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1. Uvod

Svérazna hadcova fidr vegetace poutala pozornost botaniki jiz odedavna. Hadcovy substrat
diky svym chemickym a fyzikdlnim vlastnostem ptredstavuje stresujici a znacné selektivni
prostiedi pro zivot rostlin (Kruckeberg 1986). Pro fadu druht je hadcové prostiedi zcela
neobyvatiné, avsak zname i rostliny vazané svym vyskytem vyhradné¢ na hadcové lokality.
Casto velmi pozoruhodné ekologické a geografické vazby té&chto druhi pak vyvolavaji fadu
evolucné biologickych otdzek v Sirokém zabéru od probléml vzniku hadcové tolerance az po
otazky popula¢né-biologické a fylogeografické.

Také ceské hadce hosti n€kolik pozoruhodnych rostlinnych taxont, véetné nekterych
vyznacnych cCeskych endemitti (napf. Cerastium alsinifolium Minuartia smejkalij
Krahulcova & Stépankova 1998). Jejich evoluéni historie je téméf neznama, piedlozené
hypotézy (pokud jsou vibec formulovany) se opiraji nanejvyse o néktera sice cennd, avsak
experimentalné slabé podlozena pozorovani (napt. Potentilla crantzi Sojak 1960). Pres
vcelku intenzivni vyzkum v minulosti takeéistava neobjasnéna celd fada otazek ohledné
jedné znejvyznamnéjSich soucéasti nasi hadcové flory — reliktnich hadcovych populaci
chrastavce rolnihoknautia arvensisKromé vlivu hadct se v evoluci téchto populaci jisté
uplatiiovaly i procesy charakteristické pro cely polymorfni polyploidni komplekKnautia
arvensisagg., predevsim polyploidizace, hybridizace a alopatricka speciace (Stépanek 1982).
Dtisledkem soucinnosti téchto (a ziejmé i n€kterych dalsich) procest je velmi pozoruhodna
struktura morfologické, ekologické a karyologické variabiitkazujici jasné geograficky a
edaficky podminéné vazby.

Cilem studie, jenz bude feSena v ramci navazujici magisterské prace, je nahlédnout do
spletité evolucni historie reliktnich populaci, zjistit pficiny soucasné geografické distribuce
cytotypti a genetickych linii a pokusit se o odhaleni mikroevolu¢nich mechanismti, které
mohly hrat roli pfi vzniku a diferenciaci téchto populaci. Evoluéni studie s takto Sirokym
zabérem se vSak neobejde bez dukladného zakladu znalosti 0 modelovém taxonu a také
metodéch, které budou pro feseni konkrétnich otazek vyuzivany.

Hlavnim cilem predkladané bakalaiské prace je seznamit se s problematikou evoluce
na hadcovych stanovistich, biologii okruldi arvensisagg. a vybranymi metodickymi
pfistupy a pokusit se o shrnuti poznatki z téchto tfi oblasti formou literarni review Dil¢i cile
jsou nasledujici:

* zpracovani zndmych poznatki o mikroevoluénich procesech, které se mohou
uplatiiovat v souvislosti se specifickymi podminkami hadcovych stanovist’

 shrnuti znamych poznatki z biologie modelového druhkinautia arvensis

* nastinéni konkrétnich otdzek a hypotéz tykajicich se evolu¢ni historie reliktnich
hadcovych populad{. arvensis

* seznameni sersetodickymi postupy, které budou vyuzity k feSeni téchto otazek

V ramci magisterské prace a diskuze jejich vyhod, limitaci a vyuziti a zhodnoceni

ptinosu dosud pouzitych metod na zéklad¢ predbéznych vysledkil



2. Specifika hadcového podkladu
2.1 O hadci

Hadce (serpentinity vznikly pfeménou bazickych a ultrabazickych vyvielych hornin.
Témito mateCnymi vyvielinami jsou ptredev§im horniny ze skupiny peridotitu obsahujici
olivin, rhombicky pyroxen, monoklinicky pyroxen apod. Rulznorodost bazického
peridotitického magmatu je pfiinou zna¢né variability hadct. Béhem procesu, kdy hadce
vznikaji (tzv. serpentinizace), se uplatiiuji vysoké teploty (neptevySujici vSak 700°C),
zvySeny tlak a je také potieba dostatek vody. V pribéhu serpentinizace dochazi k nahrazovani
mineralti pavodnich mineraly serpentinové skupiny — MgsSkOs(OH)s. Kromé serpentinu vSak
mohou vznikat i dalSi nerosty jako napf. magnezit (MgCOs), mastek, brucit a magnetit
(Fe;0;4) (Cech et al. 2002, Proctor & Woodell 1975).

Z hlediska chemického je hadec piedev§sim vodnaty kiemicitan Zeleznatohofecnaty
(MgsSkOs(OH),). Kiemik a hotéik jsou obvykle zastoupeny kazdy 30—40% a zelezo 7-14%.
Ve stopovém mnozstvi je také pritomna tada tézkych kovi, napt. nikl, chrom ¢i kobalt.
Naopak vmalé mife jsou obsazeny vapenaté, draselné a sodné ionty a fosforecnany.

Chemicka reakce hadcovych pud je mirn¢ alkalickd. Tyto puidy rychle propoustéji
vodu, jsou suché¢ a tak Spatné¢ vedou teplo. Povrchova vrstvicka pidy se mize znacné
prehiivat nebo podchlazovat a dochazi tak k vyraznym teplotnim zménam i mezi dnem a noci
(Cech et al. 2002, Unar 1996).

2.2 Rostliny a hadec

Zvlastni vlastnosti hadcové horniny aniz vznikajicich ptd zna¢né ovliviiuji zivotni
podminky rostlin. Nelze fici, Ze zde hraje roli jediny hlavni (napiiklad chemicky) faktor,
dilezitych cinitelli je vétsi pocet a jejich vliv se s¢itd. Termin ,hadcovy syndrom®, Casto
uzivany v této souvislosti, poukazuje pravé na kumulativni ucinek jednotlivych komponent,
na néz se rostlina musi adaptovat (Brady et al. 2005)

Hlavnimi slozkami hadcového syndromu jsou nasledujici chemické, fyzikalni a
geografické faktory (Brady et al 2005, Proctor & Woodell 1975):

1) Chemie hadcového podkladu a hadcovych pid:
* nizky pomér Ca:Mg iontéi na rozdil od béZnych pid nepiesahujici hodnotu 1
(vétsinou vsak nizsi 0,4)
* vysoky podil téZzkych kovii, zejména Ni, Cr, Co a Fe
* nedostatekzakladnichzivin (zejména N, P a K a také Ca)
2) Fyzikalni vlastnosti hadcového podkladu a hadcovych ptad
» velké teplotni vykyvy — temna barva mate¢né horniny v kombinaci s jejich Spatnou
(napf. na Mohelenské hadcové stepi byly zaznamenany povrchové ptidni teploty az o
18-24°C vyssi oproti okolnimu vzduchu, Hrudi¢ka 1937)

" Uzivani slova serpentinit (hadec) je v biologické literatufe ponékud 3irsi, nez jak ho vymezuje geologické
definice. Vétsinou je vztahovan na celou $kalu riznych druht hornin, jimz je spolecny vysoky obsah Fe a Mg (v
anglické literatufe souhrnné oznacovanych terminem ultramafic), a nikoliv pouze na horniny tvofené mineraly
serpentinové fady (Proctor & Woodell 1975). Sirsiho pojeti tohoto slova se budeme pro jednoduchost drzet i
v nasledujicim textu.



» vyrazna geomorfologie— hadcova hornina Casto obtizné vétra a tak jsou hadcoveé
oblasti charakteristické vystupujicimi hibety, rozervanymi skalisky ¢i prudkymi
kamenitymi svahy; eroze naopak vyrazn¢ ovliviiuje hloubku a kvalitu ptidniho profilu

* velké sucho - mélké skeletovité pudy a rozpraskana matecna hornina snadno
propoustéji vodu; hrubd textura a nizky podil organického materidlu navic snizuji
retencni schopnosti

3) Siln¢ diskontinualni rozsifeni hadcovych téles je pti¢inou v zasadé ostrovniho charakteru
hadcovych lokalit (Kruckeberg 1991).

Na riznych mistech se v8ak tyto charakteristiky uplatiiuji v ruzné silné mife. I z naSeho Uzemi
zndme fadu hadcovych lokalit (zejména téch drobnych), kde se vliv hadcového substratu
viibec neprojevuje (Novak 1928). Faktory jako oslunéni, hloubka a stabilita ptidniho profilu,
sklon svahu ¢i moZnost pfisunu Zivin hraji klicovou roli v sile stresového ptsobeni hadcového
syndromu na rostliny (Kruckeberg 1984).

3. Mikroevoluce na hadci

Po dlouhou dobu byly pruzkumy vénované svérazné hadcové flofe a vegetaci vesmés pouze
popisné zaméfené. Autoii téchto prizkumi si v§imali zejména zvlastnich vegetacnich typu,
prudce kontrastujicich s okolni vegetaci, a také pozoruhodm&ektvace vzacnych
floristickych prvki, casto reliktniho ¢i endemitniho charakteru a popisovali je (Kruckeberg
1984, Proctor & Woodell 1975). @stupem casu se vyzkumnici zacali také ptat pro¢ se
takova flora a vegetace na hadcich miZze vyskytovat. K odpovédi na tuto otazku je mozné
pfistupovat dvéma riznymi zpusoby. Prvni pfistup se soustied’'uje na specidlni mechanismy,
které umdiiuji rostlinam piekonavat stres vyvolavany zvlastnimi chemickymi a fyzikalnimi
vlastnostmi hadcového substratu, popisuje fyziologické ipsinfungovani a genetického
fizeni téchto mechanismd. Druhy pfistup na zvlastni fyzikalné-chemické (ale i geografické)
vlastnosti hadcti pohlizi hlavn€¢ z thlu jakéhosi ,,potencidlu®, ktery mohou piedstavovat pro
evoluci rostlin. Jakd miize byt role, kterou hraji v evolucnich procesech S§ifeni a speciace
hadcovych rostlin?

Mikroevolu¢ni procesy, které formuji hadcové druhy a rasy se v obecnych principech
nijak neodliSuji od obecné znamych schémat rostlinné evoluce. Edaficky faktor hraje spiSe
ulohu zakladniho stimulu, spoustéjiciho tyto procesy (Kruckeberg 1986). V nasledujicim
ptehledu se proto nebudeme soustfed’ovat na popisovani zakladnich principti a mechanismt
rostlinné evoluce (napt. Briggs & Walters 2001), ale spiSe se pokusime nalézt rizné zpiisoby,
kterymi mohou zvlastni vlastnosti hadcti ovliviiovat pribéh a projevy obecnych
mikroevolu¢nich procest.

3.1 Hadcova tolerance

Vétsina rostlinnych druht neni schopnéd na hadcovych pidéach Gspésné rist a prezit. Nicméné,
u jist¢ menSiny rostlin se vyvinuly fyziologické a vyvojové mechanizmy, které jim umoziuji
prezit a dale se Uspé$né rozmnoZovat (Pepper & Norwood 2001). Konkrétni mechanizmy
hadcové tolerance jsou stalectké ¢asti neznamé, je vSak velmi pravdépodobné, Ze se jedna
o komplexni soubor nékolika soubézné piisobicich faktorti (Proctor & Woodell 1975).



3.1.1 Mechanizmy hadcové tolerance

Obsah Ca a Mg iontu

Nizky obsah vapenatych iontd v hadcovych pudach a jejich vztah sionty hofecnatymi je
pravdépodobné nejdilezitéjsi pfi€inou neobyvatelnosti hadcovych pid pro vétSinu rostlin.
(Brady et al. 2005). Proctor & Woodell (1975) uvadéji primérné hodnoty dostupného vapniku
pouze mezi 0,2 a 4 mEq/100g. Pfijem nizce zastoupenych Ca iontl jesté ztézuje piitomnost
Mg, které snizuje jeho dostupnost pro rostliny. Chemické charakteristiky hadcové pldy je
proto vhodnéjsi vyjadiovat formou poméru téchto dvou iontl. Zatimco pro optimdlni riist
vétSiny rostlin musi byt pomér Ca:Mg alesponi 1, na hadcovych pidach toto cCislo obvykle
nepiekracuje hodnotu 0,4 (Proctor & Woodell 1975).

Na vztah vapniku a hotc¢iku se vSak mizeme divat i z jiného ihlu. Co kdyz je primarni
pfi¢inou neuZzivnosti pravé vysoky obsah Mg iontli, ktery fad€ rostlin znemoziuje piistup
k Ca i dalsim prvktim (napi. Al, Fe, B, Mn, P a N)? Jednalo by se tak vlastn¢ o toxické ucinky
hotfecnatych iontil na rostliny (Brady et al. 2005).

Ob¢ z vySe zminovanych moznosti
vSak mohou vést ke stejnému vysledku co
ty¢e poméru Ca a Mg iontl obsaZenych
vrostlinnych  pletivech.  Zady  studii
vyplynulo, ze pokud ve shodnych podminkach
na serpentinitovém substratu péestujeme obé
edafické rasy, hadcovy typ dokdze pfijimat
méné¢ Mg a vice Ca ve srovnani se svyn
nehadcovym protéjskem (Brady et al 2005).
Zatimco koncentrace Ca i Mg byla
nehadcovych  druhd  kalifornskych  keti
V podstaté shodna s obsahem téchto prvkl v
(hadcovépidé, jejich hadcové kongenery
dokazaly udrzovat signifikantn¢ vyssi hodnoty
Ca:Mg ve svych listech (O'Dell et al 2006
Hlavnimi  fyziologickmi  pfi¢inami téchto
rozdith  budou pravdSpodobné  odlisne Obr. 1 — Reakce hadcové (prav4) a neadcové (leva

VIVaStrVIOVSE' m?m,branOWCh lontovyc ¢ast kvétindce) rasy Phacelia californicama obsah Ci
pienaSecil (selektivni transport Ca a/nebo  jontsi a zivin v hadcovém substrdtu. A: pridano 2

vyluCovani Mg) a také odlisné chelatacni tuny/akr sadry (C#8Q.H,0), B: priddno 4 tuny/akr

schopnosti u jednotlivych ras (Brady et ¢ sadry, C: nezménény hadcovy substrat, D. hadec +
2005, O'Dell et al 2006) NPK-hnojivo (Kruckeberg 1954)

Obsah tézkych kovi

Tézké kovy ptitomné ve zvySené miie v hadcovych pidéach (zejm. Ni a Cr) plsobi na vétsinu
rostlin toxicky (Proctor& Woodell 1975). Napiiklad zvySena koncentrace niklu muize
inhibovat déleni bunék v kofenovych meristémech u netolerantnich rostlin, ma negativni vliv
na fotosyntézu, respiraci a regulaci transpirace (NyBerglund et al. 2003). Sporna je vSak
otazka, jak dileZitou pozici zastava tolerance k t€Zkym kovim v celé problematice hadcové
tolerance. Néktefi autofi povazuji obsah tézkych kovi za hlavni pfi¢inu neobyvatelnosti
hadcovych puid, jini ho naopak pomijeji. Napiiklad jinak velmi obsahla review Brady et al.
(2005) vliv tézkych kovii v souvislosti s vlastni hadcovou deinci témét nezminuje. Pied
kladenim diirazu na ucinek jediného faktoru — piisobeni tézkych kovli varuje napi. Slingsby
(1988), klicovy vyznam jim nepiikladd ani experimentalni studie O'Dell et al. (2006). Na



druhou stranu, skandinavsk®rastium alpinunvykazovalo prukazny rozdil v toleranci k Ni
u rostlin z hadcovych a nehadcovych populaci (Nyberg Bedgdtial. 2003).

Sucho, ziviny a morfologicka odpovéd’
Sucho a snizeny obsah zZivin pravdépodobné nikdy nejsou hlavnimi pfi¢inami hadcové
intolerance (viz ngf. Kruckeberg 1954, obr.1), avsak k nehostinnosti hadcovych biotopi
mohou znacné prispivat. Piisobeni téchto faktori se pak odrazi na morfologické odpovedi
hadcovych rostlin (Proctor & Woodell 1975). Nékteré morfologické znaky ziejmé predstavuji
konkrétniadaptace, jindy se mize jednat o pouhé disledky pisobeni sucha nebo nedostatku
zivin na rostlinnou architekturu. U mnoha hadcovych forem (avSak zdaleka ne u vSech) se
muzeme setkat s nasledujicimi morfologickymi rysy (Brady et al 2005, Kruckgbé984,
Proctor 1999, Westerbergh & Rune 1996):

* xeromorfni tendence u listii — sklerofylie, mensi velikost, sivé zbarveni, fidké ci

naopak velmi husté odéni

*  mensi vzrast

» kompaktni habitus

* vyvinutéjsi kofenovy systém

Zvladstni  hadcové morfotypy, serpentinomorfézyylyb samoziejmé¢ v popiedi zajmu
popisnych botanikli poc¢atku minulého stoleti. Pravdépodobné ¢eskou specialitou se pak stal
fenomén trpasli¢ich rostlinnych forem, tzv. nanismti. Nejvétsi zasluhu na ,propagaci®
nanismti m¢l asi R. Dvoftak, fidici ucitel méstanky v Moheln¢ (napt. Dvorak 1940). Dvorak
ztéto hadcové oblasti popsal celou fadu forem a variet od riznych taxond a celkem zde
napocital 279 rtznych typ nanismi (Mackid 1960). Jiz v mezivalecné dobé vSak Dvotakovi
kolegové védeli, ze nanismy jsou pouhou nedédi¢nou ekomorfézou a Ze na jejich formovani
ma vliv pfedev§im intenzivni pastva v celé oblasti (Suza 1928). Piesto vSak byva pfitomnost
nanismt dodnes spojovana spiSe s hadcovym substratem, nez s vlivem pastvy.

Na tomto piikladu vidime, jak nutnost oddé¢lovat vliv prostfedi od genetického zékladu
na morfologickou variabilitu, nabyva ptipadé hadcti dvojnasobné dulezitosti. Geneticky
podminéné odchylky hadcovych rostlin samoziejmé existuji, casto se projevuji i na Grovni
ekotypti (napf. Stépankova 1997, Westerbergh & Rune 1996). Studium morfologie a
dédicnosti jednotlivych znakii mize piinaset velmi dilezité poznatky do studia speciace na
hadcovych stanovistich (napt. priklad Layia discoideaBaldwin 2005, kap. 3.2.2.1)

3.1.2 Vznik hadcové tolerance

Kruckeberg (1954) piedpoklada, ze toxicky hadcovy substrat mize uspésné kolonizovat
pouze néjaky vhodné ,,preadaptovany* genotyp. Tyto ,,preadaptace™ se mohou tykat odolnosti
k n¢kterym z dil¢ich problémi hadcového syndromu, napi. k suchu ¢i zvySenému obsahu
nékterych prvkll v pidé. Potencidlni kolonizator je jimi vybaven bud’ proto, Ze nijak
neomezuji jeho fitness, nebo protoze mu dokonce poskytuji n&jakou v jiném kontextu
vyuzitelnou vyhodu. Napiiklad rostliny obyvajici zasolend pifimoiskéd stanovisté musi byt
adaptovanyna vyssi obsah Mg iontd v pudé (Brady et al. 2005). Také schopnosti nékterych
rostlin ve zvySené mife ve svych pletivech akumulovat tézké kovy mize poslouzit jako dobry
pfiklad — na hadcich tato vlastnost umoziiuje hospodafit s tézkymi kovy, zatimco na
normalnich substratech chrani pfed patogeny, herbivory nebo milze napomahat v
alelopatickém ,souboji s okolnimi rostlinnymi konkurentgoyd & Martens 1998). Taylor
& Levy (2002) zjistili toleranci ke znacné snizenému poméru Ca:Mg iontli u nékterych
populaci yhradné¢ silikatového druhu Phacelia dubiaktery na hadci nikdy nerostl.



Dal$i moznosti je zisk ,,preadaptace” prostiednictvim genového toku od jedinch z
blizkych hadcovych populaci. Kruckeberg (1954, 1967) si vSiml meyie podilu
tolerantnich jedinci v populacich u jinak netolerantnich ras, které se nagh&zelizkosti
hadcovych vychozl obyvanych hadcovymi typy téhoz druhu. Tok genli mezi hadcovymi a
nehadcovymi populacemiSilene dioica v severnim Svédsku prokazaly vysiZitim
isozymovych metod napt. Westerbergh & Saura (1992).

.Preadaptaci‘ yistém slova smyslu by mohla byt i schopnost obejit se bez néjakého
mechanismu, ktery sice,wormalnich“ podminkach pfedstavuje vyhodu (napf. kompeticni),
avSak ve stresujicim hadcovém prosttedi se jeho vliv nemlze uplatnit. Pfikladem mohou byt
mykorhizy. Druh, ktery je jiz v nehadcovém prostiedi pfizptisoben Zivotu bez mykorhizy,
neutrpi pfi prechodu na hadcovy substrat snizenim fitness z divodu ztraty mykorhizniho
symbionta (Pepper & Norwood 2001). Vyrazné zastoupeni mosHipievazné
nemykorhiznicReledi Caryophyllaceaea Brassicaceaev hadcovych florach temperéatnich
oblasti (Proctor 1999) podobnym zavérim nabadaji (Pepper & Norwood 2001), avSak
praktické ovéteni takovychto hypotéz schazi.

3.1.3 Hadcova ,,past"?

Proc¢ nékteré hadcové druhy nerostou mimo hadec? Divodem by mohlo byt silné fyziologické
pfizpiisobeni na zvlaStni chemické podminky hadct, které uz nedovoli hadcovy substrat
opustit. Pokusné byl dolozen zvySeny pozadavek na pfisun uritych iontd (Mg, Ni) u
nékterych hadcovych typl (viz Brady et al. 2005, Proctor & Woodell 1975). Tento pozadavek
se vSak \popisovanych ptipadech projevoval pouze zhorSenymi vlastnostmi rastu, nikdy
celkovym uhynem rostliny. Proctor a Woodell (1975) uvadé&ji, ze neznaji jediny hadcovy
druh, ktery by nebylo mozné kultivovat v béznych podminkach. Pozadavky na zvlastni
edafické vlastnosti hadcti tak mohou k vazbé nékterych rostlin na hadce pfispivat, avSak
hlavni roli nehraji.

Nejdulezitéjsim faktorem, ktery ,nedovoli“ nékterym serpentinofytim opustit
hadcovou oblast je pravdépodobné konkurence (Kruckeberg 1954, Proctor & Woodell 1975,
Brady et al. 2005). Kruckeberg (1954) toto dokazal elegantnim pokusem, kdy vysel smes
semen b&Znych nehadcovych druhti a hadcového endemita rodu Streptanthusdo nadob
Shadcovou a normalni pidou. Zatimco v hadcovém truhliku bylo po n€kolika tydnech mozné
nalézt jen roztrousené kli¢ici semenacky Streptanthusa nékolik skomirajicich semenacka
béznych rostlin (vesmes trav), nehadcovy truhlik bujel vzrostlymi semenéci fady druhil, avsak
semenacky hadcového endemita se mezi nimi nalézt nepodafilo. To, Ze je Streptanthus
schopen kli¢it v nehadcové pidé samostatné jiz bylo prokazano v predchozim experimentu
(Kruckeberg 1954).

Co vSak miize byt pfi¢inou kompeticni slabosti hadcovych druhii? Brady et al. (2005)
hovoii pouze o genetickych trade-offs Konkrétnéjsi vysvétleni nabizi Nyberg Berglund
(2005). Hadcové rostliny snadditvodt sucha ¢i nedostatku Zivin musi vytvaret rozsahlejsi
rychly rGst nadzemnich c¢asti, rostou tedy pomaleji a celkové dosahuji mensiho vzriistu
(chovéni typického Stratéga). A vskutku, pomalejsi rtistové rychlosti (nadzemnich ¢asti) u
hadcovych typt ve srovnani gejich nehadcovymi ,prot&jsky” zminuji i dal$i autofi (viz
Brady et al. 2005).



3.2 Speciace na hadci

3.2.1 Hadce a fytogeografie

Hadcové horniny jsou takika celosvétove
roz§itené a pokryvaji piiblizné 1%
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oceanskych ostrovil. Kruckeberg (1991) Obr. _Z—Qstrﬁvkovité rozsireni hadcovych vychozii
tyto pfiméry v obecné roviné schvaluje, v Kalifornii (Kruckeberg 1984)

avSak poukazuje na nckteré fytogeografické aspekty, kterymi se ,,vnitrozemské* edafické
ostrovy lisi od téch ,,pravych* oceanickych:

* Hadcové ostrovy nejsoubklopeny motfem ,,bez zivota®, ale jinymi suchozemskymi
biotopy, ze kterych mohou na hadce pronikat nové druhy (nové se formujici
endemické ,,serpentinofyty, avSak také konkurenti stavajicich druhtt)

* Rostlinstvo hadcového ostrova proto mize byt ptibuzné€jsi druhtim z okolniho ,,mofe,
nez obyvatelim dalSich ostrovli (napt. v pfipadé hadcovych ras a ekotypt).

* Dilezitou fytogeografickou slozkou hadcového ostrova mohou byt i reliktni druhy
(pochazejici z geologicky nedavné minulosti ve srovnamélisty z oceanickych
ostrovil)

* Hadcové ostrovy jsou od okolniho prostfedi vymezeny charakteristickymi vlastnostmi
serpentinového substratu. Bariéra proto neni jen geokgafiale i ekologicka a
potencialni kolonista hadcového ostrova musi byt na jspecifické podminky
adchptovan (zatimco ke kolonizaci oceanického ostrova mize teoreticky stacit pouha
schopnost uspésné dalkové disperze)

Zajimavé je, ze v mnoha smérech analogickou situaci k edafickym hadcovym ostrovim
muzeme hledat i u jinych edaficky vymezenych diskontinuit (napt. vapencové lokality,
silikdtové vychozy) nebo 1 topograficky vymezenych vnitrozemskych ostrovili, naptiklad
alpinskych poloh (Kruckeberg 1991).

Rostliny, které se na hadcovych ostrovech ,sesSly*, pfedstavuji pestrou smesici
taxonomickych i fytogeograkych prvkt, svelmi odliSnymi projevy reakce na hadcovy
substrat. Na jednom serpetinitovém vychozu mizeme najit plynulou Skdlu druhG od
omezenych lokdlnich endemitl, ptes relikty, exklavni prvky, rizné diferencované ekotypy az
po edaficky zcela indiferentni iokoli bézné druhy (Kruckeberg 1984).



Kruckeberg (1984) na zaklad¢ svych dlouholetych zkusenosti s hadcovou florou
zapadniho pobiezi USA vyclenil tyto fytogeografické hadcové ,,prvky*:

» Indiferentni druhy (bodenvagspecie} jsou nespecializované taxpschopné rist na
pestré Skale substratli véetné serpentini. JelikoZ jsou tyto druhy vétSinou vyclenény
pouze na zakladé morfologie, rozhodné¢ neni vyloucena piitomnost kryptickych
edaficky specializovanych intraspecifickych ras ¢i  ekotypti (napt. Achillea
millefolium, Kruckeberg 1967).

* Local indicators jsou taxony, které sice mohou rust na hadci i mimo néj, avSak
Vv ramci svého aredlu tak ¢ini s urcitou geografickou strukturou. V typickém ptipadé
dany druh v centru svého aredlu roste na nehadcovyclechisavsak wékteré
okrajové casti je veérny serpentinim (napi. kalifornska Pinus jeffreyi Kruckeberg
1984). Je dobré poznamenat, Ze v politicky fragmentované Evropé mohou byt
takovéto okrajové populace sndze oznaCovany za samostatné endemitni taxony, nez
v podobné velké oblasti zapadniho USA.

* Hadcové endemity jsou taxony svym vyskytem omezeny vyhradné na hadcové
lokality. Na tuto kategorii se nyni podivame blize

3.2.2 Hadcové endemity

Hadcové endemity jsou bezpochyby jednonejzajimavéjsich slozek hadcového fenoménu.
Jejich Cetnost je vruznych oblastech znaéné proménliva, napiiklad z Kalifornie uvadi
Kruckeberg (1984) 215 endemickych hadcovych taxont, z Nové Kaledonie je udajné zndmo
ptes 30 rodd a 900 druhd a dokonce 2 monotypické Celedi omezené na hadcové lokality
(Kruckeberg & Rabinowitz 1985). Oproti tomu saverné polozenych temperatnich a
borealnich oblastech je pocet hadcovych endemitii (obzvlasté v ranku druhu a vyse) znacné
nizsi, zfejm¢ zejména diky promeénam vegetace v prub¢hu kvartéru (Westerbergh & Rune
1996)

Taxony, kterym je spole¢ny endemicky vyskyt na hadcovych substratech se mohou
zasadn¢ odliSovat svym pivodem a potazmo i zpitisobem vzniku. O vymezeni dvou
extrémnich fytogeografickych ptipadi se pokusil Kruckeberg (1954), jehoz koncept posléze
ptevzali Proctor & Woodell (1975). Mayer & Soltis (1994) na problém hadcového
endemismu u rodGtreptanthusispésné aplikovali koncept paleo- a neoendemismu. Oba tyto
ptistupy v zasadé dospivaji ke shodnému rozd¢lent:

» serpentinofyt ~ hadcovy neoenderivznikl a diferencoval néjakého geograficky
blizkého (hadcového ¢i nehadcového) taxonu v nedavné dob€ piimo in situ na hadci.
Jeho aredl je velmi maly, vétSinou omezeny na nékolik blizkych hadcovych ostrovi, na
které se pravdépodobné dostal migraci ze své ,matetské* lokality.

» serpentinikolni relikt ~ hadcovy paleoendemitptedstavuje pozistatek pivodné Site
rozsifeného taxonu, jez po vyrazné kontrakci aredlu a vymizeni jeho nehadcovych
populaci zlstal omezen pouze na ostrovy serpentinitl

* ani do jedné xyse uvedenych kategorii (vytvofenych na zaklad¢ znalosti kalifornskych
hadcti) vSak nezapada fylogeograficky pattern endemickychhadcovych kapradin
(znamy mozna pouze z Evropy) — serpentinofytni zastupci rodspleniumobyvaji na
poméry jinych hadcovych endemiti neobvykle rozsahlé aredly (napt. Kiisa 1988) coz je
pravdépodobné diisledkem postupného Sifeni ,,z ostrova na ostrov prostfednictvim
lehkych anemochornich spor.



3.2.2.1 Serpentinofyty a sympatricka speciace na hadcich

Serpentinofyt by sice mohl pochazeté&akého blizce piibuzného hadcového taxonu, avSak
mnohem zajimavé§jsi schéma nabizi pfipady sympatrické speciace hadcového typu z piilehlé
nehadcové populace. Pravé procesy probihajici na selektivnim rozhrani stresujici hadcové a
nehadcové pudy pritahly pozornost vétsiny vyzkumnikli a v souhfe se studiemi heavy metal
tolerancevyustily vkoncept ,.edafické speciace, zvlastniho typu sympatrického specia¢niho
procesu, ktery ma ambice stat se jednim ze zakladnich modeli adaptivni evoluce v pfirodnich
podminkach (Brady et al. 2005).

Zakladni model postupné edafické speciace prave na piikladu serpentiniti popsal
Kruckeberg (1986): V ramci nehadcovych populaci existuji jedipmieadaptovani‘ na
zvlastni edafické podminky hadci. Mechanismy disruptivni selekce, katastrofické selekce (viz
nize) nebo postupna divergence (s prispénim genetického driftu) rozd€li piivodné jednotny
druh do hadcové tolerantnich a netolerantnich, ekologicky specializovanych ras (zde se
projevuje kliCovy ,.speciacni stimulus® hadcovych pid). Hadcové rasa dale diverguje ve
strukturalnich a funkénich znacich. V souvislosti s postupnou divergenci obou ras dojde ke
genetické fixaci jejich reprodukeni izolace. Preruseni genového toku mezi obéma rasami
umozni dalsi divergenci (napt. prostfednictvim driftu) a speciaci hadcového endemita.
Vétsinou se tedy jedna o postupny vyvoj v linii: tolerantni genotyp — hadcova rasaEkotyp)

- hadcovy (neo)endemit.

Zajimavou otdzkou je, pro¢ nckteré hadcové typy ,.zGstaly ve fazi hadcové rasy,
zatimco jirt dospély az do ,konetného* stavu samostatného druhu. S touto otézkou
bezprosttedné souvisi kliCovy bod této teorie (ktery sam autor moc nerozvadi) — vznik
reproduk¢nich bariér a nasledné omezeni genového toku mezi obéma typy (! nyni
neuvazujeme ziejm¢ vzacnéjsi piipady saltacni speciace). Této otdzce se podrobnéji vénuje
Rajakaruna (2004) a na zaklad¢ vlastnich studii na rodu Lasthenia(z hadci) a vyzkumu
dalsich autorti u rodi Agrostisa Mimulus(z pid kontaminovanych tézkymi kovy) poukazuje
na nasledujiainoznosti reprodukéni izolace edafickych typu:

» posuny vdob¢ kveteni (Agrostis, Lasthenia, Mimulys

* zména v opylovacskych preferencich (ptestavbou kvétni morfologie, Mimulug

» vznik ¢i alespont zvySeni miry samospraseni v populacich specializovaného edafického
typu (Agrostis, Lasthenia, Mimulys

* vytvofeni pylové inkompatibility mezi obéma typy (Lasthenia, Mimulus

Primarni pfi¢inu k vytvofeni téchto bariér muize ptedstavovat ekologicky selekéni tlak
pusobici na hybridy vzniklé kifizenim mezi obéma typy. Naptiklad vptipadé rodu Lasthenia
tito hybridi nebyli vpiirozenych podminkach pozorovani i pfes experimentalni ovéteni plné
kompatibility mezi obéma rodiCovskymi typy. Hybridi jsou pravdépodobné ekologicky
znevyhodnéni v prostfedi obou matetskych typt a selekéni tlak proto plsobi na vytvofeni
mechanismu, které by vzniku takovychto ,,neuzitecnych® hybrid mohly zabréanit (Rajakaruna
2004).

V této situaci je zajimavé zminit piipad hybridizace dvou edaficky vikarizujicich
kalifornskych dubu (Forde & Faris 1962). Quercus duratge hadcovym endemitem, zatimco
Q. dumosase témto substratim zasadn¢ vyhyba. Hybridizace mezi obéma druhy je sice
mozna, avSak kiizenci se vyskytuji pouze vzacné v pirechodné zon€ na hranicich hadcovych
obvodi a v prostfedi ani z jednoho zodi¢ovskych typl nejsou schopny uspésné prezit.
Vyjimkou je jedind kompletné hybridni populace, kterd naSla vhodnou niku v ekologicky
stresujicich podminkdch na exponovaném a neuzivném (avSak nehadcovém) skalnatém



hiebenu, kde se zfejme ani jeden z rodiCovskych druhti nemohl uplatnit (Forde & Faris 1962,
Kruckeberg 1986).

Saltacni speciace na hadcich

Pomérné ,.extremisticky™ (o to vSak citované€jsi) model saltani speciace na diploidni urovni
je tzv. katastrofické selekce (Lewis 1962). Tento model piedpoklada existenci marginalni
populace rostouci &iln¢ stresujicich podminkach na hranici ekologickych moznosti druhu
(napf. na velmi suchém stanovisti). Pti zesileni vlivu tohoto ekologického stresu (napi. béhem
extrémné suché sezony) dojde ke zdecimovani vétsi ¢asti této populace a piezije jen omezené
mnozstvi nejodoIngjsich jedincti, kteti zdroven nesou chromosomalni ptestavbu znemoziujici
genovy tok se zbylymi populacemi daného druhu. Vznikne nowly, dtokonale izolovany od
svého predka. Piikladovym druhem se stal druh Clarkia lingulata (Onagraceag jenz se od
svého pravdépodobného predka C. biloba skutecné odliSuje rozsahlymi cytologickymi
prestavbami (liSi se dokonce chromozomovym poctem). Tésna blizkost obou druhi byla
prokadzana cytologickym pozorovanim (Lewi862) a pozdgji i studiem isozymi a DNA
(Gottlieb 2004).C. biloba ani C. lingulatavSak na hadci nerostou (a ani nikdy nerostly) a
zakladni stresujici faktor ptredstavovalo (kolisajici) sucho. Raven (1964) se koncept
katastrofické selekce pokusil aplikovah moznosti hadcové speciace (zvastni edafické
podminky jako stresujici faktor), avSak konkrétni piiklady neuvadi. Od této doby je tento
koncept v souvislosti adafickou evoluci pouze piejiman dalsimi autory (napt. Kruckeberg
1986, Rajakaruna 2004).

Saltacni speciace se pravdépodobné uplatnila pii vzniku (tentokrate jiz hadcového)
neoendemitniho taxonuayia discoidea(AsteraceaGottlieb 2004, Baldwin 2005). Tento
druh je omezen na jediny hadcovy obvo&alifornii a od svého matefského taxonu L.
glandulosa se odliSuje drastickymi zménami v morfologii (postrada jazykovité kvéty a
nékteré listeny). Zajimavé je, Ze takto napadné morfologické rozdily jsou fizeny jen malym
poctem genti velkého ucinku (Gottlieb 2004). Tésnou blizkost obou druhd prokazalo
sekvenovani uUseku ITS — ve vysledném stromu hyladiscoidea ,,uhnizdéna®“ mezi
jednotlivymi  populacemi L. glandulosa (Baldwin 2005). Konkrétni mikroevoluéni
mechanismus vzniklLayia glandulosaje vsak stale neznamy (Baldwin 2005). Moznost
katastrofické selekcesak lze jednoznaéné vyloudit uz jenom proto, Zze se oba druhy mezi
sebou bez problému kiizi (Gottlieb 2004).

Velmi rozsitfenym mechanizmem saltacni speciace v obecné roviné je polyploidizace
(Briggs & Walters 2001). Piekvapivé malo studii se vSak zabyvalo karyologickymi
diferenciacemi piirodnich populaci v kontextu toxickych substratti (Krahulcova & Stépankova
1998). Negativni vysledky, co se tyce rozdilli ve struktufe a poctu chromozomu piinasi napft.
Cobon & Murray (1983). Studie polyploidniho komple@alium pumilumagg. (u jehoz
ploidni drovni avérnosti k hadcovému substratu (Krahulcova & Stépankova 1998). Zajimavy
byl ale nélez jediného vysoce polyploidniho (12x) jedir@e pumilum agg, na jedné
Z hadcovych lokalit (dolnokralovické hadce). Mezi diskutované pficiny vzniku tohoto
polyploida patfila hybridizace spojena s allopolyploidizaci nebo mutagenni G¢inky tézkych
kovii (Krahulcova & Stépankova 1998). Vliv hadce se nejspi§ miize promitat i do morfologie
karyotypu. Karyotypy tfech hadcovych populaci druhu Myosotis stenophyllese statisticky
odliSovaly od karyotypli zbylych populaci, avSak navzajem si byly velmi podobné, a to i pres
velikou geografickou vzdalenost hadcovychalit (Stépankova 1996). Coulaud et al. (1999)
sice nepozorovali zadné rozdily v morfologii karyotypu mezi populaceniirmeria maritima
Z normalnich a tézkymi kovy kontaminovanych lokalit, ale zjistili vy$si frekvenci interfaznich
abnormalit (pfitomnost mikrojader indikujicich poruchy mitézy) u rostlin pochézelicic
z kontaminovanych mist.
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3.2.2.2 Serepentinikolni relikty

Prosttedi hadcovych ,,ostrovii je sice ekologicky stresujici, av§ak diky snizené kompetici zde
muzou nalézt utocisté¢ konkurencné slabsi druhy (Kruckeberg 1984). Yodminkach postupné

se méniciho klimatu spojeného se vzristajici konkurenci jinych druhli rostlin mohou pfilehlé
nehadcové populace vyhynout ana¥cho druhu se stane bud® rovnou endemicky
serpentinikolni relikt (vyhynou vSechny nehadcové populacebo Jocal indicator”
(vyhynou pouze blizké nehadcové populace, avSahé \asti arealu druh stale roste i na
jinych substratech, napf. skandinavské Cerastium alpinum Nyberg Berglund 2005). Ve
druhém piipadé vSak mohou nastoupit mechanismy alopatrické speciace spojené
s ekogeografickou specializaci (Kruckeberg 1984) a z reliktnidedwho typu, geograficky
i ekologicky izolovaného od populaci ve zbytku arealu se miize stat samostatny druh.

Zajimava situace mize nastat v mistech sekundarniho kontaktu hadcového relikta
sn¢jakym blizce piibuznym taxonem. Tlak na vytvofeni reprodukcnich bariér zndmy ze
sympatrie (Rajakaruna 2004) se zde neuplatiioval, a tak mohou byt oba taxony schopny
bezproblémového kiizeni (volné kiizitelné jsou napi. ekogeograficky izolované druhy rodu
Caulanthus Pepper & Norwood 2001). Reliktni hadcové popul&dene dioicav jiznim
Svédsku, které se dostaly do blizkosti svych nehadcovych piibuznych diky antropogennimu
odlesnéni krajiny, pied introgresi pravdépodobné ,chréni* pouze kratkd doletovad schopnost
jejich opylovact (Westerbergh & Saura 1992)

Rada serpentinikolnich reliktd neni vybavena n&jakymi mechanismy sp&iného
dalkového Sifeni semen (napi. Streptanthusspp., Silene dioick Kolonizace geograficky
vzdalenéjSich hadcovych ostrovli prostfednictvim Sifeni semen z néjaké stavajici hadcové
populace pak predstavuje silné nepravdépodobny scénat. Spise byl kazdy vzdalenéjsi hadcovy
vychoz obsazen nezavislou koloniza¢ni udalosti. V tom pfipadé ale muselo nutné dojit k
opakovanému vzniku hadcové tolerance, coz nas pfivadi na otazku, jak ¢asto miize v piirodé
k takoveto udalosti dochazet.

Studie Zkontaminovanych vysypek ukazuji, Ze tolerance k tézkym kovim mize u
nékterych druhti vzniknout b&hem nékolika malo generaci (Antonovics et al. 1971).
Kruckeberg (1967) nalezl tolerantni populace u druht, které se do styku s hadcem na
zkoumanych lokalitich mohly dostat nejdiive pted 75 lety. Opakovany vznik hadcové
tolerance u disjunktnich populaci riiznych druhli pak prokazala fada studii vyuzivajici
molekularnich markerti (napt. Mayer & Soltis 1994, Mengoni et al. 2003, Nyberg Berglund
2005, Rajakaruna et al. 2003; dalsi pfiklady uvadi Brady et al. 2005). Zisk hadcové tolerance
tedy ziejmé nemusi byt takovy problém, jak by se mohlo na prvni pohled zdét.

Navic ne vSechny druhy pii styku s toxickym substratem museji toleranci teprve
ziskavat. ZvySeny obsah Ni tolerovaly i rostliny pochéazejici z ,,normalnich* piad napt. u druhti
Silene dioica(Westerbergh & Rune 1996) nelbhlaspi montanuniBoyd & Martens 1998).
Tato vlastnost se u populacin@oxickych substrati mize uchovavat bud’ proto, Ze je
v béznych podminkach nijak neomezuje nebo proto, ze témto rostlinam i v netoxickych
podminkach poskytuje n¢jaké (jiné) vyhody (Brady et al. 2005).

3.3 Pripadova studie Streptanthus glandulosus

Vyzkumy provadéné na komplexu Streptanthus glandulosusgg. jsou asi nejlepSim
ptikladem studie fesici fylogeografické otazky hadcového endemismu. Siroka $kala pouzitych
metod ndm umozni porovnat piinos jednotlivych piistupii pro odhaleni spletit¢ evolucni
historie tohoto komplexu
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Prevazné kalifornsky rod StreptanthugBrassicaceagzahrnuje pies 40 druht, z nichz
vice nez tfetina je vice ¢i mén¢ vazdna na hadcova stanovisté (Kruckeberg 1984). Do témét
vyhraché hadcového podrodu Euclisia spada také komplikovana skupirtreptanthus
glandulosus agg. Jednd se o komplex morfologicky diverzifikovanych haglto
stenoendemitti, vétSinou reprezentovanych jen nékolika malo populacemi (Casto pocetné
velmi slabymi). Vyjmku piedstavuje taxon Streptanthus glandulosusubsp.glandulosus
ktery se roztrouSené vyskytuje napfi¢ aredlem celého komplexu. Jedin€ u tohoto taxonu jsou
znamy také nehadcové populace (Mayer & Soltis 1994). Vinggdioké izolace (spojeny s
genetickm driftem) ziejmé zapfiCinil znacné rozpory taxonomickém chapani celé¢ skupiny
(rtizni autofi rozliSovali od 1 do 13 druht; Mayer & Soltis 1994). Pozoruhodné ekologicko-
geograficképattern vzbudilo jiz vice jak 50 let trvajici zajem o studium evoluce této skupiny
(Kruckeberg 1951, 1954, 1957, 1984, Mayer & Soltis 1994, 1999, Mayer et al. 1994).
Obsahly metodicky aparat vyuzivany ke studiu této skupiny zahrnoval hybridiza¢ni pokusy
spojené sesty fertility, pfesazovaci pokusy, isozymovou analyzu, RFLP chloroplastové DNA
a sekvenovani ITS Useku jaderné rDNA.

Kruckeberg (1957) studoval miru genetické izolace mezi jedpwiliv
populacemi/taxony prostiednictvim méfeni vzajemné interfertility (= pylové fertility
experimentalné vytvorenych hybridi). V rozsahlém pobksu zahrnujicim pies 300 rtznych
kombinaci zjistil silnou negativni korelaci mezi intstflitou a geografickou vzdalenosti
jednotlivych populaci (odpovidajici klasickému modelu izolazdalenosti, Mayer & Soltis
1994).

Analyza isozyml (Mayer et al. 1994) umoznila posoudit miru genetické variability,
genového toku a genetické podobnosti mezi studovanymi populacemi (do prizkumu byly
zahrnuty vSechny zndmé populace stenoendemit a vétSina populaci S. *glandulosups
Podatilo se odhalit pfekvapivé vysokou miru vnitropopula¢ni variability, coZz znacné
velikosti (napf. founder effegt Na vysSich hierarchickych urovnich byl nejvétsi podil
genetické variability na mezipopulaéni Urovni. Mira genového toku mezi populacemi byla
vétSinou velmi mald, takze nestaCila na vyvazeni GCinku genetického driftu, avSak
nevylu€ovala moznost vzacnych piipadti hybridizace mezi n€kterymi populacemi. Geneticka
vzdalenost jednotlivych populaci korelovala s jejich vedasti geografickou.

RFLP analyza chloroplastové DNA (Mayer & Soltis 1994)istla v sestaveni
fylogenetického stromu celého komplexu (metodou maximalrsirpanie). Cely komplex
bylo mozno rozdélit do nékolika geograficky dobfe vymezitelnych skupin, které vSak
neodpovidaly stavajicimu taxonomickému ¢lenéni. Populace Siroce rozsifeného poddruhu S.
*glandulosus byly piibuznéjsi geograficky blizkym populacim lokalnich endemitti, nezli
jinym vzdalené&j$im populacim svého poddruhu.

Naslednéporovnani vysledkd analyzy isozymi a cpDNA (Mayer & Soltis 1994)
ukazalo velkou shodu mezi obéma markery co se tyCe vztahu geografické a genetické
vzdalenosti. Cely komplex pravdépodobné predstavuje serpentinikolni relikt (zde oznaCovany
terminem paleoerthit). Puvodni Siroce rozsiteny piedek celé skupiny prodélal vyraznou
kontrakci aredlu spojenou se zanikem vétSiny nehadcovych ,,mezipopulaci®. Prezily jen malé
izolované populace na hadcovych ostrovechiclzz nékteré (zejména pod vlivem
genetického drift) dale morfologicky a geneticky divergovaly a speciovaly. Hlavni divody
pro ,,paleoendemicky, reliktni ptivod celého komplexu jsou nasledujici:

* malé disjunktni populace rozsifené v relativné velké oblasti (celkovy aredl S.
glandulosus agg. ma vice jak 800 km),

e disjunktni distribuce je zfejm¢ disledkem konkurencniho vylouceni vétSiny
nehadcovych populaci (nizkd kompeticni uspéSnost byla potvrzena vysévacimi

pokusy, Kruckeberg 1954)
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* maly potenciél Kifeni na dlouhé vzdalenosti (relativné tézka a hladka semena)

» geneticképatternsvédéici spiSe pro postupujici rozpad areéalu a izolaci, neZ postupné
Siteni z hadcového ostrova na ostrov prostfednictvim long-distance dispersa(nizky
genovy tok, vysoka diferenciace populaci, vysoka vnitropopula¢ni variabilita, zadné
dukazy foudereffec)

» Kkorelace geografické a genetické vzdalenosti populaci

» klimatick4 a fytogeograficka historie celé oblasti (z&@ kolisani suchych a vihkych
obdobi béhem pleistocému)

Na urovni drobnych lokalnich stenoendemitii se podatilo odhalit n¢kolik pfipadi mozného
neoendemitniho piivodu téchto taxonil (tedy neddvna drobna expanze jedné geneticky odlisné,
avSak jen omezen¢ variabilni populace na n¢kolik blizkych hadcovych ostrovnich lokalit).
* cely taxon tvofen jen malo (2-3) populacemi vyskytujicimi se ve velmi omezeném
uzemi (na délku jen n¢kolik km)
*  témef zadné genetickd variabilita mezi jeho populacemi
* jen mald genetickd odliSnost od nékterého jiného geograficky blizkého taxonu

Pozd¢jsi analyza sekvenci ITS useku (Mayer & Soltis 1999) umoznila porovnat
vysledky kladistickych analyz jaderné a chloroplastové DNA, pfi¢emz piipadné neshody
mohly signalizovat bud’ (i) odlisSné cesty evoluce organeldrni a jaderné DNA nebo (ii)
metodické artefakty jednoho z pfistupt. Jako nejvétsi limitaci ITS markert se ukéazal vyskyt
polymorfnich mist sekvencich nékterych populaci (pravdépodobné se jednalo o paralogické
sekvence ITS, viz kap. 5.4.2.1). Strom sestaveny z chistmplé DNA zase neposkytoval
dostate¢nou podporu v nékterych kritickych mistech (nizka variabilita chloroplastového
markeru). Za nejlepsi pfistup autofi povazuji sestaveni kombinovaného stromu z ITS a
cpDNA dat. Tento strom poskytl nejlepsi rozliSeni (s nejsilnéj$i podporou fady vétvi) a dale
potvrdil parafyli taxonuS. *glandulosusa jeho blizkost kypotetickému piredkovi celé
skupiny (jedna vétev tvofend Cisté timto poddruhem se ocitla na bazi celého agregatu S.
glandulosu$

Separatni porovnani ITS a cpDNA stroml se ukazalo jako vyhodné, kdyz umoznilo
detekovat pozoruhodnou mikroevoluéni udalost chloroplast capture(Rieseberg & Soltis
1991): Vzacny, a morfologicky, ekologicky i molekularné silné odvozeny druh S. nigerbyl na
zaklad¢ restrikéniho profilu cpDNA jasné fazen do velmi dobfe podporované skupiny ,,.Bay
area cladé (od ostatnich ¢lenti této skupiny se lisil variabilitou pouze v jediném restrikénim
misté, zatimco celd skupina byla podporovana osmi synapomorfiemi). Mayer & Soltis (1999)
tuto situaci vysvétluji tak, ze S. nigerziskal chloroplast od jiného ¢lena Bay area clade
mechanismemchloroplast capture— tedy prostfednictvim genového toku cytoplazmické
DNA a nasledné fixace takto ziskanych chloroplastii v populaci (viz téz kap. 5.4.1.2).

Pfitomnost polymorfnich sekvenci ITS v nékterych populacich pravdépodobné
indikuje mezipopulacni genovy tok, ktery jiz také naznacovala diivejsi isozymova analyza.
Pokud ke genovému toku skute¢né doslo, muselo se tak stat prostfednictvim pylu, nebot’
v distribuci maternaln¢ prenasené chloroplastové DNA se jeho vliv neodrazil (Mayer & Soltis
1999).

Zavér: V evoluci hadcového komplexstreptanthus glandulosusyg. se uplatnila cela
fada vzajemné provazanych evolucnich procest, coz vyustilo ve slozité pattern zahrnujici
pivodni reliktni endemity s disjunktnimi aredly a z nich novéji vznikajici drobné
stenoendemitni taxony. Odhaleni takto slozité struktury evolu¢nich vztahi umoznilo pouze
vyuziti Sirokého spektra metodickych néstroji a néasledné porovnani a kritické zhodnoceni
jejich vysledkd.
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4. Modelova skupina Knautia arvensis

K plnému porozuméni evolu¢nich procest probihajicich v ramei néjaké skupiny je nezbytné
nutna detailni znalost jeji biologie (Nyberg Berglund 2005). Az v takovémto SirSim kontextu
nas vysledky morfologickych, karyologickych a molekularniehalyz mohou dovést
k zajimavym evolu¢né-biologickym zavérim. Nasledujici prehled proto bude zaméfen na
shrnuti znamych poznatkti z biologie rodu Knautia pfiCemz zvlastni pozornost bude
vénovana aspekttim, které pravdépodobné hraji kliCovou roli v mikroevoluénich procesech
této skupiny. V dalSichoddilech bude podrobné&ji rozebrana morfologickd a cytologicka
variabilita a geografické rozsiteni druhu K. arvensisvramci Ceské republiky a nastindny
dosud uvazované hypotézy o evolucni historii reliktnich populaci K arvensis

4.1 Rod Knautia

Rod Knautia L. (chrastavec; ¢eled’ Dipsacaceag zahrnuje piiblizné 45-50 druhl jednoletych
az vytrvalych bylin. Listy jsou vstficné, celistvé az pefenosecné, Casto velmi promenlivého
tvaru. Drobné, ¢tyicetné, oboupohlavné nebo funkéné samiéi kvéty se skladaji do plochych
nebo polokulovitych strboulii krytych zdkrovem z kopinatych az vejcitych listent. Plodem je
jednosemenna nazka na jejiz bazi se nachazi masity vyristek — elaiosom (Ehrendorfer 1976,
Stépanek 1997).

Aredl piirozeného vyskytu rodu Knautia zaujima celowEvropu, ptilehlé oblasti Asie
(Mala Asie, Kavkaz) a severni Afriky, druhotné se chrastavce vyskytuji v celém mirném pasu
severni polokoule (Stépanek 1997). Centrum diverzity celého rodu miizeme hledat na
Balkanském poloostroveé. Svym vyskytem se sem soustied’uji zastupci vsech tii zékladnich
sekci rodu a také vSech Sesti zakladnich diploidnich skupeéjbahatSi sekcelrichera
(Ehrendorfer 1981).

Cely rod je tradi¢né ¢lenén do tfi morfologicky, ekologicky a také cytologicky velmi
dobfe vymezitelnych skupin, stavénych na uroven sekci (napt. Ehrendorfer 1962a). Sekce
Knautia a sekceTricheroidesjsou pravdépodobné fylogeneticky odvozené, zahrnuji nékolik
malo jednoletych a od zbytku rodu zna¢né odliSnych druhti, vyskytujicich se prevazné ve
vychodnim mediteranu (Ehrendorfer 1964, 1981).

V nasledujicich kapitolach se zamefime pouze na charakteristiky posledni skupiny,
Knautia sect.Trichera. Tato, co do poctu druhti zdaleka nejvétsi sekce (okolo 45 druhi), je
tradicné¢ povazovana vramci rodu za fylogeneticky ptivodni skupinu, nebot zahrnuje
prevazné vytrvalé (vzacnéji i dvouleté) druhy se zakladnim chromozomovym d¢islem x= 10
(Ehrendorfer 1962a). Jeji aredpadstaté kopiruje hranice celého arealu rodu. Také vSechny
nase druhy chrastavci pfisluseji této skupiné. Celd sekce predstavuje jeden veliky polymorfni
polyploidni komplex, sestavajici se ze tfech ploidnich trovni — diploidni (2x), tetraploidni
(4x) a hexaploidni (6x) (Ehrendorfer 1962a).
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KNAUTIA

Artendichte 1.2
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Obr. 3 —Celkové (primdrni) rozsifeni a diverzita v ramci arealu roduKnautia Cisla a rizné srafovani znaci
odlisny pocet druhii rodu Knautia v dané casti arealu (Ehrendorfer 1981)

4.1.1 Zplsoby reprodukce a sireni

4.1.1.1 Reprodukcni systém

Zastupci rodu Knautia jsou tradicné povazovani za striktné alogamni druhy (napf.
Ehrendorfer 1965, Stépanek 1997). Drobné, nipadné barevné kvéty chrastavet s kratkou
korunni trubkou skladajici se do hustych strboulii jsou dobfe pfizplisobené obligatni
entomogamii  §tépanek 1979). Hlavnim mechanismem zabrafiujicim samospraseni je
dichogamie typu protandrie (Ehrendorfer 1962, Stépanek 1979, Vange 2002)". Nejen v ramci
jednoho kvétu, ale vramci celého strboulu se funkéni obdobi andrecea neptekryva s dobou
zralosti blizn (Stépanek 1979). Silu tohoto izolaéniho mechanismu doklada pokus norské
autorky V. Vange (2002), pfi némz se v kontrolnich zasdCkovanych a nevykastrovanych
strboulech vyvinulo pouhych 2,8% semen.

Pravé neschopnost samospraseni v ramci jedné hlavky ngi vedla diivéjsi autory
k zavéram, Ze také cela rostlina je autosterilni. To vSak vyvratila nedavna prace, zabyvajici
se geitonogamii druhinautia arvensisv Norsku (Vange 2002) (geitonogamie = moznost
samospraseni mezi ruznymi kvéty v ramci téze genety; Vv ptipadé Knautia tedy mezi riiznymi
strbouly téze ramety nebo mezi riznymi rametami téhoz klonu). Mezi hlavkami opylenymi

" daj vKvéteng CR (St&panek 1997) o proterogynii bude pravdépodobn& omyl

" Stépankem (Stépanek 1979, 1989) zmiiovana ,fyziologicka autosterilita je pravd&podobné diisledkem
mylného vykladu slova ,Selbsterilitat* (Edirdorfer 1962a) popf. ,,autostérilité (Breton Sintes 1974a) jako
pylové inkompatibility. Oba zahrani¢ni autofi hovoifi o silné autosterilité, avSak do tohoto vyznamu
pravdépodobné zahrnuji i vliv proterandrické izolacni bariéry. Zajimavé je, Ze Ehrendorfer (1962a) zminuje
jistou variabilitu v sile autosterility mezi riznymi jedinci, dal$i podrobnosti vSak neuvadi. Absenci pylové
inkompatibility (a tedy Uplnou sekompatibilitu) prokazala Vange (2002, viz vySe).
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pylem zjiné hlavky téze genety a z hlavky odlisného individua nebyl nalezen takika zadny
rozdil, co se ty¢e produkce zdravych, neabortovanych plodd (v obou ptipadech 53% plodu).
Studované rostliny tedy byly pIné€ pylové autokompatibilni (Vange 2002).

Rozdily byly nalezeny az v produkci biomasy u semenacki — samosprasSenim vzniklé
semenacky dosahovaly v priméru 2,8-krat mensiho vytézku biomasy. Autorka tento vysledek
pficita vlivu inbredni deprese. Dusledkem je, Ze v malych, izolovanych populacich chrastavct
miizeme ocekavat vliv inbredni deprese a to tim siln€j$i, ¢im vice se budou jedinci této
populace rozmnozovat klonalnég.

Pfitomnost apomixie (ve smyslu rozmnozovani neoplozenymi semeny) u celé celedi
Dipsacaceaevylucuje Ehrendorfer (1964). Dikaz pro toto tvrzeni piimo u rodu Knautia
pfindsi Vange (2002) — vdeseti zasaCkovanych funkéné vyhradné samicich hldvkach se
nevyvinulo jediné @meno (piestoze v zasaGkovanych oboupohlavnych strboulech se vytvofilo
2,8% semen). VétSina chrastavet se vSak mulze klondlné rozmnozovat prostfednictvim
vétven¢ho pozemniho oddenku (rostlina pak tvoti vice postrannich listovych ruzic).

4.1.1.2 Gynodiecie

V mnoha populacich chrastavci mizeme nalézt jedince se zifejmou tendenci k redukci
samCiho pohlavi a tedy k funkéni jednopohlavnosti (Ehrendorfer 1962a). Funkéné samici
hlavky se odlisuji i morfologicky, jsou mensi a obsahuji mensi pocéet kvétt, které nepaprskuji
(Hegi 1918, Stépanek 1979). Tito jedinci jsou vSak normdlni soudasti populaci
oboupohlavnych rostlin a jakékoliv pokusy o jejich vyclenovani jsou taxonomicky
neopodstatnéné (Stépanek 1979). Zajimavé je, ze funkéné sami¢i jedinci zatim nebyli
pozorovani v reliktnich populacick. arvensisv CR a to i pies pomémé hojné zastoupeni
tohoto jevu v ostatnich skupinach druhu (St&panek 1989, pers. comm.).

Gynodiecie umoziuje, aby se kiizenim mezi oboupohlavnymi a samifimi rostlinami
v populaci uchovavala pngnlivost a soucasné umoziiuje samospraseni hermafroditti (Briggs
& Walters 2001). Neékteré studie také dokazuji, Ze v nestalych podminkéch je podil funkéné
samicich rostlin vysSi nez na stabilngjSich stanovistich (Briggs & Walters 2001). S tim by
mohla korepondovat i vzacnost/absence tohoto jevu u nékterych populaci ¢eskych chrastavci
osidlujici extrémni, avSak pomérné stalé lokality (hadcové bory, vysokohorsky kar). Alespon
na teoretické Urovni giedchozich udaji vyplyva, Ze populace bez pFitomnosti funkéné
samicich jedinct by mohly vykazovat vy$si miru inbreedingu.

4.1.1.3 Rozsifovani plodu

Jednosemenné plody chrastavci jsou na bazi opatfeny bilym zduZnatélym téliskem
povazovanym za elaiosom. V disledku toho je cely rod tradicné oznaCovan za
myrmekochoni (napt. Ehrendorfer 1962a, 1965, Stépanek 2002). Experimentalni diikazy pro
myrmekochorii podal Sernander (1906, sensu Ehrendorfer 1962a). Ehrendorfer (1962a) jesté
zminuje moznost prilezitostného Sifeni prostfednictvim ptéki ¢i hlodavel a také Vandvik &
Vange (2003) hovoti 0 mozné exozoochorii (plody jsou Stétinaté). Tato tvrzeni vSak nejsou
ani vjednom ptipadé podlozena konkrétnim ptikladem pozorovani nebo citaci. Pokud jsou
chrastavce skutecné vyhradné myrmekochorni, lze ocekavat, ze genovy tok na delsi
vzdalenosti miize byt v kratkém case zprosttedkovavan pouze prostiednictvim pylu.
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4.1.2. Moznosti hybridizace

Rozsahla hybridizace ptedstavuje jeden ze zékladnich zdroji obrovské a znaéné nepiehledné
variability v ramciKnautia sect. Trichera Nejdilezitéjsi poznatky o moznostech hybridizace

v rodé Knautia pfinesly rozsahlé experimentalni studie z oblasti francouzského Massif Central
(Breton Sintes 1974b, 1975, Breton Sintes & Cauderon 1969, 1970).rirBeuplni
hybridizaci se také vénoval F. Ehrendorfer, vysledky svych pokusii vSak nepublikoval a pouze

se na n¢ odvolava v diskuzich nékterych svych studii (zejm. Ehrendorfer 1962a).
ze stejné nebo z odlisnych ploidnich Urovni.

Mezi jedinci stejné ploidni urovné reprodukcni bariéry takika neexistuji (snad
svyjimkou nékterych diploidnich taxonti, Ehrendorfer 1964) a to bez ohledu na
morfologickou nebo predpokladanou fylogenetickou odlisnost jednotlivych skupin (napt. K.
arvensis4x aK. drymeja4x, Ehrendorfer 1962a, 196K, arvensis4x aK. dipsacifolia<4x,
poruchy pribéhu meidézy (Breton Sintes 1974b). Diky znacné fertilité¢ hybridti mize dochazet
ke zpétnému kiizeni, vzniku hybridnich roji a rozsahlé introgresi (Ehrendorfer 1962a). Velmi
silnou interfertilitu riznych tetraploidnich taxonti rodu Knautia potvrdil z naSeho tUzemi také
Stépanek (1979).

Naproti tomu mezi jedinciodlisnych ploidnich urovni jsou bariéry takika
nepirekonatelné. Na vice nez 2000 opylenych kvétii mezi rtiznymi diploidnimi a tetraploidnimi
taxony (vCetné obou cytotypt Knautia arvensis bylo dosazeno pouze jediné triploidni
rostliny, ktera méla poruchy meidzy a byla zcela sterilni (Breton Sintes 1974b, 1975). Iedna
se o kfizence mezi druhy K. bazaltica(ze skupinyK. longifolia) aK. arvernensigze skupiny
K. dipsacifolig(Breton Sintes & Cauderon 1969). Také Ehrendorfer (1962a)skadzi
z pokusnych kiizeni diploidnich a tetraploidnich taxoni zadné nebo nanejvys sterilni
potomstvo.

Dalsim dbikazem silnych meziploidnich bariér je naprost¢é minimum udaji o
anortoploidnim chromozomovém pocétu u jedinci zvolné ptirody. Triploidni pocet
zaznamenala pouze Plaksina (1999¥ipad¢ druhu Knautia tataricaze stiedniho Povolzi.
Ke kiizeni mezi tetra- a hexaploidnimi jedinci bude pravdépodobné dochazet o trochu castéji.
Pentaploidni jedince wolné piirody doklada Ehrendorfer (1962a, jeden piipad K. arvensisx
K. dipsacifoliaze Savojska) a také Stdpanek (1979, 1982, jeden kiizenec mezi K. kitaibelii a
K. dipsacifolia,smiSena populaci tetra hexaploidniho cytotypK. dipsacifolias vyraznym
zastoupenim pentaploidli; ob¢ lokality ze Slovenska ). Existuje také ne€kolik tidaji o vyskytu
hybridi K. arvensisa K. dipsacifolia znaseho tizemi (Stépanek 1997), zadny z nich vdak
nebyl podroben cytologickému prizkumu. Hybridiza¢ni experimenty zamétené na kiizitelnost
tetra a hexaploidi provadény nebyly.

Jinou moznost genetického kontaktu mezi odlisSnymi ploidnimi urovnémi mohou
pfedstavovat neredukované gamety. Ehrendorfer (1962b) na zakladé¢ pozorovani ptirodnich
hybridi a nepublikovanych hybridiza¢nich pokusi usuzuje na moznost vzniku
zivotaschopnych a + plodnych polyploidnich jedinci prostfednictvim neredukovanych
samicich gamet.

4.1.3 Karyologie

Ackoliv zakladni chromozomové ¢&islo i struktura karyotypu je v rdmci rodu Knautia
proménliva, celd sekce Trichera se vyznacuje jednotnym a jen minimalné proménlivym
karyotypem se zé&kdnim chromozomovym ¢islem x = 10 (Ehrendorfer 1962a). Karyotyp
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diploidniho druhuK. purpurea(ze skupinyK. arvensisagg.) publikoval Kachidze (1929) a
pro celou sekci ho zobecnil Ehrendorfer (1962a). Drobnéytigcbproti tomuto zékladnimu
karyotypu uvadi Ehrendorfer (1962a) pro zastupce dalSich dvou skupékeelrichera (K.
drymeja a K. veluting. Odlisnosti spocivaji predev§im v poloze centromery u tfech
nejmensich chromozomi. Tyto rozdily jsou vSak tak malé, Ze na jejich zakladé¢ by nebylo
mozné identifikovat pfedpokladany allopolyploidni plivod nékterych taxoni (Ehrendorfer
1962a). Odchylné karyogramy také uvadi Verlaque (1975) u fady druhd vcetné diploidni K.
arvensisz jizni Francie. Idiogramy vyobrazené v jejich pracich se liSi zejména absencélga
a Gasto také subterminalni polohou centromery u nejdel$tho chromozomu (Stépanek 1979).

Intenzivnimu studiu byl také podroben pribéh meidzy u zarodeénych pylovych bunék
(Ehrendorfer 1962a, Breton Sintes 1974a,b, 1975, Breton Sint€awleron 1969). U
diploidnich ani polyploidnich rostlin ani u homoploidnich kiiZzencii nebylo pozorovano vétsi
mnozstvi vyznamngjSich odchylek ve struktufe, parovania rozchodu meiotickych
chromozomi. Pozoruhodnd byla pouze pomérné vysokd frekvence multivalenti u
polyploidrich jedinct. Primérna Cetnost tetravalentii se pohybovala mezi 36 a 66% bunék u
tetraploidd, u hexaploidl bylo toto Cislo jeSté o néco vyssi. Tetravalenty byly pfiblizné tiikrat
Cast&jsi, nez trivalenty (Ehrendorfer 1962a). Pravdépodobné jeste¢ hojnéjsi vyskyt tetravalentl
zaznamenala Breton Sintes (1975) u vsech tetraploidnich druhii i jejich homoploidnich
hybridii (v priméru 1,85 respektive 2,04 tetravalenti na buiiku). Univalenty byly pozorovéany
jen vzacné (Breton Sintes 1974b).

Zcela odlisna situace byla u triploidniho jedince vznilé&xperimentalni hybridizaci
diploidni a tetraploidni rostliny (Breton Sintes 1975, BretBintes & Cauderon 1969).
Népadna byla zejména vysoka frekvence trivalentt (1-7, vpriméru 4,28 trivalentti na bunku).

Vysokd cetnost multivalentii a naslednd nepravidelnd distribuce chromozomi pfi
meiodze jsou pravdépodobné pfi¢inou Castého vyskytu aneuploidie u tetra- a hexaploidnich
rostlin (St&panek 1979). Cast&ji se setkiavame s nadbytkem chromozomd, tedy hyperploidii
(Ehrendorfer 1962a, t&anek 1979, 1982). Z naecho tizemi zaznamenal Stépanek vyskyt
aneuploidli pouze u tetraploidnich rostlin, zato v§ak v pomérné vysoké frekvenci (ca 4,5%).
Zatimco Ehrendorfer (1962a) zminuje celé aneuploidni populace ¢i dokonce lokalni rasy, na
nasem Uzembyli aneuploidni jedinci vzdy pouze minoritni souéasti euploidnich populaci
(Stépanek 1979, 1982)

S aneuploidii v SirSim slova smyslu souvisi i vyskyt tBvchromozomu. Jedna se o
vétSinou drobné, nepravidelné segregujici ,,nadbyte¢né” chromozomy, jejichz Cetnost mezi
populacemi téhoz druhu miize byt nestala (Briggs & Walters 2001). B-chromozomy mohou
vnaset zmatek do analyz velikosti genomu, jakozto pficina intraspecifické variability v obsahu
jaderné DNA (Smarda & Bure$ 2006). Obecné Ize fici, Ze pies velmi detailni karyologické
prizkumy provadéné v rtiznych castech aredlu a pies fadoveé stovky analyzovanych rostlin
nebyla vzadné z vyse jmenovanych studii (Breton Sintes 1975, Ehrendorfer 1962a, Stépanek
1979, 1982) zaznamenana pritomnost B- chromozomu v rodu Knautia Ehrendorfer (1962a)
také zdiraziuje, ze jim pozorované nadpocetné chromozomy aneuploidnich rostlin se
strukturné nijak nelisi od chromozomil normalnich.

4.1.4 Evoluce v ramci sekce Trichera

Knautia sect.Trichera ve svych ca 45 druzich soustfed’'uje vétsinu ekologické a morfologické
diverzity celého roduKnautia (Ehrendorfer 1964). Jaké jsou hlavni pficiny obrovské
proménlivosti této skupiny? Celd sekce v zéasad¢ piedstavuje jediny ohromny polymorfni
polyploidni komplex, pii jehoz vzniku a formovéani se uplatiiuji predevsim nasledujici tii
mikroevolu¢ni procesy:
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» Polyploidizace — V ramci komplexu zname diploidni, tetraploidni a hexaploidni
taxony a cytotypy. Ke vzniku polyploidl ziejmé dochazi opakované a mohou se pfi
ném uplatiiovat auto- i allopolyploidiza¢ni procesy (Ehrendorfer 1962b, Breton-Sintes
1975).

* Alopatricka speciace — Geografické bariéry umoziuji vznik fadé morfologicky a
ekologicky zna¢né odlisSnym typtim / taxoniim.

» Hybridizace — Mezi taxony téze ploidni Grovné dochazi k takika volné hybridizaci
(Casto spojené s introgresi), kterd vede mistech styku areald ke splyvani i
morfologicky a fylogeneticky velmi vzdalenych druhil

Zakladem celého komplexu jsou diploidni (2n = 2x = 20) taxongrékidivergovaly do
nékolika (pravdépodobné 6) linii — rozliSovanych jako zakladni skupiny, Wurzelgruppen
(Ehrendorfer 1962a). Tito diploidi Casto obyvaji malé reliktni aredly v jihoevropskych
(zejména balkanskych) pohotich. Prostorova izolace minimalizuje moZznosti hybridogennich
kontakti mezi jednotlivymi druhy. Kizolaci diploidd snad pfispivaji i reprodukéni bariéry,
potvrzené ,,fadou hybridizac¢nich pokusti* (Ehrendorfer 1964). Proti tomuto faktu vSak hovofti
hybridiza¢ni pokusy provadéné ve stifedni Francii (Breton Sintes 1975, viz vySe) nebo plynulé
prechody pozorované napt. mezi diploidnimi taxony K. arvensisagg., Ehrendorfer 1962a).

Zminované bariéry jsou vSak prekondvany prostfednictvim polyploidi. Zna¢nd Cast
polyploidnich taxoni v sob&é kombinuje znaky vice zdkladnich diploidnich skupin a jejich
pravdépodobny allopolyploidni ptvod (Ehrendorfer 1962a) tak piedstavuje dalsi formu
,kontaktu“ genomti rozdilnych diploidnich linii. Slozitou ,,vertikalni strukturu polyploidnich
sérii dopliji i Cetné ,horizontalni* vztahy, tedy rozsahla hybridizace, introgrese a nasledné
splyvani jednotlivych polyploidnich druhi (Ehrendorfer 1965).

Kontroverznim tématem je otazka vzniku polyploidd v rodu Knautia Jsou tetraa
hexaploidni taxony autopolyploidy, nebo vznikly hybridizagiojenou s allopolyploidizaci?
Jelikoz podrobné molekularné biologické a molekularné-cytogenetické studie chybéji,
hybridiza¢nich pokusech. Témét jisté doslo v rdmci roduKnautia k opakované polyploidizaci
(Ehrendorfer 1962a) a teoreticky tedy mohly (a mohou) tofitoba procesy. Ehrendorfer
(1962a) nepochybuje o allopolyploidnim plivodu fady druhii, které¢ jasné¢ kombinuji znaky
druht z riznych Wurzelgruppen (napi. K. dipsacifolig. Na druhou stranu, naptiklad druhy K.
arvensis a K. drymeja se skladaji ze dvou morfologicky a ekologickypodstaté
nerozliditelnych cytotypti (Stépanek 1972, Breton Sintes 1969, Ehrendorfer 1962b). Takovéto
teraploidy povazuje Ehrendorfer (1962b, 1964) také za allopolyploidy, kteti se pouze velmi
uzce piiblizily k nékterému z diploidnich typt a ,,simuluji* tak autopolyploidy. Oproti tomu
Breton Sintes (1974b, 1975) poukazuje na zdkladé karyologickych pozorovani tetraploidnich
rodiovskych taxonli (vysokd frekvence tetravalentll) i1 jejich experimentalnich hybridi
(bezproblémova tvorba bivalentid pii meidze, vysoka fertilita) na vysokou miru podobnosti
tetraploidnich genomil a povazuje studované tetraploidni druhy za autopolyploidy.

Zatimco vétSina diploidnich taxonti zustava omezena na malé reliktni arealy,
polyploidi se rozsifili do rozsahlych oblasti zdpadni, vychodni a severni Evropy (obr. 4).
Vysledny geografickypattern pak piipomina situaci znamou i u jinych druht (napi. Plantago
medig Van Dik & BakxSchotman 1997): Diploidni pfedkové ostruvkovité rozptyleni ve
stabilnich biotopech jZzné situovanych glacialnich refugiich, a nové vzniklé polyploidni
taxony kolonizujici labilngj$i biotopy v rozsahlém postglacialnim prostoru stfedni a severni
Evropy (Ehrendorfer 1964).
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Komplikované evoltni historii odpovida neméné slozita taxonomie v ramci sekce
Trichera Tu jest¢ ztézuje ohromna ekologicky podminéna plasticita morfologickych znakd.
Taxonomické pojeti celé sekce tak mlize kolisat od rozliSovani nepieberného mnozstvi druht
a subspecifickyle taxonti (variet, forem, cf. Szabo 1905) po extrémni tendence chapat celou
sekci jako jediny Siroce pojaty, biologicky definovany d(Bheton Sintes 1974b, 1975). Oba
ptistupy jsou do jisté miry ,extremistické a pro praktické (tj. jiné nez taxonomické) uziti
taxonomie roduKnautia nepouzitelné. Ke spolehlivému vyliSovani taxont v rdmci Knautia
sect. Trichera je nezbytnou nutnosti vyuzivat celého souboru morfologickych, cytologickych
a chorologickych kritérii (Stépanek 1979, 1982).
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Obr. 4 — Odlisné fytogeografické situace u dvou skifpiautiasect.Trichera Vievo: rozsifeni Knautia arvens
agg. ve stredni a jihovychodni Evropé. Souvisla ¢ara predstavuje jizni hranici tetraploidniho cytotypu K. arvensi
s. str. Vpravo: Aredly druhii ze skupiny Knautia velutina(Ehrendorfer 1962b, mirné upraveno).

4.2 Charakteristika skupiny K. arvensis agg.

Agregat taxonu v Dblizkosti druhu Knautia arvensis piedstavuje jednu z vibec
nekomplikovangjSich skupin v ramci sekceTrichera Mezi charakteristické znaky téchto
chrastavcl patii statny vzrist, sympodialni vétveni oddenku, k tvorba postrannich rdzic
vétSinou az po odkvetu, lodyzni listy proménlivého tvaru, nejcastéji petfenoklané az
pefenosecné s lyrovitym koncovym ukrojkem (avsak Casto také zcela nedélené) a relativné
tidké, heterotrichni odéni (3t&tinaté a pyfité chlupy)(Ehrendorfer 1962a, Stépanek 1997).

Knautia arvensisagg. je souborem drobnych druhti, poddruhti a lokalnich ras
rozsifenych téméf v celém aredlu rodu, s vyjimkou oblasti pfi jeho jizni a jihovychodni
hranici (Stépanek 1997). Hlavni pfi¢inu vysoké variability celé skupiny mizeme spatfovat
v nezvykle proménlivé a siln€ provazané diploidni ,,zdkladné* celé skupiny. Na rozdil od
jinych skupin sekcdrichera (napt. K. veluting, kde diploidni druhy pieZivaji v izolovanych
reliktnich arealech, ptedstavuje aredl diploidia skupiny K. arvensis agg. souvisly pas
probihajici prostorem jizni Evropy v ramci néjZ jeden taxon viceméné volné piechazi v druhy
(Ehrendorfer 1962a). Tento stav by mohl byt diisledkem pozvolné parapatrické speciace nebo
splynuti v minulosti geograficky oddélenych typt.

Také stanovisté, na kterych miZeme vétSinu diploidnich taxonu K. arvensisagg. najit
neodpovidaji definicim ,,stabilnich® reliktnich spolecenstev, o kterych hovoii Ehrendorfer
(1962a) v souvislosti s jinymi diploidnimi skupinami. Cela skagfh arvensisagg. nalezla
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své optimum \esostepnich, stepnich az lu¢nich relativné labilnich spolecenstvech, ktera jsou
vyznamng ovliviiovana ¢i dokonce udrzovéna lidskou ¢innosti (Ehrendorfer 1965).

Na proménlivou diploidni bazi pak navazuji tfi pravdépodobné nezavisle vzniklé
tetraploidni typy (? allotetraploidi, Ehrendorfer 1962a, 1962bya z nich jsou svym
vyskytem omezeny na relativné malé oblasti (K. illyrica — SirSi okoli istrijského poloostrova,
K. kitaibelii — Zapadni Karpaty). Tteti typ, tetraploidni cytotyp Knautia arvensis. str., je asi
vychodni postglacialni Evropy a zapadni Sibife (Ehrendorfer 1962a, St&panek 1997). Své
stanovistni optimum nalezl na sekundétngussich luénich stanovistich od planarniho do
vysokohorského stupné. Ke znacné proménlivosti tohoto taxonu pfispiva kromé jiz
zminovanych faktorti také rozsdhld hybridizace spojend stokem genti od vzdalené
ptibuzného, tetraploidniho cytotypu druhu K. drymeja(Ehrendorfer 1965).

Oba cytotypyK. arvensisjsou morfologicky i ekologicky takika nerozeznatelné (Stépanek
1972, Breton Sintes 1969, 1974a). Zajimavé je, ze jejich aredly alespoil na Uzemi stfedni
Evropy téméf vikarizuji (Stépanek 1979). V mistech kontaktu v3ak byly zaznamenany
smiSené populace (Breton Sintes 1969).Tetraploidni cytotyp je rozsifen na sever od Pyreneji,
jizni casti Alp a Zéapadnich Karpat (Ehrendorfer 1976), kdezto diploidi se vyskytuji jizné od
této hranice. Mapu ptedpokladaného rozsifeni taxonu a cytotypt z okruhuK. arvensisuvadi
Ehrendorfer (1962b, viz obr.4). Vyobrazeny udaj o vyskytu diploidi ve stfednich Cechach je
nejspis zaloZen pouze na neovéiené domnénce (Kaplan 1998).

4.3 Knautia arvensis v Ceské republice

Polyploidni komplexKnautia arvensisagg. je v Ceské republice zastoupen dvéma druhy.
Druh Knautia arvensigL.) COULTER se vyskytuje takika na celém tzemi, vyhyba se pouze
nejvy$$im horskym polohdm a uzaviengj§im lesnim komplextim (Stépanek 1979, 1997). Z
tizemi Ceské republiky zname diploidni i tetraploidni cytotyp tohoto druhu. Ve vychodni ¢asti
nasi republiky se roste druhy druliohoto komplexu, vyhradné tetraploidni Knautia kitaibelii
(ScHuLT.) BorBAsS Pavodni oblast vyskytu tohoto chrastavce u nas pravdépodobné
zahrrovala pouze pahorkatinny a podhorsky stupeii Bilych Karpat a Jesenikii (Stépanek
1997), diky rozsahlé introgresivni hybridizaghisdchozim druhem se vsak jeho geneticky
material rozsitil mnohem dale na zapad. Hybridni rostliny mezi druhy K. kitaibelii a K.
arvensis (pouze tetraploidnim cytotypem) nazyvaké x posoniensisDEGEN se hojné
vyskytuji zejména veplejsich oblastech celé vychodni poloviny CR (s t&zistém vyskytu ve v.
Cechach a na s. a sti. Moravé), spolehlivé chybi pouze v zdpadni poloviné Cech (Stépanek
1997). Morfologicky jdou tito hybridi poznat podle barvy koruny (rizné kombinace barev
jejich rodi¢t — rizové az modrofialové barvy K. arvensisa nazloutle bilé az svétle zluté K.
kitaibelii). Ke spolehlivému odliseni hybridi od obou rodiCovskych taxonid lze uzit také
exaktngj$i metodu — chromatografii kvétnich barviv, flavonoidnich glykosidi (Stépanek
1979).

Se zastupci skupinK. arvensisagg. také muze hybridizovat dalsi tetraploidni
chrastavec Knautia drymeja Na naSem Uzemi tento druh rostejz.a stf. Moravé, ve v.
Cechéch a v Posazavi; izolovany vyskyt je v udoli Labe mezi D&inem a Pirnou (Stépanek
1983). V ramci této oblasti mizeme nalézt hybridogenni populace vzniklé kiizenim
stetraploidnim cytotypenK. arvensis nebo s jiz hybridnim taxonemK. X posoniensis
(Stépanek 1997). Hybridizace s druhem K. drymeja je viak obecnd vzacn&j$im jevem
z dtivodu ekologické diferenciace rodi¢ovskych druhii (Stépanek 1997). Posledni esky druh
chrastavce,Knautia dipsacifolia je na uzemi CR vyhradné hexaploidni, mizeme tedy
ocekavat pouze omezené moznosti hybridizace se zastupci K. arvensisagg. Presto vsak jsou
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kiizenci (odliSeni na zakladé morfologie) z naSeho Uzemi znaminZkolika lokalit. Vzdy se
vsak jednalo jen o jednotlivé a pravdépodobné zcela sterilni rostliny (Stépanek 1997).

4.3.1 Dva cytotypy, ¢tyri poddruhy

Piestoze se druh Knautia arvensisvyskytuje vramci Ceské republiky takika kontinualné na
celém tzemi, miZzeme pozorovat velmi pozoruhodnou geografickou distribuci jeho dvou
cytotyptl.

* V celé oblasti vyskytu druhu (snadrgimkou nejjiznéjsi Moravy) se roztrouSené az
hojné¢ vyskytuje tetraploidni cytotyp, oznaCovany jako Knautia arvensis subsp.
arvensis Ekologicky se ,chova“ jako typicky zastupce skupifiyautia arvensisagg.,
osidluje gedevsim sekundarni, sucha az mezofilni travnata stanovisté (louky,
pastviny, okraje cest, naspy, piikopy komunikaci, kfovinaté lemy; Stépanek 1997).

* Do teplych oblasti jizni Moravy pronika z jihu kontinuélné rozsiteny diploidni cytotyp
nazyvanyKnautia arvensissubsp.pannonica (HEuFFel) O.ScHwARz. Morfologicky
ani ekologicky ho téméf nelze odliSit od vySe popisované tetraploidni nominatni
subspecie (Stépanek 1979, 1982, 1985).

Kromé téchto dvou kontinualné rozsitenych cytotypi nalézame jesté nékolik izolovanych

diploidnich populaci na reliktnich ,ostroveadnité souvislého arealu tetraploidni K.

arvensis subsp. arvensis Ktémto diploidim je také provizorné¢ fazeno nékolik

tetraploidnich populaci®liktnich stanovist’ zapadnich Cech.

* Na karbonatovém vychozu v karu Kotelnich jam v Krkorto&ie vyskytuje jedina
izolovana, morfologicky velmi siln¢ diferencovand diploidni populace. Tento
stenoendemitni taxon je nazyvdfnautia arvensis subsp. pseudolongifolia
(SzABO) O.HWARZ.

» Dalsi diploidni populace obyvaji reliktni bory na hadcovyeychozech ve
Stiednim Posazavi, Zd'arskych vrsich a vsevernim Bavorsku. Na zakladé
morfolologickych a ekologickych podobnosti jsouckito rostlinam fazeny jesté
tetraploidni populace marianskolazenskych hadcti. Souhrnné jsou tyto hadcoveé
chrastavce oznacovany provizornim jménem Knautia arvensis subsp
serpentinicolaSMEJKAL ined. Nejista je pfislusnost tetraploidnich rostlin z hadct
v Blanském lese.

Knautia arvensis subsp.

pseudolongifolia arvensis pannonica serpentinicola

Zlaznatost lod. pod strbouly ano Gasto zfidka vzdy
lodyzni listy

odéni témér lyseé zpravidla Stétinaté chlupaté a naspodu téz pyfrité

stupen déleni pefenolalo¢né, pefenodilné pefenodilné az pefenosecné

délka konc. ukrojku 1/3-2/5 celk. délky listu 1/3-1/2 celkové délky listu
primér term.iho strboulu 4 cm 2,6-3,7 cm 2,6-3,5cm 2,4-3,3cm
délka vnéjs. zakrovnich I. 15-18 mm 12-16 mm 9-14 mm 14 mm
barva korun 15 —fialove ris. rﬁi.—mot()j’rc’)fial., VZ. svétl. rl‘J_i.— syté fialoyé

ila modrofial. nachova

délka nazek * 5,2-5,7 mm 4,2-5,1 mm 3,6-4,6 mm 4.1-4,7

Tab. 1 —Hodnoty diakritickych znakii pouzivanych k oddéleni vnitrodruhovych taxoni K. arvensigpodle
Stepanek 1997). * = délka plodu mérena bez elaiosomu, ktery se pri suseni smrstuje

22



Vzhledem k jasné geografické diferenciacigiédpokladané silné reprodukéni izolovanosti
téchto skupin se uziti taxonomické hodnoceni v ranku poddruhu jevi jako opravnéné. Velky
problém vsak ptedstavuje morfologické vymezeni jednotlivych taxont. S vyjimkou
morfologicky znacné odvozené krkonosské populace jsou morfologické znaky diakriticky
dosti slabé — jejich hodnoty velmi variabilni v ranecné skupiny a mezi jednotlivymi
skupinami naopak existuji rozsahlé prekryvy (viz tab.1). Zavérecny verdikt tak ve vétSing
ptipadi musi stejné vynést geografické ¢i cytologické kritérium.

Snadné odliseni obou cytotypt K. arvensige pravdépodobné mozné v pouze oblastech
spatrnym vilivem introgreseK. kitaibelii. Vzhledem k mimotadné silnym reprodukénim
barierdm mezi diploidy a tetraploidy (Breton Sintes 1974t@jsou diploidni rostlinyK.
arvensis touto introgresi zasazeny a jejich kvéty si uchovavaji ptvodni rizovou az
modrofialovou barvu.

Hlavni pfi¢inou diskriminacnich potiZi je pfedevSim rozsahld, ekologicky podminéna
plasticita v morfologickych znacich. diskuzi vlivu prostfedi na morfologii a vyuZitelnosti
raznych morfologickych znakt pfi studiu evoluéni historie K. arvensisse vratime v kap.
5.1.2.2)

4.3.2 Krkonossky endemit

Izolovana krkonoSska diploidni populace nazyvKnautia arvensisubsp.pseudolongifolia
muze byt podstatnou soucasti evolucniho pifibéhu naSich hadcovych chrastavci. Tento
stenoendemitni poddruh se vyznacuje svébytnou kombinaci morfologickych znakl k nimz
patifi nedélené nebo nanejvyS pefenoklané témét lysé¢ listy a veliké termindlni strbouly
(Stépanek 1989). Poddruhové jméno upomina na alpsko-karpatsky vysokohorsky druK.
longifolia (nalezejici do jiné skupiny v rdmci sekceTrichera), avSak zdanliva podobnost
v nékterych znacich je pouze dasledkem konvergentniho vyvoje v podobnych ekologickych
podminkach  (Stépanek  1989). Tendenci ke klindlni variabilité spojené se
vzrustajici nadmotskou vySkou né€kterych znakd (naptf. velikost termindlniho strboulu,
velikost pylovych zrn, redukce odéni, nevétvenost) pozoroval Stépanek (1979) i u jinych
skupin ¢eskoslovenskych chrastavcu.

Cely taxon je reprezentovan jedinou nepfili§ pocetnou (250-300 jedincll) populaci,
ktera obyva hibitek odd¢lujici kary Velké a Malé kotelni jamy a ptilehlé partie téchto jam ve
vy3cepiiblizng 1300 m.n.m. (Stépanek & Prochazka 1999). Pozoruhodna a v ramci Krkono$
znaén¢ ojedinéla je jak geologicka stavba této lokality (Uzivné vépence a erlany), tak i
spolecenstvo, do né&jz se krkonoSsky chrastavec zacletiuje. VétSina jedinci (ptiblizné ¥a
populace) je soustfedéna do vzacné asociace sudetskych skalnich terasek Saxifrago
oppositifoliaeFestucetum versicolor$/AGNEROVA ET SRovA 1971 (svazAgrostion alpinak
Zbyla ¥4 populace je rozptylenaokolnich sussich a slunnéjsich kefickovych spole¢enstvech
svazuGenistion(Stépanek 1989). Jelikoz se jedna o vzacny stenoendemitni taxon, je mu také
vénovana nejvetsi pozornost ochrandiské (kategorie C1 Cerveného seznamu cévnatych rostlin
CR, Holub & Prochazka 2001, zvlaité chranény a kriticky ohroZeny taxon, Stpanek &
Prochéazka 1999).

Pozoruhodna je reprodukéni ekologie této populace. V jednom roce vykvéta pouze 5—
15 % rostlin, pfi¢emz v klimaticky neptiznivych sezonach vétSina plodi nemusi viibec dozrat.
Pievazuje proto vegetativni rozmnoZovani vétvenim podzemniho oddenku (St&panek 1989).
ZvysSena klondlni struktura populaceebou mize ptinaset zvySené riziko inbredni deprese
prostiednictvim geitonogamie (Vange 2002). Riziko samoopyleni, alespoin v ramci jedné
ramety, je na druhou stranu snizeno morfologii této subspecie zpravidla se vytvaii pouze
jediny veliky terminalni strboul (St&panek 1979).
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K *pseudolongifoliaje typickym piikladem rychlé alopatrické speciace, jevu ziejme
typického pro cely rodKnautia Pozoruhodné silnou morfologickou i ekologickou
diferenciaci tohoto taxonu tak kratké dobé lze pficitat znacné evoluéni potenci celé skupiny
pusobici v interakci sextrémnimi ekologickymi podminkami. Také mald pocetnost jedinct
v populacich se mohla projevit v posunu variability a xacii neadagivnich znakt (Stépanek
1989).

4.3.3 Reliktni hadcové populace

Morfologické vyhranénosti hadcovych chrastavct si poprvé v§iml M. Smejkal na lokalité¢ u
Starého Ranska ve Zd’4arskych vrsich. Na schedach svych sbérti pro tyto rostliny pouzil vlastni
jméno Knautia arvensissubsp.serpentinicola které vsak zistalo nepublikovano (Stépanek
1979). Diploidni poéet chromozomil u této populace zjistil J. Stépanek (1979, 1982) a objevil
také dalsi diploidni populaci na pfiblizné 50 km vzdalenych Dolnokralovickych hadcich (u
osady Borovsko). Pfitomnost reliktnich chrastavcl na ostatnich vétSich hadcovych lokalitach
vCR a vptilehlych oblastech Némecka zjistoval Kaplan (1998). Pobliz osady Woja
v severnim Bavorsku objevil populaci diploidi. Dalsi, tentokrat vSak tetraploidni rostliny
nalezl na serpentinech ve Slavkovském lese (je zajimavé, ze dvé populace zhadch
Slavkovského lesa (,,VI¢ek™ a , Mnichov“=Pluhiiv bor) studoval jiz Stépanek, neodlidoval je
vSak od b&Zného nehadcového tetraploidniho cytotypu). Tetraploidni chrastavce rostou takeé
na hadcich u Holubova v Blanském lese, jejich postaeenBak nejisté. Kaplan (1998) u
rostlin této populace zaznamenal vyrazné morfologické odchylky (z velké Casti se vSak jedna
o zaménu s K. dipsacifolia viz dale), avsak ani Stépanek (1997) Holubovské hadce
v piehledu lokalit K. *serpentinicolaneuvadi.

Na hadcich u Mohelna se podafilo nalézt pouze hybridni roj K. *arvensisa K. drymeja
(v okrajovych partiich). Kaplan (1998) nevylucuje, ze se zde tetraploidni hadcova populace
diive mohla vyskytovat, avSak doSlo Kk jejimu ,rozplynuti“disledku introgrese s K.
drymeja Na ostatnich ¢eskych serpentinitech nebyl vyskyt hadcovych chrastavct potvrzen,
nanejvys se zde vyskytovaly ojedin€lé rostliny K. *arvensisrecentné zavlecené podél lesnich
komunikaci.

w
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Obr. 5. —Rozsireni jednotlivych cytotypii a reliktnich populaci K. arvensisy CR (a prilehlém Bavorsku). Plné
kolecko (Kotelnd jama) znaci lokalitu K. *pseudolongifolia ostatni body reprezentuji jednotlivé hadcové
populace. Souvisla ¢ara oznacuje predpokiadanou severni hranici diploidniho podddruhiK. *pannonica
(Kaplan 1998).
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Hadcové populace jevi jisty stupeit morfologické diferenciace a to jak oproti ostatnim
taxoniim v ramciK. arvensistak i vii¢i sobé navzajem (Stépanek 1979, 1982, Kaplan 1998).
Kvantitativni znaky + korelujici se stupném ploidie pfiblizuji tento taxon (a to vcetné
tetraploidnich marianskolazenskych populaci) diploidnimu poddruhu K. *pannonica(Kaplan
1998, Stépanek 1997). P¥imy vztah s témito panonskymi diploidy viak St&panek (1979)
nepiedpoklada. Kaplan (1998) kromé téchto ploidné + korelovanych charakteristik uvadi také
soubor znakl, ktery do urcité miry odliSuje jednotlivé hadcové populace od sebe (podrobnéji
viz kap. 5.1.2.2). Celkem pét znakil pochazejicich z obou téchto soubort pak bylo vyuzito v
mnohorozmérné analyze PCA (celkem 142 jedinci zpoddruhi K* serpentinicola (6
populaci),K *pannonicaa K *arvensi9. Prvni osa PCA naznacuje korelaci s ploidni urovni,
avSak mezi tfemi poddruhy existuji silné ptekryvy. Jedinci zriznych populaci K.
*serpentinicola jsou navzajem znaéné promiSeni a tendence korelace s ploidni Urovni je
V ramci tohoto taxonu jiz méné patrna.

Problematicka (a analyzy PCA vyloucend) byla populace z hadcti Blanského lesa
(Holubovské hadce), jejiz zastupci spise nez K. arvensispiipominali druh K. dipsacifolia
(Kaplan 198). Vysvétleni ptinesla az cytometrickd analyza provadéna vramci této
bakaldiské prace. VSechny zkoumané rostliny (vyjma nékolika zavleCenych jedinct) nélezely
k hexaploidniK. dipsacifolia Dv¢ rostliny, které byly podrobené karyologické analyze (s
vysledkem 4x) se vyskytovaly jiné ¢asti lokality, a jejich vyskyt jiz nebyl znovu ovéfen
(Kaplan, pers. comm.). Na nedaleké hadcové lokalité¢ v PP Bofinka vSak rostou tetraploidni
rostliny z okruhK. arvensigvlastni pozorovani).

DalSi charakteristikou, ktera je v souvislostiadcovymi chrastavci ¢asto zminovana
je intenzivné tmavodervena az ervenofialova barva koruny (Stépanek 1982, 1997, Kaplan
1998). Ostatni poddruhy z okruliki arvensispfitom maji kvéty svétlejSich odstint (rizové
az modrofialové, Stépanek 1997).

Specifick&d ekologie a cenologické vazby poddrithu* serpentinicolajsou znac¢né
odlisné od ostatnich poddruhti K. arvensis Hadcové chrastavce osidluji predevsim svétlé
reliktnich bory, lesni svétliny a okraje cest na skeletovitych mineralné bohatych hadcovych
padach (Stépanek 1997).

4.3.4 Evolucni hypotéza

Soucasna komplikovana geograficko-ekologicka distribuce cytotypt druhu Knautia arvensis
vramci CR nejspi§ souvisi s postglacialnim vyvojem stiedoevropské krajiny a vegetace
(Stépanek 1989, Kaplan 1998). V dobach, kdypvostoru stiedni Evropy pfevazovala nelesni
vegetace, ale panovalo jiz relativné ptiznivé podnebi (preboredl, boreal) se do této oblasti
roz$ifil diploidni cytotyp. Pozdé&ji byly diploidni chrastavce jako prvek nelesni vegetace
zatlaCeny zapojenéjSimi lesnimi formacemi na extrémni stanovisté nevhodna k uchyceni
zonalni vegetace (hadcové vychozy, subalpinské polohy) (Stépanek 1989). V téchto refugiich
se diploidni rostliny pfizpisobily novym stresujicim podminkdm (vysokohorské prostiedi,
hadcovy substrat) a zapojily se do zdejSich reliktnich spolecenstev (hadcové bory, subalpinské
skalky a travniky). Oblast souvislejSiho rozsiteni se u diploidniho cytotypu zachovala pouze
ekologické izolaci reliktnich populaci od jejich piivodniho predka (Kaplan 1998). Diky tomu
se zacaly uplatiiovat alopatrické mikrospeciacni procesy, jejichz vliv mohl byt jeSté umocnén
extrémnimi Zivotnimi podminkami a také malou podetnosti jedincti v populacich (Stépanek
1989).

V pozdéjsich dobéach zacal pti formovani krajiny nabyvat na vyznamu vliv ¢lovéka a
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Vzhledem ktémét dokonalym reprodukénim bariéram mezi jedinci riznych ploidii
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nedochazelo ke kontakturdiktnimi diploidy (Stépanek 1979, 1997) a tito se mohli i
nadale,,nerusenc vyvijet v izolaci.

Nastinéna hypotéza vSak nevysvétluje postaveni tetraploidnich rostlin z hadci
Slavkovského lesa (popi. i z Blanského lesa). Jedna se pouze o béZzny tetraploidni cytotyp,
ktery se ptizpusobil hadcovému substratu? Nebo to jsou pozistatky plvodnich reliktnich
diploidd, kteti prosli nezavislou polyploidizacni udélosti? Kaplan (1998) se alespon v piipadé
marianskoldzenskych rostlin pfiklani spiSe k druhé varianté¢ a doklddd to nasledujicimi
skutecnostmi:

0 Obdobné ,,chovani“ 2x a 4x ve spolecenstvu (zaclenéni do reliktnich bortt)
Podobna barva koruny (intenzivné ¢ervenofialova)
Obligatni ptitomnost zlazek pod strbouly (u ostatnich skupin je variabilni)
SpiSe ,,diploidni* hodnoty u znaki korelujicich + s ploidii (na zakladé PCA, viz vyse)
Zachovani zakladniho vzhledu i pfi kultivaci vbézném substratu

© O O0Oo

4.3.5 Hadcova tolerance u K. arvensis

Otazka toleranc&. arvensiske specifickym podminkam hadcového substratu zatim zGstava
oteviena. Vyse nastinéné evolucni schéma ukazuje nutné na opakované vytvoteni tolerance .
Je vsak také mozné, ze chrastavce se specifickym podminkam hadcového substratu vibec
nemusi prizptisobovat. Cela tada rostlin je ke vlivu hadcového substratu indiferentni (tzv.
bodenvag specieXruckeberg 1984). Experimentalné byla odolnost k hadcovému substratu i
u nehadcovych rostlin prokazana napt. u Silene dioicaWesterbergh & Run1996). Varianté
hadcové ,indiference” vSak odporuje ekologické ,chovanitagbidnich rostlirk. *arvensis
recentné¢ zavleCenych do hadcovych tzemi (Kaplan 1998). Tyto rostliny sice byly
zaznamenany na fadé hadcovych téles (véetné téch, ktera hosti reliktni populace K.
*serpentinicolg, avsak vzdy zistavaly pouze v bezprostfedni blizkosti ¢Elovékem
pozménénych mist (napf. lesni cesty) a nikdy nepronikaly do pfirozenych reliktnich
spole¢enstev (Kaplan 1998). Na zakladé nékolika takovychto pozorovani vSak nelze vynést
definitivni soud a vyfeSeni otazky serpentinni tolerance u K. arvensis by vyzadovalo
dikladnych experimentalnich studii, pfedev§im vysévacich a presazovacich pokust
(Kruckeberg 1954) nebo experimenti s klicenim (Nyberg Berglund et al. 2003).

4.4 Otazky

Pii pohledu na slozité geografické a ekologické pattern druhuK. arvensisna GzemCR se
nabizi ohromné mnozstvi moznych otazek tykajicich se Sirokého spektra védnich oborii od
fytogeografie, pres ochranaiskou biologii az po ekofyziologii. My sezamétime na problémy
tykajici se evoluc¢ni historie tohoto komplexu ve stfedni Evropé, predevsim na fylogeografii.
Pohlizime-li na fylogeografii jako na hrani¢ni obor mezi systematikou a populacni genetikou
(Avise et al. 1987), miizeme si okruh otazek ptiblizné rozdélit do nasledujicich skupin

Dil¢i systematicko-fylogenetické otazky
» Jaké jsou vzajemné vztahy diploidnich taxonti / populaci?
* Jak do vztaht mezi diploidy zapadaji polyploidni taxony / populace?

« Je taxonKnautia arvensissubsp serpentinicolav sou¢asném pojeti (Stépanek 1997)
monofyleticky?
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Dil¢i populacné biologické otazky

» Jakd je geneticka a cytologicka struktura reliktnich populaci?

» Jaky je rozsah morfologické, cytologické a molekularni variability u téchto reliktnich
populaci? LiSi se tchto charakteristikaich od populaci kontinualné rozsifenych
poddruhd?

e Jak se u reliktnich diploidnich populaci projevuje vliv reprodukéni 1 geografické
izolace? Muze v jejich evoluci hrat roli geneticky drift?

» Jsou reliktni diploidni populace skuteéné zcela izolované od od okolnich nehadcovych

tetraploidnich populaci nebo mize dochazet alesponn k omezenému genovému toku
napt. prostednictvim neredukovanych gamet a triploidniho mostu?

+ Jakd je mira genového toku mezi hadcovymi a nehadcowmmgiptoidy? Dochazi
k toku genii mezi pfislusniky reliktnich populaci v hadcovém ,souostrovi“ ve
Slavkovskéem lese?

Souhrnné evolu¢né-fylogeografické otazky

* Lze (alespont do urcit¢é miry) potvrdit schéma evoluéni historie reliktnich populaci
nastinéné v kap. 4.3.4?

* Doslo nahadcich ve Slavkovském lese k nezavislé polyploidiza¢ni udalosti?

 Existuje korelace mezi geografickou a genetickou vzdalenestamci K.
*serpentinicolapopt. v rdmci celého komplex. arvensisagg.?

* Uplatnily se wpribéhu nezavislé evoluce izolovanych populaci uplatnit mechanismy
spojené s jejich omezenou velikosti (geneticky difittle-neckefekt)?

* NedoSlo wribéhu slozité evolucni historie komplexu ke zménam ve velikosti
genomu na téze ploidni urovni?

e Jak vypada soucasnd kontaktni zona K. *arvenss a K *pannonica— existuji zde
smiSené populace obou ploidii, dochazi zdekk genu?

« Jak se projevuje na arovni velikostu geonomu a genetick@bildyi introgresivni
chovani tetraploidi (pfedev§im K. Kitaibelii a mozna introgrese hadcovych a
nehadcowh tetraploidi)?

5. Metody

Usp&sné a presvédeivé zodpovézeni nastindnych otazek umozni pouze aplikace vice vhodné
zvolenych metod. Kombinaci jejich vysledki bychom méli byt schopni objasnit fadu aspektti
spletité evolu¢ni historie reliktnich populaci Knautia arvensisKritické porovnani ptipadnych
odlisnych vysledkit pomtize odhalit mozné metodické chyby a artefakty u nékterého
Z ptistupt

Popsat a kriticky zhodnotit moznosti a limitace vSech v soucasnosti dostupnych metod,
které by bylo mozné vyuZzit k feSeni naseho problému, by samoziejm¢ znac¢né piesahovalo
ramec bakalarské prace. V nasledujici ¢asti proto zaméfime pozornost na metody, které
skute¢né jsou a budou vyuzivany v souvislosti se studiem evoluéni historie K. arvensisnebot’
byly zahrnuty do usp&$ného navrhu badatelského projektu GAAV.p¥padé morfometrie a
pratokové cytometrie jsou jiz k dispozici prvni pribézné vysledky, na nichz bude mozné
demonstrovat konkrétni pfinosy dané metody pro studium K. arvensis Molekularni DNA
metody (AFLP, sekvenoud jsou bohuzel zatim pouze ve fazi optimalizace, v pfedkladané
praci proto budou nastinény pouze jejich priklady vyuziti ziskané z literatury.
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5.1 Morfologické pristupy

Morfologie spole¢né s karyologii ptedstavuji zéklad pro taxonomické hodnoceni v rodé
Knautia Studium vhodnych determina¢nich znakl je proto nezbytné pro pochopeni celé
velmi podstatna napt. pro piipadné vymezeni taxonu Knautia arvensissubsp.serpentinicola
(dosavadni pojeti je pouze provizorni). Pro potvrzeni ytaiwké podstaty tohoto taxonu,
stejné jako pro studium jeho evoluéni historie vSak budou nejpodstatnéjsi molekularné
biologické ptistupy.

Vyuziti morfologickych znakl pfi odvozovani piibuzenskych vztahli narazi na celou
fadu obtizi. Predné, hodnoty morfologickych znak nejsou urovany jen genetickym
zakladem, ale jsou pod silnym vlivem okolniho prostfedi. Odd¢€leni geneticky podminéného
zakladu od fenotypické plasticity vSak cCasto predstavuje nelehky tkol. Valnd vétSina
morfologickych znakt také neni selekéné neutralni. Dalsi problém ptedstavuje fakt, Ze mnohé
znaky byvaji fizeny jen malym mnozstvim genti (velkého uc€inku) — mutace wnékterém
z téchto genu tak miZe vést k rozsahlym morfwgickym zménam i v ramei blizce pfibuznych
taxonu (viz ptiklad v rodé¢ Layia popisovany v kap. 3.2.2.1). Morfologicka divergence pak
muze mit jen malo spole¢ného s genetickou diferenciaci mezi jednotlivymi liniemi (Sahat
al. 1998, Briggs & Walters 2001).

Tradiéni morfometrické pfistupy spocivaji na kvantitativnim zhodnoceni sady predem
vybranych  morfologickych  charakteristik. =~ Hodnoty  znakd  jsou  porovnavany
jednorozmérnymi (napt. ANOVA) a zejména pak mnohorozmérnymi statistickymi metodami
(PCA, diskrimira¢ni analyza, klastrovaci analyzy, blize viz Marhold & Suda 2002).

5.1.1 Geometricka morfometrie

Diky spojeni rozvijejici se vypocetni techniky a novych statistickych metod se v priibéhu
devadesatych let pln€¢ zformoval novy mocny nastroj pro zkoumani morfologickych znakt —
geometrickd morfometrie. Hlavni oblastini¢chz geometricka morfometrie zna¢né piedstihne
,klasické® ptistupy jsou nasledujici (Adams et al. 2004, Macholan 1999, Té&Sitel 2005):

o Zatimco klasické morfometrické metody pfistupuji k popisu tvaru objekti pomoci
rozkladu na omezené mnozstvi a priori zvolenych rozmérti, geometricka morfometrie
Jpracuje” se tvarem jako celkem. Dochazi tedyoMstatné mensi ztraté informace o
tvaru.

* Protoze v prub¢hu analyzy nedochézi k odstranéni geometrické informace, je mozné v
zaveéru ,,zpétné* ziskat i pfimé vykresleni tvart, a to vetné nezavislych trenda v jejich
variabilité, rozdilli mezi skupinami apod.

e V pribéhu standardizace a ,ptipravy” objektu ke statistické analyze dochazi
k oddé¢leni informace o tvaru od informace o jeho velikosti. Vlastni analyza tak
pracuje pouze s tvarem nezatiZenym rozmérovou chybou. Informaci o velikosti je pak
mozné vyuzit jako dalsi nezavislou proménnou.

e Pracovni postup geometrické morfometrie je obvykle vyrazné rychlejsi; Casoveé
naro¢néjsi fazi mize byt pouze priprava objektu k digitalizaci

V zavislosti na charakteru tvaru studovanych objektli jsou vyuzivany dva zakladni metodické
pfistupy. Prvnim typem jsou obrysové analyzy, které jsou vhodné k popisu méné
komplikovanych tvarii, kde je vSak tfeba zachytit i rozdily spocivajici ve velmi jemnych
odchylkach proporci -napiiklad vejcité listy (T&Sitel 2005). NejCastéji je vyuzivana tzv.
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eliptickd Fourierova analyza. Zakladnim principem Fourierovy analyzy je pievedeni
zkoumanych obmifi na funkci, ktera je definovana jako série sinovych a kosinovych funkci,
tzv. harmonickych slozek. Kazd4 nésledujici harmonickd slozka popisuje mensi detaily ve
tvaru objektu. Jako predmét analyz pak slouzi parametry harmonickych slozek nazyvané
koeficienty Fourierovych funkci (Zima & Macholdn 2004). Jadnz vyhod Fourierovy
analyzy je velmi snadné¢ oddé¢leni symetrické a nesymetrické slozky variability. Tento pfistup
vyuzili napf. Yoshioka et al. (2004), ktefi v obrysové analyze korunnich listkii rtznych
kultivari Primula sieboldii zjistili silnou genetickou podstatu symetrické slozky, zatimco
asymetrickd slozka variability byla zdsadn€¢ ovlivnéna prostfedim. Geometrickd morfometrie
tak otevira jedinecnou cestu k efektivnimu hodnoceni fenotypické plasticity v morfologickych
znacich. Zékladnim softwarem pro provadéni Fourierovy eliptické analyzy je program
SHAPE (Iwata & Ukai 2002, http://cse.naro.affrc.go.jp /abdshape/).

Pokud je na studovanych objektech mozné definovat né&jaké vyznacné, homologni
body (andmarks, je vétSinou vhodnéjsi vyuzit pfistupy zalozené na analyze téchto bodd.
Omezeniandmarkbasedmetod vneschopnosti popsat tvarové nevyraznou (napt. oblou) ¢ast
objektu (na niZ neni mozné vyclenit n¢jaké pevné body), bylo pfekondno zavedenim ¢éaste¢né
pohyblivych bodt, sliding semilandmarkgAdams et al. 2004). Jesté pred vlastni analyzou je
nutné jednotlivé objekty usptadat tak, aby si jejich homologni body co nejlépe odpovidaly —
k tomu slouzi tzv. Prokrustovska superimpozice (detaily viz Neustupa 2006). K porovnani
tvarovych rozdili (deformaci) mezi objekty pak slouzi tzv. metoda ohebnych paski (thin
plate spling, ktera v analogii s principy mechaniky pfifazuje zménam konstituce vyznacnych
bodl tzv. deformacni energii (¢im je zména lokalngjsi, tim je tato energie vétsi — obdobné
delSi pasek plechu ohneme snaze neZ kratsi). Pro vétsi pocet objektd nez dva lze pouzit
analyzu relativnich deformacth{n plate spline relative warpsTPSRW), ktera je z ni
odvozena. Ta spociva v sumarizaci matice tzv. parcidlnich deformaci kazdého bodu procesem
obdobnym analyze hlavnich komponent (Zima & Macholan 200Apdnym programovym
balikem k provedeni vySe popsaného tyfandmarkbased metod je software TPS
(http://life.bio.sunysb.edu/morph/)

5.1.2 Morfologie v pripadé Knautia

5.1.2.1 Pilotni morfologicky priizkum - obrysova analyza
zakrovnich listent

Metody: Béhem sezony 2006 byly sebrany populaéni vzorky (vzdy ca po 20 rostlinach) z 15 lokalit v Ceské a
Slovenské republice (celkem 310 rostlin). Piehled lokalit populaénich sbérti a jejich charakteristik co se tyce
ploidie a substratu shrnuje nésledujici tabulka (podrobn@gtloze na konci prace):

Hadcové, diploidni Boro vsko, Staré Ransko

Hadcové, tetraploidni Bofinka (Kfemze), Plany vrch, VI€éek, PluhGv bor

Nehadcové, diploidni (vSe SR) Kol inany, Podr e€any, Gemerska Panica, PleSivec

Nehadcové, tetraploidni BeneSov n. Cernou, Plana u Mar. Lazni, Zdirec n. Doubravou, Klad sk, Holu bov

Z terminalniho strboulu kazdé studované rostliny byly sebrany prvni ctyfi vnéjsi zdkrovni listeny a naskenovany.
Spomoci programového baliku SHAPE (Iwata & Ukai 2002) byla provedena analyza obrysu vyuZzivajici
eliptickych Fourierovych deskriptori. Hodnoty koeficienti normalizovanych eliptickych Fourierovych
deskriptort (tj. hodnoty analyzované v PCA) pro ¢tyfi listeny nalezejici stejné rostliné byly vzdy zprimérovany.
Body ve vysledné PCA tedy charakterizuji jednotlivé jedinc
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Obr. 6 — Analyza hlavnich komponent (PCAy«&itim hodnot normalizovanych eliptickych Fourierovych
deskriptorii (priumeérné hodnoty 4 vnéjsich listenii pro 310 rostlin). Analyzovana byla symetricka slozka
variability pro prvnich 20 harmonickych sloZek. Prvni dvé osy vysvetluji 96,3 % celkové variability souboru
(prvni osa samotna 87,8 %). Sedé symbaly eytotypy, cerné symboly — 4x cybtypy. U os je vidy vynesen
prumeérny tvar listenu a odchylky + 2 SD podél dané osy (méritko odpovida jednotkach SD).

Z diagramu na obr. 6 je ziejmé, ze jednotlivé skupiny okruhu Knautia arvensisse ve tvaru
listend pfili§ nelisi, ackoliv dany znak byva casto uddvan jako taxonomicky vyznamny.
Variabilita vtomto znaku je vysokd, 2x a 4x jedinci pfislusejici jak hadcovym tak
nehadcovym populacim jsou rozmisténi a promiSeni v celém ordina¢nim prostoru. Ani rozdily
mezi jednotlivymi populacemi nejsou zv1asté patrné.

5.1.2.2 Diskuze k morfologickym znaklim K. arvensis

Vyse uvedeny pilotni prizkum poukéazal na fakt, Ze ne vSechny znaky, které byvaji

Vv literatufe uvadény jako diskrimina¢ni, mohou byt bez vyhrady povazovany za spolehlivé.

Proto, nez bude pfistoupeno k rozsahlejsimu zhodnoceni morfologické variability Knautia

arvensis muze byt vysoce pfinosné shrnout, porovnat a prodiskutovat jiz zndmé poznatky o

morfologické proménlivosti z dostupgch pramenti. Morfologickému studiu Knautia arvensis
se na nasem uzemi vénovalo jiz n&kolik obsahlejsich studii (Stépanek 1979, Stépanek 1982,

Stépanek 1997, Kaplan 1998).

Variabilita v morfologickych znacich
Knautia arvensige morfologicky velmi varialini druh. PfiCiny i projevy této variability jsou
Casto velmi komplexniho charakteru. K ekomorf6zam a individudlné¢ podminénym odchylkdm
se u tetraploidnich rostlin pfidava jesté vliv hybridizace, kterd je Casto spojena s introgresi
(Stépanek 1979, 1997). Rozsahla variabilita pak miize snadno piekryt determinaéné nebo
systematicky informativni, geneticky podminéné rozdily v morfologickych znacich.

Problémy pii morfologickém studiu mtize zplsobovat jiz vyraznd proménlivost mezi
modularnimi organy vamci téze rostliny. Tvar a velikost listu jsou zavislé na jghostaveni
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na lodyze (Stépanek 1979) a ne vzdy je mozné jasné homologizovat ,tytéz* listy u rtiznych
jedincti (délka lodyhy a pocet internodii jsou velmi variabilni). Pro srovnavani reproduk¢énich
organu je zase nutné vyuzivat pouze terminalniho strboulu, coz s sebou nese ten problém, Ze
neni mozné vjednom cCase na témz jedinci zaznamenat dilezité diakritick¢é znaky na
kvetoucich kvétenstvich i plodech.

RozsahlejsSi diskuzi kiezipopulacni variabilit¢ a s tim souvisejicimi moZnostmi
odligeni jednotlivych skupin v ramiinautia arvensisivadi Stépanek (1979, potazmo 1982).
Ponechamdi stranou reliktni diploidni populace Cech, dochazi k zavéru, Ze spolehlivé
odliSeni obou cytotypt pouze na zakladé morfologie je nemozné (viz téz tab. 1). S tim se
shoduiji i vysledky morfologickych analyz rostlin z Fran@Breton Sintes 1974aNa druhou
stranu Stépanek (1979) piiznava, Ze zde existuji jisté slabé tendenéni rozdily v nékterych
kvantitativnich znacich (velikosttrbouli, délka zakrovnich listent, délka plodd, velikost
praduchd, velikost pylovych zrn). Urcité trendy v cytotypové odliSnosti ukéazala téz
mnohorozmérnad analyza PCA (Kaplan 1998). Diagnosticka hodnota téchto znakid je vSak
snizena v zasadé dvéma faktory (Stépanek 1979):

* Ackoliv se lii primérné hodnoty téchto znakl, pfedev§im mezipopulacni variabilita je
tak vysokd, ze zastird jejich vyznam. Mnohé populace se pak v hodnotach toho ¢i
onoho znaku chovaiji zcela ,v rozporu“ se svou ploidni titovn

e Mnohé tyto,znaky“ jsou pouhym projevem fenotypové plasticity a ve spole¢nych
kultivacich se rozdily yejich hodnotach ztraceji (napi. délka zakrovnich listent).

U fenotypické plasticityK. arvensisse jesté¢ kratce zastavime. Mezi znaky silné
ovlivilované ekologickymi faktory patii zejména vyska a vétveni lodyhy, velikost, tvar a mira
déleni listt, konzistence listii, velikost priiduchti a délka zakrovnich listenii (Stépanek 1979).
Nejéastéjsimi faktory, které na formovani téchto znakl maji vliv jsou svételné a vlhkostni
podminky stanovisté. Rostliny ze zastinénych stanovist’ jsou zpravidla mensiho, graciln€jsiho
vzrustu, se vSemi listy nedélenymi, chab¢jsi konzistence. Také rostliny ze suchych mist se
vyzna€uji mensim vzrGstem a s tim souvisejicimi charakteristikami (méné¢ vétvené lodyhy,
mensi listy snéné tikrojky, Stépanek 1979).

Dalsi skupina znakt také vykazuje velikou vnitro- ¢i mezipopulacni variabilitu, neni
vSak davéana do piimé souvislosti s n€jakou konkrétni ekologickou pfi¢inou. Sem patii napf.
rozlozeni listh na lodyze ¢i piitomnost a hustota zlazek pod kvétenstvim. Mezi
vnitropopula¢né nestalé miizeme pocitat i znaky morfologicky odchylnych samicich jedincii —
tyto rostliny jsou napadné piedev§im mensimi, ¥id$imi strbouly slozenymi z nepaprskujicich
kvétd s redukovanymi ty¢inkami (Stépanek 1979, 1997). Pokud je naim primarnim zajmem
postihnout genetickou podstatu morfologickych znakl, je vhodné se pfi terénnim sbéru
materidlu vyhybat pfedev§im napadenym a poskozenym rostlindm a také funkéné samicim
jedincim, sciomorf6zam, a rostlindm ze zvlasté suchych mist (coZ je dvojnasob dulezité u
vétSinou suchych hadcovych lokalit).

Dalsi vhled do problematiky fenotypické plasticity by mél pfinést orientacni kultivacni
experiment zalozeny v minulém roce na pozemcich KatedByptaniky BF JCU. Z nékolika
populaci liSicich se ploidii a typem substratu (hadec/jioénity) bylo vybrano po ca 5
kvetoucich jedincich postrannimi rtzicemi. Kvetouci ¢ast byla standardnim zplsobem
pfipravena k mofologickym analyzdm a zbyld ¢éast rostliny byla (po oklepani vétsi casti
kotfenového balu) zasazena do bézného zahradnického substratu. Vyhodnoceni tohoto
experimentu bude mozné az v pribéhu letosni sezony.

" Pozoruhodné je, Ze vysledované znaky, kterymi by se oba cytotypy francouzské arvensismohly lisit (tvar
koncového ukrojku na 2. nejvyssim lodyznim listu; pocet kalisSnich $tétin; Bereton Sintes 1974a) jsou zcela
odlisné od znakd, které jsou k odliSeni vyuzivany ve sttedni Evrop¢ (viz tab. 1). .
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Pokud zde skutecné existuji dédicné znaky, vymezujici ten ktery cytotyp/poddruh/
populai, jsou tedy ve velké vétsing pravdépodobné zkresleny lokalnimi ekologickymi
podminkami. Vtom piipadé je nutné podfidit sbér dat konkrétni otdzce, na kterou by mélo
morfologické studium odpovédet.

1) SnaZime se zachytit a porovnat celkovou miru variability, kterou se dand populace
vyznaCuje (malé a izolované populace by napf. mohly vykazovat mensi miru
variability), popfipadé¢ se budeme snazit vytvofit determinacni klic k uréeni téchto
typl piimo v terénu (napi. Stépanek 1979). V tom piipadé je nutné studovat rostliny
sebrané piimo na dané lokalité a populacni sbér provést s ohledem na zachyceni pokud
mozno ,,celé” skaly variability (samozfejmé s vyjimkou napadné poskozenych nebo
napadenych rostlin).

2) Nasi hlavni snahou je vyuzit morfologickych znakti k odhaleni/potvrzeni
fylogenetickych vztahii v dané skupiné (naptf. porovnani s vysledky molekularnich
analyz). Vtomto piipadé bychom se méli snazit pokud mozno co nejlépe odlisit
genetickou slozku variability od ekologicky podminéné stanovistni plasticity, coZ nam
asi nejlépe umozni spolecna kultivace studovanych rostlin ve stejnych standardnich
podminkach (Briggs & Walters 2001). Zasadnim problémem kultivacnich
experimentll je vSak velika Casova, materialni i fyzicka naro¢nost. V kombinaci
spomérné slozitym cytologicko-geografickympattern studované skupiny, a z toho
vyplyvajicinutnosti sebrat pomérné velké mnozstvi popula¢nich vzorkd, je moznost
kultivacniho experimentu kapacitné takika nemozna

Pouzitelné diagnostické znaky v ramci druhu Knautia arvensis

Podivejme se nyni na cely problém variability z drubd@ny. Jaké znaky jsou geneticky
podminéné a zaroven nejsou tak siln¢ variabilni a plastické, aby nemohly byt vyuzitelné pro
odliSeni jednotlivych skupin v ramé{. arvensi8 Nasledujici piehled vychazi z dukladného
rozboru morfologickych znaki, ktery provedl Stépanek (1979) na tizemi Ceskoslovenska.

0 Pritomnost ptizemnich listovych ruzic. Prezimujici pfizemni listové rlzice se v
ptipad¢ druhu K. arvensisvytvareji az na konci vegetacni sezoény (v kontrastu s K.
kitaibelii). V pribéhu kveteni byly rizice pozorovany i u obou diploidnich hadcovych
populaci (u Borovska pravidelng, u St. Ranska nékdy) (Stépanek 1979).

0 Tvar lodyznich listd. Tento znak je vhodny k odliSeKi *pseudolongifoliaa udajné i
jednotlivych populaciK *serpentinicola (diskuze viz dalsi oddil). Obecné vsak
podléhd velmi silné variabilité v zavislosti na konkrétnich stanoviStnich podminkéch.
Témét ve vSech populacich je mozné nalézt rostliny, u nichz jsou vSechny listy
nedélené (Stépanek 1979). Naopak Kaplan (1998) n&kolik charakteristik lodyznich
listd (délka, pomér délky a Sitky, pomér délky koncového ukrojku ku celkové délce)
vyuzil k ¢aste¢nému odliSeni cytotypt a hadcovych populaci v analyze PCA.

0 Pritomnost (a hustota) zlazek pod kvétenstvim je velmi proménlivy znak na vnitro- i
mezipopulac¢ni trovni. Uvadi se vSak, ze u K. *pannonicase zlazky vyskytuji pouze
ziidka a naopak u K. *serpentinicolaje jejich vyskyt pravidlem (Stépanek 1979, 1997,
Kaplan 1998)

0 Primér terminalniho strboulu (= vzdilenost mezi vnéj$imi okraji paprskujicich korun
okrajovych kvétt). Tento znak je u rodu Knautia obecné korelovan s nadmoiskou
vySkou — taxony z horskych a vysokohorskych poloh (beedohina vzajemnou
ptibuznost) se vyznacuji velkymi terminalnimi strbouly. To plati i pro krkonoSskou
populaci K. *pseudolongifolia Jiz zna¢né slabsi se jevila jeho korelace s ploidii
(diagnosticka hodnota tohoto znaku bylaéte souvislosti ozna¢ena za ,jmizivou®,
Stépanek 1979). S timto zavérem kontrastuje pozd&jsi zafazeni tohoto znaku do
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determinaéniho kli¢e (rozhodujici mezi K. *serpentinicolaa K. *pannonica Stépanek
1997) a do PCA analyzy hadcovych populaci (Kaplan 1998)

0 Délka vnéjsich zakrovnich listenti (terminalniho strboulu). Tento znak dosahoval
napadné nizkych hodnot u diploidnich nehadcovych populaci. OvSsem pii spolecné
kultivaci doslo ke setfeni rozdili (diploidni rostliny se ,vyrovnaly* ostatnim).
Pozorovana tendence ke klinalni variabilit¢ ve vztahu k nadmotské vySce by mohla
byt vysvétlena celkové vét§imi strbouly u horskych rostlin (Stépanek 1979). Délka
zéakrovnich listentl je diakritickym znakem v uréovacim kligi (Stépanek 1997) a byla
také pouzita do PCA analyzy (Kaplan 1998)

0 Velikost pylovych zrnZe znakt, u nichz se pfedpoklada korelace s ploidni drovni se
tento jevil jako nejspolehlivéjsi. 1 piesto se vSak naméfené hodnoty ve velké oblasti
prekryvaly a celkovd proménlivost byla velikd. Zajimavé je, Ze jedinou tetraploidni
populaci, ktera ve velikosti pylovych zrn vyrazné vybocovala smérem k ,.diploidnim™
hodnotam byla populace ,,Viéek™ z marianskolazenskych hadcti (u druhé studované
tetraploidni hadcové populace nebyla velikost pylovych zrn méfena, Stépanek 1979).
Stépanek (1979) si také vsiml urditych rozdili ve skulptuie exiny (exina tetraploidd
méla vesmés hustSi pokryv zmohutnéjSich osténki). Ehrendorfer (1962a) dospél
k zavéru, ze velikost pylovych zrn sice je korelovana se stupném ploidie, avsak rozdily
mezi jednotlivymi taxony mohou tento trend piekryt.

0 Délka svéracich bunék praduchi. U tohoto znaku se projevila celkova zavislost na
stupni ploidie, avSak zaroven se ukazala i velkd proménlivost v jeho hodnotach
(ztejmé vliv ekologickych podminek). Nékteré diploidni populace se velikosti plné
vyrovnavaly tetraploidiim a naopak (Sté&panek 1979).

0 Délka plodi (méfena bez elaiosomu, ktery se pii suSeni smrst'uje). Také v hodnotach
tohoto znaku bylo 1ze pozorovat jistou korelaci se stupném ploidie a také se vzriistajici
nadmoftskou vySkou (? opét souvislost s vét§simi ubory horskych rostlin), nejevila vSak
piili§ vysokou diagnostickou hodnotu (Stépanek 1979). V kontrastu s timto poznatkem
je tento znak opét vyuzivan v determinac¢nim kli¢i (mj. pravé k odliSeni tetraploidnk.
*arvensis od prevazné diploidni skupiny K. *pannonica + K. *serpentinicola
Stépanek 1997)

Jevidét, Ze jednotlivé studie si v nékterych smérech pomérné siln¢ odporuji. Hlavni pficinou
téchto rozporii nejspi§ bude rozsédhld morfologickd variabilita, k niz se mohl pfidat vliv
ekologickych podminek na konkrétnich lokalitach a odliSny zpisob sbéru vzorkl rtznymi
autory.

Morfologicka variabilita reliktnich hadcovych popul aci

Ne zcela jednozna¢na situace panuje také v otdzkadch morfologie reliktnich hadcovych
populaci K. arvensis O tom, Ze jsou tyto populace morfologicky diferencované jak od
ostatnich populad{. arvensistak i vzajemné od sebe, hovoii Stépanek (1979, 1982) i Kaplan
(1998). Diilezité znaky, jejichz zakladé autofi toto tvrzeni stavi, jsou nasledujici:

+ Stépanek (1979, 1982) — , statnost“ rostliny, velikost, celkovy tvar a mira déleni list,
velikost a barva strboulii. Populace ze Slavkovského lesa (Vicek, Mnichov = Pluhtiv
bor) autor neodlisuje od bézného tetraploidniho cytotypu (= K. *arvensig

» Kaplan(1998)

— znaky Kkorelujici s ploidii (které&. *serpentinicola— 2x i 4x — sdili &«
*pannonicy: velikost strboultl, délka zakrovnich listend, délka listt

— znaky do urcité miry vymezujici jednotlivé populace: celkovy tvar listu, délka
a $itka Gkrojku, pomér délky koncového ukrojku k celkové délce listu
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— tmavé Cervena barva koruny je typickym znakem pro cely taxon K.
*serpentinicola

Rada t&chto charakteristik vSak patfi mezi znaky silné ovlivnéné stanovistnimi podminkami

(statnost rostliny, tvar, mira déleni a velikost listd; viz vyse). Je vSak mozné, ze v

reproduk¢né izolovanych populacich doSlo (fa vlivem genetického driftu) k posunu a
zafixovani pouhého ,,vyseku“ celkové variability téchto znakl, a potom by kombinovany

soubor téchto znakli mohl mit jistou vypovédni hodnotu. Na druhou stranu, naptiklad maly

gracilni vzrist rostlin z Dolnokralovickych hadcti by mohl byt vysvétlen velmi suchym

charakterem stanovisté, v némz byl J. Stdpankem sbiran (oteviené bory s porosty Festuca
ovina Stépanek 1979).V jinych, vih¢ich partiich tohoto hadcového télesa lze nalézt rostliny

vySSi, sbohaté délenymi listy (vlastni pozorovani).

Zda se, ze jedinym znakem, vymezujicim K. arvensissubsp.serpentinicola na kterém
se shoduji viichni autofi (Stépanek 1982, 1997, Kaplan 1998) je nipadni &ervenofialova
barva koruny. Do chemotaxonomickych analyz kvétnich barviv St&panek (1979) bohuzel
zadnou z hadcovych populaci nezahrnul. Problémem pii pokusech vymezit K. *serpentinicola
pomoci analyzy kvétnich barviv by mohly byt zmény barevnych odstinti béhem ontogeneze
koruny a také zavislost antokyanového zbarveni na kamkhétpodminkach pudniho
prostiedi (Stépanek 1979).

5.2 Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie (flow cytometry, FCM) je metodickym pfistupem, ktery umoziuje
méfeni optickych vlastnosti izolovanych c¢astic. V rostlinné biosystematice je vyuzivana
zejména kezjistovani obsahu jaderné DNA" (Suda 2004) -analyzované &astice jsou bunééna
jadra a métfenou charakteristikou je intenzita fluorescence barviva (fluorochromu), specificky
se vazajiciho na DNA.

Zékladni princip metody je nasledujici: Jednotlivé ¢astice (jadra) jsou unaSeny rychle
tekouci kapalinou, kterd je hydrodynamicky usmériiuje do stiedu jednolitého proudu, takze
mohou postupné (jedna po druhé) prochdzet paprskem silného svétla (napi. laseru). Toto
svétlo excituje navazany fluorochrom, vzniklé fluorescencni zéafeni (popf. i dalsi optické
charakteristiky) je snimano a pfevadéno na elektrické implusy zpracovavané pocitacem
(Dolezel 1997). V ptipad¢ systematicko-botanickych studii je hlavni (a vétSinou jedinou)
méfenou charakteristikou samotna fluorescence. Klasickym vystupem z FCM analyzy je pak
2-D histogram (na vodorovné ose relativni intenzita fluorescence na svislé ose pocet jader,
Suda 2004, viz také obr. 7). Snimani i dalSich optickych kteaistik forward a sidescatte)
pro kontrolu kvality anabydoporucuji Loureiro et al. (2006).

Hlavni vyhodou pritokové cytometrie je jednoducha a rychla ptiprava vzorku (tj.
roztoku uvolnénych jader). Zakladem celého postupu je piiméfené nasekani vzorku
rostlinného pletiva ve vhodném izolaénim pufru a ndsledné prefiltrovani suspenze.
Fluorescen¢ni barvivo mize byt jiz soucésti izolaéniho pufru, nebo mize byt ptidano pred
analyzou (podrobny popis pfipravy vzorki a mozné modifikace viz Greilhuber et al. 2007).
Rychlost ptipravy jednoho vzorku se pohybuje v fadu pouhych minut, coz prudce kontrastuje
Scasové (a mnohdy i technicky) ndro¢nymi karyologickymi postupy (Suda 2004). FCM ma
oproti klasické karyologii 1 dalsi vyhody (Dolezel 1997, Suda 2004, Suda & Travnicek 2006):

" Nize popisovany piistup umoziiuje zjistit pouze obsah jaderné DNA (a nikoliv tedy obsah DNA celého
genomu, tj jaderné + organelarni DNA) Pro zjednoduSerkd b8deme \nasledujicim textu uzivat zkracené
terminy ,obsah DNA" a ,velikost genomu®, avSak stdlasime mit na paméti, ze se jedna o charakteristiky
jaderného genomu (toto zjednoduseni je bézné uzivano v cytometrické literatufe)
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* moznost analyzovat velké mnozstvi vzorki (az stovky za den)

« nedestruktivnost

* moznost analyzovat mitoticky inaktivni buiiky (a s tim souvisejici Sirok& volba typu
studovaného pletiva lista, stonkd, fapik, ..., ale i semen)

* detekce smiSenych vzorkl, umoziujici urceni subpopulaci jader s riznym obsahem
DNA (napt. odliSeni jader v G1 a G2 fazi bunécného cyklu, detekce endopolyploidie)

* vysoka presnost umoziujici detekovat i drobné odchylky v obsahu DNA

* $irSi moznosti — mefeni relativniho obsahu DNA nebo stanoveni velikosti genomu

Naopak hlavni nevyhodotierénnich aplikaci FCM je obecna nutnost analyzovat Cerstvy
material. Dobu, po kterou jsou rostlinna pletiva jesté pouzitelnd, 1ze prodlouzit na dobu v fadu
dni az tydnti vhodnym skladovanim (ve vlhku a chladu). Pro méné narocné cytometrické
postupy (napi. urCovani ploidie) je casto mozné vyuzit i herbafové polozky (Suda &
Travni¢ek 2006), nebo pletiva rychle vysusena napt. v silikagelu (Suda et al. 2007). DalSi
omezeni predstavuji sekundarnich metabolity (zejména tiisloviny a slizy), které se uvoliuji z
cytosolu vprubéhu sekani a mohou vyrazné ovlivnit moznosti vazby fluorochromti na DNA
(Dolezel & Bartos 2005, Loureiro et al. 2006, Suda 2004).

V zavislosti na typu problému, ktery chcemeyszitim FCM fesit, je velmi dalezita
volba spravného druhu fluokeacniho barviva, fluorochromu. V soucasné dobé
Vv biosystematickych aplikacich pfevladaji dva fluorochromy — propidium jodid (Pl) a 4°;6
diamidino-2-fenylindol (DAPI). N&které obecné vlastnosti a zejména pak vyhody a nevyhody
obou typt barviv shrnuje nasledujici tabulka (tab. 2)

DAPI Pl
charakter vazby na DNA vazba na A-T bohata mista DNA-interkalator
zdroj excitacniho zareni rtutova vybojka argonovy laser
nutnost oSetfit vzorek ribonukleazou ne ano
fluorescence umérna obsahu DNA - +

snadnost excitace
citlivost ke strukture chromatinu
citlivost k vlivu sekundarnich metabolit(i

Tab. 2 — Vybrané charakteristiky, vyhody (+) a nevyheWwou fluorochromii nejcastéji vyuzivanych
V rostlinné biosystematice (podle Dolezel 1991, Dolezel & Barto$ 2005, Suda 2004)

V piipadé zkoumani evoluéni historie Knautia arvensisnam prutokova cytometrie mize
pfispét ve dvou hlavnich oblastech — (i) pfi stanovovani absolutni velikosti genomu
jednotlivych taxont a (ii) ur€ovani stupné ploidie zkoumanych vzork.

5.2.1 Stanoveni absolutni velikosti genomu

Znalost absolutni velikosti genomu daného druhu ndm otevird Sir§i moznosti, neZ by se na
prvni pohled mohlo zdat. Ukazuje se, ze na druhové trovni je absolutni velikost genomu
vétSinou staly znak a tak ji lze (za urCitych okolnosti) vyuZzit jako vhodny determinacni
marker. Tento pfistup je obzvlasté uzitecny v ptipadé dvou piibuznych druhti, které se nelisi
stupném ploidie, ale odliSuje je pravé velikost genomu. Pokud je tato odchylka dostate¢né
velka (a raliSeni cytometrickych analyz dostate¢né piesné), muzeme kromé vlastnich druht
detekovat i jejich potencialni hybridy (Kron et al. 200dd& et al. 2007).

Stanoveni velikosti genomu pomoci FCM neni tak trivialni procedura, jak byla nékdy
chapana v ,ranyc¢hdobéch rostlinné pritokové cytometrie. Rada metodickych chyb u mnoha
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diivéjich praci si vyzédala formulovani nékolika zdkladnich pravidel, kterymi je tieba se
fidit, aby bylo mozné ziskat kvalitni a vzajemné porovnatelna data (Dolezel & Bartos§ 2005,
Greilhuber et al. 2007, Suda et al. 2007):

1. vphradné interkalacéni barviva (napi. PI) — relativni zastoupeni-A (resp. GC)
pari bazi je na vyS$i neZz druhové Urovni velmi proménlivy znak, ktery neni
korelovan s velikosti genomu (Barrov & Meister 2002) a pietautné vyhybat se
bazoveé-specifickym barviviim (napt. DAPI)

2. vhodna interni standardizace interni standard je vzorek rostliny o znamé a ptresné
stanovené velikosti genomu, ktery je pfidavan ke kazdému analyzovanému vzorku
jiz béhem jeho ptipravy. Vhodny interni standard by m¢l mit velikost genomu co
mozné nejblizsi studovanému taxonu (z divodu mozné nelinearity méteni), ne vsak
tak blizkou, aby nebylo mozné piky obou rostlin spolehlivé odlisit.

3. opakovani— pti stanovovani velikosti genomu u dosud nezkoumaného druhu je
potieba vyhnout se nezddouci (i) variabilit¢ mezi jedinci (napt. ndhodnym vybranim
aneuploida) a (ii) variabilit¢ v proceduie (ndhodné drobné odchylky v ptfesnosti
pfistroje nebo v ptipravé a barveni vzorku). Od kazdého druhu je proto nutné zméfit
alespoii 3 riizné rostliny, z nichz kazdou 3x v riiznych dnech

4. piesnost a kvalita analyzy — v Uvahu je vhodné brat pouze histogranyespon
5000 analyzovanymi jadry, aksalitnimi piky, jejich? koeficienty variance (CV)
neptesahuji hodnotu 3%

Krom¢ téchto zakladnich zasad je také siln€é doporucovano provést cytologickou kontrolu
analyzovaného materidlu (Leitch & Bennet 2007) a také ovéfit mozné negativni UCinky
sekundarnich metabolitti (napf. tfislovin) na kvalitu a presnost méteni (Loureiro et al. 2006).

5.2.1.1 Studium vnitrodruhové variability v obsahu DNA

Otézka vnitrodruhové variability absahu DNA (dané jinymi procesy, neZ polyploidizaci) je
Vv botanickych kruzich pomérné kontroverznim tématem. Podle soucasnych nazori se jedna o
pomérné neobvykly jev, rozhodné vzacnéjsi, nez se jesté¢ pred nedavnem soudilo. Zname
nékolik exemplarnich ptipadid, kdy byla ,vnitrodruhova variabilita v obsahu DNA*®
disledkem metodickych chyb ¢i plsobeni sekundarnich metabolitti (napt. rozdily v ,,obsahu
DNA* mezi rizn¢ oslunénymi rostlinami Helianthus annuusPrice et al. 2000). Nejcast&jsi
pti¢iny myln¢ detekované vnitrodruhové variability v obsahu DNA shrnuji Greilhuber (2005)
a Dolezel et al. (2007):

* pfistrojové a metodické chyby

* vliv sekundarnich metabolitd (mozna fluktuace v jejich obsahu i v zavislosti na

podminkach stanovisté, roénim obdobi, typu a poloze zvoleného rostlinného organu)
* rozdilné vysledky pifi méteni v riznych laboratotich
» taxonomick& heterogenita zkoumaného materialu

Piesto se v posledni dobé mnozi diikazy intraspecifick¢ variability, kterd byla prokadzana na
zakladé¢ metodicky piisné oSetfenych postupt. Hlavnimi adepty na ,,skute€nou‘ variabilitu
jsou zejména druhy se Sirokou geografickou nebo ekologickou amplitudou, disjunktné
rozsifené druhy nebo opakované vzniklé allopolyploidni taxony (Dolezel et al. 2007).

Pokud je studie zaméfena vyhradné na studium intraspecifické variability v rdmci
konkrétniho druhu (a neklade si tedy za cil zjiSténi absolutni velikosti genomu), je mozné

" CV (coefficient of variance= charakteristika vyjadtujici §itku piku v histogramu (udavan v %). Jedna se o

vvvvv
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odchylit se od nékterych (vySe zminénych) metodickych zasad spojenych se stanovovanim
absolutni velikosti genomu. Smarda a Bure§ (2006) napiiklad pii studiu tohoto problému u
druhu Festuca pallens/yuzili A-T specifické barvivo DAPI, protoZze umoznovalo mnohem
lepSi rozliSeni cytmetrickych analyz (pramémé CV 1,6 oproti 3,1 v ptipadé PI). Zaroven ale
hlavni studii doprovodili ,kalibraénim pokusem®, vnémz byli tytéz rostliny F. pallens
méfeny s vyuzitim DAPI i PI FCM. Zjisténa silnd korelace mezi vysledky DAPI a PI méfeni
dovolila interpretovat variabilitu zjiSténou na zékladé jinych DAPI méfeni jako skutecnou
variabilitu v obsahu DNA.

Na druhou stranu, pfi studiu intraspecifické variability v obsahu DNA mize byt
uzitetné drzet se nékterych jinych metodickych zasad. Pfi porovnavani jedinct z rtiznych
oblasti aredluF. pallens pracovali Smarda a Bure§ (2006) vyhradné s rostlinami
pochéazejicimi alesponi rok trvajici spole¢né kultivace, aby bylo zabranéno mozné fluktuaci
Vv obsahu nezadoucich sekundarnich metabolitti mezi ptivodnimi stanoviti. Ctvrtina méfenych
jedinci byla navic podrobena karyologické analyze, ktera by umoznila odhalit ptipady
aneuploidie nebo vyskytu B chromozomi. B chromozomy byly ve zkoumaném materialu
skutecné nalezeny, jejich ptfitomnost se vSak projevovala napadnymi ,;skokovymi® (az 12%-
tnimi) rozdily vobsahu DNA, (Smarda a Bure§ 2006). Uzite¢nym piistupem vyludujicim vliv
metodickych artefaktli je spolecnd analyza dvou jedincl, u kterych jsme jiz zjistili rozdily v
obsahu DNA (pfipadna ptitomnost dvojitého piku (obr. 7 vpravo) poukazuje na takovy
rozdil).

5.2.2 Stanoveni stupné ploidie

Ve srovnani se stanovovanim absolutni velikosti genomu klade ,,pouhé* urcovani ploidie nizsi
naroky na pfesnost a kvalitu analyz. Vé€domé porusSeni nékterych pravidel zminovanych v kap.
5.2.1 v8ak muze v fad¢ ptipadii (kde stanvovani velikosti genomu neni hlavnim cilem) znac¢né
rozsitit moznosti FCM (podle Suda et al. 2007, pokud neni uvedeno jinak):

* Pii urCovani ploidie staci znat pouze relativni obsah DNA, a proto je mozné pouzit
barvivo DAPI. Analyzy vyuzivajici DAPI dosahuji Casto lepsiho rozliseni (Dolezel &
Barto$ 2005), coz usnadiiuje odhaleni drobnych odchylek v genomu -mozna detekce
aneuploidi nebo  zjiStovani drobnych odchylek v genomu u ptibuznych
homoploidnich druht.

» Akceptovanihistogrami s horSimi CV (mezi 510%) nebo nizs§im celkovym pocétem
analyzovanych jader (pod 5000) dovoluje vyuzivat k analyze i takovy materiél, ktery
by za  striktnich podminek  neposkytoval pfijatelné¢  vysledky, avSak
Vv biosystematickych ¢i ekologickych studiich mohiize pfinést fadu dilezitych
informaci (napf. semena, herbarovy material)

* Vyse uvedené snizené pozadavky na kvalitu analyz ve spojeni se omezenim nutnosti
opakovat méfeni oteviraji moznosti rozsahlého cytotypového screeninguv riznych
casovych i prostorovych métitkach.

0 Svyuzitim FCM je snadné zjistit rozsifeni cytotypt uréitého druhu v ramci
celého jeho aredlu a adekvatné posoudit vysledny cytogeograficky pattern
Dnesni cytogeografické studie bézné pracuji s vice jak 1 000 jedinci.

0 Rozsahl¢ prizkumy zvySuji pravdépodobnost detekce vzacnych cytotypt,
naptiklad triploidnich kitiZzencii, nebo dosud neznamych vysSich ploidii
nékterych taxond.

0 FCM prenesla studium polyploidie z Grovné jedincii na Groven populaci (Kron
et al. 2007). Detailni cytologicky pruzkum smiSenych populaci vice ploidii
téhoz druhu umoziuje posoudit dynamiku vztahli mezi jednotlivymi cytotypy a
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také dovoluje rekonstruovat procesy odehréavajici se pti vzniku neopolyploidi
(napt. Husband & Sabara 2003).

5.2.3 FCM a karyologie

Dopliikkovou (avS8ak nezbytné nutnou) soucdsti vyuzivani pritokové cytometrie
Vv biosystematickych oborech jsou metody ,klasické* karyologie (pfedevsim jsou vyuZzivany
tzv. rychlé roztlakové metody, Krahulcova 1998). Karyologick¢ ovéfeni je silné
doporucovano napiiklad v nasledujicich piipadech:

e stanovovani velikosti genomu u neznamého druhudada chromozomalnich mutaci
zpusobuje detekovatelné odchylky v obsahu DNA (napft. aneuploidie, chromozomové
duplikace a delece, pohlavni chromozomy, B chromozomidti& Bennet 2007)

* stanovovdni stupné ploidie — pivodni ptedpoklad, ze tmérné se stupném ploidie se
zvySuje 1 hodnota celkového obsahu DNA se ukazal byt mylny. Velmi castym jevem
je tzv. genome downsizin@_eitch & Bennet 2004) —-rasobny polyploid nemé- x
nasobny obsah DNAliploidniho cytotypu, ale jeho obsah DNA je o néco mensi.
Porovnavani dvou jedinct lisicich se ploidni Grovni (a to i v pfipadé cytotypt téhoz
druhu) je proto nutné doplnit prvotni karyologickou analyzou, jinak mlze dochazet
k vaznym omylim napt. v odhadeh stupné ploidie (Suda et al. 2007). Dvojnasobné
dilezitosti nabyva karyologické ovéteni v pfipadé nalezu nového, dosud neznamého
cytotypu (napf. triploidniho hybrida)

* detekce aneuploidnich jedincu — i kdyz pomineme metodické chyby a artefakty, mize
mit Zisténa odchylka v obsahu DNA vice pfi¢in (B chromozomy, chromozomové
duplikace, ...). Kazdy nalezeny jedinec s odlisnym obsahem DNA by proto mél byt
podroben karyologickému zkoumani, které by potvrdilo vyskytuplogie v tom
konkrétnim piipadé.

o studiumrostlin s holokinetickymi chromozomy- holokinetické chromozomy (u
rostlin pfedev§im u ¢eledi Cyperaceaea Juncaceag nemaji pravou centromeru a
jejich kinetochor je rozptylen po vétsi casti chromozomu. Pokud tedy dojde ke zlomu
chromozomu, mohou se obagdneenty dédit dale, coz ma za pfi¢inu proménlivy pocet
chromozomt pii + stejnych hodnotach velikosti genomu.

Rychl¢ karyologické metody umoziuji pozorovani obarvenych roztlakovych nebo
roztérovych pfedem macerovanych pletiv. Piiprava vzorkli je ve srovnavani s klasickymi
metodami karyologie jednodus$i a skutecné také casové méné narocnd, avsSak piesto ve
vétSin€ piipadli zabere vice jak jeden den.. Prvni fazi je pfedplisobeni materidlu mitotickymi
jedy s cilem zablokovat co nejvétsi mnozstvi jader ve fazi mitézy (a také zkratit a lépe
zviditelnit jednotlivé chromozomy). Nésleduje fixaceycfilé a Setrné usmrceni pletiva),
macerace (rozruSeni sttedni lamely a uvolnéni jednotlivych buné€k), barveni objektu a roztlak
(Krahulcova 1998). Dilezitymi fazemi z hlediska optimalizace této metody na konkrétni
rostlinny druh je predevsim ptedpisobeni (doba jeho trvani a druh pouzité¢ chemikalie) a
macerace (doba jejiho trvani). Nezbytnou podminkou je pouziti mitoticky aktivniho pletiva,
nejcastéji se preparaty ptipravuji z vrcholovych kofenovych meristéma.

5.2.4 Pritokova cytometrie v pripadé Knautia

Cytologickou situaci uKnautia arvensiszkoumame syuzitim FCM jiz od podzimu 2005.
Shroméazdéné vysledky vSak v tuto chvili nelze spolehlivé interpretovat, protoze zatim chybi
data z molekularnich analyz DNA a takélt@odu zatim nedostatecného poétu sebranych
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populaci (zakladniho cytologickgcreeningbude dokonéen az v letoSnim roce). Na dosud
ziskanych datech je vSak mozné velmi dobie ukazat moznosti, kterymi miize FCM pftispét ke
studiu fytogeograficky pozoruhodného polyploidniho komplexu.

Metodika: Postup pfipravy materialu vychazi z dvoustupiiové procedury vyvinuté ptivodné pro
zivogisné buiky (Otto 1990), kterou upravili a u rostlin poprvé aplikovali Dolezel a Gohde (1995). Zakladni
postup vyuZivany pfi uréovani absolutni velikosti genomu, byl nasledujici: v Petriho misce obsahujici 1 ml
ledového pufru Otto I bylo Ziletkou rozsekano pfiblizné 0,5 x 0,5 cm listu chrastavce spolecné s odpovidajici
plochou listu referen¢niho standarduPisum sativunev. Ctirad (2C = 9,09 pg DNABuspenze byla ptefiltrovana
pfes jemnou nylonovou sit’ (velikost oka 42 pm) do kyvety a centrifugovana 5 minut pfi 150g. Po skonceni
centrifugace byl slit supernatant, pfidano 100 pl pufru Otto I a vzorek promichan. Ca 5 minut pfed vlastni
analyzou bylo do kyvety pfidano 1 ml smési pufru Otto II, propidium jodidu a RNazy a znovu promichano.
Vzorek byl analyzovan na pritokovém cytometru Partec CyFlow vybavenym argonovym laserem. ZjednoduSeny
postup vyuzivany pii urcovani stupné ploidie, zahrnoval nasledujici modifikace: vzorek byl pfipravovan pouze
v 500 pl pufru Otto I, byl vynech&n krok centrifugace (a slévani supernatantu) a pufr O#dlllorochromem
(Pl nebo DAPI)byl piidan pfimo k 500 ul suspenze s Otto 1. V piipadé analyzy vyuzivajici jako barvivo DAPI
byl vzorek analyzovan na pritokovém cytometru Partec PA II vybaveném rtutovou vybojkou (HBO — 100).
Veskeré analyzy byly provadény v Laboratofi pritokové cytometrie Botanického twstavu AV CR
(www.ibot.cas.cz/fcm, zde také podrobnosti ohledné metodickych postupti, pfistrojového vybaveni a pouzitych
chemikalif).

Knautia arvensisse ukazala jako vhodny taxon pro FCM analyzy. Diky tuzsi
konzistenci listi nebyl problém s analyzovanim vzorkli pletiv vice nez tyden starych,
Vv piipad¢, ze byly uchovavany ve vlhku a chladu. Sekundarni metabolity zjevné nijak vyrazné
neovliviiovaly kvalitu analyz a vysoké rozliSeni analyz (s nizkymi hodnotami CV)
umoznovalo detekovat i drobné odchylky v obsahu DNA (viz obr. 7 vpravo). Pfi stanovovani
velikosti genomu bylo bézné dosahovano CV s hodnotami okolo 2%. Vysok& kvalita analyz
také usnadnila a vyrazné urychlila provadéni rozsahlého cytotypového priizkumu (napf. na
jednu hadcovou populaci layzjistovana ploidie u 100 — 200 rostlin), nebot’ bylo mozné
analyzovat vice jedincii ztéze populace (zpravidla 5-10) zaroven pii jednom béhu. I pfi
takovémto postupu bylo bézn¢ dosahovano hodnot CV pod 3% (viz obr. 7 vlevo). V ptipadé
nalezu smiSeného wvidar bylo samoziejmé nutné piistoupit k separatni analyze jednotlivych
rostlin.
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Obr. 7 — Histogramy z FCM analyanautia arvensisvleva cytotypovy screening populaci — analyza vzorku z 10
Jjedincii K. arvensig4x, lokalita Vicek) + interni standard Pisum CV piku vzorku je 1,95%prava detekce drobr
odchylky ve velikosti genomupolecnad analyza diploidni rostliny K. *serpentinicola(Staré Ransko) K.
*pannonica V obou pripadech barveno pomoci DAPI
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Pritokova cytometric zasadn¢ prispéla ke studiu mikroevolu¢ni historie Knautia
arvensiszejména v nasledujicich tiech smérech vyzkumu:

Stanoveni stupné ploidie morfologicky ¢i molekularné dale analyzovanych jedinct
spojené s rozsahlym cytotypovysereeningenv ramci areallK arvensisagg. je nezbytnou
podminkou pro dalSi studium hnedn&kolika divodi. (1) Stupent ploidie je dtlezitym
taxonomickym znakem v okruhK. arvensis agg., jednoznaéné umozni urlit napf.
morfologicky takika shodné poddruhy K. *arvensisa K. *pannonica Nalez hexaploidni
populace na lokalit¢ Holubovské hadce jednoznacné poukazal na piisluSnost zdejsich rostlin
k druhu K. dipsacifolia ¢imz byly vysvétleny morfologické neshody diive diskutované
Kaplanem (Kaplan 1998). (2) Polyploidizace hraje stézejni roli v evoluci rodu Knautig,
stavéni jakychkoliv evolucnich teorii bez znalosti vztahu cytologie k molekularné-
biologickym, geografickym ¢i morfologickym charakteristikam by postradalo smysl. (3)
Polyploidie mtize komplikovat vyhodnocovani vysledkid nékterych molekularnich analyz
(napt. ITS sekvenci, viz kap. 5.4.2.1), pfi pouZzivani téchto metod si tedy musime byt védomi,
zda pracujeme diploidnim ¢i polyploidnim jedincem.

Rozséahly cytotypovy screening na urovni populadize vést k odhaleni vzacnych
cytotypt a/nebo ploidné-smiSenych populaci. To se potvrdilo pitpadé K. arvensis (1)
Nékolik diploidnich rostlin bylo nalezeno v populaci 4x rostlin na hadcovékalit¢ Plany
Vrch ve Slavkovském lese (pfitom na ostatnich lokalitich v daném Uzemi se vyskytuji
vyhradné tetraploidi). (2) Jedna triploidni rostlina neznamého pivodu byla nalezena na
dolnokralovickych hadcich (jedna se o vibec druhy nalez triploidniho chrastavceve volné
ptirodé). (3) Podafilo se zjistit, ze hadcova lokalita Woja v severnim Bavorsku je obyvana
diploidnim 1 tetraploidnim cytotypem (4x jedinci ziejm¢ zavleCeni podél Zzeleznice). (4)
SmiSena populace 2x a 4x rostlin byla objevena také&maMioravé v kontaktni zoné mezi
K. arvensis subsp. pannonica a subsp. arvensis Tyto vysledky zéasadné pfrispivaji
k odhalovani evolu¢ni historie hadcovych chrastavci (napf. diploidni rostliny ve
Slavkovském lese) a také oteviraji cestmdZnému dalsimu studiu procesti probihajicich
v mistech kontaktu diploidnich a tetraploidnich rostlin {©av kontrastujicich edafickych
podminkach).

Pii stanovovani absolutni velikosti genofjiednotlivych taxont se podafilo detekovat
drobnou (piiblizné 4%) avsak stalou odchylku ve obsahu DNA mezi diploidnimi rostlinaii
* serpentinicolaa K.*pannonica(viz obr. 7 vpravo). Pri¢ina takové variability zatim zlstava
nezndma, stejné jako jeji mozny piinos pro znalost vzajemnych fylogenetickych vztaht
v ramci celé skupiny (zatim bylo analyzovano jen minimaghadcovych tetraploidnich
rostlin). Vzhledem laalezu takové odchylky u taxoni na poddruhové turovni také nelze
vyloucit, ze bude mozné vyuzit velikost genomu jako vhodnou charakteristiku i k odliSeni
nékterych druht popf. jejich hybridi (napt. K. arvensisaK. kitaibeli).

5.2.5 Karyologie v pripadé Knautia

Karyologickému studiuKnautia arvensisse vminulosti vénovala fada zahrani¢nich autori

(napt. Breton Sintes 1974a,b, 1975, Ehrendorfer 1962, Kachidze 1929, Verlaque 1975), na
nasem Gzemi chromozomy chrastavct poéitali Stépanek (1979, 1982) a Kaplan (1998). Oba

¢esti autofi vyuzili rychlou roztlakovou metodu vyuzivajici barveni lakto-propio orceinem
(Krahulcova 1998), ptedpiisobeni probihalo 2-4 hodiny, jako ¢inidlo byl v obou ptipadech

pouzit roztok pdichlorbenzenu, macerace trvala-@D sekund (Stépanek 1979) nebo 2

minuty (Kaplan 1998).
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Pro orienta¢ni karyologické pozorovani byl tento postup vyuzit i v predkladané praci.
Prabéh piipravy preparatu sledoval Kaplana (Kaplan 1998) s jedinou modifikaci (lakqaropio
orcein nebyl soucasti fixacniho roztoku, ale byl ptfidan na podlozni sklicko az tésn¢ pted
provedenim roztlaku). Znacny problém zpocatku ptedstavoval vybér vhodného mitoticky
aktivniho pletiva. Neporusené kotenové Spicky dospélych rostlin, které pouzival Kaplan
(1998) se nepodatilo ziskat. Jako optimdlni pletivo pro karyologické analyzy se nakonec
ukazaly vrcholové lodyzni meristémy. Jednoznaéné se podaftilo stanovit pocty u diploidniho
(2n = 20) a tetraploidniho (2n = 40) cytotypu arvensisa piedbézné i u hexaploidnich
jedincu K. dipsacifolia(2n = ca. 60)(viz obr. 8)

Obr. 8 —Mitotické chromozomi¢nautia arvensisvlevo diploidni (2n=20) jedinek. arvensisubsppannonica
(Gombasek Roziavy, jizni Slovensko), vpravo tetraploidni (2n = 40) jedinec K. arvensissubsparvensigPlané
u Marianskych lazni, CR). Mé¥itko = 10 um

5.3. AFLP

Amplified fragment length polymorphisAFLP) je moderni vysoce citlivd metoda DNA
fingerprintingu, ktera nasla Siroké uplatnéni také v rostlinné biosystematice. Princip AFLP
vV sobé kombinuje vyhody dvou metod — PCR polymerase chain reactiom restrikénich
analyz (Karp et al. 1996).akladnim principem této metody je Stépeni celkové DNA dvéma
restrikénimi enzymy, které je nasledovano selektivni PCRamplifikaci jen nékterych ze
ziskanych usekd. U téch se pak hodnoti polymorfismus v délce (Vos et al. 1995). Kone¢na
vizualizace se dé&je prostiednictvim radioaktivniho nebo fluorescencniho barveni za pouZziti
automatického sekvenatoru, piipadné pomoci vertikdlni polyakrylamidové elektroforézy
(Mueller & Wolfenbarger 1999)

Klicovou vyhodou AFLP je schopnost simultanniho screenigumnoha odlisnych tseka
DNA ndhodné€ rozmisténych po celém genomu. Vysledkem je zisk velkého mnozstvi
vzajemné nezavislych polymorfnich markert. Navic se jednd o pomérné rychlou metodu —
v relativné kratkém c¢ase mohou byt analyzovany stovky jedincd u nichz mohou byt
skorovany desitky polymorfnich mist. Naptiklad metody studia mikrosatelitii (SSR) nebo
n¢které RFLP analyzy predstihuje AFLP tim, Ze k jeho aplikaci neni potifeba ptedchozi
znalosti 0 genomu zkoumaného organismu (napt. sekvence pro primer). Na rozdil od obdobné
zvyhodnéné metody RAPD jsou vysledky AFLP vysoce spolehlivé a opakovatelné. (Mueller
& Wolfenbarger 1999, Robinson & Harris 1999, Vos et al. 1995)
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5.3.1 Limitace AFLP

Hlavni nevyhodou AFLP pro feSeni populacné biologickych otdzek je dominantni povaha
AFLP markerd. Dominantni markery dovoli pouze urCeni genotypu, ale neumoZziuji
odhadnout frekvenci jednotfich alel, protoze neni mozné odlisit heterozygota od
dominantniho homozygota (Ouborg et al. 1999). Nékteré AFLP markery sice vykazuji i
kodominantni dédicnost (Mueller & Wolfenbarger 1999), identifikace heterozygota pouhym
odhadnutim intenzity daného fragntu vSak neni mozna, nebot” AFLP procedura neni citliva
ke koncentraci templatovée DNA =stejna intenzita fragmentt byla pozorovana pfi
koncentracich 25ng a 25pg DNA (Vos et al. 1995)! Pii skorovani AFLP gelu je tedy mozné
zaznamenavat pouze prezenci/absenci fragmentu (0/1 datejlostdtky plynouci
Z dominantniho charakteru c¢éaste¢né vyvazuje snadny zisk velkého mnoZzstvi nezavislych
vysoce polymorfnich znakti (Robinson & Harris 1999).

Velky problém zejména pro fylogenetické vyuziti AFLP dat pfedstavuje otazka
homologie spolu migrujicich fragmentti (Mueller & Wolfenbarger 1999, Karp et al. 1996).
Obecné se predpokladd, ze prouzky lezici na gelu vedle sebe (tj. o stejné molekularni
hmotnosti) maji piivod ve stejné evoluéni udalosti (Robinson & Harris 1999). To v§ak nemusi
byt pravda — vysledkem je pak homoplazni stav, sae homoplasyPompanon et al. 2005).
Navic jeden prouzek miiZze byt slozen z vice stejné velkych fragmentti pochdzejicich z uplné
jinych mist genomu, evolu¢ni ztrata jednoho fragmentu pak nemusi nutné¢ znamenat zmizeni
prouzku. Zcela nemozné je zjisténi homologie chybé&jicich prouzki. Pro kladistické analyzy je
také velkym problémem asymetrie v pravdépodobnosti mutaci vedoucich k zisku ¢i ztraté
restrikéniho mista — ztrata je mnohem pravdépodobnéjsi (Robinson & Harris 1999).

Nékolik studii také prokdzalo, ze opakovatelnost AFLP procedury je sice vysoka,
avSak ne zcela dokonald. Za hlavni pfi¢inu vznikajicich chyb je povazovana nedokonald
digesce templatové DNA restrikénimi enzymy (Robinson & Harris 1999). Restrikéni enzymy
je proto vhodné nechavat pracovat dostatecné dlouhou dobu (napt. pies noc). Artefakty PCR
jsou méné pravdépodobné diky piisnym podminkam pii hybridizaci primera — vysoka teplota
annealingudovoli pouze vysoce specifické parovani bazi (Mueller &f¥vibarger 1999).

Bonin et al. (2004) se na otazku opakovatelnosti vysledkt podivali z praktického Ghlu.
U dvou ptipadovych AFLP studii se pokusili odhadnout genotyping errorcelé procedury od
pocatku izolace vzorku az po jeho vyhodnoceni. Kvantifikaci chyby umoznilo zopakovani
celé procedury u mnoha ndhodné vybranych vzorkl a také nezdvislé vyhodnocovani AFLP
gelli dvéma osobami. Zjisténad chyba nebyla vysoka (2% a 2,6%), avSak zejména pro potieby
studii pracujicich na urovni jedincii ne zcela zanedbatelnd. Hlavnimi pfi¢inami byly
JLtechnické" nedostatky procedury (projevujici sekoWsajici intenzité fluorescence a
drobnych posunech v poloze prouzkii) a také lidsky faktor (pii skdrovani prouzkii na gelu). Ze
zjisténych vysledk vyvozuji Bonin et al. (2004) nékolik obecnych zasad, které¢ by mély byt
dodrzovany pfti provadéni (nejen) AFLP analyz:

* systematicky pouzivat slepé vzorky (kviili kontrole kontaminace)

* u dostate¢ného mnozstvi vzorkd zopakovat cely postup, porovnanim vysledki stanovit
(a uvést v publikaci) miru technické chybpmceduie

e snazit se predejit rozdilim v intenzit¢ fluorescence prouzkd (napf. peclivou
standardizaci mnozstvi pouzité DNA)

* vyloucit problematické vzorky, neskérovat podeziele se chovajici markery (pokud
jsou dusledkem technické chyby, jeji vliv se jesté prohloubi pti skorovani)

* skoérovani provadét poloautomaticky, tj. s vyuzitim vhodného hodnoticiho softwaru
(napt. Genographer, Benham et al. 1999)
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Pii skorovani kazdého markeru je také vhodné soustiedit se na nalezeni nahlého poklesu v
intenzité fluorescence (ptiblizné na 10% intenzity nejvyssitho piku u ptislusného markeru),
ktery ukazuje hranici mezi nespecificky (= Sumem) a specificky namnozenymi fragmenty
(Bonin et al. 2004).

5.3.2 Vyuziti AFLP

Diky vysoké variabité a spolehlivosti jsou AFLP markery velmi oblibené v popula¢né
biologickych studiich pro identifikaci jedince (napi. pii odhadovani populacni velikosti,
uréovani rodicovstvi). Siroké uplatnéni nachazeji také ve fylogeograficky zaméfenych
pracich. Z AFLP dat je mozné odvodit (i) rozdéleni jedinci/populaci do geneticky
definovanych skupin (Bayesovské klastrovani, PCoA, fekéti metody, multilocus
assignment tept(ii) zjistit miru vnitropopulacni variability (Shannoniv index diverzity, podil
vzacnych a uikatnich fragmenti) a (iii) zjistit genetickou strukturu populaci (Fst index,
AMOVA) a zni neptimo odvodit miru genového toku (Eidesen et al 2007, Ouborg et al.
1999, Tribsch et al. 2002). Napiiklad Tribsch et al. (2002) pouze na zakladé¢ AFLP dat
(porovnaim riznych charakteristik genetické variability mezi populacemi a mezi feneticky
definovanymi skupinami) identifikovali pravdépodobnd glacidlni refugia a sméry poledového
Siteni alpského druhu Saponaria pumilaAFLP data také umoznila rozlustit slozitou glaciélni
historii arkte-aplinského druhwaccinium uliginosumkdyz zcela selhaly jaderné (ITS) a
castecné také chloroplastové markery (odhalené genealogické vztahy v cpDNA se vztahovaly
K historicky star§im procesiim) (Eidesen et al. 2007).

Variabilni AFLP markery poskytly velmi uzite¢né informace i pii odvozovani
ptibuzenskych vztahd. Napiiklad Despres et al. (2003) pii studiu fylogeneze v rdmci rodu
Trollius narazili na problém nizké variability chloroplastovych i jadernych (ITS) markert. Az
AFLP data poskytla podklady pro robustni kladistické a fenetgtk@my (Despres et al.
2003). AFLP uspésné aplikovali také Koopman et al. (2001) na fylogenezi v rodé¢ Lactuca
Autofi vyuzili svych dobrych vysledki a argumentuji proti kritice aplikace kladistickych
metod na AFLP data (zvySena piitomnost homoplazii — diky anonymnimu a dominantnimu
charakteru markert): pokud dojdou kladistické stromy ke shodnému vysledku s fenogramy,
svéd¢i to o zanedbatelném vlivu homoplazii na topologii téchto stromil. V ptipadé vyssi
frekvence homoplazii budou konfliktnich mista odhalena permuta¢nimi analyzami (napf.
bootstrap) a déle sgmi stejné¢ pracovat nebude (Koopman et al. 2001). Pro odvozovani
vztahil na vysSich taxonomickych trovni v§ak metoda AFLP neni vhodna nebot’ nebezpecné
nartistd pravdépodobnost nehomologie fragmentii (Robinson & Harris 1999)

Zatim moznd ne zcela docenény je vyznam AFLP pro studium polyploidnich
komplext. Pfitom u polyploidi mohou snaze pifevazit vyhody AFLP nad kodominantnimi
markery (SSR) diky znacné¢ omezenym moznostem kodominantnich markerit pifi urcovani
heterozygotniho genotypu u polyploidi (Guo et al. 2005). Hedrén et al. (2001) vidi hlavni
pfinos AFLP pro studium polyploidie v moZnosti identifikace rodicovskych druht
allopolyploidniho taxonu. Guo et al. @) vyuzili potencialu AFLP v §ir§i mife pfi studiu
polyploidniho komplexuAchillea Ze ziskanych molekularnich dat vytvofili kladistické a
fenetické stromy a také porovnali distribuci druhové vyjimecnych stabilizovanych prouzki (t;.
prouzkt fixovanych v populacich nékterého z druhti). Z takto zanalyzovanych dat se podaftilo
urcit rodiCovské taxony nckterych allopolyploidd, odhalit nékolik pfipadli ddvné i soucasné,
homoploidni i heteroploidni hybridizace a detekovat novdereticiaci allopolyploidnich
taxoni (Guo et al. 2005).
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5.4 Sekvenovani nekodujicich Gsekli DNA

Znalost sekvenci nekddujicich usekiit DNA mitize piinést zcela nové vhledy do mikroevolu¢ni
problematiky. Sekvence jsou vhodnym ,materidlem* pro kita#ié analyzy. Navic,
Svyuzitim sekvenci nemusime zjiStovat jen fylogenetické vztahy jednotlivych
jedinct/populaci zkoumaného taxonu, ale také genealogické vztahy mezi jednotlivymi
variantami (alelami) studovaného sekvencéniho tuseku. Tim, ze poskytuji genealogicky
uspofadana data, se sekvence zasadné liSi od dat zvétsiny jinych typt molekularné
biologickych analyz, kde je takika nemoZzné spravné odhadnout genealogické vztahy mezi
jednotlivymi alelami (danymi napt. velikosti fragmentu)(Schaal & Olsen 2000).

Piiprava vzorku k sekvenovani zafina namnoZenim zvoleného Useku DNA
prostfednictvim PCR se dvéma specifickymi primery. Nasleduje ptecisténi a pak vlastni
sekvenacni reakce (vlastné modifikovand PCR) pouze s jednim primerem. Kromé
deoxyribonukleotid (ANTP) jsou v reakéni smési pfitomny rovnéz fluorescenéné znacené
dideoxyribonukleotidy (ddNTP). Vznikaji fragmenty, které se lisi pravé o jednu bazi, coz
umoziiuje stanoveni presného potfadi nukleotidi v fetézci DNA. Kone¢nd vizualizace je
provadéna po elektroforetickém rozdéleni na automatickém sekvenatoru (Macholan &
Munclinger 2004).

5.4.1 Chloroplastova DNA

Unikatni genetika a strukturalni vlastnosti chloroplastové DNA (cpDNA) ¢ini
z chloroplastovych markertt velmi dilezity nastroj pro studium mikroevoluce rostlin.
Molekula cpDNA je kruhova, pomémné mald (135160 kilobazi u krytosemennych) a
strukturalné znaéné stabilni. Z mutaci pfevazuji jen bodové zmény, v nekddujicich Usecich
byvaji také indely (Olmstead & Palmer 1994, Wakasugi et al. 198&Jen chloroplast
obsahuje vice kopii kruhové molekuly alrje buitka ma vic chloroplasti. Vysledkem je
vysoky pocet kopii cpDNA, ktery usnadiiuje pouziti PCR pro amplifikaci zvoleného useku
(high-copy sekvence jsou snaze dostupné pro polymerazu) (Smali2&t0dl). Chloroplastovy
genom je haploidni (a to i u polgidnich jedincti), nedochazi zde k rekombinaci a prenasi se
unipaarentélné, u krytosemennych v matetské linii (existuji vSak vyjimky, viz Harris & Ingram
1991).

5.4.1.1 Limitace chloroplastovych markert

v v

mutacni rychlost (v kodujicich oblastech je pfiblizn€ poloviéni az tfetinova oproti jadernym
genlim) a s tim souvisejici nizka variabilita chloroplastovych markerti (Ennos et al. 1999,
Schaal et al. 1998, Small &t 2004). Proti ptredsudku pfili§ nizké variability se vSak ohrazuji
Shaw et al. (2005). Yozsahlém prizkumu cpDNA variability v 21 nekodujicich usecich u 10
skupin semennych rostlin odhalili zna¢nou heterogenitu v mutacnich rychlostech mezi
jednotlivymi oblastmi. Co vice, dva zdaleka ,nejpopularnéjsi (tj. nejcasté&ji sekvenované)
useky cpDNA {rnL-trnF atrnK/matK) vykazovaly podstatné nizsi variabilitu, nez fada jinych

" Harris & Ingram (1991) podavaji rozsahly literarni piehled vyjimek z pravidla maternalniho ptenosu cpDNA u
krytosemennych. Vyhradné paternalni pienos (tedy pylem) zaznamenali jen ve tfech pfipadech, avSak uvadéji
mnoho prikladii biparentdlniho transferu. Nékteré z citovanych pramend se vSak opiraly pouze o nepfimé
dikazy, které neposkytovaly jistotu, ze k pfenosu paternalni cpDNA do potomka skutecné doslo (napi.
detekovana ptitomnost chloroplast v buiikach v pylu).
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testovanych oblasti (Shaw et al. 2005). MoZznym feSenim problému nizké variability tak miize
byt sekvenovani jiného nez tradi¢né pouzivaného tseku.

S pomalou mutacni rychlosti chloroplastové DNA souvisi i dal$i nevyhoda (nebo spise
limitace, které si musime byt védomi). Zatimco pozorovand genetickd diverzita
chloroplastovych sekvenci z valné&tsiny vznikla v dobach pied miliony let, soucasné
geografické rozsifeni této diverzity byva dusledkem procest fadoveé mladsich (desitky tisic let
v pfipad¢ glacidlnich a postglacidlnich migraci)(Ennos et al. 1999). Vysledny genealogicky
strom haplotypu tak zdaleka nemusi odpovidat vztahu populaci, kterymi jsou tytityay
pfenaseny (Schaal & Olsen 2000).

Protoze chloroplastova DNA nepodléhd rekombinaci, pohlizime na celou molekulu
Z populacné genetického hlediska jako na jediny obrovsky ,supergen®. Data o populacné
genetické struktufe ziskand studiem cpDNA markert tak postradaji opakovani (Ennos et al.
1999). Také uniparentalni zpisob dédi¢nosti se stane nevyhodou v okamziku, kdy v evoluci
studované skupiny budou hrat dilezitou roli retikulatni procesy, naptf. hybridizace C¢i
polyploidizace (Small et al. 2004). tdm piipad¢ je nezbytné porovnani cpDNA dat s
informacemi zméjakého jaderného markeru.

5.4.1.2 Vyuziti chloroplastovych markert

Chloroplastové sekvence poskytuji vhodna data pro klasidkgefyetické analyzy,
nebot’ evoluce cpDNA probihd formou dichotomického vétveni linii a neni zatizeno vlivy
retikulatni evoluce, napt. hybridizaci (Small et al. 2004). Maternalni zptisob pfenosu je hojné
vyuzivan pii studiich genového toku (napf. porovnani genového toku pylem a semeny,
McCauley 1995) nebo dynamiky hybridnich zon (napt. otédzka rodi€ovstvi hybridnich jedinct
¢i allopolyploidit, Popp 2004). Pro studium evolu¢ni historie Knautia arvensismohou byt
chloroplastové markery pfinosné zejména v kontextu jgich vyuziti ve fylogeografii
(geograficka distribuce haplotypu, popf. souvislosti s jejich genealogickymi vztahy) a také
mohou vyrazné napomoci pii detekci opakované polyploidizacni udalosti.

Vyuziti coDNA ve fylogeografii

Obrovsky vyznam maji chloroplas¢ markery pfi objasiovani vztahu geografie a evoluéni
(obzvlasté migracni) historie populaci a druhii. Nezastupitelnou roli chloroplastovych
markert ve fylogeografickych studiich zajistilo pfedevSim nckolik vlastnosti cpDNA, které ji
zvyhodiiuji oproti jadernym markertim pfi ,,stopovani migracnich linii:

 Diky absenci rekombinace mohou byt snadno odvozovanyalpeieké vztahy
jednotlivych variant (haplotypit) studovaného useku cpDNA (Schaal et al. 1998).

* Protoze je chloroplastovy genom haploidni, jeho efektivni popula¢ni velikost dosahuje
nejvyse Y efektivni populai velikosti genti jadernych (to v pfipadé diploidniho
oboupohlavného a cizoprasného druhu). Diky mensSi efektivni populacni velikosti se
silngji prosazuje geneticky drift a v malé izolované populagnapt. v misté refugia) se
chloroplastovy haplotyp sndze zafixuje. Diferenciace mezi dvéma izolovanymi
populacemi se proto projevi vyrazn€ji na urovni chloroplastovych markerti, nez u
markert jadernych (Ennos et al. 1999).

* Genovy tok maternaln¢ dédéné organely je zajiStovan semeny, jejichz schopnost
Sifeni na dlouhé vzdalenosti je ve srovnani s moznostmi pylové disperze (prenasejici
jadernou DNA) zpravidla zna¢né omezend. V mistech sekundarnich kontaktti riznych
migracnich linii (napf. po rozsahlé expanzi arealu zpivodnich refugii) se genetické
rozdily vchloroplastové DNA budou ,smyvat® mnohem pomaleji a puvodni
geografickypatternjejich genovych linii zistane déle patrny (Ennos et al. 1999).
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Zakladem klasickych fylogeografickych studii je porovnpatitern genealogickych vztahi
haplotypu s jejich realnou geografickou distribuci. p#ipadé studia polyploidnich komplexd
pfindsi velmi zasadni informaci také porovnani haplotypového ¢i geografického pattern
srozlozenim jednotlivych cytotypi — vysledkem mlze byt napi. detekce opakované
polyploidiza¢ni udalosti, popf. i mista, kde se tak stalo (Segraves et al. 1999, Trewick et al.
2002, obr. 9 blize viz nasledujici oddil). Usp&iné odvozovani genealogickych vztahi je viak
velmi Casto limitovano nizkou variabilitou chloroplastovych markert. V tom piipadé miize
velmi uzite¢nou informaci pfinést znalost o rozlozeni genetické variability a diverzity v rdmci
aredlu daného druhu (zde se mohou kromé vlastnich cpDNA haplotypid uplatnit i
genealogicky neuspotadané avsak mnohem variabiln€j$i markery, napt. AFLP). ZvySena mira
variability ¢i vyssi frekvence unikdtnich haplotypl/fragmentti miize indikovat polohu refugii,
nizké hodnoty naopak poukazuji na nedavnou expanzi urcité geneticky omezené linie apod.
(napt. Eidesen et al. 2007, Koch et al. 2006). Cennou informaci mize pfinést také porovnani
vySe zminovanych pattern (geografické, haplotypove, cytotypovéyxogdélenim do skupin
definovanych na zakladé¢ AFLP markert (Eidesen et al. 2007).

Detekce opakované polyploidizace

Pdkud to dovoli dostatecnd variabilita chloroplastového markeru, miizeme minimalni pocet
polyploidiza¢nich udalosti odvodit piimo z haplotypového stromu cpDNA. Doplikovou
,podplirnou® informaci pak mize poskytnou znalost geografické distribuce obou cytotypii.
Van Dik & BakxSchotman (1997) takto urcili minimalné tfi nezavislé polyploidizacni
udalosti uPlantago mediaNa zaklad¢ faktu, ze zZadny z haplotypti nebyl sdilen jedinci obou
ploidnich drovni, také byla vysloven-

hypotéza 0 davném pivodu

polyploidnich linii (Van Dik & Bakx  Greek 2X, 4X, 6X
Schotman 1997). Pii fylogeografickém 4
studiu Asplenium ceteract{Trewick et
al. 2002) byly dokonce nalezen
cytotypove nespecifické, avsak

geograficky lokalizované haplotyp
(napf. 2x, 4x i 6x populace od téhoz

haplotypu ZRecka, viz obr. 9 ). To

W Balkan 2X
=—Europewide 4X

Cyprus

Sicily

znamena, ze ancestralni  diploidni Obr 9 =Strom genealogickych vztahii haplotypit (12V.

S minimum-spanning treeudzornujici nalezené kombinace
haplotyp se Jeste zachoval V' deviti haplotypii a tiech ploidnich iirovni (2x — kolecko, 4x
»matefskych® diploidnich populacich, - ¢rverec, 6x — Sestitihelnik) u populagisplenium
respektive  Ze haplotypy vzniklych  ceterach(Trewick et al. 2002)
polyploidni populaci jesté nestacily
divergovat. Genealogicky strom haplotypt strom se zakomponovanou cytotypovou Strukturou
ukazuje obr. 9 Na jeho zikladé byl odhadnut nejméné Sestindsobny nezavisly vznik
(auto)polyploidt A. ceterachTrewick et al. 2002)

Problémy mize piinaSet hybridizace a nasledna introgrese chloroplastové DNA.
Rozséahly tok chloroplastové DNA mieiznymi druhy (téZe ploidie) zaznamenali napf. Petit
et al. (2002) wod¢ Quercusa Palme et al (2004) Betula Pfi silné mife genového toku mutize
dokonce dojit keafixovani chloroplastové DNA v ,.cizi populaci. Pfislusnici této populace
pak maji jaderf genom naleZejici jednomu druhu/linii a chloroplasty od jiného druhu/linie.
Tento jev, nazyvanghloroplast capturgneni mezi rostlinami vyjimeény (Rieseberg & Soltis
1991). Pokud je umoZnén tok geni mezi ploidnimi trovnémi, mize dochazet k introgresi
cpDNA nasledovanéhloroplast captureé na meziploidni urovni. Vysledny stav pak vlastné
pfipomind situaci po nezavislé polyploidizacni udélosti: haplotyp typicky pro 2x rostliny se
vzacné vyskytuje 1 v populaci tetraploidii. K rozlusténi tohoto problému je potfeba vyuzit
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n&jaky nezavisly jaderny marker, pomoci miize i znalost geografie. Napiiklad v ptipadé
cirkumpolarniho polyploidniho druhuvaccinium uliginosum doslo kpolyploidizaénim
udalostem pomérné¢ davno, a tak patterncpDNA haplotypt siln¢ koresponduje S cytotypovou
distribuci (Eidesen et al. 2007). Vyjimkou je né€kolik tetraploidnich rostlin (z riznych ¢asti
aredlu), u nichz se podafilo nalézt jinak vyhradné ,.diploidni* haplotypy. Porovnani s AFLP
daty vSak jednoznacné ptitadilo tyto sporné rostliny k oQatnim tetraploidim z dané oblasti a
blizsi geograficky pohled odhalil blizkost sty¢né (a nejspiSe i hybridni) zony mezi 2x a 4x
cytotypy (Eidesen et al. 2007).

Moznosti vyuziti dalSich metod k odhaleni opakované polyploidizace zélezi naptiklad
na reprodicné-biologické a geografické situaci daného druhu. Pomoci mohou napiiklad
AFLP, izozymy, ¢i morfologické srovnani (viz ptiklady v review Brochmann et al. 2004)

5.4.2 Jaderna DNA

Jaderny genom poskytuje takika nevyCerpatelny zdroj potencialn¢ informativni genetické
variability (Schaal et al. 1998). Sklada séseku lisicich se urovni variability, strukturou i
zptisobem evoluce a vybér konkrétni oblasti jiz (teoreticky) zélezi pouze na typu pokladané
otazky a taxonomické urovni, na které se pohybujemernkatharkery je vhodné vyuZzivat uz
jenom jako dalSi zdroj informace, nezavisly chtoroplastovym markerim. Diky
biparentalnimu zplsobu dédi¢nosti mohou jaderné markery vnaSet svétlo do procest
retikulatni evoluce (napt. Popp et al. 2005).

Obtize pii praci Sjadernymi sekvencemi obecné vyplyvaji z pfitomnosti minimalné
dvou kopii téhoz useku/genu (diploidni stav), které jsou pficinou intra-individualinino
polymorfismu. U heterozygotnich jedincti mize byt nutné ob¢ alternativni alely (haplotypy)
analyzovat jak individualni jednotky. Jesté vétsi potize zplisobuje rekombinace. V piipadé,
7ze¢ kni dojde vramci studovaného Useku, vznikaji smiSené, dkaiwmérické sekvence,
Casteéné tvofené sekvenci jedné alely a ¢aste¢né sekvenci z alely druhé (Schaal et al. 1998).
Komplikovany stav také navozuji situace, kdy se evoluce genil ,,0dd¢li od evoluce jedinct a
Vramci genomu dojde (napt. genovymi duplikacemi) ke vzniku nezavisle se vyvijejicich
paralelnich sekvenci téhoz tseku (genu). Pfitomnost genovych paralogii v prvnich fazich
predevsim ztézuje orientaci v evoluCnich vztazich mezi jedinci. Pfi dikladném sezndmeni se
skonkrétni situaci vSak znalost evoluce paralogh mize zasadné ptispét k odhaleni spletitych
evoluénich historii druhd (napt. Popp et al. 2005). Pro fylogeografické studie je takeé
nevyhodou vétsi (oproti cpDNA minimaln€é dvojndsobnd) efektivni populacni velikost
jaderného genomu. Casy koalescence jsou delsi, coZ snizuje miru diferenciace jednotlivych
populaci a zvySuje pradépodobnost pietrvavani ancestralniho polymorfismu, ktery mize byt
mylné¢ vykladan jako genovy tok
(Schaal et al. 1998, Schaal & Olse
2000).

Nasledujici cast bude
zam¢iena na oblast DNA, ktera
obsahuje geny pro ribozomalni RN,

— N

(zkracené ribozomalni DNA nebo e ITS1_ s ITS2 T
rDNA) a jejiz soucasti je asi T :

nepblibenéjsi  zdroj  jadernych ~a >

marker pro studium evoluce a  Obr. 10 — Organizace rDNA u vySSich rostlin. 185-5,85-26S
fylogeneze na nizdich  cistron (dole) je naDNA ulozen v tandemové se opakujicich

LY . . _ < repeticich (nahore). Sipky nad RNA geny oznacuji univerzalni
tgxonomlckych ur.ovnICh ITS primery, kterymi je mozné namnozit ITS1, ITS2 nebo cely ITS usek.
(internal ) franscnped SPac®r pelka celého ITS Useku se u krytosemennych rostlin pohybui
Sekvenovani ITS useku bude tal 50-700 bp. Podle Wendel et al. (1995), upraveno
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vyuzito pfi studiu evolucni historie Knautia arvensis

Struktura ribosomélni DNA je v porovnani s jinymi obfaisjaderné DNA v mnoha
ohledech vyjimec¢na. U vyssich rostlin je rDNA organizovana ve dvou odlisnych sadach
tandemovych fad (arrays). Prvni sada se sestavéopmkujicich se 5S rRNA genl a
mezigenovych spacerti, druhy typ fad je tvofen tandemové se opakujicim v celku
transkribovanym cistronem 18S-5,8S-26S rDNA. V ramci toligtyonu, v prostoru mezi
jednotlivymi rDNA geny (18S, 5,8S a 26S) se nachazejiidiexnal transcribed spacers
ITS1 alITS 2 (viz obr. 10)(Alvarez & Wendel 2003, Smallle2@04).

5.4.2.1 Vyhody a limitace vyuziti ITS

Specifické vlastnosti IDNA poskytuji fadu vyhod (viz Baldwin et al. 1995), diky nimz se ITS
usek stal asi nejpopuldrnéjsim zdrojem jadernych markerd. V posledni dobé se vSak ukazuje,
ze s témito vyhodami jsou bezprosttedné spojeny i jista uskali (viz Alvarez & Wendel 2003 a
Small et al. 2004), kterd mohou né€kdy az zcela znemoznit UspéSné vyuziti ITS pro fesSeni
daného mikroevolu¢niho problému:

* snadnost izolace a amplifikace- vysoky pocet rDNA repetic (stovky az tisice)
v ramci jaderného genomu zna¢né usnadiuje PCR-amplifikaci i izolaci DNA (diky
tomu je mozné pracovat i s méné kvalitnim rostlinnym materidlem, napt. herbarovymi
polozkami)

* univerzalita — protoze okolni kodujici useky jsou vesmes velmi konzervativni, je
mozné oba ITS (popi. celou oblast ITS1-5,85-1TS2) amplifikovat pomoci sady
univerzalnich primerd (obr. 10) Nevyhodou univerzalnich primeri je nebezpeci
namnozeni sekvence od nespravného organismu v kontaminovaném vzorku (pfic¢inou
kontaminace mtize byt nepofddek v laboratofi, ale i endofytické houby piitomné
v nékterych pletivech).

» vysoka variabilita— vysoka mira nukleotidového polymorfismu, ale také Casté indely
ptispivaji k vysoké variabilit¢ ITS markeru. Na vnitrodruhové urovni vsak nékdy
zklame i ITS (Schaal et al. 1998).

* nizké funkcni omezeni — ITS je sice transkribovan, ale pii ndsledném sestfihu je
odstranovan. Teoreticky by tedy mél podléhat pouze procesiim neutrdlni evoluce.
Ukazalo se vsak, Ze sekundarni struktura ITS hraje roli v pribéhu sestiihu a proto je
nutné pocitat i s jistymi evolucnimi (napf. selekénimi) omezenimi ¢asti ITS sekvenci.

» uniformita v rdmci genomu— piestoze se v rdmci genomu vyskytuji tisice kopii
rDNA, vSechny byvaji sekvencné uniformni. Homogenizaci ptipadnych zmén (at’ uz
vzniklych mutacemi ¢i hybrizdizaci) by mély zajiStovat mechanismy takzvané
concerted evolutianU fady druhti vSak nejsou ,,chovani* a smér pisobeni concerted
evolution snadno predikovatelné aramci genomu tak pretrvava vétsi mnozstvi do
rizné miry zhomogenizovanych avSak stéle jeSt¢ odlisnych paralognich ITS usekd.
Dalsi komplikace do tohoto problému mohou vnéset artefakty PCR ¢i ptitomnost
chimérickych sekvenci a pseudogenil. Intra-individualni polymorfismus ptedstavuje
zasadni prolém pro vyuziti ITS v rostlinné biosystematice.

K feSeni situaci, kdy pii sekvenaci nalezneme odlisné paralogni sekvence rDNA,
miizeme pristupovat nékolika zpisoby. Prvni moZnosti je optimalizace PCR metody. Alvarez
& Wendel (2003) doporucuji pfidavat do reakéni smési rizna chemicka aditiva (napf.
DMSO), kter& mohou daném piipadé snizit chybové ptisobeni PCR procedury. Ur¢ité
nejlepSim  zpisobem ,,optimalizace* je designovani primert specifickych pro dany typ
repetice (timto zpisobem detekoval 1 velmi vzacné zastoupené typy sekvenci naptf. Rauscher
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et al. 2002). Tento postup je vSak slozity a casov€é i financn€é naro¢ny a proto fada
vyzkumnikd voli jednodu$$i variantu — zaklonovani primarniho PCR produktu. Sekvenaci
jednotlivych klonli pak ziskame ,Cisté* sekvence zjednotlivych typti paralognich sekvenci,
které miZeme povazovat za haplotypy (resp. ribotypy). Identifikace jednotlivych haplotypt
otevira Siroké moznosti v oblastech fylogeografie. Kbotypim mizeme do jisté miry
pfistupovat stejné jako k cpDNA haplotypim — odvozovat genealogické vztahy (Koch et al.
2006), nebo detekovat pritomnost refugii na zdkladé prostorového rozlozeni variability
ribotypti (Rosello et al. 2007).

Nevyhody klonovaciho pfistupu spocivaji vtom, Ze ne vzdy se ndm miize podafit
~sesbiat” viechny ptitomné typy haplotypt (Alvarez & Wendel 2003). T kdyz se vSak podafi
identifikovat vSechny ribotypy, stale pretrvava nebezpeci, Ze néktery z nich bude predstavovat
chimérickou sekvenci nebo pseudogerobdu piipadech je nutné danou sekvenci rozpoznat
a zdalstho uvazovéani ji vyloucit, jinak bychom mohli dojit ke znané¢ pozménénym
vysledkiim fylogenetickych analyz. Rozpoznani pseudogenu (alespoit v jeho pozdéjsich
stadiich degradace) nemusi byt obtizné — na jeho piitomnost mize poukazovat napt. zvySena
rychlost mutaci (dlouhé vétve ve vytvaifenych klado- a fenogramech), pfitomnost mutaci
v jinak konzervativni oblasti 5.8S, veliké indely ¢i zmény v predpokladané sekundérni
struktuie ITS (Alvarez & Wendel 2003, Eidesen et al. 2007). Na pfitomnost chimér (tedy
rekombinaci vzniklych ,,smésnych® sekvenci) nds milize upozornit uz samotny nezvykle
vysoky pocet nalezenych odlisSnych typ sekvenci (Rosell6 et al. 2007). Dalsi moznosti je
provést piedbéZnou kladistickou analyzu vSech izolovanych ribotypti a z dalSich analyz
vylouc¢it vSechny ,podeziele” se chovajici sekvence, projevujici se jako dlouhé terminalni
vétve (Eidesen et al. 2007). Obtizné feSitelnym problémem muiize byt situace, kdy u n&jaké
vyvojové linie doslo k zafixovani chimérické sekvendeemn hom@enizacnich procest
concerted evolutian

Kratce se zastavme u pusobeni concerted evolutior piipadé polyploidi. Zde mize
dochézet lobzvlasté komplikovanym situacim zejména tehdy, kdyz se homogenizaéni
procesy ubiraji riznym smérem v ruznych liniich studovaného komplexu. Piipady tzv.
dvousmérné concerted evolutiomaznamenali napt. Wendel et al. (1995) u allotetraploidnich
bavinikd, Gossypium(genomy A a D). U riznych druhti bavinikd, které divergovaly ze
spole¢ného predka (s kompletnim genomem AD) vyrazné prevladal vzdy pouze jeden typ ITS
sekvence (bud” A nebo D, Wendel et al. 1995). Zvlastni piipad ploidii zatizené chyby,
pravdépodobné také v dusledku dvousmérné concerted evolutionzaznamenali Eidesen et al.
(2007) u autopolyploidniho komplex¢accinium uliginosumDiploidni a polyploidni (4x, 6x)
cytotypy silné ,,tihly* k homogenizaci odliSného typu paralogni sekvence, coz dokonce vedlo
k rozdéleni diploidli a polyploidii do samostatnych klad v sestaveném ITS stromu. AZ po
vyizolovani jednotlivych ribotypti (klonovanim) se ukazalo, ze vétSina zkoumanych jedinct
ma vsobé jak ,diploidni* tak i ,,polyploidni“ sekvenci. ITS data pak byla z dalSich Gvah této
fylogeografické studie vyloucena (Eidesen et al. 2007).

5.4.2.2 Low copy alternativa

Vhodnou alternativou k mnohdy nespolehlivyligh copy rDNA tGsekim mohou byt
nekodujici ¢asti (introny a mezigenové spacery) jadernych low copygent (IcnDNA). Hlavni
vyhodou je takika nepfeberné mnozstvi jadernych genil, ze kterych mizeme volit vhodné,
vzajemné nezavislé markery (Small et al. 2004). Predpoklada se, ze lcnDNA také slabéji

" Pfimé sekvenovani primarniho PCR produktu dokonce odhalilo vzdy pouze jediny typ (A nebo D) a pfitomnost
druhého (vzacnéjsiho) typu sekvence detekovaly az jiné, citlivejsi postupy — FISH a Southernova hybridizace
(Small et al. 2004). V tato ptipadé tedy doslo ke secteni vlivu metodické chyby a dvousmérné concerted
evolution
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podléha nevyzpytatelnym procesiim concerted evolutioitPopp 2004). Nevyhodami mize byt
slozitéjsi (a mnohdy takika nezndmd) genetickd struktura a evolu¢ni dynamika téchto tsekt, a
predevsim obtizny zpuisob ziskavani low-copy markert (Small et al. 2004). V soucasné dob¢
neexistuje né&jaky spolehlivy a univerzalné pouzitelny metodicky postup a amplifikace
konkrétniho lcnDNA markeru u urcité skupiny se tak neobejde bez narocného designovani
specifikych primerd a optimalizace PCR podminek (Popp 2004)

6. Zaveér

Jedine¢nost studované problematiky

Reliktni populace Knautia arvensis ptredstavuji unikatni piiklad rychlé postglacialni
alopatrické speciace na ostrovnich biotopech. Vyjime¢nost tomuto piipadu dodava zatim
neznama role edaficky extrémniho hadcového substratu a vyrazné zapojeni mikroevolucnich
mechanismti bézné pusobicich v ramci celého rodu Knautia zejména polyploidizace a
homoploidni hybridizaceK. arvensisproto muze slouzit i jako vhodna modelova skupina pro
objasnéni  nékterych  obecnych mikroevoluénich otazek. V kontextu evropskych
fylogeograficky zamétenych praci je studie hadcové K. arvensistaké pomérné vyjimecnym
ptipadem. Stfedem zajmu této studie je evoluc¢ni historie holocénniho (postgalcialniho)
reliktniho taxonu a nikoliv problematika glacidlnich refugii, horskych reliktli nebo rozsahlych
postglacidlnich expanzi, kterou studuje soucasnd evropska fylogeografie predevsim. Evoluéni
historie naseho chrastavce zacina tam, kde fada fylogeografickych praci kon¢i — migraci do
oteviené sttedoevropské krajiny po ustupu kontinentalniho ledovce.

Vhodné metodickeé pristupy

Ucelengjsi pohled na evolucni historii reliktnich populaci K. arvensiszprostifedkuje pouze
kombinace vice odliSnych avSak waapé se dopliujicich metodickych pfistupi. V zadném
ptipad¢ nelze spoléhat na jedinou vSe feSici metodu a to ani v oblasti molekularnich ptistupi.
Vhodnou kombinaci né€kolika markert odpovidajicich na jednotlivé dil¢i otazky vSak mizeme
dospét k pomérné¢ komplexni ptedstavé (viz napt. Eidesen et al. 2007, Koch et al. 2006,
Trewick et al. 2002). Na zavér tedy shrime mozné piinosy vysSe diskutovanych metod pro
feSeni nastinénych otdzek nasi studie a také zdiraznéme hlavni omezeni, kterymi tyto metody
trpi.

* Morfometrické ptistupy (klasické i geometrické) poskytuji cennou informaci o mife a
pfipadnych trendech v morfologické proménlivosti studovanych populaci. Studium
morfologie muze definovat znaky, které budou vhodné pro odliSeni jednotlivych
taxonu K. arvensis ptimo v terénu. Komplikaci predstavuje zejména vysoka
fenotypicka plasticita morfologickych znaki.

* Pritokova cytometrie predevSim umozni rychlé stanoveni stupné ploidie u velkého
mnozstvi vzorkd. Masivni cytometricky Screening na populacni trovni objasni
cytotypovou strukturu studovanych populaci (napt. vyskyt minoritné zastoupenych
cytotyptl, triploidnich kiizenct). S vyuzitim FCM je také mozné stanovit absolutni
velikost genomu studovanych rostlin a vyuzit pfipadné rozdily v této charakteristice
jako dalsho (napf. determinac¢niho) markeru. Nevyhodou FCM je ptedevsim potieba
analyzovat Cerstvy materidl.
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» AFLP (amplified fragment length polymorphismiovoli rychle a wozsahlém métitku
stanovit miru vnitre a mezipopopulacni genetické variability, uréit genetickou
strukturu populaci (a z ni nepfimo odvodit genovy tok) a zjistit piibuznost
jednotlivych populaci (rozdélenim do geneticky podobnych skupin). Pro populacné
genetické otazky je velkou nevyhodou dominantni povaha AFLP markerti, pro
rekonstrukci ptribuzenskych vztahii ptedstavuje hlavni nebezpeci nejistd homologie
sledovanych prouzk.

» Sekvenovani nekddujicich usekli DNA (cpDNA a jaderné rDNA) mutze v prvni fadé
oteviit pohled do spleti fylogenetickych vztahli mezi jednotlivymi populacemi a
taxony. Vptipadé dostatecné variability markeri bude mozné zjistit genealogické
vztahy mezi variantami (haplotypy) sekvenovanych usekli a porovnat je se soucasnym
geografickympattern vyliSenych linii. Kritické porovnani chloroplastovyctat s daty
jadernymi (rDNA) a celgenomovymi (AFLP) také umozni uréit minimalni pocet
polyploidiza¢nich udalosti ve studované skupiné. Nevyhodou cpDNA je ¢asto velmi
nizkd variabilita, hlavni nebezpe¢i pro vyuziti nekddujicich oblasti rDNA (ITS)
predstavuji nezhomogenizované paralogni useky a vliv rekombinace.
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Priloha

Lokality populacnich sbérli Knautia arvensis

Kod Nazev

Lokalita Datum

Hadcové diploidni populace

RANS Staré Ransko

BORO Borovsko

Staré Ransko, okraje lesnich cest pobliz rozcesti v zahybu asfaltové cesty St. Ransko - 26.6.2006
Ranska jezirka, 500 m VSV koty 642,8 m (U Obrazku); 2 km J obce; a borovy les a okraj

asfaltové cesty Ranska jezirka - Radostin, v Useku mezi rozcestim s odbo¢kou do

Havlickovy Borové a jezirkem v JV cipu PR Ranska jezirka; ca 1,5 km SZ koty 639,2

(Synkav kopec); 305 km JJZ obce

Bernartice u Dol. Kralovic, borovy les na vr§ku mezi potokem tekoucim z obce do vodni  26.6.2006
nadrze Zelivka a levym biehem nadrze; 1 km S kaple v obci; a borovy les na plo$iné a

svazich nad vodni nadrzi Zelivka, mezi silnici Bernartice-Borovsko, dalnici a levym bfehem

zatoky nadrze; cca 2 km SZ kaple v obci

Hadcové tetraploidni populace

BORI  Bofinka
PLAV  Plany vrch
VLCE Vicek

PLBO Pluhtv bor

Kfemze, borovy les na ploSiné nad levym bfehem Kfemezského potoka, ve stfedni ¢asti PP 12.7.2006
Borinka; 1,3 km J kostela v obci

Mnichov, svétliny v boru v dolni €asti PR Plany vrch, 50 - 400 m JZ malych lom{ na hadec; 22.7.2006
1,5 km Z kostela v obci

Prameny, svétliny v boru 0 - 100m SV vrcholu VIEi hibet (882,9) a okraje asfaltové spojnice 22.7.2006
cest Prameny - Sitiny a Prameny - M. Lazné, ca 600 m SZ VI¢iho hibetu; 2 km J obce

Mnichov, svétliny v boru v JZ, Z a stfedni ¢asti NPR Pluhlv bor, ca 1 km J-JJV kéty 803,9; 23.7.2006
2 km SSZ kostela v obci

Nehadcové diploidni populace

KOLI  Kolinany

PODR Podre¢any

GEPA Gemerska
Panica

PLES PleSivec

Kolinany, strariky na levé strané hlavni silnice Nitra - Zlaté Moravce, do vzdalenosti 50 m od 3.7.2006
nadjezdu silnice Kolifiany - Nitrianske Hrn&iarovce; 1 km Z kostela v obci

Podrecany, strarika nad zel. trati, 50 m S ST Podre¢any 3.7.2006

Gevmerské Panica, lou¢ka mezi hlavni silnici Tornala - PleSivec a odboc¢kou do obce, 20 m 4.7.2006
S ZST Gemerska Panica

PleSivec, zar(stajici pasienky ca 200 m S kfizovatky silnic PleSivec - Domica a odbocky do 7.7.2006
Silickej Brezovej; 1 km JV kostela ve mésté

Nehadcové tetraploidni populace

BENE I§ene§0v n.
Cernou

PLAN Plana u Mar.
Lazni

ZDIR  Zdirec n.
Doubravou

KLAD Kladska

HOLU Holubov

Dluhosté u Beneova n. Cernou, louka na Z obrécepém svahu v lokalité Mlynsky vrch, 22.6.2006
200m J mostu silni€ky Desky - BeneSov pres feku Cernd, 2 km JJZ osady

Pland, silni¢ni okraje u kfizovatky silniéniho obchvatu mésta a silnice Plané - Kyjov; 0,5 km 23.7.2006
SZ zdmku

Zdirec n. Doubravou, straf nad hlavni silnici Zdirec - Havli¢k(iv Brod; 200m JZ kruhového 26.6.2006
objezdu na Z okraji obce

Prameny, louky na levé strané silnice Lazné Kynzvart - Prameny, 1,5 km pfed odbo¢kou  22.7.2006
silnice na Mar. Lazné; 2 km JZ stfedu obce

Holubov, okraj asfaltové cesty Holubov - Chlum a pfilehlé polni cesty odbocujici k 12.7.2006
Holubovskému mlynu; ca 700 m Z obce
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