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Abstrakt

Abstrakt

Ptedkladana diplomova prace se zabyva karyologickou, genetickou a fenotypovou variabilitou

vybranych taxoni rodu Dianthus L. v Ceské republice a sousednich zemich. DileZitou roli v evoluéni
historii rodu hrélo nékolik mikroevolu¢nich procesi, jako jsou hybridizace, genomova duplikace ¢i
edafickd speciace. Tyto procesy vedly ke vzniku velkého mnozstvi fenotypoveé podobnych taxoni,
které jsou &asto omezeny na maly areal. V Ceské republice rostou 3 endemické hvozdiky a jeden
subendemicky. Tyto (pod)druhy poslouzily jako modelova skupina pro studium mikroevoluénich
procestt v malych populacich. Prace se sklada ze tii Casti, zabyvajici se kazda jinym evolu¢nim
procesem:

Dianthus arenarius subsp. bohemicus je kriticky ohrozenou endemickou psamofytni rostlinou
rostouci na jediné plvodni lokalit¢ v Polabi sympatricky se S§iroce rozSifenym
D. carthusianorum. Hybridizace byla pfedpokladana na zakladé morfologickych znakd, ale
nebyla nikdy potvrzena jinou metodou. Vzhledem k odlisnému poétu chromozomu obou
druhii byla hybridizace detekovana pomoci prutokové cytometrie s barvivem DAPI (stanoveni
relativniho obsahu DNA vétsiny rostliny z lokality). Na karyologicky potvrzenych hybridech
byly provedeny morfometrické analyzy a, s pouzitim sekvenace cpDNA, uréen smér
hybridizace. Vysledky ukazaly, Ze k hybridizaci dochazi, ale kfiZenci jsou relativné vzacni a
jsou z veétsi Casti sterilni (absence semen, nizka viabilita pylu) a pravdépodobné se dale
nekfizi. Srovnani chloroplastovych haplotypt ukazalo, Ze oba sméry kiizeni jsou mozné. Jako

vvvvvv

Dianthus carthusianorum je pravdépodobné nejvariabilngj$im druhem hvozdiku, s nékolika
udavanymi infraspecifickymi taxony. Tato prace se zabyva ¢tyfmi poddruhy rostoucimi na
uzemi stiedni Evropy, vCetné subsp. sudeticus (endemit Velké Kotliny) a subsp. capillifrons
(vdzana na hadcové skalky Ceské republiky a Rakouska). Srovnani velkosti genomu,
morfologie a genetické variability (s pouzitim mikrosateliti) ukdzalo na relativné nizkou
diferenciaci studovanych taxond a do urcité miry kontinudlni variabilitu, kterd odpovida
poddruhové trovni. Dalsi data budou do budoucna potiebna k bliz§imu zhodnoceni poddruhd.

Pro druh Dianthus moravicus byly udavany dva cytotypy (4x a 6x) vCetné smiSenych
cytotypovych populaci. Revize této karyologické variability s pouZitim pratokové cytometrie
(barvivo DAPI) vsak potvrdila pouze vyskyt hexaploidniho cytotypu ve vSech populacich.
Predchozi udaje o vyskytu tetraploidd byly pravdépodobné chybné.

Klicovd slova: Dianthus, endemit, hybridizace, edaficka speciace, prutokova cytometrie,
morfometrika, mikrosatelity.
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Abstract

This MSc. thesis deals with karyological, genetic and phenotypic variation of selected taxa from
the genus Dianthus L. in the Czech Republic and adjacent countries. The evolutionary history of the
genus has been shaped by several microevolutionary processes, including interspecific hybridization,
genome duplication, and edaphic speciation. These processes led to the origin of a number of
phenotypically similar taxa, which are often restricted to a narrow geographic area. One subendemic
and three endemic taxa occur in the Czech Republic. These (sub)species were used as model groups to
gain insight into microevolutionary processes in small populations and the postglacial development of
the genus in Central Europe. The thesis consists of three parts, each addressing different evolutionary
phenomenon:

Dianthus arenarius subsp. bohemicus is a critically endangered endemic psammophyte
currently known from a single population in Central Bohemia. The site is also inhabited by
widespread D. carthusianorum. Interspecific hybridization has been suspected on the basis of
morphological characters, but this has never been confirmed by any other technique.
| exploited differences in the number of chromosomes between both species and, with the aid
of DAPI flow cytometry, estimated relative DNA contents of most plants present at the
locality. The karyologically-confirmed individuals were subjected to conventional and
geometric morphometrics, and the direction of hybridization was assessed using cpDNA
sequencing. The results show that although interspecific hybridization does occur, crosses are
rare, hybrids have limited reproductive potential (mostly aborted pollen grains, non-viable
seeds), and most likely do not backcross to parental species. The comparison of chloroplast
haplotypes provided evidence for reciprocal hybridization. Species- and hybrid-specific
morphological characters were revealed, the most important of which is corolla shape and
colour.

Dianthus carthusianorum L. is perhaps the most variable carnation species, with a number of
recognized intraspecific taxa. Four subspecies native to Central Europe were investigated,
including subsp. sudeticus (endemic to the Jeseniky Mts.) and subsp. capillifrons (restricted to
serpentine rocks of the Czech Republic and Austria). Similarities in genome size, morphology
as well as genetic variation (assessed using microsatellite) indicate low inter-subspecies
differentiation and mostly continuous variation. Until more comprehensive investigation is
performed, the level of subspecies seems to be justifiable.

Two cytotypes (4x and 6x) in both ploidy-uniform and mixed populations have been reported
in Dianthus moravicus. A revision of the karyological variation using DAPI flow cytometry,
however, confirmed only the incidence of hexaploid populations, challenging the previous
records of ploidy heterogeneity.

Keywords: Dianthus, endemic, hybridization, risk assessment, edaphic speciation, flow cytometry,
morphometrics, microsatellites
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Rod Dianthus L. — hvozdik — je taxonomicky velice komplikovanou skupinou, u niz
nejriznéjsi speciacni procesy (polyploidizace, geograficka vikariance, edaficka speciace, hybridizace)
daly vznik velkému mnozstvi blizce ptibuznych, fenotypové podobnych a Casto tizce rozsifenych
taxont (Meusel et Mithlberg 1978, Tutin et Walters 1993). Nizkd morfologickd vyhranénost mnoha
druhii naznacuje, Ze se jedna o skupinu mladou, u niz se specia¢ni udalosti odehraly teprve recentné
a pravdépodobné velmi rychle (Valente et al. 2010). Ackoli napiiklad ve Slechtitelstvi se jedna o
registrovanych kultivard; AIPH/Union Fleurs 1997, Leslie 1983), =z biosystematického a
taxonomického hlediska jsou hvozdiky velice malo probadané.

Vzhledem K jejich variabilité a k nedavné rychlé speciaci jsou hvozdiky vhodnou modelovou
skupinou pro studium speciac¢nich a mikroevoluénich procest, a to hned na n€kolika urovnich:
mizeme jednak studovat silu reprodukénich bariér u jiz dobie diferencovanych druhii (studium
hybridizace) nebo se naopak zaméfit na druhy s velkou vnitrodruhovou ¢i vnitropopulaéni variabilitou,
Které jsou v pocate¢nim stadiu speciace. Kone¢né, mizeme studovat skokovou speciaci, ke které
dochéazi procesem polyploidizace (v rodu Dianthus ¢asté).

Potiebu cileného studia tohoto rodu v Ceské kveétené podtrhuje také fakt, ze nékolik zastupct
je endemickych. Nepocitame-li apomiktické taxony, pak mezicca tiiceti Ceskymi endemity (v
zavislosti na taxonomickém pojeti; Gerza 2009, Kaplan 2012) jsou 3 zastupci hvozdiki a dalsi je
subendemicky. VSechny jsou fazeny do kategorie kriticky ohrozené (C1; Prochazka 2001), dva z nich
(hvozdik moravsky a hvozdik pisecny ¢esky) jsou navic soucasti celoevropské soustavy NATURA
2000 (Rybka et al. 2004) a pro hvozdik pisecny Cesky probiha zdchranny program (Bélohoubek 2008).
V minulosti se stfedoevropskymi hvozdiky podrobngji zabyvali F. A. Novak (Novak 1915, 1926,
1927a, 1927b) a M. Kovanda (Kovanda 1980, 1982). Navzdory jejich evoluéni zajimavosti
i praktickym ochranatrskym aspekttim, vSak chybi recentni studie, které by vyuZzivaly moderni postupy

soucasné biosystematiky.

Vrodu Dianthus se vétS§ina druhd mize vzajemné kiizit (Tutin & Walters 1993).
K hybridizaci velice pravdépodobné dochazi i v nasi kvétené, napf. na NPP Klene¢ u Roudnice
n. Labem, kde byly pozorovany piechodné morfotypy mezi hvozdikem pisenym &eskym
(D. arenarius L. subsp. bohemicus (NOVAK) O. SCHWARZ %) a hvozdikem kartouzkem.

Geograficka izolace, jez je zakladnim pfedpokladem pro postupnou (alopatrickou) speciaci, je
jednim z hlavnich mechanismti vzniku blizce piibuznych taxont (Coyne & Orr 2004). Tento typ

speciace je pomerné malo studovan (vzhledem k casovému méfitku stovek az tisicli generaci), avSak

! Nomenklatura taxont v celé préci byla sjednocena dle Kubat et al. (2002). V piipads taxoni vyskytujicich se pouze mimo
tizemi CR pak dle Meusel & Miihlberg (1978).
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jednotlivé izolované populace Ize zastihnout v riznych stadiich vyvoje, od populaci pfizpisobenych
mistnim ekologickym podminkam (ekotyptim) aZz po jasné vymezené poddruhy ¢&i druhy (Briggs
& Walters 2001, Coyne & Orr 2004). Dianthus carthusianorum L., jehoz ¢tyfi ¢eské poddruhy se
vyskytuji kromé nizin a podhtii (subsp. carthusianorum a subsp. latifolius (GRISEB. et SCHENK)
HEGI), kde maji $iroky kontinualni areal, také izolované v horéch (subsp. sudeticus KOVANDA) ¢i
na hadcich (subsp. capillifrons (BORBAS) NEUMAYER), se zda byt vhodnou modelovou skupinou
pro studium postupné speciace.

Fenomén polyploidie je u hvozdikl velice rozsiten (Carolin 1957; Kovanda, 1984), zejména
pak v sekci Plumaria (OPIZ) ASCHERS. et GRAEBN., ke které piislusi také Dianthus moravicus
KOVANDA, kde jsou jako nejb&znéjsi udavani tetraploidi (2n = 60) a hexaploidi (2n = 90; Weiss et
al. 2002) a najdeme zde i cytotypoveé smiSené populace (Kovanda 1982, Kmet'ova 1985, Weiss et al.
2002). Vzhledem k existenci vnitrodruhové a neziidka i vnitropopula¢ni variability v ploidnim stupni,
predstavuji zastupci této sekce vhodnou modelovou skupinu pro feSeni otdzek tykajicich se
generovani, udrzeni a evolucnich disledki genomové duplikace v pfirodnich podminkach (Balao
2010).

V prvni ¢asti diplomové prace bude podrobné rozebrana problematika hybridizace
D. arenarius subsp. bohemicus s D. carthusianorum na jediné ptivodni lokalité v CR. Druha &ast se
bude zabyvat variabilitou D. carthusianorum ve stiedni Evropé s diirazem na dva jeho (sub)endemické
poddruhy: horsky D. carthusianorum subsp. sudeticus a D. carthusianorum subsp. capillifrons, ktery
je vazany na hadcové podlozi. Posledni okruh otazek se tyka revize cytotypové variability

v populacich Dianthus moravicus.

K feSeni vySe nastinéné problematiky byla vyuzita Siroka $kala modernich biosystematickych
metod — molekularni pristupy (mikrosatelity, sekvenovani cpDNA), klasicka i geometricka
morfometrika (s vyuzitim mnohorozmérnych statistickych postupti) a priatokova cytometrie (stanoveni

absolutni velikosti genomu a ploidni urovné).

Cile diplomové prace

I. Zhodnoceni  rizika  hybridizace D. arenarius subsp.  bohemicus
s D. carthusianorum
1. Jak ¢asto dochazi v ptirozenych podminkach k mezidruhové hybridizaci? Existuji pouze
primarni kiizenci nebo dochazi i ke zpétné hybridizaci?
2. Jaké morfologické vlastnosti vykazuji hybridni jedinci? Jaké znaky lze vyuzit pro jejich
spolehlivé ur¢eni?
3. Jaky je smér kiizeni (matetsky / otcovsky druh)?

4. Jaka je fertilita hybridu a jak vysoké je tedy riziko eroze genofondu?
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I. Evolu¢ni historie stiedoevropskych zastupci druhu D. carthusianorum
1. Jsou ceské (sub)endemické poddruhy D. carthusianorum morfologicky diferencované
oproti Siroce rozsitenym poddruhtim?

2. Tvofi jednotlivé poddruhy samostatné evoluéni linie nebo mezi nimi probiha genovy tok?

Il. Revize ploidni variability D. moravicus
1. Jakd je cytotypova variabilita v populacich D. moravicus? Jak ¢asté jsou v literatuie

udéavané ploidné-smisené populace a jaké je v nich zastoupeni jednotlivych cytotypa?
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Rod Dianthus L. (hvozdik, Caryophyllaceae) je rozSifen téméf vyhradné v temperéatnich
oblastech Eurasie a Afriky, vyjimku tvoii Sest tropickych africkych zastupct a jeden severoamericky
druh. Pocetné se jedna o velice bohatou skupinu ¢itajici, v zavislosti na taxonomickém pojeti, cca 300
(mnohdy znaéné variabilnich) druhd (Tutin & Walters 1993). Vysoky a neustidleny pocet taxonl
(zejména pak na vnitrodruhové urovni) pravdépodobné odrazi jak "skuteCnou" morfologickou
variabilitu této skupiny, tak také zvySeny zajem botanikd o tyto atraktivni rostliny. Hvozdiky jsou
ndpadné a oblibené rostliny, u nichz dochazi k formalnimu popisovani morfologickych odchylek (na
riznych taxonomickych Grovnich) ¢astéji, nez u jinych, méné napadnych, rostlin. Prestoze je Dianthus
druhym nejvétsim rodem ¢eledi Caryophyllaceae (po Silene L.), neexistuje recentni monografie nebo
uspokojiva vnitrorodova klasifikace. Jedind souhrnnd monografie (Williams 1893) obsahuje systém
podrodi a sekci, ktery vSak neni povazovan za piirozeny (Novak 1927a). Pozdéji se pozornost

botanikd zaméfila pouze na jednotlivé sekce a skupiny (Novak 1926, 1927a, 1927b a mnoho dalSich).

Za vyvojové centrum rodu povazuje Novak (1927a) severni fran (pohoii kolem jizniho bichu
Kaspického mote) a Kovanda (1990) Stfedozemi na vychod po Kavkaz. Centrem diverzity rodu je

Mediteran, Kavkaz a franska oblast (Tutin & Walters 1993, Meusel & Miihlberg 1978).

Jako vétsina zastupct Celedi Caryophyllaceae jsou hvozdiky svétlomilné (heliofilni) rostliny.
Najdeme zde proto zejména skalni, stepni nebo lu¢ni druhy, méné Casto pak lesni ¢i lesostepni
(Meusel & Miihlberg 1978). Rostou nejcastéji na mineralné bohatych ptidach a vyhybaji se naopak
pudam piscitym (h. pisecny tvoii vyjimku) a raselinnym. Rohweder (1934) poukazuje na to, Ze fada
diploidnich taxont (D. seguieri VILL., D. superbus L., D. deltoides L.) je citlivych na vapenec, oproti
tomu odvozeni polyploidi maji méné vyhranéné naroky na ptidni reakci a rostou na méné uzivnych
pudach. Vapnomilné zastupce hvozdika najdeme u skalnich a sutovych druhi jako jsou D. alpinus L.,
D. sternbergii SIEBER ex CAPELLI, D. plumarius L. a D. liburnicus BARTL. & H.L.WENDL.).

Druhy rodu Dianthus jsou nejcastéji vytrvalé byliny, vzacnéji jednoletky nebo dvouletky.
Listy jsou prisedlé nebo kratce fapikaté, carkovité az vejcité kopinaté, na okraji vétSinou drsné, na bazi
pochvaté. Kvety jsou v kvétenstvich rdzného typu (vidlany, hrozny, laty, strboulovité svazecky), nebo
jednotlivé. Kalich je trubkovity, fid€eji uzce lahvicovity nebo nalevkovity, pétizuby, husté zilnaty, na
bazi s 1-3 pary podkalisnich listéncl; ¢epel korunnich listkli zubata, vroubkovana, vyhlodana nebo
diipena, vzacné celokrajna, lysa nebo na lici chlupata a vousata, Cervena, rizova nebo bila, vzacné
(u kulturnich odrad) zluta; nehet zdéli nebo del§i nez kalich, bé€lavy nebo zelenavy; ty¢inek 10;
semenik jednopouzdry, se dvéma c¢nélkami. Tobolka vejcité valcovita, vzacné vejcovita,

jednopouzdra, zdéli nebo delsi nez kalich, otevirajici se ¢tyfmi zuby. Semena §titkovita, v obrysu
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nepravidelné obvejcita nebo vejcita, s oboustranné vyniklym stfednim Zebrem, tmavohnéda. Embryo

ptimé. Rostliny jsou entomogamni (Kovanda 1990).

U druht rodu Dianthus (podobné pak tieba i u Silene) ¢asto najdeme jedince se zakrnélymi
ty¢inkami. Prasniky jsou v takovém piipadé maximalné 1 mm veliké a obsahuji velmi malo nebo
zadny vyvinuty pyl (Meusel & Miihlberg 1978). Pokud se toto tyka vSech kvétt na jednom jedinci,
mluvime o gynodioecii, pokud jen ¢asti z nich, pak se jednd o gynomonoecii. V praxi se tak v populaci
setkavame se tiemi typy kvéta: (i) hermafroditni kvéty, (ii) kvéty se zakrnélymi prasniky a (iii) kvéty
pouze samici, s napadné dlouhymi bliznami (Kovanda 1990; vlastni pozorovani; viz také obr. 10).
Rostliny se zakrnélymi prasniky nebo bez nich mivaji v primeru mens$i kvéty (Rohweder 1934).

U gynodioeickych druhi byva v priméru Y4 rostlin samic¢ich (Rohweder 1934).

Jak napovida morfologie jejich kvéta (kalich srostly v dlouhou trubku), jsou hvozdiky Uzce
specializovani na opylovaée s dlouhym sosdkem — na motyli (Lepidoptera; Bloch et al. 2006).
Samospraseni je obvykle zabranéno diky proterandrii’, nicméné miaze k nému dojit tak, Ze se blizny

stoCi zpét na konci doby kveteni (Bloch et al. 2006).

Zéakladni chromozomové ¢islo rodu je x=15 (Carolin 1957). Chromozomy jsou malé, coz
znaén¢ ztézuje jejich pocitani (Carolin 1957, Meusel & Miihlberg 1978). V rodu Dianthus je
polyploidie casta, ale vyskytuje se nepravidelné napii¢ sekcemi. Zatimco v sekcich Armerium
WILLIAMS?, Carthusianorum BOISS., Suffruticosae WILLIAMS a v subsekci Alpini VIERHAPPER
ze sekce Barbulatum WILLIAMS se vyskytuji jen diploidni druhy (2n = 30), sekce Plumaria je na
polyploidy bohata (Meusel & Miihlberg 1978). Nejcastéjsi jsou zde tetraploidi (2n = 60) a hexaploidi
(2n = 90; Weiss et al. 2002) a najdeme tu i nejdelsi dosud udavanou polyploidni fadu v rodu Dianthus,
a to u druhu D. broteri BOISS. & REUTER, ktery ma 5 stupiiti ploidie v¢etné dodekaploida (Balao
2009). Carolin (1957) celkem udavé pro rod Dianthus 67% diploidnich, 18,7% tetraploidnich a 6,6%
hexaploidnich druhti, zbylych 7,7% piedstavuje vyssi ploidie. Vyjimkou v této sekci neni ani
vnitrodruhova ploidni variabilita, ze 17 druhtt ma 13 vice stupiili ploidie, z toho u péti druhd najdeme
smiSené cytotypové populace (Weiss et al. 2002). Pravdépodobnym mechanismem vzniku téchto

polyploidi je autopolyploidizace (Weiss et al. 2002).

Systematiku celého rodu komplikuje také casty vyskyt mezidruhovych hybridi (Carolin
1957). Presto, ze k hybridizaci miize dochazet mezi vétsinou druhi, vznikli kiiZzenci se 1isi ve fertilité.
Carolin (1957) ptehodnotil systém sekci tak, aby druhy, jejichZ hybrid je fertilni, byly v jedné sekci a
naopak druhy, jejichz hybrid je sterilni, byly v odlisnych sekcich. K hybridizaci dochézi i mezi druhy
odli$né ploidie, ale fertilita vzniklych hybridii je omezena (Carolin 1957).

! Proterandrie (prvopra$nost) — dozravani ty¢inek v kvétu dfive, nez dozravaji pestiky s bliznami, tj. az po vypraseni pylu.
? Sekce dle Meusel & Miihlberg (1978)



Rod Dianthus

V ceské kvétené najdeme (vedle fady péstovanych)10 piirozen¢ rostoucich zastupct tohoto
rodu: Dianthus deltoides (hvozdik kropenaty), D. superbus (h. py$ny), D. lumnitzeri WIESB.
(h. Lumnitzerav), D. gratianopolitanus VILL. (h. sivy), D. arenarius (h. pise¢ny), D. armeria L.
(h. svazcity), D. carthusianorum (h. kartouzek), D. pontederae KERNER, D. sylvaticus HOPPE

a D. moravicus (h. moravsky). Nejb&zné&jsi jsou druhy D. deltoides a D. carthusianorum.



Cast prvni:

Frekvence a dusledky mezidruhové hybridizace
D. arenarius subsp. bohemicus



Cést prvni. Dianthus arenarius L.

Dianthus arenarius L.

Dianthus arenarius — hvozdik pise¢ny — patii do sekce Plumaria, kteréd je charakterizovana
trsnatym rustem s Cetnymi sterilnimi listovymi riZicemi a vonnymi kvéty s vice ¢i méné hlubokymi
diipenymi ukrojky korunnich listki. Detailn€ji se sekci veénoval v n€kolika pracich F. A. Novak

(Novak 1915, 1926, 1927a, 1927b), jenz také popsal nekteré¢ dnesni poddruhy hvozdiku pise¢ného.

Hvozdik pise¢ny je vytrvala trsnata bylina se Stihlou lodyhou a ¢arkovitymi listy. Kvéty jsou
bilé a vonné, do poloviny diipené a nejéastéji po jednom. Podkalisni listénce jsou Siroce vej¢ité az

obvej¢ité, do ¥ délky kalicha, ¢asto s kratkou osinkou (piehled znakt poddruhi viz tab. 1).

Tab. 1: Pfehled znakd pro jednotlivé poddruhy Dianthus arenarius (podle Tutin & Walters 1993 a Kovanda 1990)

vyska Sirkalist | kalich | 9€Tkacepele | .ot
poddruh lodyha lodyhy spodni listy korunnich P v o
(mm) (mm) .. kvétid
(cm) listkd (mm)
arenarius L. trdvové o 20
zelend, 10-20 tupve , mrr? *1
. , zakoncené dlouhy
nevetvena
borussicus (VIERH.) travové kratké, 50-25 x 3
-25 x
KLEOPOW zelend, >20 za$picatélé az 0.5 o <10 >1
vétvena dlouze Spicaté
pseudoserotinus dlouhé, 20x4
X -
(BLOCKI) TUTIN siva, vétvend | >20 | zadpitatélé az 1 15 1-3
v iy g 4.5mm
dlouze Spicaté
pseudosquarrosus dlouhé, dlouze 2230 x 3
e - X
(NOVAK) KLEOPOW | siva, vétvena | >20 zadpicatélé a 1 o 15 (1-)3-24
zahnuté
bohemicus 9529
(NOVAK) O. siva 8-12 | kratké, $picaté 1-2 m'm 13-15 +1
SCHWARZ

Jedna se o taxonomicky slozity komplex, ktery se ve svém arealu rozpada na pét poddruht
rozsifenych od stfedni Evropy pies jizni Svédsko, Finsko a pobaltské republiky az do Béloruska, na
Ukrajinu a do zéapadniho Ruska (obr. 1 a 2; Jalas & Suominen 1986, Meusel et al. 1965, Tutin
& Walters 1993). Nejvice rozsifena je subsp. borussicus (VIERH.) KLEOPOW, jejiz areél se témér
shoduje saredlem celého druhu. Naproti tomu nominatni subsp. arenarius je omezena na jizni
Svédsko, subsp. pseudoserotinus (BLOCKI) TUTIN roste na zapadni Ukrajing a subsp.
pseudosquarrosus (NOVAK) KLEOPOW na zépadé Ruska a na stfedni Ukrajing. Posledni poddruh -

subsp. bohemicus - roste izolované od ostatnich na jediné lokalité v ¢eském termofytiku.

Jako vyvojové centrum druhu D. arenarius uvadi F. A. Novak zapadni Ukrajinu a severni
Rumunsko, kde vznikl pravdépodobné v postglacialu, a odkud se $ifil na sever za ustupujicimi ledovci

(Novak 1927a, 1927b). Do Cech pravdépodobné pronikl LuZickou nebo Broumovskou kotlinou.
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Cést prvni. Dianthus arenarius L.

Pozdgji, vlivem méné piiznivych podminek, na mnoha mistech vyhynul a v Ceské republice se tak
dnes vyskytuje pouze u Roudnice n. Labem. Jedna se o postglacialni relikt sarmatské kvéteny (Novak
1927b). Migraéni cesta hvozdiku piseéného a jeho Sifeni do Cech je v§ak prozatim spekulaci, ktera

nebyla potvrzena, oviem ani vyvracena (Kovanda 1986, Cefovsky 1992).

18— s

fGr==—ss = |
, : 7 1415 J‘
Obr. 1: Rozsiteni D. arenarius subsp. borussicus (kolecko), subsp. arenarius
(trojuhelnik) a subsp. bohemicus (hvézdicka; prevzato z Jalas & Suominen

1986).

, 1416
Obr. 2: Roz§_|’Fen|’ D. arenarius subsp. pseudoserotinus
(kolecko) a subsp. pseudosquarrosus (trojuhelnik) na
Ukrajiné (prevzato z Jalas & Suominen 1986).

S e =) B
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Cédst prvni. Dianthus arenarius L. subsp. bohemicus (NOVAK) O. SCHWARZ

Dianthus arenarius L. subsp. bohemicus (NOVAK) O. SCHWARZ

Dianthus arenarius subsp. bohemicus — hvozdik pise¢ny cesky — je wvytrvalou bylinou
vytvarejici husté trsy sivozelenych ¢arkovitych listii. Zietelng stopkaté vonné kvéty vyrustaji zpravidla
1990). Jedna se o vyrazné svétlomilny druh rostouci v nezapojenych travinnych spolecenstvech
v ramci kosttavovych travnikd piséin (diagnosticky druh svazu Koelerion glaucae; Kovanda 1990,
Chytry 2007), v doprovodu dalsich psamofytnich druhg.

Z poddruhit  hvozdiku pisecného je rostlindm
z roudnickych pis¢in geograficky nejpodobné&jsi subsp.
borussicus, kterad roste nejblize v Némecku a Polsku. Od ni
se subsp. bohemicus lisi jen sivozelenym zbarvenim lodyh
alistl, niz8imi, vétSinou jednokvétymi  lodyhami
a podkali$nimi listénci vétSinou s nasazenou Spickou. Ostra

hranice vSak mezi obéma taxony neni: sivost je znacné

nestalym znakem a da se snadno ovlivnit prostiedim  opr. 3. pignthus arenarius  subsp.
(v zéstinu sldbne nebo tplné mizi), nizké jednokvété rostliny ~ Poremicus.
se vyskytuji i v populacich subsp. borussicus (napi. v okoli Toruné) a ani tvar listéncl neni vzdy
spolehlivym voditkem (Kovanda 1986). Jednokvétost je kromé toho charakteristickym znakem rostlin
ze Svédska a Finska (subsp. arenarius, Tutin & Walters 1993), sivozelené zbarveni je typické i pro
rostliny z Ukrajiny (subsp. pseudoserotinus a subsp. pseudosquarrosus, Tutin & Walters 1993),
U nichZ se také obcas vyskytnou podkali$ni listénce stejného tvaru jako u subsp. bohemicus (Kovanda
1986). Ackoliv je subsp. bohemicus stenoendemitem izolovanym od ostatnich poddruht, jeho pavod

a vztah k ostatnim poddruhiim nebyly nikdy zhodnoceny s vyuzitim modernich biosystematickych

metod.

Dianthus arenarius subsp. bohemicus patii k nemnoha endemickym taxonim nasi flory. Je
zakonem chranén v kategorii kriticky ohrozenych druhd (C1) a pod stejnym stupném ohrozeni je
uveden i v Gerveném seznamu cévnatych rostlin (Cefovsky et Abtova 1999, Prochazka 2001). Mimo to
se jedna o prioritni druh soustavy NATURA 2000 (Rybka et al. 2004) a je jednim z péti rostlinnych
druhi, pro které byl schvalen zachranny program (Bélohoubek 2008).

Vyskytuje se pouze v Polabi u Roudnice nad Labem na pis¢itych stranich na jedné pavodni
lokalité u obce Klene¢ (chranéna jako Narodni pfirodni pamatka Klene¢) a na jedné uméle zalozené
u Kyskovic (VKP Straii Na Kamenici; Cefovsky et Abtova 1999, Bélohoubek 2008). V minulosti byl
D. arenarius subsp. bohemicus vice rozsifen; kromé jediné dne$ni pivodni lokality u Klence se

vyskytoval minimalné jesté u obce Vrazkov. Po upusténi od tradi¢niho extenzivniho hospodateni
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Cédst prvni. Dianthus arenarius L. subsp. bohemicus (NOVAK) O. SCHWARZ

(pastvy) vsak byly zdejsi plochy ve 40. letech 20. stoleti osazeny akatem a borovici. Tyto stanovistni
zmény a tézba Stérkopisku mély za nasledek prudky Ubytek jedincti a zanik lokality u Vrazkova, kde
byl hvozdik naposledy zaznamenan v roce 1955 (Kovanda 1986). Absenci managementu, zejména
pastvy, dochéazelo k zapojeni porostu, ve kterém semena hvozdiku $patné kli¢i a populace postupné
starnula (Bé&lohoubek 2008). Od 70. let minulého stoleti se proto na klenecské lokalité vystiidala cela
fada ochranafskych opatieni ve snaze populaci hvozdiku udrzet a dale posilit: odstranovani naletovych
dievin, chemické oSetfovani proti jejich zmlazovani, koseni, odplevelovani i cileny vysev semen.
| pfes tyto zasahy piezivala pocatkem 90. let na Klenci jen stdrnouci populace asi dvou set trst bez
semenackt. NejefektivnéjSim zasahem byla az jednorazova velkoplos$na strzeni drnu v letech 1999,
2009 a 2010. Po tomto z&sahu se populace rozristala a zmlazovala, diky uchyceni semenacku
v disturbovaném porostu. Vedle toho zde probihaji i dal$i managementova opatieni s cilem posilit
druh (se¢, vyhrabavani mechu, okopavani trsii, apod). Kazdoro¢né provadéna scitani ukazuji, ze pocet
jedincti h. pise¢ného Ceského na NPP Klene¢ v soucasné dobé jiz piekrocil 2 tisice (z&chranné

programy [online]).

Populaci se tak sice dafi riznymi zasahy posilovat, nicméné¢ je zde dalsi nedostatecné
prozkoumané a podcefiované potencialni nebezpeli, a tim je hybridizace. D. arenarius subsp.
bohemicus se na NPP Klene¢ vyskytuje spoleéné s hvozdikem kartouzkem (Dianthus
carthusianorum). Hvozdiky maji obecné relativné slabé reprodukéné-izolaéni bariéry a v mistech, kde
roste sympatricky vice druhd, se velmi Casto kiizi (Carolin 1956, Tutin et Walters 1993). Poprvé na
rostliny s razovou korunou jako na mezidruhové hybridy poukazuje F. A. Novak (Novék 1915,
1927b), ale neudava jejich Cetnost. Podobné si rizovych jedinct v§iml i Kova¢ (1996), ktery se
zabyval explantatovymi kulturami ohrozenych druhd rostlin. Toman (1986, 2000) uvadi i odhady
Cetnosti: v roce 1972 napocital rizovych jedinct na lokalité¢ 13%; 25% jedinci mélo na bazi ¢epele
korunniho listku ¢ervenou skvrnu, které u poloviny jedinct bylo doplnéno riZzovym stiedem a 32%
jedincti melo na bazi ¢epele rizové brvy. Vzhledem ke kombinaci téchto znaki u nékterych jedinct
dospél k poétu 38% jedincu s Cisté bilymi kvéty, na zakladé ¢ehoz usuzuje, Ze hybridizace je
Vv populaci rozsahla (a nevylucuje ji dokonce ani u ¢isté bilych jedincd; Toman 1986, 2000). Hybrid
hvozdiku kartouzku a hvozdiku pise¢ného je nazyvan Dianthus x lucae ASCHERS. (Kovanda 1990)
a byl popsan z Némecka (Meusel & Miihlberg 1978). KiiZzence z Klenée Novak oznacil jako Dianthus
carthusianorum x arenarius var. bohemicus (Novék 1915, 1927b), uvadi se i jméno Dianthus
x novakii (GRAEBN.) NOVAK (Novak 1927b). Piestoze viak jsou kiiZenci mezi hvozdikem
piseCnym ¢eskym a hvozdikem kartouzkem v literatufe zminovani jiz témert sto let, doposud nebyla
jejich ptitomnost (ani Cetnost) ovéfena modernimi biosystematickymi metodami. Hybridizace tak
mize predstavovat zdvazné riziko oslabeni a genetické eroze uz tak kriticky ohrozen¢ho klenec¢ského

hvozdiku (Cefovsky 1992).
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Rizika hybridizace

Hybridizace je uzndvéna jako jeden z duleZitych mechanismi generujicich variabilitu
a majicich tedy vyznamnou roli ve speciaci (Hegarty & Hiscock 2005, Wissemann 2006). Hybridizace
vSak nemusi mit pouze speciacni efekt, ale (pravdépodobné castéji) mize téz znamenat riziko pro
integritu blizce piibuznych druhti (Rhymer & Simberloff 1996, Wolf 2001, Levin et al. 1996, Prentis
et al. 2007). Nejcasteji dnes o problémech spojenych s hybridizaci slychame v kontextu neptivodnich
¢i invaznich druhti (Abbott 1992, Levin et al. 1996, Rhymer & Simberloff 1996, Krahulcova et al.
1996, Prentis et al. 2007), k potizim vSak mize dochazet i pti hybridizaci mezi ptivodnimi druhy, které
rostly do té doby allopatricky ¢i parapatricky. Hlavni nebezpe¢i hybridizace a s ni spojené eroze
genofondu tkvi ve skuteCnosti, Ze se Casto jen obtizné zjistuje a mize tak byt dlouhou dobu

neodhalena. Provadéni ochrannych opatieni v takovych pifipadech byva komplikované (z nasi kvéteny

jmenujme napf. piipad Cerastium [
J J p prp Fig. 1 __ Hybridization
alsinifolium TAUSCH; Seifertova 2009, =
Vit etal. in prep.). Nal““" ~
oo A 'L ‘-.‘_
Zda hybridizace povede A _
[ TYPE 1] | TYPE2] | TYPE 3 | Anthropogenic
k Vymfeni rodicovského druhu nebo | Natural hybrid Natural Matural hybrid e \
taxon introgression zone A g
zustane omezena na uzkou oblast, zavisi e
~
na sile a typu reprodukcnich bariér -.

. . L, L. g Al
(citace) mezi danymi druhy. Existuje tak F1s onky Backcrosses Hybrid swarm
n&kolik  situaci,  kterymi  mlze e '

. . . . Fis are sterile

hybridizace ohrozit existenci saresene

vzacngjSiho rodice (obr. 4). Bud jsou P P ¥

hybridi fertilni a jejich prostfednictvim
Hybridization Widespread Complete

tak muze dochazet zpétnym kiiZenim without introgression introgression admixture

k ptenosu genll mezi druhy TRENDS in Secoioay & Svaluton

(introgresivni hybridizace), coz Obr. 4: Zakladni typy hybridizace (pfevzato z Allendorf et al.

negativné ovliviiuje druhovou integritu

2001). Kategorie 1-3 predstavuji prirozenou hybridizaci,
kategorie 4-6 antropogenni. Jednotlivé kategorie se lisi ve

rodici (napf. Krahulcova et al. 1996, svych dlsledcich a také v ochranarském pojeti.

Rhymer & Simberloff 1996). Jsou-li vznikli hybridi navic vitaln&jsi nezli rodi¢ovské druhy (nebo
alespoti jeden z nich), postupné mohou na stanovistich prevladnout (Bleeker 2007, Seifertova 2009).
Avsak ani v pfipadé, ze kiiZenci jsou sterilni a vitalitou nepievysuji rodi¢ovské druhy, nelze jejich
ptitomnost podcenovat. Problematicky totiz miize byt i stav, kdy kfizenci opakované vznikaji s vySsi
cetnosti, a svoji pfitomnosti nasledn¢ snizuji pocet moznych reprodukénich partnert rodicovskych
druhti a tim negativné ovliviwuji popula¢ni dynamiku (demographic swamping; Wolf et al. 2001).

Pocitatové simulace ukazuji, Ze hybridizace je mozna nejrychleji plisobici genetickd hrozba pro
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ey, e

Vv ptipadé extinkce v disledku naakumulovanych mutaci (Wolf et al. 2001).

V rodu Dianthus se vét§ina druhi mize vzajemné kiizit, v pfirodé je tomu zabranéno zejména
geografickou a ekologickou izolaci jednotlivych taxont. Tam, kde vSak roste vice druhii pohromadg,
je hybridizace pomérné ¢asta (napt. v Pyrenejich; Tutin & Walters 1993). V Kvétené CR najdeme
celkem 4 hybridy, pficemz nejcastéjs$im je kiizenec D. armeria L. x deltoides L. (Kovanda, 1990).
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Terénni prace a odbér vzorku

Dianthus arenarius subsp. bohemicus ma v sou¢asnosti 2 lokality: NPP Klene¢ a VKP Stran
Na Kamenici v Kyskovicich (uméle zalozena). Na lokalité¢ v Kyskovicich se D. carthusianorum
nevyskytuje, navic tato populace vznikla vysadbou péti jedinct z kleneéské lokality, proto probihal
vyzkum hybridizace jen na lokalit¢ NPP Klene¢. Pro sbér D. arenarius subsp. bohemicus byla ziskana
vyjimka (viz ptiloha).

Vzorky byly na lokalit¢ NPP Klene¢ odebrany v prubéhu kvétna az srpna v letech 2009-2011.
Odebranym vzorkem byla kvetouci lodyha, pfipadné nékolik listi navic z téhoz trsu. Material byl
pouzit na cytometrické, molekularni a morfometrické analyzy a odhady Zivotaschopnosti pylu.
Vzhledem K postupnému nakvétani byla lokalita navstivena v pribéhu sezény opakované. V srpnu pak
byly odebrany tobolky ke zji§téni poctu vyvinutych semen.

Pii sbérech byl kladen diraz na detekci hybridd. V prvni fazi tak byl proveden rozsahly
popula¢ni screening (pfes 900 jedincti). Pozdé&ji byly vybirany cilené jen rostliny, u nichz bylo
podezieni, Ze se mize jednat o hybridy. Dale byli sbirani morfologicky jednozna¢né determinovatelni
jedinci od obou rodi¢ovskych druhti. Kazdy zjistény hybridni trs byl oznacen barevnym hiebikem
s nesmyvatelnym ¢islem pro jeho snadnou detekci v budoucnu. Pozice hybridi na lokalité byla
zaznamenana do mapky (obr. 5 a 6). Herbafové polozky hybridnich jedinct a nékolika jedinct

rodi¢ovskych taxonll budou ulozeny do herbarovych sbirek Univerzity Karlovy (PRC).

NPP Klenec - segment A

e
H7
o H22 | Ho

o H19 /
® H20

. o H26
o H29

o0
H30

@ Pinus sylvestris

®H11 S(\/\

Obr. 5: Schéma &asti lokality NPP Klene¢ s vyznacenymi hybridy. Obr. 6: Upraveny letecky snimek NPP
Oblast, kde se nejvice vyskytuje D. carthusianorum je vyznalena Klene¢ (www.mapy.cz). Segment A je
$ed&; D. arenarius subsp. bohemicus je po celé ploSe segmentu A, vyznacen Cervené.

nejvice ale vjeho stfedni ¢asti (na okrajich chybi). Velikost

segmentu A je 30x40m.
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Prutokova cytometrie

Prtokova cytometrie je metodou s mnoZzstvim aplikaci Siroce pouZivanou v medicing
i ptirodnich védach. V poslednim desetileti se ¢im dal Castéji uplatiiuje i pii studiu rostlin, kde se
vyuziva ke stanoveni DNA ploidniho stupné (Suda et al. 2006), absolutni velikosti genomu a k urceni
reprodukénich zplisobli (zejména u agamickych komplexti; Krahulcova & Rotreklova 2010).
Principem pratokové cytometrie je meéteni optickych vlastnosti (fluorescence) jader izolovanych
zbunék a obarvenych fluorescencni barvou. Vybér fluorescencni barvy (a jemu odpovidajiciho
excitatniho zdroje pfistroje) se odviji od typu pozadované informace: zatimco barvivo propidium
jodid se vmezetuje do dvousroubovice DNA a je tedy vhodné pro méfeni absolutni velikosti genomu,
barvivo DAPI se vaze preferencné na A a T baze, vysledkem je tedy idaj o relativni velikosti genomu
a hodi se pro urceni stupné ploidie. Priitokova cytometrie si ziskala svou oblibu diky rychlé ptiprave
vzorkl (oproti poéitani chromozomiti), nizké cené a malému mnozstvi potfebného pletiva (hodi se
proto pro vzacné druhy), které zaroven nemusi byt mitoticky aktivni. Zaroven vsSak karyologické
studie zcela nenahrazuje, nebot’ jejim predpokladem je znamy pocet chromozomi, ktery lze ziskat
praveé jen jejich spoétenim. Také potieba Cerstvého materialu neni vZzdy nutna, pro méteni ploidniho
stupné nékdy staci i mladsi herbarové polozky (Suda & Travnicek 2006) nebo material konzervovany

v glycerolu (Kolaf et al. 2012).

Vystupem cytometrickych analyz jsou histogramy, kde na ose x je relativni fluorescence ¢astic
(v tomto pripad¢ jader) a na ose y pocet téchto Castic. Pro urceni velikosti genomu jsou vzorky méteny
spolecné s internim standardem o znamé velikosti genomu. Kvalitu analyz indikuje variacni koeficient

(CV), ktery by mél byt nizsi nez 3% (Dolezel et al. 2007).

Vzhledem Kk odlisné ploidii studovanych rodi¢ovskych druhi lze mezidruhového hybrida
snadno a spolehlivé detekovat pravé diky prutokové cytometrii: D. arenarius je tetraploidni
(2n=4x=60; Kovanda 1984), D. carthusianorum diploidni (2n=2x=30; Love 1982), pifedpoklada se
tedy, Ze vysledny hybrid bude triploidni (2n=3x=45).

Metodika

Jako interni standard byla pouzita sedmikraska chudobka (Bellis perennis L.), jejiz velikost

genomu je blizka studovanym taxontim (2C=3,38 pg; Schonswetter et al. 2007).

Priprava vzorkd a jejich nasledna analyza probihala podle zavedeného protokolu pouzivaného
Vv cytometrické laboratofi Botanického tistavu AV CR v Prithonicich i na katedie botaniky PfF UK
v Praze (DoleZel et al. 2007): cca 1 cm listu hvozdiku (v pfipadé smésnych analyz pomérové méng)
spolu se stejnym objemem listu standardu byl rozsekan Zziletkou v Petriho misce v 0,5 ml

vychlazeného pufru Otto | (0,1 M monohydrat kyseliny citronové, 0,5% Tween 20; Otto 1990). Poté
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byl vzorek prefiltrovan do zkumavky ptes 42pum nylonovy filtr. Po kratkém case inkubace (n€kolik
minut) byl pfidan 1 ml barviciho roztoku, ktery se sklada z pufru Otto Il (0,4M Na,HPO, - 12 H,0;
Otto 1990) fluorescen¢éniho barviva DAPI (4pg/ml; Sigma) a antioxidantu (-mercaptoethanolu
(2ul/ml; Sigma). Analyzy probihaly na pfistroji Partec PA II s rtutovou UV vybojkou v Laboratofi
prittokové cytometrie vBU AV CR Prithonice (v letech 2008-2009) a na piistroji Partec ML
vybaveném UV diodovym chipem na katedfe botaniky v Cytometrické laboratoii P¥F UK (v letech

2010-2011). Analyza histogramu byla provedena v programu Partec FloMax 2.4b.

Hvozdiky nepiedstavuji z cytometrického hlediska problematicky material, tj. neobsahuji
vyznamné mnozstvi sekundarnich metabolitd a slizovych latek, které by komplikovaly piipravu
vzorku a vytvarely pak ,,pozadi“ ve vyslednych analyzich, a zaroveil zde neni bézna aneuploidie

(Carolin 1957, Weiss et al. 2002, Love 1982).

Vysledky

Voprvni  fazi byl  proveden -
podrobny screening téméf celé populace. CH B
Celkové tak bylo zméfeno 944 rostlin. 160
Tento screening neodhalil zadné hybridy, 56
coz mohlo byt zpisobeno tim, ze byl 9
provadén ve sterilnim stavu (nebyli E 80
vybirani fenotypové piechodni jedinci) )§ -

-3
a nebylo také vzdy mozné dostatecne dobie
yer ., o 0 .

odlisit jednotlivé trsy prorustajici do sebe. 0 200 400 800 800 1000
Dale byly cilené vybirany rostliny, u nichz relativni fluorescence

se na zaklad¢ fenotypu mohlo jednat gy, 7. Histogram spole¢né analyzy diploidniho

0 hybridy (rfiznd mira rtzového zbarveni D. carthusianorum (C), tetraploidniho D. arenarius subsp.
.  bohemicus (B) a jejich triploidniho kfizence (H). Pik H je

koruny, Cervené skvrny Ci chlupy na bazi 1,490 nasobku piku C a pik H vjeho 2,029 ndsobku. CV

korunnich listkir). Timto zpiisobem bylo pii 1ednotlivych pikd je 1,55-2,28.

opakovanych navstévach v priubéhu tii let nasbirano 39 morfologicky nejednoznacnych rostlin, z nichz

11 bylo potvrzeno jako hybridi (obr. 7 a 8). Jejich pracovni oznaceni v terénu a v nésledujicim textu

je: H6, H7, H11, H13, H19, H20, H21, H24, H26, H29 a H30.

Kontrolni méfeni rodi¢ovskych druhG potvrdilo, ze D. arenarius subsp. bohemicus je
tetraploidni (témé&F 1000 analyzovanych rostlin) a D. carthusianorum je diploidni (20 analyzovanych
rostlin na lokalité NPP Klene¢ a 733 jedincti ze 69 lokalit z Ceské republiky, Slovenska a Rakouska;

viz ¢ast o D. carthusianorum).
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Dale byly analyzovany vSechny semenacky v okoli hybridnich matetskych rostlin (do cca 40
cm), s cilem zjistit, zda se v jejich blizkosti nevyskytuje vétsi koncentrace kiizencl (v Casnych
ontogenetickych stadiich). Celkové se jednalo o 11 semenackd v okoli 5 matefskych hybridnich

rostlin. Hybridni piivod vSak nebyl prokazan u zadného z nich.

Obr. 8: Variabilita D. arenarius subsp. bohemicus (vlevo rostlina s cervenymi skvrnami a
brvami na bazi cepele korunniho listku; vpravo jedinec s rGzovymi korunnimi listky).
Oba jedinci vykazuji obsah jaderné DNA typicky pro D. arenarius.

Absolutni velikost genomu byla zméfena u 3 nahodné vybranych jedinct D. carthusianorum,
4 jedinct D. arenarius subsp. bohemicus a 9 hybridt. Namétené velikosti genomu shrnuje tabulka 2.

Tab. 2: Absolutni velikosti genomu (v pikogramech DNA) studovanych taxonl. N = podet
analyzovanych jedincl, 2C = obsah DNA nereplikovanych somatickych bunék, Cx = obsah DNA
monoploidni sadky, S. D. = smérodatna odchylka jednotlivych méfeni, CV = variacni koeficient pik

vzorku.
prdmérna 2C hodnota . u
N SD rumerné CV Cx
(pg DNA) P
D. carthusianorum 3 1.01 0.01 2.91 0.51
D. arenarius subsp. bohemicus | 4 2.17 0.02 2.70 0.54
hybrid 9 1.58 0.02 2.82 0.53

Na zakladé zmeétfenych velikosti genomu rodiCovskych druhd (tab. 2) byly vypocteny C-
hodnoty pro dalsi teoreticky mozné hybridni kombinace (tab. 3). Velikost genomu potencialni
hybridni kombinace 2B + 2C (¢ast neredukované gamety D. carthusianorum a redukované gamety
D. arenarius subsp. bohemicus) se od genomu D. arenarius subsp. bohemicus 1isi o 3,2%, coz je na
hranici rozliSeni pritokového cytometru. Ostatni kombinace jsou naproti tomu bez problému

odlisitelné, ale zadna z nich nebyla v prubéhu méfeni zaznamenana.
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Tab. 3: Velikost genomu skuteéné a teoretickych
hybridnich kombinaci. B = gameta D. arenarius subsp.
bohemicus; C = gameta D. carthusianorum.

kombinace

2C
gamet
hybrid z terénu 2B+1C 1,58
. 2B+2C 2,10
teoretict 4B+1C 2,68
hybridi
4B+2C 3,19
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Analvza haplotypu

Chloroplastova DNA (cpDNA) je kruhovou molekulou, slozenou z kodujicich i nekddujicich
usekd DNA. Diky své zna¢né konzervovanosti je cpDNA univerzalné pouzitelnd pro studium vsech
cévnatych rostlin s pouzitim univerzalnich primerti. Chloroplastova DNA ma proto $iroké vyuziti pti
studiu fylogeneze rostlin: méné variabilni kodujici tseky se uplatiuji pro fylogenezi vysSich
taxonomickych skupin (napt. Palmer et al. 1988, Olmstead & Palmer 1994), variabilngjsi nekodujici
useky se vyuzivaji naopak na niz§i taxonomické jednotky (Taberlet et al. 1991, Shaw et al. 2005,
2007).

Vyhoda pouziti cpDNA prameni kromé moznosti pouziti univerzalnich primeri také z toho, Ze
jde o haploidni molekulu, ktera se ve vét§ing piipadt dédi uniparentalné (u krytosemennych rostlin je
to pak nejcastéji po matetské linii; Harris & Ingram 1991). Diky tomu je mozné tseky cpDNA

namnozené pomoci PCR sekvenovat piimo bez potfeby jejiho klonovani (Krak 2011).

Diky typu dédicnosti (po matetské linii) se sekvenovani cpDNA hodi také napt. ke studiu
sméru mezidruhové hybridizace (napf. Randell et al. 2004). Jinak fedeno, srovnani haplotypa' ndm
poskytuje informaci o tom, ktery z rodi¢ovskych druht hraje roli mateiské rostliny. K zodpovézeni
této otazky je tfeba najit variabilitu u rodicovskych taxond v sekvencich nékterého useku nekodujici

CpDNA.
Metodika

Analyza haplotypt byla provedena u 12 jedinct D. arenarius, 11 D. carthusianorum a vsech
11 hybridi. DNA byla izolovana z listli vysusenych v silikagelu s pouzitim Invisorb Spin Plant Mini
Kit (Invitek). Koncentrace DNA byla zméfena na spektrofotometru Nanodrop ND1000 a nasledné

natfedéna na koncentraci Sng/ul pro dalsi pouziti.

Vyzkouseno bylo postupné celkem 10 chloroplastovych tsekd (viz tab. 4). PCR reakce
probihala v mikrozkumavkéch v objemu 20 pl (pouzity PCR mix viz tab. 5) v gradientovém
termocykleru Eppendorf Mastercycler ep S (cyklus viz tab. 6). U vétSiny primert byl vyzkouSen
teplotni gradient s pouzitim tfi teplot po 2-4 °C. Po PCR amplifikaci byly produkty naneseny na 1%
agarozovy gel (agar6za, Amresco; 1x TAE pufr) obsahujici ethidium-bromid a provedena
elektroforéza v 1x TAE pufru pti 100V. Vysledny gel byl vyfotografovan pod UV svétlem (Kodak Gel
Logic 100).

! Haplotyp je zkratka pro haploidni genotyp. Je to skupina alel na jednom chromozomu, které jsou na potomky prenaseny
pohromadé (nedochazi mezi nimi k rekombinaci).
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Chloroplastové tseky, které uspésné amplifikovaly (tvofily na gelu jeden zfetelny prouzek),

byly pieéistény pomoci GenElute” PCR Clean-Up Kit (Sigma). Takto pfegisténé PCR produkty byly

zaslany na sekvenaci do spoleénosti Macrogen (Soul, Jizni Korea). Useky byly sekvenovany

s pouzitim obou PCR primert (Forward a Reverse).

Ziskané sekvence byly editovany v programu Chromas Lite (Technelysium, Ltd., Australia).

Zeditované sekvence byly nasledné zkopirovany ve FASTA formatu do programu BioEdit (Hall

1991), kde byly ru¢né spojeny a vytvoien alignment.

Tab. 4: Prehled pouzitych chloroplastovych Usekil. * nespecifickd amplifikace. Uspéiné amplifikované

Useky byly sekvenovany (+).

chIor?pIastov{/ T ann:aalmgu amplifikace | sekvenace | variabilita zdroj
usek (°C)
3'trnV-ndhC - - Shaw et al. 2007
ndhF-rpl32 - - Shaw et al. 2007
trnQ-5'rps16 (60) * - Shaw et al. 2007
atpl-atpH (48) + - Shaw et al. 2007
trnL-trnF 57 + + - Taberlet et al. 1991
trnG-trnG 54 + + - Shaw et al. 2005
trnH-psbA 53 + + - Shaw et al. 2005
rpl32-trnL 57 + + - Shaw et al. 2007
ycf6-psbM 53 + + - Shaw et al. 2005
psbl-petA 54 + + + Shaw et al. 2007

Tab. 5: PCR mix pro jeden vzorek.

dd H,0 11.9 ul
AmpliTaq Gold PCR Buffer (Applied Biosystems) 2ul
MgClI2 (1,5mM) 4 ul
dNTP (po 0,1 pl dATP, dTTP,d GTP, dCTP; 10 mM/pl) 0.4 l
primer FORWARD (25 pmol/pl) 0.25 pl
primer REVERSE (25 pmol/ul) 0.25 ul
AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems; 1U/pul) 0.2 ul
DNA (5 ng/ul) 1l
reakéni objem 20 ul

Tab. 6: PCR cyklus.

Teplota . pocet

Krok .

ro C) cas ekl
Inicialni 94 10 min
denaturace
Denaturace 94 30s
Annealing viz tab. 4 30s 35x
Elongace 72 2 min
Zavérecna 77 10 min
elongace
Hold 10 -
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Vysledky

Z10 vyzkousenych kombinaci Tab. 7: cpDNA haplotypy (Usek psbl-petA) D. arenarius

primeri amplifikovalo Uspésné 6 znich subsp. bohemicus, D. carthusianorum a jejich hybrida. Osm

) hybrid0 sdili stejny haplotyp s D. arenarius a zbylé tfi s D.
(1 ztetelny prouzek na gelu), 2 amplifikovaly  cqrthusianorum.

nespecificky (vice prouzkd na gelu) a zbyle pozice v psh)-petA
Taxon/hybridni jedinec alignmentu

2 se nepodafilo naamplifikovat ani pii
126-127 422 853

raznych teplotach annealin a zméné .
Yy p gu D. arenarius subsp.

reak¢nich podminek (tab. 4). Pouze jeden bohemicus (12 jedinca)
Usek (psbJ-petA) ze 6 sekvenovanych H6
H7 -

H11 -
D. carthusianorum. Haplotypy téchto druhi ;43

vykazoval variabilitu mezi D. arenarius a

se ve studovaném useku liSily na dvou H21 -

pozicich: prvni ma charakter dvoubazové H26

O O 0O > > >> > > > P
OO0 00000006060 o

inzerce/delece, druha pozice je :;3
jednobazovou substituci. Osm hybridi m€lo 19 GG
shodny haplotyp sD.arenarius a tfi H20 GG
s D. carthusianorum. Tito 3 hybridi se navic H24 GG
lisi od zbylych sekvenci jedine¢nou D. carthusianorum GG A C

(11 jedincq)

jednobazovou mutaci (tab. 7).
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Zhodnoceni fertility hybridu

Fertilita F1 hybridd odrazi silu postzygotickych reprodukénich bariér mezi rodicovskymi
druhy (Briggs & Walters 2001). Dilezitou postzygotickou bariérou je snizeni nebo ztrata pylové
viability (Zivotaschopnosti), ktera snizuje fertilitu hybridi a zabranuje tak zpétnému kiizeni a ztraté
integrity rodicovskych druhti (Rieseberg et al. 1999). Fertilita hybridi byla studovana jak barvenim
jejich pylu, tak pozorovanim tvorby semen.

Barveni pylu

Existuje fada in vitro metod k odhadu zivotaschopnosti (viability) pylu (Dafni 1992), pticemz
je tieba mit na paméti, ze se jedna vzdy jen o pravdépodobny odhad, nikoli diikaz, ze pyl neni schopen
oplodnit vaje¢nou buiku. Nejpiesnéjsi je postup zjistujici ptimo kli¢ivost pylovych zrn, zaroven se ale
jednéd také o postup nejnarocnéjsi: pylova zrna je tieba nechat kli¢it na vhodném médiu a pfi
optimalnich podminkach pro dany druh, které by se mély co nejvice blizit tém skute¢nym (Beck-Pay
2012, Randell et al. 2004, Daftni 1992). Proto nejcastéji pouzivanym postupem jsou rtizna barveni. Pfi
Spatné optimalizaci kli¢eni pylu navic poskytuji i lepsi vysledky (napt. Beck-Pay 2012). Jednou
Z jednodussich (bez pouziti fluorescecnich barviv) a nejcastéji pouzivanych metod je vitalni barveni
pro dikaz pfitomnosti cytoplasmy (napi. Alexandrovo barveni; Alexander 1969; Bures et al. 2010).
Vyhodou této metody je snadna ptiprava bez zvlaStniho technického vybaveni a dobry odhad
zivotaschopnosti pylu. Zaroven je mozné pouziti i pylu z herbafovych poloZzek (napt. Randell et al.

2004), na rozdil od barvicich metod, kdy je barevna reakce vyvolana procesy probihajicimi v zivych

burnikach nebo ptitomnosti enzymu (Dafni 1992).
Metodika

Byly vyzkouseny dva typy barveni: Alexandrovo (Alexander 1969) a barveni podle Peterson
et al. (2010). Postup obou barveni je totozny, lisi se Castecné slozeni barvicich roztokli. Barva
ptipravena podle Peterson et al. (2010) je vyrazné mén¢ toxicka (neobsahuje fenol a chloralhydrat, viz

tab. 8) a podle srovnavacich vzorka poskytuje stejné vysledky, proto byla nakonec upiednostnéna.

Pyl byl pouzit z neotevienych ususenych praS$nikd uchovavanych v papirovych saccich. Pfi
barveni dle Petersona byl pyl pted barvenim nejdiive fixovan v Carnoyové fixativu (6 96% etanol : 3
chloroform : 1 kyselina octova). Samotné barveni probihalo pak nasledovné (pro oba postupy stejné):
cca 2-4 prasniky byly preparacni jehlou pfeneseny na podlozni sklicko, zakdpnuty dvéma kapkami
barvy a jehlou rozruSeny (pro lepsi probarveni). Preparaty byly posléze kratce zahtivany nad
plynovym kahanem a poté ptikryty krycim skli¢kem (u Alexandrova barveni postacilo misto zahfivani
nechat par hodin preparat probarvovat pti pokojové teploté). Vysledné preparaty byly pozorovany pod
mikroskopem (Olympus BX41, zvétseni 100x). Z kazdého preparatu bylo fotoaparatem (Olympus C-
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7070) potizeno 2-5 snimk{. Tab. 8: SloZeni barvicich smési podle Alexandra (Alexander 1969)
. 5 ) a Peterson et al. (2010). Pouzité chemikalie i jejich mnoZstvi je stejné,
Celkovy pocet analyzovanych yromé fenolua chloralhydratu u Alexandrova barveni.

pylovych zrn  se  pohyboval Alexandrovo barveni Barveni podle Peterson et
v rozmezi 400-1000 / preparat. (Alexander 1969) al. (2010)
10 ml 95% etanolu
V barvivu obsazeny 1 ml malachitové zelené (1% roztok v 95% etanolu)
fuchsin ~ barvi  protoplasmu 50 ml destilované vody

7 5ivy : 25ml gl I
obsazenou v zivych pylovych ml glycerolu

5 g fenolu -

zrnech, fialové a malachitova

5 g chloralhydratu -

zelen barvi celul6zovou bunécnou 5 ml fuchsinu (1% roztok ve vodé)

sténu zelené. 0,5 ml oranz G (1% roztok ve vodé)

4 ml ledové kyseliny octové

Kbarveni byl pouzit pyl doplnit destilovanou vodou (4,5 ml) do celkového objemu 100
(resp. prasniky) ze vSech hybridu, ml

pokud ho tito tvorili. Pro kontrolu byl také barven pyl né€kolika jedincti rodi¢ovskych druhd. Vzhledem
k tomu, Ze hvozdiky jsou gynodioeické, pak u nékterych jedincti nenajdeme pyl, respektive tvori
pouze abortované prasniky. Pro kontrolni barveni rodi¢ovskych druhti byly vybrany jen oboupohlavné

kvéty. Celkem byl barven pyl z 18 jedinct D. arenarius a 9 D. carthusianorum.
Vysledky

Ob¢ pouzita barviva uspéSné¢ barvila Tab. 9: Viabilita pylu hybridd na zdkladé barveni
podle Alexandra (Alexander 1969) a podle Peterson
et al. (2010). Jedinci, ktefi tvofili zakrnélé tycinky,

druhi byl zvice nez 90% zivotaschopny (pouze jsou povaZovani za samiti ({?), ale neni vylougeno,
Ze se jedna pravé o projev sterility.

studovany pyl. Kontrolni pyl obou rodicovskych

u jednoho vzorku D. carthusianorum to bylo cca

) Kéd hybrida Viabilita pylu
65%). Zivotaschopnost pylu hybridd je shrnuta H6 <1%
v tabulce 9. Ukéazky snimkii z obarvenych preparatt H7 ??
. . , ?
jsou na obr. 9. Bohuzel v pripadé hybridi, které H11 §:

. 1 .. h . ol { vid L, H13 +15%
maji zcela nezivotaschopny pyl, neni vzdy mozné H19 0?
spolehlivé odlisit, zda se jedna skutecné o sterilniho H20 Q?
jedince v duasledku postzygotickych bariér nebo zda H21 ??

?

se jedna ve skuteCnosti o samici rostlinu, kterd tvori H;g é?

H ?

zakrn€lé tyCinky a prasniky s nevyvinutym pylem H29 07
(viz pojednéni o gynodioecii na str. 7). H30 +25%
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" RPN, L L % A

Obr. 9: Ukazka preparatt prasnikd s pylovymi zrny obarvenymi Alexandrovym barvivem (fialové -
Zivotaschopny pyl, zelené - abortovany pyl). Na snimku vlevo je hybrid H30, ktery ma cca 25%
Zivotaschopného pylu, na snimku vpravo je D. arenarius subsp. bohemicus.

Poditani semen

V letech 2009-2011 byla, v dobé kdy dozravaji tobolky, pozorovana tvorba semen u hybridu.
Pocet sebranych tobolek shrnuje tabulka 10.

Tab. 10: Pocet analyzovanych tobolek u jednotlivych hybridd.

Cislo hybrida | H6 H7 H13 H19 | H20 | H21 | H24 | H26 H29 H30

Pocet

tobolek 53 8 3 2 2 15 25 16 3 17

Vysledky

Zadna z tobolek hybridii neobsahovala vyvinuta semena. Tobolky byly ale také &asto, stejné
jako u rodi¢ovskych druht, poskozeny larvami obalece Cnephasia longana. Tobolky rodicovskych
druhii, pokud nebyly napadeny Skiidcem, obsahovaly vyvinuta semena (vlastni pozorovani, nebylo

pocitano).
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Morfometrika

Morfometrické analyzy a jejich nasledné mnohorozmérné statistické zpracovani jsou bézné
pouzivanym nastrojem pro kritické zhodnoceni morfologické variability, eliminuji totiz subjektivni
pohled taxonoma a poskytuji robustni informace o variabilité jedinct, populaci ¢i taxont (Marhold
& Suda 2002).

Material

Pro morfometrické analyzy byla vzhledem k ohrozenosti D. arenarius sbirana jedna kvetouci
lodyha z daného trsu. Celkové bylo analyzovano 57 jedinct D. arenarius subsp. bohemicus, 40
jedinct D. carthusianorum a vSech 11 zndmych hybridi. Pro snadné pozdéj$i méfeni znakd na kvétu
a pro geometrickou morfometriku se ukazal jako vhodny postup, kdy jednotlivé kvétni ¢asti (vnéjsi
a vnitini par podkalisnich listencli, nap#i¢ roziiznuty kalich a korunni listky) byly nalepeny lepici
paskou na bilou a ¢ernou (v pfipadé bilych korunnich listki) étvrtku papiru. Déle byl nalepen spodni
par listt a zbytek lodyhy byl pouzit pro cytometrické a molekularni analyzy. Tycinky byly
uchovavany zvlast’ v papirovych saccich pro barveni pylu.

Samici rostliny nebo rostliny se zakrnélymi prasniky u gynodioecnich rostlin (obr. 10) mivaji
obecné v pruméru o néco mensi kvéty a mohly by proto zkreslovat morfometrické analyzy. Kdyby
vSak byly samici rostliny z analyzy vypustény, museli bychom vyftadit i vétSinu hybridd. ProtoZze nam
ale jde o jejich odlisSeni od rodiCovskych druhi (at’ jsou samici, se zakrn€élymi prasniky c¢i
hermafroditi), rozhodla jsem se zahrnout i tyto jedince. Celkové byly do analyz zahrnuty 3 samici

rostliny D. carthusianorum, 7 D. arenarius subsp. bohemicus a 8 hybridu (jejich piehled viz tab. 9).

Wi %
P v ‘

“19 33

4

Obr. 10: Gynodioecie u Dianthus arenarius subsp. bohemicus. Zleva: hermafroditni
rostlina, rostlina se zakrnélymi prasniky, samici rostlina.
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Klasickd morfometrika
Metodika

Délka listu byla méfena plastovym pravitkem (pfesnost 1 mm), znaky na kvétu byly méteny

digitalnim posuvnym métitkem (Suplerou; presnost 0,1 mm). Pfehled méfenych znak je v tabulce 11.

Tab. 11: Pfehled méfrenych morfologickych znakd.

Cislo | kod v
znaku | SAS znak
1 v3 | délka dolniho listu (mm)
2 v4 | délka vnitfniho podkalisniho listence (mm)
3 v5 | Sitka vnitfniho podkalisniho listence (mm)
4 v6 | pomér Sitka/délka vnitiniho podkalisniho listence
5 v7 | vyska kalichu (mm)
6 v8 | obvod kalichu (mm)
7 v9 | pomér obvod/délka kalichu
8 v10 |vyska kalisnich zub( (mm)
9 v11 |délka korunniho listku (mm)
10 v12 | délka nehtu korunniho listku (mm)
11 v13 | délka ¢epele korunniho listku (mm)
12 v14 |sitka ¢epele korunniho listku (mm)
13 v15 | hloubka prosttedniho Ukrojku korunniho listku (mm)
14 v16 | pomér sitka/délka korunniho listku

Nékteré znaky (byt” velice uzite¢né pro detekci hybridl) jako je napt. barva korunnich listkd,
barva listi a lodyhy a trsnatost, nebyly do morfometrické analyzy zahrnuty kviili subjektivnimu
hodnoceni zejména odstinii barev a nestalosti barvy kvéty béhem doby kveteni. Tyto znaky jsou
diskutovany samostatné v diskuzi. Jako znak nebyla také zahrnuta Zivotaschopnost pylu kviili jiz

zminované pFitomnosti samiéich rostlin v datasetu, které by vysledky zkreslovaly.

Statistické zpracovani dat

K vyhodnoceni datovych souborti naméfenych znaki byl pouzit program SAS (verze 9.1; SAS
Institute 2003).

Procedurou UNIVARIATE v programu SAS byly vypoc¢teny zakladni popisné statistiky pro
vSechny znaky a pro jednotlivé taxony (primér, smérodatna odchylka, minimum, maximum, median,
kvantily). Tato procedura testuje také normalni rozdé€leni jednotlivych znak® riznymi testy; pro nas
soubor byl pouzit Shapiro-Wilk test. Znaky, které nemaji normalni rozdé€leni, dosahuji hodnot <0,95
na hladin€ vyznamnosti a=0,05 (Marhold & Suda 2002).

Pro vizualizaci zakladni struktury v datech byla provedena dvourozmérna standardizovana

(vychézejici z korela¢ni matice dat) analyza hlavnich komponent (PCA).

28



Cdst prvni. Morfometrika
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byla pouzita kanonicka diskrimina¢ni analyza (CDA) provedena v programu SAS procedurou
CANDISC. Pfed provedenim diskrimina¢nich analyz byla testovana korelace znakii procedurou
CORR spouzitim Spearmanova neparametrického korelacniho keoficientu. Jako hranice tésné
korelace byla pouzita hodnota 0,95, kterd se pfi zpracovani botanickych dat pouziva nejcastéji
(Marhold & Suda 2002). Pro zjisténi ucinnosti znakd pro determinaci hybridi byla provedena
klasifikaéni diskrimina¢ni analyza (procedura DISCRIM) s vyuzitim neparametrické metody k-
nejblizsich sousedu (k-nearest neighbours) a tzv. kiizového ovéfeni (cross-validation). Hodnota k byla

stanovena experimentalné tak, aby pocet spravné zafazenych jedincii byl nejvyssi.
Vysledky

Zakladni popisné statistiky pro vSechny znaky a pro jednotlivé taxony jsou shrnuty v tabulce
14. Normalni rozdéleni podle Shapiro-Wilk testu maji 3 ze 14 znakt, proto byly v dalSich analyzach
pouzity neparametrické metody. Znaky délka korunniho listku (v11) a délka nehtu korunniho listku
(v12) jsou té€sné korelované (hodnota Spearmonova korelacniho koeficientu >0,95). Znak v12 byl
proto z diskriminac¢ni analyzy, ktera je na tésné korelované znaky citliva, vypustén; pro analyzu PCA
byl ponechan.

Skupiny jsou stanoveny na zakladé zméteného stupné ploidie pomoci prutokové cytometrie
(odpovida tfem studovanym taxontim); navic byly jest¢ rozliSeny 2 Kkategorie hybridi podle
matetského taxonu zjisténého na zakladé cpDNA.

Z vystupu PCA je jasné patrné oddéleni hybridt od rodi¢ovskych taxonti podél prvni osy (obr.
11). Hybridi celkové jevi vétsi podobnost s D. arenarius. Hybridi, jejichz matefskou rostlinou je

D. arenarius a ti, jejichz matef'skou rostlinou je D. carthusianorum, se v této analyze neodlisili.
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Obr. 11: Graficky vystup PCA pro D. arenarius subsp. bohemicus (Cervené), D.
carthusianorum (modfe), hybrida, jehoZ matefskou rostlinou je D. arenarius (rGZové) a
hybrida, jehoZz matefskou rostlinou je D. carthusianorum (Zluté), s pouZzitim vSech 13
znaku. Prvni dvé osy vysvétluji 62,09% a 11,67% variability.

V kanonické diskriminacni analyze se jednotlivé taxony oddé€luji podél prvni osy jeste

zietelngji (obr. 12). Znaky, které jsou s touto osou nejtésnéji korelované, a prtispivaji tedy nejvice

k oddéleni skupin, jsou: pomér obvod/délka kalicha (v9), délka spodniho listu (v3), vyska kalicha (v7)

a pom¢r §itka/délka korunniho listku (v16; tab. 12).
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Obr. 12: Kanonicka diskriminacni analyza (CDA) pro D. arenarius subsp. bohemicus
(Cervené), D. carthusianorum (modre), hybrida, jehoz materskou rostlinou je D. arenarius
(rGZové) a hybrida, jehoZ matefskou rostlinou je D. carthusianorum (Zluté), s pouZzitim 12
znak(. Prvni a druhda kanonicka osa vysvétluji 98.04 % a 1.59 % variability. Dva jedinci D.
arenarius subsp. bohemicus, ktefi jsou v blizkosti hybrid(, predstavuji samici jedince.
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Tab. 12: Kanonické korelaéni koeficienty pro vsechny znaky kromé v12 (tésné
korelovan svl11). Tucné jsou oznaceny kody znakl (a odpovidajici hodnoty
koeficientl), které nejvice pfispivaji k oddéleni skupin (taxonu).

Koéd znaku Canl Can2 Kéd znaku Canl Can2

v3 0.901847 0.253405 v10 -0.517018 -0.031784
va 0.837987 0.202416 vll -0.887679 0.266120
v5 -0.257451 0.187850 v13 -0.855893 0.300348
v6 -0.819138 -0.077907 v14 -0.826619 0.218946
v7 -0.933639 0.238269 v15 -0.729685 0.119382
v8 0.556054 0.436148 v16 -0.923241 0.201879
v9 0.938814 0.057982

Oddg¢leni jednotlivych taxond bylo testovano také klasifika¢ni diskriminacni analyzou vsech
jedincu. Provedeny byly 3 rizné analyzy: 1 - S pouZitim vSech znakt, 2 - S pouzitim ¢tyf znakt, na
zékladg kterych se taxony nejlépe oddéluji v CDA (nejtésnéji korelovanych s prvni kanonickou osou;
viz tab. 12), 3 - s pouzitim pouze nepomérovych znaki (kvili jejich potencidlnimu vyuziti
v urcovacim kli¢i). Pti vSech analyzach se pro vypocet ukazal jako nejlepsi parametr k=7 nejblizsich
sousedi. VSechny analyzy vedly k 100% uspéSnosti v zatazeni D. carthusianorum a hybridd.
V ptipadé pouziti vSech znakd nebo jen nepomérovych znakd byli tii jedinci D. arenarius subsp.
zatazenych jedinct na dva (tab. 13). Tento vysledek pravdépodobné souvisi s tim, ze D. arenarius a
hybrid jsou si morfologicky blizsi (jak ukazuje PCA a CDA), proto je zde vySsi riziko nespravného
urceni. Pti zpétné kontrole téchto dvou nespravné zatazenych jedincti D. arenarius subsp. bohemicus
(v grafickém vystupu CDA jsou tyto body bliz hybridiim, obr. 12) bylo zjisténo, ze se jedna o samici
jedince, kteti maji mensi kvéty s mél¢im diipenim, a jsou proto podobnéjsi hybridim. Pfipomeinime
zde vSak, ze do morfometrickych analyz nebyl zahrnut dilezity znak barvy kvétt, ktery by jinak pocet

chybn¢ ur¢enych jedincii s nejvétsi pravdépodobnosti jeste snizil (ne-li zcela eliminoval).

Tab. 13: Klasifika¢ni diskriminaéni analyza D. arenarius subsp. bohemicus, D. carthusianorum a
hybrida s pouZitim viech znakd. Radky oznaduji skute¢nou pfislunost objektu ke skuping,
sloupce klasifikaci na zakladé diskriminacni funkce. Uveden je vidy absolutni pocet jedincl a
jejich procentualni vyjadreni.

Ptifazeno k taxonu
Z taxonu
D. arenarius  hybrid D. carthusianorum celkem
D. arenarius 54 3 0 57
94.74% 5.26% 0 100
hybrid 0 11 0 11
0 100% 0 100
D. carthusianorum 0 0 40 40
0 0 100% 100
chybné zarazenych 0 3 0 3
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Geometrickd morfometrika

Linearni znaky (délka, Sitka, apod.), které analyzuje klasicka morfometrika jsou zatizeny
informaci o velikosti, ktera vSak Casto nema pouze geneticky zaklad, ale souvisi vice ¢i méng i
S prostiedim a ontogenetickou fazi vyvoje méfeného organu. K popisu celkového tvaru vyuziva proto
klasickd morfometrika pomér linedrnich kvantitativnich znakd. Tento popis tvaru vSak neni pfilis
presny, nebot’ nepostihuje jemn&jsi rozdily ve tvaru. Re$enim je pravé geometricka morfometrika,
kterd nejen ze odfiltruje vliv velikosti a hodnoti pouze tvarové zmény, ale dokdze postihnout i

pomérne jemné tvarové rozdily (Neustupa 2006).

Nejpouzivanéjsi piistup v geometrické morfometrice je analyza tzv. vyznaénych bodu
(landmarkti), kterou zavedl Fred Bookstein (Bookstein 1991). Procesem tzv. Prokrustovské
superimpozice se tvary definované landmarky ptes sebe pielozi tak, aby vzdalenosti mezi témito
landmarky byly co nejmensi. Pfitom je mozné tvary pouze posunovat, rotovat a zvétSovat Ci
zmen§ovat, vzajemna poloha landmarkti zistava stejna. Zbytkové vzdalenosti mezi jednotlivymi
landmarky po této Upravé obsahuji informaci o tvaru kazdého objektu. Alternativni metodou pro
modelovani a znazornéni zbytkovych vzdalenosti je metoda ohebnych platd (thin plate spline).
K definici a analyze prostoru, ve kterém se odehravaji veskeré tvarové zmény studovanych objekt,
tvaroprostoru, se vyuziva tzv. analyza relativnich warpii (deformaci), kterd nam zéroven umoziiuje

sledovat morfologické trendy (Neustupa 2006).

Nevyhodou geometrické morfometriky zalozené na landmarcich je praveé potteba definovat
tyto vyznacné body na nami studovaném objektu. U rostlin (na rozdil od zivocicht) najdeme obvykle
podstatné mén¢ homologickych bodi, které miizeme ,,landmarkovat® (jednoznacné definovat). Jejich
nedostatek lze do urcité miry nahradit tzv. semilandmarky — klouzavymi body, napf. u listu
definujeme S$picku a bazi listu jako landmarky a na okraji Cepele listu umistime nékolik
semilandmarkti. AvSak ve chvili, kdy nemame dostatek jasné definovanych landmarkd, odpadaji
moznosti (a vyhody), kterou poskytuji vySe popsané analyzy. Jinym pfistupem pro analyzu

jednoduchych tvart jako napt. pravé list, korunni listek apod. je analyza tvaru jako celku.

Pro studium obryst bez pouziti landmarkd se nejcast€ji pouziva analyza eliptickych
Fourierovych deskriptorti (elliptical Fourier descriptors; Kuhl & Giardina 1982), ktera slouzi pfi
studiu obrysu rostlinnych organt, jako jsou list (Viscosi & Fortini 2011, Lepsi et al. 2009), korunni
listky (Yoshioka et al. 2004), koten (Iwata et al. 1998), apod. Principem této analyzy je vytvafeni
fourierovskych harmonickych funkci k analyze obrysu. Koeficienty téchto funkci jsou nasledné
vyuZzity pro analyzu hlavnich komponent. Zarovenn mohou byt vizualizovany primérné obrysy podél

kazdé osy.
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Metodika

Analyza eliptickych Fourierovych deskriptort byla pouzita pro zhodnoceni obrysu korunnich
listkti, podkali$nich listencii a kalichu. Kvétni ¢asti byly nejdiive nalepeny na ¢tvrtku papiru a po
jednom vyfotografovany. Vzhledem k tomu, Ze obzvlasté korunni listky byly (kvuli jejich dfipenosti)
Casto rlzn¢ prehnuté nebo byly na fotografii odlesky zplisobené lepici paskou, nebylo mozné
analyzovat fotografie piimo. Proto byly nejdfive ¢ernobile vytisknuty, tvar byl ¢ernym fixem obtahnut
(a ptipadné ohyby tak opraveny) a obkreslem na prisvitny papir. Dolni zuZena ¢ast kalichu se pii
lepeni obvykle natrhne, proto byla pro geometrickou morfometriku pouzita jen horni polovina (obr.
16). Ukazky obkreslenych obryst korunniho listku, podkalisnich listenct a kalicha jsou na obrazcich
13, 14 a 15. Papir s takto obkreslenymi obrysy byl naskenovan, jednotlivé obrazky vyfiznuty a
analyzovany v programy softwarového baliku SHAPE 1.2 (Uwata & Ukai 2002). VV podprogramu
ChainCoder byl obrys kazdého objektu nejdfive piepsan do fetézového koédu. Ten byl nésledné
v podprogramu CHc2Nef redukovan na koeficienty eliptickych Fourierovych deskriptorii, 20
harmonnych v ptipadé korunnich listki a podkali$nich listenct, a 30 harmonnych pro kalich. Velikost
a orientace kazdého obrysu byla standardizovana metodou nejdelsiho poloméru. Tyto koeficienty jsou
matematickymi deskriptory tvaru (tvarovymi proménnymi), které mohou byt analyzovany klasickou
PCA v programu PAST nebo podprogramu PrinComp (Viscosi et Fortini 2011). Tentyz program také

generuje prumeérny tvar na pozici -2 SD a +2SD pro kazdou osu.
Vysledky

PCA vytvofené na zakladé obrysi vSech studovanych kvétnich &asti oddéluji jednotlivé
skupiny (taxony) s vétsi ¢i mensi uspésnosti. Zejména tvar korunniho listku a kalicha vyrazné oddéluje
D. carthusianorum od zbytku, zatimco hybrid a D. arenarius subsp. bohemicus jsou si vyrazné
podobnéjsi (pfiloha 2 a 3). Naproti tomu tvar podkalisnich listencti hybridd je témér presné
intermediarni (obr. 16). Stejné jako v piipadé klasické morfometriky se nijak nelisi hybridi, jejichz
matetskou rostlinou je h. pise¢ny a h. kartouzek.

Jelikoz se taxony oddéluji pievazné podél prvni osy, lze fici, Ze pramérné tvary podél této osy
odpovidaji fenotypu jednotlivych taxont. Nicméné je tfeba interpretovat tyto pramérné tvary
s opatrnosti. V pripad¢ kalicha software pravdépodobné nedokazal pies sebe pielozit kalisni zuby
rizné Sirokych kalichd (resp. neodhalil jejich homologii; viz pfiloha 2). U korunnich listki je situace
mozné jednotlivé obrysy pielozit pfes sebe. Program pak vyhodnocuje spiSe tvar ¢epele bez téchto
ukrojki (coz je patrné z rekonstruovanych obrysl; viz ptiloha 3). Naproti tomu tvar podkali$nich
listencti umoziuje pfimou interpretaci: podkalisni listence D. carthusianorum jsou zakonceny $pickou
protazenou v osinku a celkové uz§im tvarem, D. arenarius ma tupé zakoncenou Spicku a obvejcity

tvar, podkalisni listence hybridl jsou intermediarni (obr. 14 a 16).
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Obr. 13: Obkreslené obrysy korunnich listk(. Zleva: D. arenarius subsp. bohemicus, hybrid a D. carthusianorum.
Z obrazku je patrny rozdil v hloubce dfipeni, které je u hybrida intermediarni.
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Obr.

14: Obkreslené obrysy podkalisnich listencu.

Zleva:

D. arenarius subsp. bohemicus,

hybrid a

D. carthusianorum. D. arenarius ma podkalidni listence zakonéené 3pic¢kou, D. carthusianorum ma 3Spicku
protaZzenou ve zietelnou osinku, ndznak osinky je patrny i u vétSiny hybridd.
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Obr. 15: Obkreslené poloviny obryst kalich(. Zleva: D. arenarius subsp. bohemicus, hybrid a D. carthusianorum.
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Obr. 16: PCA Fourierovych koeficientl popisujici celkovy tvar podkalisnich listenct D. arenarius subsp.
bohemicus (Cervené), D. carthusianorum (modre), hybrida, jehoZ matefskou rostlinou je D. arenarius (rizoveé) a
hybrida, jehoZz matefskou rostlinou je D. carthusianorum (zluté). Hodnoty PCA skére jsou standardizovany
smérodatnou odchylkou (méritko diagramu je v jednotkdch smérodatné odchylky). Podél 1. a 2. osy jsou
zobrazeny rekonstruované obrysy korunnich listk(i odpovidajici hodnotam -2 SD, 0 a +2 SD dané osy; prostredni
obrazek predstavuje prdmérny tvar. Prvni dvé osy vysvétluji 74,2% a 13,3%.

Kli¢ k rozliSeni Dianthus carthusianorum, D. arenarius subsp. bohemicus a jejich k¥iZence.

Kli¢ je ur¢en Kk rozlieni taxonti rodu Dianthus rostouci na NPP Klene¢: D. carthusianorum,
D. arenarius subsp. bohemicus a jejich kiizence. Byl vytvofen na zaklad¢ diskrimina¢nich analyz a
pozorovanych kvalitativnich znakt. Kvantitativni Udaje jsou uvedeny jako: (minimum-) dolni kvantil
(5% jedinct) - horni kvantil (95% jedinct) (-maximum).

la Kvéty ve strboulovitych svazeccich, C tmavé rizova, K (12-) 12,6-16,1 (-16,8) mm dlouhy, dolni

lodyzni listy (37-) 43-115 (-122) mm dlouhé...........ccoovviiiiiicee e D. carthusianorum L.

1b Kvéty nejéastéji jednotlivé nebo po 2-3, C bild nebo svétle ruzova, K 14,6-26,1 (-27,4) mm

dlouhy, dolni lodyzni listy (8-) 9-33 MM dIOUNE..........coiiiiiiic e 2.
2a C bila (vzacné svétle rizova a/nebo s Cervenymi skvrnami ¢i brvami na bazi Cepele
korunnich listk®), ¢epel C listkt diipena do 1/3-1/2 v Gzké, rovnéz diipené ukrojky, K (18-)
20,3-26,1 (-27,4) mm dlouhy........ccccevverveverrnnne D. arenarius L. subsp. bohemicus (NOVAK)
2b C svétle rizova, Cepel C listku diipena do 1/4-1/3, jednotlivé ukrojky obvykle déale
nedélené, K 14,6-19,8 mm dlouhy................. D. carthusianorum x arenarius subsp.
bohemicus [D. x lucae ASCHERS.]
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Diskuze

Cilem této casti prace bylo (i) jednoznacné potvrdit (nebo vyvratit) udavanou mezidruhovou
hybridizaci mezi kriticky ohrozenym endemitem Dianthus arenarius subsp. bohemicus a
sympatrickym D.carthusianorum na jediné ptivodni lokalit¢ NPP Klene¢, (ii) stanovit Cetnost
hybrida, (ii) najit morfologické znaky pro jejich detekci, (iv) uréit smér hybridizace a (v) zhodnotit

riziko, které hybridizace miZze pfedstavovat pro ohrozeny taxon.
Detekce a Cetnost hybridi

Nejcastéji pouzivanym kritériem pro detekci mezidruhovych hybridil byla, a stale Casto jeste
je, jejich fenotypova intermediarita a snizena fertilita. Ackoli jsou tyto znaky castou vlastnosti
hybridd, zdaleka neplati vzdy (Rieseberg & Ellstrand 1993, Arnold & Hodges 1995, Rieseberg 1995),
nehledé na to, e mohou byt leckdy nespolehlivé. Castdji se proto dnes k detekci hybridi vyuZivaji
cytologické ¢i molekularni metody. Diky odlisnému stupni ploidie mezi D. arenarius
a D. carthusianorum byla pro detekci jejich mezidruhovych kiizenct pouzita pratokova cytometrie.
Rychlost analyz a snadna ptiprava vzorkti umoznila zanalyzovat podstatnou ¢ast populace (pfiblizné
polovinu). Kromé toho je tato metoda mimotradné vhodna zejména pro analyzu vzacnych a chranénych
rostlinnych druhti, nebot’ sta¢i jen mala ¢ast pletiv z jakéhokoli ontogenetického stadia. Vyskyt
hybrid byl navic sledovan po dobu tii let, takze se jedna o poméerné presny odhad jejich Cetnosti.
Celkem bylo tedy zaznamenano 11 hybridnich trsii, coz pfedstavuje cca 0,5% z 2143 rostlin

D. arenarius subsp. bohemicus napoc¢itanych na NPP Klene¢ pii poslednim monitoringu v roce 2011.

Podobné se priatokova cytometrie uplatnila pii detekci heteroploidnich hybridu také v rodech
Centaurea (Koutecky et al. 2011), Galeobdolon (Rosenbaumova et al. 2004), Empetrum (Suda et al.
2004), Polypodium (Bures et al. 2003) ¢i Dryopteris (Ekrt et al. 2010). V piipadé rozdilné velikosti
genomu rodic¢ovskych druhti (min. 8-9 %; Suda 2011) umoziiuje ale i detekci homoploidnich ki¥iZenct,
napi. vrodech Cerastium (Seifertovd 2009, Vit et al. in prep.) ¢i Elytrigia (Mahelka et al. 2005).
V poslednim uvedeném pfipadé pritokova cytometrie dokonce odhalila vyrazné vyssi Cetnost

hybridizace, nez bylo ocekavano (Mahelka et al. 2005).

Celkovy pocet zaznamenanych rostlin se svétle rizovymi kvéty (znak dfive povaZovany za
typicky pro hybridy) je vSak na lokalit¢ vys$i nez pocet potvrzenych hybridi. Také u rostlin
s ¢ervenymi skvrnami ¢i brvami na bazi Cepele korunnich listkti se nedal vylouc¢it hybridni pvod.
Odhady tak hovoti o 13% rtizovych rostlin v roce 1972 ¢i dokonce o 62% rostlin, u nichZ se objevoval
alesponi jeden vyse uvedeny znak (Toman 1986). Na zakladé¢ vysledkli cetnosti hybridi stanované
pomoci FCM tedy vyplyva, Ze ne kazdy jedinec, ktery hybrida pfipomind, jim skute¢né je; odhady

e

0 poctu hybridl jsou tak ve skutecnosti mnohem sttizlive€jsi, nez byla ptivodni ocekavani. Razové
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zbarveni koruny a cervené skvrny ¢i brvy tak nejspiSe spadaji do variability hvozdiku pisecného.
Mizeme vsak také spekulovat, zda tito jedinci nejsou ve skuteénosti tetraploidnimi hybridy, vzniklymi
splynutim neredukované gamety D. arenarius a redukované gamety D. carthusianorum, kteti nebyli
pratokovym cytometrem rozpoznani. Velikost genomu Dianthus arenarius subsp. bohemicus a této
teoretické hybridni kombinace (vypoctené na zakladé¢ naméfené velikosti genomu rodi¢ovskych
druhit) se lisi o 3,2%, coz je skutecné na hranici rozliSeni prutokového cytometru. Aby vsak tato
hybridni kombinace vznikla, musel by D. carthusianorum vytvaret vysoky podil Zivotaschopnych
neredukovanych gamet. Nicméné ze 733 zméfenych rostlin tohoto druhu (viz Kkapitola
o D. carthusianorum) byla nalezena jen jedna triploidni rostlina (a to v hadcové populaci), coz
nasvédcuje tomu, ze hvozdik kartouzek s nejveétsi pravdépodobnosti netvoii neredukované gamety ve
vetsi mife. Vznik tetraploidnich kiizenct (ktetfi by zlstali priitokovou cytometrii nerozpoznani) tak
neni pfili§ pravdépodobny (byt’ ho nemiizeme zcela vyloucit). Ze stejného divodu by také nebylo
mozné rozpoznat tetraploidni zpétné kiiZzence vzniklé (i) splynutim neredukované (triploidni) gamety
hybrida s redukovanou gametou D. carthusianorum, nebo (ii) kombinaci diploidni gamety hybrida
s redukovanou gametou D. arenarius. Jak bude ale diskutovano dale, zjisténa fertilita je natolik nizka,

Ze ani tyto kombinace nejsou pfili§ pravdépodobné.
Rodicovstvi hybrida

Mezidruhovi hybridi jsou cast€jsi v populacich, kde je jeden z druhii v mensing€, tento
minoritni druh je pak podle Rieseberg (1995) casteji matefskym druhem (jelikoz vnitrodruhové
opyleni ma vétsi Sanci na Gspech nez mezidruhové, pak je minoritni druh castéji opylen cizim pylem).
Na NPP Klene¢ ma populace D. arenarius subsp. bohemicus v souéasnosti pies 2000 jedinci
a jednoznaéné zde pievazuje nad D. carthusianorum, proto bylo mozné usuzovat, na zakladé vySe
zminéné teorie, Ze D. carthusianorum je cast&ji matefskou rostlinou (v minulosti v8ak mohl
pfevazovat, na konci 90. let méla populace D. arenarius subsp. bohemicus jen cca 200 jedinci).
Naopak na zakladé fenologie (doba kveteni obou druht se z velké Casti piekryva, ale D. arenarius
nakvéta diive, naopak D. carthusianorum kvete cca do fijna) bychom mohli usuzovat, Ze matei'skou
rostlinou je Cast&ji D. arenarius subsp. bohemicus (hvozdiky jsou proterandrické). Stejné tak Novak
(1927b) soudi na zaklad¢ vyskytu hybridt uprostied trstt D. arenarius, Ze matei'skou rostlinou je pouze

hvozdik pise¢ny a darcem pylu je hvozdik kartouzek.

Vysledky této prace ukazaly, Ze oba sméry kiiZeni jsou mozné a na lokalité realné nalezitelné.
Dokazuji to shodné 2 znaky ve studované sekvenci cpDNA, z nichZ jeden je svym charakterem
dvoubazova inzerce/delece nukleotid a druhy jednobazova substituce. Pii porovnani téchto vysledkt
s mapou hybrida (obr. 5) je patrné, Ze trojice hybridd, jejichz mateiska rostlina je hvozdik kartouzek
(H19, H20, H24), roste blizko pospolu a to v severni ¢asti segmentu A na NPP Klene¢, kde je hvozdik
kartouzek celkové Castéjsi (nejblizsi trsy h. piseéného byly od téchto hybrida zhruba 2 m daleko).
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Obdobn¢ tak i hybridi vznikli ze semen hvozdiku pisecného rostou v blizkosti trsii této materské
rostliny. Oboustranné probihajici hybridizace nasvédC¢uje tomu, Ze nejsou dostate¢né vytvorené

reprodukéni bariéry, které by zabranily vzniku hybrida.

Podobné byla oboustranna hybridizace pomoci chloroplastové DNA potvrzena v rodech Phlox
(rodicovské druhy vystupuji jako matetska rostlina v poméru cca 2:1; Ferguson et al. 1999),
Cardamine (v jednom sméru je vSak Castéjsi; Lihova et al. 2007) ¢i Potamogeton (Fant et al. 2003,
Kaplan & Fehrer 2006). Naopak jednosmérna hybridizace se vyskytuje napt. u Havajskych druhii rodu
Rubus (Randell et al. 2004).

Fertilita hybridu

Dalsi logickou otazkou po potvrzeni mezidruhové hybridizace je, do jaké miry piitomnost
hybridt v populaci ohrozuje hvozdik pise¢ny ¢esky prostiednictvim zpétnych kiizeni a s nim spojené
introgrese prostiednictvim genového toku. Odpovéd na tuto otazku poskytuje studium
postzygotickych bariér u hybridi. Dulezitou postzygotickou bariérou je snizeni nebo ztrata
zivotaschopnosti pylu, ktera snizuje fertilitu hybrida (Rieseberg et al. 1999). Vzhledem k tomu, ze
i jedinec se zcela sterilnim pylem muze teoreticky fungovat jako matefska rostlina, byla studovana

U hybridt i tvorba semen.

Zivotaschopnost pylu byla testovana jeho barvenim. Jistou komplikaci vsak piinesla
gynodioecie, ktera se u hvozdiki vyskytuje. Setkat se tak mizeme se tfemi typy kvéti: hermafroditni,
samici a se zakrnélymi prasniky (funkéné t€z samici). Pti sbéru prasnikd na barveni bylo zjisténo, Ze
8z 11 hybridi melo zakrn€lé prasniky sabortovanym pylem nebo bez pylu. Sterilita se vSak
pravdépodobné projevuje stejné, tzn. v piipadé hybridd, ktefi maji zcela nezivotaschopny pyl, neni
vzdy mozné spolehlivé odlisit, zda se jedna skutecné o sterilniho jedince v diisledku postzygotickych
bariér nebo zda se jedna ve skute¢nosti o samici rostlinu, ktera tvoii zakrnélé tyCinky a praSniky
s nevyvinutym pylem. Zivotaschopnost pylu zbylych tif hybridé, ktefi tvofili norméalné vyvinuté
prasniky, se pohybuje od méné nez 1% po cca 25%. Ackoli barveni pylu poskytuje velmi dobry odhad
o viabilité pylu (Dafni 1992), neni zarukou, Ze pozitivné obarvena pylova zrna jsou skute¢né schopna
vykli¢it v pylovou lac¢ku a zejména pak oplodnit vajecnou buitku. Z odhadi nicméné vyplyva, ze
hermafroditni hybridi jsou do ur¢ité miry fertilni.

Rodi¢ovskym taxonem v8ech tiech hermafroditnich hybridd je D. arenarius subsp. bohemicus.
Ackoli vtomto piipadé jde pravdépodobné jen o nahodu (vzhledem k nepatrnému mnozstvi
hermafroditnich hybridt ¢i hybridt celkove), neni vyjimkou, ze hybridi vznikli riznymi sméry kiizeni
(odlisny matetsky taxon) vykazuji také odlisnou fitness. Vyrazné fenotypové rozdily podle toho, ktery
druh hral roli matefské rostliny, najdeme napft. u kiizencti Rosa dumalis x R. rubiginosa (Werlemark

et al. 1999). V rychlosti kli¢eni se 1i§i napf. hybridi dvou druhti rodu Phlox (Ferguson et al. 1999).
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Semenik hybridi obvykle dozraval v tobolku, ktera nejevila zndmky naruSeného vyvoje.
Piesto zadna ze 144 analyzovanych tobolek hybridi neobsahovala vyvinuta semena. Na druhou stranu
byly tyto tobolky také ¢asto napadeny housenkami obale¢e Cnephasia longana. Ten napada tobolky
vSech druht rodu Dianthus. Pii poslednim monitoringu v roce 2010 se ukazalo, ze napadeno bylo
84% tobolek D. arenarius subsp. bohemicus, napadeni u D. carthusianorum bylo jesté vyssi (Spalova
unpubl.). Je tedy jisté, ze vyzirani semen fytofagem zkresluje vysledny pocet tobolek s vyvinutymi
semeny. Pfesto se da fici, ze se u hybrida s nejvétsi pravdépodobnosti projevuje samici sterilita,
vzhledem k nulovému poétu nalezenych semen.

Ne vzdy byvaji ale mezidruhovi kfiZzenci sterilni (nebo nezivotaschopni); v ptirodé
i v kultivaci najdeme spiSe $kalu pfechod od hybridi zcela nezivotaschopnych po ty, které svou
fertilitou ¢i konkurenceschopnosti pfevySuji jeden nebo oba rodiCovské druhy (Rieseberg 1995,
Arnold & Hodges 1995, Rieseberg & Carney 1998). Variabilita ve fitness mtize byt i v ramci hybrida
stejné rodiCovské kombinace, kdy napi. jen cast hybridniho potomstva prevySuje fitness rodict
(Bleeker & Hurka 2001).

Vysvétleni pro sterilitu hybridi v naSem ptipadé predstavuje bezpochyby fakt, ze se jedna
0 heteroploidni kiizence s lichym poctem chromozomt. Ty se obtizné paruji a nejobvyklejsi
bezprostiedni pticinou snizené fertility gamet tak byva nepravidelny prubéh meidzy pti gametogenezi,
produkujici geneticky nevyvazené gamety (triploidni blok; Ramsey & Schemske 1998). Ke stejnému
vysledku dospéli také Buell (1953) ¢i Carolin (1957), ktery provedl celkem 113 raznych
mezidruhovych kiizeni hvozdiku, z toho 28 bylo mezi druhy s riznym stupném ploidie (2x x 4x, 2x X
6x a 4x x 6x). Prekonat problém parovani chromozomu u triploidnich ki#iZzencti by bylo teoreticky
mozné jejich zdvojenim. V jinych piipadech je feSenim produkce neredukovanych gamet, jako tomu je
napf. u triploidni Dactylis glomerata, u niz byla sice zjisténa rovnéz vysoka saméi sterilita, ale semena
tyto rostliny tvotily (byt 5-6x méné nez diploidi a tetraploidi; Zohary & Nur 1959). Dalsi alternativou
pro produkci fertilnich hybridd by byl jejich wvznik splynutim neredukované gamety
D. carthusianorum a redukované gamety D. arenarius subsp. bohemicus, ¢imz by vznikl tetraploidni
hybrid (Lowe & Abbott 2000). Ackoli tento hybrid nebyl zaznamenan, predstavoval by pravé on
nejvetsi riziko pro D. arenarius subsp. bohemicus, jelikoz by se s nim mohl dal zpétné kiizit a také by

byl obtizné odhalitelny pouzitymi technikami.

Na zéklad¢ vysledkt z pratokové cytometrie, studia fertility hybridt a terénnich pozorovani se
muzeme pokusit shrnout pre- a postzygotické bariéry mezi D. arenarius subsp. bohemicus
a D. carthusianorum. Oba taxony rostou sympatricky na NPP Klenec¢, jejich doba kveteni se prekryva
a opylovaci hvozdikl byvaji motyli (Bloch et al. 2006; zda se ale jedna o stejné druhy, neni dosud
znamo). Vylouceny jsou tak geografické, fenologické a pravdépodobné i etologické bariéry. Vzhledem
vSak k malému poctu zaznamenanych hybridd nejspi$ funguji prezygotické bariéry na urovni

gametické ¢i gametofytické pylové inkompatibility, ktera mizZe byt (vzhledem k potvrzené
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hybridizaci) prilezitostné prolomena. Detekovani hybridi jsou zivotaschopni (neni ale vylouceno, ze
jich nevznika vice a ¢ast z nich nehyne ve stadiu semenacku) a kvetou zhruba stejné intenzivné jako
rodi¢ovské taxony. Hlavni postzygotickou bariérou se tak jevi vysoka mira sterility hybrida (fertilni je

jen omezeny podil pylu u hermafroditnich jedinci).
Morfologicka charakteristika hybrida

Rozpoznani hybridti na zakladé morfologie neni Casto trividlni zalezitost. Hybridi totiz
(Lihové et al. 2007, Rieseberg & Ellstrand 1993, Rieseberg 1995, Rieseberg & Carney 1998). Situace
je o to slozitgjsi, ¢im jsou si rodiCovské druhy podobnéjsi, nehledé na to, Ze paleta riznych
pozorovanych fenotypti mtize byt také vysledkem zpétnych kiizeni ¢i dalSich hybridnich generaci
(Rieseberg & Elistrand 1993). V takovém piipadé je rozliSeni hybridi a hybridnich roji pomoci
morfologickych znaku velice obtizné az nemozné (Bleeker & Hurka 2001, Bleeker 2007).

Nejednoznacnou dosavadni determinace hybridii z Klence ukazuji také vysledky z pratokové
cytometrie, z nichz vyplyva, Ze pocet hybridi na lokalité je nizsi nez pocet svétle rizovych rostlin.
Samotna barva koruny tedy, byt je dobrym voditkem, neumoziiuje jednozna¢né odliSeni hybrida
a snahou tak bylo najit znaky dalsi, resp. jejich vhodnou kombinaci.

Vysledky PCA i diskriminacni analyzy potvrzuji terénni pozorovani, ze ackoli hybrid jevi
uréité intermediarni znaky mezi ob&ma rodici, je celkové podobnéjsi D. arenarius subsp. bohemicus,
se kterym se zaménuje. Naproti tomu zaména s D. carthusianorum neni diky vyrazné odlisnym
fenotypiim pravdépodobna. Hybridi, ktefi maji odlisnou matetfskou rostlinu, se morfologicky nelisi.

K odd¢leni skupin v kanonické diskrimina¢ni analyze (stanovenych na zakladé stupné ploidie)
nejvice piispivaji znaky pomér obvod/délka kalicha, délka spodniho listu, vyska kalicha a pomér
Sirka/délka korunniho listku. Pt pouziti této Ctvetice znakid se v klasifikaéni diskriminacni analyze
spravné zatadilo do skupiny 100% hybrid a jedinct D. carthusianorum. Naproti tomu, 2 jedinci
(3,51%) D. arenarius subsp. bohemicus byli chybné pfitazeni k hybridam. Jak jiz ale bylo feceno,
nebyla do morfometrickych analyz zahrnuta barva kvétd a sivost, pfiéemzZ zejména barva kvéti by
chybné zarazeni bilych exemplatt D. arenarius subsp. bohemicus k hybridiim vyloucila. Barva kvéta
byla jako znak pro detekci hybridi pouzita napt. u rodu Cyclamen, kde se kiizi endemitni

C. balearicum s siroce rozsifenym C. repandum (Thompson et al. 2010).

DalSim dalezitym a zaroveil obtizn¢ statisticky hodnotitelnym znakem pro urceni hybrida je
hloubka dfipeni korunnich listkti. Hybridi v tomto znaku jevi intermediarni fenotyp mezi hluboce
diipenym D. arenarius a mélce diipenym D. carthusianorum. Tvar korunnich listkil se obtizné hodnoti
klasickou morfometrikou, proto byla pouzita geometrickd morfometrika. Ackoli v PCA se taxony

oddélili pomé&rné dobfe, interpretace zrekonstruovanych prumérnych tvart podél jednotlivych os
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vyZaduje kriticky pfistup. Software na analyzu tvaru si totiz ,,nedokaze poradit“ s nehomologii
jednotlivych ukrojki korunnich listkd a s jejich proménlivym poctem. Podobné v ptipad¢ kalicha
pravdépodobné nedokazal ptes sebe prelozit kalisni zuby rGzné Sirokych kalichi, resp. neodhalil jejich
homologii. Obrysova geometrickd morfometrika se naproti tomu hodi na analyzu jednoduchych tvari
a osvédcila se tak pro podkali$ni listence.

Prestoze je diipenost korunnich listkii obtizné kvalitativné a kvantitativné hodnotitelna jak
klasickou, tak geometrickou morfometrikou, ve spojeni s barvou koruny je podle terénnich pozorovani

nejlepsi kombinaci znak.

Znaky jako jsou barva korunnich listkd, barva lista a lodyhy (sivost) a trsnatost, nebyly do
morfometrické analyzy zahrnuty kvtli subjektivnimu hodnoceni zejména odstini barev a nestalosti
barvy kvétu béhem doby kveteni (bilé kvéty hvozdiku pisecného po opyleni obcas rizovi). Protoze ale
v téchto znacich se rodicovské taxony velice lisi a jsou tedy potencialnim dobrym znakem pro uréeni
hybridd, jsou zde diskutovany samostatne.

Hvozdik piseény je pomérmné sivy a husté trsnaty, naproti tomu hvozdik kartouzek je tmavé
zeleny (s neziidka naCervenalymi uzlinami) ve volné&jSich trsech. Mezi kiizenci se najdou jak husté
sivé trsy (hybrid H29) ¢i zelené volngjsi trsy (hybrid H26, H21), tak kombinace zelenych, ale
hustéjsich trstt (hybrid H19). Neptitomnost sivosti a voln&j§i trs jsou tak sice pomérné dobrym
voditkem, ale ne zcela spolehlivym znakem. Posledni jmenovany hybrid ma na rozdil od predeslych
D. carthusianorum jako matetskou rostlinu, coz miize souviset se zelenou barvou jeho lodyhy a listd.

Korunni listky u D. arenarius jsou bilé, dlouhé, s dlouhym nehtem (odpovida dlouhému
kalichu) a s hlubokymi tkrojky, ¢epel je v obrysu obvejéita az okrouhla s klinovitou bazi. Dianthus.
carthusianorum ma naproti tomu korunni listky tmavé ruzové, s klinovitou &epeli, ktera je velmi
mélce diipend ¢i spiSe zubatd. Vzhledem k tomu, Ze pravé korunni listky jsou mezi témito dvéma
odliseni jejich spole¢ného hybrida. Jak jiz bylo feCeno, nejdilezitéjsi je kombinace znak barvy
koruny a diipenosti (a xvelikost kvétu). Na lokalité Klene¢ najdeme totiz fadu vice ¢i méné rizovych
jedinct, ktefi nejsou kiizenci (prozradi je pak vétSinou hluboké dfipeni, dlouhy kalich, atd.). Zaroven
existuji 1 hybridi (napf. hybrid H11), ktefi jsou témét bili, ale funguje u nich znak mél¢iho diipeni
a mensiho kvétu.

Dianthus arenarius subsp. bohemicus nevytvaii kvétenstvi; lodyha ma nejcastéji jeden kvét,
pokud jsou 2 ¢i 3, pak nejsou tésné nahloucené. Naproti tomu D. carthusianorum vytvari strboulovité
kvétenstvi 2-10(-15) tésn€ nahlucenych kvéti. Mezi kiizenci najdeme také jedince, ktefi maji nékolik
tésné nahloucenych kvéti (napt. hybridi H6, H13, H21), jiné maji kvéty na lodyze po jednom.

Dianthus arenarius subsp. bohemicus ma dva pary obvejCité kopinatych az vejéitych
podkalisnich listénci, které jsou Spicaté, ale vétSinou s chybéjici nebo nepatrnou osinkou na konci.

D. carthusianorum ma nejéastéji 3 pary podkali$nich listénct, které jsou uzsi a delsi nez u predeslého
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druhu, s dlouhou osinou. Co se ty¢e poctu pari podkalisnich listéncti u kiizenct, najdeme jak jedince
se ttemi pary (hybridi H19, nékdy H6 a H26; ¢asto také s osinkou), tak pouze se dvéma (H21,H 24).
Vzhledem k odlisnému poctu paru byl v méfeni a analyze tvaru pouzit vnitini podkali$ni listenec.

cvvr

D. arenarius.
VyuZziti vysledki v ochranaiské praxi

Zjistény pocet hybrida (11 trsit) na NPP Klene¢ je vzhledem k velikosti populace D. arenarius
subsp. bohemicus pomérné zanedbatelny. VSechny hybridni trsy jsou navic primarnimi kiiZzenci a jsou
z velké casti sterilni (100% samici sterilita a vysoka samci sterilita ve spojeni s nizkym poctem
hermafroditnich rostlin). Vznik zpétnych kiiZzenct zapticinujicich introgresi a erozi genofondu
hvozdiku pisecného ceského je tak nepravdépodobny, v ramci analyzovanych jedinct nebyl
zaznamenén. Diky ptedlozenym diakritickym znakiim jsou kiizenci pomérné dobfe rozpoznatelni a je
tak mozné snadné sledovani jejich piipadného nartstu v dalSich letech (kli¢ pro determinaci hybrida je
soucasti kapitoly o morfometrice). V soucasné dob& neni potieba z hlediska rizik spojenych
s hybridizaci zvlastniho ochranného opatieni zaméteného proti hybridim ¢i hvozdiku kartouzku. Je
v8ak dobré sledovat populaci z hlediska hybridizace i v budoucnu, nebot’ vzhledem ke zvétSujici se
populaci D. arenarius subsp. bohemicus v poslednich letech je moZné ocekavat i narGst hybridd.
Hlavni soucasti probihajiciho managementu je strhavani ¢i naruSovani drnu, coz usnadiuje uchyceni

pravdépodobné konkurencné slabsich hybridnich semenackii. Frekvence hybridi totiz ¢asto nartsta

s mirou disturbance na stanovisti (Anderson 1948, Heiser 1979, Levin et al. 1996).

Zaroven neni mozné vylou¢it vznik tetraploidnich hybridt, ktefi by pravdépodobné
piedstavovali vétsi riziko, nebot’ se u nich da predpokladat, ze by byli fertilni a mohlo by dochazet
k introgresi s D. arenarius subsp. bohemicus. Ani u stavajicich triploidnich hybridd nemtizeme
vyloucit, Ze nemohou byt ptilezitostné fertilni. Velkou roli ve zjisténé nizké fertilit¢ hybridd ma také
to, ze vétSina stavajicich hybridd (8 z 11) je pravdépodobné samicich a neni tedy schopnych
produkovat pyl. Naproti tomu samci (pylova) fertilita u tfi hermafroditnich hybridi je znacné
proménliva (<1% az 25%). Kdyby v budoucnu vznikl tedy vétsi pocet hermafroditnich hybridd, neni

mozné vyloucit, Ze jejich pyl nebude jesté vitaln€jsi a ze nedojde ke zpétnym kiizenim.

Z ochranatrského hlediska byva na hybridizaci obvykle nahlizeno jako na hrozbu pro
zacCastnény ohrozeny taxon (Rhymer & Simberloff 1996). Musime v$ak rozliSovat mezi antropogenni
hybridizaci a prirozenou (Allendorf et al. 2001). Hybridizace, tim Ze generuje novou variabilitu, je
totiz také vyznamnym evolu¢nim prvkem (Hegarty & Hiscock 2005, Wissemann 2006). V' poslednich
letech se tak nesetkdavdme jen s ochrannymi opatienimi proti hybridim, ale i s jejich ochranou,

respektive ochranou procesu hybridizace (Allendorf et al. 2001, Thompson et al. 2010). Situace na
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NPP Klene¢ je piikladem pfirozené hybridizace: oba rodiCovské druhy zde rostou pospolu
pravdépodobné jiz dlouhou dobu (pozoroval je jiz F. A. Novak, ktery hvozdik pisecny cesky popsal)
a vyskytuji se zde ptirozené. Ochrana ptirozené hybridizace vSak probiha spiSe u taxont, které maji
vice populaci (z toho nékteré geneticky ¢isté, Allendorf et al., 2001), coz neni piipad NPP Klenec, jez
je jedinou lokalitou hvozdiku pise¢ného ¢eského. Ochrana procesu hybridizace byla naopak navrzena
napt. u Mediterannich orchideji (Cozzolino et al. 2006) nebo u nékterych smisenych populaci druhd

rodu Cyclamen (Thompson et al. 2010).

Otazkou vsak také je, zda jsou vynalozené investice, Cas a Usili (viz napf. opakované strhavani
drnu tézkou technikou) ochranafii sméfovany zadoucim smérem. Dalo by se uvazovat o rozporu,
vznikajicim mezi druhovou ochranou a ochranou biotopt. Jinymi slovy, zda neni investovano pfili$
mnoho Usili do zachrany jednoho druhu (resp. poddruhu) na Ukor nezachranovani pis¢in jako takovych

(a¢ s mnohem vétsi diverzitou taxonti, Chytry 2007).

Dalsi smér vyzkumu

Ceska lokalita hvozdiku piseéného lezi na okraji aredlu druhu (jako izolovana arela). Dosud
byl tento komplex poddruhi studovan jen na morfologické Grovni, pfi¢emz tradi¢ni studie pochazeji
z 20. let minulého stoleti (Novak 1927a, b). V tomto kontextu je status ¢eského poddruhu bohemicus
a jeho vztah s ostatnimi poddruhy nejasny, a stejné tak nebyla dosud zhodnocena opravnénost jeho
rozliSovani. Zajimavosti také jsou spekulace o tom, Ze klene¢ska populace nepiislusi k hvozdiku
pisecnému (Toman 2000). Vylouceno neni ani to, Ze se jedna o vysazenou populaci nejasného ptivodu.
Vzhledem k nemalému usili ochrany pfirody o zachranu této populace (endemita) je tedy vice nez
zadouci bliz§i znalost vztahli Ceskych rostlin s dal§imi poddruhy a osvétleni evoluce a migracni
historie celého komplexu. Studium genetické variability je mimo to také jednim z bodt zachranného
programu pro D. arenarius subsp. bohemicus (Bélohoubek 2008).

Z vlastnich pilotnich vysledka vyplyva, ze subsp. bohemicus se od subsp. borussicus lisi ve
velikosti genomu v praméru o 14,4% a od subsp. arenarius dokonce o 15,8%, coZz na poddruhové
urovni piedstavuje vyznamny rozdil. Do budoucna se tedy jevi potfebné kritické biosystematické

zhodnoceni a odhaleni evoluéni historii celého komplexu.
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Evoluéni historie Dianthus carthusianorum ve stiedni Evropé
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Dianthus carthusianorum L.

Dianthus carthusianorum — hvozdik kartouzek — patii do sekce Carthusianorum, ktera je
charakteristicka strboulovitym kvétenstvim. Svou variabilitou, ekologickou plasticitou, Sirokym
arealem rozsifeni a s tim spojenou taxonomickou obtiznosti prevySuje vSechny ostatni zastupce rodu
Dianthus (Novak 1921, Tutin & Walters 1993). Dikazem je velké mnozstvi popsanych
vnitrodruhovych taxond riznych urovni, které provazi nejednotnost v nomenklatute. U fady téchto
taxonl chybi navic podrobny morfologicky popis, coz celou situaci jest¢ zt€Zzuje a ma za nasledek
ur¢ovani herbarovych polozZek ¢asto jen do druhu (Kralik 1970). Kromé toho, Ze valna ¢ast popsanych
taxontt neni v soubornych flérach ani udavana (Tutin & Walters 1993), neni na mapach rozsifeni
celého komplexu vétsina jednotlivych vnitrodruhovych taxont rozlisovana (viz mapy na obr. 17 a 18).

Hvozdik kartouzek roste od Pyreneji po Bélorusko a Rumunsko, na severu po jizni Belgii
a polské Pobalti a na jihu po Alpy (Kovanda 1990). Za vyvojové centrum se povazuje Balkan (Novak
1915). Dobfe rozlisitelné taxony se vyskytuji zejména v Alpach, balkanské kartouzky byly dokonce
vy¢lenény do samostatnych druhi, avSak v nizindch je variabilita mnohem vice kontinualni a rozdily

mezi populacemi jsou tak méné rozeznatelné (Kovanda 1980).

Obr. 17: Celkové rozsiteni Dianthus carthusianorum (prevzato z Jalas & Suominen 1986).
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Obr. 18: RoZsifeni D. carthusianorum subsp. latifolius (Cerné body), subsp. sudeticus (¢erveny bod) a
subsp. capillifrons (zelené body) (prevzato z Jalas & Suominen 1986; upraveno).

Hvozdik kartouzek je vytrvala, + trsnata bylina se ztlustlym, chudé vétvenym kofenem
s vicehlavym oddenkem. Lodyha je piima nebo kratce vystoupava, (5-)15-60(-70) cm vysoka,
nevétvend, alespon v horni ¢asti hranatd, lysa nebo vzacn€ v dolni poloving kratce chlupatd, se 4-6
lodyZnimi ¢lanky. Listy jsou ¢arkovité az carkovité kopinaté, lodyzni 2-8(-12) cm dlouhé, 0,5-5,0(6,0)
mm Siroké, na okraji drsné, na plose lysé nebo vzacné kratce chlupaté, Spicaté; pochvy jsou 8-19 mm
dlouhé. Kvétenstvi je strboulovité , 2-10(-15)kvété; listeny jsou bylinné az blanité nebo kozovité,
kopinaté, dlouze osinaté. Kvéty jsou ptisedlé nebo kraticce stopkaté, nevonné. Podkalisni listénce jsou
vejcité nebo obvejcité, dlouze osinaté, kozovité, hnéde, zdéli ¥2-% kalisni trubky. Kalich je trubkovity,
12-18 mm dlouhy, lysy, zeleny, svétle hnédy, cervenohnédy nebo fialové hnédy, s trojuhelnikovitymi,
§picatymi zuby; ¢epel korunnich listkti klinovita, nahote nepravidelné hrubé zubata nebo vyhlodavana,
(5-)7-12(-15) mm dlouh4, rizova az tmavocervena, na lici + chlupata. Tobolka je + zdéli kalicha nebo
nepatrné delsi. Semena jsou 1,9-2,2 mm dlouha. (Kovanda 1990).

Dianthus carthusianorum je diploidni (2n = 30; Carolin 1957, Love 1982).

Na tuzemi Ceské republiky je D. carthusianorum nejb&zn&j§im zastupcem svého rodu,
vyskytuje se zde celkem ve Ctyfech poddruzich: nominatni subsp.
carthusianorum L. (h. kartouzek pravy, obr. 19), subsp. latifolius
(GRISEB. et SCHENK) HEGI (h. kartouzek $irolisty, obr. 20),
endemické subsp. sudeticus KOVANDA (h. kartouzek sudetsky,
obr. 21) a subendemické subsp. capillifrons (BORBAS)
NEUMAYER (h. kartouzek hadcovy, obr. 22). Jednotlivé

poddruhy nemaji robustni diakritické znaky (uvadéné rozliSovaci

znaky se tykaji barvy a velikosti kv&tu, trsnatosti, poctu kv&€td  opr. 19. pianthus carthusianorum
v kvétenstvi a Sifce listu; Kovanda 1990), ale li§i se spis subsp. carthusianorum

geograficky a ekologicky.
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Nominatni poddruh se vyskytuje hojné v teplejsich oblastech Cech, na jizni a vychodni
Moravé je vzacnéj$i, v PiedSumavi a v jiho¢eskych panvich je velmi vzacny (Kovanda 1990). Roste
na vyslunnych skalach a svazich, na suchych travnicich, skalnich stepich a lesnich okrajich, v pasmu
od nizin do podhifi. Vyskytuje se na suchych, mélkych, skeletovitych, hlinitych, piscitych nebo

sprasovych padach se zasaditou, fid¢eji neutralni nebo slabé kyselou reakci. Urovacim znakem pro

tento poddruh je tmavéji rizova koruna a ve srovnani se subsp. latifolius niz§i vzrast a uzsi listy

(Kovanda 1990).

Poddruh latifolius (obr. 20) roste hojné&ji na vychodni
Morave, vzacn€ji na stfedni a severni Moravé od niziny do
podhorského stupné. Centrem rozsifeni jsou Bilé Karpaty. Ackoli se
jedna o taxon typicky horsky, v Hrubém Jeseniku (kde roste subsp.
sudeticus) chybi a vyskytuje se nejblize v niZinach Slezska (Kovanda
1980). Od nominatniho poddruhu se lisi stanovistém a podlozim,

vyhledava mezofilni louky a pastviny, stepi a lesostepi, kde roste na

Obr. 20: Dianthus carthusianorum  hlubokych, bohatych, hlinitych nebo jilovitych ptdach, casto
subsp. latifolius vapnitych se zasaditou nebo neutralni reakci. Od ptedeslého
poddruhu se 1i8i statnéj$im vzristem a SirSimi listy (Kovanda 1990), ale jsou znamy morfologické
ptechody (Kovanda 1980). Poddruh latifolius, rostouci na izemi Karpat, jako vapnomilna rostlina
vikarizuje s nominatnim poddruhem; v Panonské oblasti jej zastupuje Dianthus pontederae (Kralik

1970).

Poddruh capillifrons ma na rozdil od pfedeslych dvou taxont nesouvisly aredl, ktery vyplyva
z jeho vazby na hadcovy substrat'. V CR roste na lokalité zvané Na
hadcich 1 km od Raskova (severni Morava) na zalesnénych
stranich, ve vysce 550 m n. m., dale pak na hadcich mezi Kifemzi
aDivéim kamenem (jizni Cechy) a na Borovsku u Trhového
Stépanova a pravdépodobné také na hadcich u Mladé Vozice.
Mimo nas stat roste také v Rakousku (ve Styrsku a Burgenlandu),

odkud byl popsan v roce 1889 Borbasem (Vinter et al. 2001). Tento

hvozdik se vyskytuje jak na vyslunnych travnatych stranich a gy 21. pianthus carthusianorum
skalkach, tak i na stinnéjSich stanovistich v borovych lesich (Kolar subsp. capillifrons
& Vit 2008). Od ptedeslych poddruht se lisi svétleji rizovou barvou koruny, mens§imi kvéty, uz§imi

listy a celkové mensim vzristem (obr. 21; Kovanda 1990).

' Hadec (serpentinit) je hornina charakteristickd nizkym obsahem zékladnich prvka (dusik, fosfor, hoiik
a vapnik) a naopak vysokym obsahem hot¢iku, Zzeleza, manganu a té€zkych kovi. Hadcové podlozi ma obvykle
specifické druhové zastoupeni, odlisné od okolniho a s vy$§im poctem tzce rozsitenych taxont.
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Poddruh sudeticus byl jako endemicky taxon Velké Kotliny v Hrubém Jeseniku popsan az
vroce 1980 M. Kovandou, ktery tuto populaci odlisil od subsp. latifolius. Hlavni znak pro jeho
odliseni byla svétleji rizova barva koruny (horské taxony hvozdiku kartouzku, ke kterym patii i subsp.
latifolius, maji bez vyjimky tmavsi korunu; obr. 22; Kovanda | '
1980). Kovanda jej dava do piibuzenstva var. alpestris (NEILR.)
HEGI z vychodnich Alp, s niz je spojen ptrechodnymi typy.
Morfologické piechody mezi subsp. sudeticus a subsp. latifolius
naopak dle Kovandy chybi (Kovanda 1980) a oba poddruhy se v
Jesenikach nestykaji. Jesenicky poddruh nejspiSe  vznikl

diferenciaci z nékterého alpského morfotypu kartouzku, jenz

kolonizoval vychodni Sudety béhem nékteré z dob ledovych, gy 22. pianthus carthusianorum
naopak vznik ze subsp. latifolius & subsp. carthusianorum se zda ~ SUPsP- sudeticus

méné pravdépodobny (Kovanda 1980). Ve Velké Kotlin¢ roste tento hvozdik na slunnych skaléch,
jizné a jiho-vychodné orientovanych a tvofenych pievazné grafitickymi fylity, v nichZ se obcas
vyskytuji vlozKy karbonatovych bfidlic (Kovanda 1980; Prochazka et al. 1999). Populace ¢ita jen
nekolik desitek jedincti (asi 150), ale zda se byt stabilni, je vSak poSkozovana introdukovanymi

kamziky (Prochéazka et al. 1999).
Dianthus pontederae KERNER

Do okruhu hvozdiku kartouzku patii také Dianthus pontederae KERNER - hvozdik
Pontedertv — ktery se s hvozdikem kartouzkem ¢asto zaménuje. Proto byl diive povazovan jen za jeho
dalsi poddruh (D.carthusianorum subsp. pontederae (KERNER) HEGI).

Roste v panonské oblasti stfedni a jihovychodni Evropy. V CR roste na jizni Moravé, ale
taxonomicka prislusnost zdejsich rostlin k tomuto druhu neni zcela jasna. Problematicka je také napft.
populace z mohelenskych hadct je nékdy fazena do samostatného taxonu Dianthus sabuletorum
subsp. serpentini (PODP.) HOLUB (Kovanda 1990). Vyskytuje se na skalnich stepich, lesostepich
a pastvinach, druhotné také podél Zelezni¢nich trati od niZin po pahorkatiny, kde roste na hlinitych

nebo piséitych, mineralné bohatych pudach (Kovanda 1990).

Hvozdik Pontederiiv je vytrval, trsnata bylina, 15-40 cm vysoka, lodyha je ptima, nevétvena,
lysa, listy jsou carkovité. Kvétenstvi je strboulovité stazené, 6—15(-20)kvété, husté, listeny jsou
vejCité, kratce osinaté, blanité, kvéty jsou pfisedlé. Podkalisni listénce jsou vejCité, zaspiCatelé az
osinaté, kalich je trubkovity, lysy, ¢epel korunnich listki je klinovita, nahotfe pravideln¢ zubatd, syté
rizova. Od D. carthusianorum se 1isi krat$i nebo chybé&jici osinou na konci podkali$nich listenct

a mensimi kvéty.
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Terénni prace a odbér vzorku

Rostlinny material byl sbiran v letech 2010-2011. Historické i soudasné lokality z Ceské
republiky byly ziskany z databaze floristické dokumentace (FLDOK, Botanicky tstav AVCR, v.v.i.,
Prithonice) a Ceské narodni fytocenologické databaze (CNFD, Masarykova univerzita, Brno). Lokality
z Rakouska pro hadcovy poddruh capillifrons byly vybrany zejména podle Neumayer (1930) a Eggler
(1963). Lokality ze Slovenska byly ziskany z botanicky zaméfenych webovych stranek. Celkem bylo
nashirano 779 rostlin ze 75 lokalit. Jejich piehled a geograficka lokalizace jsou v tabulce v pfiloze a na
obr. 23.

Ackoli je hvozdik kartouzek trsnata rostlina, sbirana byla vzdy jen jedna kvetouci lodyha tésné
u zemé, nikoli cely trs. Vzhledem k ohroZenosti nékterych taxonl tak nebyla zmenSena velikost
populace ani vyrazné sniZzena produkce semen. Ve vétSing pripadd bylo nahodné sbirano 10 rostlin
z populace pro poddruhy carthusianorum a latifolius a 20 rostlin pro poddruh capillifrons. Z jediné
lokality poddruhu sudeticus (Velka Kotlina) bylo ziskano 35 rostlin (s ohledem na velikost populace).
Zastupci poddruhu capillifrons byli sbirani na viech zndamych lokalitich v CR a v Rakousku. Navic
byla k tomuto poddruhu pfifazena také jedna populace z Polska (Radunia), ktera rovnéz osidlovala
hadcovy substrat a morfologicky odpovidala ssp. capillifrons, ptestoze vyskyt tohoto poddruhu nebyl
Vv Polsku udavan. Kontaktni zéona poddruht carthusianorum a latifolius proch&zi Moravou, proto byly
tyto poddruhy sbirany kromé této oblasti zejména v mistech vyskytu jen jednoho z obou poddruhti
(Slovensko pro poddruh latifolius a stfedni a severni Cechy pro poddruh carthusianorum). Do analyz
bylo kvuli srovnani zatazeno i nékolik populaci blizkého druhu Dianthus pontederae z jizni Moravy.
Nekolik lokalit ziistalo bez jednoznacné urCeného druhu ¢i poddruhu; nejcastéji §lo o nejasnost
Vv rozliSeni poddruhu latifolius a carthusianorum nebo rozlieni posledniho uvedeného poddruhu od

D. pontederae.

Pro kazdou lokalitu byly zaméteny jeji zemépisné soufadnice a nadmoiska vyska pomoci
systému GPS (eTrex Summit, Garmin). Z nasbiranych rostlin bylo odebrano nékolik listti a uloZzeno do
silikagelu pro molekularni analyzy. Cast listu byla pouZita pro cytometrické analyzy. Z kazdé rostliny
byl rovnéz odebran jeden kvét na morfometrické zpracovani (viz. piislusna kapitola) a zbyla rostlina
byla zaherbarovana jako dokladovy material a na nasledna méteni. Herbarové polozky budou ulozeny

Vv herbafi Prirodovédecké fakulty UK (PRC).
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Cést druhd. Pritokové cytometrie

Prutokova cytometrie

Metodika

K ovéfeni stupné ploidie a relativni velikosti jaderného genomu byly témét vSechny sebrané
rostliny (733 ze 779) podrobeny cytometrické analyze (barvivo DAPI, smésné vzorky po 2-5
jedincich). U 67 populaci byla navic zmétena absolutni velikost genomu pro jednu rostlinu z populace.
Pro kazdy poddruh D. carthusianorum byla alesponl jedna rostlina zméfena 3x ve tfech riznych dnech
Kk urceni absolutni velikosti genomu. Metodika analyz (v€etné pouZitého standardu) je shodna s ¢asti I.

(viz str. 17).
Statistické zpracovani dat

Analyza histogramt byla provedena v programu Partec FloMax 2.4b. Pro hodnoceni variability ve
velikosti genomu byly pouzity jen kvalitni analyzy s nizkym CV (varia¢ni koeficient; do 3%). Data
byla statisticky zpracovana v programech R 2.9.2. (krabicové diagramy) a SAS 9.1 (procedura
GLM a CORR). Procedura GLM (General Linear Model) testuje rozdily ve velikosti genomu
jednotlivych taxond. Jedna se o modifikovanou analyzou rozptylu (ANOVA), kterd porovnava
pruméry a rozptyl, a je robustni vi¢i rozdilnym velikostem skupin. Jako hranice rozdilnosti byla
zvolena hladina a = 5 %. Procedurou CORR byla testovana korelace mezi velikosti genomu

a zemépisnou Sitkou ¢i délkou.

Vysledky

Méfeni relativni velikosti genomu 733 jedincu potvrdilo, ze D. carthusianorum
a D. pontederae jsou diploidni druhy (DNA ploidie; Suda et al. 2006). Vyjimkou byl jeden triploidni
jedinec  z Holubovskych hadct (D. carthusianorum subsp. capillifrons) vznikly s nejvétsi

pravdépodobnosti za ucasti neredukované gamety jednoho z rodict.

Primérné velikosti genomu pro jednotlivé taxony jsou shrnuty v tab. 15 (s vylou¢enim tdaju
pro taxonomicky nezatazené populace). Z vysledkl je zfejmé, Ze se jednotlivé taxony lisi ve velikosti
genomu jen nepatrné (< 4,2%). Ackoli rozdily mezi jednotlivymi taxony jsou ve vétSin¢ piipadt
statisticky pruikazné (viz tab. 16), vzhledem ke zna¢nému piekryvu hodnot (patrné napi. z krabicovych
diagramu; obr. 24) neni mozZné velikost genomu pouzit jako diskrimina¢ni znak pro jednotlivé taxony.

Relativné nejvice se 1isi poddruhy carthusianorum a latifolius (v praméru o 4,2%).
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Tab. 15: Absolutni velikosti genomu v pikogramech. 2C = obsah DNA somatickych bunék, CV =
varia¢ni koeficient pikd vzorku, SD = smérodatnd odchylka, N = pocet analyzovanych jedinc(.

prdmérné . primérné
2€ (pg) SD min max oV N

D. carthusianorum subsp. | gq 0.02 0.95 1.02 2.60 19
carthusianorum
D. carthusianorum subsp. | o 0.02 0.91 0.99 2.85 26
latifolius
D. carthusianorum subsp. | 5 0.03 0.91 1.02 2.79 12
capillifrons
D. car'thusmnorum subsp. 0.99 i 0.99 0.99 292 3
sudeticus
D. pontederae 0.97 0.03 0.94 0.99 2.48 3
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carthusianorum latifolius capillifrons  sudeticus pontederae

Srovnani velikosti genomu (v pg) jednotlivych taxonl (prvni Ctyfi
jsou poddruhy C. carthusianorum, posledni predstavuje

D. pontederae). D. carthusianorum subsp. sudeticus ma jedinou populaci,
proto je zobrazena jedind hodnota velikosti genomu. Dvé odlehlé
hodnoty u subsp. capillifrons ptedstavuji populace Raskov a Aggsbach-
Dorf-Mitterbachgraben.
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Tab. 16: Statistickd prlkaznost rozdil ve velikosti genomu mezi
jednotlivymi dvojicemi taxonU testovana procedurou GLM v programu
SAS. Statisticky prikazné hodnoty jsou oznaceny tucné.

g
S
S £ £ £
g “»
S S 3 S v S <
< .S S wn S 5 S O
S & S 3 S O S &
S S c = S S S =
S5 S S w S =
35 38 23 g3
< © £ = s © < O
L s L g t a5 L s
S 3 S 3 S 3 S 3
Q 3 Q 3 Q3 a 3
D. carthusianorum subsp.
carthusianorum
D. carthusianorum subsp.
) <.0001
latifolius
D. carthusianorum subsp.
. P-| 0.0006 <0001
sudeticus
D. carthusianorum subsp.
P <.0001 <.0001 0.0698

capillifrons

D. pontederae

<.0001 0.0025

0.2038 0.9989

Vzhledem k relativné velké variabilité ve velikosti genomu v ramci jednotlivych poddruhi (az

12,09% pro subsp. capillifrons; viz také hodnoty minima a maxima v tab. 15 nebo krabicové diagramy

na obr. 24) byla testovana korelace velikosti genomu s geografii (zemépisna $ifka a délka). Nemtizeme

ale také vyloucit, Ze je tento jev zplsoben variabilitou pfesnosti piistroje ¢i absenci tfech riznych

méfeni u vétSiny vzorkl, ktera by potvrdila stabilitu absolutni velikosti genomu vzorku. Jako

signifikantni vysla pouze korelace velikosti genomu D. carthusianorum subsp. capillifrons se

zemepisnou Sitkou (tab. 17). Pfesto vSak neni pravdépodobné tento vysledek mozné povazovat za

trend (,,velikost genomu subsp. capillifrons se méni ve sméru zapado-vychodnim*), jelikoz ma tento

poddruh nesouvisly areal a mél ho nejspi§ — vzhledem ke své vazbé na hadec — i v minulosti

a jednotlivé populace tedy nejspis vznikly nezavisle.

Tab. 17: Korelace velikosti genomu poddruhi carthusianorum,
latifolius a capillifrons se zemépisnou Sitkou a délkou. Uvedeny
jsou Spearmanovy koeficienty a jejich p hodnoty v zavorkach.
Tucné jsou zvyraznény signifikantni hodnoty. N = pocet

analyzovanych jedinc(.

poddruh N

zemépisna sirka

zemépisna délka

carthusianorum |17 0.06185 (0.8136)
latifolius 27 -0.17118(0.3933)
capillifrons 11 -0.65604 (0.0284)

0.08287 (0.7518)
0.27144 (0.1708)
-0.51936 (0.1016)
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Morfometrika

Metodika

Do morfometrickych analyz bylo zahrnuto 724 rostlin (ze 779 nasbiranych). Vzhledem
k tomu, ze v urcovacich kli¢ich existuje jen malo diakritickych znakd odliSujicich vSechny Ctyfi
studované poddruhy (a ¢ast z nich se navic tyka barvy kvétu ¢i trsnatosti), bylo vytipovano co mozna
nejvetsi mnozstvi métitelnych znakii na generativnich (15) 1 vegetativnich (13) ¢astech. Z téchto znakl
je 26 kvantitativnich a 2 pomérové (jejich pirehled viz tab. 18). Barva kvétu nebyla kvili velmi
jemnym rozdiltim v odstinech do analyz zahrnuta, stejné tak jako trsnatost kvili obtiZznému hodnoceni
a vysoké vnitropopulacni variabilité.

Thned po sbéru byl 1 kvét z kazdé rostliny odebran a jeho jednotlivé ¢asti nalepeny na Etvrtku
papiru pro pozdéjsi méfeni (viz piiloha 5). Vegetativni znaky byly méfeny na herbafové polozce.
Vyska lodyhy byla méfena plastovym pravitkem (pfesnost 1 mm) a zbytek kvantitativnich znakt
pomoci digitalniho posuvného métitka (pfesnost 0,01 mm). U kazdé rostliny byl také zaznamenan typ
kvétu (hermafroditni/samici). Vzhledem k velké variabilité i v rdmci kvétd stejného pohlavi byly
Vv analyzach ponechany i samici rostliny (které mivaji v priméru mensi koruny; Rohweder 1934).
Nejdiive byla vSak pro kontrolu provedena analyza PCA bez téchto samiéich jedinct, jeji vysledky se
vSak nijak vyrazné neliSily od vysledkd ziskanych analyzou celého datového souboru (data

nezobrazena).
Statistické zpracovani dat

Stejné jako v ¢asti tykajici se Dianthus arenarius subsp. bohemicus byla morfometricka data
zpracovana Vv programu SAS (verze 9.1, SAS Institute 2003). Byly vypocteny zadkladni popisné
statistiky a korela¢ni matice. Pro zjisténi zakladni struktury v datech byly provedeny rizné varianty
analyzy hlavnich komponent (PCA) a také kanonicka diskriminacni analyza (CDA; detaily vSech
procedur viz str. 28). Chyb¢jici znaky byly nahrazeny popula¢nim primérem daného znaku pro
ptislusny poddruh, pfi¢emz pocet jedincl s chybéjicimi znaky byl vzdy vyrazn€ niz$i nez pocet

jedinct bez chybéjicich dat.
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Tab. 18: Pfehled mérenych/pocitanych morfologickych znaka.

¢islo znaku kéd v SAS znak jednotka
1 v4 délka lodyhy cm
2 v5 pocet uzll na lodyze pocet
3 v6 délka dolniho listu mm
4 v7 Sitka dolniho listu mm
5 v8 délka listové pochvy dolniho listu mm
6 v9 délka prostfedniho listu mm
7 v10 Sirka prostredniho listu mm
8 v1ll délka listové pochvy prostfedniho listu mm
9 v12 délka horniho listu mm
10 v13 Sitka horniho listu mm
11 v14 délka listové pochvy horniho listu mm
12 v15 primérna délka listu mm
13 v16 primérna Sitka listu mm
14 v17 délka vnitiniho podkalisniho listence mm
15 v18 Sitka vnitfniho podkalisniho listence mm
16 v19 pomér §./d. vnitfniho podkalisniho listence pomér
17 v20 délka vnéjsiho podkalisniho listence mm
18 v21 Sirka vnéjsiho podkalisniho listence mm
19 v22 pomér §./d. vnéjsiho podkalisniho listence mm
20 v23 vyska kalichu mm
21 v24 obvod kalichu mm
22 v25 pomér §./o. kalichu pomér
23 v26 vyska kalisnich zubud mm
24 v27 délka korunniho listku mm
25 v28 délka nehtu korunniho listku mm
26 v29 délka cepele korunniho listku mm
27 v30 Sirka cepele korunniho listku mm
28 v31 pocet kvétl v kvétenstvi pocet

Vysledky

Souhrn zakladnich statistik (primeér, minimum, maximum, 5% a 95% kvantil) pro cely datovy

soubor bez nezafazenych populaci (populace s piechodnymi znaky mezi taxony) je Vv soudasti

elektronické piilohy. Podle Shapiro-Wilkova testu nema 16 z 28 znaki normalni rozdéleni; dale byly

proto pouzity neparametrické metody. Podle korelaéni matice znakd vypoctené na zakladé

neparametrického Spearmanova koeficientu neni Zadna dvojice znakt v tésné korelaci (tzn. rovna ¢i

vys$s$i nez 0,95; Marhold & Suda 2002), proto mohly byt vS§echny znaky ponechany v diskrimina¢ni

analyze.

Jiz v PCA s pouzitim celého datového souboru je patrny uréity trend (obr. 25). Zadna skupina

se sice viditelné neoddé€luje od zbytku, avSak tvoti ve vSech ptipadech vice ¢i méné kompaktni shluky,

coz naznacuje kontinualni variabilitu vSech taxond.
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Obr. 25: PCA zobrazujici fenotypové podobnosti 724 jedincl vSech studovanych taxon( s pouZitim vSech 28
znakd. Cervené D. carthusianorum subsp. carthusianorum, modie subsp. latifolius, zelené subsp. capillifrons,
Zluté subsp. sudeticus, fialové D. pontederae a Sedé nezarazené populace s pfechodnym fenotypem. Jednotlivé
osy vysvétluji 35,2%, 16,6%, 10,3% variability.

Jelikoz se v prvotni PCA relativné nejlépe oddélil D. pontederae, byla nasledné pro nahled do
fenotypovych vztahd mezi jednotlivymi poddruhy D. carthusianorum provedena PCA jen s témito
taxony a bez nezafazenych populaci (obr. 26). Zatimco poddruhy carthusianorum, latifolius
a capillifrons se od sebe oddéluji podél prvni osy, subsp. sudeticus se od nich oddéluje podél osy
druhé. T zde se ukazuje, Ze jsou si jednotlivé poddruhy feneticky velice blizké. Vysvétlenim vsak také
mize byt pfili§ velké mnozstvi znaki, kterymi se stird vliv potencialné¢ dilezitych pro oddé€leni
jednotlivych skupin (PCA nevazi jednotlivé znaky, tzn. vSechny pfispivaji stejnou mérou k tvorbé

komponentnich os).
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26: PCA pro vsechny 4 studované poddruhy D. carthusianorum (bez nezafazenych populaci

a D. pontederae) s pouzitim viech 28 znak(. Cervené subsp. carthusianorum, modie subsp. latifolius, zelené
subsp. capillifrons a Zluté subsp. sudeticus. Jednotlivé osy vysvétluji 33,3%, 15,1% a 11,2% variability.

Pro lep$i vizualizaci fenotypovych vztahi mezi D. carthusianorum (jako celku, bez

rozliSenych poddruhti) a D. pontederae byla provedena samostatna PCA analyza jen s témito dvéma

druhy (obr. 27). Z vysledku je patrné, Zze ackoli oba druhy sice tvofi relativné kompaktni shluky,

zvelké miry je D. pontederae fenotypové podobny s nékolika jedinci D. carthusianorum. Pfi

samostatné analyze D. pontederae a D. carthusianorum subsp. carthusianorum, kteii obvykle rostou

geograficky nejblize a mohli by byt zaménovany, doslo k vyraznému oddé€leni obou taxonti, coz

potvrzuje jejich dobrou morfologickou diferenciaci (data nezobrazena). Jedinci h. kartouzku, kteti jsou

podobni h. Pontederovu (obr. 27), piedstavuji ve skute¢nosti jedince z hadcovych populaci (subsp.

capillifrons), které maji mensi vzrist a kvéty, podobné jako D. pontederae (piekryv obou skupin je

patrny z PCA vSech skupin, obr. 25).

58



Cast druhd. Morfometrika

Prin2

114
104
g_
o)
8
7
b 0 0
. 9 o0 a
O oo
4 o o 8 OO &
o

3 o

& o o B8 9%0
2
e “ Oo 0@0 OO@ ©
, o o o 4 a8

o
4
2
3
4
5
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 g 8 7 li] 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 3] 7 8 9 10
Prin1
v3 1 000 2

Obr. 27: PCA pro D. pontederae (fialové) a D. carthusianorum (vSechny studované poddruhy; tyrkysové)
s pouZitim vSech 28 znakd. Jednotlivé osy vysvétluji 36,0% a 16,1% variability.

Daéle byly pouzity diskrimina¢ni analyzy pro odhaleni taxonovée-specifickych znakli. Aby vsak
bylo zabranéno definici taxont kruhem, byly pro diskrimina¢ni analyzy ponechany pouze populace,
které jsou dostatecné vymezeny geograficky ¢i ekologicky, tzn. vSechny hadcové populace (subsp.
capillifrons), populace z Velké Kotliny (subsp. sudeticus) a dale populace, které nebyly z kontaktni
z6ny poddruhti carthusianorum a latifolius na jizni a stiedni Moravé a v severnim Rakousku (tedy
populace ze stiedniho a vychodniho Slovenska a z tizemi Cech). Do diskrimina¢nich analyz nebyl dale
zahrnut D. pontederae, ktery neni mozné jednozna¢né definovat podle vySe uvedenych kritérii jako
skupinu. Vypustény byly také nezatazené populace, ve kterych se nachazeji prechodné morfotypy.
Celkem bylo pro diskrimina¢ni analyzy ponechano 569 jedinct z 51 populaci.

V CDA v8ech poddruhti D. carthusianorum tvoti jednotlivé poddruhy + odd€lené kompaktni
shluky, opét ale s uréitym piekryvem (obr. 28). Podél prvni kanonické osy se spole¢né oddéluji
poddruhy latifolius a carthusianorum vici poddruhim capillifrons a sudeticus; nejtésnéji korelované
znaky s touto osou jsou (v potadi; viz tab. 19): délka lodyhy (v4), délka listové pochvy prostiedniho
listu (v11), pocet kvétii v kvétenstvi (v31) a primérna Sirka listu (v16). Tento vysledek je v souladu
S publikovanymi udaji, tj. Ze rostliny z hadct a Velké Kotliny jsou v priméru niz§i, maji chudsi
kvétenstvi a uzsi listy. Podél 2. osy se oddéluji poddruhy carthusianorum a latifolius; nejtésnéji
korelované znaky s touto osou jsou: délka prostiredniho listu (V9), primérna délka listu (V12) a Sirka
prostredniho listu (v10). Tento vysledek opét odpovida hlavnimu znaku v uréovacich kli¢ich, kterym
je délka a sitka listu. Podél 3. osy se odd€luje subsp. sudeticus od zbylych poddruhti. Znaky, které jsou
S touto osou nejtésnéji korelované jsou délka nehtu korunniho listku (v28) a délka korunniho listku
(v27). Tento vysledek opét odrazi hlavni uvadény diakriticky znak pro tento poddruh, kterym je vétsi

velikost kvétu.
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Obr. 28: CDA pro vSechny poddruhy D. carthusianorum (Cervené subsp. carthusianorum, modre subsp.
latifolius, zelené subsp. capillifrons a zluté subsp. sudeticus) s pouZzitim vSech 28 znak(. Jednotlivé osy vysvétluji
52,6%, 35,8% a 11,6% variability. Diagramy predstavuji pohled na tutéz analyzu ze dvou riiznych pohledd.
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Tab. 19: Kanonické korela¢ni koeficienty pro analyzu vSech poddruhi D. carthusianorum s

pouzitim vSech znak(. Tuéné jsou oznaceny kddy znak(ll (a odpovidajici hodnoty koeficienta),

které nejvice pfispivaji k oddéleni skupin (poddruh).

kod znaku Canl Can2 Can3 kod znaku Canl Can2 Can3
va 0.721036 -0.193845 -0.093662 v18 0.521598 0.032492 0.239659
v5 0.483472 -0.112119 -0.124026 v19 0.072972 0.289328 -0.106979
v6 0.516995 0.379954 0.074946 v20 0.518260 -0.342812 0.260999
v7 0.494179 -0.293332 0.083490 v21 0.564215 -0.076952 0.108442
v8 0.498604 -0.368261 0.223348 v22 0.139350 0.285857 -0.160415
v9 0.337676 -0.530531 0.060559 v23 0.529542 0.137790 0.429959
v10 0.599604 -0.430265 0.159561 v24 0.371464 0.192781 0.439470
vlil 0.700039 -0.381794 -0.074417 v25 -0.077675 0.062743 0.031827
vi2 0.058650 -0.443325 0.264935 v26 0.293678 0.058248 0.106078
v13 0.473354 -0.161131 0.196467 v27 0.238381 0.314166 0.655300
vi4 0.436718 -0.214056 0.031782 v28 0.238547 0.171709 0.629910
v15 0.517971 -0.128328 0.142031 v29 0.176924 0.394152 0.515522
v16 0.613715 -0.360932 0.163070 v30 0.275780 0.299400 0.374575
v17 0.547159 -0.247735 0.368032 v31 0.617085 0.052444 -0.054176

Z vysledkt nasledujici klasifikaéni diskrimina¢ni analyzy (s parametrem k=16 nejblizSich
sousedu) vSech poddruhii D. carthusianorum (tab. 20) vyplyva, ze na zaklad¢é pouzitych znakt lze
urcit jedince do poddruhu jen s relativné velkou chybovosti a to zejména u subsp. sudeticus, kdy bylo
58 jedinci chybné piifazeno k tomuto poddruhu. U poddruhi carthusianorum a latifolius byla cca
jedna pétina jedinc chybné zafazena. NejvyS§§i uspéSnost spravného zafazeni je u subsp. capillifrons.

Analyza také nedokazala klasifikovat 2 jedince do zadné ze ¢tyt kategorii.

Tab. 20: Klasifika¢ni diskriminaéni analyza vSech 4 studovanych poddruhl D. carthusianorum (subsp.
carthusianorum, subsp. latifolius, subsp. capillifrons a subsp. sudeticus) s pouzitim viech znak(. Radky
oznacuji skutecnou prislusnost objektu ke skupiné, sloupce klasifikaci na zakladé diskriminacni funkce.
Uveden je vidy absolutni pocet jedincl a jejich procentudlni vyjadreni. NejlepSich vysledkd bylo
dosazeno pri parametru k = 16 nejblizsich sousedd.

pfifazeno k taxonu
Z taxonu
carthusianorum latifolius capillifrons sudeticus jiny celkem

carthusianorum 122 21 5 12 0 160

76.25% 13.13% 3.13% 7.50% 0.00% 100.00%
latifolius 19 164 5 16 0 204

9.31% 80.39% 2.45% 7.84% 0.00% 100.00%
capillifrons 15 18 120 30 2 185

8.11% 9.73% 64.86% 16.22% 1.08% 100.00%
sudeticus 0 0 1 19 0 20

0.00% 0.00% 5.00% 95% 0.00% 100.00%
celkem 156 203 131 77 2 569

27.42% 35.68% 23.02% 13.53% 0.35% 100.00%
chybné zarazenych 34 39 11 58 2

21.79% 19.21% 8.40% 75.34% 100%
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Pro poddruhy carthusianorum a latifolius, které rostou nejtésnéji v kontaktu (napf. kontaktni
z6na na jizni Moravé), byla provedena samostatna CDA (bez zahrnuti populaci z této kontaktni zény;
obr. 29). Vysledky potvrzuji pozorované fenotypové kontinuum mezi témito poddruhy, ackoli do
analyzy nebyly zahrnuty populace z kontaktni zény. Znaky, které nejvice oddéluji obé skupiny,
odpovidaji znakiim uvadénym v ur¢ovacich kli¢ich: délka prostiedniho listu (vV9), SiFka prostiedniho
listu (v10) a délka listové pochvy prostredniho listu (v11). Podle vysledku klasifikaéni analyzy (pii
parametru k = 25) byla tspésnost spravného ur¢eni do poddruhu carthusinorum 88,75% a do poddruhu

latifolius 87,25%.
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Obr. 29: CDA pro D. carthusianorum Obr. 30: CDA pro D. carthusianorum
subsp. carthusianorum (Cervené) a subsp. sudeticus (zluté) a subsp.
subsp. latifolius (modfe) s pouZitim latifolius (modfe) s pouZitim vSech 28
vsech 28 znaka. znakd.

Pro (pod)horské poddruhy latifolius a sudeticus byla rovnéz provedena samostatna CDA
(obr. 30). Skupiny se oddé€luji podstatné 1épe nez piedesla dvojice, presto existuje minimalni piekryv
(pouze jeden jedinec). Znaky, které nejlépe oddéluji oba poddruhy, jsou délka listové pochvy dolniho
lodyzniho listu (v11) a délka lodyhy (v4). V zavésu jsou pak kvétni znaky jako Sirka cepele korunniho
listku (v27), délka cepele korunniho listku (v29), pocet kvétii v kvétenstvi (v31l) a délka nehtu
korunniho listku (v28). Podle vysledkt klasifikaéni analyzy (pfi parametru k = 5) byla Gspé$nost

spravného urc¢eni do poddruhu sudeticus 100% a do poddruhu latifolius 93,63%.

V dal$i CDA byly analyzovany hadcové (subsp. capillifrons) a nehadcové populace (zbylé tfi
poddruhy). Z vysledka je patrny velky piekryv obou skupin (obr. 31). Znaky, které nejvice prispivaji
k oddéleni obou skupin, jsou délka lodyhy (v4), wska kalicha (v23), priimérna sirka listu (vV16),

a délka vnitiniho podkalisniho listence (v17). Podle vysledka klasifikaéni analyzy (pfi parametru
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k = 13) byla tsp&snost spravného urcéeni do poddruhu capillifrons 87,03% a do zbylych nehadcovych

poddruhti 92,71%.
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Obr. 31: CDA pro hadcové (subsp. capillifrons, zelené) a nehadcové populace D. carthusianorum (subsp.

carthusianorum, subsp. latifolius a subsp. sudeticus; ¢erng).
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Analvza mikrosatelitu

Mikrosatelity (nebo také SSR — simple sequence repeats) jsou kratké repetitivni Gseky
v molekule DNA. Opakujici se Useky — motivy — maji obvykle délku pouze 2-6 part bazi (bp), ¢imz se
lisi od tzv. minisatelitd, které maji motivy dlouhé cca 10-60bp (Weising et al. 2005). Nejcastéji
pouzivané mikrosatelity maji opakujici se motiv dlouhy 2, 3 nebo 4 pary bazi. Opakovani motivu
mize byt neprerusené (Uplné mikrosatelity, napt. (TA),) nebo existuji také mikrosatelity spojité (napf.
(TA),(CT),) nebo jsou tyto spojité mikrosatelity pierusené nékolika bazemi, napt. (GAA),GTT(AG),
(Weising et al. 2005).

Vyhody mikrosateliti jako molekularniho markeru: (i) jsou vysoce pocetné a nachéazeji se
v celém genomu, (ii) jsou velmi variabilni (vysoka muta¢ni rychlost), (iii) jedna se o kodominantni
marker, tj. miizeme rozpoznat homozygotni a heterozygotni jedince, (iv) obvykle nevyzaduji slozité
a Casoveé narofné optimalizace (pokud jiz mame k dispozici potfebné primery) a relativné snadno se
vyhodnocuji, (v) analyza je relativné levna, zejména pak pokud provadime PCR reakci v multiplexu®
a (vi) je mozné pracovat i s méné kvalitni DNA, ktera je do urCité miry degradovana, nebot’ délka
mikrosatelitll je vyrazné krat§i (cca 80-300 bp) oproti jinym DNA markerum (Weising et al. 2005,
Mandak 2011).

Samotna variabilita mikrosatelitii se detekuje na urovni délkového polymorfismu jednotlivych
alel. Pfi pouziti fluorescencné znacenych primert pak muzeme vzorky analyzovat fragmentacni
analyzou na sekvenatoru a to i n€kolik mikrosatelitovych lokusti najednou pii pouziti odliSnych
fluorescencnich barev.

Hlavni nevyhody mikrosatelitii jsou: (i) potfeba vyvinout druhové specifické primery, (ii)
nejasny ¢i slozity mutaéni mechanismus, (iii) Casto neznamé umisténi mikrosatelitového lokusu
v genomu, (iv) vyskyt homoplézii2 a (v) vyskyt nulovych alel (pokud dojde k mutaci v misté, kde
naseda primer; Goldstein & Schlétterer 1999, Mandéak 2011). Za prvnim zmifiovanym omezenim se
vSak skryva i urCita vyhoda, kterd spociva v tom, Ze nehrozi tolik kontaminace nepfibuznym druhem
(napf. parazitem, houbou). Pouzit Ize navic mnohdy i primery navrzené pro blizce ptibuzny druh (tzv.
cross-amplifikace).

Mikrosatelity se hojné vyuZzivaji pii mapovani genomu, pfi forenznich analyzach, na urceni

paternity, ale ¢im dal Cast&ji také v populacnich studiich (Mandéak 2011).
Metodika

Pocet analyzovanych jedinc zjednotlivych populaci, u kterych se podafilo uspesné

vyizolovat DNA, namplifikovat ji spomoci pouzitych mikrosatelitovych primerd a vyhodnotit

! Multiplex: souc¢asna analyza nékolika mikrosatelitovych primerd v jedné PCR reakci.
’ Homoplazie u mikrosatelitd: stejna délka alel vznikla odlisnym zptsobem.
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vysledky fragmentacni analyzy, je uveden v tabulce v piiloze 4. Celkové bylo analyzovano 252
jedinci.

DNA byla izolovana z vysuSenych listovych pletiv podle modifikované CTAB metody
(Storchova et al. 2000). Koncentrace DNA byla zméfena na spektrofotometru Nanodrop ND1000
a nasledné natfedéna na pracovni koncentraci 5 ng/ul. Mikrosatelitové primery byly vybrany z praci
Smulders et al. 2000, 2003 a Kimura et al. 2009. Prvni uvedena prace obsahuje primery navrzené pro
nékolik zastupct rodu Dianthus, véetné D. carthusianorum, v dalsich pracich jsou mikrosatelitové
primery navrzeny pro D. caryophyllus a nékolik z nich se podafilo Gspésné cross-amplifikovat pro
D. carthusianorum (seznam vsech testovanych primeri viz tab. 21).

Pti testovaci fazi byla provedena PCR vSech primerti na dvou vzorcich od kazdého poddruhu.
PCR produkty byly naneseny na 3% agar6zovy gel (agaréza Amresco, 1x TBE pufr). Primery, které
uspésné amplifikovaly studovanou DNA a vykazovaly variabilitu na 3% gelu, byly nasledné pouzity
fluorescencné znacené. Fluorescenéni barva byla k jednotlivym primeriim pfifazena tak, aby bylo
mozné primery pouzit i v multiplexu. Za timto ucelem byla zaroven testovana piipadna tvorba dimert
mezi jednotlivymi primery v programu Fast PCR (verze 3.6; Kalendar 2005). Kombinaci rtzné
fluorescencné znacenych primert a jejich udavanou délkou byly navrzeny dvé multiplexové sady
primert (I a IT). Prvni z nich (I) byla dale kvtli pfesnéjsimu vyhodnocovani vysledki rozdélena na dva
multiplexy. Prvni multiplex (A) obsahuje 3 dvojice primerd: MS-DCAMCRBSY, CF003a a CB018a,
druhy multiplex (B) obsahuje 4 dvojice primerd: MS-DCDIA30, MS-DINGSTA, CB057a a DCB109.
Multiplex II, obsahujici 6 primert, byl optimalizovan, ale nebyly prozatim zanalyzovany vsechny
vzorky (v této praci neni proto dale uvadén).

Vlastni multiplexova PCR reakce probihala po optimalizaci v mikrozkumavkach v objemu
6 ul podle mixu uvedeného vtabulce 22 a vtermocykleru Eppendorf Mastercycler ep S
S programem uvedenym v tab. 23.

Pied vlastni fragmenta¢ni analyzou bylo 0,5ul PCR produktu smich&dno s 10ul smési HiDi
formamidu a LIZ 600 Size Standardu (20:1; Applied Biosystems). Vyslednd smés byla denaturovana
po dobu 3 minut pii 95°C. Vznikly produkt byl analyzovan na Sestnactikapilarnim sekvenatoru 3130xl
Genetic Analyzer (Laboratof sekvenace DNA PiF UK).

Data z fragmenta¢ni analyzy byla analyzovana v programu GeneMarker Demo (verze 1.8; Soft
Genetics). Vystupem pro kazdy lokus je zadny (nulova alela), jeden (homozygot) nebo dva
mikrosatelitové piky (heterozygot). Skorovany byly jen zietelné piky s klasickym mikrosatelitovym
pattern. Tim je obvykle soubor n€kolika pikl, znichz jeden (nejintenzivngjsi) predstavuje alelu
a ostatni tzv. stutter bands (ptidatné prouzky; o jeden motiv krats$i nez je alela) ¢i tzv. +A alelu
(0 jednu bazi delsi nez je alela (Mandak 2011).
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Tab. 21: Prehled vyzkousenych mikrosatelitovych primer( a jejich zakladni charakteristiky (sekvence, typ
repetitivni sekvence, délka amplifikovanych fragmentd, fluorescencni oznaceni).

N délka
nazev® sekvence (5'-3') repetltlvnbl fragmentu fluor. zdroj
sekvence ¢ barva
(bp)

MS-DCAMCRBSY F: CAA CAA TGA CAA CAA CAT CAG (CAA); 82-130 6-FAM  Smulders et al. 2000
R: TCT TCG ATT GTT GAA GCT AAG

MS-DCDIA30 F: CAC TGA CGA CAC AGC TGA TGT (TA)74 134-170 NED  Smulders et al. 2000
R: ACT CGT CCA AAC ACA AAC GAC

CF003a F: CAG TTG AAG AAG TTT GAATGAATC GC  (GAA)sGTT(AG)s 111-150 VIC  Kimura et al. 2009
R: TTC TCT CTC TAA ACC CCC CCA A

CB018a F: AGT GTC TAA GAG TCT AAG GTT GTG (AGAGAGT)s 86-114 PET  Kimura etal. 2009
R: GTA ATA CAA TGG CAT AAC TTC A

CBO57a F: GTT ATC CGC CAT TGT TGC T (AG)14 98-144 PET  Kimura etal. 2009
R: AAA AAC ATA ACT CCA AAT ACC TCC

DCB109 F: ATA ATT CAC TTA ACG GAA GGC (GT)aas 79-115 NED  Smulders et al. 2003
R: AAT TAA GGT CCA CTA CAT CCC

MS-DINGSTA F: CAC AAA CCT GAA AGT ACG ATC (Tasa 163-245 6-FAM  Smulders et al. 2000
R: ACA TTC GAG CCC TCA TAT AAG

CBO16a* F: CCT GGT GTT GAT AAT GAA TAC G (AG)o 185 NED  Kimura et al. 2009
R: AAT AGC CTC CZC TCCTCT CCT C

MS-DINMADSBOX*  F: ACG AGT GTC CAG GAT CG (TA), 128-136 6-FAM  Smulders et al. 2000
R: CCC CTA TTG CAA ACT GC

CBOO4a* F: GAT TTG GGT GGG GCG TGA (AG)12 157 PET  Kimura et al. 2009
R: CCA TCC TCC TCC TTT CTA TCT TCC CT

CB026a* F: CCG AGT GGA AGA GAG AGA G (AG)31 175 VIC  Kimura et al. 2009
R: GGA GGG AGT AGA AAA TAG TGT G

CBO11a* F: GGA TTG TTT GGA CTA GGA TGA (AG)ss 206 VIC  Kimura et al. 2009
R: AGG ACA TGG ATG ATT TACAGT G

DCA221* F: CAA CTG GTA TTG AGA AGT GTT G (CT)ss 116-156 NED  Smulders et al. 2003
R: AAC CTT GAA ATG GAT TTG G

DCDO10 F: GCA TTC GTT TTT CCT TCT ACT (CTT)24 135-219 Smulders et al. 2003
F:AAC AAC GTT CAG ACA ACC TAA

DCD224 R: CGT CAC AAG CTC TAA ATC TTT (CTT)1o 123-184 Smulders et al. 2003
F: AAC CAA AAA CCC TTC TAA CAC

DCE218 R: TTT CAT AGG AGA CTAACATAAATCC  (T)oras 127-176 Smulders et al. 2003
F: GGG TGA AAT TTA GGT AGA AA

DCF115 F: TTT ACG AAC AAA CGA TCATTT (A)ss-10 144-162 Smulders et al. 2003
R: CCT AAT CAA CAA CAA GTT TCT ATG

MS-DINCARACC F: GGT CTT AAT CTT TGT CAC TTT (TA)s 190-227 Smulders et al. 2000
R: ACC CAT CAA AGT ACT CCA AAT

CB047a F: AGG CTA AAA TGC TGT GTC TCG T (AT)14 (AT)sT(GA)s 149 Kimura et al. 2009

R: GAT AAACTTTTCTCT CTCTCATCT CTC

a_ .y . . 5 . e Y s s . Lo N
Tucné vyznacené primery jsou pouZity v této praci, primery oznacené * jsou jiz optimalizované, ostatni primery byly vyzkouseny, ale
neamplifikovaly Gspésné.

b_, . - . - . —— s B - . . s
Zapis opakujiciho se motivu (TA)7-1 znamena, Ze se motiv opakuju az 7x s jednim nelplnym opakovanim (mluvime o mikrovarianté)

€ Uvedens délka fragment( (v parech bazi) vychazi z vysledku této prace nebo z Gdajt z pFislusného ¢lanku (kurzivou).
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Tab. 22: Multiplex PCR mix pro jeden vzorek. Prvni multiplex obsahuje 3
primery (MS-DCAMCRBSY, CF003a, CB018a) a druhy 4 (MS-DCDIA30, MS-

DINGSTA, CB057a, DCB109).

multiplex A | multiplex | B

Multiplex PCR Kit (Qiagen) 3ul 3ul
znaceny primer FORWARD (25 pmol/ul) x 3-4 | [0.036 ul] x3 | [0.036 ul] x4
primer REVERSE (25 pmol/ul) x 3-4 [0.036 ul] x3 | [0.036 ul] x4
dd H,0 1.78 pl 1.71 pl
DNA (5 ng/ul) 1l 1yl
reakcni objem 6 ul 6 ul

Tab. 23: PCR cyklus

Krok Teplota (°C) as 23:;;

Inicidlni denaturace 95 15 min

Denaturace 94 30s

Annealing 55 1.5 min 35x

Elongace 72 1 min

Zavérelna elongace 60 30 min

Hold 10 -

Analyza dat

Primer MS-DINGSTA byl pii vyhodnocovani vyloucen, protoze se jedna o primer
s mononukleotidovym motivem a pfi vyhodnocovani byly nékteré alely nejednoznacné. Dale se u Ctyt
vzorkl vyskytly pro nekteré primery tfi alely, proto byly rovnéz vylouceny z datasetu. U fady vzorki
(zejména pak ty, ve kterych se vyskytovaly nulové alely) byla analyza opakovana (tzn. PCR

a nasledna fragmentacni analyza).

Jelikoz jsou D. carthusianorum i D. pontederae diploidni druhy, byla data vyhodnocovana
alelicky (matice vyhodnocenych alel je soucasti ptilohy). Pro prvotni ndhled na strukturu v datech
vSak byla primarni matice délky jednotlivych fragmentii nejdiive prevedena do binarni matice, ze
které byl vytvofen vstupni soubor pro analyzu hlavnich koordinat (PCoA; Jaccarduv koeficient
podobnosti bez standardizace) v programu SYNTAX (Podani 2001). Prvni tfi osy byly vizualizovany
v programu SAS (procedura G3D).

Vlastni délkovy polymorfismus alel byl pak analyzovan v programu FSTAT (Goudet 1995)
a Arlequin (verze 3.01; Excoffier et al. 2005). Konverze mezi jednotlivymi datovymi formaty byla
provedena v programu CONVERT (Glaubitz 2004).

V programu FSTAT byly vypocteny zakladni F-statistiky (Fst— stupen populacni diferenciace
na subpopulace, Fis — stupen inbreedingu), genetickd diverzita a mira heterozygotnosti (skute¢na H, vs.

o¢ekavana He).
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Analyza molekularni variability (AMOVA; v programu Arlequin) slouzi k odhaleni
mezipopula¢ni variability a variability mezi taxony. Jako groups byly v programu Arlequin nastaveny
jednotlivé taxony a jako samples skuteéné populace. Sledovanym parametrem byla procenta
variability a jejich rozlozeni v datovém souboru s ptihlédnutim k vytvofenym skupinam
(odpovidajicim jednotlivym taxonim).

Pro porovnani ,rozdilnosti“ jednotlivych taxonii mezi sebou byly vypoclteny v programu
Arlequin hodnoty ,,Population pairwise difference “, odpovidajici vazené Fsr statistice ptes vSechny
lokusy (Weir & Cockerham 1984) — jde o srovnani hodnot Fst mezi jednotlivymi pary taxond. Jako
parametr ,rozdilnosti“ je brana hodnota ,,Pairwise difference®, pfi¢emz statisticka vyznamnost

rozdilnosti je testovana permutacemi alel mezi taxony.
Vysledky

PCoA byla provedena jednak pro vSechny studované taxony (poddruhy D. carthusianorum
a D. pontederae, véetné nezatazenych populaci, obr. 32 a 33) a dale jen pro jednotlivé poddruhy
D. carthusianorum (obr. 34 a 35). Jednotlivé osy u obou analyz vysvétluji pomérné malo variability
celého datasetu. Prvni tfi zobrazené osy tak vysvétluji pouze 11,52% celkové variability u prvni
analyzy a 12,01% u druhé. V datech tedy pravdépodobné chybi néjakd vysvétlujici struktura
a variabilita uvnité taxond je vysoka (v ramci jednotlivych taxont je pravdépodobné pouze malo

sdilenych alel).
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Obr. 32 a 33: PCoA délek mikrosatelitovych alel (prevedenych do binarni matice) pro vSechny studované
taxony. Cervené D. carthusianorum subsp. carthusianorum, modie subsp. latifolius, zelené subsp. capillifrons,
Zluté subsp. sudeticus, fialové D. pontederae a Sedé nezarazené populace s prechodnym fenotypem. Jednotlivé
osy vysvétluji velice malo variability (4,7%, 3,7% a 3,1%).
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Obr. 34 a 35: PCoA mikrosatelitovych alel (prevedenych do binarni matice) pro vSechny poddruhy
D. carthusianorum (Cervené subsp. carthusianorum, modre subsp. latifolius, zelené subsp. capillifrons a Zluté
subsp. sudeticus). Jednotlivé osy vysvétluji velice malo variability (5,0%, 3,7% a 3,3%).

Z vysledkli molekularni variability (AMOVA) vyplyva, Ze nejvysSi pozorovana variabilita je
uvniti populaci (80,7%; viz tab. 24). Naproti tomu nizka variabilita mezi taxony (4,89%) odpovida
jejich nizké diferenciaci.

Tab. 24: Vystup analyzy AMOVA (Arlequin) porovnavajici jednotlivé populace a taxony
D. carthusianorum a D. pontederae.

zdroj variability d. f. vsouéeE variacni prc?ce'rljca
Ctvercl komponenty  variability

mezi taxony 5 77.252 0.11881 va 4.89

mezi populacemi v rdmci taxon( 40 225.094 0.34997 vb 14.41

uvnitf populaci 450 882.15 1.96033 vc 80.7

celkem 495 1184.496 2.42911

Fsr: 0.19298 (p = 0,00000)

Fcr: 0.04891 (p = 0,00000)
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Podobnost mezi jedinci v rdmci populaci vzhledem k ostatnim jedincam v celém souboru (Fst)
je relativné nizka (0,19298; tab. 24), stejné jako mira podobnosti mezi vzorky v rdmci taxonu
vzhledem k vzorkiim z celého souboru (Fcr).

Z vysledki parového mezitaxonového porovnani genetické rozdilnosti mezi jednotlivymi
taxony vyplyva, Ze rozdily jsou velice nizké (nizké hodnoty pairwise difference, viz tab. 25). Nejmensi
rozdil je mezi poddruhy carthusianorum a capillifrons, coz mizeme vysvétlit relativni geografickou
blizkosti téchto taxonil a pravdépodobné probihajicim genovym tokem mezi jejich populacemi nebo
tim, ze hadcova subsp. capillifrons vznikla ze subsp. carthusianorum. Naopak nejvyssi rozdil je mezi
poddruhy carthusianorum a sudeticus, coz mtize odrazet rozdilné ekologické naroky téchto taxond
(nizinny vs. horsky poddruh) ¢i dlouhodobou izolaci populace z Velké Kotliny.

Tab. 25: Hodnoty vaZzené Fs; pres vsechny mikrosatelitové lokusy mezi
jednotlivymi studovanymi taxony (Number of pairwise difference, Arlequin).
Vsechny hodnoty jsou na hladiné o = 0.05 statisticky prQkazné. D.
carthusianorum subsp. carthusianorum - car, subsp. latifolius - lat, subsp.
capillifrons - cap a subsp. sudeticus - sud, D. pontederae - pon a nezafazené
populace — nez.

car lat cap sud pon nez
car 0
lat 0.11833 0
cap 0.06079 0.06651 0
sud 0.19998 0.10600 0.14994 0
pon 0.07989 0.07567 0.06575 0.14574 0
nez 0.07849 0.02491 0.03195 0.11596 0.06422 0

U jednotlivych lokust byl také sledovan stupeni inbreedingu (Fs). U sledovanych lokust byl

zaznamenan relativn€ vyssi stupen inbreedingu u téméf vSech taxont (tab. 26).

Tab. 26: Stupen inbreedingu (Fis) v ramci taxonu pro jednotlivé
mikrosatelitové lokusy a taxony (D. carthusianorum subsp.
carthusianorum - car, subsp. latifolius - |at, subsp. capillifrons - cap
a subsp. sudeticus - sud, D. pontederae - pon a nezafazené
populace - nez).

mikrosatelitovy car lat cap sud pon nez

lokus

MS-DCAMCRBSY 0.445 0.254 0.253 0.337 0.115 0.343
MS-DCDIA30 0.423 0.584 0.624 -0.059 0.474 0.74
CF003a 0.273 0.487 0.255 0.316 0.174 0.464
CB018a 0.633 0.343 0.389 -0.231 0.113 0.148
CBO057a 0.457 0.359 0.241 0.553 0.297 0.422
DCB109 0.358 0.067 0.458 0.459 0.162 0.378
Celkem 0.41 0.344 0.368 0.295 0.226 0.417

Poslednim  sledovanym  parametrem byla mira  heterozygotnosti  jednotlivych
mikrosatelitovych lokust (tab. 27). Tato hodnota (H,) byla porovnavana s vypocétenou ocekavanou
hodnotou heterozygotnosti (Hs). Vyslednou hodnotu je mozné vztahovat k Hardy-Weinbergové

rovnovaze (obdobn¢ jako hodnota Fis = 0). Pozorovana mira heterozygotnosti je vyrazné nizsi nez
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oc¢ekavana, coz svédéi o tom, ze studované populace se od Hardy-Weinbergovy rovnovahy vyrazné
vychyluji.

Tab.  27: Mira heterozygotnosti
jednotlivych  mikrosatelitovych lokust
podle Nei (1975). H, = skutecna, H, =
ocekavana, H, = celkova heterozygozita.

mikrosatelitovy H, H, H,
lokus

MS-DCAMCRBSY 0.521 0.716 0.808
MS-DCDIA30 0.284 0.619 0.683
CF003a 0.615 0.919 0.94
CB018a 0.472 0.615 0.737
CB057a 0.542 0.882 0.904
DCB109 0.549 0.798 0.835
pramér 0.497 0.758 0.818

Analyza jednotlivych lokusii na pfitomnost nulovych alel byla provedena v programu
MICROCHECKER (van Oosterhout et al. 2004). Vysledkem byly hodnoty pravdépodobnosti, Ze
lokus bude mit nulové alely. Ve srovnani s redlnymi hodnotami frekvenci nulovych alel (frekvence
nulovych alel v daném lokusu pro dany taxon; viz tab. 28) byly pravdépodobnosti vyskytu nulovych

alel vyrazné vyssi (data nezobrazena).

Tab. 28: Frekvence nulovych alel pro jednotlivé lokusy a taxony (D. carthusianorum subsp.
carthusianorum - car, subsp. latifolius - lat, subsp. sudeticus - sud, subsp. capillifrons a D.

pontederae.

mikrosatelitovy lokus car lat cap sud pon nez celkem
MS-DCAMCRBSY 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000
MS-DCDIA30 0.0625 0.0114 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0121
CF003a 0.1250 0.0114 0.0441 0.0000 0.0910 0.0000 | 0.0403
CB018a 0.0000 0.0114 0.0147 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0081
CBO57a 0.0000 0.0000 0.0147 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0040
DCB109 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000
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Diskuze

Cilem této Casti prace bylo (i) stanovit stupenn morfologické, cytologické a genetické
diferenciace poddruht Dianthus carthusianorum rostouci na tizemi sttedni Evropy a (ii) odhalit zda
jednotlivé poddruhy tvoii samostatné evolucni linie nebo mezi nimi probihd genovy tok. Do analyz
bylo zahrnuto 779 jedinci ze 75 lokalit z izemi Ceské republiky, Slovenska, Rakouska a Polska.
Zastoupeny byly vSechny 4 poddruhy hvozdiku kartouzku rostouci na tomto uzemi: Siroce rozsitené
poddruhy carthusianorum a latifolius, dale endemicky poddruh sudeticus z Velké Kotliny
a subendemicky poddruh capillifrons vazany na hadec. Zahrnuto bylo také nékolik populaci blizkého
a fenotypové podobného druhu D. pontederae.

Vsechny pouzité metody (pritokova cytometrie, morfometrika a analyza mikrosatelitil)
ukazuji na relativné nizsi diferenciaci vSech studovanych taxont (étyf poddruhti D. carthusianorum
i blizkého D. pontederae). Morfometrické analyzy oddéluji relativné dobfe jednotlivé taxony; naopak
ve vystupech cytometrickych a molekularnich analyz jsou sice obvykle patrné urcité trendy, ale

nevysvétluji dostate¢né definované skupiny.

Vysledky analyzy absolutni velikosti genomu ukézaly, Ze tento parametr je v této skupiné
velice variabilni (rozdily az 12,1% vramci n&kterych poddruhti), avSak nekoreluje piilis
s jednotlivymi poddruhy, jejichz rozptyl velikosti genomu se z velké miry prekryva. Jisty trend lze
vypozorovat u subsp. latifolius, kterd ma v priméru mensi velikost genomu nez zbylé taxony. Jako
znak pro determinaci jednotlivych taxonu se tedy velikost genomu pouzit neda (Kron et al. 2007).
Piekvapivé také je, ze velky rozptyl ve velikosti genomu v rdmci D. carthusianorum neni mozné
vysvétlit ani korelaci s geografickou polohou (zemépisna $itka ¢i délka). Castym piipadem piitom
byva, ze mame-li vétsi pocet vzorki pokryvajicich rozsahlé Gzemi, tak pii existenci rozdili ve
velikosti genomu lze ur€ity trend najit (Slovak et al. 2009). Zajimavym vysledkem rovnéz je, ze dvé
populace subsp. capillifrons (Raskov a Aggsbach-Dorf-Mitterbachgraben) se ve velikosti genomu lisi
od zbytku hadcovych populaci o 10,3% a 7,8% a blizi se tak hodnotam pro subsp. latifolius.
Vysvétleni pro odlehlé hodnoty u téchto dvou populaci maze byt troji: (i) tyto populace se oddélily od
zbytku jiz davno a vyrazné se diferencovaly na trovni velikosti genomu, (ii) vznikly ze subsp.
latifolius, ktera ma rovnéz mensi velikost genomu, zatimco zbylé hadcové populace vznikly ze subsp.
carthusianorum, ktera ma piiblizné¢ odpovidajici velikost genomu, (iii) méfeni velikosti genomu
nebyla zcela presna, napt. kvili chybovosti pfistroje (ta byva vSak obvykle jen 2-4%); tfi rizna méfeni
u kazdého vzorku ¢i spole¢na analyza by v tomto piipadé vyrazné zpiesnila odhady o velikosti
genomu. Obdobny trend nebyl v ostatnich metodickych piistupech zaznamenan. Dal$i analyzy

a zejména zminéna spolecna analyza vice vzorki jsou v tomto smeru do budoucna nutné.
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Také vysledky morfometrickych analyz ukazuji na kontinuum mezi jednotlivymi taxony, byt
dopadly vtomto sméru z pouzitych metod nejlépe. Poukazuji na to shodné ordina¢ni diagramy
a vysledky klasifika¢ni diskrimina¢ni analyzy. Z vysledkd je tedy ziejmé, ze hvozdik kartouzek je
velice variabilni taxon a spravné uréeni do poddruhu neni na zakladé¢ morfologie vzdy spolehlivé.
O mnoho Iépe vSak piekvapivé nedopadlo ani rozliSeni hvozdiku Pontederova od hvozdiku kartouzku
(pti zahrnuti vSech poddruht). Tento vysledek je patrné ale zplsoben tim, ze D. pontederae ma
celkové mensi vzrust a kvéty, podobné jako hadcovy D. carthusianorum subsp. capillifrons. V terénu
vSak zdména téchto dvou taxond neni pfili§ redlna vzhledem k odliSnym biotopiim, které tyto taxony
osidluji (hadec vs. suché travniky). Pfi samostatné PCA D. pontederae pouze se subsp.
carthusianorum (rostouci na obdobnych biotopech) je odliseni téchto taxont vyrazné lepsi. CDA
téchto dvou taxonl vSak nebyla provedena kvili absenci nezdvislého znaku pro vytvoreni skupiny
D. pontederae, ktery by zabranil definici kruhem.

Z poddruhit D. carthusianorum byla tspéSnost spravného ur€eni v Klasifika¢ni analyze
nejvyssi u subsp. sudeticus (95%, avSak do analyz bylo zafazeno pouze 20 vzorkil), naopak nejnizsi
uspésnost byla u subsp. capillifrons (necelych 65%). Poddruh sudeticus se od poddruhu latifolius, ke
kterému byl diive pfifazovan, odliSuje v samostatné diskriminac¢ni analyze s tispé$nosti témet 100%.
Nizka uspésnost spravného urceni subsp. capillifrons odpovida velké variabilité tohoto taxonu, kterou
muizeme vysvétlit (i) jako disledek rizné miry hadcové toxicity jednotlivych lokalit, ktera ma za
nasledek rizny fenotyp rostlin nebo (ii) vicenasobnym nezavislym vznikem jednotlivych hadcovych
populaci (pfipadné i z odlisnych poddruhti; efekt zakladatele) ¢i (iii) jednoduSe tim, Ze hadcové
populace jsou od sebe vzajemné izolované a pusobi v nich geneticky drift. Piekryv Siroce rostoucich
poddruhti, nominatniho carthusianorum a subsp. latifolius je znaény, a to i pokud byly z analyzy
vyfazeny populace z kontaktni zony téchto dvou poddruhii. Do spravného poddruhu bylo v tomto
piipadé ptifazeno méné nez 9 z 10 rostlin, coZ je na poddruhovou uroven velmi dobrym vysledkem.

Ackoli se jednotlivé taxony fenotypoveé dosti piekryvaji, znaky pro né typické nejcCastéji
odpovidaji znakim, uvadénym v determinac¢nich kli¢ich a florach (Kovanda 1990, Kubat et al. 2002).
Pro poddruh capillifrons jsou to znaky odrazejici jeho mensi vzrust (typicky pro hadcovou kvétenu)
oproti ostatnim poddruhiim (délka lodyhy, vyska kalichu, §itka listu). Pro oddéleni subsp. sudeticus
a subsp. latifolius, ptispivaji vSak znaky, které v kli¢i uvedené nejsou: délka listové pochvy dolniho
lodyzniho listu a délka lodyhy. Nejvétsi kontinuum nalezneme u Siroce rozsifenych poddruhi,

odliSeni je Sitka a délka listu.

Vysledky analyzy mikrosatelitli jsou zatizeny relativn€ malym poctem vzorki (nejcastéji od tii
do Sesti na populaci; subsp. sudeticus je zastoupena jedinou populaci s deseti vzorky)

a mikrosatelitovych primeri (celkem 6 mikrosatelitovych lokusi), proto je tieba povazovat vysledky
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pouze jako predbézné a zavéry jen jako hypotézy, které budou v budoucnu testovany na zakladé
robustnéjsich dat.

Jiz prvotni nahled na datovy soubor pomoci PCoA neukazuje zadné trendy oddé€leni
jednotlivych taxont (ndznak je pouze u subsp. sudeticus, ktera tvoii jedinou populaci). Z diagramu
jsou patrné naznaky tfi skupin, které vSak neodpovidaji taxoniim, ani nekoreluji s geografickym
roz$itenim. Vysvétlenim mutze byt artefakt zplisobeny pouzitim binarnich dat. Nizké rozdily mezi
taxony ukazuji shodné i vysledky parového mezitaxonového porovnani genetické rozdilnosti. Dle
oc¢ekavani byl nejmensi rozdil mezi subsp. carthusianorum a capillifrons, mezi nimiz pravdépodobné
probiha genovy tok. Naopak nejvétsi rozdil je mezi subsp. sudeticus a carthusianorum, coz ukazuje na
izolovanost populace z Velké Kotliny.

Z vystupt analyzy molekularni variability vyplyva, Ze vétSina variability je soustfedéna uvnitf
jednotlivych populaci (80,7%), coz je typicky stav pro cizospra$né rostliny (Weising et al. 2005).
Naproti tomu vétSina ostatnich pocitanych populacnich parametrt se od ,,idedlni populace
(tj. populace v Hardy-Weinbergové rovnovaze; Goudet 1995) vice ¢i méné odchyluje. Byl tak zjistén
vysoky stupenn inbreedingu (Fs), ktery muze naznaCovat, Ze celkové nedochazi k vyraznému
genovému toku mezi populacemi. AvSak vysvétlenim miaze byt také vysoky stupeni samospraseni.
U hvozdikd byva samospraseni obvykle zabranéno proterandrii, av§ak ta nezabraiuje geitonogamii
(opyleni jinym kvétem téhoz jedince; Richards 1997). Napt. u druhu Dianthus guliae JANKA bylo
zjisténo, ze je autokompatibilni a ke geitonogamii pravdépodobné dochazi ¢asto (Gargano et al. 2009).

Se stupném inbreedingu také uzce souvisi srovnani zjisténé a oCekavané heterozygotnosti.
Zjisténa mira heterozygotnosti se vyrazné€ odliSuje od ocekavané (primerna zjisténa a ocekavana
heterozygotnost vsech lokust H,=0,497 a H=0,758). B&zny rozdil je pfitom fadové H,=0,58
a H=0,61 (primérné hodnoty ze 64 studii; Nybom 2004). Tento vysledek naznacuje, Ze studované
populace se vyrazné odchyluji od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Z tohoto diivodu nemohla byt data
analyzovana zamyslenym Bayesovskym klastrovanim (admixture analyza v programu STRUCTURE;
Pritchard et al. 2000), pro ktery je rovnovaha jednou z podminek. Vyznamny rozdil mezi H, a Hs muze
byt téz zpisoben pritomnosti nulovych alel. U vétsiny lokust se frekvence nulovych alel pohybovala
na nizké trovni, vyrazngjsi odklon od Hardy-Weinbergovy rovnovahy zptsobuji az vice nez 10%
ptitomnost nulovych alel v datasetu (van Oosterhout et al. 2004). Dalsim moznym vysvétlenim je
pfitomnost gynodioecie v populacich (fadové 6% samicich jedinct z populace), kterd vytvari

nerovnovahu v zastoupeni pohlavi (hermafroditni ¢i samici kvéty).

Vyse uvedené vysledky ukazuji, Ze hvozdik kartouzek je pravdépodobné typickym piikladem
nedavné ekologické (zejména edafické) speciace, kdy jednotlivé poddruhy prozatim netvoii
samostatné evolucni linie, nejsou od sebe reprodukéné izolované a probiha tedy mezi nimi stale
genovy tok. Jednotlivé poddruhy se tak projevuji zejména na morfologické trovni (byt s velkymi

prekryvy) jako reakce na biotop, ktery osidluji: subsp. carthusianorum roste ne suchych, mélkych,
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hlinitych nebo sprasovych pidach, subsp. latifolius roste na mezofilnich loukdch pastvinach
a (leso)stepich na hlubokych, bohatych hlinitych nebo jilovitych ptidach, subsp. sudeticus roste ve
Velké Kotliné na skalkach a subsp. capillifrons je vazana na hadcové substréty.

Pavod a vznik hadcového poddruhu capillifrons zasluhuje samostatnou pozornost. Vysledky
meéfeni velikosti genomu i analyzy mikrosateliti naznacuji polytopni vznik tohoto taxonu. Tento
vysledek neni piekvapivy vzhledem ktomu, Ze hadcova podlozi jsou ve stfedni Evropé rozsifena
ostrivkovité (Brady et al. 2005) a nikdy neméla spojity areédl. Jednotlivé hadcové populace tak
vznikaly pravdépodobné opakované znejbliz§i nehadcové populace prostirednictvim disruptivni
selekce jedincii tolerantnich nebo preadaptovanych na hadec (Kruckeberg 1951, 1986). Polytopni
vznik hadcovych taxont neni tedy nikterak ojedinély, pfedpoklada se u vétsiny z nich (Brady et al.
2005). Spolecnym rysem takto vzniklych hadcovych forem jsou pak xeromorfni listy, mensi listova
plocha, mensi celkovy vzrtst (ve srovnani s nehadcovymi piibuznymi) a bohat$i kofenovy systém.
Specificita hadcového podkladu obnasi i velké zastoupeni endemitd (Brady et al. 2005). Adaptace na
hadec neni v ramci Celedi Caryophyllaceae ojedinéla: hadcové taxony (¢i taxony s nékolika hadcové-
tolerantnimi populacemi) jsou také napt. Cerastium alsinifolium TAUSCH, C. alpinum L. ¢i Silene
dioica (L.) CLAIRV. (u poslednich dvou jmenovanych se také predpoklada polytopni vznik; Nyberg
Berlung et al. 2004, Brady et al. 2005). Rovnéz mezi hvozdiky existuje dalsi taxon vdzany na hadec:
D. haematocalyx BOISS. & HELDR. subsp. phitosianus CONSTANTINIDIS, rostouci v Recku
(Constantinidis 1999). V ramci D. carthusianorum najdeme i dalsi populace adaptované na toxické
podlozi, napt. populace rostouci na zinkovo-olovénych haldach v Polsku (Zatecka & Wierzbicka
2002).

(Sub) endemické taxony sudeticus a capillifrons maji natolik specifické stanovisté (Velka
Kotlina a hadcové bory ¢i skalky), Ze jejich zaména neni mozna (avSak spiSe z téchto stanovistnich
divoda nez z morfologickych ¢i genetickych). Naproti tomu uréovani Siroce rozsifenych poddruhti
carthusianorum a latifolius (byt’ kazdy z nich upfednostiiuje trochu jiny biotop) je zejména v kontaktni
z6n¢€ na Moravé obcas obtizné kvili pfechodnému fenotypu rostlin a biotopu, na némz se vyskytuji.
Avsak ani D. pontederae, ktery se odliSuje jako samostatny druh, neni pfili§ jednoznaéné oddélen od

poddruhu D. carthusianorum.

Zjisténé vysledky zapadaji do nazoru, Ze rod Dianthus je velice diverzifikovana skupina, jejiz

rozsahla speciace se odehrala relativné nedavno (Valente et al. 2010).

Zajimavé vysledky do budoucna by mohly ptinést kultivacni experimenty vSech poddruhii na
stejném substratu, které by odfiltrovaly vliv ekologickych podminek na fenotyp jednotlivych

poddruhl. Zejména je také zadouci provést test reprodukénich zpisobu k odhaleni inkompatibility
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(Richards 1997). Pro analyzy mikrosateliti je vhodné mit popula¢ni vzorek cca desiti jedinct a vice

lokust.
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Dianthus moravicus KOVANDA

Dianthus moravicus — hvozdik moravsky — byl jako samostatny druh popsan az v roce 1982
Kovandou pii taxonomické revizi Dianthus gratianopolitanus VILL. (Kovanda 1982). Holub tento
taxon uznava pouze jako poddruh hvozdiku sivého — Dianthus gratianopolitanus subsp. moravicus
(Kovanda) Holub (Cefovsky & Grulich, 1999).

Hvozdik moravsky je reliktnim endemitem jihozapadni Moravy, kde roste na sedmi lokalitach
v udolich fek Dyje (Razovy vrch u Chvaltic), Zeletavky (PR Suché skaly u Lubnice), Rokytné
(Florian a Buben u Moravského Krumlova a Tabor u Rokytné) a Jihlavy (PP Pekarka, Cervena skala
u Moravskych Branic; obr. 36). Jsou znamy také dvé zaniklé lokality: K#izova hora u Moravskeho
Krumlova aBaba u Budkovic (Rybka & Tichy 2005). Nelze vyloudit jeho piipadné nalezeni

v sousednim Rakousku.

e vyskyt druhu
pole sitoveho
mapovani

/\/ feky

E=S evL

[] kontinent
[] panonikum

lesy

o — Zdroj dat: & AOPK CR, 2007

Obr. 36: Rozsireni Dianthus moravicus.

Hvozdik moravsky roste na skalach a skalnatych svazich, zejména pti hornim okraji hluboce
zafiznutych Fi¢nich tdoli, ve vyskach 240-460 m n. m. Rostlina neni vazana na specificky podklad;
roste na vapnitych slepencich, granodioritech, granulitu a rule (Kovanda, 1982, 1990; Cefovsky &
Grulich, 1999).

Hvozdik moravsky je zdkonem chranény jako kriticky ohrozeny druh. V Cerveném seznamu
CR je v kategorii siln& ohrozeny (Prochazka, 2001). Tento druh je také soucasti soustavy NATURA
2000 (Rybka et al., 2004)
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Je to vytrvala, husté trsnatd, sivozelena bylina se silnym primarnim kofenem a plazivym,
vétvenym oddenkem. Lodyha je kratce vystoupava nebo piima, (5-)10-18(-25) cm vysoka, 1-2(-3)
kvéta, obla, lysa, s 3-4(-6) lodyZznimi ¢lanky a nevyraznymi
uzlinami. Listy jsou Carkovité, v horni tfetin¢ zizené, Spicaté,
krat$i neZ lodyzni ¢lanky; pochvy jsou 1,5-2,0 mm dlouhé.
Kvéty jsou vonné. Podkali$ni listénce jsou 4, eliptické az
okrouhle wvej¢ité, wnitini vétSinou s kratkou nasazenou
$pickou, bylinné, vétSinou Cervenofialové nabéhlé. Kalich je
trubkovity, (15-)17-20(-24) mm dlouhy, vice ¢i méné hladky,
lysy, =zeleny, cervenofialové nabéhly; zuby jsou

trojuhelnikovité, Spicaté nebo zaSpicatélé, vzacné tupé,

vétsinou bez blanitého lemu, vice ¢i méné celokrajné; Cepel  gp,. 37 D,-a,,thus moawcus
korunnich listkd je obvejcitd az okrouhld, k bazi klinovité
zZena, zastiihované zubata az diipena, (11-)12-15(-17) mm dlouha, ¢ervena nebo ruzova, na lici ve
stfedni Casti chlupatd, nehet je ponc¢kud delsi nez kalich. Tobolka je vice ¢i méné zdéli kalicha nebo
ponékud delsi. Semena jsou 2,6-3,2 mm dlouhd. (Kovanda 1990; obr. 37).

Pro Dianthus moravicus jsou V literatufe udavany dva rizné cytotypy, tetraploidni (2n = 4x =
60) a hexaploidni (2n = 6x = 90). Kovanda uvadi jak ¢isté tetraploidni a hexaploidni populace, tak
i dvé populace smisené (Kovanda, 1982, 1984). Nov¢jsi prace se vSak s témito poCty rozchazeji:
u celkem dvou pocitanych populaci nebyly nalezeni ocekavani tetraploidi, ale hexaploidi (Weiss et al.
2002; viz tab. 29).
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Metodika

Stupeit DNA ploidie druhu Dianthus moravicus byl stanoven méfenim relativni velikosti
genomu (barvivo DAPI) pomoci pritokového cytometru. V sezoéné€ 2009 a 2010 byl za timto Gcelem
odebrén jeden list u reprezentativniho poétu jedinct na vSech znamych lokalitach D. moravicus.
Prehled vsech lokalit a pocet odebranych vzorkil udava tab. 29.

Samotné analyza i vyhodnocovani probihalo totoznym zplisobem jako v pfedchozich ¢astech
(viz str. 17). Vzorky byly analyzovany po 10 jedincich a jako interni standard byl pouzit Pisum
sativum cv. Ctirad (2C = 8,76 pg; Dolezel et al. 2007). Stupen ploidie byl interpretovan porovnanim
s intenzitou fluorescence dalsich (karyologicky ovéfenych) zastupct rodu Dianthus. Monoploidni
velikost genomu u rtiznych druhtt hvozdikl se témét nelisi, u polyploidnich taxonti navic nedochazi

K tzv. ,,genome downsizing® (tj. se zvySujici ploidii se monoploidni velikost genomu nesnizuje).
Vysledky

Vsech 379 analyzovanym rostlin D. moravicus pochazejicich ze sedmi zndmych lokalit je
hexaploidni (obr. 37, tab. 29). Veskeré analyzy mély nizky varia¢ni koeficient (do 3%).

Tab. 29: Chromozomové pocty v populacich D. moravicus podle rlznych pramenu. Uvedené ploidie
jsou u Kovandy (1982, 1984) a Weiss et al. (2002) na zakladé pocitani chromozomd, v této praci
(KalGskova 2012) byla pouZita prdtokova cytometrie. 2n = 60 predstavuje tetraploidni pocet
chromozoml, 2n = 90 hexaploidni.

. Kovanda | Kovanda | Weiss et Kaltskova (2012)
lokalita 1982 | 1984 | al.2002 sotet jedincd
Kaple Sv. Floriana 60 90 90 70
Rokytnd — vrch Tébor 60 90 90 10
Reznovice — vrch Pekarka 60 90 39
Nové Branice - Cervena skéla 60, 90 90 34
Bitov — RliZovy vrch 90 90 95
Lubnice — tdoli Zeletavky 60, 90 90 95
Buben 90 36
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Cést treti. Metodika a vysledky
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Obr. 37: Histogram analyzy FCM hexaploidniho Dianthus
moravicus. DM je pik vzorku, P je pik standardu (Pisum
sativum). Pik vzorku je v 0,45 ndsobku standardu. CV vzorku je
1,6.
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Cast treti. Diskuze

Diskuze

Pro druh Dianthus moravicus byly udavany dva stupné ploidie: tetraploidni a hexaploidni,
véetné smiSenych populaci téchto dvou cytotypt (Kovanda 1982, 1984). Weiss et al. (2002) nalezla
020 let pozdé&ji u dvou populaci, které byly udavany jako tetraploidni, pouze hexaploidni cytotyp.
Pocet somatickych chromozomi byl vsak urcen jen u 20 rostlin ze dvou populaci, Kovanda pocet

analyzovanych jedincti neuvadi (Weiss et al. 2002).

K vyfeseni tohoto rozporu byla v ptedkladané praci pouZita metoda pritokové cytometrie,
ktera na rozdil od pocitani chromozoml umoznuje analyzovat velké mnozstvi vzorkll v relativné
kratkém case a zméfit tak relativni velikost genomu takika celych populaci. Vysledky ukazaly, ze
vSechny analyzované rostliny (celkem 379 rostlin), které predstavovaly reprezentativni vzorek ze

vsech populaci, jsou bez vyjimky hexaploidni.

Vysvétleni pro odli§nost ve zjisténém stupni ploidie oproti idajim od Kovandy (1982, 1984) mize byt
dvoji: (i) stupen ploidie se na minimaln¢ péti ze sedmi lokalit (2 ,,smiSené®, 3 Cisté ,.tetraploidni®)
D. moravicus béhem 20-30 let zménil na vyhradni zastoupeni hexaploidi nebo (ii) uvadéné
tetraploidni chromozomové poéty byly chybné. Existuji ¢tyfi diivody pro to se domnivat, Ze druha
moznost je mnohem pravdépodobnéjsi : (i) chromozomy hvozdikii jsou malé a obtizné se pocitaji
(Carolin 1957; Meusel & Miihlberg 1978), tudiz chybovost pfi jejich pocitani mlze nastat, (ii)
Kovanda neuvadi pocet analyzovanych rostlin a neeexistuji trvalé preparaty ani jejich fotografie
(Kovanda 1982, 1984), (iii) zménu ploidie béhem takto kratké doby sice nemtizeme zcela vyloucit, ale
nezda se byt prili§ pravdépodobnou (herbafové doklady rostlin poc¢itanych Kovandou pro ptipadnou
revizi chybi) a (iv) pti pohledu do jinych rodd, u kterych stejny autor pocital chromozomy (Sorbus;
Vit 2006; Campanula; Rauchova 2007) se nemiZe nezaujaty pozorovatel ubranit dojmu, Ze chybnych

poctit chromozomt je az piili$ mnoho.
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Zavér

Rod Dianthus je velice diverzifikovanou skupinou, u niZ byla prokazana velice rychla a
relativné nedavna rozsahla speciace (Valente et al. 2010), ktera dala vznik velikému mnozstvi druhd,
casto dale Clenénych na infraspecifické urovni. Disledkem jsou jednak slabé reprodukéné-izolacni
bariéry mezi taxony (a tedy Casta hybridizace) a obtizné rozpoznatelné taxony v ranych stadiich
speciace. Cilem této prace bylo odhalit nékteré mikroevoluéni procesy probihajici u Ceskych
endemickych zastupcti rodu Dianthus. Diverzita rodu, v jehoz evoluci sehraly vyznamnou roli
hybridizace, polyploidie a alopatrick4 speciace, z n&j ¢ini mimotfadn€ vhodnou modelovou skupinu pro
studium mikroevoluénich procest. Studium téchto procest u endemickych taxond, které jsou prioritou
ochrany pfirody, navic ptispélo k jejich lepsimu poznani. V praci byla pouzita pritokova cytometrie,

molekuldrni metody (mikrosatelity, sekvenace cpDNA), morfometrika a barveni pylu.
Vysledky prace jsou nasledujici:

1. Pomoci pritokové cytometrie byla potvrzena mezidruhova hybridizace probihajici na NPP
Klene¢ mezi endemickym D. arenarius subsp. bohemicus a bé&znym D. carthusianorum.
Cetnost hybrid viak neni pfili§ vysokd a jsou z velké Gasti sterilni. Endemicky taxon tak
pravédépodobné neni ohroZzen erozi genofondu. Hybridizace je obousmérna. V praci je

priloZen kli¢ k rozpoznani hybridii od rodi¢ovskych taxond.

2. Vyznamnou roli vevoluci D. carthusianorum pravdépodobné sehrala edaficka speciace.
Morfologické odlisnosti jednotlivych poddruhd rostoucich ve stiedni Evropé (subsp.
carthusianorum, subsp. latifolius, endemicka subsp. sudeticus a capillifrons) odpovida jejich
poddruhové Grovni, tzn. existuje uréité kontinuum mezi nimi (65-95% uspésnost spravného
uréeni na zakladé morfometrickych dat). Na trovni velikosti genomu a genetické variability se
jednotlivé poddruhy odliSuji nedostate¢né, ale pro potvrzeni budou nutné dalsi analyzy. Data

prozatim naznacuji polytopni vznik hadcového poddruhu capillifrons.

3. Revize cytotypové variability u D. moravicus nepotvrdila existenci udavaného tetraploidniho

cytotypu. VSechny analyzované vzorky byly hexaploidni.
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Cast prvni: Frekvence a disledky mezidruhové hybridizace D. arenarius subsp. bohemicus

Dianthus arenarius L.

Obr. 1: Rozsifeni D. arenarius subsp. borussicus (kole¢ko), subsp. arenarius (trojuhelnik) a subsp. bohemicus

(hvézdicka; pievzato z Jalas & Suominen 1986).

Obr. 2: Rozsiteni D. arenarius subsp. pseudoserotinus (kolecko) a subsp. pseudosquarrosus (trojuhelnik) na

Ukrajing (ptevzato z Jalas & Suominen 1986).
Dianthus arenarius L. subsp. bohemicus (NOVAK) O. SCHWARZ
Obr. 3: Dianthus arenarius subsp. bohemicus.
Rizika hybridizace
Obr. 4: Zakladni typy hybridizace (pfevzato z Allendorf et al. 2001).
Terénni prace a odbér vzorki
Obr. 5: Schéma ¢asti lokality NPP Klene¢ s vyzna¢enymi hybridy.
Obr. 6: Upraveny letecky snimek NPP Klene¢ (www.mapy.cz). Segment A je vyznacen cerveng.
Pratokova cytometrie

Obr. 7: Histogram spole¢né analyzy diploidniho D. carthusianorum (C), tetraploidniho D. arenarius subsp.

bohemicus (B) a jejich triploidniho ktiZence (H).

Obr. 8: Variabilita D. arenarius subsp. bohemicus (vlevo rostlina s ¢ervenymi skvrnami a brvami na bazi ¢epele
korunniho listku; vpravo jedinec s riZzovymi korunnimi listky). Oba jedinci vykazuji obsah jaderné

DNA typicky pro D. arenarius.
Zhodnoceni fertility hybridu

Obr. 9: Ukazka preparati prasnikGi s pylovymi zrny obarvenymi Alexandrovym barvivem (fialové -
Zivotaschopny pyl, zelené - abortovany pyl). Na snimku vlevo je hybrid H30, ktery ma cca 25%

zivotaschopného pylu, na snimku vpravo je D. arenarius subsp. bohemicus.
Morfometrika

Obr. 10: Gynodioecie u Dianthus arenarius subsp. bohemicus. Zleva: hermafroditni rostlina, rostlina se

zakrnélymi prasniky, sami¢i rostlina.
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Obr. 11: Graficky vystup PCA pro D. arenarius subsp. bohemicus (Eerveng), D. carthusianorum (modfe),
hybrida, jehoz matetskou rostlinou je D. arenarius (riZov€) a hybrida, jehoZ matefskou rostlinou je

D. carthusianorum (oranzoveé), s pouzitim vSech 13 znaka.

Obr. 12: Kanonickd diskrimina¢ni analyza (CDA) pro D. arenarius subsp. bohemicus (&ervené),
D. carthusianorum (modte), hybrida, jehoz matetskou rostlinou je D. arenarius (rizov€) a hybrida,

jehoz matefskou rostlinou je D. carthusianorum (oranzové), s pouzitim 12 znaka.

Obr. 13: Obkreslené obrysy korunnich listki. Zleva: D. arenarius subsp. bohemicus, hybrid a

D. carthusianorum.

Obr. 14: Obkreslené obrysy podkalisnich listencu. Zleva: D. arenarius subsp. bohemicus, hybrid a
D. carthusianorum.

Obr. 15: Obkreslené poloviny obrysi kalich. Zleva: D. arenarius subsp. bohemicus, hybrid

a D. carthusianorum.

Obr. 16: PCA Fourierovych koeficientd popisujici celkovy tvar podkali$nich listencti D. arenarius subsp.
bohemicus (ervené), D. carthusianorum (modie), hybrida, jehoz matefskou rostlinou je D. arenarius

(rtizové) a hybrida, jehoz matefskou rostlinou je D. carthusianorum (Zluté).
Cist druha: Evoluéni historie Dianthus carthusianorum ve stiredni Evropé
Dianthus carthusianorum L.
Obr. 17: Celkové rozsiteni Dianthus carthusianorum (ptevzato z Jalas & Suominen 1986).

Obr. 18: Rozsifeni D. carthusianorum subsp. latifolius (¢erné body), subsp. sudeticus (¢erveny bod) a subsp.

capillifrons (zelené body) (pievzato z Jalas & Suominen 1986; upraveno).
Obr. 19: Dianthus carthusianorum subsp. carthusianorum
Obr. 20: Dianthus carthusianorum subsp. latifolius
Obr. 21: Dianthus carthusianorum subsp. capillifrons
Obr. 22: Dianthus carthusianorum subsp. sudeticus
Terénni prace a odbér vzorki

Obr. 23: Mapa sbéri D. carthusianorum a D. pontederae. Legenda: D. carthusianorum subsp. carthusianorum
(Cervené), subsp. latifolius (modte), subsp. capillifrons (zelen€), subsp. sudeticus (Zlut¢), D. pontederae

(fialove) a fenotypove prechodné populace (Sed¢).

Pritokova cytometrie
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Obr. 24: Srovnani velikosti genomu (v pg) jednotlivych taxont (prvni Ctyfi taxony jsou poddruhy

C. carthusianorum, posledni pfedstavuje D. pontederae).
Morfometrika

Obr. 25: PCA zobrazujici fenotypové podobnosti 724 jedinct vSech studovanych taxond s pouzitim vSech 28

znaku.

Obr. 26: PCA pro vSechny 4 studované poddruhy D. carthusianorum (bez nezatazenych populaci a D.

pontederae) s pouzitim v8ech 28 znaka.

Obr. 27: PCA pro D. pontederae (fialov€) a D. carthusianorum (v8echny studované poddruhy; tyrkysove)

S pouzitim vSech 28 znakti.

Obr. 28: CDA pro vSechny poddruhy D. carthusianorum (Cervené subsp. carthusianorum, modie subsp.

latifolius, zelené subsp. capillifrons a Zluté subsp. sudeticus) s pouzitim v8ech 28 znak?.

Obr. 29: CDA pro D. carthusianorum subsp. carthusianorum (¢ervené) a subsp. latifolius (modie) s pouZitim

vsech 28 znaku.

Obr. 30: CDA pro D. carthusianorum subsp. sudeticus (zlut€) a subsp. latifolius (modfe) s pouzitim vSech 28

znakd.

Obr. 31: CDA pro hadcové (subsp. capillifrons, zelené) a nehadcové populace D. carthusianorum (subsp.

carthusianorum, subsp. latifolius a subsp. sudeticus; ¢ern¢).

Analyza mikrosateliti

Obr. 32 a 33: PCoA délek mikrosatelitovych alel (pfevedenych do binarni matice) pro vSechny studované

taxony.

Obr. 34 a 35: PCoA mikrosatelitovych alel (pfevedenych do binarni matice) pro vSechny poddruhy
D. carthusianorum (¢ervené subsp. carthusianorum, modre subsp. latifolius, zelen¢ subsp. capillifrons a

zluté subsp. sudeticus).

Cist tieti: Revize ploidni variability Dianthus moravicus
Obr. 36: Roz§ifeni Dianthus moravicus.

Obr. 37: Histogram analyzy FCM hexaploidniho Dianthus moravicus.
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Cast prvni: Frekvence a disledky mezidruhové hybridizace D. arenarius subsp. bohemicus

Dianthus arenarius L.

Tab. 1: Piehled znakl pro jednotlivé poddruhy Dianthus arenarius (podle Tutin & Walters 1993 a Kovanda
1990).
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Tab. 2: Absolutni velikosti genomu (v pikogramech DNA) studovanych taxont.

Tab. 3: Velikost genomu skutec¢né a teoretickych hybridnich kombinaci.

Analyza haplotypi

Tab. 4: Piehled pouzitych chloroplastovych tseka.

Tab. 5: PCR mix pro jeden vzorek.

Tab. 6: PCR cykKlus.

Tab. 7: cpDNA haplotypy (Usek pshJ-petA) D. arenarius subsp. bohemicus, D. carthusianorum a jejich hybrida.
Zhodnoceni fertility hybridi

Tab. 8: Slozeni barvicich smési podle Alexandra (Alexander 1969) a Peterson et al. (2010).

Tab. 9: Viabilita pylu hybridi na zakladé barveni podle Alexandra (Alexander 1969) a podle Peterson et al.
(2010).

Tab. 10: Pocet analyzovanych tobolek u jednotlivych hybrida.

Morfometrika

Tab. 11: Pfehled mé&fenych morfologickych znakd.

Tab. 12: Kanonické korelaéni koeficienty pro v§echny znaky kromé v12 (t€sné korelovan s v11).

Tab. 13: Klasifika¢ni diskriminaéni analyza D. arenarius subsp. bohemicus, D. carthusianorum a hybrida s

pouzitim vSech znakd.

Tab. 14: Piehled zékladnich statistik pro jednotlivé znaky (minimum, maximum, pramér, 5% a 95% kvantil) a

jednotlivé taxony.
Cast druha: Evoluéni historie Dianthus carthusianorum ve stitedni Evropé

Pritokova cytometrie
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Tab. 15: Absolutni velikosti genomu v pikogramech.

Tab. 16: Statisticka priikaznost rozdilit ve velikosti genomu mezi jednotlivymi dvojicemi taxonl testovana

procedurou GLM v programu SAS..
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a délkou.
Morfometrika
Tab. 18: Piehled méfenych/pocitanych morfologickych znak.

Tab. 19: Kanonické korelaéni koeficienty pro analyzu vSech poddruhti D. carthusianorum s pouZitim vSech

znakau.

Tab. 20: Klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza vSech 4 studovanych poddruhti D. carthusianorum (subsp.
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Cist tieti: Revize ploidni variability Dianthus moravicus

Tab. 29: Chromozomové pocty v populacich D. moravicus podle riiznych pramend.
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Ptiloha 1: Povoleni ke sbéru Dianthus arenarius subsp. bohemicus.

UNIVE.RZITA KAR,.. WAy Praze
Prirodovédeck: :1ulta

lodlo 22 ‘10' /ujg

Agentura ochrany prirody a krajiny Ceské republiky
SPRAVA CHRANENE KRAJINNE OBLASTI
CESKE STREDOHORI

Ci UR12-ZC GF), o5

Michalska 260/14
P.O. BOX 183

412 01 Litoméfice
tel.: 416 574 611
fax: 416 574 610
cstred@schkocr.cz

Dle rozdélovniku

NASE ZNACKA:  04498/CS/SR/0S VYRIZUJE: Hamersky V LITOMERICICH DNE:  19.10.2009
VASE ZNACKA: SKART. ZNAK: V15 UKLADACI ZNAK: Klene¢ -Ham

Rozhodnuti dle § 56 odst. 1, odst. 3, pism. e) zakona ¢. 114/1992 Sb., o ochrané
prirody a krajiny, ve znéni pozdéjsich predpisu

- k.. Kleneg, p.p.¢. 266/9

- zadatel: Doc. RNDr. Jan Suda, PhD., narozen 16. 5. 1974
- Jana Kaluskova, narozena 29. 4. 1987

Vyrok:

Sprava Chranéné krajinné oblasti Ceské stiedohori (dale jen ,Sprava CHKO CS*) jako
prislusny organ statni spravy ochrany prirody a krajiny podle ustanoveni § 78 odst. 1
zakona ¢. 114/1992 Sh., o ochrané prirody a krajiny ve znéni zakonného opatieni
Predsednictva CNR &. 347/1992 Sb., zakona &. 289/1995 Sb., nalezu Ustavniho soudu
CR &. 3/1997 Sb., zakona ¢. 16/1997 Sb., zakona &. 123/1998 Sb., zakona &. 161/1999
Sb., zakona ¢. 238/1999 Sb., zakona ¢. 132/2000 Sb., zakona ¢. 76/2002 Sb., zakona
¢. 320/2002 Sb., zakona ¢. 100/2004 Sb., zakona ¢. 168/2004 Sb., a zakona ¢.
218/2004 Sb. (dale jen ,zakon"), na zakladé zadosti Doc. RNDr. Jana Sudy, PhD.,
adresa pro dorucovani: Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta, Albertov 6, 123 43
Praha 2 a Jany Kaluskové, adresa pro dorucovani: Univerzita Karlova, Pfirodovédecka
fakulta, Albertov 6, 123 43 Praha 2

povoluje dle § 56 odst. 1 a § 56 odst. 3, pism. f) zakona vyjimku ze zakladnich
podminek ochrany a ze zakazl uvedenych v § 49 odst. 1 zakona pro kriticky
ohrozeny druh hvozdik piseény (Dianthus arenarius), ktery je podle ustanoveni
§ 14 odst. 2 a prilohy €. Il vyhlasky ¢. 395/1992 Sb. a vyhlasky ¢. 175/2006 Sb.
zvladté chranénym druhem. Vyjimka se povoluje za Ucelem studia intenzity
hybridizace hvozdiku piseéného ceského jako soucasti s praktické realizace
.Zachranného programu pro druh hvozdik pise¢ny (Dianthus arenarius subsp.
bohemicus (Novak) O.Schwarz) v Ceské republice”, pfijatého Ministerstvem
zZivotniho prostredi, ¢.j. 47564/ENV/08 — 1096/600/08 dne 10. 9. 2008 (dale jen
.Zachranny program”) na lokalité¢ Klene¢, k.U. Klene¢, p.p.¢. 266/9 (soucast
narodni pfirodni pamatky Klenec¢ - dale jen ,NPP Klenec"), pii které dojde k ruseni
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No»

druhu ve vyvoji, zasahu do biotopu druhu, sbéru rostlin (resp. listl rostlin), jejich
drzeni, dopravé a péstovani.

Sprava CHKO CS stanovuije pro vykon rozhodnuti tyto podminky:

. Odbéry vzorku listu budou provadény pouze u rostlin (trsu rostlin), které vykazuji jiné

habituelni znaky (fenotypové odlisnosti — pf. jina barva kvétu, jiné dfipeni korunnich platku
apod.).

Odbeér listu z jednotlivych rostlin hvozdiku pisecného je limitovan maximem 5 listu na
jednu studovanou rostlinu.

Rostliny, z nichZ byl proveden odbér budou v terénu oznaceny.

Drzitel vyjimky vzdy do 31.12. pfislusného kalendainiho roku nahlasi Spravé CHKO CS
zasah provedeny na zakladé tohoto rozhodnuti, tj. zda-li byl proveden a v jakem rozsahu.
Povinnost hlaseni se vztahuje na druhy volné zijicich zivoCichu a rostlin z pfiloh II., IV. a
V. Smérnice Rady ES ¢. 92/43/EHS, konkrétné na druh hvozdik pisecny

Odbér bude proveden ve vegetacnim obdobi.

Realizaci praci je povéfen pan Doc. RNDr. Jan Suda, PhD. a pani Jana Kaluskova.
Vyjimka se povoluje na dobu do 31. 12. 2014.

Uéastnici fizeni dle § 27 odst. 1 zakona &. 500/2004 Sb., spravni fad:

Doc. RNDr. Jan Suda, PhD., adresa pro doruc¢ovani: Univerzita Karlova, Pfirodovédecka
fakulta, Albertov 6, 123 43 Praha

Jana Kaluskova, adresa pro dorucovani: Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta, Albertov
6, 123 43 Praha

Ucastnici fizeni dle § 27 odst. 2 zakona &. 500/2004 Sb.. spravni fad:

Obec Klenec, na adrese Obecni Urad Klene¢, Klene¢ 95, 413 01 Roudnice nad Labem
Obec Kyskovice, na adrese Obecni urad KySkovice, Kyskovice 5, 41301 Roudnice
nad Labem

Oduvodnéni:

Dne 25. 8. 2009 obdrzela Sprava CHKO CS podani Zadosti Doc. RNDr. Jana Sudy,
PhD., adresa pro doru¢ovani: Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta, Albertov 6,
123 43 Praha 2 a Jany Kaluskové, adresa pro dorucovani: Univerzita Karlova,
Prirodovédecka fakulta, Albertov 6, 123 43 Praha 2 ve véci povoleni vyjimky dle § 56
zakona, ze zakladnich podminek ochrany a ze zakazl, uvedenych v § 49 zakona.
Duvodem Zadosti je provedeni praci za ucelem vyzkumu druhu na lokalité ,NPP Klenec"
- k.4. Klenet, p.p.¢. 266/9, pfi které dojde k ruseni druhu ve vyvoji, zasahu do biotopu
druhu, sbéru rostlin (resp. listh rostlin); drzeni, dopravé a péstovani rostlin kriticky
ohrozeného druhu hvozdik pisecny (Dianthus arenarius).

Zadost obsahuije:
- navrzeny popis praci jako navazna prakticka ¢ast, vyplyvajici ze zachranného programu

Sprava CHKO CS pisemnym opatfenim ze dne 25. 8. 2009 oznamila znamym
Ucastnikim fizeni zahajeni fizeni vtéto véci, soucasné oznamila zahajeni fizeni
ob&anskému sdruzeni, které uplatnilo u Spravy CHKO CS pozadavek na poskytovani
informaci o zahajovanych spravnich fizenich dle § 70 zakona. Sprava CHKO CS dale
urcila usnesenim z téhoz dne dle § 36 odst. 1 a § 39 odst. 1 zakona ¢. 500/2004 Sb.,
spravni fad, Ihitu pro navrhovani dikazi a podavani jinych navrhi. Sprava CHKO CS
upustila od Ustniho jednani a Setfeni na lokalitach, protoze podklady poskytnuté
Zadatelem obsahuji vSechny Udaje nezbytné pro fadné posouzeni zadosti.
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Obé&anské sdruzeni Spoleénost ochranct Zivotniho prostiedi Litoméfice uplatnilo
v zakonné |huté prihlasku do fizeni

Popis vlastniho zaméru:
Identifikacni udaje lokalit:
NPP Klene¢" - k.u. Kleneé, p.p.¢. 266/9 (cast plochy NPP Kleneg)

Lokalita Klene& se nachazi mimo CHKO Ceské stfedohofi i ostatni chranéné krajinné
oblasti.

Piedmétem fizeni je povoleni vyjimky, k ruseni druhu ve vyvoji, zasahu do biotopu druhu,
sbéru rostlin (resp. listt rostlin); drzeni, dopravé a péstovani rostlin kriticky ohrozeného

druhu hvozdik piseény (Dianthus arenarius). K vlastnimu ruseni druhu ve vyvoji a zésahu

do biotopu druhu dojde piedevsim odbérem list rostlin. Drzeni a doprava rostlin (resp.

listl) bude probihat z lokality NPP Klene¢ na Univerzitu Karlovu, Pfirodovédeckou fakultu
Albertov 6, 123 43 Praha 2, kde bude dalsi péstovani rostlin probihat in-vitro.

Béhem poslednich nékolika let probiha pod vedenim Agentury ochrany pfirody a krajiny
CR, stfedisko Usti nad Labem (Mgr. Jifi Bé&lohoubek) monitoring populace hvozdiku
piseéného v ramci CR (vyskyt druhu je v CR vazan pouze na lokality Klene¢ a Kyskovice),

v navaznosti na pfijaty Zachranny program, schvaleny plan péce o NPP KleneC a dal$i
managementové aktivity na lokalité.

Vysledky monitoringu ukazaly, Ze populace hvozdiku pisecného se diky intenzivnimu
managementu na Klenéi prubézné zvysuje. Na lokalité se vyskytuji 2 druhy hvozdiku: hvozdik
kartouzek (Dianthus carthusianorum) a hvozdik pisecny Cesky (Dianthus arenarius subsp.
bohemicus). Vzhledem ke znaéné fenotypové variabilité obou druht hvozdik( nelze s pomoci
klasickych observaénich metod spolehlivé rozlisit mezi skute€nymi hybridy a extrémnimi
rodiovskymi morfotypy. Neni zaroven mozné rozhodnout, zde se na lokalité vyskytuji pouze
primarni hybridi nebo zda dochazi i ke zpétné hybridizaci. Oba druhy vykazuji odlisny stupen
ploidie, na zé&kladé kierého lze s vyuZitim cytogenetickych technik provést jednoznalné
uréeni jak rodiGovskych taxond, tak jejich hybridd. Jedinou dostupnou moznou metodou je
cytogeneticka metoda - pritokova cytometrie, ktera umoziuje nedestruktivni cestou (k
rozboru dostaduje 20 mikrogramu listového pletiva) provést karyologicky screening vSech
jedincu. Pouze touto metodou Ize tedy spolehlivé zjistit frekvenci a dynamiku mezidruhové
hybridizace, stanovit potenciélni riziko genetické eroze kriticky ohroZzeného, endemickeho
poddruhu hvozdik pisecny cesky.

Zaroven byla zjisténa geneticka variabilita a mozna hybridizace druhu hvozdik piseény
¢esky a druhu hvozdik kartouzek (Dianthus carthusianorum).

Viastni sbér listd bude probihat pouze u téch rostlin, které se potencialné fenotypové jevi bud
jako kfizenci nebo jedinci téhoz druhu, ale s odlisnym fenotypem. Jedinci jevi intermediarni
kvétni znaky (riZova barva kvétd, charakter dfipeni korunnich listka).

Aby nedoslo k poskozeni rostlin, budou odebirany listy v maximalné stanoveném mnozstvi 5
ks listt na 1 rostlinu. Odbér bude probihat se zietelem k celkovému mnozstvi listt na
jednotlivych rostlinach (resp. trsech). Vzhledem k tendenci postupného zvySovani mnozstvi
rostlin na lokalité (v souéasnosti presahujici 1 100 trsu) nedojde k poskozeni nebo nebo ujmé
na populaci tohoto kriticky ohrozeného druhu.

Prace, navrzené zadatelem, pfimo vyplyvaji jak z pfijatého Zachranného programu, tak
z navrzeného planu péce o NPP Klenec.

Po skonéeni téchto aktivit v roce 2014 budou provedené prace vyhodnoceny a SCHKO
CS doporuéen dalsi postup.

Z hlediska zajm( ochrany prirody jde o praktickou soucast zachranného programu a
zaroven o projekt, ktery je nutno povazovat za prioritni.

[
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Vyporadani navrhl uéastniku fizeni:

Ugastnik fizeni Ob&anské sdruzeni Spole¢nost ochrancu zivotniho prostredi,

Nerudova 34, 412 01 Litoméfice uplatnil v zakonné Ih(té pfihlagku do Fizeni dle § 27
odst. 2 zakona ¢. 500/2004 Sb., spravni fad.

Zadny z Géastniku fizeni dle § 27 odst. 2 zékona ¢. 500/2004 Sb., spravni fad (obce)
neuplatnil jakékoli pfipominky, které by mohly byt zahrnuty do podminek rozhodnuti.

Podklady pro rozhodnuti:

-zadost Ceského svazu ochranct prirody, 38/01 ZO CSOP Hasina Louny, Oblastni muzeum

v Lounech, Pivovarska 28, 440 01 Louny o udéleni vyjimky z ochrannych podminek (ze

zakazu dle § 56 zakona ¢. 114/1992 Sb., ve znéni pozdéjSich zmén a dopliku - k zasahu do

pfirozeného vyvoje zvlasté chranéného druhu rostliny — hvozdik pisecny (Dianthus
arenarius).

-,Zachranny program pro druh hvozdik piseény (Dianthus arenarius subsp. bohemicus

(Novak) O.Schwarz) v Ceské republice®, prijaty Ministerstvem Zivotniho prostiedi, &.j.

47564/ENV/08 — 1096/600/08 dne 10. 9. 2008.
-navrzeny ,Plan péce o NPP Klene&" na obdobi 2008 — 2017.

-Kubat K., Hrouda L., Chrtek J. jun., Kaplan Z., Kirschner J et Stépanek J (eds.) (2002):
Kli¢ ke kvétené Ceské republiky — 928 p., Academia, Praha.

-Moravec J. a kol. (1995): Rostlinna spolecenstva Ceské republiky a jejich ohrozeni. 2
pfepracované a doplnéné vydani — 206 p., OVM v Litoméficich, S&. Pobocka CBS v Usti
n.L. a BU AV CR Priihonice, Litoméfice.

-Prochéazka F. (ed.) (2001): Cerny a Gerveny seznam cévnatych rostlin Ceské republiky
(stav v roce 2000). — Pfiroda, Praha, 18:1-166.

Podle § 56 zakona Ize vyjimku ze zékladnich ochrannych podminek zvlasté chranénych
druhu ZivoCicht povolit pouze pokud prevazuje vefejny zidjem nad zajmem ochrany
prirody, v tomto pfipadé podle § 56 odst. 3, pism. f) zakona, konkrétné pro ucely vyzkumu
druhu za Ggelem jeho dalsi ochrany (zachrany). Dalsimi podminkami jsou neexistence
jiného uspokojivého feseni a udrzeni populaci danych druhu v pfiznivém stavu z hlediska
ochrany.

Navrzené prace jsou praktickou ¢asti pfijatého zachranného programu, jsou zaloZené na
soucasné urovni znalosti biologie druhu a jsou pfimou pomoci pro udrzeni a posileni
druhu na obou lokalitach. Vzhledem k tomu, ze béhem praci dojde k poruseni zakladnich
ochrannych podminek stanovenych v ustanoveni § 56 zakona, stanovil spravni organ
zavazné podminky vyroku rozhodnuti, které budou negativni vlivy minimalizovat. Dodrzeni
stanovenych podminek rozhodnuti umozni dalsi existenci druhu na lokalité a udrseni
jejich populaci v pfiznivém stavu z hlediska ochrany. Pfi rozhodovani ve véci a stanoveni
podminek rozhodnuti vychazel spravni organ predevéim ze skuteénosti, ze neexistuje jiné
uspokojivé feSeni, jehoz prostrednictvim by bylo mozné dosahnout zvySeni a stabilizace
populaci druhu na obou lokalitach.

Smérnice Rady ES &. 79/409/EHS o ochrané volné Zijicich ptaka (smérnice o ptacich)
vEl. 9 odst. 3 avcl. 12 odst. 1 a Smérnice Rady ES &. 92/43/EHS o ochrané prirodnich
stanovist, volné Zijicich Zivocichu a plané rostoucich rostlin (smérnice o stanovistich) v ¢l.
16 odst. 2 ukladaji povinnost pravidelné podavat informace o provadeéni opatfeni pfijatych
dle téchto smérnic. Uvedeny poZadavek byl do narodni legislativy implementovan
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v podobé ustanoveni § 45f odst. 1 zakona, ktery organum ochrany prirody uklada mj.
sledovani stavu evropsky vyznamnych druht. Povinnost hlaseni stanovena § 45f zakona
je zarazena do vyroku rozhodnuti jako podminka ¢. 4

Z uvedenych skuteénosti vyplyva, ze povoleni vyjimky ze zakazu u zvlasté chranéného
druhu rostliny je vlastnim vefejnym zajmem, kterym je ochrana prirody. Z uvedenych
duvodu organ ochrany prirody rozhodl tak, jak je uvedeno ve vyroku rozhodnuti.

Nedodrzeni stanovenych podminek muze byt podle § 84 odst. 1, pism. c) zakona
divodem k odnéti vyjimky. Tato vyjimka nenahrazuje souhlasy a povoleni podie jinych
predpisu.

Pouéeni o odvolani:

Proti tomuto rozhodnuti lze podat odvolani do 15ti dnt od jeho doruceni k Ministerstvu
ivotniho prostfedi, a to podanim ucinénym u Spravy CHKO Ceské stiedohofi
v Litomé&Ficich v poétu 4 kust stejnopisu. VEas podané odvolani ma odkladny ucinek.

V odvolani se uvede, v jakém rozsahu se rozhodnuti napada, v ¢em je spatiovan rozpor
s pravnimi predpisy, nespravnost rozhodnuti nebo fizeni, jez mu predchazelo. Odvolani
jen proti oduvodnéni rozhodnuti je nepfipustné.

Mgr. Markéta Périnova

VEDOUCKSPRAVY

Rozdélovnik:
Obdrzi ugastnici fizeni dle § 27 odst. 1 zékona ¢. 500/2004 Sb, spravni fad:

Doc. RNDr. Jan Suda, PhD., adresa pro dorugovani: Univerzita Karlova, Pfirodovédecka
fakulta, Albertov 6, 123 43 Praha

Jana Kallskova, adresa pro doruéovani: Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta, Albertov
6, 123 43 Praha

Obdrzi Gcastnici fizeni dle § 27 odst. 2 zakona &. 500/2004 Sb, spravni fad:

Obec Kleneé, na adrese Obecni Urad Kleneé, Klenec 95, 413 01 Roudnice nad Labem

Dale obdrzi obéanské sdruzeni, které uplatnilo u Spravy CHKO Ceské stredohofi
pozadavek na poskytovani informaci dle § 70 zakona €. 114/1992 Sb. (na doruc¢enku):

Spoleénost ochrancu zivotniho prostredi, Nerudova 34, 412 01 Litomérice

w
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Na védomi (po nabyti pravni moci).

Ceska inspekce zivotniho prostiedi, oblastni inspektorat Usti nad Labem, Vystupni 1644,

400 07 Usti nad Labem (e-mail)
Agentura ochrany pfirody a krajiny CR, Nuselska 39, 140 00 Praha 4 (e-mail)

AOPK CR - Stredisko Usti nad Labem, Bélehradska 1308/17, 400 01 Usti nad Labem (e-
mail)

ICO: 62933591 Bankovni spojeni CNB Praha 1 roman.hamersky@nature.cz
http:/fwww nature ¢z Cislo uétu: 18228-011/0710 tel.: 416 574 617
6
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Priloha 2: PCA Fourierovych koeficientl popisujici celkovy tvar kalicha D. arenarius subsp. bohemicus (¢ervené),
D. carthusianorum (modre), hybrida, jehoZ matefskou rostlinou je D. arenarius (rGZové) a hybrida, jehoz
materskou rostlinou je D. carthusianorum (zluté). Prvni dvé osy vysvétluji 67,0% a 18,5%.
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Priloha 3: PCA Fourierovych koeficientl popisujici proménlivost ve tvaru korunniho listku D. arenarius subsp.
bohemicus (Cervené), D. carthusianorum (modfe), hybrida, jehoZ matefskou rostlinou je D. arenarius (rizZové) a
hybrida, jehoZ materskou rostlinou je D. carthusianorum (Zluté). Prvni dvé osy vysvétluji 86,5% a 6,0%.
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Piiloha 5: Ukazka nalepenych kvétnich ¢asti D. carthusianorum.
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Pfiloha 6: Primarni matice dat vyhodnocenych délek fragmenta (alel) pro jednotlivé mikrosatelitové lokusy.
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L27/1 2 1 94 94 165 165 0 0 86 86 108 108 89 89
L27/2 2 1 88 94 164 164 121 128 86 93 108 108 89 91
L27/3 2 1 97 97 164 164 121 121 86 86 102 112 89 91
L27/4 2 1 88 91 164 164 124 124 100 110 102 124 89 91
L27/5 2 1 91 97 164 164 128 131 86 110 130 130 83 93
L27/6 2 1 97 97 165 167 124 124 86 110 112 120 83 87
L29/1 2 2 91 109 164 164 121 149 90 100 108 130 85 89
L29/2 2 2 94 97 164 164 125 125 86 86 106 106 89 89
L29/3 2 2 88 100 165 165 127 127 86 86 108 118 85 93
L29/4 2 2 91 91 165 165 116 128 86 90 108 112 103 103
L29/5 2 2 91 91 164 164 123 132 86 86 106 122 85 89
L29/6 2 2 91 91 164 164 122 127 86 86 102 126 89 89
L30/1 2 3 91 91 164 164 116 126 86 100 110 110 83 89
L30/2 2 3 91 97 164 164 123 127 86 100 108 108 83 91
L30/3 2 3 91 94 164 164 126 126 86 100 108 108 83 83
L30/4 2 3 100 100 164 164 126 126 100 100 144 144 83 83
L30/5 2 3 91 94 164 164 120 122 103 103 110 110 83 89
L30/6 2 3 91 91 164 164 123 126 93 100 108 108 83 89
L31/1 2 4 91 91 164 165 124 125 86 86 118 124 83 83
L31/2 2 4 91 94 164 167 120 120 86 100 114 114 87 93
L31/3 2 4 91 94 164 164 123 123 100 100 112 118 83 91
L31/4 2 4 94 94 164 164 120 120 86 90 116 124 83 89
L31/5 2 4 88 88 164 164 134 137 86 90 106 118 91 93
L31/6 2 4 94 112 165 165 121 122 93 100 114 114 89 89
L11/1 2 5 88 106 164 164 123 147 86 86 104 126 89 91
L11/2 2 5 91 115 164 164 122 125 86 86 102 108 85 93
L11/3 2 5 115 115 164 164 122 122 93 107 102 102 83 103
L11/4 2 5 88 91 164 164 127 147 86 86 104 112 85 89
L11/5 2 5 97 106 165 165 124 124 100 103 108 114 87 89
L11/6 2 5 106 118 165 165 130 130 86 86 108 116 83 89
L14/1 2 6 106 112 162 164 130 130 93 93 106 108 83 93
L14/2 2 6 106 112 164 164 128 128 93 93 104 104 83 93
L14/3 2 6 85 106 162 162 130 130 93 93 106 116 83 93
L14/4 2 6 94 106 162 165 125 127 93 93 110 116 83 91
L14/5 2 6 85 91 162 164 124 124 86 86 108 108 89 95
L14/6 2 6 100 100 164 164 124 126 86 93 98 100 91 91
L8/1 2 7 97 118 165 165 124 127 86 86 114 120 83 87
L8/2 2 7 94 103 164 164 124 124 86 100 114 132 83 89
L8/3 2 7 94 100 165 165 120 120 86 107 106 114 87 91
L8/4 2 7 91 94 165 165 124 124 86 86 108 126 83 89
L8/5 2 7 91 91 164 164 124 124 86 86 118 124 83 87
L8/6 2 7 91 94 165 165 122 122 107 107 114 114 83 83
L18/1 5 8 97 97 162 162 133 134 86 86 108 108 83 91
L18/2 5 8 112 112 163 163 0 0 90 93 122 122 83 97
L18/3 5 8 82 82 164 164 0 0 86 86 120 122 91 93
L18/4 5 8 94 106 164 164 121 121 93 93 108 114 91 91
L18/5 5 8 91 91 164 164 121 121 86 90 118 118 83 93
L18/6 5 8 91 97 164 164 133 133 86 90 110 120 89 91
L9/1 2 9 88 112 0 0 120 120 86 100 102 102 83 87
L9/2 2 9 91 91 165 165 129 129 100 100 102 102 83 83
L9/3 2 9 118 118 164 164 116 118 86 100 106 120 89 91
L9/4 2 9 94 97 162 165 116 123 100 100 122 126 83 91
L9/5 2 9 91 118 164 164 118 118 100 114 122 122 89 95
L9/6 2 9 91 118 164 164 121 122 86 100 120 120 83 89
L10/1 2 10 97 103 165 165 123 123 0 0 104 116 83 83
L10/2 2 10 100 124 164 164 132 132 86 86 112 112 83 91
L10/3 2 10 109 112 165 165 120 120 86 86 102 108 89 97

114



Pfilohy

L10/4 2] 10 91 91 165 165 125 125 86 86| 108 116 89 89
L10/5 2| 10| 100 106 165 165 121 125 86 86| 108 108 83 83
L10/6 2] 10 94 118 165 165 123 147 86 86| 102 120 83 89
L5/1 21 11 97 112 164 165 117 120 90 93| 112 122 83 83
L5/2 2] 11 97 100 165 165 119 119 86 86| 108 116 83 89
L5/3 2] 11 94 112 165 165 122 130 86 93| 112 124 89 91
L5/4 21 11 91 91 165 165 116 146 86 86| 118 118 83 89
L5/5 2] 11 94 112 165 165 119 119 86 86| 116 116 89 103
L5/6 2] 11 97 112 164 165 114 121 86 86| 108 108 83 83
L6/1 2| 12| 103 103 164 170 123 125 86 86| 108 122 89 89
L6/2 2| 12| 103 106 162 164 123 125 86 86| 114 114 89 89
L6/3 2] 12 91 91 164 165 129 129 86 100| 124 124 89 89
L6/4 2] 12 91 91 165 165 123 125 86 86| 108 130 89 91
L6/5 2| 12 94 109 165 165 123 129 86 86| 114 124 89 91
L6/6 2| 12| 109 109 162 164 123 123 86 86| 106 122 89 91
L7/1 2| 13 97 103 164 164 121 121 86 86| 102 102 83 91
L7/2 2] 13 91 94 164 165 143 143 100 100| 102 128 83 85
L7/3 2] 13 94 106 164 164 119 119 100 100| 108 108 83 89
L7/4 2] 13 94 97 164 164 111 117 86 93| 112 124 89 89
L7/5 2| 13| 121 121 162 164 113 119 90 93| 100 106 79 83
L7/6 2| 13| 100 103 165 165 127 127 86 100| 110 126 83 91
LTH1 2| 14 94 94 162 165 119 121 86 86| 108 124 83 91
LTH2 2| 14| 103 118 162 165 127 129 86 90| 124 124 83 87
LTH3 2| 14| 100 118 162 165 127 127 93 93| 108 122 87 103
LTH4 2| 14 97 103 165 165 128 128 86 93| 118 118 83 89
LTH5 2| 14 94 118 162 165 124 124 86 86| 124 124 81 83
LTH6 2| 14| 100 118 156 165 126 128 86 86| 108 1126 83 91
L25-1 2] 15 97 103 165 165 113 124 86 86| 106 126 91 91
L25-2 2| 15| 100 100 165 165 116 124 86 100 120 120 93 97
L25-3 2] 15 97 100 165 165 124 136 86 86| 106 142 83 107
L25-4 2| 15 97 103 165 165 113 122 86 100| 106 106 83 91
L25-5 2] 15 88 100 165 165 123 129 86 86| 108 140 83 83
L25-6 2] 15| 103 103 165 165 126 126 93 100| 104 120 97 97
L13/2 2| 16| 118 121 164 165 126 128 86 93| 110 122 83 85
L13/3 2| 16| 100 112 161 162 123 123 86 93| 108 122 83 89
L13/4 2| 16| 109 109 163 164 129 129 90 90| 106 106 89 93
L13/6 2] 16 94 97 163 164 123 123 90 90| 108 108 81 81
CL1 1| 17 91 100 164 164 124 124 93 93| 122 124 83 91
CL2 1| 17 94 100 165 165 119 119 93 93| 108 124 83 89
CL3 1] 17| 100 100 165 165 129 129 93 93| 120 124 83 87
CL4 1| 17| 100 100 162 162 119 126 93 93| 108 132 83 83
CL5 1] 17 91 91 163 163 127 132 93 93| 108 108 83 95
CL6 1| 17] 100 100 164 164 124 124 93 93| 108 108 83 95
C50/2 1] 18| 100 100 163 165 121 124 93 93| 108 108 83 83
C50/3 1| 18| 100 100 165 165 133 137 93 93| 108 108 97 97
C50/4 1| 18| 100 100 165 165 133 136 93 93| 108 108 95 97
C50/6 1| 18 94 100 165 165 133 133 93 107| 108 108 85 85
C54/3 1] 19| 100 100 162 166 137 141 93 93| 108 108 83 83
C54/5 1| 19] 100 103 164 170 0 0 100  100] 108 134 93 93
C53/5 1| 20| 100 100 165 169 124 126 100 100] 108 108 89 99
C60/1 1| 21| 100 100 0 0 0 0 86 100| 108 108 91 91
C60/3 1] 21| 100 100 164 164 119 124 86 86| 126 126 85 85
C60/4 1| 21| 100 103 0 0 0 0 100 100| 108 126 83 83
C60/6 1| 21| 100 100 164 164 0 0 86 86| 120 126 93 93
C56/1 1| 221 103 103 164 165 127 127 93 93| 106 124 87 87
C56/5 1| 22| 100 100 164 165 0 0 93 93| 110 110 83 91
C56/6 1| 22| 100 100 164 165 127 127 100  100] 108 108 87 87
C32/1 1] 23| 100 100 164 164 121 126 86 86| 114 122 87 93
C32/2 1| 23] 100 100 162 162 124 142 93 93| 122 122 85 87
C32/3 1| 23] 100 100 164 164 129 129 93 93| 122 122 83 87
C32/4 1| 23] 100 100 164 164 121 137 86 93| 122 122 93 95
C32/5 1| 23| 106 106 164 164 121 129 93 93| 122 122 89 95
C32/6 1| 23] 100 100 164 164 121 129 93 93| 122 122 87 89
H46/1 3|1 24 91 100 164 164 121 126 86 86| 116 116| 101 101
H46/2 3| 24| 100 100 162 164 124 124 0 0| 112 112 83 83
H46/3 3] 24| 100 106 162 162 123 124 100 103| 106 124 83 83
Ha6/4 3] 24| 103 106 160 162 129 129 86 93| 112 126 115 115
H46/5 3] 24 91 100 162 162 123 126 86 86| 110 114 83 83
H46/6 3] 24| 100 100 162 162 121 123 86 86| 118 122 99 99
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HR1 31 25 97 103 156 156 120 135 100 100| 112 112 91 91
HR2 3] 25 94 94 156 156 135 135 100 100| 112 112 91 91
HR3 31 25 94 94 156 156 135 135 100 100| 112 112 91 91
HR4 3] 25 94 103 156 156 135 135 100 100| 112 112 91 91
HR5 31 25 94 94 156 156 120 135 100 100| 112 120 91 91
HR6 3] 25 94 103 164 164 113 119 100 100) 112 112 83 91
HKP1 3] 26 88 100 165 165 121 124 86 86| 122 130 83 101
HKP2 3] 26 97 100 162 162 121 124 86 86| 110 110 83 83
HKP3 3] 26| 100 100 162 164 125 144 90 100| 112 118 83 83
HKP4 3] 26| 100 112 162 164 118 122 90 90| 110 118 97 103
HKP5 3] 26| 100 100 156 164 121 128 93 100| 116 118 83 83
HKP6 3] 26| 100 100 165 165 124 124 86 90| 120 124 83 89
HB1 3|1 27| 100 100 163 165 118 123 86 93| 116 128| 111 111
HB2 3] 27| 100 106 162 165 118 127 86 100| 106 116 0 0
HB3 3] 27| 100 100 162 165 123 127 86 110| 114 130| 101 101
HB4 3] 27| 100 100 165 165 121 123 86 97| 114 118 91 91
HB5 3] 27| 100 100 154 162 121 126 86 110| 114 120 87 89
HB6 3] 27| 100 100 165 165 124 127 86 110| 114 124 83 89
HPS1 31 28 94 100 164 164 124 126 93 93| 126 132 85 85
HPS2 3] 28 94 100 162 162 124 127 97 97| 114 124 83 83
HPS3 3|1 28| 100 100 162 162 122 125 93 97| 120 130 91 107
HPS4 3] 28| 100 100 162 162 124 130 90 90| 110 114 87 91
HPS5 3|1 28| 100 100 162 165 124 124 93 97| 110 120 83 83
HPS6 3] 28 94 100 162 165 124 127 93 97| 112 112 87 89
HGP1 31 29 94 100 162 162 118 118 86 90| 110 112 83 83
HGP2 31 29 94 115 165 165 0 0 86 86| 112 120 83 89
HGP3 31 29 91 103 162 165 121 131 9% 110| 126 130 91 91
HGP4 3] 29| 100 100 162 162 0 0 86 86| 124 124 83 83
HRD2 31 30 97 100 165 165 133 147 103 103 0 0 83 91
HRD3 3] 30 97 100 165 165 127 127 86 107| 118 118 93 93
HRD4 31 30 88 109 165 165 125 150 86 100| 124 124 93 93
HRD6 3] 30| 121 127 162 165 150 150 86 86| 118 118 83 83
HBO1 31 31| 100 100 164 164 121 124 93 114| 108 126 83 85
HBO2 3] 31| 100 100 162 164 116 134 93 93| 108 120 85 97
HBO3 31 31 97 100 164 164 121 125 86 100 126 126 89 89
HBO4 3] 31| 100 100 164 164 116 123 86 93| 118 126 83 83
HBOS 31 31 97 97 164 164 134 134 86 100| 108 120 91 95
HAS 3] 32| 100 100 164 164 125 125 86 86| 126 136 83 83
H59/1 1| 33| 100 100 164 165 119 123 93 93| 108 124 87 87
H59/2 1| 33| 100 100 163 164 123 125 93 93| 108 122 83 93
H59/4 1] 33| 100 100 164 165 121 129 93 100| 116 130 83 93
H59/5 1| 33 91 100 165 168 123 127 93 100| 130 130 83 93
H59/6 1| 33| 100 100 164 165 127 127 93 93| 108 122 83 83
HH1 3| 34| 100 100 162 162 126 127 86 86| 122 122 89 89
HH2 31 34| 103 103 162 162 127 132 93 107 122 126 89 97
HH3 3| 34| 100 100 164 164 127 132 86 86| 108 126 83 97
HH4 3| 34| 100 103 162 162 120 120 86 86| 122 122 91 91
HH5 31 34| 103 103 165 165 121 127 86 86| 122 122 89 95
HH6 3] 34| 100 103 162 162 127 127 86 93| 108 122 89 91
HSA1 3] 35| 100 100 163 163 123 123 93 93| 122 136 83 87
HSA2 3] 35| 100 100 134 163 127 127 93 93| 122 128 91 93
HSA3 3] 35| 100 100 134 163 132 142 93 93| 112 118 83 95
HSA4 3] 35| 100 100 164 164 123 135 93 97| 118 136 0 0
HSAS5 3] 35| 100 100 165 165 135 135 93 93| 112 120 91 95
HSA6 3] 35 97 100 165 165 124 124 90 93| 118 130 87 87
HSB1 3] 35 91 100 163 163 116 124 93 93| 110 120 83 83
HSB2 3] 35| 100 100 164 164 118 120 90 93| 110 110 97 97
HSB3 3] 35| 100 100 164 165 118 129 93 93| 128 130 83 85
HSB4 3] 35| 100 100 162 165 130 130 93 93| 124 134 83 89
HSB5 3] 35| 100 100 162 165 121 129 93 97| 128 134 83 87
HSB6 3] 35 94 100 162 162 123 126 93 93| 114 120 83 97
HG1 3] 36| 100 100 162 165 0 0 90 93| 128 130 83 83
HG2 3] 36| 100 100 169 169 124 126 93 93| 120 120 89 91
HG3 3] 36| 100 100 163 163 116 123 100 107| 136 136 83 83
HG4 3] 36 97 100 163 163 123 126 86 93| 124 132 83 83
HG5 3] 36| 100 100 162 162 133 133 86 90| 116 128 85 97
HG16 3] 36 94 100 163 163 124 126 93 93| 114 118 83 99
S1 41 37| 100 100 164 165 124 128 100| 107| 108 118 83 89
S2 41 37 88 106 164 165 120 139 100 100| 108 108 89 89
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S3 41 37 94 106 165 165 120 120 86 100| 106 106 85 85
sS4 41 37 88 106 165 165 124 139 100| 107 | 112 118 85 89
S5 41 37| 127 127 165 165 120 139 100| 107| 116 116 93 93
S6 41 37 94 130 165 165 139 139 100 100| 122 122 93 93
S7 41 37| 127 127 165 165 121 128 140 86 86| 106 108 85 93
S8 41 37| 130 130 165 165 121 121 86 100| 108 114 93 93
S9 41 37| 103 103 165 165 121 140 93 100| 108 114 85 89
S10 41 37 94 127 165 165 124 124 93 107| 106 106 85 89
S11 41 37 94 130 165 165 125 140 86 100| 114 114 93 93
S12 41 37] 100 103 109| 165 165 126 126 86 100| 116 116 83 83
P42/1 5] 38 97 100 165 165 116 123 93 93| 118 118 83 101
P42/2 5] 38 94 100 162 162 116 121 93 93| 124 124 95 95
P42/3 5] 38 91 109 162 165 121 125 93 93| 114 118 83 93
P42/4 5] 38 91 91 165 165 111 118 93 93| 108 110 87 87
P42/5 5] 38 97 97 164 164 114 123 90 93| 110 110 83 89
P42/6 5] 38 91 100 165 165 121 123 86 93| 106 114 83 83
P43/1 5] 39 94 100 162 162 111 123 93 93| 108 110 93 97
P43/2 5] 39 94 97 162 165 111 111 86 86| 104 108 83 85
P43/3 5] 39 82 94 165 165 120 140 93 93| 104 108 89 97
P43/4 5] 39 82 82 162 165 111 124 93 100| 108 112 83 97
P43/5 51 39 97 97 165 165 111 140 90 93| 110 110 83 83
P43/6 5] 39 97 100 162 162 122 123 93 93| 126 126 83 83
P40/1 5| 40 94 112 161 164 166 122 122 86 93| 112 122 83 93
P40/2 5| 40 91 97 164 164 115 121 93 93| 108 112 93 95
P40/3 5| 40| 100 100 161 164 165| 123 127 93 93| 108 108 87 89
P40/4 5| 40 85 94 161 164 121 121 86 93| 108 122 93 95
P40/5 5| 40 91 100 164 165 122 122 93 93| 118 118 83 95
P40/6 5| 40| 100 112 164 166 120 120 86 93| 106 108 91 93
61/1 1] 41] 100 100 165 165 127 132 93 100| 108 108 83 83
21/1 6| 42| 100 100 162 165 125 125 93 93| 108 110 93 93
21/2 6| 42| 100 100 165 165 127 127 93 93| 122 124 93 93
21/3 6| 42| 100 100 164 164 122 123 86 93| 110 110 85 95
21/4 6| 42| 100 100 164 166 119 125 86 86| 108 118 83 83
21/5 6| 42| 100 112 162 162 113 120 86 107 118 118 89 107
21/6 6| 42| 100 100 166 166 121 121 86 86| 108 120 91 91
22/1 6 43 97 103 165 165 126 126 86 86| 104 116 93 93
22/2 6| 43 91 109 165 165 120 120 86 90| 104 120 93 101
22/3 6| 43| 106 106 164 164 129 129 86 86| 120 126 93 93
22/4 6| 43 94 97 165 165 124 124 86 86| 122 128 89 89
22/5 6| 43| 106 106 164 164 120 120 86 86| 112 116 89 93
22/6 6| 43 91 103 165 165 131 131 86 86| 104 116 83 93
41-1 6| 44 94 97 164 164 129 131 93 100| 116 128 83 91
41-2 6| 44 88 91 164 164 125 125 86 93| 116 128 83 91
41-3 6| 44 91 106 156 156 122 126 86 93| 114 114 89 91
41-4 6| 44 94 106 165 165 121 125 86 93| 114 122 93 93
41-5 6| 44 91 106 164 164 122 125 86 86| 114 114 89 91
41-6 6| 44 94 94 165 165 123 131 93 100| 108 108 83 83
44/1 6| 45 94 94 165 167 121 130 86 114 122 124 83 83
44/2 6| 45| 100 100 165 165 126 126 86 90| 110 114 83 101
44/3 6| 45 97 100 165 167 124 130 90 93| 122 122 83 101
44/4 6| 45 94 100 165 165 124 124 90 93| 110 110 83 83
45/1 6| 46| 100 100 164 164 121 124 86 97| 126 126 83 83
45/2 6| 46 94 100 164 164 118 118 86 86| 126 126 83 85
45/3 6| 46| 100 103 164 164 114 125 86 90| 110 110 85 85
45/4 6| 46| 100 100 164 164 125 125 90 97| 126 126 83 85
45/5 6| 46| 100 100 164 164 127 129 86 90| 108 108 83 109
45/6 6| 46| 100 100 162 164 121 138 90 90| 106 106 83 83
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