAATAA AACACCTCAA TTAAAATCTA GTTCTGTCAA

sekvenovanych vzorka 10 byla L. affinis a 4 L. fastigiata (Pfiloha 1)

Na useku atpB-rbcL se sekvence téchto druhi lisily deleci dvou bazi na pozici 175-176 od
5¢ za¢atku amplikonu (Obr. 9). Jinak byly uniformni. Tento Usek byl sekvenovan u 5 vzorka.
Z nich se 2 ukazaly jako L. affinis a 3 jako L. fastigiata. (Pfiloha 1).

Vsechny sekvenované polozky pivodné oznacované jako sporné se po sekvenaci ukdzaly
jako L. affinis. Hranice mezi druhy v tomto znaku je tedy je tedy dal, nez jsem piedpokladala
na zacatku uréovani (viz metodika).

150 160 170 180 190

. B T e e e e
1394A L. affinis GAAAAAATTA AAAAGTGTAA GAACTAAAAA AAAAAATAAA TTAAATAATA
1735A L. affinis GAAAAAATTA AAAAGTGTAA GAACTAAAAA AAAAAATAAA TTAAATAATA
1733A L. fastigiata GAAAAAATTA AAAAGTGTAA GAACTAAAAA AAAA--TAAA TTAAATAATA
1734A L. fastigiata GAAAAAATTA AAAAGTGTAA GAACTAAAAA AAAA--TAAA TTAAATAATA

Obrézek 9: Srovnani ¢asti usekt atpB-rbcL u nékolika ze sekvenovanych polozek
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3.2 Morfologie

Na vybranych lokalitach bylo podle vySe uvedené metodiky (kap. 2.1.1) sebrdno 292
polozek mechtt z komplexu L. affinis. Podle po¢tu fad bun¢k v Zebrech tobolky bylo 256
z nich uréeno jako L. affinis s. str., 18 jako L. fastigiata, dvé polozky obsahovaly polstare
obou druhil a 18 polozek obsahovalo rostliny, které se podle vySe uvedeného znaku nedaly
prifadit k Zadnému z téchto druhd. Mimo sbéry z porovnatelnych lokalit jsem morfologicky
méfila 4 dalsi poloZky, 3 z nich byly urCeny sekvenaci tiseku atpB-rbcL. Dva z nich jako L.
fastigiata a 1 jako L. affinis. 2 dalsi vzorky byly osekvenovany z mych ptilezitostnych sbért.
Jeden z nich byl L. affinis a druhy L. fastigiata.

Pro morfometrické analyzy bylo méfeno 135 lodyzek ze 41 polozek. 31 z nich bylo vybrano
z morfologicky jednozna¢nych rostlin zataditelnych k druhu L affinis a 10 z rostlin
ptifaditelnych morfologicky jednozna¢né k druhu L. fastigiata. V téchto poctech jsou
zahrnuty 1 tfi dvojice polozek, u kterych byla pti pozorovani pod mikroskopem zjiSténa
pravdépodobna ptitomnost obou druhii. Takové polozky byly rozd€leny a povazovany za
dvé samostatné. V jednom z téchto piipadi se pomoci molekularni analyzy ukazalo, ze
morfologicky odlisSné rostliny patii ke stejnému druhu. Druhd dvojice byla sekvenaci
ovéfena jako 2 druhy a u tfeti dvojice byla jedna rostlina uréena molekularné a druhé se od
ni vyrazné morfologicky liSila, a byla proto povazovana za druhy druh. Za smésné tedy byly
nakonec povazovany jen dvé polozky.

Za jedince pro popisnou statistiku byly povazovany jednotlivé lodyzky. Délky tobolky, krku,
Stétu a celé rostlinky byly zadavany jako piimé hodnoty, protoze na jednu lodyzku mohly
byt mé&feny vzdy jen jednou. Délky listki jsou uvadény jako pramér ze 3 listkti pochazejicich
z 1 lodyzky. Sitka a pocet bungk Zeber tobolky jsou priméry viech méfitelnych Zeber na
tobolce (tedy maximalné osmi). Stejné tak jsou zprimérovana data o poctu bun€k mezi
zebry. Udajti o poslednim jmenovaném znaku je ale podstatné méné, kvili ziaseni stény
tobolky pod sklickem, které mnohdy znemoznilo poéitani bunék. Jedinym pouzitym
kategorialnim znakem byl typ ornamentace spor. Pfitomnost linii na sporach byla
zaznamenana, pokud byla pozorovana alespon u jedné spory ve vzorku.

Z méfeni vyplyva, ze Lewinskya affinis je obvykle vétsi, ma delsi perichaetialni listky, uzsi
Zebra na tobolce tvofend mensim poctem fad bunék a prostor mezi Zebry se sklada z vice fad
bun€k nez u L. fastigiata (Tabulka 4). U L. affinis ptevladd ornamentace spor bez linii,
kdezto u vétsiny spor L. fastigiata papily na sporach splyvaji v linie (Tabulka 5), (Obrézek
12).
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Tabulka 4: popisné statistiky pro jednotlivé znaky a druhy

znalfr(v zé}vorce z,krgtka druh Poity | Primeér smérodatna 5% _ 95% _

pouzivana v analyzach) odchylka | percentil | percentil
délka rostliny [mm] L. affinis 31 9,1 2,7 6 14
(delrost) L. fastigiata | 10 7 2 4 10
délka perichaetialnich listk( L. affinis 100 3,22 0,45 2,53 4,08
o erist) L fastigiata |28 2,74 0,36 205|331
délka §t&tu [mm] L. affinis 102 0,326 0,20 0,18 0,53
(delstet) L. fastigiata | 29 0,236 (0,77 0,11 0,36
délka krku [mm] L. affinis 102 0,818 |0,20 0,51 1,18
(delkrk) L. fastigiata | 29 0,877 (0,20 0,56 1,16
délka tobolky [mm] L. affinis 102 2,21 0,36 1,67 2,74
(deltob) L. fastigiata | 29 2,23 0,39 1,46 2,79
Sifka zeber tobolky [um] L. affinis 101 72 17 47 100
(sirzeb) L. fastigiata | 30 125 18 98 159
pocet fad bunék Zeber tobolky |L- affinis 101 3,6 0.9 2,3 50
(pocradzeb) L. fastigiata | 30 5,7 0,7 4,4 6,8
pocet fad bunék mezi zebry || affinis 100 10,9 1,1 9,0 12,6
Egtc))glrl;)c/imezizeb) L. fastigiata | 26 9,2 0,9 8,0 10,7

Odliseni druht v jednotlivych znacich bylo testovano dvouvybérovym t —testem v programu
Statistica 13.2 StatSoft (Obrazky 10, 11). Ten prokazal, Ze se druhy od sebe prikazn¢ li$i na

pétiprocentni hladin€ vyznamnosti ve vSech znacich kromé délky tobolky a délky krku (tedy

délkou rostliny, délkou perichaetidlnich listkti, délkou Stétu, Sitkou Zeber tobolky, poctem

fad bunék v zebrech tobolky i po¢tem fad bun€k mezi zebry tobolky).
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Obrézek 10: Krabicové grafy znazoriujici kvantitativni znaky u jednotlivych druhi a vysledky t-testu.

a - Lewinskya affinis, f - L. fastigiata
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Obrézek 11: Krabicové grafy znazoriujici kvantitativni znaky u jednotlivych druhd a vysledky t-testd a -

Lewinskya affinis, f - L. fastigiata (pokra¢ovani).

Tabulka 5: Typ ornamentace spor u jednotlivych druhg.

papily srostlé do linii
druh ano (pocty) ne (pocty) soucet ano [%] ne [%]
L. affinis 4 91 95 4,2 95,8
L. fastigiata 24 3 27 88,9 11,1
soucet 28 94 122 77 23
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splyvani papil v linie
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Obrazek 12:Pocet jedinct u kterych bylo pozorovano splyvani papil na sporach do linii. a -
L. affinis, f - L. fastigiata

3.2.1 Smésné polozky

Cennou informaci nam poskytuji polozky, ve kterych byly nalezeny oba druhy. Diky
spoleénému vyskytu mutze byt ¢asteéné odfiltrovan vliv prostiedi na rozdily v jejich
morfologii. Byly nalezeny 2 takové dvojice (polozky 446 a 263), které byly nasledné
rozdéleny (446a, 446f a 263a, 263f) (Ptiloha 1). U obou poloZek se jednalo o dva rizné trsy.
Nebyl tedy zaznamenam zadny trs, ve kterém by se nachazely oba druhy zaroven. V poloZce
446 bylo toto zjisténi potvrzeno sekvenaci u obou trst. U vzorku 263 byl 1 trs molekularné
urcen jako L. fastigiata a druhy se od né&j vyrazné morfologicky lisil v klicovych znacich. To
také vyplyva z PCA grafu (Obrazek 13), kde jsou polozky 263a a 263f od sebe vzdalené
podle vodorovné osy, kterd vysvétluje nejvic variability, ale podle svislé osy, ktera
koresponduje s nevyznamnymi znaky se témef nelisi. Naproti tomu u polozek 446a a 446f
je tomu spi§ naopak. Na nasledujicich obrazcich (obrazek 14-22) je ilustrovano na nékterych
znacich, v ¢em se druhy v téchto polozkach lisily. Nekteti autofi uvadéji, ze L. fastigiata ma
oproti L. affinis zanofenéjsi tobolku a listky za sucha vice pfitisklé k lodyZzce. Na obou
polozkach maji polstare L. fastigiata znatelné ptitisklejsi listy nez rostliny L. affinis. které
maji listy pokroucenéjsi. Oproti tomu zanoienost tobolek je u vzorku 263 velmi podobné a
u vzorku 446 dokonce vétsi u L. affinis. Délka stétu byva v literatufe taky povazovana jako
rozliSujici a na obou polozkach je §tét znac¢né delsi u L. affinis. Stejné tak sitka zeber tobolky

souhlasi s literaturou, kde L. fastigiata ma vyrazné $irsi Zebra, skladajici se z vice fad bunék.
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Rozdily byly pozorovany i v ornamentaci spor, kdy jen u L. fastigiata u obou vzorku bylo

pozorovano splyvani papil do linii u nékterych spor.

o -
i ()
263a O 263f
446a @
A
’ > :
446t * °
bezsrustpap R
- 0000 A
‘ﬁ ®
A rzeb
Pocradmezizeb ~ delrost sirze
F-y
4 ®
delstet A
delperlist
o
- | deltop eIk
-1.0 10

Obrazek 13: Vyznaceni smésnych polozek v grafu z analyzy hlavnich komponent
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Dokumentace né¢kterych morfologickych odliSnosti druhit u smésné polozky 263:

7% O

Obrézek 14: porovnani vzhledu polstait. Vlevo L. fastigiata, vpravo L. affinis.

Obrazek 15: Sporofyt. Vlevo L. fastigiata, vpravo L.

affinis.

Obrazek 16: Zebra exothecia tobolky. Vlevo L. fastigiata, vpravo L. affinis.
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10 pm

Obrézek 17: Ornamentace spor. Vlevo L. fastigiata, vpravo L. affinis.

Dokumentace nekterych morfologickych odlisnosti druhti u smésné polozky 446:

THIEY \\\\\\1".“-
!

Obrazek 18: Lodyzky. Vlevo L. fastigiata, vpravo L. affinis.
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Obrézek 19: Perichaetialni listky. Vlevo L. fastigiata, vpravo L. affinis.
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Obrézek 22: Ornamentace spor. Vlevo L. fastigiata, vpravo L. affinis.
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3.2.2 Vyhodnoceni morfologickych odliSnosti obou druh( podle molekularné
ovérenych polozek

V analyze hlavnich komponent (PCA) polozek urcenych sekvenaci se druhy pomérné dobie

odd¢lily podle vodorovné osy. Znaky, které toto rozdéleni nejvice vysvétluji jsou tedy Sitka

zebra, pocet fad bunék mezi zebry, typ ornamentace spor, ptipadn¢ délka perichaetidlnich

listkti. Naopak znaky korelujici se svislou osou jako je délka stétu, tobolky a krku rozdé€leni

druht nevysvétluji (Obrazek 23).

o
" »
bezsrustpap °
.
e
sirzeb
SFUS
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Obrézek 23: Analyza hlavnich komponent (PCA) pro sekvenované polozky vysvétluje 92,4
% variability v méfenych znacich. Z toho prvni osa vysvétluje 39,5 %, druha osa 30 %. zluté

— Lewinskya affinis, modre - L. fastigiata,
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Nésledujici graf RDA pro sekvenované polozky (Obrazek 24) pomoci omezené ordinace
ukazuje, které znaky nejlépe odd¢luji druhy s molekularné ovéfenym uréenim, a jsou tak
pouzitelné pro determinaci. Podobné jako v neomezené analyze jsou to hlavné Sitka zebra,
pocet fad bunék mezi zebry, typ ornamentice spor a délka perichaetidlnich listkii. Naopak

nedulezité jsou délka rostlinek, tobolky a krku tobolky a Stétu.
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Obréazek 24: Redundanc¢ni diskriminaéni analyza (RDA)-pro sekvenované polozky. Prvni

osa vysvétlila 29,2 % a druh& 30,6 % variability.

V PCA v8ech méfenych polozek (Obrazek 25) se dobrymi rozliSovacimi znaky ukazuji pocet
fad bunék mezi zebry tobolky, typ ornamentace spor a délka listku. Naopak délka krku a
tobolky druhy neoddéluji. Oproti PCA, kde byly jen molekularné ovéfené polozky se
vektory pfili§ neliSi, jen se trochu zvySila korelace délky Stétu s rozdélenim druht
vV ordina¢nim prostoru. Prvni osa vysvétluje vice variability, naproti tomu celkova

vysvétlovana variabilita se snizila.
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Obréazek 25: PCA vsech méfenych polozek. Prvni osa se podili na vysvétlené variabilité

41,6 %, druha osa 27,8 %. Zluté — L. affinis, modie — L. fastigiata, trojuhelnicky —

sekvenované polozky.

Z analyzy RDA vsech méfenych poloZzek (Obrazek 26) byl kromé poctu fad bunek v zebru
tobolky vyfazen i znak §itka Zebra tobolky, aby nedochézelo k dikazu kruhem. Pomoci
tohoto znaku byly totiz ur€ovany neosekvenované polozky. Jako nejspolehlivéjsi znaky (po
Sifce Zeber tobolky) se ukazuji pocet fad bun¢k mezi Zebry tobolky a typ ornamentace spor.

Oproti pfedchozi RDA se snizZilo mnoZstvi vysvétlované variability, nejspiSe kvili celkove

vetSimu mnozstvi variability, kterd vyplyva z vétsiho poctu analyzovanych polozek.
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Obréazek 26: RDA vsech méfenych polozek. Prvni osa vysvétlila 28,8 % a druha 30,5 %

variability.

Dvakrat byla provedena klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza (CDA). V prvni analyze byly

neosekvenované polozky pfifazené k druhim podle sekvenovanych polozek (Tabulka 6).

Klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza zde vyhodnotila jednu polozku jako Spatné€ urcenou

(Obrazek 27). To bylo nejspis§ zpusobeno celkové nizkymi hodnotami métenych znakd u

této polozky (hlavné délky perichaetialnich listkd a tobolky). Tato abnormalita mohla byt

také zplisobena tim, ze od této polozky byla méfena jen jedna lodyZka.

Tabulka 6. Klasifikaéni diskriminaéni analyza (CDA), urcujici nesekvenované polozky

k jednomu z druhi Lewinskya affinis nebo L. fastigiata podle znaki sekvenovanych polozek.

a — L. affinis, f— L. fastigiata.

Taxon Klasif. jako| N| spravné urceno [%]

a f
a 19 1 20 95
f 0 4 4 100
celkem 19 5 24 95,83333
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Obrézek 27: Krouzkem oznacena polozka v grafu PCA, které byla podle CDA zohlediujici

pouze znaky sekvenacné ovérenych rostlin oznacena jako nepravné urcena

V druhé analyze byly vyhodnoceny vSechny polozky bez ohledu na to, jestli byly
sekvenované (Tabulka 7). Zde vySel pro zménu jiny vzorek jako Spatné uréeny i pies to, Ze
se jednalo o sekvenovanou polozku (Obrazek 28). Od ostatnich polozek svého druhu se lisila
hlavné ptitomnosti linii na sporach u nékterych jedinct, Sitkou Zeber tobolky, ktera se
pohyboval na hranici mezi druhy podobné i pocet fad bun¢k v Zzebrech i mezi nimi. VSech 6
méfenych lodyzek této polozky vykazuje ptfechodné hodnoty alespont u nékterych

Z klicovych znaki.

Tabulka 7: Klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza (CDA), urcujici méfené polozky podle

morfologickych znakii s vyfazenim znaku pouzitého pro piifazeni druhu.

Taxon Klasif.jako] N| spravné urceno [%]

a fi
a 30 1 31 96,77419
f 0 100 10 100
celkem 30 11 41 97,56098
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Obrézek 28: Krouzkem oznacena polozka v grafu PCA, ktera byla podle CDA kde byly
srovnany vSechny poloZky (bez ohledu na to, jestli byly sekvenovany, nebo urceny podle

morfologie), oznacena jako nepravné uréena

Pro mnohorozmérné analyzy byly pouzity praméry z celych polozek, tedy vétSinou ze 3
lodyzek. Pti takto uspotadanych datech je Sitka Zeber absolutnim znakem, kdezto, kdyz
vyneseme do grafli jen hodnoty pro jednotlivé lodyzky, je vidét piekryv. Proto je pro spravné

urceni dulezité pozorovat vice rostlin z polstare.

3.3 Rozsireni a relativni zastoupeni druhti na lokalitach

Na vybranych lokalitach bylo posbirano. 292 polozek z komplexu L. affinis. Z nich 256 bylo
uréeno jako L. affinis s. str., 18 jako L. fastigiata a 18 poloZek bylo nejistych L. fastigiata je
na téchto lokalitdch 7 — 15krat vzacnéjsi nez L. affinis. Dale bylo pozorovano asi 30 dalsich
polozek z riznych mist.

Na vSech zkoumanych lokalitach se vyskytovala L. affinis. L. fastigiata v 10 z 19 lokalit a

byla zastoupena ve vSech 4 oblastech.

3.4 Ekologické znaky

Tato data nemohla byt statisticky vyhodnocena z divodu velkého nepoméru v poctech
nalezenych druht. I pfes to miiZzou naznacit rizné trendy, které by v dalSich pracich mohly
byt podpoteny.

Jednou z takovych proménnych je druh forofytu (Obrazek 29). Zatimco pro L affinis je
nejbéznéjsi osidlovanou dievinou dub letni (13 %) a buk lesni (12 %), u L. fastigiata je to

javor klen (28 %), lipa srd¢ita (17 %) a olSe lepkava (11 %). Otazkou je, jak by to vypadalo
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po prifazeni nejistych polozek, pro které je nejcastéjsi olse seda (22 %), treseni (17 %) a olSe

lepkava (11 %).

L. affinis L. fastigiata sporné

ol3e lepkava,

lipa srd¢ita, 10, 4%
9,3%

javor klen,
17, 7%

ol3e Sed3, olse
seda, 4,

olSe Sed3,

2,1%

buk lesni,
31,12% 1,5%

Obrézek 29: Zastoupeni druht forofytu pro jednotlivé druhy a sporné polozky. Nazvem ostatni

jsou oznaceny druhy stromd, které byly u vSech tii kategorii zastoupeny v min jak 10%

Na vSech lokalitach vyskytu L. fastigiata se nachazel blizky zdroj vody (Obrazek 30). U L.

affinis v necelych dvou tietinach a podobné tomu tak bylo u spornych polozek.
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Obrézek 30: Pfitomnost blizkého vodniho zdroje pro jednotlivé druhy a sporné polozky
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4 Diskuse

4.1 Molekuldrni variabilita druhl Lewinskya affinis a L. fastigiata a jejich

odlisenf
Pro zji$téni miry variability studovanych druhii v §ir§im aredlu byly nové¢ ziskané sekvence
porovnavany se sekvencemi ulozenymi v databdzi Genbank. Pro Usek rps4 bylo nalezeno 27
sekvenci druhu Lewinskya affinis a 10 druhu L. fastigiata (jeden z nich je jesté v Genbank
oznac¢en Orthotrichum affine), pro Usek atpB-rbcL byly k dispozici pro porovnani tfi
sekvence, jedna druhu L. fastigiata a dvé druhu L. affinis. Na Useku rps4 se rozdily
v sekvencich obou druhii shoduji mezi vysledky mé prace a publikované prace Vigalondo et
al. (2019) a odlisnosti byly pozorovany u jedné publikované sekvence druhu L. affinis z
Recka u jedné sekvence druhu L. fastigiata z Maroka, kde je u kazdé z téchto sekvenci po
jedné substituci na riznych mistech. MizZe se jednat o ojedin€lé mutace mistnich populaci,
sekvenacni chyby nebo chyby v odecteni, av§ak bez vétSiho mnozstvi sekvenci ke srovnani
neni mozné vyvozovat presnéj$i zavéry. Na tseku atpB-rbcL byly porovnavano mych 5
sekvenci s Sesti sekvencemi z Genbank. Vechny 3 sekvence druhu L. fastigiata z Ceské
republiky a jedna ze Span€lské rostliny maji 2 delece oproti 4 vzorkim druhu L. affinis
z Ceské republiky, od kterych se li§i 4 delecemi jeden vzorek druhu L. affinis ze Spanélska
a stejné tak jeden vzorek druhu L. fastigiata z Turecka. Z téchto udaji o vnitrodruhové
variabilité studovanych druhii na sekvenovanych tsecich vyplyva, ze rozliseni téchto druhii
na zakladé sekvenace usekt atpB-rbcL a rps4 funguje u rostlin z Ceské republiky, ale Ze by

bylo tfeba molekularni variabilitu obou druhti studovat na §ir§im arealu.

4.2 Variabilita druht Lewinskya affinis a L. fastigiata v morfologickych znacich

a jejich odliseni

V nasledujicich odstavcich jsou naméfené hodnoty a n€které pozorované znaky srovnavany
s Udaji v literatufe, které jsou shrnuty v Uvodu préace (Tabulka 1). Je tfeba brat ohled na to,
7ze métenych polozek bylo pomérné malo, to miize znamenat nedostate¢né zachycenou
variabilitu znakl v Sir§im areélu.

Podle starsich autort (Hooker 1845, Limpricht 1895) ma L fastigiata listky za sucha rovné,
tésné pritisknuté k lodyzce, kdezto L. affinis ma listky za sucha volné ptiléhajici k lodyzce

az pokroucené a vycnivajici do riznych smérd. V mych pozorovanich mély vSechny
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pozorované polstare L. fastigiata listky ptitisklé. U L. affinis byly vyjimeéné také piitisklé
k lodyZce, nebo vice méné pokroucené.

Ve shodg¢ s literarnimi Gdaji (Limpricht 1895, Pilous & Duda 1960, Vigalondo et al. 2020)
je podle mych méteni druh L. affinis vétsi nez L. fastigiata. Zatimco ve starSich pracich se
udavané velikosti rostlinek u obou druhti neptekryvaji (Limpricht (1895) uvadi pro L.
fastigiata vysku do 1 cm, pro L. affinis 2-3 cm, podobné Pilous & Duda (1960) uvadi pro L.
fastigiata 1-1,5 cm a pro L. affinis 2-4 cm), v praci Vigalondo et al. (2020), podobné jako
1,8 (-2,5) cm). Ve vétsing praci je velikost rostlin vét§i nez u mych méfeni (L. affinis: 6-17
mm; L. fastigiata: 4-10 mm), kdeZto nejvétsi rostlinky L. affinis v mém souboru nedosahuji
ani 2 cm. To muze souviset s vybérem studovaného materialu napiiklad z oblasti s nizsi
vzdusnou vlhkosti a mensim thrnem srazek. I zde je vsak §tét delsi u L. affinis nez u L.
fastigiata.

Perichaetialni listky mély v mé praci oproti praci Vigalondo et al. (2020) posunuté hodnoty
délek smérem k niz§im ¢islim u obou druhd, ale stejné jako v moji praci ma L. affinis delsi
perichaetialni listky.

Délky stétu se v literatufe rlizni. Je to nejspiS zpusobeno i tim, ze neni snadné definovat, kde
piesné §tét zacina a konc¢i. Nicméné je patrné, Ze autofi se shodnou na tom, Ze L. fastigiata
ma obecné krat$i $tét ((Hooker 1845, Limpricht 1895, Vondracek 1993, Vigalondo et al.
2020) nez L. affinis. V praci Vigalondo et al. (2020) byly naméfeny vétsi hodnoty délky ve
srovnani s mymi hodnotamistétu: pro L. fastigiata 0,3-0,8 mm a pro L. affinis 0,5-1,3 mm.
Tento rozdil mize byt zplisoben jinak stanovenymi hranicemi $tétu; stanoveni hranic bylo
totiz v obou ptipadech individudlni, podle Givahy autora. Limpricht (1895) uvadi tento znak
tak, Ze ochrea (ktera je u obou druht dlouh& asi 0,5 mm) u L. fastigiata zakryva cely §tét
(0,3 mm), kdezto L. affinis ma delsi §tét (0,6 mm), takze vyéniva. To je pozorovatelné i na
mych smésnych polozkach (Obrazek 15 a 20)). V moji praci vychazela délka §tétu u L.
fastigiata 0,1-0,4 mm a u L. affinis 0,1-0,7 mm. I pies to, ze v délce §tétu se druhy v moji
praci pritkazné li$i, nevychazi tento znak jako vyznamny pro odliSeni v mnohorozmérnych
analyzach. Mohlo by to byt zptisobeno tim, Ze ptekryv ve variabilité¢ znaku je znacny, a tak
znemoznuje praktické odliSeni obou druhti.

Délka krku a celé tobolky se v moji praci ukazaly jako nedilezité znaky. Limpricht (1895)
uvadi, ze krk u L. affinis zasahuje témét do poloviny tobolky, kdezto u L. fastigiata do dvou

tretin. Vysledky Vigalondo et al. (2019) naopak neukazuji zadné vyrazné rozdily, coz
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odpovidd mym vysledkiim. Podobné jako méteni délky Stétu, neni méteni téchto znakl
jednoduché, protoze jednotlivé ¢asti do sebe pomérné plynule pfechazeji a je obtizné urcit
hranici mezi nimi.

Délka perichaetialnich listkt, tobolky a §tétu, ale i mira odstavani listkli od lodyzky, mizou
mit vliv na dalsi, v literatufe ¢asto zminovany znak, kterym je zanofenost tobolek. Ta nebyla
v mé praci piimo hodnocena. Podle literatury jsou tobolky u L. fastigiata vice zanofené mezi
listy nez u L. affinis ( Blytt et al. 1842, Limpricht 1895), Smith 2004, Vigalondo et al. 2020).
Z mych méfeni ma L. affinis sice delsi s§tét, ale zaroven i delsi perichaetialni listky, a to do
té miry, ze by to m¢l byt pravé tento druh, ktery ma tobolky vice zanofené. Moznym
vysvétlenim je, Ze listky byvaji u L. affinis vice odstalé, a proto je tobolka na pohled vice
odhalena nez u L. fastigiata.

Jako nejvyznamnéjsi znak se ukazuje Sitka Zeber tobolky a s ni vysoce korelovany znak
pocet fad bun€k v nich. Ve vSech zdrojich, které tyto druhy rozliSuji, je znak zminén a vzdy
je udavana Sitka Zeber L. fastigiata vétsi, zebra jsou tvofena z vice fad bun¢k. Napiiklad
Limpricht (1895) uvadi, ze L. fastigiata ma Zebra u usti tobolky 4 fady bun¢k Siroké,
postupné piechazi v 5-6 fad, L. affinis ma zebra u usti tvofena 2-3 fadami bun¢k, dale 34
fadami. To byl divod, pro¢ jsem i rostlinky s relativné tzkymi zebry fadila jesté k L.
fatigiata. Vigalondo (2020) uvadi vétsi pocty fad (u L. fastigiata v distalni ¢asti 4 fady
bunék, dale 6-8, oproti L. affinis se 2-3 (—4) fadami bun¢k v distalni ¢asti, 4-6 nize), coz
mnohem Iépe odpovida mym molekuldrné ur¢enym polozkam. Podle mych méfeni jsou
Sitky Zeber mensi nez v praci Vigalondo et al. (2019). To miize souviset s méfenim v trochu
jiné ¢asti tobolky (Vigalondo méfila zebra u usti tobolky, Vigalondo in litt.), zatimco ja je
méfila v horni pétiné tobolky (viz Obrazek 7).

Pocet fad bun¢k mezi zZebry nebyval v literatute pfilis zmifiovan, piesto se ukazuje, Ze tento
znak je pomérné vyznamny. Je ale pouzivan napiiklad v pfibuzném rodé Ulota (Caparros et
al. 2016). Limpricht (1895) zminuje, Ze u L. fastigiata byvaji prostory mezi zebry byvaji jen
o trochu 8ir$i nez zebra, zatimco u L affinis je prostor mezi zebry §iroky (vétSinou 10 fad
bungk).

Siln¢ okénkaté $picky zubti exostomu v literatufe (Limpricht 1895, Pilous & Duda 1960,
Vigalondo et al. 2020) uvadéné jako typické pro L. fastigiata, se podle mych zjisténi nachazi
i u L. affinis. Stejné tak paprscité linie na bazi exostomu (Limpricht 1895, Vondracek 1993,
Vigalondo et al. 2020), se podle mych pozorovani mohou vyskytovat u obou druhii a u L.

fastigiata se nemusi nutné vyskytovat.
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Stejné tak ornamentace spor, o které Vigalondo et al. (2019) ve své praci uvadi, Ze je
absolutnim znakem, odli§ujicim oba druhy, neni na materialu z Ceské republiky konstantni.
J& jsem pozorovala vyjimky u obou druhti, kdy papily na sporach mohou tvofit linie i u L.
affinis (pozorovano u 3 sekvenovanych polozek z 31 métenych). Naopak u nékterych jedinct
L. fastigiata linie nebyly nalezeny (pozorovano u 1 sekvenované a jedné nesekvenované
polozky z 10 méfenych). Podle prace Limpricht (1895) mé L. fastigiata spory bradav¢ité a
L. affinis husté papilnaté. Tento znak se ale zda nejasné definovany, protoze i velka ¢ast
polozek L. affinis obsahovala spory s velkymi papilami. Otazkou ziistava, v ¢em piesné se
spory téchto druhti 1i§i. V mé praci bylo pouzito jako znak splyvani papil v linie, ale dalSimi
potencidlnimi znaky by mohla byt pfitomnost malych, respektive velkych papil, nebo
ornamentace papil, kterou uvadéji v praci Medina et al.(2009).

Jednim z ¢asto uvadénych znaku je velikost spor. Ta se ale mezi autory velice lisi. To
muze byt zptisobeno 1 pozorovanim v rizném stupni vyvoje spor, protoze ty zac¢inaji kli¢it
uz v tobolce, s postupem kliceni se zvétsuji, a tak jejich velikost miize byt velmi variabilni
(Frahm 2011). Uvadéné velikosti jsou: pro L. affinis 14—-18 um a pro L. fastigiata 16-20 pm
(Limpricht 1895) nebo L. affinis 20-24 um a L. fastigiata 18-20 um (Nyholm 1954-1969)
nebo L. affinis 18-24 um a L. fastigiata 16-18 um (Vondracek 1993). V moji praci nebyla
velikost spor reprezentativné méfena, protoze po nékolika prvnich métenich byla zjisténa
velka variabilita velikosti spor v ramci jednotlivych tobolek. Priméry velikosti spor se
naopak mezi tobolkami riznych druht téméf nelisily, coz potvrzuji i novéjsi prace jinych

autord (Frahm, 2010), (Vigalondo et al. 2019), Frahm (2011).

4.3 Ekologické znaky

Morfologicky jasné polozky L. fastigiata rostly vzdy v prostiedi s blizkym zdrojem vody,
kdezto L. affinis jen ve dvou tfetinach pfipadt. To naznacuje, ze L. fastigiata se vyskytuje
spiSe ve vlh¢im prostiedi, avSak priikkaznost tohoto zjiSténi mlze byt snizena relativné
nizkym poctem pozorovani tohoto druhu.

Podle publikace (Vondragek 1993) jsou u nas nejéastéjsimi forofyty pro tyto druhy
vrba a topol, dale jasan ztepily, javor klen, coz se mezi druhy L. affinis a L. fastigiata témet
nelisi. Moje pozorovani naopak ukazuji pomérné€ velké rozdily v preferovanych dfevinach,
pticemz podle Vondracka (Vondracek (1993) nejcastéjsi forofyt druhu, vrba, neni podle
mych pozorovani nej€astéjsi osidlovanou dfevinou ani jednoho druhu; vyskytuje se u obou

druhti asi v 6 % ptipadi. To je nejspis zptisobeno jinym vybérem lokalit.
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S5 Zaveér

Druhy Lewinskya affinis a L. fastigiata se od sebe 1i$i na usecich atpB-rbcL a rps4 jedinou
deleci, resp. substituci bez vnitrodruhové variability na izemi Ceské republiky. Ve srovnani
se sekvencemi, publikovanymi z jinych zemi byly pozorovéany rozdily.

Relativné spolehlivym morfologickym rozliSovacim znakem je Sitka zeber tobolky,
popiipadé s ni siln¢ korelovany pocet fad bun¢k v Zebrech. Je to také nejcastéjSi znak
uvadény literaturou. I v tomto znaku jsou vSak prekryvy, které lze CasteCné eliminovat
zméfenim a zprimeérovanim vice tobolek z trsu. Dal§im dalezitym znakem se ukazala byt
ornamentace spor, kdy u L. fastigiata papily alesponi na nékterych sporach splyvaji v linie.
Tento znak vsak u polozek z CR neni na rozdil od literarnich udaji absolutni. Znakem, ktery
se ukazal dilezitym a kterym se v literatufe nikdo nezabyval, je pocet fad bun€k mezi Zebry
tobolky. Naopak délka tobolky a krku nemaji pfi ur¢ovani druhti vyznam.

L. fastigiata je u nas mnohem méné Casty druh nez L. affinis, a to asi 7 — 15 krat ve
sledovanych oblastech. Ekologické preference nemohly byt statisticky vyhodnoceny kvili
velkému nepoméru poctt polozek mezi druhy L. affinis a L. fastigiata. Nejcasté€jSimi

osidlovanymi dfevinami pro L. affinis byly buk a dub a pro L. fastigiata javor a lipa.
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Ptilohy

Priloha 1

Tabulka 8: Polozky studované pomoci morfometrickych a molekularnich analyz. Podle ¢isla
je Ize vyhledat v herbaii CBFS. Urceni: f- Lewinskya fastigiata, a — L. affinis;sekvenovani —
u molekularné ur¢enych polozek je uveden sekvenovany usek; méfené — 1- polozky, které
byly méteny pro morfometrii; pozorované znaky — 1 -polozky u kterych byly zaznamenany
nekteré znaky, které nebyly pouzity v analyzach; systematicky shirané — 1 - polozky sbirané
na popisovanych lokalitadch postupem popisovanym v metodice.
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¢islo urcéeni sekvence meérené .,
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Priloha 2

Elektronicky dokument pfiloZzeny k bakalafské praci: Métené znaky
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