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1 Uvod

Ve stredni Evropé ma botanicky vyzkum pomémeé dlouholetou tradici, diky némuz je zdejsi
kvétena celkem dobfe prostudovana. Taxonomické hodnoceni mnohych skupin je viak stale
nejasné a botanikové hledaji zpasoby, jak vyfesit rozliSovani taxonil u tzv. kritickych skupin.
Jedna se pfevazné o rostliny s komplikovanym reprodukénim mechanismem, kde se uplatiiuji
procesy jako napf. apomixie — Rubus (Rosaceae), Taraxacum (Asteraceae), introgrese — Quercus
(Fagaceae) (Briggs et Walters 2001). Vymezeni a rozli§ovani jednotlivych taxonii je dasto
obtiZné z diivodu nesnadného morfologického rozlifeni jednotlivych taxont, které ¢asto prameni
z relativné jednoduché stavby téla. Ta ma za nasledek nedostatek pouZitelnych morfologickych
znaki, které by byly charakteristické pouze pro uréité taxony. Mezi takové rostliny patfi napf.
zastupci ¢eledi Cyperaceae &1 Poaceae. Pravé éeled’ Poaceae je velmi druhové bohaté deled’
obsahujici asi 10000 druhti v 600-700 rodech a obsahuje mnoho taxont, jejichZ vymezeni nenf
dodnes vyfesené.

Nejvetsi problémy se v ramei Celedi Poaceae vyskytuji pfedeviim u rodi, které maji velky
pocet druhil. Jednim z druhové nejbohatsich rodii trav je rod Agrostis, ktery zahrnuje asi
220 druhil (Frey 1997). Piesny pocet druhii neni znam, protoZe u odli§nych autorti nalézame
tlizna pojeti druhd v tomto rod€, coz ma za nasledek nomenklatorické nejasnosti. Determinace
jednotlivych druhi je ¢asto velmi obtizn4, protoZe vyuziti jiZ tak malého poétu pouZitelnych
znakil komplikuje znaéna morfologickd i ekologicka variabilita. V neposledni fadé
k taxonomickym obtizim pfispiva také vyskyt mezidruhové hybridizace. Rozvoj modemich
molekulamé biologickych metod v poslednich desetiletich umoziiuje u téchto kritickych skupin
pouZivat jako dalsi hledisko take variabilitu genomu. Pfi posuzovani variability genomu tohoto
rodu bylo zjisténo, Ze v evoluci druhti rodu Agrostis se uplatiiuje u rliznych druhl v rozdilné mife
proces polyploidizace. Pii feSeni taxonomie tohoto rodu je proto nutné stanovit vyskyt riiznych
ploidnich frovni a posoudit diisledky procesu polyploidizace pfi evoluci jednotlivych druhii
rodu Agrostis.

Na tizemi Ceské republiky se vyskytuje 7 piivodnich druhti rodu Agrostis. Nejvariabilngj$im
druhem je zde Agrostis stolonifera. Jedna se o vybézkaty druh vyskytujici se na riiznych
biotopech po celém tzemi CR a vyznadujici se pomérné znaénou morfologickou variabilitou.
Dostal (1989) uvadi tfi poddruhy tohoto druhu, u nichZ udava rizné ploidni firovné (2n= 28, 35,
56, 70). Z Ceské republiky byl viak doposud znam pouze vyskyt tetraploidnich jedincti s 28

chromozomy (Mésicek et Jarolimova 1992). V poslednich letech bylo publikovino mnoho



zahraniénich studif zabyvajicich se touto problematikou a vysledkem vé&tSiny z nich bylo nalezeni
trf ploidnich trovni u druhu Agrostis stolonifera. S rozvojem modernich metod umoZiiujicim
zpracovani vét§iho mnoZstvi materialu se nabizi moZnost prohloubit znalosti o vyskytu ploidnich
arovni druhu Agrostis stolonifera v Ceské republice a posoudit souvislost mezi popisovanymi
niZ8imi taxony a ploidni Grovni. Vysledky této prace by mély pfispét k vyfeSeni taxonomického

hodnoceni druhu Agrostis stolonifera v Ceské republice, které bude publikovano v Kvéteng CR.



2 Cile prace

1) vytvoteni literarniho piehledu
a) vyznam polyploidizace u rostlin
b) dosavadni poznatky o karyologickych pomérech Agrostis stolonifera

¢) vyuziti priitokové cytometrie v rostlinné taxonomii

2) zjisténi ploidnich Urovni Agrostis stolonifera na izemi Ceské republiky
a) nashromaZzdéni materialu z populaci z riiznych biotopt a geografickych
oblasti CR

b) pocitani chromozomti klasickou cytologickou metodou

c) pouZiti metody pritokové cytometrie

3) posouzeni pifpadnych morfologickych, ekologickych a geografickych vazeb
u zjiSténych cytotypi



3 Literarni prehled

3.1 Karyologické poméry u vyssich rostlin

Snaha o vytvofeni systému, ktery by co nejlépe popisoval vztahy mezi rostlinami,
vede systematiky k pouZivani novych hledisek pii feSeni taxonomie rostlin. Proto jsou dnes brany
ohledy také na riizné vnitini charakteristiky, jakymi jsou napf. biochemické sloZeni
¢i charakteristika genomu. Pomoci nich 1ze odhalit i procesy, které probéhly, aniz by pozménily
morfologickou stavbu rostlin, a tim mohou 1épe vypovidat o evoluéni historii rostlin.

S rozvojem cytologickych metod se ukazalo uZitecné vyuZivat k posuzovéani taxon(i poéet
chromozoma. Uréovani poctu chromozomtl se provadi jiZ vice nez 100 let. Ke vieobecnému
piehledu o karyologické situaci v genomu rostlin velmi pfispéla dila A. a D. Léve, ktefi vytvotili
piehledné seznamy chromozomych ¢isel mnoha rostlin z riiznych &asti Evropy (napf. Léve
et Love 1948, 1961). U cévnatych rostlin jsou zndma chromozomova &isla od 2n= 4 u druhu
Happlopappus gracilis (Asteraceae) (Briggs et Walters 2001) do 2n= 1440 u kapradiny
Ophioglossum reticulatum (Khandelwal 1990). Rozsahlej§i znalosti o poétu chromozomil
umoznuji uvédomit si nékteré obecné platnosti o genomu rostlin. Bylo zjidténo, Ze u rostlin
existuje znaCna variabilita ve velikosti genomu. V riznych skupinich rostlin jsou vak poéty
chromozomi variabilni v riizné mife a poéet chromozomii miiZe kolisat i v ramci jednoho druhu.

Zakladnimi dvéma stavy poctu chromozomil jsou aneuploidie a euploidie. Pfi aneuploidii se
v genomu jedince vyskytuji poéty chromozomi, které neodpovidaji nasobku zakladniho
chromozomového ¢isla (doslo zde ke zméné poétu jednotlivych chromozom). Pfi euploidii
genom obsahuje urcity pocet kompletnich chromozomovych sad (méni se zde poéet celych
chromozomovych sad). Za vychozi se povaZuje diploidni stav, kdy je genom sloZen ze dvou
chromozomovych sad. ZvySovani poétu chromozomovych sad procesem zvanym polyploidizace
se zda byt vyznamnym mechanismem v evoluci rostlin. Pfi polyploidii se v butikich organismu
vyskytuji nejméné tii sady chromozomi. Ke zmnoZeni sad chromozomt mizZe dojit v diisledku
somatického zdvojeni nebo vyskytu neredukovanych gamet pfi kifZeni. K somatickému zdvojeni
miZe dojit v zygot€, embryu ¢i v meristémech a vysledkem pak mtiZe byt polyploidni jedinec
¢i pouze ur¢ité pletivo. Ackoliv zname dost ptikladd, kdy doslo k somatickému zdvojeni
genomu, zda se, Ze tento zpisob polyploidizace je méné &asty. Pfi vzniku polyploida se nejéasté;ji
uplatiiuji neredukované gamety (Thompson et Lumaret 1992). Polyploidizace je jednim

ze zplisobll tzv. saltacni speciace, kdy nové druhy vznikaji néhle a ne postupnou adaptaci (Briggs



et Walters 2001). Pavodné se predpokladalo, Ze polyploidizace je spiSe vzicny proces. Dnes se
zda, 7e v piirodé béhem evoluce pomémé Easto dochazi k situaci, ktera u organizmi vytva
podminky spoustéjici proces polyploidizace. Ten miZe probihat nékolika riiznymi zplisoby

a vysledkem jsou riiznymi mechanismy vzniklé typy polyploidi. Otto et Whitton (2000) uvadsji,
Ze polyploidizace u rostlin by mohla byt nej¢ast&jsim mechanismem jejich sympatrické speciace.
Polyploidizace se v pribéhu vyvoje populaci vyskytuje ¢asto opakované a u mnoha rostlin doslo
k vicenasobné polyploidizaci. Tito polyploidi vyssich fadd se obvykle vyznaduji v&tsi mirou
aneuploidie, ktera vznika zfejmé béhem meiozy (Briggs et Walters 2001). U nékterych rodfi
vznikly polyploidni fady jako je tomu napt. u rodu Rumex (Polygonaceae) — zakladni
chromozomové &islo je 10 a jednotlivé druhy maji od 2n= 2x= 20 (R. sanguineus),

pfes 2n= 4x= 40 (napf. R. obtusifolius) aZ po 2n=20x= 200 (R. hydrolapatum) (Briggs et Walters
2001). U n€kterych druhii probéhla nasledna redukce ploidni urovné i poétu jednotlivych
chromozomt. Polyploidizace je v evoluci rostlin bezesporu velmi vyznamnym procesem, a proto
v poslednich letech bylo publikovano mnoho praci shrnujicich dosavadni poznatky o jeji tiloze

v rostlinnych populacich (viz napf. Thompson et Lumaret 1992; Mable 2003; Soltis et Soltis
2003).

Znalosti o ploidnich trovnich rostlin jsou stale netplné a vét§ina vyzkumt byla provadéna
jen na rostlinach v mimém pasu. Néktefi védci na zakladé dosavadnich studif odhaduji, Ze vice
nez 80 % vyS8ich rostlin je polyploidnich (Briggs & Walters 2001), pfi€em? v riiznych skupinach
se polyploidizace uplatnila v riizné mife. U kapradin se pfedpoklada, Ze az 95 % druh je
polyploidnich (Grant 1981). U nékterych kapradin jsou znamé vysoké poéty chromozomi —
napt. Ophioglossum reticulatum (Ophioglossaceae) ma 2n= 1440 a Khandelwal (1990)
piedpoklada, Ze se jedna o 96ploidni druh. U jehliénant je vyskyt polyploidie velmi vzacny
(Grant 1981) a u cykasii nebyl viibec prokazan (Delevoryas 1980). Masterson (1994) porovnéavala
velikost priiduchil, ktera je vétSinou pozitivné korelovana s ploidni irovni, u fosilnich a dnes
rostoucich rostlin a dosla k zévéru, Ze asi 70 % vSech krytosemennych rostlin proslo alespori
Jednou procesem polyploidizace. Z dvoudéloZnych rostlin je zndm nejvétsi podet chromozomi
u Sedum suaveolans (Crassulaceae) s 2n= piiblizn& 640, zfejmé 80ploidni druh (Uhl, 1978).

U jednodéloznych bylo nejvice chromozomi zaznamenano u druhu Voaniola gerardii
(Arecaceae) s 2n= asi 596, zfejmé 50ploidni druh (Johnson et al. 1989).
Nejnovéjsi studie dale potvrzuji, Ze polyploidizace se uplatiiuje pfiblizng pii 2-4 % viech

speciacnich procesii u krytosemennych rostlin a zhruba v 7 % u kaprad’orostii (Otto & Whiton



2000). S rozvojem genomovych studii se ukazuje, Ze i druhy doposud hodnocené jako diploidni,
prosly kdysi polyploidizaci. Prikladem jsou napt. Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) a Oryza
sativa (Poaceae). ACkoliv jejich genomy jsou velmi malé a nevykazuji znaky polyploidnich
rostlin, take u té€chto rostlin s malym genomem byl studiem genomu zjiitén jeho polyploidni
puvod. Pfi studiich obsahu DNA v genomech organismi se ukazuje, Ze velka &ast jaderné DNA
u eukaryot je nadbytecné a soudi se, Ze béhem evoluce doslo u vétiiny organismii k duplikaci
Jednotlivych useki ¢i celého genomu. U rostlin se za nejéast&ji mechanismus duplikace genii
povaZzuje polyploidizace, kdy dochézi v jednom okamzZiku k duplikaci celého genomu
(Lawton-Rauh 2003).

Na zakladé doby, kdy doslo k polyploidizaci, a miry moZného rozliSeni polyploidniho
plivodu, rozlisujeme polyploidy na paleopolyploidy a neopolyploidy. Paleopolyploidi jsou davno
ustaleni polyploidi s bisomickou dédicnosti (tj. pfi segregaci gamet se pii meoize tvofi bivalenty),
JjejichZ pfedci jiZz nemohou byt rozpoznani cytologickymi metodami ani DNA markery. Vyskyt
polyploidizace u téchto organizmi je moZné stanovit pouze pomoci bioinformaénich systém,
které umi odhalit podobnost a kolinearitu mezi geny, které divergovaly pfed desitkami milionti
let (Gaut 2001). Neopolyploidi jsou relativné nedavno vznikli polyploidi, u nichZ je mozné
odhalit jejich diploidni pfedky. Dal§im kritériem v tfidéni polyploidii byva pivod
chromozomovych sad v polyploidnim jedinci. Tradiéné byvaji rozliovany dva typy polyploid.
Allopolyploid, ktery vznikl slouéenim genomu po mezidruhové hybridizaci, a autopolyploid
vznikly znasobenim chromozomovych sad jednoho genomu. OdliSeni t&chto dvou typt
polyploidi se provadi nejcastéji pozorovanim priubéhu meiozy. U autopolyploida pochazeji
vSechny sadky chromozomi ze stejného plivodniho genomu, a proto je zde vice shodnych
chromozomi nez u diploida. To ma €asto za nasledek tvorbu multivalentfi a univalenti
pii meioze. Autopolyploid se tedy vyznaduje tzv. tetrasomickou dédiénosti (tj. tvofi pfi meioze
multivalenty). Allopolyploid obsahuje genomy, které jsou do jisté miry odli¥né, a proto pfi
meioze vytvaieji pravidelné bivalenty a je pro néj tedy charakteristickd bisomicka dédicnost.
Autopolyploidie je mnohem ¢ast&jsi, neZ se plivodné predpokladalo, pfesto se viak vyskytuje
v mensi mife neZ allopolyploidie.

Na zakladé rfizné evoluéni historie se viak ,,piivodni* genomy, které spoluvytvéteji genom
polyploida, mohou liit v riizné mife, a proto existuji také typy polyploidii, u nichZ se tvofi
multivalenty jen u nékterych ¢asti genomu. Takové polyploidy oznadujeme jako segmentarni

allopolyploidy (segmental allopolyploids). Vznik riznych typii polyploidi ilustruje obr. 1.
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Obr. I: Vznik riznych typti polyploidl (pfevzato z Levy et Feldman 2002)
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—mezi riznymi liniemi jednoho druhu (AAA‘AF)
Allopolyploid — segmentarni (AAA A )
— genomovy (AABB)
— autoallopolyploid (AAAABB)

Striktni autopolyploid vznika znasobenim chromozomové sadky jednoho plivodniho genomu.
Vzniklé chromozomove sady jsou tedy zcela identické a mohou zplisobovat problémy pii meioze,
kdy tvofi multivalenty a univalenty misto bivalentf.

Pfi kfiZeni jedinct riiznych vnitrodruhovych linii jsou si genomy natolik podobné, Ze se vznikly
jedinec chova jako striktni autopolyploid.

Allopolyploidi vznikaji kiiZenim rozdilnych genomi. Mira odli$nosti genomu mezi druhy je
v8ak rlizna, a proto existuji i allopolyploidi, jejichZ ¢4sti genomu jsou shodné a paruji se jako
u autopolyploida, ¢asti genomu se vSak paruji tak, Ze vytvareji bivalenty. Takové allopolyploidy

Grant (1981) oznaduje jako segmentarni.



Genomovym allopolyploidem je myslen polyploid vznikly kifZenim druhii s odli$nym
genomem, ktery pii meioze vykazuje pravidelné parovani.

Autoallopolyploid vznika néslednou autopolyploidizaci allopolyploidniho genomu.

Pti hledani diivodu, pro¢ se polyploidizace v evoluci vysSich rostlin uplatiiuje v tak rozséhlé
mife, bylo nalezeno jiZ mnoho vyhod, které polyploidizace poskytuje. Polyploidizace miiZe
pomoci preklenout sterilitu hybridi. Dobrym ptikladem je napt. Spartina anglica (Poaceae).

Na konci 19. stoleti byl v Anglii zaznamenan vyskyt sterilniho k¥iZence, ktery vznikl ziejmé
zkiiZenim zavleceného severoamerického druhu Spartina alternifolia (2n=62) a piivodniho
druhu Spartina maritima (2n= 60). Vysledkem hybridizace byli sterilni diploidni jedinci
oznacovani jako Spartina % townsendii. Procesem polyploidizace zjevné& do§lo k duplikaci
genomu kiiZence a v populacich vznikl allopolyploid nazvany Spartina anglica (2n= 120, 122,
124), ktery je fertilnim, dobfe prospivajicim druhem, ktery se dokonce na slaniskach a v ust{ tek
ve Francii a v Anglii chova invazné a ohroZuje piivodni diverzitu tam&j$ich spoledenstev. Vétéina
vyhod, které miZe pfinaSet polyploidie, spogiva ve zmé&néch na trovni genomu &i jednotlivych
sekvenci. Diisledky téchto zmén se vSak &asto projevi i na morfologickych, fyziologickych

a ekologickych vlastnostech rostlin. Pfedpokladda se, Ze nékteré vyhody mohou plynout
predevSim z duplikace genti, fixace heterozygotnich znakd a omezeni dopadu inbredni deprese
(Barrett 1989). U nékterych druhii je polyploidizace spojena s radikalni genomovou ptestavbou,
kterd mliZze zménit expresi gend ¢i spustit aktivaci transpozonii a retrotranspozoni (Levy et
Feldman 2002). Polyploidizace miiZe také vést k intenzivn&j§imu vyuzivani stanovisté, protoZe
polyploidni jedinec svymi intermediarnimi vlastnostmi miiZe vyuZivat ¢ast stanovi§ts, ktera
neodpovida poZadavkiim ani jednoho z rodiéd, ¢imZ miZe bez omezeni koexistovat se svymi
diploidnimi pfedky. Jinou mozZnosti uplatnéni polyploida je vytladeni rodiéi diky lep§im
vlastnostem, které ziskal polyploidizaci (Rodriguez 1996). Rozdilné vyhody nalezneme u auto- a
allopolyploidii. Vyhodou allopolyploida je fixovéni heterozygotnosti. Allopolyploid vlastng
piedstavuje permanentniho hybrida, ktery miiZe exprimovat geny obou rodi¢t a miiZe napt.
vytvafet nové kombinace heterodimerickych proteinfi. Zvysena biochemicka flexibilita miiZe
znamenat evolucni vyhodu (Levin 1983). ProtoZe se vé&tSinou vyznaduji vétsi variabilitou také

v morfologickych i demografickych znacich, mohou polyploidi osidlovat i stanovistg, kterd by
byla pro diploidni pfedky svymi podminkami zcela nevyhovujici. To viak plati jen v nékterych

konkrétnich piipadech a rostouci pocet studii této problematiky ukazuje, Ze allopolyploidni



potomek milZe vykazovat vyssi i nizsi fitnes, nebo miZe mit stejnou fitnes jako jeho diploidni
piedei (Cruzan et Arnold 1993; Emms et Arnold 1997). U autopolyploidd miiZe pfedstavovat
selekéni vyhodu vys§i mira heterozygostnosti v porovnani s diploidnimi predky vyplyvajici
z tetrasomické dédicnosti. Autopolyploid je schopen udrZet 3 ¢i 4 alely na 1 lokusu (Soltis et al.
2003).

JiZ mnoho praci se zabyvalo vztahem mezi morfologickou a anatomickou stavbou rostliny
a ploidni urovni. Bylo zjiténo, Ze polyploidizace zplsobuje zvétseni velikosti bunék. Neni
maji polyploidni rostliny mensi vzrist, ktery vznikl tim, Ze do$lo k redukci stébel a vyb&zki.
U nékterych rostlin se zda byt dobrym ukazatelem ploidni tirovné velikost podpiimych bungk
pritduchti a zralych pylovych zrn, coz lze vyuzit k odhadu ploidniho stupné u jedincii, u nichz
nelze stanovit ploidni troven piimym poéitanim chromozomi &i jinymi metodami (napf.
u herbatovych polozek). Ze znamych studii také vyplyva, Ze rychlost riistu je u autotetraploidd
vetSinou mensi, coZ ma za nasledek pozdéjsi nastup kveteni. U nékterych autopolyploidi se doba
kveteni prodluzuje. Zména doby kvétu spolu s morfologickymi zmé&nami mohou ovliviiovat
interakce s opylovaci a herbivory. Tim, Ze jsou polyploidi preferovani jinymi druhy opylovaéi,
se miize zamezit zpétnému kiiZeni polyploida s jeho diploidnimi piedky, které se u nékterych
populaci miiZe vyskytnout. Tato nova bariéra pak miiZe napomahat udrZeni polyploida
v populaci. Izolace polyploida zptisobena odli$nou dobou kveteni a preferenci jinymi opylovaci
miuZe vést aZ ke vzniku selekénich tlakd, které jsou jiné nez u diploidnich pfedkd. V nékterych
piipadech mohou byt dasledkem takového vyvoje i geograficky oddélené populace riiznych
ploidii, mezi nimiZ neprobihé zadny tok gent (Segraves et Thompson 1999).

Zajimavé jsou vysledky studii zabyvajicich se vztahem mezi Zivotni formou a stupném
ploidie. Obecné plati, Ze polyploidizace se ve vétsi mife uplatfiuje u rostlin vytrvalych
nez u jednoletek. U vytrvalych druhit déle plati, Ze polyploidni jsou spife druhy vyb&zkaté
neZ trsnate. Stebbins (1971) jako dikaz toho, Ze diploidni druhy jsou bud’ jednoleté nebo vytrvalé
a trsnaté, zatimco zndmé vybézkaté druhy jsou tetra-, hexa- ¢&i viceploidni, odkazuje na situaci
v rodech Agrostis, Agropyron, Bromus, Calamagrostis, Elymus, Festuca, Phragmites, Spartina.
U rodu Agrostis viak tato zavislost v mnoha pfipadech neplati — napi. 4. stolonifera
1 4. capillaris jsou oba tetraploidni &i viceploidni, pfiéemz A. stolonifera je druh vyb&zkaty,
zatimco 4. capillaris je trsnaty a oba druhy jsou ptitom vytrvalé. Agrostis canina naopak

predstavuje vytrvaly diploidni druh, ktery je ve velké mife vyb&zkaty.



Dalsim cilem mnoha studii bylo posouzeni souvislosti ploidie a reprodukéniho mechanismu.
Dosavadni studie dokazuji, Ze u polyploidii se vyskytuje samooplozeni ve v&t§i mife neZ u jejich
diploidnich pfibuznych. Autogamie totiZ polyploidnimu jedinci umoZni udrZeni se v populaci
bez potieby druhého polyploidniho jedince, se kterym by se musel kiiZit (odkazy na konkrétni
studie viz Thompson et Lumaret 1992). U asexualniho rozmnoZovani mé u allopolyploida velky
vyznam apomixie, kterd vzniklému polyploidnimu hybridovi miize pomoci pieklenout
reprodukéni obtiZe spojené s moZnym sniZenim fertility nepravidelnostmi pfi meioze (Kellogg
1990).

Ackoliv se v dneSni dob€ uZivaji i metody, které posuzuji variabilitu genomu na niZ§ Grovni
nez jsou chromozomy a zkoumaji piimo jednotlivé alely nebo sekvence genfi, u mnoha druhd
rostlin neni zndm ani pocet chromozomi. Navic metody zabyvajici se sloZenim genomu
na urovni gend jsou nakladné a vyzaduji specialni vybaveni a biochemické vzdélani. Stanoveni
poctu chromozomii popt. ploidni urovné ziistava nadale relativné nenaroénou a pfitom piinosnou

metodou.

3.2 Karyologické poméry u rodu Agrostis se zaméfenim na A. stolonifera

U Celedi Poaceae se predpoklada, Ze naprosta vétSina druhii je polyploidnich (Levy
et Feldman 2002). K divergenci zhruba 10 000 druhd, které tuto éeled’ tvofi, doslo asi
pied 50-70 miliony let (Huang et al. 2002) a b&hem vyvoje této Celedi se uplatnily viechny
hlavni typy polyploidizace.

Rod Agrostis

Rod Agrostis popsal Karl Linné v roce 1753. V jeho pojeti obsahoval 12 druhfi, z nichZ
nékteré dnes naleZeji k jinym rodiim (4dpera, Calamagrostis). Linné druhy odli$il zejména
na zakladé pfitomnosti ¢i absence osin, podle tvaru a barvy kvétenstvi a podle vzriistu stébla
a vegetativnich vyhonti. Nebral ohled na charakteristiky jazy€ku, kvitki ani na typ vegetativnich
vybezZld (Wideén 1971). Dnes rod Agrostis zahrnuje asi 220 druhti vyskytujici se na obou
polokoulich, zejména v3ak v temperatni zoné a v horach tropickych oblasti (Clayton et Renvoize
1986). V ramci Eeledi Poaceae se fadi rod Agrostis do podéeledi Pooideae Macfarlane et

Watson. Nektefti autofi rozlisuji v této poddeledi tribus Aveneae Dumort., kam fadi rod Agrostis
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do subtribu Alopecuroinae Dumort. (Clayton et Renvoize 1986). Nékdy v8ak byva tento rod
fazen do samostatného tribu Agrostideae Kunth. (napf. Bjorkman 1960, Tutin 1980, Frey 1993).
Zakladni chromozomové ¢islo je 7. Rozsahlou studii karyologie rodu Agrostis publikoval
Bjérkman v roce 1960. V této praci uvadi poéty chromozomi u mnoha druhi. Rod Agrostis je
jednim z rodii, béhem jehoZ vyvoje se vytvotily polyploidni fady, a proto se zde vyskytuji
diploidni az dekaploidni cytotypy. Doposud byly zji§tény rostliny majici 14, 21, 28, 35, 42, 49,
56, 70 chromozomt (Frey 1997). Zda se, Ze velkou roli ve vyvoji tohoto rodu ma kromé
polyploidizace i vnitrodruhova hybridizace (Widén 1971). Frey (1997) ve svém shruti
0 dosavadnich karyologickych poznatcich zhruba poloviny popsanych druhil rodu Agrostis uvadi,
ze asi 79 % ze zkoumanych druht se jevi jako karyologicky uniformni, tj. byli zde zaznamenéni
pouze jedinci jediné ploidni urovné. U zbyvajicich 21 % byly zaznamenany polyploidni fady
od diploidii po dekaploidy v rameci jednoho druhu. Také byl zjistén vyskyt aneuploidnich jedinct,
ktery je i zde stejné jako u mnoha jinych rodi rostlin ¢ast&jsi u polyploidi vy3gich fadd.
U nékterych druhti se vyskytuji B-chromozomy, jejichZ poéet byvé od 1 do 10. Nejéasté&ji se
vyskytuji u diploidii, vzacné u tetraploidi a u vy$§ich ploidnich tirovni byly zaznamenény jen
vyjimeéné (Frey 1997).
U nékolika druhti rodu Agrostis byla hledana souvislost mezi poétem chromozomi
a morfologickymi charakteristikami. Ve vétSiné piipadi viak nebyla potvrzena. Drobné
morfologicke rozdily byly nalezeny pfevazné jen u vnitrodruhovych taxont, které maji riizné

(euploidni ¢i aneuploidni) poéty chromozomii (Frey 1997).

Agrostis stolonifera

Agrostis stolonifera je vytrvaly klonalni druh vegetativné se rozmnoZujici pomoci vyb&zki.
Pfi sexudlIni reprodukci je vétSinou obligatné allogamicky (Davies 1953). Osidluje riizné biotopy
od slanisek, piseénych dun pfes ornou pliidu aZ po rafelinné mokfady. Vyzna&uje se velkou
morfologickou variabilitou (Stuckey et Banfield 1946), a proto patti mezi nejvariabiln&jsi druhy
rodu Agrostis. Vymezeni tohoto druhu se v riznych zdrojich dasto velmi odliuje a také
nomenklatura tohoto druhu prosla sloZitym vyvojem.

A. stolonifera je jednim z druhd, u kterého byl zaznamenan vyskyt vice cytotypii. Bjérkman
(1954) spocital chromozomy u vice nez 900 rostlin pfevazné ze severskych zemi (ale také

z Velké Britanie, Islandu a Svycarska) a podafilo se mu zachytit vyskyt tfi ploidnich drovni —
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tetraploidni (2n= 28), pentaploidni (2n= 35) a hexaploidni (2n= 42). Zachytil také vyskyt B-
chromozomil a potvrdil vyskyt aneuploidi, ktery zaznamenali jiZ Stuckey et Banfield (1946)
a Juhl (1952). V posledni dobé vyskyt aneuploidii potvrzuji i studie Kik et al. (1993). Pozd&jsi
vyzkumy zatim neodhalily vyskyt dalsich ploidnich drovni u Agrostis stolonifera.

Bjorkman (1954) dale u zjisténych ploidnich irovni porovnaval tvorbu gamet.

U tetraploidnich jedincti zaznamenal pouze tvorbu euploidnich gamet. VySetienim potomstva
pentaploidii a hexaploidi, které vzniklo samooplozenim, zjistil, Ze jedinci téchto dvou ploidii
mohou tvofit funkéni gamety ale s riiznym poétem chromozomi. Lze tedy pfedpokladat, Ze

u pentaploidii a hexaploidii velké nepravidelnosti béhem meiozy mohou vést az k tvorbé
nefunkénich gamet. Tetraploidni Agrostis stolonifera je povaZovéan za pvodné allotetraploidni
cytotyp (AABB) vznikly mezidruhovou hybridizaci a pentaploidi i hexaploidi vznikaji

z unilaterdlnich (AAB nebo ABB) ¢i neredukovanych (AABB) gamet, které se vzécng tvofi

u tetraploidi (Jones 1956).

Z tzemi dne$ni Ceské republiky je A. stolonifera uvadén jako soudast Seské kvéteny jiz
napt. Celakovskym v roce 1867. Posledni podrobnéjsi zpracovani 4. stolonifera v Ceské
republice poskytuje Dostal (1989), ktery tento druh éleni na tii poddruhy: 4. stolonifera subsp.
stolonifera s 28 chromozomy, subsp. prorepens s 35 a 70 chromozomy a subsp. maritima s 56
chromozomy. Dostal v8ak zfejmé pouze pievzal idaje ze zahraniéni literatury. Jediny tidaj
o podtu chromozomii u rostlin z izemi Ceské republiky nalezneme v publikaci Mésicek
et Jarolimova (1992), kde byl zaznamenan pouze vyskyt tetraploidnich jedincti s 2n= 28.

Tutin (1980) uvadi pro situaci v Evropé u 4. stolonifera chromozomova &isla 28, 30, 32, 35,
42, 44, 46. V okoli Ceské republiky nejpodrobnéj§i zpracovani rodu Agrostis nalezneme
v Némecku. Garcke (1972) uvadi u 4. stolonifera 3 poddruhy s rozdilnou ploidni drovni:
subsp. stolonifera s 2n= 28, subsp. prorepens s 2n= 70 a subsp. maritima s 2n= 56. Rothmaler
(2002) uvadi pocty 28, 35 a 42. Tyto tfi ploidni irovn& udéva také Conert (1989), ktery rozlisuje
5 variet: stolonifera, palustris, pseudopungens, marina, maritima. BohuZel viak neudava vztah
ploidni trovné a variety. V neddvno vydaném chromozomovém atlasu rostlin Némecka je viak
uveden pouze vyskyt tetraploidi s 28 chromozomy (Albers 1998). V dokumentovaném seznamu
chromozomovych é&isel rostlin Rakouska (Dobeg et Vitek 2000) neni Agrostis stolonifera uveden.
Ve Slovenske republice byl zjistén vyskyt tetraploidnich jedinch, kteti pochazeli z lokalit
ve Vysokych Tatrach a v Podunajské niZiné (Méjovsky et al. 1987). Frey (1997) ve svém
pfehledu u Agrostis stolonifera uvadi pocty chromozomi 28, 30, 32, 33, 35, 41, 42, 44, 46.



V evropské literatufe lze tedy najit u Agrostis stolonifera ploidni tirovné s pocty chromozomi 28,
35,42, 56, 70 (+ aneuploidni pocty).V recentnich studiich jsou viak uvadény pouze tfi ploidni
urovné (4x, 5x, 6x). Vzhledem k problematické taxonomii tohoto druhu, poéty chromozomii 56

a 70 mozna patii jinym druhdm.

V poslednich letech je zdjem soustiedén na stanoveni piipadnych morfologickych,
ekologickych ¢&i geografickych vazeb jednotlivych cytotypi, blizsi vyzkum reprodukénich
mechanismi a odhaleni pfiéin, které vedou ke vzniku a udrZeni rtiznych ploidnich trovni
v populacich (viz Kik et al. 1990a, 1990b, 1991, 1992, 1993). Zkoumanim po¢tu chromozomil
A. stolonifera a dalsich druhti rodu Agrostis se zabyvali i Bonos et al. (2002), ktefi ke stanoveni
ploidnich urovni tspé$né vyuzili metodu prutokové cytometrie. Ziskané informace o velikosti

genomu pouZili pro posouzeni vztahu k morfologickym parametrtim.

3.3 Priitokova cytometrie v rostlinné taxonomii

V poslednich desetiletich se ¢ast zdjmu rostlinnych taxonomii a evoluénich biologti soustfedi
na velikost a sloZeni rostlinného genomu. Tyto charakteristiky nam mohou vypovédét mnohé
o evoluénich vztazich a mechanismech evoluce u rostlin. Zajem je dnes soustiedén pfimo
na jednotlivé geny ¢i sekvence rostlinného genomu. Pro hodnoceni taxonii na druhové tirovni
nam vSak miiZe poskytnout cenné informace i stanoveni po¢tu chromozomi ¢i relativniho obsahu
DNA. Klasické cytologické metody jsou vSak jiZ nedostacujici. Snaha o zpracovani vét§iho
mnoZzstvi materialu, zachyceni vétsich detailii a moZnost pouziti novych hledisek vede k aplikaci
fady molekularné biologickych metod i na rostlinné organismy.

Jednou z takovych modernich metod je i pritokova cytometrie (flow cytometry, FCM). Tato
metoda umoziiuje tiidit buriky ¢i jejich ¢asti a méfit u nich rizné parametry. Principem je
roztiidéni obarvenych ¢astic na zakladé intenzity fluorescence barviva navdzaného na méfenych
Casticich. Pritokovy cytometr tvoii nékolik zakladnich Easti — zdroj svétla, pritokova komiirka,
opticky systém, snimaci ¢ast, elektronicka dast zpracovavajici signal a poéitad (Ormerod 1994).

Tato metoda zacala byt pouZivana asi v 60. az 70. letech 20. stoleti (Dolezel 1997). Piivodné
byla pouZivina zejména imunology v biomedicinskych laboratotich pro tfidéni a poéitani
krevnich Castic, dnes se uZiva i v mnoha jinych biologickych odvétvich. Veskeré buiiky ¢i Sastice
vzorku jsou méfeny jednotlivé, coZ je zajiSténo tim, Ze Gastice vzorku se v piistroji pohybuji

pomoci tzv. unaSeci tekutiny. Rozdilem rychlosti pohybu vzorku a unéaseci tekutiny se jednotlivé
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¢astice fadi za sebou a tenkou kapilarou prochazeji jednotlivé. Pi priichodu kapilarou jsou
osviceny laserem (popf. arc lampou) monochromatickym svétlem o ur¢ité vinové délce, kterd
zplsobi excitaci pouzitého barviva. Vybérem barviva do jisté miry uréujeme, jaky parametr bude
meéien. UZivaji se tfi typy barviv: interkalacéni barviva, ktera se vazi pfimo na DNA (napf.
propidiumjodid), barviva, kierd se vazi na A-T vazby (napf. DAPI) a barviva specificka pro G-C
vazby ( napf. mithramycin) (DolezZel 1991). Po excitaci barviva nasleduje fluorescence pfi jiné
vlnové délce. Mira fluorescence je méfena pomoci pfimého a postranniho snimade a odpovida
velikosti a porovitosti Castice. Elektronickd ¢ast pfistroje zpracuje signaly ze snimaéi a poéitad
zpracuje ziskand data nejcast€ji do pfehledného histogramu.

Velkou vyhodou prittokové cytometrie je analyza desitek aZ tisicli &astic béhem nékolika
minut. Navic parametry jsou stanovovany pro jednotlivé &astice, ne napt. pro celou populaci
bunék, proto se neztraci detailni informace o mezibunéénych i vnitrobun&énych rozdilech. Je
vSak mit na paméti, Ze analyzované ¢astice musi byt izolované z tkani a pletiv, a proto
pii piipravé vzorkl dochazi vZdy k poruieni pfirozenych interakci mezi ¢dsticemi.

Také v rostlinné taxonomii se pritokova cytometrie ukazala byt velmi uziteénou metodou.
Prvni publikovana studie, ve které byla metoda priitokové cytometrie pouZita na rostlinny
material, byla publikovana Hellerem jiZ v roce 1973, tato aplikace byla v3ak aZ do podatku 80. let
20. stoleti zcela ojedinéla. Kli¢ovym okamzikem pro rozvoj aplikace priitokové cytometrie
na analyzu rostlinného materialu bylo vyfeSeni problému izolace jednotlivych bun&k a jejich &asti
z kompaktniho rostlinného pletiva. Tento problém vyfesil v roce 1983 David Galbraith se svymi
kolegy, ktefi pfisli na velmi jednoduchy postup izolace jader, kdy staéi kousek rostlinného pletiva
nasekat v petriho misce v hypotonickém roztoku, ktery obsahuje detergent. Po piidani barviva je
vzorek pfipraven k analyze (Galbraith 1983). Dnes se pouZivaji rizné modifikace této
jednoduché metody.

V rostlinné taxonomii se pritokova cytometrie vyuziva pfedeviim ke stanoveni relativni
¢i absolutni velikosti genomu (popf. obsahu DNA), zjisténi poméru AT:GC vazeb, odhaleni
struktury chromatinu, posouzeni vlivu radiace apod. (Suda 2004). ZvI45té uZiteéné se ukazaly byt
analyzy ploidniho stupné. K ur€ovani ploidni Grovné vétsinou stadi uréit relativai obsah DNA
porovnanim vzorku se standardem o zndimém poétu chromozom. Uréenim stupné ploidie
miizeme odhalit sloZeni populaci, odlisit blizce pfibuzné druhy, v nékterych piipadech i odhalit
aneuploidni jedince a kifZence. Dale je mozZné tento druh analyzy vyuzit ke studiu zptisobu

rozmnoZovani a k rozliSeni pohlavi u sterilnich dvoudomych rostlin s riiznymi pohlavnimi
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chromozomy (napf. Rumex, Silene). Velkym pfinosem je moZnost determinace hybridnich
jedinci vzniklych pti homoploidnim ki{Zeni. V tomto piipadé k odhaleni hybridniho jedince
staci, aby se rodic¢e kiiZence li§ili asi ve 3-5 % genomu (Suda 2004).

Vlastni analyza v priitokovém cytometru je velmi rychld a umoZiiuje zpracovani n&kolika
stovek az tisich rostlinnych bunék béhem nékolika minut. Celkova naro¢nost vyuZivéani této
metody je ddna spiSe piipravou rostlinného vzorku, z kterého je nejprve nutné izolovat jadra.
PouZivanymi metodami jsou mechanicka izolace jader a izolace protoplastu enzymatickou lyzi
bunééné stény (Dolezel et al. 1989). Velkou vyhodou je nedestruktivnost této metody, protoze
k analyze obvykle sta¢i jen malé mnoZstvi pletiva (fadové stovky miligramti aZ nékolik gramii)
a v nékterych piipadech je mozné analyzovat i suchy material (napf. rostliny z herbéfe) (Suda
2004). Tuto metodu je mozZné aplikovat také na rizné in vitro kultury rostlinnych bunék (Dolezel

etal. 1989).
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4 Metodika
4.1 Material

Byl nashromaZzdén material z populaci, které pochazely z riiznych geografickych mist Ceské
republiky, z rliznych nadmofskych vysek i z riznych biotopl. Z populaci byly vybirany vSechny
morfologicky €i fenologicky odli§né typy, které byly péstovany oddélené aviak za shodnych
podminek. Rostliny byly péstovany na pokusném pozemku, pro analyzy v podzimnim a zimnim

obdobi byly rostliny péstovany v klimaboxu.

4.2 Pocitani chromozomu

Klasickou cytologickou metodou je po¢itani obarvenych chromozomi pod svételnym
mikroskopem. U druhu Agrostis stolonifera bylo pouzito metody podle Krahulcové (1998).
Chromozomy byly poéitany z bunék kofenovych $piéek péstovanych rostlin. Pro navozeni
kondenzace chromozomii a bunééného déleni byly konce kotinkf vloZeny na 4 hodiny
do nasyceného roztoku paradichlorbenzenu. Nasledn& byly kofinky ponechany ve fixaéni smési
tvofené denaturovanym etanolem a 96% ledovou kyselinou octovou v poméru 3:1. V této smési
byly kofinky uchovény v lednici minimaIng do druhého dne. Pfed vlastnim pozorovanim byly
kofinky pfenddny do maceraéni smési koncentrované 96% HCl a etanolu v poméru 1:1.
Po uplynuti dvou minut byly kofinky vypirdny ve vod&. Z kofinki byla poté ufiznuta mléené
zbarvena kofenové 8picka, ktera byla rozmacknuta krycim skli¢kem v kapce laktopropionorceinu
nafedéném destilovanou vodou v poméru 3:2. Asi po 10 minutéch piisobeni barviva byly
piipravené preparaty pozorovany pod optickym mikroskopem se zv&t§enim 10 x 100.
Chromozomy byly po¢itdny v metafazi mitoticky d8licich se jader. U preparatii s v&t§im poétem
bunék, v nichz se vyskytovaly mitézy s kondenzovanymi chromozomy, byly chromozomy

pocitany nejméné u tfech bunék.

4.3 Pritokova cytometrie

K analyzam byl pouZit priitokovy cytometr EPICS XIL-MCL. Tento piistroj neumoZfiuje
analyzy v oblasti UV zéifent, a proto byl zvolen postup, ve kterém se jako barvivo uZivé
propidiumjodid (PI). K pfipravé vzorku bylo pouZito pletivo listovych pochev popt. listovych
&epeli. Uprava vzorku byla provedena podle metodiky, kterou uvadi Dolezel (2003). K ptiblizné
300 mg rostlinného materialu byly ptidany 2 ml roztoku OTTO I, ve kterém se pletivo rozsekalo.

Vzorek byl piefiltrovan ptes sitovinu Uhelon (primér ok 42 um) a k analyze byl odebran 1 ml
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suspenze. K nému bylo pfidano 0,5 ml roztoku OTTO 11, do kterého bylo tésné pred pouZitim
piidano barvivo propidiumjodid. Pouzita koncentrace barviva byla 50 pg/ 1 ml roztoku OTTO II.
Poté byl vzorek analyzovan v priittokovém cytometru. Vinova délka pouZité k excitaci barviva
byla 380 nm. Jako standard, se kterym byl vzdy vzorek porovnavan byla pouZivéna rostlina

0 znamém poctu chromozomi, ktery byl predtim stanoven klasickym poéitanim chromozomi
pod optickym mikroskopem. Ze ziskanych histogramii byla stanovovana ploidni uroveti daného

vzorku.

Priprava roztoku Otto I:

4,2 g (0,1M) monohydrat kyseliny citronové
1 ml (0,5% (v/v) ) Tween 20

doplnit vodou do 200 ml

skladovat pii 4°C

Priprava roztoku Otto II:
28,65 g (0,4M) Na,HPO4 .12H,0

doplnit vodou do 200 ml

skladovat pfi pokojové teploté
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S Vysledky
5.1 Material

Podafilo se nashromézdit rostliny ze 44 populaci z riiznych mist Ceské republiky a tii
rostliny pochazi ze dvou populaci Slovenské republiky (Seznam lokalit viz Piloha 1).
Z nekterych populaci bylo odebrano vice rostlin (zejména riiznych morfologickych typt), celkem

bylo tedy analyzovano 77 jedinct Agrostis stolonifera.

5.2 Pocitani chromozomii

Chromozomy byly po¢itiny u nékolika desitek rostlin. Tato pracné a ¢asové naroéna metoda
viak u nékterych rostlin nepiinesla zZadné vysledky. Pfesto se touto metodou podatilo najit
3 ploidni drovné: tetraploidni rostliny s 28 chromozomy, pentaploidni s 35 chromozomy
a rostliny hexaploidni s 42 chromozomy (Fotografie chromozomil viz Pfiloha 2). Pfes rozvoj tzv.
modernich taxonomickych metod je klasické po¢itdni chromozom stale nezbytnou souéésti
zkoumani genomu, protoZe umoziiuje stanoveni standardu, ktery je nutny pro ostatni metody.
Pii nedostate¢né citlivosti cytometru a vysokém po&tu chromozomti je klasické poéitani

chromozomil take zatim jedinym zptisobem, jak stanovit aneuploidni stav poétu chromozomdl.

5.3 Priitokova cytometrie

Bylo provedeno n&kolik desitek opakovanych analyz (Protokol z priitokového cytometru
viz Piiloha 3) a podafilo se jednoznaéné stanovit stupeti ploidie u 77 jedinct Agrostis stolonifera.
Stejné jako pfi klasickém poéitani chromozomii se podatilo nalézt tii ploidni tirovné: tetraploidni
s 28 chromozomy, pentaploidni s 35 chromozomy a hexaploidni s 42 chromozomy (Histogram
viz Pfiloha 4). Nejcast&jsi byl v naSem vzorku vyskyt hexaploidii — 35 jedinct, pentaploidni byly
rostliny ve 20 pfipadech a tetraploidnich jedincii bylo 22. U nékterych rostlin je podezieni, Ze se
jedna o aneuploidni jedince. Vzhledem k citlivosti pouZivaného piistroje je viak nutné tuto
moznost ovétit pomoci klasického poéitini chromozomii nebo na jiném priitokovém cytometru.
U pentaploidii a hexaploidd je vSak vzhledem k pom&mé vysokému poétu chromozomi rozligeni

aneuploidii jiZ za hranici citlivosti metody priitokové cytometrie.
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5.4 Morfologické, geografické a ekologické vazby

Z dosavadnich vysledki nejsou zatim znatelné Zadné morfologické vazby. Rozli¢né ploidni
urovné byly stanoveny i u rostlin stejnych morfologickych typd. Naproti tomu se jednotlivé
ploidni tirovné jevi nerozliditelné — jedinei vSech ploidnich drovni mohou napt. ve stejné mite
tvofit vybézky i bohaté kvést.

Bylo zjisténo, Ze jednu populaci mohou tvofit i jedinci riznych cytotypti. Na nékolika
lokalitach byla populace tvofena jedinci dvou ploidnich tirovni, ptiéem# byl zaznamenan vyskyt
kombinaci 4x5x a 4x6x. Na jedné lokalité pak byly zjistény viechny ti ploidni urovng.
Vzhledem k tomu, Ze se rostliny s riiznou ploidni trovni vyskytuji i v raimei jedné populace,
nebyly prozatim pouhym odlifenim jednotlivych ploidii nalezeny #4dné rozdilné ekologické
vazby jednotlivych ploidnich tirovni. Nebyly v3ak provedeny #4dné podrobnéisi studie.

Ze ziskanych vysledkd je patrné, Ze jednotlivé karyotypy maji na izemi CR sympatricky
areél a viechny tii ploidni drovné se viceméng vyskytuji na celém tizemi CR (Mapka rozgiteni

zjisténych ploidnich rovni viz Pfiloha 5).
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6 Diskuse

Podafilo se stanovit vyskyt tfi ploidnich urovni, ktery je ve shodé s vysledky praci z jinych
Casti Evropy (napf. Bjérkman 1954, Kik et al. 1992). Nékteré histogramy poukazuji na mozZnost
vyskytu aneuploidil, ktery zaznamenali i Stuckey et Banfield (1946), Juhl (1952), Bjérkman
(1954), Kik et al. (1993). Tato moZnost bude ovéfena klasickou cytologickou metodou poéitani
chromozomil. Kik et al. (1993) zaznamenali také variabilitu poétu chromozomii i mezi butikami
jednoho jedince (rozdil mezi jednotlivymi klony). Pfedpokladaji, Ze u jedinct vy3si ploidie (5x,
poctem chromozomii. Nelze vylouéit, Ze tento jev se vyskytl také u analyzovanych rostlin
beéhem této studie, protoZe u nekterych jedinct byla $itka peaku v histogramu neobvykle Siroka.

Metodu priitokové cytometrie uspe€sné aplikovali na rod Agrostis také Bonos et al. (2002),
ktefi stanovovali obsah 2C DNA u 6 druhti rodu Agrostis, mimo jiné i u druhu Agrostis palustris,
u kterého uvadéji synonymum Agrostis stolonifera var. palustris. U tohoto druhu potvrdili vyskyt
tetraploidnich rostlin. Zjistili také, Ze n&které druhy se lisi v obsahu DNA, aé¢koli stuperi ploidie
maji stejny. Béhem zpracovani této studie byl také zaznamenan mirny posun v obsahu DNA mezi
tetraploidnim cytotypem Agrostis stolonifera a nékterymi dal$imi tetraploidnimi druhy z Ceské
republiky. Podrobnéjsi vyzkum ostatnich druhii vyskytujicich se v CR by mél nasledovat v
budoucnosti.

Ackoli nebyla provedena Cetnd morfometricka méfeni, zda se, Ze jednotlivé cytotypy
nevykazuji patrné rozdily v morfologickych parametrech. Korelaci mezi obsahem DNA (stupném
ploidie) a morfologickymi parametry hledali u studovanych druht také Bonos et al. (2002).
MEéfili vySku rostliny, délku laty, délku &epele, itku Gepele a vzdalenost mezi bazi prytu
a nejvyS8im internodiem. Statisticky priikazna byla pouze pozitivni korelace obsahu DNA
a délky Cepele. Ostatni morfologické charakteristiky zfejmé nevypovidaji o stupni ploidie.

Zajimavé zavéry poskytuji studie, které byly provadény v Holandsku na tfech &i étyfech
populacich Agrostis stolonifera, které se vyskytuji na rozdilnych biotopech (Kik et al. 1990a,
1990b, 1991, 1992, 1993). Kik et al. (1990a, 1990b) porovnavali morfologické a riistové
charakteristiky u 4 populaci 4. stolonifera, které rostly na zcela odlignych biotopech. Podatilo se
nalézt souvislost mezi charakterem vybézki a stanovi$tém — jedinci rostouci na louce tvotili méalo
dlouhych a silnych vybézki, na slanisku byly rostliny s vét§im poétem kratkych a tenkych
vyb&zki, na piseéné duné rostliny tvotily mélo dlouhych a tenkych vyb&zki. Na polderu se

vyskytovaly vSechny tfi biotypy. Pfi porovnavéni vnitropopulaéni variability byly nalezeny
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pritkazné rozdily mezi jednotlivymi populacemi. Nejmensi proménlivost vykazovala populace
na louce, ziejmée kvili absenci sexuédlniho rozmnoZovani. Pfi piesazovacich pokusech se viak
ukazalo, Ze charakteristiky jako pfeZiti, rist a kveteni jsou dany zejména faktory prostfedi spise
neZ piisluSnosti k populaci, ze které rostlina pochazi. Dalsi publikovana prace uvadéla
do souvislosti rozdily mezi relativni rychlosti riistu a genotypem (Kik et al. 1991). Korelace
mezi relativni rychlosti riistu a pfeZitim genotypu viak nebyla statisticky prikazna.

Kik et al. (1992) porovnavali populace Agrostis stolonifera na jesté nizsi Grovni,
kdy prokazali rozdilné cytotypové sloZeni 4 riznych populaci. Populace pochdzely z louky,
slaniska, polderu a piseénych dun. V populaci na louce zaznamenali velky podil netetraploidnich
jedinct (5%, 6x) a maly podil tetraploidii. Na piseénych dunach zachytili pouze vyskyt
tetraploidnich trovni a na slanisku a polderu se vyskytovali jedinci vSech ploidnich tirovni
zhruba ve stejné mife. Kik et al. (1993) rozsifili dosavadni vysledky jesté informaci o mife
kolisani po¢tu chromozomil v rimci genotypu. Posuzovali pfi tom populace ze stejnych biotopfi
i konkrétnich lokalit. Zjistili, Ze u jednotlivych populaci se vyskytuje rozdilny rozsah poétu
chromozomii u genotypi. Na louce zaznamenali §iroké rozpéti poétu chromozomt u jednotlivych
genotypii, zatfmco na piseénych dunach bylo velmi malé. Polder a slanisko vykazovali stiedni
hodnoty. Z vysledki obou t&chto studii 1ze vyvozovat n&které zavéry o rtizném uplatnéni se
jednotlivych cytotypii na rozdilnych biotopech. Kik et al. (1992, 1993) diskutuji moZnost,
Ze populace na piseénych dunach jsou viceméné stabilni, a tudiZ pod menSim selekénim tlakem,
ktery by mohl vyvolavat polyploidizaci, kdeZto na ostatnich biotopech, kde se rostliny potykaji se
silnou konkurenci, se 1épe uplatiiuji viceploidni jedinci. Casty vyskyt tetraploidii na biotopech
vystavenych disturbancim a stresu vysvétluji tim, Ze na t&chto biotopech se 1épe uplatni jedinci
s generativnim rozmnoZovanim, ktef{ produkuji hodné malych semen. A pravé tetraploidi byvaji
plné plodni, kdeZto u jedinci vyssich ploidnich trovni predpoklédaji vyskyt nefunkénich gamet,
ktery prameni z Castych nepravidelnosti pfi meioze, které zaznamenal Bjorkman (1954). Aston
(1962) navic uvadi, Ze hexaploidni jedinci v porovnani s tetraploidnimi vytvéfeji vice vegetativni
biomasy. Takové tendence zachytili u pentaploidi a hexaploidi také Kik et al. (1992) na slanisku
a polderu, ackoli vysledky nebyly statisticky pritkazné. To by odpovidalo domnénce, Ze
na relativné stabilnich biotopech se uplati spife vy3si ploidie. V t&chto biotopech totiZ v silné
konkurenci obstoji spiSe rostliny s vegetativnim rozmnoZovanim, které jsou dlouhovéké, schopné

mohutnéeho vegetativniho riistu (s produkei vétsich a silnych vybézk).
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Ackoli mnoho studii pfedpoklada, Ze pentaploidi a hexaploidi jsou méné plodni, dosavadni
vysledky této studie tento fakt nepotvrzuji. Ve studovaném materialu vytvateli jedinci vech tif
ploidii Cetna kvétenstvi i tvofili obilky. Plody byly sesbirany a budou pouZity pro dalii studie
(napf. kliCivosti semen u riznych ploidii a k vy3etfeni poétu chromozomf).

Vzhledem ke klonalnimu rlstu Agrostis stolonifera a zvolené metodice nelze podil riiznych
ploidnich trovni v populaci hodnotit kvantitativné, protoZe sbirani jedinci mohou naleZet
jednomu genotypu. K odliseni jednotlivych genotypi by bylo tieba pouZit jiné metody (napf.
izozymové analyzy).

PfestoZe citované vyzkumy probihaly i na biotopech, které se v CR nevyskytuji, 1ze
piedpokladat, Ze jedinci rliznych ploidnich tirovni neosidluji rozdilné biotopy ve stejné mife
ani na tizemi CR. DileZité je zjistit, &im a za jakych podminek se spousti proces polyploidizace.
Dosavadni studie spiSe pfedpokladaji, Ze vznik vy3§ich ploidnich tdrovni je dén vzacnymi
nepravidelnostmi pfi vzniku gamet u tetraploida (Jones 1956). Kik et al.(1993) viak diskutuji
také moZnou souvislost polyploidizace s hybridizaci. Pokud by se skuteéné uplattiovala
hybridizace, lze pfedpokladat, Ze rostliny 4. stolonifera s vy$si ploidii se budou vyskytovat
na stanovistich, kde rostou i jiné druhy rodu Agrostis a kde jsou porufeny pfirozené bariéry
branici mezidruhovému kifiZeni.

Ze ziskanych vysledki nelze vyvodit Zadné geografické vazby jednotlivych ploidnich
trovni, je viak zajimavé, Ze ve vysokohorskych polohach sudetskych pohoti se zatim podatilo
zaznamenat jen vyskyt hexaploidnich jedincti. Tento fakt viak miiZe plynout z malého poétu
vzorki. Pokud by se viak dal$im vyzkumem skute¢né potvrdil vyskyt pouze hexaploidnich
jedincli, mohl by byt dalsi ukézkou rozdilného osidlovani biotopli niZ$imi a vy3simi ploidnimi
trovnémi. Tyto zdveéry jsou viak velmi spekulativni a je tfeba rozsitit poéet pozorovéni z této
oblasti.

Je zajimave, Ze rostliny z jihomoravskych slanisek se vyzna&uji n&kterymi odlisnymi znaky,
které si zatim udrZuji i béhem péstovani na pokusném pozemku ve stejnych podminkéch
s rostlinami z ostatnich lokalit. Maji jiny vzrist, 8edé listy, které jsou §tétinovité, + svinuté,

s pomeme ostrou pickou. Podle dosavadnich vysledkii viechny studované rostliny

z jihomoravskych slanisek maji 28 chromozomi, jedna se tedy o tetraploidni populace. Bylo by
vhodneé provést morfometricka Setfeni a posoudit moznost ptipadného posuzovani tohoto typu
jako vnitrodruhového taxonu Agrostis stolonifera. Je zajimavé, Ze fyziognomii v podstats

odpovidaji popisu Agrostis stolonifera subsp. maritima. Takto oznaé&il Dostal (1989) nipadng



odlidné zavlecené rostliny z ostravskych hald, u kterych uvadi jako oblast piivodniho
vyskytu piscita pobfezi Severniho a Baltského more.

Z dosavadnich vysledki dale vyplyva, Ze ostatni poddruhy popisované Dostalem (1989),
tj. subsp. stolonifera a prorepens, se nejevi jako samostatné niZsi taxony. Podafilo se dokazat,
Ze stejnému morfotypu odpovidaji riizné ploidie a zda se, Ze nékteré znaky jako napf. mohutnost
rostlin a zejména mira vybézkatosti zavisi na faktorech prostfedi (nejspis obsahu Zivin v piidg).

Jedna se tedy spiSe o riizné morfologicky odlidné ekotypy.



7 Zavér

Tato studie poskytuje zakladni informace o vyskytu riznych ploidnich drovni Agrostis
stolonifera na izemi Ceské republiky. Podatilo se zaznamenat vyskyt 3 ploidnich trovni v Ceské
republice a 2 ploidnich urovni z izemi Slovenské republiky. Na nékolika lokalitach se
vyskytovaly dvé ploidni Grovné v jedné populaci, na jedné lokalité pak viechny tfi zaznamenané
ploidie. Viechny tfi stupné ploidie jsou rozsifené viceméné po celém uzemi Ceské republiky.
Z vysledki této prace nejsou patrné morfologicke, ekologické ani geografické vazby zjisténych
ploidii. Na zdkladé vysledki nékterych publikovanych studii v§ak nelze vylouéit, Ze se jednotlive
ploidni irovné neuplatiiuji na rozdilnych biotopech ve stejné mife.

Dalsi vyzkum by mél zahrnovat rozsifeni poznatkl o Agrostis stolonifera (zejména rozsifeni
poétu vzorki) a posouzeni morfologicky stabilnich tetraploidnich populact, které se vyskytuji
na jihomoravskych slaniskach. Dalgim cilem je rozsifit vyzkum o aplikaci pritokové cytometrie
také na v&t§inu ostatnich druhii rodu Agrostis vyskytujicich se na tizemi CR a vysledky
publikovat. Ziskani poznatki o ploidni tirovni jednotlivych druhti by mohlo vnést jasngjsi nahled
zejména na problematiku vnitrodruhovych taxonil. Vysledky budou vyuZity pfi zpracoviani rodu

Agrostis v Ceské republice, které bude publikovano v dile Kvétena CR.
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Priloha 3: Protokol z prutokového cytometru

parazitolpgie 03Deco3 12:14:31
COULTER(R) EPICS(R) Listmode Replay Flow Cytometry Report kytky-Milan
CAXL\LMDALMDAZO007028.LMD, XL V4025, Run time protocol Z0007026
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i$ténveh ploidnich firovni Agrostis stolonifera v Ceské republice
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