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Melampyrum s vice nez 15 druhy s hlavnim centrem diverzity Balkanském
poloostro¥. Byla studovana kontaktni zéna mezi¢oha molekular podpdenymi
liniemi druhu M. nemorosums. str. Byly sekvenovany 3 Gseky cpDNA (tHf¥-
trnLY**, psbA-trnHYC, rpl32-trnLlYA€). Studovéana byla také velikost genomu
variabilita morfologickych znak a jejich odliSnosti mezi molekularnpodpdenymi

skupinami.

Melampyrum nemorosuragg. is the most problematic group of hemipa@agignus
Melampyrumwith more than 15 species with the main centreerdity in the Balkan
Peninsula. A contact zone between two moleculap@ied lineages of the M.
nemorosum s. str. was studied. Three cpDNA regfon3”®Y-trnLY**, psbA-trnH"C,
rpl32-trnLYA®) were sequenced. Differentiation in genome size aariability in

morphological characters among molecular suppatedps was studied.
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1. Uvod

RodMelampyrumbyl v minulostitazen dateledi ScrophulariaceaeNa zaklad
molekularnich analyz je v sdasnosti spokn¢ s ostatnimi poloparazitickymi rody,
nalezejicimi pvodre do tétoceledi,fazen doteledi Orobanchacea€dOLMSTEAD et al.
2001). \ktSi cast stedoevropskych drdhtohoto rodu méa jasné vymezeni a je snadno
poznatelna (nap M. arvense M. cristatum M. pratensg Tyto druhy Ize od sebe
tvar koruny, tvar a ashi kalicha, pukani tobolky aj. Navzdorgdt dol¥e vymezenych
druhi, rod obsahuje dkolik kritickych skupin, mezi které patnag. M nemorosum
agg. aM. sylvaticumagg. RozliSeniéthto skupin né&ni velké potizZe, ale to jiz neplati o
vymezeni jednotlivych druhuvnitt skupin. Pr&y vymezeni jednotlivych drahdéla
skupinuMelampyrum nemorosutak obtiznou. Cela skupina bygkenéna do kolika
podskupin (nap So0 1927, 0 WEBB & 1972). Rizni autdi, zabyvajici se timto

rodem, se ve svych koncepcich a&éeh zZetelre rozchazeji.
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Obr. 1: Rozsteni jednotlivych drut skupinyMelampyrum nemorosumEvrog podle
So06 (1926 — 1927).



Ve 20. stoleti se timto rodem zabyvaliegevS§im Ronniger (1910, 1918),
Beauverd (1916) a So0 (1926-1927). Beauverd a podcavali kompletni rodové
monografie, jejichz koncepce se vSak vyznarigi. Beauverd (1916) vSechny dnes
rozliSované druhy shrnul do jediného druhu s mrms@druhy a varietami, zatimco So6
(1926 — 1927) rozdil cely agregat (ve svém pojeti seEunemorosp na 15
samostatnych drah Za centrum diverzity této skupiny lze povaZovadlkAnsky
poloostrov (viz Obr. 1). V mibéhu let se S6ova monografie stala zakladem pr&inu
budoucich zpracovani rodu po celé Ewdfoo & WEeEBB 1972). Nové studie vSak
nazn&uji, Ze vymezeni druhprijaté v pracich So6a neodpovida skuate variabilit a
evolwini historii skupiny ($EcH 1998, GiLUMSKY 2007).

Probihajici studie zabyvajici se fylogenezi rddelampyrumodhalila, Ze ani
druh Melampyrum nemorosum Uzkém Soo¥ pojeti neni jednotny. Analyzodeth
Useki chloroplastové DNA bylo zjigho, Ze rostliny v nedavné minulosticované jako
M. nemorosunt.. obsahuji d¥ skupiny haplotyp s odliSnym geografickym roZénim.
Podle pedkEZznych analyz se zda, Ze tytoédskupiny haplotyf nejsou ani sesterskymi
skupinami (Obr. 2). Haplotypy rozghé v severnéasti Evropy a vWCeské republice
tvofi jednu skupinu, kterd t¥b monofyletickou skupinu s haplotypy diuhM.
hoermannianuma M. subalpinums. |. Haplotypy populaci z jizniho a vychodniho
okraje Alp a vychodniho Slovenska tr@lruhou samostatnou jednotku, ktera vychazi
jako sesterska WM. velebiticumagg. V ramci této skupiny jsou peémé dolre
podpdeny i geograficky vymezené skupiny populaci z ghniTyrol a vychodniho
Slovenska (Obr. 2, 3).

V oblastech vychodniho Upati Alp, jizni Moravy, niho, vychodniho
Slovenska, severniho Marska a zapadniho Rumunski@ja¢ dochazi ke kontaktu

téchto skupin haplotyin
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Obr. 2: PredkeZné vzdjemné vztahy mezi jednotlivymi taxony skypielampyrum

nemorosumagg. na zakladanalyz 3 Uusek cpDNA. Metoda Maximum likelihood, s

bootstrapovymi podporami (Stech nepublikovanéa data)
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Obr. 3: Rozsfeni jednotlivych skupit. nemorosunpodle cpDNA.



1.1. Cile prace

Cilem mé bakakské prace bylo na zakladanalyzy chloroplastové DNA u
dalSich populaci detaiji popsat rozgeni jednotlivych haplotypovych skupin v
kontaktni zog od Rakouska po vychodni Slovensko. U skupin vymygae na zaklagl
podobnosti cpDNA otestovat rozdily ve velikosti gew a zjistit moznost
morfologického rozliSeni. Dale pokusit se nalédpadné srésné populace a moznou
hybridizaci. Do analyz bylo ¥azeno i gkolik populaci mimo kontaktni zonu Ziebdu

ziskani materialu severniho typu bez potencionalwiifvu hybridizace.



2. Literarni piehled

2.1. Charakteristika rodu Melampyrum

Rod Melampyrumbyl v minulosti spoléné s dalSimi poloparazitickymi rody
(nap. Rhinanthus Euphrasia Odontite$ fazen do pogkledi Rhinanthoideaeseledi
ScrophulariaceagHARTL 1974). Na zaklatl molekularnich analyz bylo zj&to, ze
celed’ Scrophulariaceage v tradénim vymezeni polyfyleticka ((MSTEAD et REEVES
1995) a poloparazitické rody bylyiz@eny daieledi Orobanchacea€¢OLMSTEAD et al.
2001, WOLFE et al. 2005, BNETT at MATTHEws 2006). Celed Orobanchaceae
piedstavuje v saiasnosti nej§tSi monofyletickou skupinu obsahujici poloparakiti@
parazitické rostliny (HIDE-JBGENSEN 2008). V recentnich studiich tykajicich se této
celedi (nap. WoLFE et al. 2005, BNETT at MATTHEWS 2006, McNEAL et al. 2013) se
jasre ukazuje rozdeni na rkolik velkych monofyletickych linii. RozliSeno bylo
celkem 6 linii aBrandisia(Obr. 4). D¥ menSi linieCymbarieaea Lindenbergia ktera
je jedinou neparazitickou linii uviiteledi. Tato linie tvé bazalni linii cel&eledi a je
sesterskou skupinou ke vSem parazitickymimdDale byly rozliSeny 4 &sSi linie,
které se di na dalSi linie.Pedicularideagie rozdlovana na 3 hemiparazitické linie,
zatimco Orobancheaebsahuje pouze druhy holoparaziticlBuchnereaebsahuje 3
linie subtropickych a tropickych rddjizni polokoule Posledni linii jeRhinantheag
kterou podrobéi zkoumal nap. TéSitel (2010) a Scheunert (2012). Ukazalo se, Ze v
Rhinanthoidni linii I1ze rozliSit 3 hlavni linie fi@emz rodMelampyrumje bazalni vtvi
a tvai sesterskou linii ke zbylym dwma. Ty jsou tveeny rody Rhinanthus,
Rhynchocorys, Lathraeaa jedné strana na druhé str&nrody Bartsia, Euphrasiaa

Odontitess. I.

Pedicularideae

Buchnereae

Rhinantheae

Brandisia

Orobancheae
Cymbarieae

Lindenbergia

Obr. 4: FylogenezeelediOrobanchacea¢podle McNEAL a kol. 2013)
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Do rodu Melampyrumpati vyhradré jednoleté poloparazitické rostliny, které
podobré jako ostatni kifenovi poloparazité vyt¥éji na svych jednoduchych iemech
zvlastni utvary zvané haustoria. Pomoci hausterityso rostliny napojuji na xylém
korene svého hostitele. Z xylému d&edpavaji patbné mineralni latky a vodu
(SLAvikOvA 1986, RVING & CAMERON 2009), ale #ejmeé také uhlik, jak ve své studii
na Euphrasiarostkovianaa Rhinanthus minoprokézali BSitel a kol. (2010). ProtoZe
se jednd o poloparazity, maji zachovanou vlastriosimtetickou aktivitu. Diky
fotosyntéze zprostdkovavané slueim z&enim rostlina nemusitimat uhlik a dalSi
latky pouze z hostitelské rostliny§Pss1989). Rijem Zivin od hostitele je umdbvan
pomoci ptiduchi a s nimi spojenou transpiracirRi®ss 1989). Rostliny nejsou schopné
zcela uzakit své pfiduchy, tudiz dochazi ke zvySeni transgiiaaktivity. Tento proces
ma za nasledek mnohonasobné sniZzeni vodniho paéitencikani parazita oproti tkani
hostitelské rostliny. Nizky potencial uniage intenzivgjSi nasdvani vody z hostitelské
rostliny, ¢imz je umozan tSi pisun Zivin (RREss 1988, Ress 1989, JaNG 2003,
EHLERINGER 1995).

Zastupci roduMelampyrumjsou fakultativnimi poloparazity, coZz znamena, Ze
nejsou pimo zavisli na hostiteli. Pokud ovSem nedojdgifggieni na hostitele, rostlina
neni schopna normalnihé@stu a nekvete, tudiz ani neplodiAf@LoN et al. 1963).
Takovéto rostliny nemusi ihned uhynout #etpvavaji po celou dobu vegétaho
obdobi ve vegetativni forén pficemz na konci obdobi hynou ASTLON et al. 1963,
SVENSSON et al. 2001). Rostliny zd&npripojené rychleji rostou, vice setvi, maji
vice listi, kvetou a jsou celkavvitalngjSi. JelikoZz se jednarevazr o lesni druhy
(nag. M. sylvaticuma M. nemorosufy hostitelskymi rostlinami tohoto rodu jsou
pievazrié dieviny (nag. Pinaceae FagaceaeBetulaceaesj.). Nicmér druhy rostouci
na loukach nebo ve stepnich porostech i{nkp arvensg se gipojuji prevazre na
byliny (nag. Rosaceaga travy Poaceag (HARTL 1974). AoAMEC (2012) zjistil, ZeM.
nemorosumhojré napada rostliny Zeledi Rubiaceae Rosaceaea Fabaceae Zjistil
vSak takeé, Ze poémn¢ casto dochazi k napojeni haustorii naekry vlastniho druhu.
Podle mého nazoru vSak neni tentsqb efektivni.

Spoleénymi znaky roduMelampyrumjsou gimé a fizné bohat vétvené lodyhy
a vsticné, gisedlé, aZz kratceapikaté, pevazré celokrajné listy. Listeny jsou zpravidla
zubaté a hornfasto napadnzbarvené. Kty jsou sounirné, v kwtenstvich na hlavni
lodyze a zpravidla téZ na tlustSichtwich. Kalich je trubkovity, az zvonkovity se 4

cipy, vytrvavajici i v dob plodu. Koruna je dvoupyska s dlouhowasto zahnutou
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trubkou, na povrchu gkdy jemré papilnatd, az kratce chlupatd. Horni pysk je
prilbovity, zboku mirg zploStly na okraji s kratce chlupatym lemem. Dolni pysk j
plochy, anebo mighvyklenuty, trojzuby az trojlakny. Tyinky jsouctyii, dvoumocné,
s lysymi nebo kratce papilnatymi az chlupatymi aitk, které jsou s korunou dlouze
srostlé. PraSniky jsou nietelre Sipovité. Pylova zrna maji lepkavou konzistenak |
tomu byva u entomogamnich rostlinARiL 1974). Semenik vznika ze dvou ploddijst
na spodni stranma fizrne velké nektariumCnélka je dlouha, niovita, blizna mala,
nezetelré dvoulal@&na. Tobolky jsou 1-4 semenné, pouzdéage pukajici pouze na
hibetni nebo i nafiBni strag. Semena jsou velkd, elipsoidni, hladkfaba s maskem
(elaiosom).

K Sifeni rostlin napomahaji mravenci tgpbem zvanym myrmekochorie.
Semena obsahuji na povrchu tzv. elaisom, kteryZslowaveném jako zdroj potravy
(GiBSON 1993a). Zfisobem roz$ovani semen se u rodMelampyrum zabyvalo
nékolik autori. Napiklad Heinken (2004) zjistil, Ze maximalni vzdalehalisperze
semen uM. pratenseje 6,48 m a Gibson (1993a) M. lineare 4,5 m. Nicmén
Chlumsky a kol. (2012) zjistili, Ze mravenci druRermica polyctenajsou schopni
piendSet semendl. pratenseaz na vzdalenost 36 m. Tato vzdalenost je jedna
z nejtsich, co byla u myrmekochorie zaznamenana. Chlyrdéle zjistil, Ze semena
jsou schopna projit neporuSena travicim traktenkye#l prezvykavé, coz nuze
napomahat g&ni semen na velké vzdalenosti.

V rod¢ Melampyrumse podle iiznych taxonomickych pojeti rozliSuje 20-40
druhi, které se vyskytuji veréch samostatnych arelach. N#§i je evropska odkud
aredl rodu zasahuje vyskytengkolika druhi Uzkym pasem az naistini Sibf, na
Kavkaz, kde je jedno z center diverzity, a do Masée. Druha arela zahrnuje vychodni
Asii. Treti arelou je Severni Amerika, kde se vyskytujéngdrruh a taM. lineare(Soo
1926-1927, $osSovA 1997, SecH 2000). Nej¢tsi druhové zastoupeni a
pravéEpodobrE vyvojové centrum rodu se nachazi v jihovychodniopy, a to zejména
na Balkanském poloostrév a v jihovychodnich Alpach. iBdpoklada se, Ze
k diferenciaci rodu a odliSeni podsekci doSlo pépedobrg koncem terciéru (&
1927, WoLFE 2005).

V celém rod se vyskytuje entomogamie. Lakadlem pro opytev@ge nektar,
ktery produkuje nektarium umésté @i bazi pestiku. NeépstjSimi opylovai rodu jsou
¢meléci, ktéi maji dostaténé dlouhy sosak. Délka sosaku takéuje zpisob ziskavani

nektaru a s nim spojené opylovafiasto dochazi k tzv. vykradani, kdy opylova
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s kratSim sosdkem, prokouSou korunni trubku a dagt&e k nektaru bez opyleni
kvétta (Kwak 1988).

2.1.1. Vymezeni skupinyM. nemorosum

V tradicnim pojeti sotiasné dob je cely agregaM. nemorosuntlenén na 15
samostatnych druih(So6 & WEBB 1972). K vymezeni agregatiyl. nemorosunjsou
vétSinou pouzivany znaky podle Sooa (1927). Jedra@evazrié o zbarveni listein a
zpasob pukani tobolek. Listeny byvaji modré az fialawgimecné rizove nebo bilé.
Tobolky pukaji po obou stranach. DalSimi vymezujicinaky skupiny jsou tvar ligta
tvar a zubatost listén Mnoho znak je variabilnich i na vnitropoputai arovni. Znaky

povazované za taxonomicky vyznamné jsou uvedergsledujici kapitole 2.1.2.

2.1.2. Vymezeni jednotlivych drulia skupiny M. nemorosum

Za taxonomicky vyznamné morfologické znaky rozli§ujednotlivé druhy
komplexu jsou uvéthy predevsim: velikost koruny, ot&nost Usti koruny, pon
uréitych ¢asti koruny £astmi kalicha apod. Za nejvyzna§jgi znaky jsou povazovany
piedevsim oéhi kalicha a jeho tvar.iBdevSim na zakl&déchto znak je cela skupina

¢leréna na ®kolik podskupin (86 1927).

e podskupinaMelampyrum nemorosum cely kalich hust chlupaty, chlupy
dlouze odstélé (Obr. 5).

» podskupinaMelampyrum velebiticum- cely kalich s kratkymi fftisklymi
chlupy, v horniasti sngiujicimi vpred a v dolntasti nazpt (Obr. 6).

* podskupinaMelampyrum subalpinuma M. bihariense— kratSi odstalé chlupy
pouze na zilkach a na okraji kalicha jinak kali¢ysaly az lysy (Obr. 7 a 8).



Obr. 5: Okni kalichaM. nemorosum

Obr. 7: Océni kalichaM. subalpinum Obr. 8: Ockni kalicha bihariense

2.1.3. Charakteristika Melampyrum nemorosum

Druh Melampyrum nemorosuin byl popsan ze Skandinavie Linném. Jedna se

0 10-70 cm vysokou bylinu. Rostlina j&ipa, olkas bohat vétvena. Listy jsou
celokrajné, podlouhle kopinaté az &g}, dlouhé az 10 cm a Siroké 0,5-5 cm.étgvy
vytvareji 10-50 ti kété jednostranné hrozny. Dolni listeny jsou podoliséim,

zpravidla zelené, vé&ié az hralovité na baziétsinou s gkolika zuby. Horni listeny
jsou zpravidla zubaté, Siroce v¢ az kopinaté se stfiiou bazi, ¥tSinou s Uzce
trojuhelnikovitymi az Sidlovitymi zuby na okraji rrecastji modrofialové zbarvené,
vzacre bilé, zelené neb&ervené. Listeny jsou pokryty na celé ploSe kKkgtini chlupy,

zatimco na spodni stragsou chlupy delSi, horni listeny jsou obvykle urda@asti a na
Zilkdch hust dlouze chlupaté. Na spodni sttamalezneme si#lé nendpadnéiedlé

Zlazky. Kalich je 8-15 mm dlouhy po celé ploSe, @fsdevsim na kaliSni trubce hést
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dlouze kadgaw chlupaty. KaliSni trubka je zelena mezi Zilkandkdy bélavd nebo
nafialowla, uzce néalevkovita. Koruna je 15-25 mm dlouk&imou Zloutko¥ Zluta,
v dolni ¢asti korunni trubky a dkdy i na jinych mistech rezava. Korunni trubka je
zpravidla 2x delSi nez kalich, na bazi napadmnuta, horni pysk ze stran siln
zm&knuty, dolni pysk je delSi nez horni ma rovny okaaje k hornimu fiblizeny,

v dobk plného k¥tu mirrg oddaleny. Prasniky jsou cca 3—4 mm dloul¥&imou s¥tle
Zluté, na okrajich chlupaté, se zelenavym konektiveemenik zeleny, lysy s pémeé
velkym bazalnim nektariendnélka nekdy pod bliznouwridce chlupatd, jinak lysa majici
kulovitou bliznu. Tobolky jsou elipsoidni, az 11 ndtouhé, steji dlouhé jako kalich,
jen mirré ze stran zmé&knuté, ¢asto se zplo8kou, Siroce zobanitou koncovatasti,
lysé, se #etelnou Zilnatinou, pukajici natietni i Fisni strag, obvykle 2—4 semenné.
Semena jsou 4-6 mm dlouha. Rostlina kvete adnevdotijna. Nadzemnéasti rostliny
obsahuji iridoidni sloteninu aukubin, kterd #igobuje to, Ze rostlinafipsusenicerna.
Od této specifické vlastnosti je odvozemeske rodoveé jménaigrnys* OeyL 1956).

2.1.4. Sezoénni prorénlivost

Krome¢ vySe uvedené mezidruhové variability je taxonoo@k® skupiny znmé
komplikovana dalSim problémem zvanym sezonni véitabTento termin je jiz od 19.
stoleti znam v zoologii. Vyuziva se k ozZeai morfologicky odliSnych jediricv ramci
jednoho druhu (ELLER 1849, WEISMANN 1875). Poz#i byl tento jev popsan i
v botanice a je typicky prockteréceled: ¢i rody rostlin. Jednou skupinou rostlin, ktera
se vyznduje sezonni progmlivosti, jsou poloparazitické rostliny celedi
OrobanchaceadéZoprri 1995, 1998h)do niz pati studovany rodMelampyrum Mnohé
druhy tohoto rodu jsou vysoce variabilni v mnoharfmiogickych znacich svazanych
s dobou k¥tu, coz se v saiasnosti oznauje jako tzv. pseudosezénni polymorfismus.
Tento jev se projevuje tvorbou odliSnych dypev. ekotyf uvnitt jednoho druhu, které
jsou ovlivrény ekologicko — sociologickymi podminkamid8 1926-1927). Jednotlivé
morfotypy se liSi pedevSim dobou kKu a tzv. sezénnimi znaky, které ji ovliyi.
Mezi nejvyznamgjSi znaky pai hlavré pacet lodyznich¢lanka (Zopri 1993b), ktery
rozhoduje o nodu prvniho &, pritomnost dloZnich listi v doke kvétu, patet, délka a
smer odstavani stvi, pripadre jejich rozwtveni do vysSichiad: (StecH 1998, ESITEL
2005).
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Na zaklad sezénni variability bylo v minulosti popsano velkéoZstvi taxot
(dokonce i na druhové urovni), které jsou v&mnosti povazovany za vnitrodruhové
ekotypy. Napiklad Ronniger (1911) rozliSoval 3 sezoOnni variarielampyrum
nemorosuna to aestivalni typ M. nemorosunsubspmoravicum dale autumnalni typ
M. nemorosunsubspnemorosunma montanni podrul. nemorosunsubspsilesiacum
M. nemorosumrozliSoval stejny p&et sezonnich tyjp Jeho teorie se vSak liSila
hypotézou o vzniku a diferencia¢chto typi. Na rozdil od Ronnigera, ktery zohlednil
pouze klimatické podminky a lidsky zasah (kose®9¢ bral v ivahu také edafické a
biologické faktory. Stech (2000) se zabyval sezdaniabilitou druhuM. nemorosuna
na rozdil od pedchozich autdr rozlisil pouze 2 sezoénni typyasré kvetouci (.
nemorosunvar. praecoy a pozdg kvetouci M. nemorosunvar. nemorosui Typy
ozna&ované Ronnigerem a Sodéem za montanni poddvuhnemorosumsubsp.
silesiacumpovazuje Stech za extrémeasre kvetouci rostliny pozdniho ekotypu.

Dale zjistil, Ze typova polozka jméma moravicumH. Braun nalezi row k pozdnim
populacim a proto bylo nutno popsaisre kvetouci ekotyp nayjako M. nemorosum

var. praecoxStech.

2.2. Jaderny genom a jeho velikost

Pojem jaderny genom nam udava celkovy obsah dimmoukleovych kyselin,
které maji pro organismus infortrd hodnotu a jsou také druhbgpecifické. Genom
délime na jaderny, mitochondriélni a chloroplastovy.

Specifitou je samotna velikost genomu. Nicthéefinice této hodnoty je velice
komplikovana a mize vyjadovat velmi rozdilné &ci. Swift v roce 1950 zaved| pro
tento parametr vyraz C hodnota. Tato hodnota udawdzstvi DNA v nereplikovaném
haploidnim jade gamety s n chromosomy, bez ohledu na argleidie (nap. LEITCH
and BENNETT 2004; DoLeZEL and BARTOS 2005). Déle se uvadi termin 2C, cozZ je obsah
DNA v somatické biice, ktera neprochaziglénim a ma 2n chromosd@mHodnota,
ktera zohleduje ploidni stup# je ozn&ovana Cx hodnotou a udava mnozstvi jaderné
DNA monoploidni chromosomové sadky. Hodnoty C asCjsou u diploidnich druh
rovny, zatimco u polyploidnich drihe C-hodnota vySSi nez Cx hodnoteREBEHUBER
et al.2006).
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Ackoliv je tato hodnota velice uzitea, a nyni pouzivana vuznych &deckych
disciplinach, je znama pouze pro 8510 drubstlin Wetné nahosemennych rostlin,
kapradin, mechatas (BENNETT and LEITCH 2012). MnozZstvi DNA je tradiné¢ udavano
budto v pikogramech (pg) nebo v ¢a bazi (bp) (@LEzEL and BARTOS 2005).

Z davodu srovnani lze tyto hodnoty mezi sebdaevadit. Udava se, Zze 1 pg DNA je
priblizné roven 987 Mbp (DLEZEL et al. 2003).

Rozsah hodnot velikosti genomu je u krytosemennyas$tlin a kapradin
obrovsky, dosahujici az 2400 nasobku, zatimco wsehennych rostlin a mechorist
je velmi nizky (LEiTcH a BENNETT 2007, TEMSCH et al. 2010). Diky zrgaym rozditim
velikosti genomu mezi taxonomickymi skupinami, pgot vlastnost povaZzovana za
taxonomicky znak. Tento znak nam také poskytujaetrty nastroj pro zkoumani
kryptickych taxonomickych diferenciaci uvhit urcité taxonomické jednotky
(GREILHUBER 1998). Rostlina s dosud nejmensim znamym genoreédeilisea aurea
(Lentibulariaceag s hodnotou 0,065 pg/1C DNA REILHUBER et al 2006), zatimco
rostlina s genomem negjdim je Paris japonica(Melanthiaceag s hodnotou 152,23
pg/1C (FELLICER et al. 2010).

Velikost genomu je ovlirovana ®kolika aspekty. Bylo zji&ho, Ze velikost
genomu je pozitivéh korelovana s velikosti chromosamvelikosti jadra a velikosti
burgk (BENNETT et al. 1983). Nicméntoto zjiS€ni je vcelku logické, velké genomy
potrebuji WtSi jadra a ¥tSi ¢as na replikaci (BEGORY 2002). Knight a kol. (2005)
testovali, zdali velikost genomu owiuje také fotosyntetickou aktivitu a odhalili
vyraznou negativni korelaci. Druhy s velkym genomemji nizSi fotosyntetickou
aktivitu, coz bylo také paraleinpozorovano u zvat, kde je negativni korelace mezi
velikosti genomu a metabolickou aktivitouREsORY 2002).

DalSimi faktory ovliwiujici velikost genomu jsou Zivotni cyklus a Zivotni
strategie rostliny. Bennett ve svych studiich (1,97298) prokazal, Ze druhy s malymi
genomy jsou #tSinou rostliny jednoleté a plevelné, zatimco drshyelkymi genomy
rostliny vytrvalé. Rejmanek (1996) také uvadi, ieazni rostliny maji mensi genom,
diky kterému produkuji mnohonasabwice malych a lehkych semen, coZz napomaha
k jejich Usgchu osidlovat nové prastdi. Tento koncept také potvrdila KubeSova a kol.
(2010).

Podminky progedi jsou také vyznamnym parametrem majicim vliwelékost
genomu (EBNNETT 1976; KNIGHT et al. 2005). Timto aspektem se zabyvalo mnoho

autofi. Rayburn (1990) diky své studii na ki piiSel s ndzorem, ze druhy &t&im
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genomem se vyskytuji spiSe veresinich nadmiskych vysSkach, zatimco druhy
s malym genomem se vyskytuji jaki girovni made, tak i ve vysokych nadnwkych
vyskach. Toto zji$ini naznéuje, Ze vztah mezi velikosti genomu a na#éskou vyskou
neni linearni a je vyj&n unimodalni distribuci. Toto popisuje i Knighkal. (2005)
ktefi se snazili prokazat vztah mezi velikosti genorraplotou a srazkami. Jejich
zjiSteni opst ukazuje, Ze rostliny s velkym genomem jsou vyeny z extrémniho
prostedi (nizké nebo vysoké maximaléérvnové teploty a pokles ¢oich srazek).
DalSimi autory jsou Levin a Fundenburg (1979)fikteétenim genomu tropickych a
temperéatnich druh zjistili, Ze temperatni druhy maji témdvojnasobnou velikost

genomu.

2.2.1 Vnitrodruhova variabilita velikosti genomu

Velikost genomu je dnes 2téi ¢asti povazovana za stabilni vlastnost druhu.
Toto tvrzeni viceménplati uz od roku 1950, kdy jej poprvé vyslovil $wiNicmérg
nowji vznikajici studie zalozené na variahiltelikosti genomu, fichazely s vysledky
odporujici stabili této vlastnosti. Jedna se nap studie na Inu (&Ns et al. 1966),
bre¢tanu (SHAFFNER & NAGL 1979, slune&nici (MICHAELSON et al.1991b) a
mnohych dalSich druzich rostlitGreilhuber (1998) vSakipzkoumal gkolik takovych
studii a zjistil, Ze byly zaloZzeny na chybné metedti technickych nedostatcich a, ze
vhitrodruhova variabilita je mértasta, nez se zdalo.

O variabilit velikosti genomu bylo napséno jiZ mnoho studi¢rméré nemame
stale Upl# jasno o vdech procesech uwjéci tento parametr (B\RDA & BURES 2010).
Pricin vzniku vnitrodruhové variability velikosti gename rekolik. Dilezité rozdily ve
velikosti genomu jsou generovany procesy na mod&hkil arovni. Pedevsim je
spojovana s rozdilnym obsahem nekodujici repetidA, a to zejména vigledku
dynamiky transpozoi(FLAVELL et al. 1977; BARDA & BURES 2010). Transpozémy
jsoucasto pod selaim tlakem¢im dochazi ke snizeni velikosti genomu. K tomu vSak
také dochazi, pokudigvazuje podil deleci nad insercemi AN 2001). Snizeni
velikosti genomu je ovSem vzacné&a jen par linii rostlin s ni ma zkuSenos(@&HT
et al. 2005). Dale fite byt variabilita zfisobena dznymi chromosomalnimi
odchylkami, majici fvod v mitdzeci meidze. Tyto odchylky zZjsobuji nahlé a velké

zmeny ve velikosti genomu (#ARDA & BURES2010).
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DuleZitymi procesy ovlisiujici velikost genomu jsou chromozomalni &m
na@. aneuploidie, ftomnost B chromosoin a pohlavnich chromosam
NejvyznamrjSim procesem v ramci chromozomalnichémnje polyploidie. B tomto
procesu dochazi k nadhlému zdvojnasobenitypehromosom a tedy celé velikosti
genomu (BENNETZEN et al.2005). Wendel (2000) tvrdi, Ze&téina kvetoucich rostlin je
polyploidnich nebo ma polyploidniipod.

| piesto, Zze vime po#nn¢ dost o procesech #égpobujici zndnu velikosti
genomu, stale neni uspokajiwyswtleno, pré@é dochazi ke zmnam velikosti a
rozraiznéni mezi jednotlivymi druhy. Timto nedostatkem sbyzali nag. Bennetzen a
kol. (2005), kt&i se ptali na otdzku: ,Pokud maji rostliny stejnéamanismy podilejici
se na variabilit genomu, prd se jejich velikost genomu liSi?* Nicmé&mna tuto otazku

prozatim nikdo nedokazal spoleldigdpoedét.

2.2.2 Pratokova cytometrie

Dnes nejvyuZiva¥)Si a nejdostup$)Si analytickou metodou ke zj&ti obsahu
jaderné DNA je pitokova cytometrie (dale FCM). Jedna se o efektigpiisob
analyzovani optickych vlastnosti (rfagluorescence, stelny rozptyl) jednotlivych
¢astic v suspenzi. Jednotlivi@stice se pohybuji v izkém proudu kapalifgspsilny
paprsek sitla (SHAPIRO 2004). Zaznamenané optické signaly mohou byt désle
pouzity k odvozeni vlastnosti prochazejictéstic. Tato metoda byla vyvinuta v 50tych
letech 20. stoleti pro Iékské &ely k rychlému peitani krvinek a analyze btk
obsaZzenych v krvi (PIRO 2007). Diky technickému pokroku a nalezeni novych
technik fluorescetniho barveni se ptokova cytometrie stalattezitym pristrojem na
poli biologie. Cestu k botanice si tato metoda adshem poslednich dvaceti let a jeji
vyuziti stale stoupa, stejrjako pibyva wdeckych publikaci, ve kterych je metodicky
vyuzita (DoLeEzEL 1998) Prevazna wtSina FCM pouZziti v botanice je na zaklad
fluorescewni intenzity barvenych jader. K barveni DNA se geézduf'to DAPI (4,6-
diaminido-2-phenylindole) nebo PI (propidium jodiditeré se liSi podle vazby na
DNA. Barvivo DAPI se v DNA vaze pouze na AT bazatimco PI na celou DNA.
Vyuziti FCM v botanice je Siroké, viz (Suda 2003gdna se iipdevsSim o stanoveni
ploidniho stupa (nag. KOuTECKY et al. 2012), detekce hybridizace (hafESCHKE et
al. 2003) a vzacnych cytotyp(napg. KoOuTECKY et al. 2012), detekce wagobu

rozmnoZzovani (nap LepSiet al. 2013) a analyza &deni chromozon.

-14 -



Diky velkému rozvoji FCM a ploSnému é&teni velikosti genomu mohly
vzniknout databaze shromidjici udaje o velikosti genoin zkoumanych rostlin.
K nejvyznamgjSim pati databadze Kralovské botanické zahrady v Kew

(http://data.kew.org/cvalues/).

3. Metodika

3.1. Skr materialu

Pro &ely jednotlivych analyz (viz nize) byly sesbirangoky z celkem 64
lokalit z 6 zemi Ceska republika, Slovenskéa republika, Rakousko,al.it8védsko a
Mad’arsko, viz Obréazek. 9; detailni pehled lokalit v piloze 1). Osob& jsem sbiral
vzorky veétyrech z uvedenych zemi.

Pomoci piitokoveé cytometrie bylo analyzovano 57 populaci (@)r Ri sbéru
rostlin se zohletbvala velikost populace, od které se odvijelqioszorki. Pokud byla
populace dostateé velka, bylo sbirano obvykle 20 rostlin, zatimcenalych populaci
ca 5 rostlin. Z kazdé rostliny byly sbirany listgteré byly nésledh uschovany
v lednici.

Rostlinny material pro dely molekularnich analyz byl sesbiran celkem na 64
lokalitach (Obr. 9). P&t sebranych rostlin byl 1 — 3. Z kazdé rostlinjobydebrano ca
5 listeni a uschovano v silikagelu a dlouhodatkladovano v mrazakuip-20 °C.

Pro morfometrické &ely byly sesbirany rostliny celkem z 21 lokalit (OB)
v pactu 5 az 20 rostlin. Ret sesbiranych rostlin byl &pzavisly na velikosti a stavu
populace.

Z kazdé studované populace pro jednotlivé metodgl¢spa jedna rostlina
doloZena herlidvou polozkou v hert¥&PtFJU (CBFS).
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Obr. 9: Mapa lokalit analyzovanych populadl. nemorosum(FCM = pfitokova
cytometrie, morfo = morfometrika).

3.2. Molekularni analyzy

3.2.1. Izolace DNA

DNA byla izolovana z listein metodou NaOH. Hydroxid sodny naruSi Bémé
sttny, DNA se uvolni do roztoku a stava se denaturovado ozn&ené eppendorfky
byla vloZena tk& piiblizng 0,5 cnf (empiricky vyzkou$eno) a byly fidany 2
wolframové kultky. Takto gipravené vzorky byly drceny na oscitdm mlynku
(Retsch MM400) po dobu 2 min s frekvenci 30 Kisitk. Poté bylo do eppendorfky
pifidano 20 pl NaOH (c = 0,5 M), vSe bylo promichanekutacast vzorku pevedena
do nové zkumavky. Vzorek byl centrifugovan (Hettidmiversal 320r) po dobu 2,5
minuty @i frekvenci 13800 otgek/min a teplat 22 °C. Centrifugaci doSlo k odbbni
nezadoucich pevnych slozek vzorku. V poslednim krbllo prepipetovano 5 ul
supernatantu do nové eppendorfky askn bylo gidano 45 ul pufru Tris — HCI s pH
8,3 (c = 100mM). Takto izolovanA DNA byla uloZena dnrazaku (-20°C)

k nadslednému pouziti.
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3.2.2. PCR, purifikace a ffiprava sekveréni smesi

Ke zjiS€ni genetické variability druhtM. nemorosumbyly vybrany useky:
trnTYC%-rnLY*,  psbA-trntFYS, rpl32-trnlYA° (cpDNA), které se oswili pii
rozliSovani jednotlivych skupil. nemorosunagg. v pedchozich analyzach. Ke studiu
jaderné DNA byl rovéZz vybran Usek pouzity vipdchozich analyzach¢éast genu agtl
(Li et al. 2008). V tabulce 1 jsou uvedeny primgwguzité gi amplifikaci vysSe
uvedenych Usek

Po izolaci DNA nasledovala amplifikace vybranyctekisDNA pomoci PCR
(polymerase chain reaction). Chloroplastové Usgagerny gen byly osekvenovany u 1

az 3 rostlin z populace.

Priprava PCR s#&si:
1) Podle pétu vzorki bylo smichano odpovidajici mnozstvi PCR vody, prima

Master Mixu (na jeden vzorekipadéa 2,2 pul PCR vody, 1,2 ul forward primeru,
1,2 pl reverse primeru a 5 pl Master Mix Top Bi® (6M Tris-HCI, pH 8,8 (i
25°C), 40 mM (NH),SQy, 0,02% Tween 20, 5 mM Mgg; 1400 uM dATP, 400
uM dCTP, 400 pM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag Délymerazy,
barvivo, stabilizatory a aditiva).

2) Do ozn&enych zkumavek bylo napipetovano 9,6 pksntbod 1) a fidano 0,4
ul vzorku DNA.

Tab. 1: Prehled pouzitych primér

Nazev primeru | Primerové sekvence Useku 5°-3° Citace

AgtLF GAT TTC CGH ATG GAT GAN TGG GG| Lietal. 2008

AgtiR CCA YTC CTC CTT CTG HGT GCA GTT Lietal. 2008

trnT “CV2F CAA ATG CGA TGC TCT AAC CT Shaw et al. 2005

trnL 'R TCT ACC GAT TTC GCC ATATC Taberlet et al. 1991
psbA GTT ATG CAT GAACGT AATGCT C | Sang et al. 1997

trnH ©Y¢ CGC GCA TGG ATT CAC AAT CC Tate et Simpson 2003
rpl32F CAG TTC CAA AAA AAC GTACTT C | Shaw et al. 2007

trnL ""°R CTG CTT CTT AAG AGC AGC GT Shaw et al. 2007
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Koncentrace vSech primer byla 2,5 pmol/ul. Amplifikace probihala
v termocycleru (BIOER xp thermal gradient).cBbcykhi i reakéni podminky PCR jsou

pro jednotlivé iseky DNA uvedeny v Tabulce 2.

Tab. 2. PCR cykly pro jednotlivé Useky

AgtlF-AgtiR | rpl32-trnL "¢ | trnT Y““trnL “** | psbA-trnH ©°
Teplota| Cas | Teplota| Cas | Teplota | Cas | Teplota| Cas
. (°C) (s) (°C) (s) (°C) (s) (°C) (s)
Pl 95 180 95 180 95 300 94 300
amplifikace
Cykly 95 45 95 45 95 60 94 30
50 40 51 60 62 60 57 30
72 60 72 60 72 60 72 60
NI 72 | 420| 72 | 600 72 600 72| 60D
elongace
Pocet cykla 46 35 32 35

Uspssnost amplifikace byla @vena pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu
(1,5 %) v pufru TBE spotsé¢ s ladderem (100 bpgyew England BioLabs Detekce
probihala pomoci barviva GelRed, kdy se k 3 pl kaopidalo 0,8 pl barviva.
Elektroforéza probihalafpnapsti 120 V ca 20 minut. Po skeeni elektroforézy byl gel
se vzorky vyfotografovan pod UV #&nim pomoci programu Scion VisiCapture.
Amplifikovana DNA byla geciSttna pomoci latky ExoSap (Exonuclease | (20U/ul),
Shrimp Alkaline Phosphatase (1U/ul)). Do zkumavefobnapipetovdno 1,5 pl
ExoSapu a do kazd&igano 5 pl amplifikované DNA. Zkumavky byly proméshy a
kratce stoeny. Takto pipravené vzorky byly viozeny do termocycleru (BIOER

thermal gradient) a byl zvolen program na purifikaz Tab. 3).

Tab. Il : Podminky purifikace

Purifikace (ExoSap)
Teplota Cas
(°C) (min)
Cyklus 1 37 15
Cyklus 2 85 15

Po purifikaci byla pipravena sekverai snes. Pro vSechny analyzované Useky
byly pouzity stejné posry. Byla gipravena srs 5,5 pul PCR vody a primeru, podle

analyzovaneho Useku. Primeru bylo vzdy 2,5 pl zackotrace 10 pmol/ul. Diadre
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promichané sisi bylo gidano 2 ul purifikované DNA. Taktofpravena srés byla
zaslana do sekvéniho centra v mémifpac sekvenaniho centra spotmosti SEQme
s.r.o se sidlem v Daisi.

Ziskané sekvence byly manudlzeditovany bd'to v programu BioLign v.
4.0.6.2 (KLL 2000) nebo FinchTV v. 1.4.0 g&sPizAInc., 2006).K rychlému ugeni
homologii jednotlivych pozic sekvenci byl vyiem v programu BioLign alignment,
pomoci funkce Clustal WAlignment celého souboru sekvenci byl provedegrogram
Mafft v. 7 (KAzuTAKA 2013) za &chto nastaveni: algoritmus hledani alignmentu G-
INS-i, skérovaci matice pro nukleotidové sekvenBPé&W k=2, postih za otéeni gapu
= 1. Vytvorené alignmenty jednotlivych Usiekbyly spojeny v programu FaBox
(VILLESEN 2007) a naslednprevedeny do vhodného formatu pro program TCS v. 1.18
(CLEMENT et al. 2000)V programu TCS byla pomaoci statistické parsimonjt/efena
haplotypova si Na 90 % spojovacim limitu byla vytiena jednotna si Indely byly

v této analyze pominuty.

3.3. Pnitokova cytometrie

3.3.1. Méreni

Vlastni analyzy probihaly v Labor&omolekularni biologie rostlin # JU
v Ceskych Budjovicich a¢ast starsich analyz byla provedena v BotanickémavisAV
CR v Piihonicich. Vzorky byly barveny jak interkatdm barvivem Pl (propidium
jodid) a mefeny na cytometru CyFlow SL (zdroj&la: laser o vinové délce 532 nm),
tak AT selektivnim barvivem DAPI (4°,6-diaminidoghenylindole) na cytometru
Partec PAII (zdroj sstla: rtutova vybojka). Cytometry byly nastaveny tak, abydtd
byl na kanélu 100 (ud&hkterych vzorki, zvlas¢ prazskych na kanalu 200) na 1024-
kanalové Skale. U barveni pomoci DAPI bylo zaznaméno 300@&4stic a u Pl 5000
castic. Jako interni standard slouZdellis perennis(velikost genomu 2C = 3,60 pg).
Mérenym parametrem byla fluorescengestic (jader). B pripraw vzorku byl pouzit
dvoustumovy postup jaderné izolace a barveni{® 1990), avSak s mirnou Upravou
pro rostlinné tkaé (SupA et al. 2007).
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Priprava vzorku:

1) Podle pétu vzorki a typu barveni bylipraven barvici roztok.

2) Pri barveni AT specifickym barvivem DAPI bykipraven roztok z 25 ml citrat-
fosfatového (0,4 M) pufru Otto Il, 50 ul antioxidan2-merkaptoethanolu (2
pl/ml M) a 1 ml roztoku DAPI (1 mg/ml) Vyslednd koentrace 4 pg/ml. P
barveni interkalénim barvivem PI byl pipraven roztok z 20 ml pufru Otto II,
50 ul antioxidantu 2-merkaptoethanolu (2 pl/ml MYLaml roztoku PI1 (100
mg/ml) a 1 ml RNasy (100 mg/ml) Vysledn& koncerdra® pg/ml.

3) Do Petriho misky bylo fipraveno ca 0,5 cfrtkans listu vzorku a fiblizng 3-5x
meére tkare sedmikrasky, fidano 400 pl vychlazeného pufru Otto | (0,1 M
kyselina citronova, 0,5 % detergent Tween20). \ff@esné¢ nasekano Ziletkou
na homogenni sés.

4) Snxs byla gefiltrovana pes filtr 42 pum (Uhelon 130T), filtrat byl zkontralén,
zda neobsahuje tistoty a snis byla ponechana 2—3 min stat.

5) Po odstani bylo do filtratufigano 800 pl barviciho roztoku Otto Il (podle typu
barveni). Obsah ipfiltrovaného Otto | a barviciho roztoku Otto Il siubyt
vV poneru ca 1:4.

6) Vzorek byl poté pro stanoveni velikosti genomu welozdo piétokového

cytometru.

3.3.2. Analyza dat

Na zaklad analyz cpDNA byly studované populace réedy do 3 skupin a to
jizni, severni a JV slovensky. Ziskana data bylao@dnocena pomoci programu FlowJo
7.6.5 (TREE STAR, Inc. 1997 — 2012). Ze zjiStych pamérnych poloh pik vzorku a
standardu byl pro kazdy analyzovany vzorek Weo pondr Vzorek / Standard.
Analyzy, u kterych peséhla hodnota CV 4, byly vyléeny. Z pondra byl vypctitan
pramérny poner pro jednotlivé skupiny populaci. Pro kazdou skupibyla také
vypoctena variabilita. DalSi analyzy byly provedeny egnamu STATISTICA verze 10
(STATSOFT. Inc. 2011). Rozdily ve velikosti genomu mezi jetdivymi skupinami byly
testovany analyzou variance (ANOVA) a Tukyeho testBale byla sp&ena velikost

genomu jednotlivych vzotkM. nemorosumn{poner fluorescenci vzorek/standard* 2C
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obsah DNA standardu; Bellis perennis(3,60 pg) a ta nasledreprimérovana pro

jednotlivé rozliSované skupiny.

3.3.3. Vypd&et AT bazi uM. nemorosum

Srovnanim vysledk analyz stejnych vzoitk barvenych nespecifickym
interkala&nim barvivem Pl a AT specifickym barvivem DAPI ladhadnout zastoupeni
AT bazi v analyzovanych vzorcich. Pro vy¢pb ,Dye Fakoru (dale DF)“, ktery
umoznuje dalSi vyptty byl pouzit vzorec: podil vzorku (painfluorescence standardu
barveného DAPI) / podil vzorku: (p@mfluorescence standardu barveného PIl), podle
(BAROW and MEISTER 2002: vzorec 6). Tento vzorec pro vy{po DF byl vytvden pro
analyzy s internimim standardem hrachem. Proto pyiteba modifikovat ho pro
pouziti interniho standardu sedmikrasky. Modifikbg#a provedena vygtem DF kdy
standard byl hrach a vzorek sedmikraska. \égpdoyl proveden podle Barow and
Meister (2002: vzorec 7 a 8) v automatizované Exael tabulce s vyuzitim
matematické aproximace metodmgula falsi Vazebna délka pro DAPI byla rovna 4
Barow and Meister (2002). Tabulka je v online verzi
http://www.sci.muni.cz/botany/systemgr/Data/FestAad& CFlow.xls.  Tato tabulka
byla také pouzita pro vyget zastoupeni AT bazi u jednotlivych populadi
nemorosunmvVypocteny DF pro sedmikrasku a vazebna délka DAPI naslstbuzili

jako konstanty.

3.4. Morfometrické analyzy

Z kazdé rostlinyM. nemorosumsebrané pro morfometrickou analyzu byl
odebran kit, kalich, 1. a 5. listen. Odebranasti jsem poté nalepil pomocitedné
lepici pasky do seSitu (Obr. 10). U nalepenych kizdrylo méteno 24 znak (Obr. 11—
13; Tab. 4-6). Tyto znaky jsou povaZzovany za taxoicky vyznamné pro studovany
rod. Listy s nalepenymi vzorky byly naskenovanyzliSeni 600 dpi a nasleéiméreny
v programu tpsDig, verze 2.16 dRLF 2010). Pro kalibraci sfeni bylo pouzito
pravitko.
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Obr. 10: Zpasob nalepeni zkoumany¢hsti rostlin (zleva koruna, 5. listen, 1. listen a
kalich)

Tab. 4: M¢rené morfologické znaky na kortin

Cislo znaku | Zkratka znaku Popis znaku

1 DHP Délka horniho pysku

2 DDP Délka dolniho pysku

3 DSDP Délka spodni strany dolniho pysku
4 VDP VySka dolniho pysku

5 SDP Sika dolniho pysku

6 VC Vyska koruny

7 VHP Vyska horniho pysku

8 DCB Délka koruny bez baze

9 DBCT Délka baze korunni trubky

10 DLCT Délka spodni linie korunni trubky
11 DCTB Délka korunni trubky bez baze
12 DC Celkové délka koruny

13 @) Oteveni

Obr. 11: Zobrazeni ra‘enych morfologickych znakna korui

-22 -



Tab. 5: M¢rené morfologické znaky na 1. a 5. listenu

Cislo znaku | Zkratka znaku Popis znaku
14 SL5 Stka 5. listenu v nejsirsim mést
15 V5 Vzdalenost nejSirSiho mista od baze listenu
16 DL5 Délka 5. listenu
17 SL1 Stka 1. listenu v nejsirsim miést
18 V1 Vzdalenost nejSirSiho mista od baze listenu
19 DL1 Délka 1. listenu
19
16
14
17
15

Obr. 12: Zobrazeni ri‘fenych morfologickych znakna 1. a 5. listenu

Tab. 6: M¢tené morfologické znaky na kalichu

Cislo znaku | Zkratka znaku Popis znaku
20 DHCK Délka horniho cipu kalicha
21 KT Délka kalisni trubky
22 SHCK Stka horniho cipu kalicha
23 DDKC Délka dolniho kalisniho cipu
24 SDKC Stka dolniho kalisniho cipu

Obr. 13: Zobrazeni n‘fenych morfologickych znakna kalichu
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3.4.1. Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla analyzovana &kaolika programech. Zakladni statistické
analyzy byly provedeny pomoci programu STATISTIC&ATSOFT 2011), zatimco
mnohorozmdrné analyzy v programech R 2.15.3 @®ReE TEAM 2013) a Canoco for
Windows vs. 5.00 (BAAK & SMILAUER 2012). Na zéklatlanalyz cpDNA byly opt
populace apriory klasifikovany déi skupin.

Prvnim krokem bylo prdsteni dat vyloweni vzorkKi s nekompletnimi daty. U
mefenych znak byla vypa@tena koreléni matice, z dvodu odhaleni korelace mezi
jednotlivymi znaky. Ze znak které byly korelované vice nezXr0,9) byl vzdy jeden
zde dvojice vylodgen. Dale byly vypéteny populéani priméry jednotlivych znak,
které byly pouZzity pro shlukovou analyzu. Preely diskrimin&ni analyzy bylo nutné
ovefit normalitu rozloZzeni (MRHOLD & SUDA 2002). Rozdleni vSech réfenych znak
se blizilo normalnimu rozteni, tudiz nebylo nutné hodnoty transformovat.zZsklad
euklidovskych vzdalenosti popdtach pameéra byla provedena v programu RStudio
0.97.336 (RCoRE TEAM, 2013) shlukovéa analyza, pomoci které byly Z§igtvztahy
mezi jednotlivymi populacemi. Pouzitym shlukovaciatgoritmem byla Wardova
metoda, ktera optimalizuje homogenitu slilupodle utitého kritéria, kterym je
minimalizace zvySovani chyby sundweral odchylek bod shluku od jeho gimeéru
(centroidu)-(MarRHOLD & SuDA 2001). Pro tuto metodu musela byt veSkera data
standardizovana. K zji&i euklidovskych vzdalenosti byla pouzita funkcst di baliku
stats a k vytvieni shlukovaci analyzy funkce hclust,ébz baliku stats. Dale byla
provedena v programu R 2.15.3 (@BORE TeEAM 2013) klasifik&ni diskrimina&ni
analyza (CDA). Tato metoda testuje jakynigpbem klasifikovat objekty a nasledje
identifikuje (MARHOLD et SUDA, 2001). Jako klasifikai znak byl pouzit kdd skupiny.
Crossvalidace byla gitana funkci LDA z baliku MASS.

V programu CANOCO 5.0 (Raak & SMILAUER 2012) byla provedena analyza
hlavnich komponent (PCAprincipal component analysisk zjistni zakladniho
rozdleni populaci i jednotlivych vzotk Analyza hlavnich komponent je ordéma
metoda umoiujici redukovat péet dimenzi v euklidovském znakovém prostoru tak,
aby dosSlo k minimalni ztratinformace (M\RHOLD & SUDA 2001). Pro zji&ni, které
znaky nejspolehligji oddéluji jednotlivé typyM. nemorosumbyla provedena linearni

diskriminaini analyza (LDA) pomoci forward selection. Tato auzt rozdluje objekty
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na zaklad uritych vlastnosti¢i znaki a ukuje, které znaky nejvice odliSuji dané
skupiny (MARHOLD et SUDA, 2001).

4. Vysledky

4.1. Molekularni analyzy

Do molekularnich analyz bylo zahrnuto celkd®4 populaci a celk@83 rostlin
M. nemorosumSpojenim vSechit chloroplastovych usékvznikl celkovy aligment o
délce 2700 bp. V celém alignmentu bylo Zji&i 700 variabilnich mist se substitucemi
nebo tizn¢ dlouhymi indely a jedna inverze.

Program TCS nalezl 33 haplotypkteré @i 90% spojovacim limitu, spojil do
jedné haplotypové <it(Obr. 14). \&tSina populaci byla roztena na d¢ zakladni
skupiny haplotyfl. Skupina severnich haplotygna Obr. 14 oranZ@y je ponerné
variabilni, ale az na vyjimky si jednotlivé haplptynejsou filis vzdalené. Naopak ve
skupire haplotypi rozStenych v jizni ¢asti studovaného Uzemi jsou patrnéé dv
podskupiny. Jedna s haplotypy vyskytujicimi se puyacich vychodniho Slovenska
(zelend) a druha s haplotypy populaci vychodnihdkoRska, jizni Moravy a JZ
Slovenska (modra). Zcela izolovanzdalen od obou zékladnich skupin stoji haplotyp
nalezeny u dvou rostlin z Driganského krasu¢érvend). Geografické rozeni vSech

skupin je patrné z Obrazku 15.

Obr. 14: Haplotypové sfzkoumanych tseékcpDNA (trnT'Y-trnL"** | psbA-

trnHCYC, rpl32-trnLVA%).
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cpDNA
© M. nemorosum - severni linie
® M. nemorosum - jizni linie

@® M. nemorosum, jizni linie, V Slovensko
® M. nemorosum - Drien¢ansky kras

BRI 4 v . s

Obr. 15: Rozsteni jednotlivych skupit. nemorosunpodle cpDNA.

4.2. Cytometrickd analyza

Na zaklad molekularnich analyz byly populace retshy do 3 tyd (severni,
jizni a JV slovensky). U studovanych populaci bplemoci pondru fluorescence
vzorku a standardu &gna velikost genomu a naslédnypottena mezipopubmi
variabilita. Nej\tSi mezipopuléni variabilita byla zji&na u severniho typu, u kterého
dosahla 15,5 % u analyz barvenych DAPI a 12,5 %alya barvenych PI. V tabulce 7
jsou uvedena zakladni statisticka data na UrovaliSmvanych skupin. Vyptiené
poméry mezi vzorkem a standardem jsou pro jednotliy@/tyyneseny do graf(Obr.
16 a 17).
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Tab. 7: Vysledky analyz velikosti genomu u jednotlivych lelaularre vymezenych

skupinM. nemorosumBarveno DAPI a PI.

Typ Severni Jizni JV slovensky
DAPI Pl DAPI Pl DAPI Pl

Paiet meteni 134 112 55 26 16 18

Ponmer min 2,191 2,601 2,319 2,798 2,199 2,670

Pomgér max 2,546 2,945 2,548 2,951 2,270 2,751

Pormgr praimeér 2,285 2,760 2,387 2,867 2,237 2,707

Variabilita (%) 15,536 12,463 9,594 5,337 3,174 92,9

Ze vSech analyzovanych vzaérlpomoci barviva Pl byl sgten relativni obsah

DNA. NejvétSi obsah DNA ma skupina jizni 2C = 10,375 pg,meati skupina severni

9,918 pg a skupina JV slovenska 9,745 pg.
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Obr. 16: Velikost genomu vyjaiegina pondrem fluorescence vzorku a standaBgkillis,

barveni DAPI vazajici se na skupiny AT fpar
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Obr. 17: Velikost genomu vyjagena pondrem fluorescence vzorku a standaikllis,

barveni interkaknim barvivem PI vazajici se vSechny baze.
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Obr. 18: Spole&na analyza vzorkk severni a jizni skupiny (populace Nitra a Bukova),

barveni DAPI.
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Jak je patrné z obr. 16 a 17 populace s jiznimidigpy maji Zetelrt nejwtsi
genom, zatimco populace z vychodniho Slovenskageam nejmensi.

ANOVA prokazala, Ze velikost genomu vyj@da pomirem fluorescence
k Bellis se v rdmci studovanych skupin statistickyiqazre 1iSi pro DAPI (DF= 2, F=
22,687 p<0,00001) i pro Pl (DF = 2, F= 9,123 p#2@B). Z mnohonasobného
porovnani Tukeyho HSD testem vyplyva, Ze se jiknipgna odliSuje od obou zbylych,

které se vSak vzajenaiz prakazre nelisi (viz Tab. 8).

Tab. 8: Vysledky 95 % Tukeyho HSD testu

DAPI Pl
Typ Pocet | Primér | Homogenni| | Potet | Pramér | Homogenni
skupiny skupiny
JV
slovenska | 3 2,2277 | A 2 2,7075 | A
severni
35 2,2817 B 14 2,7606 B
Jiznl 12 |23813 | A 4 2,8718 | A

Rozdil ve velikosti genomu na drovni ca 6% meziyapemi severni a jizni
linie Melampyrum nemorosunikazuje i vystup ze spaleé analyzy 2 rostlin zthto
skupin (obr. 18)

4.2.1. Vypdet AT bazi

Do této analyzy bylo zahrnuto celkovl2 populaci (Tab. 9), u kterych bylo
provedeno réreni jak s DAPI, tak i s Pl. Vysledky obotfani jsou nutna k vypiu.

Na z&klad srovnani nize uvedenycisel proPisumaBellis byl vypaiitan obsah bazi u
Bellis, a ten poté pouZit pro vypet obsahu bazi Melampyrum nemorosum
Pisum/Bellis- 2,524 > 1/2,524 = 0,39619651 (PI)

Pisum/Bellis- 2,344-> 1/2,344 = 0,42662116 (DAPI)

-> DF = 0,39619651 / 0,42662116 £07679182.Dosazenim tohoto faktoru do
vypocetni tabulky jsem obdrzel Base kontentBailis AT, coz je0,630062 Nantiené
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fluorescence jednotlivych vzoikbyly dosazeny do automatizované Excelové tabulky,

timto byly vypa@teny DF pro jednotlivé populace (Tab. 9), a nastethstoupeni % AT

bazi.

Tab. 9: Prehled analyzovanych lokalit a pebnych dat pro vyp®t obsahu AT bazi

Kaod lokality Fluorescence Fluorescence |DF AT Baze |2C obsah
Dapi Pl (%) jaderné
DNA (pg)
DEBRN 2,223 2,650 0,8388 59,5052 9,540
HLUBN 2,287 2,759 0,8289 59,2781 19,932
KAPRN 2,291 2,812 0,8147 58,9498 10,123
MAYEN 2,368 2,869 0,8253 59,1952 10,328
2,381 2,853 0,8345 59,4068 | 10,271
BUKN
59,2528 9,724
GOMN 2,236 2,701 0,8278
59,2781 9,637
NITRN 2,219 2,677 0,8289
59,4755 10,325
PAVLN 2,402 2,868 0,8375
59,2528 9,724
DROZDN 2,236 2,701 0,8278
SLANN 2,238 2,174 1,0294 63,6096 7,826
OSTFN 2,228 2,757 0,8081 58,7960 9,925
ROTKN 2,383 2,897 0,8225 59,1305 10,429

Vztah obsahu DNA a procenta AT bazi jednotlivycipydaciM. nemorosunje

patrny z obrazku 19. Vysledky byly statisticky zhodeny jednoduchou linearni

regresi. Vztahéchto parametr je zcela negikazny (p< 0,7266).
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Obr. 19: Zavislost velikosti genomu na obsahu AT bazi. Begi rovnice (y = 59,9713
—0,0747*x), (R = 0,0128, p< 0,7266, f11)= 0,12937).

4.3. Morfometrické analyzy

Mezi métenymi znaky byla vyp&iena korelani matice znak Na kwtu to byla

délka koruny bez baze (DCB), ktera byla korelovamglkou korunni trubky bez baze
(DCTB; r = 0,920) a také s délkou koruny (DC; r 82b). Ze zkoumanych znaka
kalichu byla vylodena délka horniho cipu kalicha (DHCK), ktera bylarekovana
s délkou dolniho kaliSniho cipu (DDKC; r =0,929)0 néasledujicich analyz bylo tudiz

zahrnuto 22 znakz 24. Koreléni matice znak je uvedena vifloze 2. Data nebyla

transformovana, jelikoZz se jejich rageni neodliSovalo vyraznod normélniho, byla

pouze standardizovana.
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4.3.1. Shlukova analyza

Shlukova analyza Wardovou metodou réitd studované populace do dvou
skupin. Toto rozéleni je napadh korelovano se skupinami vymezenymi na zaklad
molekularnich analyz. Do jedné skupiny jsou spojesgchny populace z vychodniho
Slovenska satSi ¢asti dalSich populaci jizniho typu. V druhé sképjsou sdruzeny

vSechny populace severni a pouze 3 populace jizhipo. Jednd se o populace
z Pavlova, Bukové a Lednice.
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Obr. 20: Shlukova analyza populaci (Wardova metoda, Eukbka vzdalenost)
s vyzn&enymi molekularty vymezenymi skupinami. Modra — severni typ, zelena
jizni typ, cervena JV slovensky typ.

4.3.2. Analyza hlavnich komponent

Rozmistni analyzovanych populaci v ordiimam prostoru (Obr. 21) ukazuje
podobnou strukturu jako shlukova analyza. V l&&aéti obr. 21 se nachazeji populace
z vychodniho Slovenska aétéi ¢ast populaci jiznich. V pravéasti ordingniho
diagramu jsou vSechny populace se severnimi haptatgDNA a 3 populace s jiznimi
haplotypy. Opt se jedna o populace z Paviova, Bukové a LedihNeeObrazku 22 Ize
vidét, rozmiséni jednotlivych znak v ordin&nim prostoru.
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Obr. 21: Rozmiséni jednotlivych populaci na zakladanalyzy populénich paimeéra
znaki v PCA prostoru. Prvni ordidai osa vysetluje 57,6 % a druha 12,83 %
variability. Prvni d¢ osy vyswtluji 70,43 % variability.
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Obr. 22: Rozmiséni 22 zkoumanych znékv PCA prostoru. Prvni ordigai osa
vyswtluje 57,6 % a druha 12,83 % variability. Prvni &vosy vysétluji 70,43 %

variability.
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V dalSim kroku byla provedena analyza PCA u v3ezh &oumanych rostlin
(Obr. 23-24). Ze souboru dat byly fageny rostliny s nedplnymi daty (vzorky Pla6,
Plal4, Gem7 Hofst).
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Obr. 23: Rozmistni jednotlivych rostlin na zakl@d22 znak v PCA prostoru. Prvni
ordinani osa vysutluje 40,10 %a druha 14,06 % variability. Prvni &hosy vyswtluji
54,17 % variability.
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Obr. 24: Rozmiséni jednotlivych znak v PCA prostoru. Prvni ordidai osa
vyswtluje 40,10 % a druha 14,06 % variability. Prvni ¢lvosy vys¥tluji 54,17 %

variability.
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Na rozmistni jednotlivych rostlin v ordinnim prostoru je patrné, Ze vSechny
rostliny tvai spiSe kontinuum.isto je patrné, Ze rostliny se severnimi haplofgpu
soustedny v jednésasti ordingniho diagramu, zatimco rostliny z vychodoslovengkyc
populaci jsou v druhé&sti. Rostliny z populaci s jiznimi haplotypy jso@k zastoupeny
v obou polovinach ordirgaiho diagramu (Obr. 23).

4.3.3 Kanonicka diskriminaéni analyza

Podstatt Iépe nez ordinmi analyza odliSuje rostliny nalezici do jednottiay
molekularé vymezenych skupin kanonicka diskriméndanalyza. Vysledek analyzy je
zobrazen na obrazku 24. Na obr. 25 je patrné renlodejvyznaméSich znak, které
odcEluji jednotlivé skupiny a v Tab. 10 jsou uvedenykaenty diskrimingni funkce
pro nejvyznamgsi znaky. Podél prvni kanonické osy jsoéegevsSim rozéleny
populace vychodoslovenské od ostatnich. Druha esac¢@sténé oddluje rostliny
severniho a jizniho typu. Pro odliSeni vychodostekgch rostlin jsou vyznamné
piedevsim znaky délka horniho pysku (DHP), délka spdahie korunni trubky
(DLCT) a délka spodniho kalisniho cipu (DSDP). Seveopulace maji uzsi horni
kalisni cipy (SHCK). DalSim znakemtigpivajici k oddleni severnich populaci je
vySka dolniho pysku (VDP).

2 SDKO}
SHCK VDP
*

o

2 3

Samples ~N i

. jizni JV slovensky . severni <

-0.4 1.0

Obr. 24: Kanonicka diskriminéni analyza Obr. 25: RozlozZeni nejvyznangsich
jednotlivych tyg M. nemorosum znakrozcElujici jednotlivé skupiny
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Na obrazcich 26-29 jsou zobrazeny Box & Whiskeatspznak majici nejetsi
skore pro kéen 1 a 2 v diskriminani funkci (viz Tab. 10).
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Obr. 26: Box & Whiskers plot délky horniho pysku (DHP) wisdosti na typu.
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Obr. 27: Box & Whiskers plot délky baze korunni trubky (DBJOs zavislosti na typu.
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Obr. 28: Box & Whiskers plot vySky dolniho pysku (VDP) wzglosti na typu.
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Obr. 29: Box & Whiskers plot §ky horniho kaliSniho cipu (SHCK) v zavislosti na
typu.
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Tab. 10: Koeficienty diskriminani funkce nejvyznamijSich znak

Znak Koren 1 Koren 2

DHP 0,643855 -0,0871927

DSDP | 0,506222 -0,0002794

==

VDP -0,549981 0,262568

DBCT | -1,02451 0,434265

DLCT | 0,538029 0,153712

SL5 0,251291 -0,290776

V5 -0,319592 | 0,162951

DL5 -0,0032454 | 0,145935

SL1 -0,116086 0,148708

V1 -0,0950294 | -0,11756

DL1 0,0692367 | -0,0363118

SHCK |0,464322 1,09277

DDKC |-0,317704 0,193105

4.3.4 Klasifikaéni diskrimina éni analyza

Tato metoda byla pouzita k sestaveni klastiikafunkce pro jednotlivé typy.
Takto ziskané funkce nasledslouzili ke zgtné klasifikaci posterior probabilitie}
jednotlivych populaci a rozliSovanych typByla provedena crossvalidacdj piz byl
pouzit jako klasifiké&ni znak kod skupiny. Procento @Sps klasifikovanych populaci
je vidét v Tabulce 11, v Tabulce 12 je uvedena klasifikaziSovanych typ.

Tab. 11: Procento usgre klasifikovanych populaci do jednotlivych tygneusgsSna

klasifikace < 60 % je zvyrazna)

Populace | Ogekavany Klasifikovany typ Procento
typ jizni JV slov. | severni N Uspésnosti

Blanik Severni 3 2 10 15 66,66
Bukova jizni 2 0 13 15 13,333
Drierg. k. Severni 0 3 12 15 80
Eisenstadt jizni 5 0 0 5 100
Gemer JV slov. 2 11 1 14 78,57
Gombasek JV slov. 2 12 1 15 80
Hluboka Severni 1 0 14 15 93,33
Hostyn Severni 1 0 14 15 93,33
Lednice jizni 8 1 6 15 53,33
Loretto jizni 2 1 2 5 40

Nitra Severni 2 4 9 15 60
Oslov Severni 0 0 11 11 100
Pavlov jizni 6 0 9 15 40
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Pinkafeld | jizni 4 10 3 17 23,53
Pla¥ovce | Severni 5 1 7 13 53,85
Pribénice Severni 3 0 12 15 80
Prochody | Severni 7 1 7 15 46,66
Rechnitz jizni 16 1 0 17 94,12
Slanec JV slov. 1 13 1 15 86,66
Tanzensdorfijizni 9 1 0 10 90
ZAavisin Severni 3 0 12 15 80
Tab. 12: Klasifikace jednotlivych typ
iy . . Procento
Typ Jjizni JV slov. severni N . .
uspésSnosti
jizni 52 14 33 99 52,5
JV slov. 5 36 3 44 81,8
severni 25 11 108 144 75
Celkow 82 61 144 287 68,3

Klasifika¢ni diskrimina&ni analyzou bylo @eno procento spra¥nprirazenych

rostlin v jednotlivych populacich. Nejlépe byly kiikovany populace Eisenstadt a

Oslov, ve kterych byly v3echny rostlinyifazeny sprawva UspiSnost pitazeni ve

vétSing ostatnich populaci se pohybovala mezi 60-90 %35t u 7 analyzovanych

populaci bylo vyraz& nizSi. Napadé chybré byly prifazeny rostliny v populacich

Bukova (13,333 %), ktera byla klasifikovana jakopplace severniho typu namisto
jizniho a populace z Pinkafeldu (11,765 %), ktey#alpreklasifikovana z populace

jizniho typu na typ jihovychodniho Slovenskaaférné procento usiSné determinace

jedinai podle typu dosahlo 68,3 % (viz Tab. 12).
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5. Diskuze

Zjisténa variabilita ve zkoumanych uUsecich chloroplast@®M&A vicemér
odpovida pedchozim analyzdm a potvrzujeéetelnou diferenciaci a geografickou
vikarianci dvou skupin haplotyp Tento jev ma s velkou praggodobnosti historické
duvody a Zejm¢ se jednd o po#nn¢ staré fivodre izolované linie, které se lokan
mohly dostat do sekundarniho kontaktu. V této sslosti je teba upozornit na
koncentraci vyskytu jiznich haplotyp v regionech povazovanych za vyznamna
glacialni refugia, jako je n@pSlovensky kras ANKOVSKA et FOKORNY 2008) nebo
vychodni Upati Alp (RIBSCH & SCHONSWETTER2003). Porirné zietelné oddeni JV
slovenskych a ostatnich jiznich haplatymiZze mit rovez historické dvody, jak
nazng&uje skuténost, Ze oblasti vyskytu obouéchto skupin jsou od sebe
pravdEpodobré oddileny tzemim s vyskytem populaci se severnim hapdotyv okoli
Budapesti. Rekvapenim je objev dalSiho izolovaného haplotyriencanském krase.
Za zminku stoji, Ze tento haplotyp je velmi podobiaplotygm M. sylvaticum(Stech,
nepublikovana data) a vzhledem k prgwadobné sesterské pozMi sylvaticumk celé
skupire M. nemorosunse miize jednat o ancestralni polymorfismus. DalSi vyzkem
tieba zantit mimo jiné na rozgeni tohoto haplotypu v blizkych regionech, odkud se
zatim nepoddlo ziskat material, zejména z Mulkké planiny znamé vysokym
endemismem a vyskytem relikt

Praitokovou cytometrii bylo zji§ho, Ze rostliny jiznich populaci Alp maji
prokazatel® vétSi genom nez populace severni a JV slovenskéoTertlil mize byt
dalSim dobrym indikatorem morfologicky nenapadrférénciace (BEILHUBER 1998).
Je zajimave, Ze se liSi podskupiny populaci jiziypo. Jednou z moznych hypotéz by
mohla byt historickd hybridizace mezi drukly nemorosuna M. subalpinumkteré je
roz8tené na vychodnich obvodech Alp a ma vyazétsSi genom nez byl zji§h u
severnich a JV slovenskych populbtinemorosumVzacna introgres®l. nemorosum
byla prokazana v populacidh. subalpinunv nejblizsim okoli Vida (STEcH, in prep.).

Morfometricka analyza ukazuje, Ze rozliSeni jedugth molekularg
vymezenych skupin je na zéktadtudovanych morfologickych znékjen obtizi
mozné, zejména na urovni jednotlivych rostliredto jsou #etelné tendence a rozliSeni
na urovni populaci obvykle mozné je. MoZznyfivddem velké morfologické variability

a zamlzZeni potencialnich morfologickych roadimezi molekularés vymezenymi
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skupinami niiZze byt fenotypova plasticita. Ovligni vegetativnich znak (vcetng
nékterych studovanych) v rédMelampyrumvlivem prostedi je pormdrné znamé
(StecH 1998). Ri studiu girodnich populaci je v3ak obtizné eétidtuto slozku
variability od geneticky fixované taxonomicky vyaneijSi slozky této variability.
Mozn& by k odliSeni jednotlivych typ prispélo zaazeni dalSich znék nagiklad

v okni kalicha. Tento znak nebyl izen, jelikoZ jeho hodnoceni je velice obtizné.
Odkni je lthem vegeténi sezony prornlivé. Na jae byvaji kalichy chlup&jSi nez na
konci léta a navic metodika hodnoceni tohoto zmadni stale zoptimalizovana.

Druhou potencialni moznosti stirani morfologickyobedili mezi pivodrg
odlisSnymi typy je hybridizace na sekundarni kormaktéreé. V ramci mé bakalgké
prace ndl byt zkouman i tento jev. Pro jeho studium bylalenacast jaderného genu
agtl, ktera byla mimo jiné testovana nagrdtelampyrum(Li et al. 2008), a ktera byla
také Gspsre pouzita pro studium hybridizace u drukiu subalpinum (STEcH in prep.).
BohuZel Bhem mé prace nastaly komplikace s amplifikaci tohdseku a urady
dulezitych populaci nebyly ziskany uspokojivé vyshkedKe Spatné amplifikaci vzotk
mohlo dojit kkolika zpisoby Jednim z @ivodi mizZze byt zndna metody izolace DNA
(NAOH) oproti studii naM. subalpinum(izolace kitem). V sekvenovanych vzorcich
byly zietelrg pritomny kratké nespecifické Useky, které znefmvaly spravnou
interpretaci sekvenci. DalSim moznym v§tbenim je opakovana kontaminace vagrk
které si vSak nejsemegdom. Optimalizace sekvenace Useku agtl bude probitdenci
dalSich analyz a zkoumani mozné hybridizace meriggivymi typy.

Za nepimou podporu davné hybridizace |ze snad povazdugssost chybné
klasifikace 3 jiznich populaci. Jedna se o popula&dlavy, okoli Lednice atstni
casti Malych Karpat, tedy uzemi z Uplného severmik@je rozsieni jiznich populaci,
kde je nej¢tSi pravépodobnost potencialni hybridizace s rostlinami sl
populaci. Rada rostlin zdchto populaci byla v klasifikami diskrimina&ni analyze
piitazena k severnimu typu a populace byly na zéktagul&nich pameéra zarazeny
do shluku se severnimi populacemi v klastrové amaly podob# jsou zobrazeny i
v ordina&nim prostoru analyzy hlavnich komponent.

PrestoZe tedy nejsou rozeznané molekw@araytometricky podpiené skupiny
spolehlivw morfologicky rozeznatelné za pomoci zkoumanyctkinhylo by mozno do
budoucna uvazovat o taxonomickém hodnocéalito skupin. Zadna z dosavadnich
vnitrodruhovych klasifikaci nezmovala tuto geografickou diferenciaci. V dosavadnich

klasifikacich byla pedevSim zf@iraziovana sezonni praimlivost bez #etelné
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geografické struktury (BNNIGER 1911, ®0 1927, $030vA 1997) anebo nejsou
vnitrodruhové jednotky uva&dy jako samostatné taxony I$EHER et al. 2008,
ROTHMALER 2011). Jedinou vyjimkou hodnocenou tadi na arovni podruhu jéd.
nemorosumsubsp. debreceniense popsana jako taxon piskv oblasti Debrecenu
v Mad’arsku ($06 1927). Tento typ je napadnygaevSim Uzkymi listy. Vzhledem
k tomu, Ze se nachazi v blizkosti kontaktni zonyly trostliny za&azeny do mych
analyz, nicmé#é nebylo mozno ziskat dostaéte mnozstvi rostlin pro morfometrickou
analyzu z dvodu ohrozZeni expanzi nealiyt oblasti jejiho vyskytu. Na zakladpDNA
tento typ pafi ke skupig severnich haplotyp Pravépodobri ma navaznost na dalSi
populace této skupiny roxéhé v zapadniasti Rumunska. Studium populaci z tohoto
regionu vSak nebylo ¥azeno do mé bakdkké prace vzhledem ke zjevné slozitosti
celé problematiky v této oblasti a nedostatamu sbru. Taxonomickou hodnotu
jiznich skupin haplotyp je trebareSit v celkovém kontextu populaci a diuh jiznich
casti Evropy, ke kterym maji tyto typy na zaklgwedkEznych fylogenetickych analyz
celé skupinyM. nemorosunzjevny vztah. Pokud se skditg potvrdi davné oddeni
jizni skupiny haplotyp, které vyplyva z fedkéznych fylogenetickych analyz celého

rodu, bude taxonomické hodnocetdhto populaci paéebné.
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6. Zaver

Vysledkem bakali&ké prace je detaidjgi zmapovani vyskytu haplotypovych
skupin cpDNA v populacichM. nemorosumv oblasti kontaktni zony. Na zakkad
zietelné diferenciace jednotlivych haplotypovych skulze predpokladat, Ze k jejich
odliSeni doslo pogrné davno a studovana zéna ma spisSe sekundarni obiarakt

Skupina populaci jizniho typu se liSi velikosti ganu od populaci se severnimi
haplotypy a odizjm¢ piibuzrejSich populaci rozinych na JV Slovensku.

Morfologicky se jednotlivé skupiny nedaji zcela kghdive odliSit. Resto
v n¢kterych gipadech je odliSeni mozné, rostliny z JV Slovensiagi porekud WwtsSi
horni pysky koruny nez zbylé skupiny. Naopak rastlisevernich populaci maji
obvykle uZsi kalisni cipy.

Pro dalSi posun ve studiu celé problematiky je outyreSit otazku historické

hybridizace mezi jednotlivymi skupinami pomoci vhediho molekularniho markeru.
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Kéd Lokalita Nadmoriska | Zemépisna | Zemépisn
lokality vyska Sirka a délka
(m.n.m.) (WGS 84) (WGS 84)
ASCHN Aschberg: okraj lesa podél silnice ca 890 m JZ od obce; Rakousko 370 48,172258 | 15,811982
BLANN Loutiovice pod Blanikem: okraj lesa podél silnice ca 1,8 km VIV od obce; Cesko 490 49,631640 | 14,870060
BRANN Branisko: kioviny podél cesty ca 200 J od sedla Branisko; Slovensko 760 49,015803 | 20,858078
BUDAN Budapest, Budaors: liskové kioviny pod skalou v ulici Edvi llles ca 3,8 km SV od 260 47,482300 | 18,985750
mésta
BUKN Plavecky Peter, vodni nadrz Bukova: les kolem vrcholu kopce Jezovka cca 900m 380 48,535440 | 17,346140
Z od nadrze; Slovensko
BUKVN Bukovské vrchy, Jalova: les u kfizovatky silnic ca 1,1 km VJV od obce; Slovensko 961 49,1035902 | 22,249448
BYSTN Bysta: Kfoviny podél cesty ca 770 m J od obce; Cesko 270 48,523638 | 21,540963
BYSTRN Bystra: les ca 1,2 km S od obce Bystra; Cesko 640 49,518666 | 15,368820
CAJKN Stiavnické vrchy, Cajkov: doubrava ca 2,5 km SZ od obce Cajkov; Slovensko 290 48,308861 | 18,577833
CERTN Certoryje: louka podél cesty v Certoryjské rezervaci; Cesko 410 48,859025 | 17,414231
DEBREN | Szenttmna-Puszta-Debrecen, leg. Baschant; Madarsko 105 47,510540 | 21,845850
DRIENN Driencansky Kras, DrazZice: les podél silnice ca 1 km Z od obce; Slovensko 360 48,43403 20,05116

T eqoliid
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Kéd Lokalita Nadmoiska | Zemépisna | Zemépisna
lokality vyska Sirka délka
(m.n.m.) (WGS 84) (WGS 84)

DROZDN | Pohronsky Inovec, Drozdovo: kifoviny na louce u meze se stromy v obci Drozdovo; 640 48,431639 18,555583
Slovensko

EISEN Eisenstadt: okraj lesa podél silnice ca 2,2 km SV od mésta; Rakousko 260 47,863020 16,533850

EBRN Ebersdorf: kfovisko podél cesty ca 0,3 km S od obce; Rakousko 270 47,016366 16,030321

GIESN GielRhiibel: osada Tyrolerhof, les JV 420 m od lomu na SV okraji obce; Rakousko 420 48,103507 16,234047

GEMEN Gemerska Horka: okraj lesa podél silnice ca 1 km VIV od obce; Slovensko 220 48,528430 20,389080

GOMBN | Gombasek: okraj lesa ca 200 m VSV od jeskyné Gombasecka jeskyna; Slovensko 290 48,563547 20,469970

HALLN Kvarnbo: svétly les podél silnice ca 1,3 km V od autobusové zastavky Kvarnbo; 9 60,511378 17,937255
Svédsko

HAMRN | Bystré Hamry: les podél silnice ca 1,75 SV od kfiZzovatky mezi obcemi Bystré, Bystré 560 49,638777 | 16,367247
— Hamry, Jedlova; Cesko

HARDEN | CiZov: kfoviny podél cesty do mésta Hardegg, ca 2,5 km J od obce; Cesko 360 48,856217 | 15,867244

HLUBN Hluboka nad Vitavou: severovychodni bieh Mounického rybnika ca 680 m od 380 49,053896 | 14,427402
kostela

HOSTN Hostyn, Brusné : okraj lesa u silnice ca 2,5 km ZJZ od vrcholu Sv. Hostyn; Cesko 360 49,369757 17,667447
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Kéd Lokalita Nadmoiska | Zemépisna | Zemépisna
lokality vyska Sirka délka
(m.n.m.) (WGS 84) (WGS 84)
JB1 Vyzuonos: les ca 2,2 km VSV od obce; Litva 109 55,589333 25,527916
JB4 Mikieriai: les na bfehu feky Sventaja ca 500 m J od obce; Litva; Litva 84 55,658972 25,179222
IB7 Kamaijai: les ca 1,8 km JV od obce; Litva 128 55,806500 25,522277
JB10 Sveicaria: les v obci; Litva 100 55,044583 24,264916
KAPRN Kaproun: okraj lesa ca 690 m ZJZ od obce; Cesko 700 49,075520 15,172370
KNOBN Knoblozka: kfoviny podél stepni louky ca 500 m JZ od obce Knoblozka; Cesko 290 50,540210 | 14,086354
LEISN Leiser Berge: kiovi podél cesty ca 0,45 km SV od obce; Rakousko 390 48,567513 16,385279
LEDNN Lednice: okraj lesa ca 2,8 km SZ od mésta Lednice; Cesko 170 48,819977 16,778015
LITEN Litencické vrchy, Morkovice-Slizany: okraj lesa ca 2,5 km SZ od obce; Cesko 370 49,230910 17,192470
LOREN Loretto, Stotzing: okraj lesa ca 1,5 km J od obce; Rakousko 290 47,893012 16,548276
MACON | Macocha: okraj lesa pobliz parkovisté ca 250 m JV od hospody u propasti Macocha; 480 49,370953 16,731178

Cesko
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Kéd Lokalita Nadmoiska | Zemépisna | Zemépisna
lokality vyska Sirka délka
(m.n.m.) (WGS 84) (WGS 84)
MALEN Maéleren: okraj lesa podél silnice ca 240 m S od jezera Maleren, Svédsko 30 59,448167 17,022146
MARKN Markad: okoli skalek v fidkém lese ca 1,2 km J od obce; Madarsko 290 47,110750 17,816570
MAYEN Mavyerling: okraj lesa ca 780 m SZ od obce, Cesko 330 48,050930 | 16,090551
NITRN Olichov: les podél silnice ca 660 m V od obce; Slovensko 270 48,354250 18,483253
OBYCN Pohronsky Inovec, Obyce : okraj lesa ca 3,8 km JV od obce Obyce; Slovensko 650 48,402222 18,488889
OSLON Oslov: okraj lesa ca 1,4 km VSV od obce; Cesko 400 49,404402 14,229045
OSTFN Granlunda: les u kfizovatky silnic 272 a silnice Ostflora ca 2 km JV od obce 65 60,002652 17,303033
Granlunda; Svédsko
PAVLON Pavlov: kfoviny na jihovychodnim Upati kopce Dévin ca 670 m SZ od kostela 280 48,878260 | 16,664580
v obci; Cesko
PINKN Pinkafeld: okraj lesa ca 3 km JV od obce; Rakousko 390 47,356086 16,154200
PLASTN Plastovce: Kfoviny na luénim okraji ca 2,4 km S od obce; Slovensko 170 48,181070 18,973220
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Kéd lokality Lokalita Nadmoiska | Zemépisna | Zemépisna
vyska Sirka délka
(m.n.m.) (WGS 84) (WGS 84)
PRIBN Pribénice: les kolem zficeniny hradu P¥ibénice; Cesko 420 49,392450 14,562440
PRLOUN Predni louky: Suchovské mlyny okraj lu¢ni enklavy Predni louky cca 1,9 km SV od 480 48,891781 17,599897
kiizovatky v obci; Cesko
PROCHODN | Prochody: hraze rybnika Svatba u obce Prochody; Cesko 293 50,035278 | 16,137500
RADON Radhostice: maly pahrbek s lesikem (spisS kfovinami) na vapencové vlozce SSZ od 712 49,050780 | 13,521280
obce; Cesko
RAPON Raposka: les na zapadnim svahu kopce Szent Gyérgy ca 1,7 km V od obce; 280 46,845510 | 17,445680
Madarsko
RECHN Rechnitz: okraj lesa podél silnice ca 2,3 km SSV od mésta; Rakousko 520 47,322445 16,422480
RE -1 Rotes Kreuz: okraj lesa ca 2 km JJV od obce Gaaden pobliz kiizovatky Rotes 380 48,033551 16,216251
Kreuz; Rakousko
SLANN Slanec: okraj lesa pfi silnici, cca 1 km J od stfedu obce; Slovensko 330 48,626885 21,478041
SPEIN Speisendorf: okraj smrkového lesa ca 0,7 km ZJZ od obce; Rakousko 500 48,861713 15,420618
STERN Sternstein, Schwarzbauer: okraj lesa podél silnice ca 100 m severné od 910 48,558257 14,292871
poustevny; Rakousko
STRAN Rohozna: okraj lesa ca 1,3 km Z od obce; Cesko 610 49,806786 15,795161
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Kdéd lokality Lokalita Nadmoiska | Zemépisna | Zemépisna
vyska Sirka délka
(m.n.m.) (WGS 84) (WGS 84)
SUCHN Suchovské Mlyny: les ca 1,75 km VSV od kFiZzovatky v obci; Cesko 480 48,891519 17,598001
SVAIN Svaty Jur: svétlina v lese na SZ okraji osady Nestich; Slovensko 250 48,262802 17,199736
TANZN Tanzelsdorf: okraj lesa ca 0,8 km Z od obce, Rakousko 340 46,842801 15,271305
UHRIN Uhfice: les pfi hlavni silnici cca 1,5 km S od obce; Cesko 330 49,064679 16,944769
VALDN Valasska dubova: louky podél silnice ca 0,4 km Z od centra obce; Slovensko 660 49,141958 19,287597
VAZEN Vazec: okraj louky ca 3,6 km V od obce 890 49,051964 | 20,028578
VIDLN Vidlak: Borek pod Troskami, okraj silnice cca 990 m Z od Zelezni¢ni zastavky; 300 50,533835 15,218285
Cesko
ZAVIN Zavisin: svétly les na levém brehu Zavisinského potoka 1,7 km SSZ od Zeleznicni 460 49,454649 13,866600
zastavky Bezdédovice; Cesko
ZBYTN Ceské Mezifi¢i: okraj lesa PR Zbytka, 1,75 km SV od kostela v obci; Cesko 260 50,295680 | 16,064018
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0373760 0.385654 0381814
0587220 0.,815801 0.012213

*0,721903 0.200180

0.721903

*0,198777

0.200180 0,198777 *
0231048 0,192500 0.534723
0,2535676 0,072816 0433811
0,227540 0,218455 0925142
0,265272 0,079667 0.444512

-59 -

KT SHCK

DLCT

0.540557
0,652048
0,525600
0.548762
0,554425
0659116
0,442203
0,278452
0.875374
0,867490
0.547030
0,835545
0,277334
0,204402
0,286673
0,026981
0,108317
0,164674
0.450051
0,334491
0.255280
0.469200
0,232065

0.324302 0,303092
0.447602 0,376247
0.466467 0,387257
0.431803 0408274
0.437591 0,364200
0.436334 0,364991
0.247940 0,285768
0.234935 0,3729739
0.388263 0,267916
0.334491 0,255280
0.363635 0282259
0.319865 0277027
0.412592 0,327118
0178583 0,235628
0.279712 0,313847
0.240358 0,2447839
0.0562793 -0,076142
0.231048 0253576
0.192500 0,072816
0.534723 0.433811

* 0,486161

0.486161

&

0.539400 0.433307
0.487607 0541515

DCTB

o]

0,616665 0.740363
0,688619 0,852710
0,661979 0.674702
0,608488 0.634271
0,596044 0544343
0,729350 0.737433
0,538976 0.,590499
0,330417 0,339268
0.919716 0,624041
0,867490 0547030

* 0,653762

0,653762 *
0,772587 0588100
0,417974 0,256259
0,299586 0257179
0,374305 0.281125
-0,031848 -0,041591
0131577 0,152693
0,101616 0,103340
0,440815 0,353878
0,363635 0,319865
0,282259 0277027
0,441767 0,349820
0,239836 0,285138

DDKC

0.402421
0540588
0.530189
0.510923
0.489492
0.499818
0.264131
0376974
0.467892
0.469200
0.441767
0.,349820
0.524533
0272341
0375572
0377634
0023411
0.227540
0.218455
0,925142
0.539400
0.433307

®

0.492859

SDKC
0,279794
0,408692
0,364110
0,395153
0,356282
0,347900
0,245524
0,360325
0,241163
0,232065
0,239836
0,285138
0,314889
0,185515
0,287022
0,167619

-0,046360
0,265272
0,079667
0,444512
0,487607
0,541515
0,492859

=



Ptiloha 3:

Znak Jizni - . | severni Znak Jizni - .| severni
slovensky slovensky

DHP | 3,49 3,99 3,24 (@) 7,83 8,92 6,98

DDP | 6,79 7,25 5,83 SL5| 9,38 11,58 8,54

DSDP | 6,35 6,94 5,63 V5| 3,47 3,06 2,53

VDP | 3,39 3,41 2,79 DL5| 16,83 18,57 14,27
SDP | 3,30 3,42 2,91 SL1, 20,48 19,41 18,29
VC |6,82 7,38 6,24 V1 10,03 10,40 11,25
VHP | 3,71 4,10 3,55 DL1| 46,78 51,19 47 .46
DCB | 13,15 15,14 12,26 DHCK 4,61 4,69 3,61

DBCT |3,90 3,15 3,12 KT | 3,38 3,41 3,00

DLCT | 9,25 11,39 8,3 SHCK 1,31 1,25 1,07

DCTB | 11,38 13,42 10,38 DDKC 4,43 4,32 3,27

DC |16,41 17,96 14,88 SDKC 1,17 1,04 0,90
Ptiloha 4 - a:
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Ptiloha 4 - b:
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