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Anotace

Melampyrum nemorosum agg. je zna¢n¢ komplikovana skupina poloparazitickych rostlin.
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pravdépodobné historické hybridizace a sloZité evolucni historie celé skupiny. Sekvenace 3
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At103) rozlisila nékolik geneticky odliSenych skupin, u kterych byly provedeny morfologické

a cytometrické analyzy.

Annotation

Melampyrum nemorosum agg. is very complicated group of hemiparasitic plants. According
to the traditional concept, 15 species is distinguished. Recent molecular analyses show a need
of critical taxonomic revision of group and a potential importance of ancient hybridization.
Analysis of 3 regions of cpDNA (trnTYCU-trnLYAA, pshA-trnH®YC, rpl32-trnLYA®) and 2
regions of nuclear DNA (Agtl and Atl103) reveals well supported lineage with limited
geographical distribution. Morphology and genome size of genetically supported lineages

were compared.
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1. Uvod

1.1. Vymezeni rodu Melampyrum

Rod Melampyrum L. je morfologicky proménlivy poloparaziticky rod z Celedi
Orobanchaceae (OLMSTEAD et al. 2001, WOLFE et al. 2005, BENETT et MATTHEWS
2006). Do této Celedi patii spole¢né s dalsimi poloparazitickymi rody jako napi. Rhinanthus,
Euphrasia a Odontites. Pivodné byly tyto rody fazeny do ¢eledi Scrophulariaceae (HARTL
1974, SoO et WEBB 1972, ZopFl 1995) az do doby, kdy molekuldrni analyzy prokazaly
polyfyleti¢nost této Celedi a poloparazitické rody byly piesunuty do ¢eledi Orobanchaceae.
V recentnich studiich je tato ¢eled” oznacovana za nejvétsi monofyletickou skupinu zahrnujici

jak poloparazitické tak i parazitické druhy (HEIDE-JGGENSEN 2008).

V soucasnosti se do rodu Melampyrum fadi podle riznych taxonomickych pojeti 20—40
druhi. Rod se vyskytuje ve tiech samostatnych arelach (Obr. 1), pti¢emz nejvéEtsi z nich je na
uzemi Evropy a zasahuje vyskytem nékolika druhii aZ na Sibif, Kavkaz a do Malé Asie.
Druha arela zahrnuje vychodni Asii (WU et RAVEN 1998) a tieti arela se naléza na tizemi
Severni Ameriky, kde roste pouze jediny druh, a to M. lineare (BRITTON et BROWN 1913,
SO0 1926-1927). Vyvojova centra rodu a oblasti s nejvétsim druhovym zastoupenim se
nachazeji v jihovychodni Evropé, a to pfedevSsim na Balkanském poloostrove, v

jihovychodnich Alpach a na Kavkaze (S006 1926-1927).

K hlavni diverzifikaci rodu s nejvétsi pravdépodobnosti doslo v obdobi tietihor, kdy se
zieyme roztrhl evropsky a asijsky areal. Dalsi diverzifikace poté probihaly v pleistocénu diky
kvartérnim klimatickym zménam, izolaci a nésledné postglacidlni migraci (SO0 1927,

WESSELINGH et VAN GROENENDAEL 2005, WoLFE et al. 2005, TESITEL 2005).

V celém rod¢ se vyskytuji pouze jednoleté poloparazitické druhy s jednotnym diploidnim

poctem chromosomt (2n=18).

Vétsina druhd rodu Melampyrum je na tizemi vétsi ¢asti Evropy morfologicky dobie

vymezena. Témito druhy jsou napiiklad M. arvense, M. cristatum a M pratense, které 1ze
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snadno rozeznat diky mnoha znakiim ve tvaru koruny, tvaru a odéni kalicha, pukani tobolky a

jinych.

Obr. 1: Rozsiteni rodu Melampyrum

Vedle téchto druhti se na Uzemi stfedni Evropy vyskytuje nékolik taxonomicky
kritickych skupin, mezi které patii napi. M. nemorosum agg. a M. sylvaticum agg. Samotné
rozliSeni skupin necini potiZe, problém nastava, pokud chceme rozlisit jednotlivé druhy uvnitt
skupin. Diky velkym nejasnostem Ve vymezeni jednotlivych druhti uvniti skupiny je okruh
Melampyrum nemorosum tak komplikovany a zajimavy. Cela skupina byla v minulosti
Clenéna na nékolik podskupin, ale koncepce a klasifikace riiznych autorti se vyrazné lisi.
V minulém stoleti se touto problematikou zabyvali pievazné Ronniger (1911, 1918),
Beauverd (1916) a So6 (1926-1927). Jejich koncepce se pievazné 1isi v druhovém vymezeni.
Zatimco Beauverd (1916) zahrnul v§echny dnes rozliSované druhy do jediného druhu s mnoha
varietami a poddruhy, Sod (1926-1927) rozdelil celou skupinu (v jeho pojeti ser.
Eunemorosa) na 15 samostatnych druhi. Tato Soova druhova koncepce se b&hem let
prosadila a stala se zakladem zpracovani rodu pro Flora Europaea (S0O et WEBB 1972).
Dosavadni molekularni analyzy vSak naznacuji, ze Sodvo zpracovani rodu Melampyrum
neodpovidd skutecnosti a vztahy mezi jednotlivymi druhy uvnitf skupiny jsou znatelné
odli§né. To samé se tyka evoluéni historie skupiny (STECH 1998, CHLUMSKY 2007, LI et al.

2008).
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1.2. Melampyrum nemorosum aga.

Skupina M. nemorosum je pomérné velkou skupinou, ktera byva podle tradicni Soéovy
klasifikace ¢lenéna do 15 samostatnych druhd. (S00 et WEBB 1972). Centrem jeji diverzity je
Balkansky poloostrov a jihovychodni Alpy (Obr. 2). Cela skupina je rozdélena do 4
podskupin na zakladé mnoha znaki, které jsou ovSem znacné€ variabilni 1 na vnitropopulacni
urovni. Jedna se o podskupiny M. nemorosum, M. velebiticum, M. subalpinum a M.
bihariense (So0 et WEBB 1972). Tyto podskupiny jsou nejcastéji vymezovany pomoci znakt
na kalichu. Jedna se piedevSim o pfitomnost ¢i nepfitomnost chlupii, délku chlupi a zptisob

jejich odstavani a rozmisténi na kalichu.
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Obr. 2: Rozsiteni jednotlivych druhi skupiny Melampyrum nemorosum v Evropé podle Sod
(1926-1927)

Dal$imi rozliSujicimi znaky je zbarveni, tvar a zubatost listenli. Nej€astéjsi zbarveni listent je
modré a fialové, ve vyjimecnych piipadech rizové az bilé. Detailni rozdily mezi
podskupinami zmiiiuje ve své studii Sod (1927) a také Drahnik (2013). Je vSak potieba
zminit, ze znaky v odéni jsou rovnéZ variabilni, ¢astecné¢ se méni v zavislosti na ontogenezi

rostliny a také existuji prechodné typy.



1.3. Morfologicka variabilita

1.3.1. Sezénni variabilita

Pomérné vyznamnym faktorem ovlivitujici vnitrodruhovou variabilitu druhl je sezénni
dimorfismus (ZELLER 1849, WEISMANN 1875), ktery je v pfipadé rodu Melampyrum
V soucasnosti spiSe oznacovan pseudosezonni polymorfismus. Tento jev je pomérné ¢asty u
vSech rodi poloparazitickych rostlin z ¢eledi Orobanchaceae (Zopri 1995, 1998b). Sezonni
polymorfismus se vSak také vyskytuje u nékterych jednoletych ¢astecné mykotrofnich druhti z
Celedi Gentianaceae (RONNIGER 1911, KARLSSON 1974, ZopFl 1991, LENNARTSSON 1997).
Jedna se o jev, kdy lze béhem jednoho vegeta¢niho obdobi rozlisit dva a vice fenologicky
odlisnych typt tzv. ekotypl v rdmci téhoz druhu. Ve vétSingé piipadl se jedna se o ¢asny
(aestivalni) a pozdni (autumnalni) typ. Pfedpoklada se, Ze vznik téchto dvou typt je ovlivnén
ekologicko — sociologickymi podminkami (S0 1926-1927, KOUTECKY et al. 2012). Rostliny
casného typu se vyznacuji ¢asnym kvetenim (V-VI), nevétvenou ¢i malo vétvenou lodyhou.
Pokud jsou vyvinuty vétve, zpravidla nekvetou. Dal§im vyznamnym znakem je pocet a délka
lodyzZnich a interkalarnich ¢lanki, pficemz interkalarni ¢lanky jsou ty, které se nachazi mezi
nejhotejsi vétvi a nejspodnéjsim kveétem. Listy a listeny jsou pomérné Siroké a kvéty velké
(ZoPF1I 1993b). Casta je pfitomnost déloznich listd v dobé kvétu. Jinak je tomu u rostlin
pozdniho typu, které kvetou znatelné¢ pozdéji (VI-1X), lodyha je bohaté vétvena, lodyznich a
interkalarnich ¢lankt je vice a jsou kratsi. Délozni listky jsou navic v dobé kvétu jiz opadané.
Dalsimi variabilnimi znaky jsou také pocet, délka a smér odstavani vétvi, ptipadné jejich
rozvétveni do vyssich fadd. Listy a listeny byvaji znaéné uzsi a kvéty drobnéjsi (STECH 1998,

TESITEL 2005).

Teorii na vznik sezonnich typa je fada a v urCitych pohledech se 1iSi. Nejstarsi teorii
byla Wettsteinova (WETTSTEIN 1895a, 1896a), ktera povazovala za hlavni faktor koseni luk,
nicméné rozli€né ekotypy se vyskytuji i v oblastech kde senose¢ neni bézna. V pribchu let
vznikaly dal$i teorie. Jednou z takovych je, ze za vznik ekotypi muzou ledovce, které
Vv pleistocénu pokryvaly zna¢nou ¢ast Evropy. Z rostlin rostoucich v periglacidlnim klimatu se
vyclenil ¢asny typ, zatimco z rostlin rostoucich v oblastech vzdalenych od ledovce se vyclenil
pozdni typ (SMEIJKAL 1963). Nazory na sezénni variabilitu a druhovou diferenciaci se také

znacné 1i8i u autort, ktefi se zabyvali pfimo taxonomii rodu Melampyrum. Tito autofi popsali
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fadu novych taxond, které jsou v dnesnim taxonomickém pojeti ¢asto povazovany pouze za
ekotypy. Napiiklad Ronniger (1911), povazoval za pfi€iny rozriznéni klimatické podminky a
lidsky zasah (napi. koseni). RozliSoval 3 sezonni typy Melampyrum nemorosum, a to M.
nemorosum subsp. moravicum (Easny typ), M. nemorosum subsp. nemorosum (pozdni typ) a
M. nemorosum subsp. silesiacum (montanni typ). V piipadé Séoa (S0O 1926-1927, 1929)
jenz rozdélil M. nemorosum stejné jako Ronniger na 3 typy bylo jeho hodnoceni skupin
rozsahlejsi, jelikoz do svych uvah zahrnul navic edafické a biologické faktory, které mohly
hrat duleZitou roli pfi vzniku jednotlivych ekotypt. Stech (2000) rozliil pouze dva sezénni
typy. M. nemorosum var. praecox (¢asny typ) a M. nemorosum var. nemorosum (pozdni typ).
Montanni podruh M. nemorosum subsp. silesiacum Stech oznacil za extrémné ¢asné kvetouci
jedince pozdniho typu. Zaroven diky jeho zjisténi, Ze typova polozka M. moravicum H. Braun
patii taxonu povazovaného za Casny ekotyp a predstavuje pozdni populace, popsal Casné

kvetouci ekotyp nové jako M. nemorosum var. praecox Stech.

1.3.2. Variabilita ovlivnéna hostitelem

Habitus rostliny neni vzdy ovliviiovan pouze vlivem genotypu, Vv mnohym piipadech je
ovliviiovan abiotickymi faktory, jakymi jsou napiiklad mnoZstvi svétla, Zivin a vody, ale také
kompetici s okolni vegetaci (SCHLICHTING 2002). Pravé kompetice s okolni vegetaci je
pomérné dilezity faktor ovliviiujici vysku a celkové mohutnost rostliny (HELLSTROM et al
2004). Zvlastnim piipadem jsou parazitické a poloparazitické rostliny, které jsou ve vétSing
ptipadt zivotn€ vazany na hostitelskou rostlinu. Hostitelska rostlina ovSem neovliviiuje pouze
zivotnost, ale také wvzhled a fertilitu. Takovato zavislost se vyskytuje u vétSiny
poloparazitickych roda ¢eledi Orobanchaceae napt. u Euphrasia (HELLSTROM et al 2004),
Rhinanthus (JONSTRUP et al. 2016) a Melampyrum (STECH 1998, 2000).

U studovaného rodu Melampyrum se zavislost na hostitelské rostliné projevuje tak, ze
pokud dojde k pripojeni na hostitele, rostliny rychleji rostou, vice se vétvi, maji vice list,
kvetou a jsou celkové vitalnéjsi nez rostliny, které nenaleznou zaddného hostitele. Takovéto
rostliny nemaji dostatek zivin umoziujicich normalni rust, tudiz nekvetou, neplodi a mnohdy

hynou (CANTHLON et al. 1963, SVENSSON et al. 2001). Hostitelskymi rostlinami jsou
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zpravidla dieviny (Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae aj.), byliny (napf. Rosaceae) a

Vv neposledni fadé¢ travy (Poaceae) (HARTL 1974).

V mnohych piipadech dochdzi k napojovani na kofeny vlastniho druhu (ADAMEC
2012). Nékteré zrecentnich studii také zminuji uréitou druhovu specifitu pii vybéru
hostitelské rostliny. Napiiklad Jonstrup et al. (2016) uvadi, Ze mezi nejlepsi hostitelské
rostliny patii rostliny z ¢eledi Fabaceae (napi. Trifolium sp.), coz ukazuje ve své studii na
rodu Rhinanthus. Na takovémto hostiteli jsou rostliny celkoveé vyssi a statnéjsi, vétvené;si

nezli tomu je u méné vhodného druhu hostitele napt. travy.

Vyse uvedené zavislosti mezi poloparazitickou a hostitelskou rostlinou znaéné
umociuji vznik variability ve fenotypovém projevu. Na zakladé této variability bylo v historii
popsano zna¢né mnozstvi samostatnych taxont, které ovSem nemaji velkou taxonomickou

hodnotu, tudiz by bylo vhodné uvazovat o jejich ptehodnoceni.

1.4. Nové poznatky o0 skupiné M. nemorosum

Soucasné analyzy zabyvajici se fylogenezi rodu Melampyrum odhalily, ze okruh
Melampyrum nemorosum podle tradi¢niho Séova vymezeni neni geneticky uniformni a je
ziejmé tvofen dvémi hlavnimi liniemi (LI et al. 2008, STECH nepublikovana data).
V soucasnotsi se jevi jako velmi potiebné nové taxonomické vymezeni jednotlivych druhti ve
skupiné M. nemorosum. Dalsi potiebou je také objasnéni vyznamu a rozsahu hybridizace, ke

které pravdépodobné dochazi v oblastech, kde se skupiny a jednotlivé druhy stietavaji.

1.4.1. Analyzy chloroplastové DNA

Analyza chloroplastové DNA u rodu Melampyrum se jevi jako vhodny prostiedek pro
odhaleni vzajemnych vztahii jednotlivych druhii. Nékteré druhy skupiny jsou dobie

vymezeny, jak je tomu V ptipadé



M. velebiticum nebo M. subalpinum. (So6 et WEBB 1972). To vSak uz neplati o
komplikovaném M. nemorosum s. str., kde analyzy cpDNA odhalily prozatim 2 skupiny
haplotypti s odlisnym geografickym rozsifenim (Obr. 3) a pravdépodobné starou diferenciaci
(DRrRAHNIK 2013). Jedna skupina haplotypt se zda byt rozsitena v populacich vyskytujicich se
v severni Evropé a v severni ¢asti Evropy stfedni, coZ odpovida haplotypu nemorosum.
Druha skupina byla pak zaznamendna v populacich zjizniho a vychodniho upati Alp,
vychodniho Slovenska a severni ¢asti Balkanu. V této skupiné je zastoupeno vice skupin
haplotypti mezi nimiz se nachazi i haplotyp degenianum. Druh M. degenianum byl So6em
(1926-1927) povazovan za piechodny typ od M. nemorosum. Tato geograficka vikariance
ma pravdépodobné historické diivody a zifejmé se jedna o pomérné staré piivodné izolované

linie, které se ziejmé dostavaji do sekundarniho kontaktu.

cpDNA

@ M. nemorosum - severni linie

® M. nemorosum - jizni linie

@ M. nemorosum, jizni linie, V Slovensko
® M. nemorosum - Driencansky kras

L AR ek

Obr. 3. Rozsifeni jednotlivych skupin M. nemorosum podle cpDNA (DRAHNIK 2013)



Pti studiu chloroplastové DNA byly také odhaleny izolované haplotypy (blizké cpDNA
haplotypu piibuzného druhu M. sylvaticum, STECH in prep.), které byly nalezeny v reliktni
oblasti jizn¢ od Muranské planiny na Slovensku (Obr. 3, cerveny symbol).
Vzhledemk pravdépodobné sesterské pozici M. sylvaticum k celé skupin¢ M. nemorosum se

mize jednat o ancestralni polymorfismus (DRAHNIK 2013).

K pravdépodobnému kontaktu zkoumanych skupin ziejme dochdzi na tzemi severné
od Alp v Rakousku, na jizni Moraveé, jiznim Slovensku, v severnim Madarsku a na
vychodnim Slovensku. Je také pravdépodobné, Ze soucasné rozsiteni haplotypt Melampyrum
nemorosum odrazi glacialni refugia a postglacialni migraci celé skupiny. S existenci mnoha
refugii na uzemi Evropy jsou spojovany predev§im ctvrtohory. Béhem cCtvrtohor se
Vv pravidelnych intervalech stiidaly glacialy a interglacialy (HEWITT 1999). Glacialy (trvajici
cca 100 000 let) se vyznacovaly chladnymi a relativné suchymi podminkami a interglacialy
(trvajici 10 000 let) teplejSimi a vlhéimi podminkami. V obdobi posledniho glacialniho
maxima (LPG) byla velka ¢ast stfedni Evropy pokryta ledovci, coz mélo zasadni vliv na
roz$ifeni rostlin a zivocicht. Rostliny a Zivocichové se stahovali do tizemi s pfihodnymi
podminkami, kde mohli riist a pfezivat mrazivé obdobi (TZEDAKIS et al. 2013). Tato uzemi se
nazyvaji glacidlni refugia a podle molekularnich a fosilnich dat se jich nachazi v Evropé
nckolik. Refugia ovSem nemusela pfedstavovat pouze rozsihld uzemi, ale také velmi malé

plochy s vhodnymi mikroklimatickymi podminkami.

Pohledy na glacialni refugia se v posledni dobé pomérné vyviji. Mezi prvni teorie patii
koncept tfi hlavnim jihoevropskych refugii, které se nachazeji na Iberském, Apeninském a
Balkanském poloostrové (HEWITT 1999, TRIBSCH et SCHONSWETTER 2003, TRIBSCH 2004).
kolonizaci stiedni a severni Evropy. Hewitt (1999) rozliSoval 3 hlavni postglacidlni sméry
migrace a to vyhradné z balkanského poloostrova (Alnus glutinosa, Fagus sylvatica aj.), ze
vSech tii refugii naraz (Quercus sp.) a z balkanského a pyrenejského poloostrova, coz je ¢asto
dokladano u zivocicht (Ursus arctos) (DOPPES et PACHER 2014). V disledku postglacialni
migrace dochéazelo k sekundarnimu kontaktu odliSnych genetickych linii v rdmci druhu nebo
druhtt samotnych. Tento kontakt vytvaii novou genetickou variabilitu v disledku zvySeni
intenzity speciacnich procest, kterymi jsou napf. hybridizace, polyploidizace a opakované
zakladani novych populaci, kde dochazi k potlaCeni méné frekventovanych alel (HEwWITT
1996 a 1999, KELLER et al. 2014). Diky témto specia¢nim procesim doslo mnohdy i ke
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vzniku novych druhu jako v ptipadé Saxifraga osloensis (BROCHMANN et al. 1996). Mnoho
dnesnich studii ukazuje, Ze pritomnost vice genotypi v rdmci populace ¢i samotného druhu je
zpusobeno splynutim rozdilnych genetickych linii ptivodem z jinych refugii (LAIT et BURG
2013). Podle nejnovéjsich fylogeografickych a paleoekologickych studii je vSak situace
refugii podstatné komplikovanéjsi a ukazuje se, Ze mnoho refugii neni homogennich.
Také vznikaji teorie, které tvrdi, ze nékteré z tradicné uvadénich refugii jsou znacné
strukturovana (STEWART et al. 2010). Tyto teorie pojednavaji o mimofadné geografické a
klimatické riznorodosti v ramci tfech hlavnich jiznich glacialnich refugii (viz vyse). Dale se
také ukazalo, ze fada temperatnich druhti napt. Fagus sylvatica (MAGRI 2006), Alnus
glutinosa (HAVRDOVA et al. 2015), Salix sp. (TzeDAKIS et al. 2013) aj. mohla piezivat
v refugiich mnohem vice na sever (krypticka refugia), nez se predpokladalo a to na izemi
Mad’arska, jizni Moravy a Karpat (STEWART et LISTER 2001, SCHMITT et VARGA 2012). Tyto
teorie jsou podpofeny na zakladé fylogeografickych analyz temperatnich rostlin napt. Rosa
pendulina (FErR et al. 2007), Lonicera nigra (DANECK et al. 2011), Pulsatila vernalis
(RONIKIER et al. 2008), Rhinanthus major (VRANCKEN et al 2012) Cyclamen purpurascens

(SLovAK et al. 2012) a mnoho dalSich.

Podle ptedbéznych analyz zabyvajicich se fylogenezi okruhu M. nemorosum (Obr. 4)
se zda, Ze studované skupiny haplotypii jsou odliSeny pomérné vyrazné a jejich geografické
roz§iteni pravdépodobné odrazi ptezivani a nasledné Sifeni z rozdilnych refugii. Skupina
haplotypti nalezenych u rostlin M. nemorosum ze severni ¢asti Evropy a v Ceské republice je
nejvice piibuzna skupiné haplotypi vyskytujicich se u M. hoermannianum a M. subalpinum.
Druha skupina haplotypt se vyskytuje v populacich M. nemorosum jizniho a vychodniho
okraje Alp a vychodniho Slovenska. Tato skupina je bliz§i skupin€ haplotypl nalezenych u

rostlin z okruhu M. velebiticum.
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Obr. 4: Pfedbézné vzajemné vztahy mezi jednotlivymi taxony skupiny Melampyrum
nemorosum agg. na zdkladé analyz 3 tusekii cpDNA. Metoda Maximum likelihood, s

bootstrapovymi podporami (Stech nepublikovana data)

1.4.2. Cytometrické analyzy

Analyza velikosti genomu ukazuje pomérné vyraznou variabilitu v populacich M.
nemorosum, ktera je zfeteln€ korelovana s rozeznanymi skupinami haplotypii (severni a jiZni).
Rozlisované skupiny se 1isi ve velikosti genomu o ca 6%. Rostliny jizni linie z podhtii Alp
maji prokazatelné vétsi genom neZ populace severni linie (Obr. 5). V ramci jizni skupiny se
navic pomérn¢ dobie separuji populace z oblasti JV Slovenska, které se velikosti genomu
podobaji severni linii. Diferenciaci na jizni a severni linii mohla pravdépodobné zplsobit
historicka hybridizace mezi M. nemorosum a M. subalpinum. Pravé M. subalpinum, které se
hojné vyskytuje na vychodnich svazich Alp mé vyrazné vétsi genom neZ je tomu u jiznich a
severnich typu. Tuto hypotézu pomérné dobie podporuji soucasné studie (CHLUMSKY et al.
2016, STECH et al., in prep.), které potvrdily introgresi druhu M. nemorosum do M.
subalpinum. Rozdil ve velikosti genomu mezi rozliSovanymi liniemi M. nemorosum neni
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prili§ zietelny u populaci vyskytujicich se v blizkosti nebo pfimo v kontaktni zon¢, coz muze

byt dals$im dikazem hybridizace (DRAHNIK 2013).

280
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Count

100
|

50
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0 100 200 300 400 500 BO0 700 BOO 900 1000

DAPI fluorescence

Obr. 5: Spole¢na analyza vzorkl severni a jizni skupiny (populace Nitra a Bukova), barveni
DAPI

1.4.3. Morfometrické analyzy

Dosavadni morfologické analyzy odhalily, Ze jednotlivé molekularné¢ vymezené skupiny lze
rozpoznat velice obtizn¢, ptredev§im na Urovni jednotlivych rostlin. Urcitého rozliSeni na
urovni populaci se vSak zd4 byt mozné. Vymezujicimi znaky jsou pfedevSim znaky na kalichu
(Sitka kaliSnich cipli) a hornim pysku koruny (vyska horniho pysku). Ukazuje se, Ze rostliny

severnich populaci maji oproti jiznim populacim uzsi kali$ni cipy a mensi horni korunni pysk.

Vzhledem ke zfetelnym genetickym rozdilim v cpDNA se navzdory malym
morfologickym rozdilim otevird otdzka mozného taxonomického hodnoceni odlisnych

skupin. Dosavadni vnitrodruhové c¢lenéni zdlraziiovalo piedev§im sezonni variabilitu
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(RONNIGER 1911, So6 1927, SirosovA 1997). Doposud byl kladem maly diraz na
geografické rozriiznéni populaci M. nemorosum s. str., které koreluje s tradi¢ni koncepci
vikariance drobnych druhl tohoto okruhu (S00 1926-1927). Je zjevné, ze vysledky
dosavadnich molekularnich analyz ukazuji nezbytnou potiebu nové taxonomické koncepce
celé skupiny, ktera bude zalozena jak na molekularnich analyzach, tak na morfologickych

charakteristikdch geneticky dobfe podpofenych taxond.

1.5. Cile prace

Tato diplomovad prace navazuje na mou bakaldfskou praci (DRAHNIK 2013), ktera
vyuzivala pouze cytometrii, morfometriku a cpDNA a byla omezena na mensi tizemi. Pro
magisterskou praci bylo uzemi vyrazné rozsiteno a rovnéz zahrnuty dalsi taxony agregatu.

Dale byla pozornost vénovana vybranému useku jaderné DNA.

Byly stanoveny tyto cile:

1) Rozsifeni dat o nové populace z oblasti s neznamou genetickou strukturou.

2) Vymezeni skupin na zéklad¢€ analyzy cpDNA

3) Srovnani informaci z chloroplastové a jaderné DNA

4) Detailngjsi studium kontaktnich zoén vymezenych skupin a nalezeni vhodnych
jadernych markert pro studium potencialni hybridizace na kontaktnich zonach rliznych

haplotypovych skupin cpDNA.

5) Srovnani rozdili v morfologickych znacich a velikosti genomu mezi geneticky

podpoienymi skupinami.
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2. Metodika

Metodicka ¢ast diplomové prace je z vEtSi Casti prevzata z bakalaiské prace (DRAHNIK
2013). U nékterych analyz byly provedeny drobné zmény, které jsou vzdy v uvodu

jednotlivych metod uvedeny.

2.1. Sbér materialu

Rostlinny material z agregatu M. nemorosum byl ziskédn ze 118 populacich na tzemi 11
zemi (CZE, SVK, POL, HUN, AUT, ROU, SRB, HRV, LTU, SWE, SLO). Do analyz bylo
zafazeno také 64 populaci, které byly zpracovany jiz pro Gcely bakalarské prace. Analyzované
populace jsou zobrazeny na obrazku 6. Detailni pfehled lokalit 1 s pouzitymi metodami je

uveden v piiloze 1. Osobné jsem se podilel na sbéru materialu ze 43 populaci a 7 zemi.

Minimaln¢ jedna rostlina z kazdé studované populace je dolozena herbafovou polozkou

v herbati PFFJU (CBFS).

< QObr. 6: Mapa analyzovanych

populaci M. nemorosum



2.2. Sekvenovani

Sekvenace byla provedena celkové u 75 populaci (Pfiloha 1). Z kazdé populace bylo
sebrano 1-5 rostlin a z nich bylo odebrano ca 5 listent. Listeny byly uchovany v silikagelu a
dlouhodobé¢ skladovany pii — 20 °C. Vlastni sekvenace byla v naprosté vétSin€ provedena u
2-5 rostlin z populace.

Pro studium genetické variability druhu M. nemorosum byly vybrany chloroplastové i
jaderné useky. Pouzité chloroplastové useky trnTYCY-trnLYAA psbA-trnHCYC a rpl32-trnLYAC
se osveédcily pfi rozliSovani jednotlivych skupin M. nemorosum agg. jiz v piedchozich
analyzach a také v mé bakalarské praci (DRAHNIK 2013). Pfi hledani vhodnych jadernych
markerti se vychazelo ze studie (LI et al. 2008), ve které byl rod Melampyrum pouzit jako
jedna z modelovych skupin pro nalezeni vhodnych single copy gent pro fylogenetické studie

na Grovni rodd.

2.2.1. lzolace DNA

Z ptedem vysusenych listenti byla odebrana tkan o velikosti piiblizné 0,5 — 0,75 cm?.
Vzorek byl vlozen spolecné se dvéma wolframkarbidovymi kulickami do oznacené
eppendorfky. Ependortky byly vlozeny do oscilaéniho mlynku (Retsch MM400) a po dobu 2
minut pii frekvenci 30 kmitl/sek. byl vzorek drcen. Poté bylo pfidano 20 ul NaOH (c = 0,5
M; WANG et al. 1993). Diky hydroxidu sodnému dochazi k naruseni bunééné stény, DNA je
nasledné uvolnéna do roztoku a denaturuje. Smés byla promichéna a tekuta cast prevedena do
nové popsané zkumavky. Nasledné byl vzorek centrifugovan (Hettich Universal 320r) pfi
teplot¢ 22 °C po dobu 2,5 min pii frekvenci 13800 otacek/min. Centrifugace oddélila
nezédouci pevné slozky od zbytku roztoku. Z tekutého supernatantu bylo piepipetovano 5 pl
do finalni SAFE-LOCK zkumavky a bylo pfidano 45 pl pufru Tris — HCI (pH 8,3; ¢ =
100mM). Takto izolovana DNA byla skladovana pii -20 °C pro nasledné analyzy.
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2.2.2. PCR, purifikace a priprava sekven¢ni smési

analyz. Nov¢ bylo potfeba optimalizovat metodiku PCR a sekvenaci tsekt jaderné DNA
(nDNA), ptedevsim poméry jednotlivych slozek PCR smési a reakéni podminky vlastni PCR.
Optimalizace a nasledné analyzy byly provedeny na jadernych usecich Agtl, AroB, At103 a
Eif3E. Zde doslo k jediné¢ zméné u pievzaté metodiky (LI et al. 2008), a to nahradou nested
PCR za béznou PCR. Primery pouzité pii amplifikaci chloroplastovych tsekli a jadernych

usekt jsou uvedeny v tabulce 1 a 2.

Tab. 1: Prehled pouzitych primert pti amplifikaci cpDNA usekt

Primer Sekvence useku 5°-3" Citace

trnTUSY2F CAAATGCGATGCTCT AACCT Shaw et al. 2005
trnLYA4R TCT ACC GAT TTC GCC ATATC Taberlet et al. 1991
psbA ATG CAT GAACGT AATGCT C Sang et al. 1997
strnHEY¢ CGC GCATGG ATT CAC AAT CC Tate et Simpson 2003
rpl32F CAG TTC CAA AAAAACGTACTTC Shaw et al. 2007
trnLUA°R CTG CTT CTT AAG AGC AGC GT Shaw et al. 2007

Tab. 2: Prehled pouzitych primerd pii amplifikaci nDNA

Primer Sekvence tiseku 5°-3° Citace

AgtlF GAT TTC CGH ATG GAT GAN TGG GG Li et al. 2008

AgtlR CCAYTCCTCCTT CTG HGT GCAGTT Li et al. 2008

AroBF GCATTC TAC CAARCW CARTGT GT Barten and Meyer 1998
AroBR GCTTTGTTTTCACATGAWCKCTTDATAGCA Barten and Meyer 1998
At103F CTT CAAGCC MAAGTT CATCTT CTA Rzeznicka et al. 2005
At103R TTGGCAATCATTGAGGTACATNGTMACATA Rzeznicka et al. 2005
Eif3EF TTTGAATGTGGCAACTAYTCTRGTGCTGC Yahalom et al. 2001
Eif3ER ACCTCTTCACACTCYYTCATCTT Yahalom et al. 2001
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PCR reakce probihaly v objemu 10 pl. Na reakéni smés bylo smichano (na 1 vzorek)
2,2 ul PCR vody, 1,2 ul forward a revers primeru (oba ¢c= 2,5 pmol/ ul) a 5 pl Master Mix
Top Bio (slozeni je nasledujici: 50 mM Tris-HCI (pH 8,8, pii 25°C), 40 mM (NHa4)2SOs4,
0,02% Tween 20, 5 mM MgCl2, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM
dTTP, 100 U/ml Tag DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory a aditiva). K takto smichané
smési bylo ptfidano 0,4 ul DNA vzorku. Amplifikace probihala v termocycleru (BIOER xp
thermal gradient). Reakéni podminky pro zkoumané tiseky cpDNA jsou uvedeny v tabulce 3 a

pro jaderné useky v tabulce 4.

Tab. 3: Reakéni podminky pro amplifikované tseky cpDNA

rpl32-trnLYA¢ trnTYCY-trnLYAA psbA-trnHEYe
Teplota | Cas | Pocet | Teplota | Cas | Poget | Teplota | Cas | Pocet
CC) | (s) |eykla]| ©C) | (s) |eykia]| C) | (s) | cykln
Denaturace 95 180 95 300 94 300
Cykly 95 45 95 60 94 30
51 60 35 62 60 32 57 30
35
72 60 72 60 72 60
Konec¢na
elongace 72 600 72 600 72 600
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Tab. 4: Reakéni podminky pro amplifikované aseky nDNA

Agtl, AroB, At103,
Eif3E

Teplota | Cas | Podet
(°C) (s) | cyklu

Denaturace 95 180

Cykly 95 45
50 40
46
72 60
Konec¢na 79 420
elongace

Elektroforézou byla na agar6zovém gelu (1,5%) a v pufru TBE ovéfena uspéSnost
amplifikace. Jako standard byl pouzit ladder (100 bp, New England BioLabs) a k detekci
barvivo GelRed. Ke kazdému vzorku (3 pl) bylo ptidano 0,8 ul barviva. Elektroforéza
probihala pod napétim 120 V ptiblizn¢ 20 minut. Po skonc¢eni elektroforézy byl gel nasniman
pomoci UV kamery v programu Scion VisiCapture. Amplifikovana DNA byla dale
purifikovana pomoci latky ExoSap (Exonuclease I (20U/ul), Shrimp Alkaline Phosphatase
(1U/ul). K 5 pl amplifikované DNA bylo ptfidano 1,5 pl ExoSapu, vSe bylo fadn€ promichéno
a kratce sto¢eno. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do termocycleru (BIOER xp thermal
gradient) a byl zvolen program na purifikaci. Purifikace se stavala ze dvou cykla (1. cyklus —

teplota 37° C a 15 minut; 2. cyklus — teplota 85 °C a 15 minut).

Sekvenaéni smés byla smichéna z 5,5 pl PCR vody a 2,5 pl primeru (10 pmol/ pl; druh
primeru zavisel na druhu analyzovaného useku). Do fadn€ promichané smési bylo ptidano 2
ul purifikované DNA (pro vSechny useky stejny pomér). Takto purifikovand smés byla
zaslana do sekvenacniho centra spolecnosti SEQme s.r.0. se sidlem v Dobftisi nebo do centra

spole¢nosti GATC Biotech se sidlem v Némecku.

Ziskané sekvence byly manualné zeditovany v programu BioLign v. 4.0.6.2. (HALL
2000) a v programu Geneious, verze 9.0.4 (KeEaARSE et al. 2012). Krychlému urceni
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homologii jednotlivych pozic sekvenci byl vytvofen v programu BioLign alignment pomoci
funkce Clustal W. Alignment celého souboru sekvenci byl proveden v programu Mafft
version 7 (KATOH et STANDLEY 2013) za téchto nastaveni: algoritmus hledani alignmentu
GINS-i1, skoérovaci matice pro nukleotidové sekvence 1PAM k = 2, postih za otevieni gapu =
1. Pii zpracovani sekvenci usekti cpDNA byly pomoci programu SeqState version 1.4.1
(MULLER 2005) zakodovany indely metodou Simple coding (SIMMONS et OCHOTERENA
2000). Tyto indely byly nasledné ru¢né zakddovany jako nukleotidy A/T. Jednotlivé
alignmenty zkoumanych usekt byly pospojovany v programu FaBox (VILLESEN 2007) a
pfevedeny webovym pievadéCem Bugaco (BUGAco.coM 2000-2013) do formatu nexus
vhodného pro program PopART 1.7 (LEIGH et BRYANT 2015). Z takto upravenych aligmenti
byla v programu POpART vytvofena haplotypova sit pomoci metody TCS Networks
(CLEMENT et al. 2002).

Obdobnym zptisobem byly zpracovany sekvence jadernych usekl. V tomto piipad¢ se
nevyskytovaly indely. Dulezité je také zminit, Ze k mému souboru dat byly pfi tvorbé
aligmentu a nasledné tvorb¢ siti pouzity star$i sekvence (stejné tiseky cpDNA a nDNA)

zpracované pro rozsahlou analyzu celého komplexu (seznam lokalit viz Piiloha 4).

2.3. Prutokova cytometrie

Pratokovou cytometrii bylo analyzovano 96 populaci (Pfiloha 1). Pocet vzorki na populaci
se odvijel od velikosti populace (5-20 jedinci). Nasbirané listy byly kratkodobé uchovany

V uzaviratelném igelitovém sacku v lednici.

2.3.1. Méfeni a priprava vzorku

Vétsina analyz byla provedena v Laboratoii molekularni biologie rostlin P¥F JU v Ceskych
Budgjovicich. Starsi ¢ast vzorkl byla méfena v Botanickém tstavu AV CR v Prithonicich.
Vzorky byly barveny dvojim zplisobem a to pomoci interkala¢niho barviva PI (propidium
jodid) a AT selektivnim barvivem DAPI (4’,6-diaminido-2-phenylindole). Vzorky barvené

pomoci PI byly analyzovany na pritokovém cytometru CyFlow SL (zdrojem svétla je laser o
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vlnové délce 532 nm) a vzorky barvené pomoci DAPI na cytometru Partec PAII (zdrojem
svétla je rtutova vybojka). Internim standardem byla Bellis perennis s velikosti genomu

2C = 3,60 pg. Be¢hem analyz byly cytometry nastaveny, tak aby byl standard na kanalu 100
(starsi cast prazskych vzorkl na kanéalu 200) na 1024 kandlové stupnici. Pti barveni DAPI
bylo zaznamenavano 3000 castic a pii PI 5000 castic. Méfenym parametrem byla
fluorescence castic, v naSem piipadé fluorescence jader. K pifipravé vzorki byl pouzit

upraveny dvoustupiiovy postup jaderné izolace a barveni (DOLEZEL et al. 2007a).

Ptiprava barviciho roztoku se odvijela pfedevsim podle typu barveni a také poctu
vzorkid. Pfi barveni pomoci DAPI byl pfipraven roztok z 25 ml citratfosfatového (0,4 M)
pufru Otto II, 50 pl antioxidantu 2-merkaptoethanolu (2 pul/ml M) a 1 ml roztoku DAPI (1
mg/ml). Vyslednd koncentrace roztoku 4 pg/ml. Pfi ptipravé roztoku pro méteni pomoci PI
byl piipraven roztok z 20 ml pufru Otto II, 50 ul antioxidantu 2-merkaptoethanolu (2 pl/ml
M) a 1 ml roztoku PI (100 mg/ml) a 1 ml RNasy (100 mg/ml). Vysledna koncentrace roztoku
50 pg/ml. Dalsim krokem byla pfiprava tkang. Do Petriho misky bylo pfipraveno ca 0,5 cm?
tkang listu a piiblizné 3—-5x méné listu sedmikrasky (empiricky vyzkouseno). K rostlinnému
materialu bylo ptfidano 400 ul vychlazeného pufru Otto I (0,1 M kyselina citronova, 0,5 %
detergent Tween20) a vSe spole¢né nasekano ziletkou na homogenni smés. Tato smés byla
dale prefiltrovana pies filtr 42 um (Uhelon 130T). Filtrat byl senzoricky zkontrolovan, zda
neobsahuje zbytky tkané ¢i jiné necistoty a smés byla ponechana 2-3 minuty stat. Po odstani
filtratu bylo ptidano 800 pl pfipraveného barviciho roztoku Otto II podle typu barveni. Pomér
mezi piefiltrovanym Otto I a barvicim roztokem Otto II musi byt v poméru ca 1:4. Takto

pfipraveny vzorek byl vlozen do pritokového cytometru a byla méfena fluorescence.

2.3.2. Zpracovani a zhodnoceni dat

Ziskana data z cytometru byla zpracovana v programu FlowJo 10 (TREE STAR 2015) a také ve
statistickém programu STATISTICA verze 12 (STATSOFT Inc. 2013). Zkoumané populace
skupiny M. nemorosum byly rozdéleny do 5 skupin podle geografického puvodu. Dale pak
byly rozdeleny do nékolika skupin podle pfitomnosti jednotlivych haplotypti chloroplastové
DNA. Z primérnych poloh piki vzorku a standardu byl pro kazdy analyzovany vzorek (pfi

barveni pomoci DAPI se jednalo se smésny vzorek ca 5 ti rostlin) stanoven pomér
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fluorescence vzorek/ standard. Nekvalitni analyzy, u kterych piesahla hodnota CV vzorku
(koeficient variace) hodnotu 4, byly z dalsich analyz vylouceny. Z poméru byl vypocitan
pramér, a také ur¢ena minimalni

a maximalni hodnota pro jednotlivé skupiny populaci. Také byla vypoctena variabilita uvnitf

Pomér max— Pomér min

vymezenych skupin podle vzorce: Variabilita [%] = Pomeér primér

x100

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly testovany analyzou variance (ANOVA) a Tukyeho

testem.

2.4. Morfometrické analvzy

Rostliny pouzité pro morfometrické analyzy byly sbirany v 59 populacich (Ptiloha 1). Pfi
sbéru materialu byl opét bran zietel na velikost populace. Pocet sbiranych rostlin se tudiz
pohyboval mezi 5 a 20 rostlinami. Pfi sbéru rostlin bylo Zadouci vybirat takové rostliny, které

byly co nejméné poskozené a vyvojové v optimalni fazi.

2.4.1. Méreni morfologickych znakii

Z kazdé zkoumané rostliny byl odebran kvét s kalichem a 1. a 5. listen. Tyto casti byly
jednotlivé nalepeny pomoci prihledné lepici pasky do seSitu. Vzdy bylo méteno 26 znakl. Na
koruné bylo méteno 13 znaki, na 1. a 5. listenu vzdy po 4 znacich a na kalichu 5 znakt (Obr.
7-9; Tab. 5-7). Vybrané znaky jsou i pifes fenotypovou plasticitu studovaného rodu
povazovany za taxonomicky vyznamné. SeSity s nalepenymi vzorky byly naskenovany
v rozliSeni 600 dpi a nasledné¢ méfeny v programu tpsDig verze 2.16 (RoHLF 2010). Jako
kalibrace bylo pouZito centimetrové pravitko, které bylo naskenovano spolecné se vzorky.
Sesity s nalepenymi &astmi rostlin jsou uloZeny na katedie botaniky PfF JU v Ceskych

Budéjovicich.
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Tab. 5: Pfehled métenych morfologickych znakt na koruné

Cislo znaku  Kéd znaku Popis
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 Délka koruny
13 @) Otevieni

Obr. 7: Zobrazeni méfenych morfologickych znakt na koruné
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Tab. 6: Pfehled métenych morfologickych znakti na 5. a 1. listenu

Cislo znaku  Kéd znaku Popis
14 SL5 Sitka 5. listenu v nej$irsim misté
15 V5 Vzdalenost nejsSirsiho mista od baze 5. listenu
16 DL5 Délka 5. listenu
17 DRL5 Délka tapiku 5. listenu
18 SL1 Sitka 1. listenu v nej$irsim misté
19 V1 Vzdalenost nejsSirsiho mista od baze 1. listenu
20 DL1 Délka 1. listenu
21 DRL1 Délka tapiku 1. listenu

Obr. 8: Zobrazeni morfologickych znakti na 1. a 5. listenu
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Tab. 7: Pfehled métenych morfologickych znakt na kalichu

Cislo znaku Koéd znaku  Popis

22 DHKC Délka horniho kalisniho cipu

23 DKT Délka kalisni trubky

24 SHKC Sitka horniho kali$niho cipu

25 DDKC Délka dolniho kali$niho cipu

26 SDKC Siika dolIniho kaligniho cipu
24

22

75 26

Obr. 9: Zobrazeni mé&fenych morfologickych znak na kalichu

2.4.2. Statistické zpracovani dat

Pfed samotnym statistickym vyhodnocenim morfometrickych dat byly populace rozd€leny
do 5geografickych skupin a 6 dalSich skupin podle vysledkii cpDNA. Zakladni statistické
analyzy jako napf. korela¢ni matice znakl, populaéni pruméry aj. byly pocitany v programu
STATISTICA verze 12 (STATSOFT Inc. 2013). Mnohorozmérné analyzy byly provedeny
v programech R 2.15.3 (R Core TeEaM 2013) a CANOCO for Windows verze 5 (BRAAK &
SMILAUER 2012).

Nejprve byla data procisténa, a to predevsim ta, kde nebyly zmétené vsechny zkoumané
znaky (okus, morfologicka zména, opad, uvadnuti). Takovéto rostliny byly z dalSich analyz
odstranény. Pro zjiSténi korelace mezi méfenymi znaky byla vypocitana korela¢ni matice.
Z dvojice siln¢ korelovanych znakl (r > 0,9) byl vZzdy jeden vylouc¢en. V mém piipadé byly
vylouceny tyto znaky: O, DCB, DCTB a DHKC. Pro ucely diskriminacni analyzy byly
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vypocteny populacni priméry jednotlivych znakli a také byla ovéfena normalita rozlozeni
(MARHOLD & SUDA 2002). Data se blizila normalnimu rozdéleni, a proto nebylo potieba

transformace.

K zjisténi zakladniho rozdéleni populaci i jednotlivych vzorkli byla v programu
CANOCO 5.0 (BRAAK & SMILAUER 2012) provedena analyza hlavnich komponent (PCA).
Jedna se o ordina¢ni metodu umoziujici redukovat pocet dimenzi v euklidovském znakovém

prostoru tak, aby doslo k minimalni ztraté¢ informace (MARHOLD & SUDA 2001).

Pomoci programu CANOCO 5.0 (BRAAK & SMILAUER 2012) a v né&kterych piipadech
RStudio 0.97.336 (R Core TEAM 2013) s piedem definovanymi funkcemi (KOUTECKY 2016)
byly zjistény znaky, které nejlépe odde€luji jednotlivé skupiny M. nemorosum definované na
zékladé molekularnich vysledkli nebo definované geograficky. Pouzitou metodou byla
linearni diskriminaéni analyza (LDA) za pouziti forward selection. Linearni diskriminaéni
analyza je metoda, kterd hleda rozdily mezi a priori definovanymi skupinami. Uréuje, které
znaky nejlépe odlisuji zkoumané skupiny. Takovéto znaky poté mohou slouZit pro

determinaci danych skupin (MARHOLD & SUDA 2001).
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3. Vysledky

3.1. Molekularni analyzy

Sekvence byly ziskdny ze 75 populaci M. nemorosum, piicemz u 43 populaci byly
analyzovany jak chloroplastové tiseky DNA (trnTYCY-trnLYAA psbA-trnHEYC, rpl32-trnLUAC),
tak i jaderné useky DNA (Agtl, At103). Amplifikace usekt AroB a Eif3E byla opakované

neuspesna za riznych podminek, a proto byly tyto useky z dal$ich analyz vyfazeny.

3.1.1. Chloroplastova DNA

Alignovana délka useku trnT-trnL je 825 bp, psbA-trnH 670bp a rpl32-trnLL 708bp. Spojenim
580 sekvenci vsech tii chloroplastovych tsekt vznikl aligment o délce 2203 bp. V aligmentu
bylo obsazeno 1035 variabilnich mist se substitucemi a rtizné dlouhymi indely. V tseku
psbA-trnH byla také zjisténa jedna 7bazova inserce. Program Fabox v aligmentu odhalil 217
haplotypti. Z nich byla vytvotena haplotypova sit’ (Obr. 10) v programu PopART funkci TCS

network pii 90% spojovacim limitu.

Vznikla haplotypova sit’ je znacn€ komplikovand, presto ukazuje pomérné zietelnou
strukturu. Lze rozliSit zhruba 6 skupin haplotypi, které z¢asti odpovidaji taxonomickému
¢lenéni a geografickému pivodu lokalit. Centralni skupina haplotypi (,,haplotypy centralni®,
obrazek 10 - zelend barva) byla zjiSténa v populacich rozsifenych po obvodu Panonské niZiny,
v SZ Chorvatsku a na jiznim uUpati Alp. Pomérné¢ izolovanou pozici v ramci této skupiny ma
haplotyp populace z Drien¢anského krasu. Druhd skupina (,,haplotypy nemorosum®, obrazek
10 - modra barva) je znacn¢ komplexni a zahrnuje populace z riznych regioni i populace
raznych druhii. Pomérné kompaktni je zde skupina haplotypt rozsifena v populacich M.
nemorosum z CR, Slovenska a severni Evropy. Do této druhé skupiny viak také pati
haplotypy zjisténé u druhu M. subalpinum a u nékolika populaci oznacenych jako M.
degenianum z kontaktni zony mezi M. subalpinum a M. nemorosum s. 1. v oblasti Videniského

lesa a také populace z pohoii Bihor a podhtii Karpat. Dalsi podskupinou jsou haplotypy M.
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hoermannianum ze Srbska. K témto srbskym haplotyptm je piipojena 3. skupina (,,haplotypy
hoermannianum®, obrazek 10 — riizova barva), ktera je oddélena fadou mutaci a obsahuje téz
haplotypy M. hoermannianum ze Srbska. Dalsi velkou skupinou je 4. skupina (,,haplotypy
degenianum® obrazek 10 — Cervena barva), ktera je tvofena n¢kolika podskupinami, pfevazné
ze severovychodniho podhtifi Alp, zapadniho Slovenska a Mad’arska a z Chorvatska. V této
skupiné také tvoii podskupinu haplotypy néckterych populaci z vychodniho Slovenska,
konkrétné¢ z populace Slanec (SLANN), Gombasek (GOMBN), Bysta (BYSTN) a Ochtinna
(HRADD). Do této skupiny se jesté fadi ¢ast haplotypu z rostlin morfologicky odpovidajicich
M. velebiticum ze Slovinska a Chorvatska. Pata a Sesta skupina (obrazek 10 - tyrkysova a
Sediva barva) jsou pomérn¢ malé skupiny, pficemz do 5. skupiny (,,haplotypy italicum*) patii
haplotypy z rostlin morfologicky odpovidajicich M. velebiticum agg. ze Slovinska a italskych
Alp. Sestou skupinu tvofi haplotypy (,,haplotypy karpatské®) z hiebenové ¢asti Karpat a jejich
podhiii. K této skupiné haplotypl patii 1 haplotyp zjistény u rostlin ziskanych z evropské
¢asti Ruska i od Irkutsku na Sibifi, kde vSak je Melampyrum nemorosum povazovano pouze

za zavlec¢ené. Geografické rozsifeni jednotlivych skupin haplotypi je patrné z obrazku 11.

Populace byly podle zjisténych haplotypovych skupin rozdéleny pro ucely
morfometrickych a cytometrickych analyz do raznych skupin. Vzhledem ke znamym
rozdilim ve variabilité rostlin se stejnymi haplotypy, ale z riznych regionti, byly populace
rostlin rozdéleny do geografickych skupin se zfetelem na kontaktni zony jednotlivych
haplotypovych skupin. Bylo vytvofeno 5 skupin obsahujicich rlizny pocet haplotypovych
skupin. 1) Skupina populaci severné od Alp =zahrnujici rakouské a cCeské rostliny
(Rakousko/Cesko; haplotypové skupiny ,,nemorosum* a ,.degenianum), 2) skupina populaci
ze Slovenska, Mad’arska a JV Rakouska (Slovensko/Mad’arsko; ,,centralni ,,nemorosum®,
,degenianum®, degenianum - Slovensko), 3) Karpaty (,,nemorosum* , karpatské®), 4)
Slovinsko (,,degenianum®, ,,velebiticum* a ,.italicum®) a skupina Srbsko (,,hoermannianum* a

,,nemorosum-).
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Obr. 10: Haplotypova sit analyzovanych tsekti cpDNA (trnTYSU-trnLYA4, psbA-trnHEYC,
rpl32-trnLYAC)
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Obr.11: Geografické rozsifeni jednotlivych haplotypovych skupin v populacich M.

nemorosum agg

3.1.2. Jaderna DNA
3.1.2.1. Agtl

Celkova délka aligmentu tseku Agtl je 253 bp. Tento tsek se ukazal pro analyzy velmi
vhodny, i kdyz analyza vysledkl je pomérné obtiznd. Ze zjisténych alel byla sestavena sit,
ktera ukazuje slozitou strukturu vzajemnych vztahG (Obr. 12) V mnohych pfipadech se
podafilo sestavit sekvence s degenerovanymi bazemi sloZzenim 2 alel (Obr. 13), takze lze
predpokladat jejich vyskyt ve zkoumanych rostlinach.

Na obrazku 12 jsou také vyneseny piislusné haplotypové skupiny cpDNA, z ¢ehoz je
patrné, Ze vétSina alel byla nalezena u vice haplotypovych skupin a proto se struktura zda na
prvni pohled chaoticka. AvSak pii podrobném pohledu lze nalézt jasné trendy. Skupina alel C
byla nalezena v rostlinach s centralnimi haplotypy a dale u vétsi ¢asti haplotypu degenianum,

ale také nemorosum a hoermanianum. Skupina N obsahovala pfedev§im haplotypy
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nemorosum, hoermannianum a karpatské. Ve skupiné V jsou soustiedény piedevsim
haplotypy italicum a velebiticum, ale také nemorosum a ¢ast karpatskych. Ve skupiné W je
pak vyznamna cast haplotypt degenianum, spole¢né s ¢asti nemorosum a ve skupiné

S ptevazuje haplotyp nemorosum.

c¢pDNA haploskupiny

@

1sample

"centralni"
"nemorosum”
"italicum”
"hoermannianum”
Obr. 12: Genotypova sit’ jednotlivych skupin M. nemorosum ‘degenianum’”

"degenianum-Slovensko"

oNoN X N No¥ Je

"degenianum-velebiticum"
"Karpaty"

agg. pro usek Agtl se zobrazenim piislusSnych cpDNA

haplotypti

Jesté¢ zajimavéEjsi vysledky zjistime, kdyz tyto rozliSené skupiny alel useku Agtl
vyneseme do mapy (Obr. 14). Rozsifeni skupiny C je napadné podobné rozsiteni cpDNA
haplotypu ,,centralni skupiny* a ¢asti haplotypt degenianum (Obr. 15). Rozsifeni skupiny N
se také napadné shoduje s rozsifenim haplotypti nemorosum a degenianum. Ob¢ skupiny vSak
zasahuji podstatn¢ vice k severu nez piislusné haplotypové skupiny. Alely ze skupiny V byly
prekvapiveé zjistény nejen v oblasti vyskytu haplotypi velebiticum a italicum, ale také

v Karpatech a pohofi Bihor.
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Obr. 13: Degenerované baze v sekvencich jaderného tuseku Agtl u rostlin M. nemorosum agg

Skupina alel W je napadné vazana na SV podhtii Alp, zatimco skupina S piedstavuje severni

skupinu alel, které byly zjistény pouze severné od Dunaje. Jizni hranice jejich vyskytu

prochazi jizni Moravou a stifednim Slovenskem (Obr. 14).
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Obr. 14: Geografické rozsiteni alel v populacich M. nemorosum agg
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Obr. 15: Geografické rozsifeni alel v populacich M. nemorosum agg. se zobrazenim

prislusnych haplotypovych skupin

3.1.2.2. At103

Celkova délka aligmentu useku At103 je 350 bp. Tento usek se ukazal jako velice variabilni,
sekvence obsahuji velké mnozstvi variabilnich mist a indelt. Naptiklad v populaci Zbrod
(ZBROD) bylo zjisténo u 10 rostlin 7 riznych genotypti (Obr. 16). Tato ohromna

vnitropopula¢ni variabilita ukazuje, ze tento isek neni vhodny pro pozadované analyzy.
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WA NV V3 L TA" |
TAGCCA fnGTTTFYanTG CTCCAAL mgrnnnGTTGTGGTrrrGTTTrTTrTG-rTTTrGngnTnnTGGnnnTrrnnnTrrnranTGTGT TTTTCGCGGAAACTT

CAGCCHECAGTITICHCAATGAC TGGnan.nnnGTTGTGGT CGTTTCTITC TG- TTTCGGTAATAATGGAAATCCAAATCCACTACTIGIGTATTTTGGGGGAAACTT

CAGCCURCAGTITICHCAA T GAC IGGAAAGCAAAGT TG TGGTCCCGTTIC T TCTGMC T T TC GG TAATAATGGAAATCCAAATCCACTACTGIGTATTTTGGGGRAAACTT

Obr. 16: Zobrazeni hypervarlablllty v sekvencich jaderného useku At103 v populaci Zbrod

3.2. Cytometrické analvzy

Cytometricka data byla rozdélena do jednotlivych vyse zminénych regiont (Karpaty,
Rakousko/Cesko, Slovensko/Mad’arsko, Slovinsko, Srbsko) a dale do zjisténych
haplotypovych skupin

U vsech analyzovanych populaci byla na zakladé poméru fluorescence Melampyrum a
Bellis stanovena velikost genomu. Pomér fluorescenci mezi Melampyrum a Bellis pro
jednotlivé skupiny je vynesen do grafu (Obr. 17). Dale byla vypoctena pro kazdou skupinu

mezipopulacni variabilita (Tabulka 8).
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Obr. 17: Velikost genomu u geograficky vymezenych skupin vyjadiend pomérem

fluorescence Melampyrum a Bellis, barveno DAPI. Se zahrnutim vysledkt Tukeyho testu

Tab. 8: Statistické vysledky analyz velikosti genomu u geograficky vymezenych skupin M.

nemorosum
. Rakousko/ Slovensko/ .
Skupina Karpaty Eesko Madarsko Slovinsko Srbsko
Barveni DAPI DAPI DAPI DAPI DAPI
Pocet 10 75 73 58 22
mereni
le CV
Sample C 1,737 2,279 2,241 2,713 2,689
mean
SIEDELT 1,806 2,643 2,601 3,426 3,151
CV mean
Eﬁ:’er 2,279 2,239 2,160 2,280 2,310
Pomer 2,307 2,57 2,548 2,660 2,720
max
Pomér
e 2,295 2,331 2,282 2,403 2,569
pramér
Variabilit
(;)r tabliita 1,22 14,19 17,00 15,81 15,95
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Na obrazku 17 je vidét, Ze skupina Srbsko, ktera obsahuje pouze haplotypy
hoermannianum ma zietelné nejvEétsi genom. Ostatni skupiny obsahuji vice nez jednu skupinu
haplotypt a tudiz je velikost genomu variabilni (ANOVA; DF =4, F= 70,4, p <0,001). To se
ukazuje také pti vypoétu mezipopulacni variability ve velikosti genomu v tabulce 8. Nejvétsi
variabilitu ma skupina Slovensko/Mad’arsko obsahujici haplotyp degenianum, ktery ma
pomérné velky genom a haplotypy Casti slovenskych populaci (napt. Slanec), které maji

Pro jednotlivé geografické oblasti byla provedena analyza velikosti genomu podle
jednotlivych chloroplastovych haplotypt. Vzdy byla provedena separdtni analyza dané
skupiny a poméry Melampyrum/Bellis pro jednotlivé haplotypy byly vyneseny do grafi.
Skupina Rakousko/Cesko (Obr. 18), Slovensko/Mad’arsko (Obr. 19) a skupina Slovinsko
(Obr. 20).

2,60

255

250 S

245

240 ¢

235t

Pomér Melampyrum/Bellis

2,30 t

225t

o Meadian
2,20 : : [ 25%-75%
degenianum nemorasum T Rozsah neodleh.

Obr. 18: Velikost genomu haplotyptd ,,degenianum‘ a ,,nemorosum “ v ramci geografické
skupiny Rakousko/Cesko vyjadiend pomérem fluorescence Melampyrum a Bellis, barveno

DAPI. Se zahrnutim vysledkt Tukeyho testu
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Ve skupiné Rakousko/Cesko jsou zastoupeny dva haplotypy — degenianum a
nemorosum. Z obrazku 18 je patrné, Ze se V uzemi velikost genomu u populaci s riznymi

haplotypy znac¢né lisi, coz potvrdila i ANOVA (DF =1, F = 57,6, p < 0,0000001).
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nemaorosum centralni degenianum deg. Slov.

Obr. 19: Velikost genomu haplotypti nemorosum, centralni, degenianum a degenianum
Slovensko v ramci geograficky vymezené skupiny Slovensko/Mad’arsko vyjadiena pomérem

fluorescence Melampyrum a Bellis, barveno DAPI. Se zahrnutim vysledkt Tukeyho testu

Velikost genomu se 1isi také u haplotypti obsazenych ve skupiné Slovensko/Mad’arsko
(Obr. 19), kde dosahuje primérné nejvétSich hodnot haplotyp degenianum. Haplotypy
centralni skupiny dosahuji stfednich hodnot mezi haplotypem nemorosum a rostlinami
s haplotypem ze skupiny degenianum z vychodniho Slovenska (ANOVA, DF = 3, F= 20,97,
p< 0,0000001).
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V ramci skupiny Slovinsko se dva ze tii haplotypu (italicum a velebiticum) velikosti

genomu znacn¢ podobaji. Pouze haplotyp degenianum se od jiz zminénych haplotypi
velikosti genomu lisi (Obr. 20) (ANOVA DF = 2, F= 14,33, p< 0,000001).
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. , [125%-75%
degenianum talicum velebiticum 1 Rozsah neodleh.

2,25

Obr. 20: Velikost genomu haplotypt degenianum, italicum a velebiticum v ramci geograficky
vymezené skupiny Slovinsko vyjadiena pomérem fluorescence Melampyrum a Bellis, barveno
DAPI. Se zahrnutim vysledkti Tukeyho testu

Poslednim krokem bylo zobrazeni velikosti genomu vSech populaci (vyjadiené
pomérem fluorescence Melampyrum k Bellis) podle zjisténych haplotypti, bez ohledu na

jejich geografickou polohu.
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Obr. 21: Velikost genomu zkoumanych haplotypt napfi¢ vSemi molekularné vymezenymi
skupinami vyjadiena pomérem fluorescence Melampyrum a Bellis, barveno DAPI. Se

zahrnutim vysledki Tukeyho testu

Z obrazku 21 je ztetelné, ze velikost genomu se mezi jednotlivymi haplotypy napii¢
geografickymi skupinami lisi. Nejvyssi hodnoty maji populace s haplotypem hoermannianum
ze Srbska. Naopak nejmensi genom maji populace s haplotypy karpatskymi, nemorosum a
degenianum — Slovensko (ANOVA DF =7, F = 70,7, p< 0,001). U jednotlivych haplotypi
byla na zaklad¢ statistickych Gdajii vypoctena variabilita ve velikosti genomu (Tab. 9). U
nékterych haplotypti byla zjisténa pomérné velka variabilita. Jedna se ptedevsim o haplotyp
karpatskych haplotypti a degenianum — Slovensko, ta je ovSem zpiisobena pravdépodobné

malym poctem analyzovanych vzorkd.
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Tab. 9: Statistické vysledky analyz velikosti genomu pro jednotlivé haplotypy okruhu M.

nemorosum

haplotyp karp. | degen. | hoerm. ital. centr. nem. vel.-Slo. veleb.
Barveni DAPI | DAPI | DAPI | DAPI | DAPI | DAPI DAPI DAPI
Pocet 4 59 2 16 36 74 11 16
mereni
Sample CV
pplg 1,737 | 2,552 | 2,689 | 2,148 | 2,106 | 2,266 | 2,402 2,840
standard | g5 | 2708 | 3,151 | 2,780 | 2448 | 2316 | 2,590 2,750
CV mean
mer 2,285 | 2280 | 2,310 | 2,290 | 2,220 | 2,160 | 2,210 2,340
:;”;er 2303 | 2,570 | 2,720 | 2,560 | 2,548 | 2,546 | 2,269 2,660
Pomér

me’ 2,294 | 2375 | 2,569 | 2,405 | 2,318 | 2,274 | 2,236 2,476
pramér
Variabilita
o 0,784 | 12,21 | 1595 | 11,22 | 14,15 | 16,97 2,63 12,92

3.3. Morfometrické analyzy

Pied vlastnimi analyzami byla pro vSech 26 znakii vypoctena korela¢ni matice (Ptiloha 2),
ktera odhalila 4 vysoce korelované znaky. Jednalo se o znaky na kvétu a kalichu. Na kvétu to
bylo otevieni (O), které korelovalo s délkou dolniho pysku (DDP; r = 0,919), délka koruny
bez baze (DCB) korelujici s délkou korunni trubky bez baze (DCTB; r = 0,951) a s délkou
koruny (DC; r = 0,945). Délka koruny byla korelovéana také s délkou korunni trubky bez baze
(r = 0,930). Ze znakl na kalichu byla korelovana pouze jedna dvojice znakl. Jednalo se o
délku horniho kalisniho cipu (DHCK) s délkou dolniho kalisniho cipu (DDKC; r = 0,949).
Pro analyzu hlavnich komponent byly proto vylouceny tyto znaky O, DCB, DCTB a DHKC.
U zbyvajicich dat byl proveden test normality rozlozeni. Test odhalil, Ze se rozlozeni
zkoumanych znakii vyrazné neodliSovalo od normélniho rozlozeni a tudiz nebylo nutné data

transformovat. Data byla pouze standardizovana.
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3.3.1. Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent méla odhalit, zdali lze nalézt v ziskanych datech né&jakou
strukturu. Analyza z¢asti odhalila urcitou diferenciaci mezi nékterymi skupinami haplotypu.
Na obrazku 22 jsou v ordina¢nim prostoru zobrazeny populace podle pfitomnosti jednotlivych
haplotypt. Zatimco levou ¢ast ordina¢niho prostoru zapliuji predevsim populace haplotypu
nemorosum a degenianum, pravou ¢ast zapliuji haplotypy hoermannianum. Zbylé skupiny
haplotypti se viceméné nachazeji v celém ordina¢nim prostoru. Rozmisténi jednotlivych

znakl v ordina¢nim prostoru je také na obrazku 22.
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Obr. 22: Rozmisténi zkoumanych haplotypi na zakladé popula¢nich praméri znakd a

rozmisténi 23 zkoumanych znakia v PCA prostoru (1. osa vysvétluje 42,27 %, 2. osa 59,22%)
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3.3.2. Kanonicka diskriminaéni analyza

Ani pii kanonické diskriminac¢ni analyze nedoSlo k Gplnému rozdéleni jednotlivych
haplotyptu. Jak lze na obrazku 23a vidét, pouze haplotypy hoermannianum, karpatské,
velebiticum a italicum jsou oddéleny od skupiny zbylych haplotypu v levé spodni casti
diagramu. Haplotypy hoermannianum a karpatské haplotypy jsou umistény v pravé casti
diagramu, zatimco velebiticum a italicum v horni ¢asti (pfevazné horni levé) diagramu.
Populace se zbylymi haplotypy tvoii pomérné velky a komplikovany shluk v levé spodni ¢asti
prostoru. Prvni kanonicka osa do ur€ité miry odd€luje haplotypy hoermannianum a karpatské
od zbytku haplotypd. V obrazku 23b je zobrazeno rozlozeni nejvyznamnéjSich znaku, které
castené oddéluji jednotlivé haplotypy Vyznamnymi znaky jsou piedevsim délka horniho
kaliSniho cipu (DHKC), délka dolniho pysku (DDP) a délka kali$ni trubky (DKT). Druha
kanonicka osa caste¢né oddéluje rostliny s haplotypem velebiticum. V tomto ptipadé je
vyznamnym znakem S§itka 5. listenu (SL5). Vtabulce 10 jsou uvedeny Kkoeficienty

diskriminac¢ni funkce pro nejvyznamnéjsi znaky.
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Tab. 10: Koeficienty diskriminaéni funkce nejvyznamnéjSich znaka

Znak Osal Osa 2 Osa 3 Osa4
DHP -0,41598 0,663602 -0,74213 -0,245604
DDP 0,543815 -0,02548 0,245302 0,000859094
DBCT 0,261177 -0,36423 0,729764 0,295987
DLCT -0,16803  -0,11989 -0,237079 -0,578481
SL5 0,04391 -0,21198  -0,0587122 0,0224392
DL5 0,010076 0,114948 0,0294495 -0,0884036
DRL5 -0,33441 -0,0721 0,21115 -0,217459
SL1 -0,12621 -0,0069 0,148397  -0,0092508
Vi -0,08669 0,041689 -0,0266738 0,163154
DL1 0,067265 -0,02574  -0,0430667 -0,0111517
DHKC 0,415558 -0,20759 0,166531 0,193835
DKT -0,15152  0,872972 0,0998628 -0,0535913
SDKC -0,1847 0,985463 1,59001 0,0432151

Znaky odlisujici haplotypy hoermannianum, karpatské a velebiticum jsou vyneseny na

obrazcich 24 a 25.
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Obr. 25: Box & Whiskers plot $ifky 5. listenu (SL5) v zavislosti na haplotypu

Jelikoz kanonicka diskriminacni analyza odhalila, Ze polovina zkoumanych haplotypt
tvofi shluk a nelze je od sebe odlisit, bylo potfeba provést separatni analyzy na Urovni
jednotlivych geografickych skupin (kromé& Srbska pouze haplotyp hoermannianum).
Diskriminaéni analyza ve skuping Rakousko/Cesko od sebe pomérné dobie odlisila dvojici
haplotypti nemorosum a degenianum (Obr. 26). Tyto dva haplotypy jsou oddéleny piedevsim
znaky na dolnim pysku koruny, hlavné jeho vyskou (VDP) a spodnich a hornich kaliSnich
cipech (SDKC, DDKC, SHKC a DHKC). Skupina Slovensko/Mad’arsko zahrnuje 4 typy
haplotypti, nicméné pro ucely diskrimina¢ni analyzy byly rostliny s haplotypem ze skupiny
degenianum z vychodniho Slovenska za¢lenény do haplotypu degenianum. Na vysledcich
diskrimina¢ni analyzy skupiny Slovensko/Mad’arsko (Obr. 27) je vidét pomérné dobré
rozdéleni 3 haplotypi, pficemz haplotyp centrdlni je vymezen znaky na korun¢ DHP a

DBCT, zatimco nemorosum znaky na listenech DL1, V1 a SL5 a degenianum DRL1 a DRLS5.
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Obr. 27: Kanonicka diskrimina¢ni analyza jednotlivych haplotypt ve skupiné

Slovensko/ Mad’arsko

U skupin Slovinsko doslo k jasnému rozdéleni haplotypid degenianum a velebiticum.

Rostliny haplotypu italicum nevykazuji zadnou diferenciaci a michaji se s obéma predeslymi
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haplotypy (Obr. 28). Pomérné jasné rozdéleni haplotypu lze také vidét na obrazku 29, kde

jsou zobrazeny haplotypy skupiny Karpaty.
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4. Diskuze

Zjisténd genetickd diferenciace jasné ukazuje na komplikovanou evolucni historii celé
skupiny M. nemorosum. Evolu¢ni historie této skupiny je zna¢né ovlivnéna posledni dobou
ledovou a ptitomnosti ledovce v nékterych castech Evropy. Pfi pohledu na dne$ni rozsifeni
jednotlivych haplotypovych skupin je vidét vazba na urcité regiony, které jsou povazovany za
glacialni refugia, které poskytovaly v dobach neptiznivych podminek rostlindm i zivo¢ichiim
piihodnéjsi podminky k pieziti. Co se tyCe naSich vysledki, tak jsou tyto regiony
charakteristické vyskytem specifickych haplotypt 1 alel jaderného Useku Agtl. Jedna se o
oblast jiznich Alp a SV okraje Alp, kde je existence refugii dobfe dolozena (TRIBSCH et
SCHONSWETTER 2003, TRIBSCH 2004). Za podobné¢ vyznamné oblasti lze povazovat i
Slovensky kras, Muraiiskou planinu (JANKOVSKA et POKORNY 2008) dale rumunské Karpaty
zejména oblast Bihoru (KRAMP et al 2008, Té&Sitel 2010) a také Balkansky poloostrov
(Tzepakis 2004). V dusledku dlouhodobé izolace a také diky pravdépodobné vysoké
speciacni rychlosti u téchto jednoletych rostlin dochazi k rychlé genetické diferenciaci
populaci (AvISE 2000). Pravé vysokou speciaéni rychlosti muzeme vysvétlit znany pocet
haplotypovych skupin v rdmci M. nemorosum agg.

Dalsim vysledkem genetické diferenciace je zifejm¢ vnitrodruhova variabilita ve
velikosti genomu. Touto problematikou se zabyvala fada autort pii studiu mnoha evropskych
druht rostlin. PrestoZe velikost genomu je obvykle povaZovana za stabilni (GREILHUBER
1998), variabilita uvniti druhu v ramci jedné ploidie byla Casto prokdzéna jako nasledek
odlisné evolucni historie riznych vnitrodruhovych linii. Vnitrodruhové variabilita ve velikosti
genomu byla prokazana napiiklad u Festuca pallens (SMARDA et BURES 2006) dale u Knautia
arvensis agg. (KOLAR et al. 2009) a také u Galium pusillum (KOLAR et al. 2013). V této studii
Kolat pfimo dava do souvislosti velikost genomu populaci G. pussilum s piitomnosti ¢i
nepfitomnosti glacidlniho zalednéni. Jasnou diferenciaci ve velikosti genomu také vykazuje
nami studovana skupina M. nemorosum, kde dochazi k diferenciaci velikosti genomu jak na
urovni geografickych regionti, tak i v ramci jednotlivych haplotypid uvnitf molekularné
vymezenych skupin.

Ustup ledovce na konci doby ledové a nasledné zlepseni podminek umoznilo pvodng

izolovanym populacim rostlin a Zivocichil Sifeni do dfive nehostinnych oblasti. To ovSem
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znamena, ze v mnoha pfipadech dochédzelo ke kontaktu rtznych populaci téhoz druhu a
ziejm¢ také k hybridizaci. Diky hybridizaci doslo ke vzniku mnoha druhti jako napiiklad
Saxifraga osloensis (BROCHMANN et al. 1996) a mnoha druhti rodu Salix (BRANDOVA 2010).
Vyskyt hybridnich zén a celkovou hybridizaci mezi jednotlivymi liniemi M. nemorosum
pomémne dobie potvrzuji nase vysledky. V ramci nékterych populaci vyskytujicich se na
kontaktu rozliSovanych linii jsou obsazeny rizné kombinace haplotypt a také alel jaderného
useku Agtl. Prave tyto kombinace jsou zietelnym diikazem toho, Ze v ramci jednotlivych linii
skupiny M. nemorosum dochazi k hybridizaci. Pomérné nedavno byla molekularnimi daty
spolehlivé prokazana hybridizace u druhu M. subalpinum (CHLUMSKY 2016) v oblasti
Wienerwaldu. Ziskané data vSak naznacuji pritomnost dalSich kontaktnich oblasti a
rozséhlejsi vyznam hybridizace v celém komplexu. Je ovSem nutno zminit, Ze se jen velice
tézko da rozlisit, zdali se skute¢né ve vSech ptipadech jedné o hybridizaci a nejedna se pouze
o ancestralni polymorfismus zptisobeny incomplete lineage sorting (GURUSHIDZE 2010).
Geneticka diferenciace jednotlivych skupin M. nemorosum a nésledna hybridizace, ke

které dochazi v ne€kterych kontaktnich zénéch, je zfejmé& hlavni pfic¢inou taxonomickych

oy ee

taxonomického konceptu skupiny M. nemorosum polozil jiz S6éo (1926-1927). Tuto skupinu
rozdélil na 15 samostatnych druhti. Toto vymezeni do zna¢né miry akceptovano i dnes. Na
zakladé morfologickych podobnosti byly vymezeny dal$i podskupiny (SoO et WEBB 1972,
HARTL 1974).

Vysledky této studie predstavuji znacny posun ve znalostech genetické variability zkoumané
skupiny. Ukazuje se, ze i pres slozitost celé skupiny jsou zjevné nékteré trendy. Jednotlivé
skupiny vykazuji diferenciaci ve velikosti genomu a v nékterych pfipadech i v morfologii.
Naptiklad populace s haplotypem hoermannianum maji prokazatelné nejvyssi genom a také
se maji dlouhé kali$ni cipy. Zda se tak, Ze je tato skupina pomérné dobfe vymezena, piestoze
Z oblasti je udavano nckolik taxonti. N&€kterymi z nich se zabyvala ve své bakalarské praci 1
Bad'urova (2009). Nezjistila vSak zadné podstatné rozdily mezi populacemi fazenymi podle
literatury K riznym druhtim z okruhu M. hoermannianum.

Urcité rozdily je mozné nalézt i mezi skupinami s haplotypy oznaovanymi jako degenianum
a nemorosum. OvSem v tomto pifipadé neni morfologické rozliSeni ostré. Obsahuji znacné
mnozstvi populaci, které zastiraji rozdily v morfologickych znacich. Lepsiho rozliSeni mezi
haplotypovymi skupinami lze dosahnout, pokud se podivaime na velikost genomu v ramci
jednotlivych regionti. Haplotypy velebiticum a italicum se do jist¢é miry rozriznuji na
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vySkovém gradientu, pti¢emz haplotyp velebiticum je rozsifen v populacich z vyssich poloh,
zatimco haplotyp italicum se drzi podhorskych oblasti. Tomu odpovida i celkova morfologie.
Melampyrum italicum je ve srovnani s M. velebiticum popisovdno jako mohutnéjsi rostlina
(S006 1923-1924)

Pro ucely této diplomové prace mély byt zkoumany také tyto jaderné useky AroB a
Eif3E, které byly mimo jiné testovany jiz diive na rodé¢ Melampyrum (LI et al 2008). Bohuzel
u téchto jadernych gent nedoslo k aspé&sné amplifikaci. Uspéchu jsme nedocilili ani pii
opakovani s jinymi poméry pii michdni PCR smési ¢i nastaveni pribéhu PCR. NeuspéSnou
amplifikaci si mizeme vysvétlovat nékolika moznymi pfi¢inami, a to nevhodné zvolenou
metodou izolace (NaOH) nebo také zménu metodiky PCR. V mych analyzach bylo pouzito
bézné PCR naproti nested PCR pouzité pii vzorové studii Li et al. (2008).

Do jisté miry se podatila amplifikace useku At103, ovSem pfi analyze se ukézalo, Ze je
tento usek pro naSe ucely pfili§ variabilni. Zde bude nutné odhalit, zdali je takto vysoka
variabilita pfitomna i v populacich mimo kontaktni zény a zdali neni mira vnitropopulacni
variability podstatné mensi.

M. nemorosum agg. piedstavuje diky své pomalé migraci (napt. tézka semena a
zpusob jejich Sifeni) velmi vhodnou skupinu umozilujici rekonstrukci evolu¢ni historie.
Moznosti této rekonstrukce jsou ovSem znacné ztizeny pfitomnou hybridizaci jednotlivych
skupin. Proto je tfeba do budoucna uvazovat o nékterych pokrocilych metodach studia

genomu jako naptiklad o celogenomovém sekvenovani.
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5.Zavér

Vysledky této diplomové prace zna¢né prohlubuji poznatky o slozité skupiné M. nemorosum
a ukazuji na pficiny obtizného taxonomického hodnoceni skupiny. Pfi studiu této skupiny byl

detailnéji zmapovan vyskyt jednotlivych genetickych skupin na tizemi §ir$i stfedni Evropy.

Vysledky molekularnich analyz (cpDNA i nDNA) ukazuji pomérné zietelnou separaci
jednotlivych genetickych linii. Tato separace je podpofena ve vetsi mife 1 velikosti genomu,
kde se vétSina rozliSovanych haplotypt velikosti genomu lisi. Vysledky zfejmé dobie odrazeji
evoluéni historii celé skupiny. Vyskyt populaci se specifickymi haplotypy a alelami je ve
vétsiné ptipadl soustfedén do oblasti povazovanych za vyznamna glacidlni refugia.
V nékterych z populaci byly také odhaleny rizné kombinace alel pochdzejici z rtiznych
haplotypovych linii, coz nasvéd¢uje mozné hybridizaci. Je ov§em nutné odliftrovat ptipady

kde by se mohlo jednat o ancestralni polymorfismus.

Morfologické vysledky jiz nejsou zdaleka tak uspokojujici a stale se nedafi nalézt
zpisob, ktery by jednotlivé molekuldrné vymezené skupiny presvédCivé oddelil. Urcité
moznosti rozliSeni jsou pouze na Urovni celych populaci, nikoliv jednotlivych rostlin. V
kazdém dil¢im regionu maji vSak skupiny s podobnymi cpDNA haplotypy pon¢kud odlisné

vlastnosti.

Pro dalsi posun v problematice skupiny M. nemorosum bude nutné vyuzit i

sofistikovangjSich molekulédrnich metod naptiklad celogenomové sekvenovani.
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< Rakousko, Aschberg: okraj lesa podél silnice ca 890 m JZ od obce, 370 m. n. m,,
ASCHN RC/D | + 48,172258 N, 15,811982 E; 16.9. 2009, Stech M.
Madarsko, Bakonya: Pécs, kvadrat 9974a, okraj lesa u verejné silnice ca 2 km SZ od obce,
BAKOD SM/D L e 330 m. n. m., 46,09805556 N, 18,06638889 E; 2. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
. Cesko, Béstvina: hraz Hlubosského rybnika JV €asti obce Hlubo§, 325 m. n. m.,
BESTN RN |+ + + )+ 49,8332578 N, 15,5849519 E; 2. 7. 2015, Stech M.
Slovinsko, Bezgarska planina, Bezgovica: okolo silnice v horském sedle ca 1,3 km VSV od obce,
BEZGV SV + |+ |+ 1+ |+ 970 m. n. m., 45,5533 N, 14,7249 E; 23. 7. 2014, Stech M.
< Cesko, Louriovice po Blanikem: okraj lesa podél silnice ca 1,8 km VIV od obce, 490 m. n. m.,
BLANN RON |+ | + 49,631640 N, 14,870060 E; 13. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
Slovensko, Branisko: kfoviny podél cesty ca 200 m J od sedla Branisko, 760 m. n. m.,
BRANN SM/N | + 49, 015803, N 20,858078 E; 5. 7. 2008, Stech M.
Slovinsko, Bucerca, Bucerca: kioviny a okraje louky ca 570 m SV od stfedu obce,
BUCED SL/! L e e e 45,97861 N, 15,51574 E; 23. 7. 2014, Stech M.
. B & Budadrs: Ii v i Edvi
BUDAN SM/N | + + |+ + |+ Madarsko, Budapest, Budaors: liskové kioviny pod skalou v ulici Edvi llles ca 3,8 km SV od

mésta, 260 m. n. m., 47, 482300 N, 18, 985750 E; 7. 9. 2011, Drahnik P. et Stech M.
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Madarsko, Blikk, Szarvasko: okraj lesa na JZ okraji obce 240 m. n. m.,
BUKKD SMINA + 1+ + |+ + |+ + 47,988371 N, 20,329287 E; 29. 7. 2014, Koutecky P. et Otiskova V.
N Slovensko, Plavecky Peter, vodni nddrz Bukova: les kolem vrcholu Jezovka cca 0,9 km Z od
BUKON RC/D |+ |+ | + | + + 1+ nadrze, 380 m. n. m., 48,535440 N, 17,346140 E; 19. 8. 2013, Koutecky P.
Slovensko, Bukovské vrchy, Jalova: les u kfizovatky silnic ca 1,1 km VJV od obce, 961 m. n. m.,
BUKVN SM/D | + 49,1035902 N, 22,249448 E; 14. 7. 2009, Koutecky P.
N Cesko, Bysta, kioviny podél cesty ca 770 m J od obce, 270 m. n. m.,
BYSTN RCN |+ 48,523638 N, 21, 540963 E; 12. 7. 2009, Stech M.
N Cesko, Bystra: les ca 1,2 km S od obce, 640 m. n. m.,
BYSTRN RCN |+ 49,518666 N, 15, 368820 E; 27. 6. 2011, Drahnik P. et Stech M.
Slovensko, Stiavnické vrchy, Cajkov: doubrava ca 2,5 km SZ od obce, 290 m. n. m.,
CAJKN SM/N L R B 48, 308861 N, 18, 577833 E; 3. 7. 2012, Koutecky P.
X : j iz kriz Z 1 .n.m.
CUPAD sm/cl 4+ |+ |+ |+ + | + Madarsko, Cup: okraj lesa pobliz kfizovatky ca 600 m JZ od obce, 190 m. n. m.,

47,729313 N, 16,551841 E; 5. 9. 2014, Drahnik P. et Stech M.
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Madarsko, Szenttmna-Puszta-Debrecen, leg. Baschant, 105 m. n. m.,
DEBRN SM/N | + L e i e 47,510540 N, 21, 845850 E; 14. 7. 1937
Slovinsko, Dolga Vas, Zajcje Polje: ptikop u silnice cal km JZ od obce, 570 m. n. m.,
DOLGV SV [+ |+ 4 + + 45,58897 N, 14,88405 E; 23. 7. 2014, Stech M., Kosnar J., Laburdova J.
Srbsko, Duga Poljana: kfoviny nad silnici ca 780 m vychodné obce,
DOLPH SRH+ |+ [+ |+ + | + 43,24843604 N, 20,2363314 E; 25. 6. 2014, Drahnik P. et Stech M.
Cesko, Domasov: okraj lesa 1.2 km JJZ od obce, 490 m n. m.,
DOMAN SM/D | + 49.73194 N, 17.44149 E; 10. 8. 2009, Koutecky P.
Slovensko, Drienc¢ansky Kras, DraZice: les podél silnice ca 1 km Z od obce, 360 m. n. m.,
DRIEN SMICT+ |+ |+ |+ + |+ + 48, 43403 N, 20,05116 E; 20. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
Srbsko, Beserovina: svahy nad fekou Drina ca 750 m JS od hrdze Gdolni nadrZe Perucacko
DRINH SRH I+ [+ [+ + | + Jezero, 415m n. m., 43,95730097 N, 19,41282797 E; 29. 6. 2014, Drahnik P. et Stech M.
< Slovensko, Prohronsky Inovec, Drozdovo: kfoviny na louce u meze se stromy v obci Drozdovo,
DROZDN RON |+ L e 640 m. n. m., 48, 431639 N, 18, 555583 E; 6. 7. 2012, Koutecky P.
. Cesko, Dubrava, hajovna Zbrod: okraje lesni cesty ca 170 m VSV od héjovny, 180 m n. m.,
DUBRN RN |+ L e e 48,8892383 N, 17,0708214 E; 7. 7. 2014, Koutecky P.
EBRN REN | + Rakousko, Ebersdorf: kifovisko podél cesty ca 0,3 km S od obce, 270 m. n. m.,

47, 016366 N, 16, 030221 E; 21. 8. 2010, Stech M.
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Rakousko, Eisenstadt: okraj lesa podél silnice ca 2,2 km SV od mésta, 260 m. n. m.,
EISEN SM/C T+ | + 47,863020 N, 16,533850 E; 23. 6. 2008, Stech M.
< Rakousko, Frauenstein: nad silnici pobliz kfizovatky silnice 140 a odbocky do obce Frauenstein,
FRAUD RED T+ + |+ |+ + | + 440. m. n.m., 47,852998 N, 14,18186098 E; 5. 9. 2014 Drahnik P. et Stech M.
. Rakousko, Rosental: kfoviny podél silnice ca 1,7 km JIV od obce, 260 m. n. m.,
GAADN RC/D + 48,017786 N, 16,191156 E; 25. 6. 2008, Chlumsky J.
Slovensko, Gemerska Horka: okraj lesa podél silnice ca 1 km VJV od obce, 220 m. n. m.,
GEMEN SMICT+ |+ 1+ + )+ + ]+ 48,528430 N, 20, 389080 E; 20. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
GIESN RED | + Rakousko, Giesshiibel: osada Tyrolerhof, les 420 m JV od lomu na SV okraji obce,
420 m. n. m., 48,103507 N, 16,234047 E; 21. 8. 2008, Stech M.
< Rakousko, Gmunden, Villa Toscana: pobreZi Traunsee ca 225 m J od budovy Villa Toscana,
GMUND RN |+ S R T e 425 m.n. m., 47,90721601 N, 13,78905701 E; 29. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
Slovensko, Gombasek: okraj lesa ca 200 m VSV od jeskyné Gombasecka jeskyna,
GOMBN SM/DS | + | + + )+ 290 m. n. m., 48, 563547 N, 20,469970 E; 20. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
. N : . . 7 .. n
GORBD SM/D + |+ Madarsko, Sopron, obec Gérbehalom (8364b): okraj lesa u silnice, na JZ okraji obce, 335 m. n

m., 47,66722222 N, 16,49527778 E; 1. 8. 2011, Zila V.
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Srbsko, Aljinovici: lesni okraje nad silnici ca 2,2 km S od obce, 1340 m. n. m.,
HADEH SRHE+ |+ |+ )+ + | + 43,34991398 N, 19,853888103 E, 26. 6. 2014, Drahnik P. et Stech M.
HALLN REN | + Svédsko, Kvarnbo: svétly les podél silnice ca 1,3 km V od autobusové zastavky Kvarnbo,
9m.n.m., 60,511378 N, 17, 937255 E; 15. 8. 2009, Stech M. et Stechova T.
HAMRN REN | + | + Cesko, Bystré Ijlamry: les podél silnice ca 1,75 km SV od kfiZovatky me2|vobcem| Bystré, Bystré —
Hamry, Jedlova, 560 m. n. m., 49, 638777 N, 16, 367247 E; 21. 8. 2009, Stech M.
. Cesko, Cizov: kfoviny podél cesty do mésta Hardegg, ca 2,5 km J od obce, 360 m. n. m.,
HARDN RC/D | + + + + + 48,856217 N, 15, 867244 E; 12. 6. 2014, Drahnik P. et Stech M.
. Rakousko, Hardegg: vyhlidka na hrad ca 220 m ZJZ od hradu, 310 m n. m.,
HARDNR RC/D | + + + + + 48.852543 N, 15.854905 E; 12. 6. 2014, Drahnik P. et Stech M.
< Rakousko, Mattersburg, obec Ritzing Helenschacht (8364d): okraj lesa nad silnici do obce
ELED D ~
H RC/ L L Ritzing, 335 m. n. m., 47,63305556 N, 16,47722222 E; 1. 8. 2011, Zila V.
HLUBN REON | + | + Cesko, Hlubokd nad Vltavou: SV bfeh Mounického rybnika ca 0,68 km od kostela,

380 m. n. m., 49, 053896 N, 14,427402 E; 13. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
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< Rakousko, Bad V6slau, GroRau: les podél silnice ca 4,3 km ZSZ od obce Grof3au, 380 m. n. m,,
HOFSTN RCD |+ | + 47,979991 N, 16,122234 E; 29. 7. 2009, Stech M.
< Cesko, Hostim: les podél silnice ca 1 km J od vsi, 280 m. n. m.,
HOSIN RC/N S B R e 49,951797 N, 14,131361 E; 16. 8. 2014, Stech M. et Stechova T.
< Cesko, Hostyn, Brusné: okraj lesa u silnice ca 2,5 km ZJZ od vrcholu Sv. Hostyn,
HOSTN RNT+ |+ |+ |+ ]+ |+ + 360 m. n. m., 49, 369757 N, 17, 667447 E; 13. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
o Slovensko, Ochtinnd, Hradok: les ca 280 m JZ Ochtinské aragonitové jeskyné
HRADD RC/D L L 48,66272222 N, 20,30611111 E; 15. 6. 2013, KolaF F.
Rumunsko, lzvoru Muresului: horské louky ca 950 m ZJZ od Pasul Izvoru Muresului, 880 m. n.
12VOB K/K LA + + m., 46, 62153 N, 25,70949 E; 11. 6. 2012, Drahnik P. et Stech M.
N Litva, Vyzuonos: les ca 2,2 km VSV od obce, 109 m. n. m.,
1Bl RC/N L 55,589333 N, 25,527916 E; 2013, Bradacova J.
N Litva, Sveicaria: les v obci, 100 m. n. m.,
1B10 RC/N LI B R B 55,044583 N, 24,264916 E; 2013, Bradacova J.
. L. . . . .: v v p-4 . . . .
B4 RE/N + |+ + + itva, Mikieirai: les na bfehu feky Sventaja ca 0,5 km J od obce, 84 m. n. m,,

55,658972 N, 25,179222 E, 2013, Bradacova J.
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Litva, Kamajai: les ca 1,8 km JV od obce: 128 m. n. m,,
187 RC/N + |+ + 55,806500 N, 25,522277 E; 2013, Bradacova J.
Srbsko, Zaovine: suté v udoli potoka ca 870 m VSV od obce,
JEZEH SRAH+ 1+ | + | + + 43,86354603 N, 19,40008203 E; 850 m n. m., 28. 6. 2014, Stech M.
< Cesko, Kaproun: okraj lesa ca 0,69 km ZJZ od obce, 700 m. n. m.,
KAPRN RN |+ 49,075520 N, 15,172370 E; 10. 10. 2009, Stech M.
Srbsko, Savci, klaster Sopocani: kioviny na sutich na Upati svahu ca 3,7 km VSV od klastera
KLASH SRH L+ 1+ |+ + + Sopocani, 43,13130498 N, 20,41460797 E; 25. 6. 2014 Drahnik P. et Stech M.
. Cesko, Knoblozka: kfoviny podél stepni louky ca 0,5 km JZ od obce, 290 m. n. m.,
KNOBN RCN |+ + |+ + 1+ 50,540210 N, 14,086354 E; 6. 9. 2012, Stech M.
Slovinsko, Kocervska Reka: okraj silnice ca 1 km J od obce, 560 m. n. m.,
KOCRV SL/! L e B + 45,56575 N, 14,80028 E; 23. 7. 2014, Stech M., Ko$nar J., Laburdova J.
Madarsko, Esztergom, obec Késpallag (8179b): okraj lesa, ca 1,5 km JJZ od obce, 325 m. n. m,,
KOSPN SMIN| + |+ | + | + L L 47,89138889 N, 18, 92722222 E; 6. 9. 2014, Drahnik P. et Stech M.
o iec: 1 2 .n.m.
KRAKN RE/N | + + |+ + Polsko, Krakow, Tyniec: les ca 1,4 km VJV od centra obce, 260 m. n. m.,

50,012434 N, 19,82838697 E; 28. 9. 2013, Stech M. et Koutecky P.
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N Polsko, Krasne Stare: okraj lesa u silnice
KRASN RC/N + + ca 53,31937702 N, 23,12868297 E; 20. 6. 2013, Hadincova V.
Rakousko, Lavamund, okfoviny na Upati svahu na SV okraji obce, 360 m. n. m,,
LAVAD SUD |+ |+ |+ |+ | 4 46,6405 N, 14,95125 E; 17. 7. 2014, Stech M.
< Cesko, Lednice: okraj lesa ca 2,8 km SZ od mésta, 170 m. n. m.,
LEDNN RC/D | + + + + + + 48,819977 N, 16,778015 E; 19. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
LEISN RED | + Rakousko, Leiser Berge: kiovi podél cesty ca 0,45 km SV od obce, 390 m. n. m,,
48,567513 N, 16,385279 E; 18. 8. 2010, Stech M.
N Cesko, Litentické vrchy, Morkovice - Slizany: okraj lesa ca 2,5 km SZ obce,
LITEN RC/N | + + + + + 370 m. n. m., 49,230910 N, 17,192470 E; 10. 6. 2011, Drahnik P. et Stech M.
Rakousko, Loretto, Stotzing: okraj lesa ca 1,5 km J od obce, 290 m. n. m,,
LOREN SM/D L e e B 47,893012 N, 16,548276 E; 20. 8. 2010, Stech M.
< Cesko, Macocha: okraj lesa pobliz parkovisté ca 0,25 km JV od hospody u propasti Macocha,
MACON RN |+ + 480 m. n. m., 49,370953 N, 16, 731178E; 9. 9. 2010, Stech M.
ai : ilnici Z .n.m.
MAIEBA04 K/N + 1+ + |+ + + Rumunsko, Maierus: les nad silnici ca 8 km Z od obce, 690 m. n. m.,

45,900503 N, 25,436404 E; 16. 6. 2012, Drahnik P. et Stech M.
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Svédsko, Méleren: okraj lesa podél silnice ca 0,24 km S od jezera Méleren, 30 m. n. m.,
MALEN RC/N + |+ + 59, 448167 N, 17, 022146 E; 10. 7. 2013, Stech M.
Madarsko, Marké: okoli skalek v fidkém lese ca 1,2 km J od obce; 290 m. n. m,,
MARKN SL/D | + ot + + 47,110750 N, 17, 816570 E; 7. 9. 2011, Drahnik P. et Stech M.
Madarsko, Matrahdaza: okraj silnice ca 2,5 km S od obce, 620 m. n. m,,
MATRD SM/N | + + + + + + + 47,889847 N, 19,97492 E; 29. 7. 2014, Koutecky P., Otiskova V.
. Rakousko, Mayerling: okraj lesa ca 0,78 km SZ od obce, 330 m. n. m,,
MAYEN RC/D |+ 48,050930 N, 16,090551 E; 27. 8. 2009, Stech M.
Slovensko, Muran: kfoviny podél silnice ca 4,2 km JZ od obce, 460 m. n. m.,
MURAN SMICH+ |+ |+ |+ + |+ | + 48,71622 N, 20,00372 E; 6. 9. 2014, Drahnik P. et Stech M.
Slovensko, Olichov: les podél silnice ca 0,66 km V od obce, 270 m. n. m,,
NITRN SMIN| + | + 48,354250 N, 18,483253 E; 19. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
< Slovensko, Pohronsky Inovec, Obyce: okraj lesa ca 3,8 km JV od obce, 650 m. n. m.,
OBYCN RN |+ L R 48,402222 N, 18,488889 E; 3. 7. 2012, Koutecky P.
OSLON RN | + | + Cesko, Oslov: okraj lesa ca 1,4 km VSV od obce, 400 m. n. m.,

49,404402 N, 14,229045 E; 13. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
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OSTEN REN | + Svédsko, Granlunda: les u kfizovatky silnic 272 a silnice, Ostflora ca 2 km JV od obce,
65 m. n. m., 60,002652 N, 17,303033 E; 21. 8. 2009, Stech M.
< Cesko, Pavlov: kioviny na JV Gpati kopce Dévin ca 0,67 km SZ od kostela v obci,
PAVLN RC/D |+ | + 280 m. n. m. 48,878260 N, 16,664580 E; 19. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
Rakousko, Pinkafeld: okraj lesa ca 3 km JV od obce, 390 m. n. m.,
PINKN M/D ¥
sMm/ + 47,356086 N, 16,154200 E; 23. 6. 2008, Stech M.
Slovensko, Plastovce: kfoviny na luénim okraji ca 2,4 km S od obce, 1770 m. n. m.,
PLASN SMIN |+ + + + + + 48,181070 N, 18,973220 E; 20. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
Chorvatsko, Platak-Goslica: okraj lesa ca, 1120 m. n. m.,
PLATV L/v
st/ L R 45,439463 N, 14,561855 E; Datum, 26. 7. 2014, Pejcha V. et KadI¢kova E.,
N Cesko, Soutok, Polinka: fidka sucha doubrava v nejvyssi ¢asti hradu,
L
POLIN RUN | + S B e B 48,64534 N, 16,95799 E; 7. 6. 2014, Koutecky P.
Slovensko, Murdn, Predna Hora: okraj lesa u silnice SZ osady,
EDD
PR SM/C |+ T 48,76930556 N, 20,10611111 E; 15. 6. 2013, Kolar F.
PRIBN REN | + | + Cesko, Pfibénice: les kolem zficeniny hradu Pibénice, 420 m. n. m.,

49,392450 N, 14,562440 E; 13. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
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PRLON REN | + Cesko, Pfedni louky: Suchovské mlyny, okraj luéni enklavy Pfedni louky ca 1,9 km SV od
kiizovatky v obci, 480 m. n. m., 48,891781 N, 17,599897 E; 2008, Stech M.
< Cesko, Prochody: hraze rybnika Svatba u obce Prochody, 293 m. n. m.,
PROCN RN+ 1+ 1+ )+ | + | + 50,035278 N, 16,137500 E; 3. 9. 2013 Koutecky Petr
“ Cesko, Radhostice: maly pahrbek s lesikem (spi$e kfovinami) na vapencové vlozce SSZ od
RADON RN |+ S B i B obce, 712 m. n. m., 49,050780 N, 13,521280 E; Pauli¢ R.
. Madarsko, Raposka: les na zapadnim svahu Szent Gyorgy Hill ca 1,7 km V od obce, 280 m. n.
RAPON RC/D |+ ot + + m., 46,84551 N, 17,44568 E; 7. 9. 2011, Drahnik P. et Stech M.
Rakousko, okraj lesa podél silnice ca 2,3 km SSV od mésta, 520 m. n. m.,
RECHN SM/b + 47,322445 N, 16,422480 E; 23. 6. 2008, Stech M. et Kolaf F.
ROTKN RED | + Rakousko, Rotes Kreuz: okraj lesa ca 2 km JJV od obce Gaaden pobliz kfizovatky Rotes Kreuz,
380 m. n. m., 48,033551 N, 16,216251 E; 27. 8. 2009, Stech M.
N Rakousko, Kronsdorf, Schieding: les na levém brehu feky Enns ca 600 m SV od obce, 290 m. n.
SCHMID RC/D L L B + + m., 48,153397 N, 14,46488097 E; 4. 9.2014, Drahnik P. et Stech M.
: j fi silnici ca 1 { .n.m.
SLANN sm/Ds | + | + Slovensko, Slanec: okraj lesa pfi silnici ca 1 km J od stfedu obce, 330 m. n. m.,

48,626885 N, 21,478041 E; 20. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
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Slovinsko, Smuka: kfoviny na jiznim okraji obce, 460 m. n. m.,
SMUKD SUD 1+ 1+ |+ + + 45,75991 N, 14,92805 E; 23. 7. 2014, Stech M., Ko$nar J. et Laburdova J.
SPANN sv/cl 4+ | + | + | + + + |+ Slovensko, Spanie Pole: les podél silnice ca 2,1 km JZ od obce, 350 m. n. m.,
48,50994 N, 20,10321 E; 6. 9. 2014, Drahnik P. et Stech M.
Slovinsko, Sotéska, Drenje: svahy nad fekou Krka ca 400 m ZJZ od obce, 180 m. n. m.,
SOTED SUD |+ |+ | + | 4 + 45,78207 N, 15, 00259 E; 23. 7. 2014, Stech M., Ko$nar J. et Laburdova J.
SPEIN REN | + Rakousko, Speisendorf: okraj smrkového lesa ca 0,75 km ZJZ od obce, 500 m. n. m,,
48,861713 N, 15,420618 E; 20. 8. 2008, Stech M.
STERN REN | + Rakousko, Sternstein, Schwarzbauer: okraj lesa podél silnice ca 0,1 km S od poustevny,
910 m. n. m., 48,558257 N, 14,292871 E; 18. 8. 2010, Stech M.
N Cesko, Rohozna, okraj lesa ca 1,3 km Z od obce, 610 m. n. m.,
STRAN RN | + 49 806786 N, 15,795161 E; 2009, Stechovd T.
Rakousko, Stiibing: okraj lesa pobliz Ostereichisches Freilichtmuseum Museum Stiibing,
STUBD SL/D + + + + + 400 m. n. m., 47,15944497 N, 15,31546502 E; 5. 9. 2014, Drahnik P. et Stech M.
N Cesko, Suchovské Mlyny: les ca 1,75 km VSV od k¥izovatky v obci, 480 m. n. m.,
SUCHN RN | + 48,891519 N, 17,598001 E; 2007, Stech M.
5ty Jdr: svétli 7 . ttich. 2
SVAIN SM/D | + Slovensko, Svaty Jur: svétlina v lese na SZ okraji osady Nestich, 250 m. n. m.,

48,262802N, 17,199736 E; 9. 9. 2010, Stech M.
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Rumunsko, Munti Bihor, Tamboresci: jehli¢naty les nad levym brehem reky Ariesul Mare ca
TAMBBA08 K/N + + + + + + 250 m V od obce, 670 m. n. m., 46,449368 N, 22,919965 E; 17. 6. 2012, Drahnik P. et Stech M.
Rakousko, Tanzelsdorf: okraj lesa ca 0,8 km Z od obce, 340 m. n. m.,
TANZN SL/D + 46,842801 N, 15,271305 E; 21. 8. 2010, Stech M.
Srbsko, Donje Karaklije: kfoviny u cesty ca 1,3 km SZ od obce,
TARCH SRAH L+ |+ |+ | 4 + 43,892333 N, 19,32949902 E; 2014, Drahnik P. et Stech M.
Srbsko, Donje Karaklije: kfoviny u cesty ca 400 m JZ od obce,
TARPH SRR+ + | + | + + 43,88312699 N, 19,34413902 E; 2014, Drahnik P. et Stech M
Madarsko, Tatabanya, Vérteskozma: okraj lesa podél silnice ca 680 m JZ od obce, 325 m. n. m,,
TATAD SM/D | + + + + + + + 47,44869 N, 18,4325 E; 5. 9. 2014, Drahnik P. et Stech M
Chorvatsko, Garesnica, obec Trnoviticki Popovac (103 67c), okraj lesa u silnice smérem k obci
TRNOD SL/D + )+ + Veliki Prokop, 140 m. n. m., 45,635 N, 16,88583333 E; 3. 8. 2013, Zila V.
Slovinsko, Turjak: okraj lesa podél silnice, 540 m. n. m.,
TURID SL/! + + + + + 45,87994 N, 14,6148 E; 23.7. 2014, Stech M.
v C fice: fi i silnicical .nh.m.
UHRIN RED | + + |+ + Cesko, Uhfice: les pfi hlavni silnici ca 1,5 km S od obce, 330 m. n. m,,

49,064679 N, 16,944769 E; 9. 9. 2010, Stech M.
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Srbsko, Uvac, Druzinice: svahy na fekou Uvac ca 1 KM z od obce,
VACH R/H v
UVAC SR/ L T R B 43,351499 N, 19,97513699 E; 26. 6. 2014 Drahnik P. et Stech M.
Srbsko, Uvac, liskové kioviny v udoli Uvac, ca 2 km JJV od obce,
UVACHS SRH+ |+ |+ 1+ | + 43,33246998 N, 19,99776604 E; 26. 6. 2014 Stech M.
Slovensko, Valasska Dubova: louky podél silnice ca 0,4 km Z od centra obce,
VALDN SMIN |+ 660 m. n. m., 49,141958 N, 19,287597 E; 6. 7. 2008, Stech M.
Slovensko, Vazec: okraj louky ca 3,6 km V od obce, 890 m. n. m,,
VAZEN SM/N | + 49,051964 N, 20,028578 E; 10. 7. 2006, Stech M.
VIDLN SM/N | + Cesko, Vidlak, Borek pod Troskami: okraj silnice ca 990 m Z od Zelezniéni zastavky,
300 m. n. m., 50, 533835 N, 15, 218285 E; 21. 8. 2010, Stech M.
. Rakousko, Wartberg on der Aist: okraj lesa podél silnice ca 1,5 km JJV od mésta, 400 m. n. m.,
WARTN RC/N | + | + 48,334738 N, 14,518088 E; 5. 9. 2014, Drahnik P. et Stech M.
ZAVIN REN | + | + Cesko, Zavisin: svétly les na levém brehu Zavisinského potoka 1,7 km SSZ od Zelezniéni zastavky
Bezdédovice, 460 m. n. m., 49,454649 N, 13,866600 E; 13. 8. 2013, Drahnik P. et Stech M.
7BIDD SUD | 4+ | + | + | +| + | + Slovinsko, Zbilje: okraj lesa podél silnice na pravém biehu feky Savy, 330 m. n. m.,

46,1638N, 14,42557 E; 23. 7. 2014, Stech M.
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< Cesko, Dubrava, hajovna Zbrod: okraje lesni cesty ca 170 m VSV od héjovny,
ZBR v
ob RC/D |+ + |t 48,8896497 N, 17,0684356 E; 28. 8. 2015, Stech M.
« Cesko, Ceské Mezifici: okraj lesa PR Zbytka, 1,75 km SV od kostela v obci, 260 m. n. m.,
ZBYTN RON |+ 50,295680 N, 16,064018 E; 15. 8. 2014, Stech M.
Slovinsko, Lesicno, okraj lesa JJV od obce, 550 m. n. m.,
ZEGAV SIVIE+ |+ |+ 4 + 46,13074 N, 15,45661 E, 23. 7. 2014 Stech M., Ko$nar J. et Laburdova J.
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Priloha 2

DHP
DDP
DSDP
VDP
SDP
vC
VHP
DCB
DBCT
DLCT
DCTB
DC

5L5
V5
DL5
DRL5
sL1
V1
DL1
DRL1
DHCK
KT
SHCK
DDKC
SDKC

DHP
DDP
DSDP
VDP
SDP
vC
VHP
DCB
DBCT
DLCT
DCTB
DC

SL5
V5
DL5
DRL5
SL1
V1
DL1
DRL1
DHCK
KT
SHCK
DDKC
SDKC

DHP

DDP
*F
0.626760
0.666397 0.838643
0.565787 0.766589
0377252 0.708027
0.711542 0.732125
0.669579 0.510342
0.612448 0,689725
0271224 0484183
0406848 0,538699
0.529958 0,666745
0.650101 0,762562
0.709618 0,919956
0.071416 0277852
0121036 0.195454
0.265300 0.349140
0.024618 0.006132
0.010413 0.020110
0.042849 0.067771
0.209353 0.301971
-0,028274 -0,043854
0445798 0,594287
0377296 0455557
0,329524 0,361832
0451827 0,593932
0.460682 0.485216

*%

SL5
0.071416
0277852
0.216634
0.205857
0.,188359
0.,149598
0121559
0,252346
0.,141897
0.241098
0.270557
0.261123
0.283241

EX2
0.379197
0177017
0.,347155
0.246362
0.301481
0.169490
0187625
0.236463
0.015185
0.474163
0.203623
0,126302

V5
0.121036
0.195454
0,181391
0.,178555
0.183641
0144304
0.105030
0,150480
0.,101020
0.135046
0.152082
0,199695
0,229591
0.379197
0,393041
0,210530
0114402
0.320087
0.208586
0,143753
0.223618
0145471
0,355654
0,209337
0,181438

DSDP
0.626760 0,666397 0555787

0,838643
%
0,782366
0,683292
0,717448
0,572726
0,700099
0,423284
0.,447875
0,673510
0,756707
0,757390
0,216634
0,18139
0,321023
0,032977

-0,010700

0.038966
0.261651

-0,022109

0,581313
0.419920
0,355345
0,582951
0.488919

DLS
0.265300
0,349140
0,321023
0.265217
0.238549
0.312784
0,227129
0,215909
0.,192788
0.133446
0,206708
0,266356
0,332804
0177017
0.393041

*%
0,047837
0,170543
0.336234
0,594569
0,112501
0.497538
0.319149
0,130667
0.502118
0,287266

VDP

-0.061513

SDP
0.377252
0.708027
0.683292
0773477

*%
0.730547
0.368358
0.581079
0.399295
0.449412
0.590917
0.633307
0.611956
0.188359
0.183641
0.238549
0.060333
0.045697
0.009814
0.163714

-0.017535
0.437297
0.394634
0.310096
0.432555
0.395610

0,766589
0,782366
¥
0773477
0,729275
0,509270
0617725
0,412803
0.445507
0.603355
0,672963
0,702589
0,205857
0,178555
0.265217
0,069432
0,047661
0,000519
0,189459

0.481993
0.358018
0,366932
0.483363
0.454548

DRLS
0.024618 0.010413
0.006132 0,020110
0,032977 -0,010700
0,059432 0,047661
0.060333 0.045697
-0.018593 0,048962
-0.026873 0,008070
0,134673 0,104003
0.011142 0.023212
0.184430 0,162355
0136467 0117424
0,107961 0,089416
-0.030950 -0,040650
0.347155 0.246362
0.210530 0,114402
0,047837 0170543
o 0,176941
0176941 A
0.119867 0,374864
-0.036577 0421819
0,434540 0447205
-0.062674 -0,110791
-0.104304 -0,016578
0.148670 0.049785
-0.060297 -0,086210
0,012996 0,066957

511

vC

0.711542
0.732125
0.717448
0.729275
0.730847
Ex3
0.696105
0,599785
0.458437
0.403096
0.551464
0.677438
0.718175
0.149598
0.144304
0.312784

-0.018593

0.045962
0.0483846
0.215813

-0,091460

0.496722
0.482195
0.412010
0.,495892
0.518160

Vi

0.042849
0.067771
0,038966
0,000519
0.009814
0.048846
0,028699
0,096230
0.003757
0137710
0.114498
0,099062
0,087146
0.301481
0.320087
0,336234
0,119867
0.374864

*

0.681173
0,299861
0.116892
0.005863
0.207124
0,085525
0,020610

VHP

0.669579
0.510342
0.572726
0.509270
0.368358
0.696105
Ex3
0.505425
0,329848
0,340176
0,513342
0.550904
0.637464
0121559
0.105030
0.227129

-0,026873

0.008070
0.028699
0176773

-0,099731

0,338189
0,325081
0,364426
0,331318
0,390009

DL1

0.209353
0,301871
0,261651
0,189459
0.163714
0.215813
0176773
0.225114
0.,118861
0.,199081
0.235987
0,258678
0.287008
0.169490
0.208586
0,594569
-0,036577
0.421819
0.681173

P

0183887
0.423846
0.263501
0.131702
0419741
0178875
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DCB

0.612448
0.689725
0.700099
0.617725
0.581079
0.599785
0.505425
EE
0.307362
0.808612
0,951935
0,945637
0.608718
0.252346
0.190480
0.215309
0.134673
0.104003
0.096230
0.225114
0.137819
0.440871
0340817
0.265019
0.440599
0307114

DRL1

EEd

-0.028274
-0.043854
-0,022109
-0.061513
-0.017535
-0.091460
-0,099731
0,137819
-0.045895
0.199234
0.153492
0,091301
-0.089515
0187625
0143753
0,112501
0,434540
0.447205
0.299861
0.183887

-0.085275
-0.145850
-0.044896
-0,078314
-0,056642

DBCT

0.271224
0.484183
0.423284
0.412803
0.399295
0.458437
0.329848
0,307362
**
0.269051
0.318348
0.547933
0.407350
0.141897
0.101020
0.192788
0.011142
0.023212
0.003757
0.118861

-0.048895

0.341225
0.312589
0.279876
0337901
0,346235

DHKC
0.445798
0.594287
0581313
0.481993
0437297
0.496722
0,338189
0.440871
0.341225
0.263777
0407532
0.513913
0.556753
0.236463
0.223618
0497538
-0,062674
-0.110791
0.116892
0.4235846
-0,085275

*%

0.531250
0.342157

0,94964
0,442454

DLCT

0.406848
0.538699
0447875
0.445507
0.449412
0.409096
0.340176
0.,808612
0.269051
*F
0.885288
0.,809091
0.434475
0.241098
0.135046
0133446
0184430
0162355
0137710
0.199081
0.199234
0263777
0,192863
0145447
0.265228
0,154968

DKT

4

0.377296
0.455557
0,419920
0,358018
0,394634
0.482195
0,325081
0,340917
0.312589
0.192863
0.287457
0,407606
0.411129
0.015185
0.145471
0,319149
-0,104304
-0.016578
0.005863
0.263501
-0,145850
0,531250

0.259867
0.544774
0.,476684

DCTB

0.529958
0.666745
0.673510
0.603355
0.590917
0.551464
0.513342
0,951935
0.318348
0,885288
e
0,930016
0.608207
0.270557
0.192082
0.206708
0.136467
0117424
0.114498
0.235987
0.1563492
0.407532
0.297457
0,238594
0.404647
0.257978

SHKC

EE

0,329524
0,361832
0,355345
0,366932
0,310096
0.412010
0,364426
0,265019
0,279876
0145447
0,238594
0,320018
0,400501
0.474163
0,355654
0,190667
0,148670
0,049785
0,207124
0,131702
-0,044596
0342157
0,259867

0,319461
0,531536 0,480486

DC o]
0709618
0,919956
0767350
0702589
0.611956
0.718175
0.637464
0.608718
0407350
0434475
0.608207
0.679179

0.650101
0.762562
0.756707
0.672963
0.633907
0.677438
0.550904
0,945637
0.547933
0,809091
0,930016
*=F
0.679179
0.261123
0.199695
0.266356
0.107961
0.089416
0.099062
0.258678
0.0913901
0.513913
0.407606
0,320018
0.513264
0,385309

DDKC
0.451827
0.5893932
0,582951
0.,483363
0.432555
0.495892
0,331318
0,440599
0,337901
0.265228
0.404647
0,513264
0,548335
0.203623
0.209337
0.502118
-0,060297
-0.086210
0.085525
0.419741
-0,078314
0,94964
0.544774
0.319461

P

*%

0.283241
0.229591
0.332804
-0.030850
-0.040650
0.087146
0.287008
-0.089515
0.,556753
0411129
0.400501
0,548335
0.459224

SDKC
0.460682
0.485216
0,488919
0,484548
0,395610
0,518160
0,390009
0,307114
0,346235
0,154968
0.257978
0,385309
0,459224
0,126302
0,181438
0.287266
0,012996
0,066957
0,020610
0.178875
-0,056642
0,442454
0.476684
0,531536
0.480486

*%



Priloha 3

Melampyrum nemorosum z lokality P¥ibénice, Cesko

Melampyrum bihariense z lokality Vlddeni, Rumunsko
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Melampyrum italicum z lokality Zalbio, Italie

Melampyrum velebiticum z pohoii Velebit, Chorvatsko
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Melampyrum hoermannianum z lokality Tara, Srbsko
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Priloha 4:

‘ Cislo izolace ‘Kéd populace Druh Stéat Zemépisna Sitka | Zemépisna délka
1 SAST2 subalpinum Slovensko 48,622397 17,139454
8 GUTE-st subalpinum Rakousko 47,87359 15,879917
11 LUZNN nemorosum Cesko 49,393385 14,560793
17 BADF-old subalpinum Rakousko 47,828165 16,131299
20 SARA subalpinum Cerna Hora 43,840954 18,493276
24 RICH subalpinum Rakousko 48,057828 16,276367
30 SCHN subalpinum Rakousko 47,777283 15,84365
38 GRODV-old velebiticum Italie 46,59607 11,567926
39 BUCHI velebiticum Italie 46,248783 11,249736
41 11627 velebiticum Italie 45,994892 11,084839
44 VLADB nemorosum Rumunsko 45,761147 25,393503
45 CIUuCB nemorosum Rumunsko 45,669658 25,933565
46  ANDR hoermannianum Cernd Hora 42,723638 19,82905
47 VELED degenianum Chorvatsko 44,415258 15,56633
49 HOFS subalpinum Rakousko 47,992882 16,104855
51 VUSIS hoermannianum Cernd Hora 42,530521 19,879393
52 HANP hoermannianum Cernd Hora 44,0528972 18,9352194
53 TARA hoermannianum Cernd Hora 43,008993 19,424935
54 MAGL hoermannianum Cernd Hora 43,2670194 18,8010194
55 VLASH hoermannianum Cernd Hora 44,1593944 18,9263028
56 1ZBI hoermannianum Cernd Hora 43,5332694 18,5628222
57 DURM hoermannianum Cernd Hora 43,145922 19,081327
58 BERA hoermannianum Cernd Hora 42,879325 19,866603
60  FRUG-orig degenianum Srbsko 45,1453556 19,8354722
62 VELE velebiticum Chorvatsko 44,3771056 15,5422889
87 WALD subalpinum Italie 42,777964 13,28307
89 ZEHR subalpinum Cesko 50,523 15,10653
91  SOPR-st subalpinum Cesko 50,078573 15,546184
94 TYNI-st subalpinum Cesko 50,183799 16,096776
109 LCEIT velebiticum Italie 45,946511 11,013542
111 11627 velebiticum Italie 45,994892 11,084839
124 CERTNOS8 nemorosum Cesko 48,859025 17,414231
140 HERN subalpinum Rakousko 47,90739 16,09479
147 KNEZ-08 subalpinum Cesko 49,59178 16,41661
153 CERB subalpinum Cesko 50,02708 15,84278
181 SLIN subalpinum Rakousko 47,988656 16,161679
184  GRAB-st subalpinum Rakousko 47,95195 16,03504001
193 SCHWA subalpinum Rakousko 47,8168 15,70466
199 VYSL subalpinum Cesko 50,15285 15,84125
203 HORIJ subalpinum Cesko 50,046802 16,12781
206 SOOR subalpinum Rakousko 47,987506 16,198243
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209
211
217
219
221
227
250
261
265
272
277
279
289
294
301
303
308
318
323
327
332
338
342
347
349
352
356
361
373
376
380
385
390
404
409
416
424
428
434
438
441
445
452
458

KRIZ
RD
HAID
LANG
KIRC
MIES
UPPSN
SAJH
CERK
CHLU
ZDEL
HALA
KOLE
HEJT
KARD
PEUT
MAMA
KLOS
VIAD
NYKL
VELT
OLES
TRPI
KOST
USTR
VLHA
DOBR
BELE
SUTE
MOLVI
CAVEI
MISOI
GRENI
VYSB
SLAP
PUCH
KNAP
SEMM
LOSE
FALK
RE-83
BADF
HOHW
MERK

subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
nemorosum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
velebiticum
velebiticum
velebiticum
velebiticum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum

Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Svédsko
Slovensko
Slovensko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Cesko
Italie
Italie
Italie
Francie
Cesko
Cesko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
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48,040153
48,043048
48,035057
47,983754
47,621172
47,8627
59,852165
48,65257
48,472071
50,134548
50,1104
48,841702
49,08643
49,331661
49,161276
47,9557
47,831113
47,807789
47,657461
49,60185
49,56416
49,57538
49,58455
50,10536
49,33371
50,07073
50,007667
50,205788
50,157128
46,111974
46,200055
45,990873
45,044211
50,136113
49,378978
47,76208
47,700711
47,640125
47,790776
47,821104
48,026467
47,828165
47,829357
47,982949

16,253575
16,259453
16,255438
16,188795
15,977228
15,98945
17,629981
17,27207
17,053008
16,13363
16,155364
14,937304
14,79793
14,724084
14,846136
15,154207
15,883577
15,762012
15,811143
16,37135
16,387
16,40224
16,39945
16,18889
14,67733
15,5953
16,140833
15,926334
16,028933
10,952371
11,041203
10,83782
6,129288
16,000492
14,600638
15,88695
15,787191
15,827037
15,844621
15,695864
16,224985
16,131299
16,052765
16,133426



466
471
476
498
511
554
563
567
585
586
5901
596
628
654
658
663
668
686
711
716
728
738
764
767
769
771
773
776
777
782
793
817
827
829
830
836
840
845
850
855

860

865

ANDOT
RIVAT
THAL
ROSEN
SKALN
RE-II
GUMP96
EINO09Z
CERVN
ubDOL
CAPAB
BERA
VUSIH
PROKH
VUSIH-2
MAZU
MAJD
ALBI
MARS
HOLL
KALT
KRAN
NEVEV
TRAIB
uDOLB
NOCOB
PETRN
GORKN
STEPV
CHYTN
JINDN
JESEN
STETV
BOREV
GENTN
TRESN
OLSZN
DABIEN
STRUN
LEISN

DouT

DOLH

degenianum
degenianum
subalpinum
degenianum
nemorosum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
nemorosum
subalpinum
carpaticum
hoermannianum
hoermannianum
hoermannianum
hoermannianum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
subalpinum
velebiticum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
velebiticum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
velebiticum
velebiticum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
degenianum
degenianum

trichocalycinum

hoermannianum

Italie

Italie
Rakousko
Rakousko
Cesko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Cesko
Rakousko
Rumunsko
Cerna Hora
Cernd Hora
Cerna Hora
Cernd Hora
Cesko
Cesko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Italie
Rumunsko
Rumunsko
Rumunsko
Rusko
Rusko
Francie
Polsko
Cesko
Cesko
Francie
Francie
Némecko
Némecko
Polsko
Polsko
Rakousko

Rakousko
Bosna a
Hercegovina
Bosna a
Hercegovina
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46,061271
45,909738
47,710917
48,028938
50,490587
48,025216
48,031623
48,02378
50,300861
47,660115
45,266611
42,879325
42,532645
42,565472
42,534173
50,157323
48,98466
47,70293
47,640264
47,752678
47,996171
47,644053
46,075041
46,93349
46,525714
46,93449
59,429281
59,9
45,59664
53,711894
49,16843
49,879276
44,284729
44,10507
52,409361
51,717992
50,83825
50,341083
48,199729
48,567513

43,687008

43,666733

10,889209
10,831328
15,849579
16,182325
14,602029
16,227588
16,256589
16,229717
17,133472
15,79588
24,126806
19,866603
19,82008
19,915361
19,819595
15,924848
14,84436
15,80113
15,875794
15,748742
16,163324
15,975386
12,33263
22,84345
22,606457
22,85498
29,980906
31,69
6,871884
21,558994
15,04197
17,154727
6,882162
7,267678
12,183556
10,970489
16,705194
20,179472
14,976736
16,385279

17,691754

17,708535



870
876
880

885
890
895
901

905
910
915
920
925
930
935
940
950
960
965

968
977
980
988
990
992
998
1001
1003
1006
1007
1010
1012
1014
1034
1039
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1070

ZELPS
SATOVI
BLEDN

TREBH
PLETN
PLANV
JASEV

KONJH
NANOV
SVICH
BUNIH
SABOH
PLITH
VUKOH
VRANN
LIPLN
MANFN
VEVEV

JABLH
ALMEN
SHOKN
JACAC
SURZP
GUILC
BEBRP
RIGAN
SUWAN
COZHH
TEKON
PETRB
LEFFN
SIUNB298
SIUNB294-5
PEZZT
SCARB
BIXAD
ARCAB
OMBIT
IDROT
FRUG-nove
DEBHN

Bosna a

hoermannianum Hercegovina

velebiticum
degenianum

Chorvatsko

Slovinsko
Bosna a

hoermannianum Hercegovina

degenianum
velebiticum
velebiticum

Chorvatsko
Slovinsko

Chorvatsko
Bosna a

hoermannianum Hercegovina

velebiticum

degenianum
degenianum
degenianum
degenianum

Slovinsko

Chorvatsko
Chorvatsko
Chorvatsko
Chorvatsko

hoermannianum Chorvatsko

degenianum
degenianum
degenianum
velebiticum

Slovinsko
Slovinsko
Madarsko
Svycarsko
Bosna a

hoermannianum Hercegovina

nemorosum
nemorosum
velebiticum
carpaticum
velebiticum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
carpaticum
degenianum
nemorosum
degenianum
nemorosum
nemorosum
degenianum
nemorosum
carpaticum
nemorosum
degenianum
degenianum
subalpinum
nemorosum

Svédsko
Svédsko
Spanélsko
Ukrajina
Spanélsko
Polsko
Lotyssko
Polsko
Rumunsko
Ukrajina
Rumunsko
Italie
Rumunsko
Rumunsko
Italie
Rumunsko
Rumunsko
Rumunsko
Italie
Italie
Srbsko
Madarsko
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44,408605
44,756801
46,36897

43,829902
45,302684
45,798293
45,236919

43,542791
45,794255
44,844914
44,664244
45,009122
44,894584
43,607676
45,952132
45,851149
46,156891
46,486183

43,646629
56,664635
56,26667
42,55454
48,6
41,919942
53,593556
57,3873
54,012925
45,307222
48,138344
46,60062
45,77667
46,92643804
46,92069
45,7694
46,49700556
46,10908333
47,08108333
45,74731
45,80723
45,1453556
47,51054

17,938712
15,068007
14,100201

18,470329
17,962582

14,2351
15,060146

18,062807
14,008591
15,144443
15,6003
15,422206
15,607619
16,851094
14,257024
14,244487
18,242266
6,845017

17,756197
15,243576
14,83333
-0,6612937
26,6
2,517616
22,858767
25,973128
22,9971
24,349444
23,077758
22,64072
9,878576
22,535608
22,53251
10,24783
23,38175
25,84636111
24,35302778
10,30674
10,50753
19,8354722
21,84585



1073
1074
1094
1102
1104
1106
1113
1122
1142
1192
1208
1215
1217
1220
1221
1222
1224

EA

EA
LAFFRV
PUSKN
KRASN
ROSTN
IRKUN
SFANH
HRADD
PLATV
RATKN
SPASB
CASAI
FAEDD
ROANI
PRATI
CIGOI

carpaticum
carpaticum
velebiticum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
nemorosum
carpaticum
degenianum
velebiticum
degenianum
degenianum
velebiticum
degenianum
velebiticum
velebiticum
velebiticum

Rumunsko
Rumunsko
Francie
Rusko
Polsko
Rusko
Rusko
Rumunsko
Slovensko

Chorvatsko
Chorvatsko

Ukrajina
Italie
Italie
Italie
Italie
Italie

-80 -

45,675382
45,675382
45,1043833
56,0213181
53,31937702
57,23548902
52,08638889
44,65888889
48,66272222
45,439463
48,60534
48,300161
46,15963889
46,24189167
46,17527778
46,25645
46,08848611

24,514356
24,514356
6,2529833
37,8129706
23,12868297
39,480213
103,9669444
21,74694444
20,30611111
14,561855
20,10196
25,77334
12,14297222
12,29189167
12,204325
12,07273889
12,23638889



