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1 Uvod

S rozvojem modernich biosystematickych metod v rodu Crocus L. neustale roste pocet noveé
popsanych druhd, nebot” jsou odhalovany hlubsi souvislosti v jejich ptibuzenskych vztazich.
Ukazalo se také, ze zde v procesu rychlé speciace hraje podstatnou roli polyploidizace a s ni
souvisejici dysploidizace (Goldblatt et Takei 1997, Harpke et al. 2014, Harpke et al. 2013,
Rudall et al. 1984). Jedna z nejCast€ji studovanych skupin v tomto rodu je komplex druhd
Crocus ser. Verni Mathew (nalezi do sect. Crocus), do které se podle nejnovéjSich studii fadi
celkem 10 druht: C. vernus (L.) Hill, C. heuffelianus Herb., C. neglectus Peruzzi et Carta,
C. neapolitanus (Ker Gawl.) Loisel, C. siculus Tin., C. ilvensis Peruzzi et Carta, C. kosanini
Pulevi¢, C. etruscus Parl., C. tommasinianus Herb. a C. longiflorus Raf. (Harpke et al. 2014).
Ze vsSech téchto druht disponuje nejvétsi morfologickou 1 cytologickou variabilitou
C. heuffelianus, ktery je Siroce rozSifeny od severu Balkanského poloostrova, pfes Jadran
a vétsinu Karpat az po jizni Polsko (Ruksans 2017). Jeho taxonomické vymezeni nebylo dosud
plné objasnéno. Neéktefi autofi jej stale uvadeji jako jeden variabilni druh (Harpke et al. 2014),
jini tvrdi, ze by se mohlo jednat dokonce o komplex druhti (Mosolygo-1 et al. 2016, Raca et al.
2019). Dosud bylo zjisténo celkem sedm cytotypu 2n = 10, 12, 18, 19, 20, 22 a 23 (Raca et al.
2020). Nejrozsitenéjsi jsou populace cytotypu 2n = 18, v ramci kterého byly dosud rozliseny
dva taxony C. discolor Reuss a C. vittatus Schlosser et Vukotinovi¢. O obou se spekuluje jako
o alotetraploidech, ktefi  vznikli paralelné ze stejnych rodicovskych  druht
(Mosolygo-1 et al. 2016). Na uzemi CR se vyskytuje pravé C. discolor, jehoz areal vyskytu
k nam zasahuje ze Slovenska, kde se nachazi jadro jeho rozSifeni (M4gjovsky et al. 1990).
Nejstarsi znama izolovana populace fazena tradiéné k C. heuffelianus (s. lat.) roste na Opavsku

vSak nachazi v CHKO Beskydy (Popelatfova et al. 2011). Na mnohych mistech republiky byl
uméle vysazen a zplanuje, a tak veSly v pochybnost o puvodu i vSechny ostatni lokality
(Méjovsky et al. 1990, Popelarova et al. 2011). Pomémeé Casto se na naSem Uzemi péstuje
a zplaiyje 1 velmi blizce ptibuzny C. tommasinianus (Kulichova 2017). Studium obou téchto
taxont bylo hlavnim pfedmétem této prace.



2 Cile prace
e Srovnani morfologické variability mezi populacemi Crocus heuffelianus a nékterych
jemu piibuznych taxont v Ceské republice.
e Zjisténi velikosti genomu studovanych populaci metodou pritokové cytometrie.
e Urceni poctu chromozomu studovanych populaci.

e Hledani korelaci mezi morfologickymi a karyologickymi vlastnostmi jednotlivych
studovanych populaci.

e Odhad ptuvodnosti tohoto taxonu alespoii na nékterych lokalitach.



3 Literarni reserse

3.1 Rod Crocus L.

3.1.1 Morfologicka charakteristika

Do rodu Safran (Crocus) tadime vytrvalé jednod€lozné rostliny z Celedi kosatcovité
(Iridaceae Juss.). Jde o rostliny malého vzrastu s kvéty relativné velkymi v poméru k celkové
velikosti a nenapadnymi listy. Obvykle byva vice nez polovina délky rostliny skryta pod zemi.
Klidové obdobi preckavaji v podobé okrouhlé, zplostéle kulovité hlizy stonkového ptvodu.
Sitka tohoto organu byva variabilngjsi nez vyska a tyto rozméry nezavisi na velikosti kvétu
(Kerndorff et al. 2015). V juvenilni fazi ma asymetricky tvar. Nad kazdou starou hlizou je jiz
vytvofen pupen pro vytvoreni nové. U nékterych druht je znama tvorba odnozi z lateralnich
pupent hlizy, u jinych se muze hlavni pupen zmnozit a dochazi tak k vegetativnimu
rozmnozovani. Ve spodni ¢asti hlizy je vytvoren bazalni disk, z jehoz obvodu vyrustaji kofeny.
Ty jsou zpravidla nevétvené, ale existuji vyjimky (C. veluchensis Herb., C. vernus). Na kazdé
nové hlize vyristaji tzv. kontraktilni kofeny. Jedna se o doCasny organ bohaty na skrob, ktery
se koncem vegetacni sezony smrsti pfi transportu zivin do hlizy a zatlaci ji tak hloubéji do
pudy (Kerndorf et al. 2015, Ruksans 2017).

Povrch hlizy kryje tunika tvorena zaklady listd a katafylt z predeslé vegetacni sezony. Podle
morfologické stavby ji muzeme rozdélit na fibrozni (vlaknitou) a nefibrozni. Nefibrozni typ
tuniky je charakteristicky pro sekci Nudiscapus Mathew, ale vyvinul se 1 paraleln¢€ v nékterych
sériich sekce Crocus Mathew. U mnohych druhti 1ze na tunice nalézt tzv. bazalni prstence,
jejichz pritomnost nebo i délku jejich zoubkl lze vyuzit jako vyznamny taxonomicky znak.
Fibrozni tunika mize byt slozena z paralelné propojenych vlaken nebo mohou byt vlakna
sitnaté usporadana. U né€kterych druht tvori vétsinu tuniky paralelni usporadani vlaken, které
vSak u vrcholu muze prechazet v sitnaté. Pro vyzkumné ucely lze méfit tloustku vlakna nebo
v ptipadé€ sitnaté tuniky vzdalenost mezi vlakny (Kerndorf et al. 2015, Ruk§ans 2017,).

Stonek je znacné€ zkraceny a podzemni. Tvoii ho pouze kvétni stopka (pedicel). Listy jsou
carkovité se sttedovym bilym pruhem tvofenym parenchymatickymi burikami bez chloroplasti
(Raca et al. 2019). Ve spodni Casti se stfedem tdhne podélny kyl, tvofeny obvykle dvéma
vétsimi cévnimi svazky (Rudall et Mathew 1990). Okraje listu mohou byt podvinuté a mezi
okrajem a kylem v oblasti lateralnich zlabkt se mohou vyskytovat tenka zebra tvofena cévnimi
svazky, jejichz pocCet a rozmisténi se pouziva jako determinac¢ni znak mnohych druhd. Listy se
morfologicky mezidruhové odliSuji barvou, Sitkou bilého pruhu nebo jeho pomérem k celkové
Sifce a anatomickymi zvla§tnostmi na piicném fezu. Mnohé taxony se mohou lisit délkou listu
v dobé kvétu, kdy mohou dosahovat kvétenstvi nebo mohou vyristat az po odkvétu. U vSech
druht bez vyjimky se vSak po odkvétu znacné prodluzuji. Jejich rozsifené baze z Casti utvari
tuniku podzemni hlizy, a proto jeji struktura koreluje se strukturou listd (Chrtek 2010,
Kerndorff et al. 2015, Ruksans 2017).

Listy ve spodni Casti obklopuji Supinovité, prasvitné katafyly, které také chrani vyvijejici se
kvét. V ramci rodu jich byva 3-6. Jejich rozsifené baze spolu s pravymi listy tvoti tuniku hlizy.
Mezi druhy jsou variabilni zbarvenim, nekteré mohou byt jemné skvrnité ¢i s vyraznymi



zilkami. U nékterych druhti se barva katafyli méni s vékem, listy kryji vzdy v uspotradani od
nejdelsiho po nejkratsi smérem zevnitt ven. DalSimi listovymi utvary v rodu Crocus jsou listen
a listence. Oboji predstavuje pouze blanité prusvitné organy bez asimilacni funkce. Listen
vyrusta z baze kvétni stopky a ma tvar blanité trubice, ktera ho obklopuje. Listence, pokud jsou
pfitomny, vyrustaji na bazi semeniku a kryji dolni ¢ast okvétni trubky. Druhy se dvéma listenci
nazyvame difylozni a druhy, které maji pouze jeden, monofylozni (Kerndorff et al. 2015,
Ruksans 2017).

Okvétni trubka je vétSinou odspoda svétla a smérem k horni Casti nabyva barva na intenzite.
Jeji Usti z vnitini strany je bud’to lysé nebo pokryté jemnymi chloupky pii bazich nitek. Podle
tohoto znaku byl rod kdysi rozdélen na sekce Piligeri Haworth a Depilati Haworth. Kvéty
vyrastaji prevazné po jednom, vzacné po dvou az tfech. Jsou oboupohlavné, pravidelné,
nalevkovité, okvétni cipy jsou podlouhle obkopinaté, eliptické az obvejcité elipticke,
usporadané ve dvou kruzich po tfech. Vnéjsi cipy byvaji deli nez vnitini a ty zase byvaji Sirsi.
Jsou tvofeny tiemi vrstvami bunék, coz zpusobuje rozdilnou intenzitu kresby z vnéjsi a vnitini
strany. Kresba sestava z prouzki ¢i skvrn. Z hlediska tvaru, velikosti i barvy jsou okvétni cipy
nekdy velice variabilni 1 v rdmci jedné populace. Vyznamnym méfitelnym znakem byva pomér
jejich Sitky a délky (Chrtek 2010, Kerndorff et al. 2015, Ruksans 2017).

Tti tyCinky pfirastaji nitkou k bazi vnéjSich okvétnich cipt. VSechny jeji Casti se Casto mezi
druhy lisi barvou, tvarem a velikosti. Prasniky maji vzdy Sipovity tvar, nicmén€ mohou mezi
druhy byt variabilni ve tvaru Spicky a bazalnich laloki. VétSinou pukaji smérem ven od
sttedové osy kvétu (tj. extrorzné). Pouze u C. banaticus J. Gay se objevuji prasniky, které se
oteviraji smérem dovniti ke stfedové ose (introrzné). Tento znak byl dfive povazovan za divod
zafazovat tento taxon do vlastniho podrodu Crociris Mathew. Pylova zrna jsou vétSinou
kulovita a u pfiblizné poloviny druhti maji pouze papildzni povrch. Zbyvajici druhy maji lysa
neperforovana nebo spiraperturovana zrna (Kerndorff et al. 2015, Ruksans 2017).

Cnélka piechazi v nalevkovita a soutasné vé&jitkovita bliznova ramena. Podle typl jejiho
vétveni byl kdysi rod rozdélovan do tii sekci (Maw 1886). Do sekce Holostigma Baker patfily
druhy s ¢nélkou rozdélenou do tii kratkych vétvi. Sekce Odontostigma Baker sdruzovala
taxony se zubatou, mélce delenou ¢nélkou a do sekce Schizostigma Baker se tadily druhy
s hluboce délenou a bohaté vétvenou ¢nélkou. Nejcastéj§im typem je vétveni do tii hlavnich
ramen. Vyznamnym taxonomickym znakem je také umisténi pfechodu v bliznova ramena.
Tento bod se pohybuje od Grovné bazi nitek a vySe. Velky vyznam hraje také poloha vrchola
bliznovych ramen vuci tyCinkam, kdy mohou dosahovat stejné tirovné jako tyCinky, mohou byt
kratsi nebo je vysoce prevySovat. Kromé téchto morfologickych znaki je tento organ
variabilni i v barvé (Ruksans 2017).

Semenik je trojpouzdry, v dobé kvétu obvykle podzemni. Po oplozeni se postupné meni
v tobolku, jejiz morfologie se muze mezidruhoveé lisit a je variabilni i v poloze vici povrchu
pudy. Vétsinou byva v urovni pudniho povrchu, ale existuji i druhy, jejichz plodni stopka
vynese tobolku i nékolik centimetrii vysoko. Na druhé stran€ jsou druhy, u nichz zistava plod
zCasti skryty pod zemi. Semena jsou §iroce vejcovita az kulovita s poutcem (raphe) a masickem
(carunculus). V jednom pouzdru tobolky jsou usporadana ve dvou tadach. Jejich pocet zavisi
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na druhu auspéSnosti opyleni. Systematicky vyznam maji Ctyfi makroskopické parametry
semen, a to jejich tvar a barva, tvar a pozice poutce a pritomnost karunkuly. Vyznamnéjsi jsou
vSak mikrostruktury testy (Chrtek 2010, Kerndorff et al. 2015, Ruksans 2017).

3.1.2 Zivotni cyklus

Semena na podzim kvetoucich druhd kli¢i v zafi az listopadu. V pfipadé jarnich druhd je
kliceni zavislé na pocasi a stanovisti. Semena prodélavaji jedno nebo i viceletou dormanci
(Kerndorff et al. 2015). V juvenilni fazi maji rostliny protahlou asymetrickou hlizu a pouze
jeden asimilujici list. Postup do generativni faze trva 3-5 let (Kerndorff et al. 2015). Béhem
této doby je hliza zanesena hloubé&ji pod povrch pomoci kontraktilnich kofent (viz vyse).
Nadzemni cast setrvava kazdorocné asi tii mésice (Mihaly et Cricsfalusy 1997). Novy
kotenovy systém spolu s obnovujici se hlizou se tvofi na podzim. Vyjimku pfedstavuji na
podzim kvetouci druhy, které asimiluji na jafe a hlizu vytvafi v prvni poloviné vegetacni
sezony. Doba kvétu se s druhem, nadmotskou vyskou i1 zemépisnou Sitkou meéni. Nekteré
druhy kvetou na jafe, jiné na podzim. U vysokohorskych podzimnich druha vyrastaji listy az
na jafe nasledujiciho roku. Takové druhy nazyvame hysterantni. Opacny piipad predstavuji
druhy synantni, které vyhanéji listy spole¢né s kvéty. Patii sem horské rostliny kvetouci na jare
nebo podzimni druhy rostouci v nizSich polohach. Kvéty se obvykle oteviraji po vzristu
teploty na 15 °C. DalSim faktorem fidicim otevirani kvétd je svétlo. Za husté oblacnosti
avnoci zustavaji kvéty zaviené (Kerndorff et al. 2015). Opyleni probiha entomogamicky
ajeho uspéSnost zavisi na velmi kratké dobé kveteni, které na jeden kvét piipada v radu
pouhych nékolika dnti. Mihaly et Cricsfalusy (1997) uvadé€ji 5-8 dni. Tobolka se vyviji pod
zemi a nasledné je prodluzujici se kvétni stopkou vynesena nad povrch. Rozmnozovani pomoci
semen siln¢€ pfevazuje nad vzadcnym vegetativnim mnozenim (pomoci hliz) a je kli¢ové pro
zachovani populace. Za optimalnich podminek ¢ini minimalni délka zivota 15 let
(Popelarova et al. 2011)

3.1.3 Taxonomie

Mathew (1982) ve své revizi rodu pojednava o 81 druzich. Petersen et al. (2008) jiz uvadi
88 druhi. S pfichodem molekularnich metod a upravou druhového konceptu pocet druht
v rodu Crocus vyrazné vzrostl. Nejnovéjsi studie hovoii o cca 160 druzich (Harpke et al. 2014)
a pocet neustale roste. Mathew (1982) vymezuje dva podrody Crocus a Crociris Mathew.
Podrod Crociris zahrnuje pouze jediny druh C. banaticus. Od ostatnich taxond se odliSuje
dovnitf se otevirajicimi (introrznimi) prasniky, dale pak mnohem mensimi vnitinimi okvétnimi
cipy ve srovnani s vné&jSimi. Podrod Crocus se vjeho pojeti dale déli na sekce Crocus
a Nudiscapus Mathew podle prezence Ci absence listenu. Uvnitf obou téchto skupin dohromady
popisuje celkem 15 sérii. Sest z nich (v&etné ser. Verni) fadi pod sekci Crocus a devét k sekci
Nudiscapus. Nové fylogenetické analyzy zalozené na molekularnich markerech chloroplastové
¢i jaderné DNA toto rozdéleni zCasti vyvratily. Petersen et al. (2008) zjistil, ze C. banaticus
nalezi do sekce Crocus a jeho nejblizsim piibuznym je C. malyi Vis. VySe uvedené
morfologické odliSnosti C. banaticus si tak autofi vysvétluji jako autapomorfie tohoto druhu.
Jejich zjisténi Castecné potvrzuji 1 Harpke et al. (2013). Jejich vysledky také naznacuji, ze by
sekce Nudiscapus mohla mit alopolyploidni pivod. Nékteré druhy, které autofi zaradili do



sekce Crocus, sice nemaji listen, ale takové pripady se daji vysvétlit jeho sekundarni ztratou.
Pokud vezmeme v Gvahu toto vymezeni, jsou ob& sekce sice monofyletické, ale nedaji se
jednoznacné morfologicky rozliSit. Ve stejné studii autofi také zaznamenali, ze na podzim
kvetouci druhy ve fylogenetické analyze Casto spadnou do kladu jarnich druhd. Typickym
piikladem je C. longiflorus Raf., fazeny nové k sérii Verni misto puvodni série Longiflori
Mathew.

3.1.4 Karyologie a hybridizace

Vrodu Crocus nachazime velmi vysoké rozpéti chromozomovych poctd 2n = 6-70
(Harpke et al. 2013). Za hlavni divod takové variability je povazovana polyploidizace a s ni
souvisejici dysploidizace, coz jsou také hlavni mechanismy pfispivajici k rychlé speciaci
v rodu. V dusledku tvorby neredukovanych gamet dochazi k autopolyploidizaci a Casto také ke
sterilité jedinc. Diky dlouhovékosti té€chto rostlin se ale tyto aberace mohou uchovat a ¢asem
dochazi k dysploidizaci, kterou se rostlina brani problémim pii meioze vzniklych
polyploidizaci. VétSinou se jedna o Robertsonovské fuze, ale i §t€peni chromozomu, pfi kterém
vznikaji nadpocetné B-chromozomy, ale velikost genomu se neméni. B-chromozomy byly
nalezeny u Sesti druhi véetné C. mathewii Kernd. et Pasche (2n = 70), u n¢hoz jich bylo
zaznamenano dokonce 11 (Rudall et al. 1984, Harpke et al. 2013).

Diky vySe zminénym mechanismim se chromozomova cCisla mohou lisit i mezi blizce
ptibuznymi taxony nebo dokonce i uvniti druhu. Je proto velmi obtizné urcit zakladni
chromozomové Cislo pro cely rod. Goldblatt et Takei (1997) uvadi jako mozné zakladni Cislo
x = 6, které v§ak muize byt v dusledku dysploidizace sniZeno az na 3.

Brighton (1976) uvadi, ze hybridizace beze zmény ploidie je v rdmci celého rodu vzéacna
ajejim vysledkem byvaji sterilni jedinci se zvla§tnimi chromozomovymi cisly. Ve své
karyologické studii zminuje hybridniho jedince mezi C. vernus (2n = 8) a C. heuffelianus (2n =
18) z Rakouska a severni Jugoslavie s chromozomovym c¢islem 2n = 13. Ve studii Harpke et al.
(2014) pisi, ze hybridizace probiha pouze v komplexu druh C. vernus, kam podle tohoto
zdroje spada C. heuffelianus, C. neapolitanus, C. neglectus, C. siculus a C. vernus s. str.

3.1.5 Rozsireni

Rod Crocus je rozsiten od zapadni Evropy a severni Afriky pies jihozapadni Asii az po
zéapadni Cinu. Za centrum druhové diverzity se povazuje Turecko a Balkansky poloostrov
(Petersen et al. 2008, Ruksans 2017).

V Ceské republice najdeme vice dil&ich populaci druhtt C. vernus a C. heuffelianus (s. lat.).
O pfirozenosti vyskytu alesponi nékterych lokalit obou druhti se dodnes vedou spory
(Chrtek 2010). Kulichova (2017) uvadi také druh C. tommasinianus Herb., u néhoz je
evidovana jedina lokalita v NPR Babi&¢ino udoli u Ceské Skalice. Tato populace je vsak
zplanénim z péstovanych jedinci. Tento druh se pfirozené vyskytuje v oblasti byvalé
Jugoslavie a severu Balkanského poloostrova (Ruksans 2017). Mezi dalsi druhy, které misty
zplanuji a vytvareji vétsi populace, patii C. chrysanthus (Herb.) Herb. a C. flavus Weston,
jejichz puvodni areal vyskytu lezi v jihovychodni Evropé a Turecku. Dfive byl u nas péstovan



jako léc¢iva rostlina, kofeni ¢i barvivo C. sativus L. a objevovaly se zplanélé populace.
V soudasné dobé& se v severnich Cechach vyskytuje nékolik zplanélych populaci péstovanych
kultivard C. vernus agg. U téchto rostlin bylo zjisténo chromozomové cislo 2n = 4x = 32.
Pozorovana byla dokonce aneuploidie (Chrtek 2010).

3.2 Crocus series Verni B. Mathew

3.2.1 Taxonomie

Tato taxonomicky komplikovand skupina prosla mnoha intenzivnimi revizemi. Brighton
(1976) rozliSuje pét taxonu v okruhu C. vernus: poddruhy C. vernus subsp. vernus
a C. vernus subsp. albiflorus (Kit.) Ces., dale druhy C. neapolitanus, C. heuffelianus
a C. scepusiensis Rehman et Wotoszczak. Zminuje také C. siculus, ktery vSak ztotoziuje
s C.vernus subsp. vernus. Zménu Vv taxonomickém chapani skupiny pfinesli az
Peruzzi et al. (2013), ktefi provedli lektotypifikaci jmen rostlin dfive oznaCovanych jako
C. sativus var. vernus L. a C. albiflorus. Ta shrnuje pod jednotné oznaCeni C. vernus. Autofi
dale ukazuji, ze rostlinam, pro které bylo do té doby chybné pouzivano jméno C. vernus
(subsp. vernus), ptislusi spravné oznaceni C. neapolitanus.

Karyologicka studie Majovského et al. (1990) se zabyvala zejména na Slovensku rostoucimi
populacemi rodu Crocus, ale ze svych vysledka dosli k nazoru, ze by se cela série mohla délit
na dvé podskupiny podle zakladniho chromozomového ¢isla. Do subseries Verni se zakladnim
Cislem x = 4 tadi druhy, jejichz oblast ptivodu lezi zfejmé na Apeninském poloostrové pod
Alpami. Jedna se o C. vernus (2n = 8) a C. neapolitanus (2n = 16). Radi sem vsak i udajné
hypotetraploidy z okruhu C. heuffelianus (2n =18 a 22) z oblasti Balkanského poloostrova.
Subseries Carpathicolae Méjovsky se zakladnim cislem x = 5 zahrnuje pouze dva druhy —
star$i diploidni C. heuffelianus s. str. (2n = 10) a hypotetraploida C. discolor (2n = 18). Tyto
dve subsérie se podle uvedenych autort 1isi i v morfologické strukture testy.

Jedna z poslednich praci (Harpke et al. 2014) zahrnuje do sérii Verni celkem deset druht
veetné nove popsaného alotetraploidniho druhu C. neglectus. Jako dalsi druhy uvadi C. vernus,
C. heuffelianus s. lat., C. neapolitanus, C. siculus, C. tommasinianus, C. etruscus, C. ilvensis
a C. kosanini. Po analyze fylogenetického stromu zjistili, ze pod tuto sérii spada i na podzim
kvetouci C. longiflorus, ktery byl dfive fazen do samostatné série Longiflori. Zaroven byl ze
ser. Verni vytazeny diive uvadény C. baytopiorum B. Mathew.

3.2.2 Rozsireni

Série Verni je rozsitena od Pyrenejského poloostrova se zapadni hranici v Portugalsku. Severni
hranici vyskytu tvofi Polsko a jizni hranici ostrov Sicilie sendemickym C. siculus
(Brighton 1976). Na vychod saha areal az do zapadniho Ruska. Za centrum diverzity se, stejné
jako zcasti 1 pro cely rod Crocus, povazuje Balkansky poloostrov (Raca et al. 2019).

3.2.3 Karyologie

V evoluci série Verni sehrala v minulosti znacnou roli polyploidizace a dysploidizace
(Harpke et al. 2014, Mosolygo6-1 et al. 2016). Svéd¢i o tom 1 Siroké rozpéti chromozomovych
Cisel 2n = 8-23. Objevuje se nekolik pripada alopolyploidie. Naptiklad Harpke et al. (2014) na
zakladé studia morfologie a haplotypa chloroplastové DNA popisuji novy druh C. neglectus
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(2n =16). Ve své studii ho zaznamenal jiz Brighton (1976). Ten ale piSe, Ze je morfologicky
tézce odlisitelny od C. neapolitanus (2n = 8), z néhoz vzesel, a proto povazoval za vhodné tyto
dva taxony neoddélovat jako samostatné druhy. Harpke (2014) ale odivodiuje klasifikaci do
samostatnych druhti na zaklade odli$nosti nékterych morfologickych znakd, a to zejména Sitky
vlaken na podzemnich hlizach a hloubky zafezi mezi vétvemi blizny. Oba tyto znaky dosahuji
u C. neglectus vysSich hodnot. Za druhy rodiCovsky taxon druhu C. neglectus povazuje
C. ilvensis, ktery je sice endemickym druhem ostrova Elba, avSak v minulosti mohly byt arealy
v sympatrii. Za dal§i alotetraploidni taxony jsou povazovany C. discolor (2n = 18) a C. vittatus
(2n = 18; Mosolygo-let al. 2016). Stejni autofi vyslovili také hypotézu o alotetraploidnim
ptivodu C. tommasinianus (2n = 16). Rodicovské taxony vsak ze svych dat nebyli schopni
urCit. Tento druh pouzili pouze jakozto sestersky taxon pro srovnani s cilovym okruhem
C. heuffelianus.

3.3 Crocus heuffelianus Herb.

3.3.1 Taxonomie

V sir§im pojeti se jedna o morfologicky i1 karyologicky nejvariabilnéjsi taxon ze série Verni.
Dosud bylo zaznamenano sedm cytotypu 2n = 10, 12, 18, 19, 20, 22, 23 (Brighton 1976,
Harpke et al. 2014, Mosolygo6-1 et al. 2016). NejrozsitenéjSim je 2n = 18 (Brighton 1976), pod
ktery spadaji alotetraploidni populace oznacované nékterymi autory jako samostatné druhy
C. discolor a C. vittatus (Majovsky et al. 1990, Mosolygo-1 et al. 2016). Velké mnozstvi
cytotypti oduvodriuji Mosolygd-1 et al. (2016) jako mozny diasledek neustale probihajici
introgrese mezi alotetraploidnim C. vittatus (2n = 18) adiploidnim C. vernus (2n = 8).
Brighton (1976) uvadi, ze populace z okruhu C. heuffelianus rostou spise v nizsich polohach a
C. vernus je spiSe vysokohorsky. V urcité zoné vSak muze dochazet k prekryvu a nasledné
hybridizaci, ktera zptsobuje vznik alopolyploidnich populaci.

3.3.2 Morfologie

Pro tento okruh (C. heuffelianus s. lat.) je typicka kulovita mirné zplostéla hliza s fibrozni
tunikou na vrcholu slabé sitnatou. Sitka hlizy se pohybuje mezi 9,8-12,0 mm a vyska 7,4-11,0
mm (Mihaly et Cricsfalusy 1997). Listy jsou carkovité s podélnym bilym pruhem tvoficim
1/7-1/4 sitky listu (Raca et al. 2020, Ruksans 2017). Spodni lateralni ryhy nemaji zebra.
V dobé kvétu listy nepiesahuji Spicky okvéti a po odkvétu se prodluzuji, pfi bazi jsou kryté 2-5
kozovitymi katafyly. Sitka listd se pohybuje mezi 2—3 (—4) mm (Chrtek 2010). Okvétni trubka
byva bila, nebo tmavé fialova v horni Casti. Jeji Gsti mize byt zevnit jemné chlupaté 1 lysé
(Raca et al. 2019, Rafinski et Passakas 1976 a). Okvétni cipy jsou obkopinaté az obvejcité
eliptické, konkavni, na vrcholu okrouhlé nebo mélce vykrojené, fialové. Ve Spicce se vétSinou
nachazi tmava skvrna ve tvaru srdce &i velkého V. Vzacné mohou byt kvéty celé bilé. Siika
okvétniho cipu se pohybuje mezi (0,6—) 1,0-1,5 cm a délka (3,5-) 4,0-4,5 cm (Chrtek 2010).
Cnélka je oranzova se tfemi nalevkovitymi az v&jitkovitymi bliznovymi rameny, presahuje
vrcholy prasnikd. Mihaly et Cricsfalusy (1997) pojednava o klinalni variabilité¢ v tomto znaku.
Vysokohorské populace mivaji tyCinky a bliznova ramena ve stejné urovni a s klesajici
nadmoiskou vyskou se blizna dostava vySe nad uroven Spi¢ek prasnikd. Délka nitky se
pohybuje okolo 12 mm (Chrtek 2010). Semenik je dlouhy 6,3—7,4 mm (Mihaly et Cricsfalusy



1997). Tobolka s kratkou ostrou $pickou je plodni stopkou v dobé zralosti vynesena do vysky
5-8 cm nad povrch (Ruksans 2017). Mimo jiné se tento okruh da od jinych taxonut ser. Verni
odlisit 1 anatomickymi znaky na pficném fezu listem. Typicka jsou pro né& dlouha napadné
zakfivena ramena tvorici lateralni okraje listu a vyrazné cévni svazky (Raca et al. 2017).

3.3.3 Ekologie

C. heuffelianus (s. lat.) je euryekni taxon schopny rist na nejriznéjsich typech podlozi.
Preferuje mékké pudy. Edaficky faktor neni limitujici. Je svétlomilny, proto dava prednost
otevienym lucnim plocham od 126 do 2000 m n. m. Disponuje vSak Sirokou ekologickou
i fytocenologickou amplitudou, a proto muze rast i ve svétlych lesich. S rostouci nadmotskou
vyskou se opozd’uje jeho doba kvétu (Mihaly et Cricsfalusy 1997). V nasSich podminkach roste
vétsinou na mezotrofnich loukéach svazu Arrhenatherion a vzacné i ve fytocendzach podsvazu
Alnenion glutinoso-incanae (Chrtek 2010).

3.3.4 Rozsireni

Celkové rozsifeni tohoto problematického okruhu (tj. vSech sedmi znamych cytotypi) se
pohybuje od jizniho Polska pres vychod Ceska, Slovensko, zapadni Ukrajinu, Madarsko,
Rumunsko, sever Balkanského poloostrova, zeme byvalé Jugoslavie, az po vychodni Rakousko
(Ruksans 2017, Brighton 1976, Chrtek 2010). Mosolygo-l et al. (2016) uvadi, ze ke druhu
C. heuffelianus s. str. patfi pouze populace ztransylvanskych Karpat, tedy v Rumunsku,
Madarsku, Ukrajin€ a vychodnim Slovensku.

3.3.5 Vyskyt v CR

A¢ je tento druh zafazen mezi kriticky ohrozené druhy nasi flory (Grulich 2017) vedou se
dodnes o jeho pavodnosti na nasem uzemi spory. Jako o nejpravdépodobnéj$im pivodnim
vyskytu se hovoii o lokalitich v Beskydech. Populace v Orlickych horach se povazuji za
nepuvodni. Krkonosské lokality nejsou dikladné probadané a stale se o nich vedou
spekulativni diskuze. V zapadngjsich &astech republiky, napiiklad na Sumavé, se vyskytuji
neptivodni zplanélé populace. Historicky je znamo vice lokalit, z nichz vSak dlouhodobé
nepotvrzuji vyskyt zadna pozorovani ani herbarové polozky (Popelatfova et al. 2011, Chrtek
2010).

Nejzapadnéjsi lokalitou povazovanou obvykle v literatufe za ptirozenou (Popelafova et al.
2011) je PR Hofina lezici podél stejnojmenného potoka na pomezi katastri obci Velké
Heraltice a Brumovice na Opavsku. Zdejsi populace roste vyhradné na mezofilnich loukach,
misty vSak zasahuje 1 do pfilehlého jasanovo—olSového luhu. Ze vSech piirozenych lokalit roste
v nejnizsi nadmotské vysce okolo 320 m n. m. Prvni zaznamy jsou dostupné jiz z roku 1820,
coz zni €ini nejstarsi znamou lokalitu tohoto druhu u nas. Pfirozenost této populace néktefi
autofi zpochybiiuji, zejména M4jovsky et al. (1990).

V okoli i vintravilanu obce Zubii (u ValaS§ského Mezifi¢i) se nachazi nékolik dil¢ich
mikrolokalit C. heuffelianus s. lat. na travnatych zahradach a bfezich Zuberského
a Certoryjského potoka v nadmotiské vysce od 395 do 450 m. Podle sd&leni mistnich
pamétnika byly populace v minulosti mnohem pocetnéjsi a ziejme i celistvé, nez je rozdélila
zastavba. Prvni zminka pochazi z herbarovych sbéra z roku 1926 (Popelarova et al. 2011).
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Na hiebeni Javornikt v katastru obce Novy Hrozenkov roste v blizkosti chaty Portas populace
na severn¢ orientovaném svahu v zimé vyuzivaném jako sjezdovka. Fytocenologicky jde
o mezofilni horskou louku a okraj kvétnatych bucin. Nedaleko odtud tésné pod chatou Kohutka
se da nalézt 1 mensi dilci populace. Obé se nachazeji ve vysce okolo 900 m n. m. Poprvé byla
lokalita zaznamenana v roce 1936 (Popelafova et al. 2011). Do své studie Slovenskych
populaci rodu Crocus ji zahrnuli i Majovsky et al. (1990).

Teprve v roce 2005 byly v Moravskoslezskych Beskydech zaznamenany dvé nové lokality
v okoli obce Horni Lomna. Jedna mikropopulace ¢ita pouze 20-50 kvetoucich jedinct a roste
na okraji podmacené smilkové pastviny. Druha pfiblizné stejné velkd roste na lokalité
Muftinkovy vrch (Popelafova et al. 2011). V roce 2012 byla nalezena nejnovéjsi lokalita u obce
Velké Karlovice s nazvem Clovééi (Chrtek 2016).

V oblasti Krkonos je evidovano celkem osm lokalit vyskytu tohoto druhu. Tti z nich maji prvni
zaznam jiz z roku 1975 a zbylych pét bylo objeveno v letech 2011-2012 (Chrtek 2016).

Z CHKO Orlické hory jsou znamé dvé lokality. Populace rostouci v Luisiné tdoli je znama od
roku 1997 a populace u Zdobnické seCe od roku 2004. Jedna populace je od roku 2012
evidovana také ze Zdarskych vrchd (Chrtek 2016).

3.3.6 Crocus discolor Reuss

Jedna se o zapadokarpatsky alotetraploidni taxon s 2n = 18. Nejstar§im publikovanym jménem
C. babiogorensis Zapat. (1906) a C. scepusiensis Rehman et Wotoszczak (1858). Uzivani
nejstar§iho jména obhajovali ve své praci Majovsky et al. (1990). Naopak mladsi oznaceni
C. scepusiensis pouzil ve své studii naptiklad Brighton (1976). V ptredchozich pracich byl
taxon pod jménem C. scepusiensis uvadén jako eko-species (Skalinska 1966) nebo varieta
(Mihaly et Cricsfalusy 1997) druhu C. heuffelianus. Jini autoii (Majovsky et al. 1990,
Skalinska 1968) tvrdi, ze wvznikl autopolyploidizaci z C. heuffelianus s. str. (2n = 10)
a naslednou aneuploidizaci, tedy ztratou dvou chromozomu. Tésnou piibuznost tohoto taxonu
s C. vernus vyvraci elektroforeticka studie enzymu pylovych zm a také odlisna povrchova
struktura testy té€chto taxoni. Vysledky nové fylogenetické studie zalozené na biparentalné
amaternalné¢ dédicnych markerech vSak ukazuji na alotetraploida (2n=18), jehoz
rodicovskymi druhy jsou C. vernus (2n = 8) a vychodokarpatska populace C. heuffelianus
(2n = 10; Mosolygo-1 et al. 2016). Jiz Brighton (1976) ve své studii zjistil, ze C. discolor mé o
néco mensi chromozomy nez C. heuffelianus s. str. Podle Mosolygo-1 et al. (2016) se od ngj
morfologicky odlisuje pfitomnosti chlupt v usti okvétni trubky. Raca et al. (2019) vSak nachazi
i mezi jedinci v populacich oznacovanych jako C. heuffelianus s. str. chlupaté usti trubky a ke
stejnému zaveéru dosel jiz Majovsky et al. (1990), ktery vSak vyzdvihuje jiné morfologické
odlisnosti. Crocus discolor ma dle tohoto zdroje v dobé¢ kvétu kratsi a méné vyvinuté listy, jeho
blizna vysoce presahuje vrcholy prasnikd a disponuje o néco mensimi kvéty. Kromé toho se
odliSuje 1 ekologicky, jelikoz roste zejména na otevienych prostranstvich v horach, zatimco
C. heuffelianus s. str. dava prednost svétlym lesnim stanovistim. Autofi také zmifiuji jeho
geografickou izolaci vic¢i vychodnim populacim. Pokud se dostane za hranice rozsifeni, pak
jediné pfi¢inénim cloveka. Ruksans (2017) o tomto taxonu ve své monografii pojednava jako
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o poddruhu C. heuffelianus. Populace C. discolor rostou ve vyS$sich polohach na vétsSin€ iizemi
Slovenska (kromé& oblasti na vychod od Presova), vychodé Ceské republiky a v jiznim Polsku
(Brighton 1976, Mosolygo-1 et al. 2016). Vétsina Ceskych autort (Chrtek 2010, Popelarova
et al. 2011) viak nadale tradi¢n& oznaluji populace z CR jako C. heuffelianus.

3.3.7 Crocus vittatus Schlosser et Vukotinovi¢

C. vittatus (2n = 18) vznikl paraleln€ ze stejnych rodicovskych druhi jako C. discolor. Jejich
totoznost vyvraci rozdilné haplotypy chloroplastové DNA a také rizna geograficka distribuce
(Mosolygo-1 et al. 2016). Mgjovsky et al. (1990) jesté povazoval tento taxon za
hypertetraploidni, odvozeny od druht se zakladnim chromozomovym cislem x = 4. Pouzival
star§i jméno tohoto taxonu C. uniflorus Schur (1852). Morfologicky se od ostatnich cytotypu
v tomto okruhu odliSuje pouze tyCinkami, které téméf dosahuji k bliznam. Stejné€ jako
C. discolor, 1 tento taxon ma chloupky v usti okvétni trubky. Je rozSifeny ve Slovinsku,
Chorvatsku a Rumunsku. Typicky je pro néj vyskyt v niz§ich polohéach.

3.3.8 Crocus bertiscensis Raca, Harpke, Shuka et Randjel

Crocus bertiscensis (2n = 2x = 12) byl popsan jako posledni (Raca et al. 2020). Stejné jako
predchozi taxony i tento se odliSuje jen nékterymi variabilnimi morfologickymi znaky. Mél by
mit krat§i okvétni trubku, uz§i stfredovy bily pruh na listu, ktery zabira 1/7 Sitky listu, svétlejsi
a plossi okvétni cipy. Stejn€ jako u predchozich cytotypi ma usti trubky napadné chlupaté.
Vyskytuje se zejména v Albanii v nadmorské vysce 2000-2270 m. Byl vSak pozorovan
i v ptilehlych &astech Cerné Hory ve vy§ce 1000 m n. m. Vyskytuje se na alpinskych loukach
s kfemiCitym substratem.

3.3.9 Jiné cytotypy

Ve Slovinsku se dale vyskytuji populace s chromozomovym poctem 2n = 20, které byvaji
nékdy oznaGovany jako C. exiguus Schur. Populace na Sar planina disponuje &islem 2n = 22
a byva oznaCovana Crocus , Sarplaninae” (Majovsky et al. 1990, Ruksans 2017).

3.4 Crocus tommasinianus Herb.

Tento druh je velmi blizce ptibuzny okruhu C. heuffelianus. Mosolygo-1 et al. (2016) jej ve své
fylogenetické studii pouzili jako blizkou outgroup tomuto okruhu a zarover vyslovili hypotézu
o jeho alotetraploidnim pavodu, kterou vSak z nedostatku dat nedokazali potvrdit. Na jedné
lokalit¢ v Mad’arsku byl kdysi popsan jako C. heuffelianus var. csapodyae Horvat et Jav.
(Mihaly et Cricsfalusy 1997).

Tento taxon roste v opadavych lesich nebo na otevienych kamenitych stanovistich, obvykle na
vapencovém podlozi v nadmotské vysce mezi 1000 a 1500 m. Je rozSifen v oblasti byvalé
Jugoslavie a na severu Balkanského poloostrova na uzemi Srbska, Makedonie, Cerné hory,
Bosny aHercegoviny, Chorvatska, severozapadniho Bulharska a jizniho Madarska
(Ruksans 2017).

Od vySe popsaného C. heuffelianus s. lat. se odliSuje zeyména absenci skvrny na okvétnich

cipech a svétleji fialovym zbarvenim okvéti. Tunika hlizy je tvofena paralelnimi vlakny, které

v oblasti vrcholu prechazeji ve slabé sitnatou strukturu. Sitka sttedového bilého pruhu na listu

tvoii asi 1/3 jeho sitky. Listy &asto dosahuji vrcholu okvéti nebo jej mirné pievysuji. Usti
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trubky je bilé a s jemnymi chloupky. Délka nitky dosahuje hodnot mezi 5 a 7 mm a prasniky
jsou dlouhé 10-15 mm. Vrcholy bliznovych ramen se vétSinou nachéazeji lehce pod urovni
vrcholi prasnikl, ve stejné vySce nebo je slabé prevysSuji. Okvétni cipy byvaji obvejCité,
obkopinaté s tupymi nebo §picatymi konci. Jejich délka se pohybuje okolo 25-33 mm (Harpke
et al. 2014, Ruksans 2017).

Ve volné pfirodé nebyva prili§ variabilni. Obcas se vyskytuji bile zbarveni jedinci.
V zahradach se tento druh Sifi téméf invazné a péstuje v mnoha barevnych formach
a kultivarech od bilé pres tmavé fialovou az po nacervenalé jedince (Ruksans 2017).

4 Material a metody

4.1 Sbér dat a materialu

Terénni sbér rostlinného materidlu jsem pro potfeby této prace provedl celkem na deseti
lokalitach, ale pouze na osmi z nich rostou populace, které podle literatury patii k okruhu
C. heuffelianus (s. lat.). Jde o pét lokalit v CHKO Beskydy, dvé v CHKO Orlické hory a jednu
na Opavsku. Zbylé dvé populace pochazeji zumélé
vysadby v intravilanech mést Olomouc a Prerov
analezi k jinym druhim Crocus ser. Verni. Jejich
odbér jsem provedl pouze pro porovnani s hlavnim
studovanym druhem. Lokalita pod PR Uplaz je tplné
nova a stale nebyla nikde zvetejnéna (V. Kalnikova,
ustni  sdéleni). Prehled vSech lokalit uvadim
v Priloze 1.

“69 NSQWEU JIBIS

Na kazdé Ilokalit¢ jsem standardné studoval
15 jedincti nahodn€ vybiranych rovnomérné v celé
populaci. Mnohde vSak podminky neumoziovaly
analyzovat takovy pocet, vétSinou z divodu pozdni
navstévy lokality, kdy jsem nenachéazel dostatek
rostlin v pfiznivé fenologické fazi. Nikdy vSak pocet
studovanych jedinci neklesl pod 10, s vyjimkou
populace rostouci v botanické zahradé PiF UP
v Olomouci, na niz byla terénni metodika testovana.
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Obr. 1: Jedinec pripraveny na méfeni morfologickych znaki v terénu

Pro zméteni morfologickych znakl jsem kazdou rostlinu vykopal i s podzemni Casti a po
samotném méfeni hlizu vratil zpét do pudy. Z kazdé populace jsem vSak odebral dveé az tii
hlizy pro laboratorni zjisténi poctu chromozomi. Kazdou rostlinu jsem vyfotografoval
s mefitkem a barevnou Skalou (obr. 1) Z kazdého jedince jsem odebral jeden vnéjsi a jeden
vnitini okvétni cip a nalepil je na lepici papir spolu s horni ¢asti ¢nélky. Pro uchovani barev
a stalych podminek pro méfeni v programu Imagel] jsem tyto Casti rostlin oskenoval spolu
s milimetrovym pravitkem (obr. 2). Dale jsem z kazdé rostliny odebral jeden list na analyzu
velikosti genomu pomoci pratokové cytometrie. Oznacené listy jsem vlozil do vlhkého
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papirového kapesniku a igelitového sacku a po skoncCeni terénnich Setfeni ulozil do chladnicky.
Pro ucely molekularnich analyz planovanych pro diplomovou praci jsem navic odebral z celé
populace listy od tii exemplait, které jsem v papirovych saccich nechal vysusit v silikagelu.
Kazdy vzorek jsem oznacil ¢islem jedince a tfipismennou zkratkou lokality.
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Obr. 2: Vzorky okvétnich cipti populace u Nového Hrozenkova pfipravené na méfeni morfologickych
znaku v programu ImageJ.

4.2 Morfometricka analyza

V terénnich podminkach pfimo na lokalité jsem meéfil celkem 13 znakd a z toho byl jeden
kategorialni (tab. 1). Hodnotu znakli méfenych v centimetrech jsem zjistoval pravitkem.
VétsSinu jsem ale zaznamendval v milimetrech a zji§toval digitdlnim posuvnym meéfidlem.
Znaky na nékterych pocetnéjSich organech, jako jsou listy a tyCinky, jsem méfil trikrat
a v kone¢né analyze jsem pouzil primér téchto hodnot. Pro analyzu jsem se pokousel volit
rostliny prochazejici stejnou fenologickou fazi kveteni. Fenologicka faze byla urCena prasniky,
které jesté nemély byt puklé nebo dokonce zkroucené.

Pomoci programu Image] (Abramoff et al. 2004, Schneider et al. 2012) jsem vyhodnocoval
celkem 11 znakd na okvétnich cipech a ¢nélce, pficemz jsem hodnotil zvlast vnéjsi a vnitini
cipy kazdého jedince (tab. 2). I zde byly pouzity kategorialni proménné tykajici se kresby
okvétnich cipa, které jsou pro tento okruh tak typické.
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Tab. 1: Seznam morfologickych znaku méfenych v terénnich podminkach; (3x) — provedeny méfeni
3 uvedenych organt z daného jedince

méreny znak jednotka nebo kategorie

celkova délka jedince cm
prevySovani okvéti listy ano/ne

vyska hlizy mm
Sitka hlizy mm
Sitka listu (3%) mm
Sitka listového bilého pruhu (3%) mm
Sitka okvétni trubky v horni ¢asti mm
délka okvétni trubky cm
délka volné Casti nitky (3x) mm
Sitka nitky (3x) mm
délka prasniku (3x) mm
rozdil vysky giimku a blizny mm
délka semeniku mm

Tab. 2: Seznam morfologickych znakt méfenych v programu ImageJ. Pravé a levé rameno blizny jsou
zamgénitelné a zavisi pouze na nalepeni tohoto organu v terénu.

méreny znak jednotka nebo kategorie

délka vnéjsiho okvétniho cipu mm

délka vnitfniho okvétniho cipu mm

Sitka vnéjsiho okvétniho cipu mm

Sitka vnitfniho okvétniho cipu mm

délka pravého ramena blizny mm

délka stfedniho ramena blizny mm

délka levého ramena blizny mm

skvrna v horni ¢asti vné&jsiho cipu chybi/tvaru V/ve Spicce
skvrna v horni ¢asti vnitiniho cipu chybi/tvaru V/ve Spicce
skvrna v dolni ¢asti vné&jsiho cipu chybi/tmava/svétla
skvrna v dolni ¢asti vnitiniho cipu chybi/tmava/svétla
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4.3 Méreni velikosti genomu metodou priutokové cytometrie

Pro stanoveni velikosti genomu jsem vyuzil odebrané oznaCené listy vSech studovanych
jedincl z kazdé populace, které zustaly az do doby samotného méfeni uchovany v chladnicce.
Velikost genomu byla stanovena pomoci prutokové cytometrie s vnitini standardizaci
(Dolezel et al. 2007) za pouziti listd hrachu (Pisum sativum L.*Ctirad’ 2C = 9,09 pg).

Ze vzorku jsem pouzil pouze malou ¢ast, a to svétlou bazi listu (cca 20 mg). Tu jsem polozil na
Petriho misku spolu se zhruba stejnym mnozstvim listu hrachu. Nasledné jsem pomoci pipety
piidal 1 ml chlazeného pufru LBO1 o slozeni 5 mM Tris, 2 mM Na;EDTA, 0.5 mM spermin
tetrahydrochlorid, 80 mM KCIl, 20 mM NaCl, 0,1% (v/v) Triton X-100, 1 M NaOH,
B-merkaptoetanol pH 7.8 (Dolezel et al. 2007) s piidatkem PVP (polyvinylpyrrolidon, 10 g na
500 ml pufru; Dolezel et Bartos 2005). Pomoci ostré ziletky jsem oba vzorky nasekal na velmi
jemné kousky. Cely homogenat jsem poté prelil pres nylonovy filtr s péry o Sifce 4,2 um do
kyvety a pipetovanim stfidavé nahoru a dola jej opatrné promichal. Do kyvety jsem nasledné
pridal 50 pl fluorochromu PI (propidium jodid) a zaroven také 0,5 pl RNazy (oboji
o koncentraci 50 pg/ml). Pfipraveny vzorek jsem analyzoval na pritokovém cytometru PAS
(Partec, Munster, Némecko) vybaveném zelenym laserem Cobolt Samba (532 nm, 100 mW;
Cobolt AB, Stockholm, Svédsko). Kazdy vzorek byl mé&fen pouze jednou. Zaznamenano bylo
vzdy 5000 jader. Vyslednou velikost genomu jsem stanovil zlinearni Skaly vzniklého
histogramu porovnanim pozic 2C peaku vzorku a 2C peaku standardu.

4.4 Stanoveni poctu chromozomi

Vzhledem k tomu, ze poCty chromozomu uzce souvisi s méfenou velikosti genomu (tj. u rostlin
se stejnou velikosti genomu lze predpokladat stejny pocet chromozomu), zjistoval jsem je
pouze u ti vybranych populaci vhodn& zastupujicich danou velikost genomu (Pierov, Clovéd,
Hofina). Pro ucely laboratorniho postupu jsem pouzil mladé kofeny s meristematickou $pickou
na hlizach dospélych rostlin odebrané ve tfech kusech za kazdou populaci. Hlizy byly do doby
Setfeni péstovany v kvétinacich.

Samotny postup stanoveni karyotypu jsem casteCné provadél podle Krahulcové (1998),
surCitymi modifikacemi. Kofeny zbavené necistot jsem nejprve vlozil do epruvety
s 8-hydroxychinolinem a nechal ptsobit 6—8 hodin ve tmé pfi laboratorni teploté (cca 20 °C).
Po ptedptsobeni jsem kofeny proplachl vodou pro odstranéni zbytkd chemikalii a nasledné
vlozil do Cerstvé piipravené smési 96 % ethanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1.
Fixace probihala pfi 4 °C alespori pres noc nebo az do doby dalSiho postupu. Macerace se
odehrala ve smési 35 % HCI a 96 % etanolu v poméru 1:1 po 4 min pfi laboratorni teplote. Po
opétovném proplachnuti vodou jsem celé kotinky umistil do prachovnice s acetokarminem,
piikryl sklenénou zatkou a nechal pusobit cca 1 h. Nabarvenou kofenovou S$pi¢ku jsem na
podloznim skli¢ku v kapce acetokarminu oddélil pomoci ziletky a jemnym tlakem preparacni
jehly na kryci sklicko zhotovil roztlakovy preparat. Zhotovené roztlaky jsem pozoroval pod
svételnym mikroskopem znacky Olympus BX60 (Olympus, Tokyo, Japonsko) vybavenym
kamerou Olympus DP72 (Olympus, Tokyo, Japonsko).
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4.5 Statistické vyhodnoceni

Vysledky jsem zpracovaval v programu NCSS (Hintze 2013) a pomoci sady funkci
MorphoTools v prostiedi .R (Koutecky 2015). S pouzitim MorphoTools jsem provedl
exploracni analyzu kvantitativnich dat a vypocCet popisné statistiky (prumér, smérodatna
odchylka, minimum, maximum, median a kvantily). Kvantitativni znaky jsem vizualizoval
pomoci boxplotd. Spocital jsem korela¢ni matici pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu.
Vysoce korelované znaky (Jr| >0,90) jsem vyftadil z nasledyjicich mnohorozmérnych analyz.
Nasledné jsem spocital standardizovanou analyzu hlavnich komponent (PCA), kterd ukazala
rozlozeni jedinci v ordinaénim prostoru a celkovy rozsah morfologické variability
studovaného souboru.

Vzhledem k tomu, ze se rozdéleni dat blizilo normalnimu, jsem v programu NCSS vypocital
pro kvantitativni znaky analyzu variance (ANOVA) a Tukey-Krameriv test, kterymi jsem
testoval rozdily v jednom znaku mezi jednotlivymi cytotypy (2n = 16, 2n = 18, 2n = 20). Pro
zmétené hodnoty velikosti genomu jsem spocital stejné testy, ale srovnaval jsem jednotlivé
populace. Pro kvalitativni znaky jsem vypocital proporci daného znaku v ramci cytotypu,
rozdily jsem testoval pomoci chi-kvadrat testu v kontingen¢nich tabulkdch a data jsem
vizualizoval pomoci sloupcovych proporénich grafi. Rozsah morfologické odli§nosti mezi
jednotlivymi cytotypy byl testovan pomoci kanonické diskriminacni analyzy (CDA).

S Vysledky

5.1 Karyologické Setieni

Pro vétSinu populaci, které podle literatury patii k okruhu C. heuffelianus, jsem z roztlakovych
preparata zjistil poCet chromozomu 2n = 18 s vyjimkou populace rostouci v PR Hofina, u niz
jsem nalezl 2n = 20. Populace urcené jako C. tommasinianus mély pocet 2n = 16 (obr.3-5).
Tyto tfi zjisténé pocty chromozomu jsem dale pouzil pro definici skupin pii statistickém
testovani.

20 um
—

Obr. 3: Detail roztlakového preparatu kofenové Spicky jedince z lokality v Pierové (C. tommasinianus).

Pocet chromozomu 2n = 16. Zvétseni 400 x.
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Obr. 4: Detail roztlakového preparatu kofenové $picky jedince z lokality Clovédi (C. heuffelianus agg.).
Pocet chromozomi 2n = 18. ZvétSeni 400 x.

20 pm
A

Obr. 5: Detail roztlakového preparatu kofenové Spicky jedince z lokality PR Hofina (C. heuffelianus

agg.). Pocet chromozomu 2n = 20. ZvétSeni 400 x.

Pratokovou cytometrii byly meéfeny vzorky 121 jedinch pochazejicich z 10 populaci.
Nameétenou velikost genomu jsem porovnaval mezi jednotlivymi populacemi. Analyza
variance ukazala signifikantni rozdily ve velikosti genomu mezi populacemi. Popisné statistiky
velikosti genomu u jednotlivych populaci uvadim v Tab. 3. Graficky znazornéné vysledky
prutokové cytometrie lze vidét na Obr. 6. Vysledky Tukey-Kramerova testu, kterym jsem
provéroval, které populace se mezi sebou lisi ve velikosti genomu shrnuji v tabulce 4.



Tab. 3: Popisna statistika velikosti genomu v pikogramech srovnavana mezi méfenymi populacemi.

Populace :Zl(i)l;l(it pramér SD Minimum Maximum
Clovéei (CLO) 4 12.09 0.06 12.03 12.14
Homi Lomna (HLO) 8 11.94 0.07 11.87 12.03
Hofina (HOR) 21 12.48 0.30 12.01 13.01
Kohutka (HRO) 14 12.12 0.03 12.07 12.19
Luisino udoli (DES) 15 12.18 0.22 11.85 12.75
Olomouc (OLO) 6 4.92 0.04 4.88 4.97
Pierov (PRE) 15 5.44 0.08 5.33 5.60
Sajtava (SAT) 12 12.23 0.17 12.07 12.64
Uplaz (UPL) 12 12.01 0.09 11.88 12.16
Zubii (ZUB) 14 12.08 0.06 11.99 12.17
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Obr. 6: Variabilita ve velikosti genomu srovnavana mezi jednotlivymi populacemi. Pro kazdou
populaci je znazornéna jak vyznacenim vlastnich hodnot velikosti genomu v pg, tak pomoci boxplotu.
Cervené body oznaduji jedince, u nichz byl stanoven po&et chromozom.

18



Tab. 4: Vysledek Tukey-Kramerova testu a pramémé velikosti genomu v pikogramech jednotlivych
populaci. Odlisné populace jsou zapsany pouze zkratkou.

velikost primérni
Populace hodnota velikosti Odli$né populace
vzorku
genomu
Clové&ei (CLO) 4 12.09 HOR, OLO, PRE
Horni Lomna
(HLO) 8 11.94 HOR, DES, OLO, PRE, SAJ
” CLO, HLO, HRO, DES, OLO, PRE,
Hofina (HOR) 21 12.48 SAJ, UPL. ZUB
Kohutka (HRO) 14 12.12 HOR, OLO, PRE
Luisino udoli
(DES) 15 12.18 HLO, HOR, OLO, PRE
CLO, HLO, HOR, HRO, DES, PRE
Olomouc (OLO) 6 492 SAJ. UPL. ZUB
y CLO, HLO, HOR, HRO, DES, OLO,
Pterov (PRE) 15 5.44 SAJ. UPL. ZUB
Sajtava (SAJ) 12 12.23 HLO, HOR, OLO, PRE, UPL
Uplaz (UPL) 12 12.01 HOR, OLO, PRE, SAJ
Zubii (ZUB) 14 12.08 HOR, OLO, PRE

5.2 Variabilita morfologickych znaku

5.2.1 Analyza variance (ANOVA)

Morfometrické Setfeni jsem proved] celkem na 106 jedincich Crocus ser Verni, z cehoz 70 ex.
nalezi k okruhu C. heuffelianus (cytotyp 2n = 18), 15 ex. k nejasnému taxonu rostoucimu
v PR Hofina (cytotyp 2n = 20) a 21 ex. k druhu C. tommasinianus (2n = 16). Jednocestna
analyza variance (ANOVA), kterou jsem testoval rozdily v morfologii mezi témito tfemi
cytotypy, ukazala signifikantni rozdily ve vSech kvantitativnich znacich s vyjimkou vysky
hlizy a Sitky listu. Rozdily vjednotlivych kvantitativnich znacich jsem znézornil
pomoci boxplotd (Obr. 7-13). Vysledky testu, P hodnoty a parametry deskriptivni statistiky
jsou uvedeny v Tab. 5. Vysledky Tukey-Kramerova testu, kterym jsem testoval, jaké cytotypy
se od sebe v jednotlivych znacich lisi, shrnuji v tab. 6.
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Tab. 5: Popisné statistiky vSech kvantitativnich znakd v milimetrech (kromé vysky rostliny a délky trubky, které jsou v centimetrech) a vysledky analyzy variance (F a P-
hodnota). Velikosti vzorku jsou uvedené v zavorce u jednotlivych cytotypu (2n = 16, 2n = 18, 2n = 20).

znak zkratka 2n=16(21) 2n = 18 (69) 2n =20 (15) F P
prumér SD  min-max primér SD  min-max primér SD  min-max

vyska vyska 17 2 15-23 15 3 1024 17 2 13-19 8.86  <0.001
vyska hlizy v_hlizy 9 | 812 9 2 4-15 10 3 8-20 2.87 0.06
sitka hlizy s_hlizy 9 2 5-13 12 2 620 13 3 10-19 19.13  <0.001
sitka listu s_listu 3 0 2-4 3 1 2-5 3 1 2-4 2.34 0.46
sitka pruhu s_pruhu 1 0 1-1 1 0 1-1 1 0 1-1 20.18 <0.001
sifka trubky s_trubky 2 0 1-3 3 | 2-6 2 0 2-3 26.81 <0.001
délka trubky d_trubky 8 2 6-12 7 1 5-16 8 1 7-10 12.04 <0.001
délka nitky d_nitky 10 2 6-13 10 2 7-15 8 1 7-10 941 <0.001
sitka nitky s_nitky 1 0 0-1 1 0 1-2 1 0 1-1 98.94 <0.001
délka prasniku d_prasniku 12 1 11-16 12 2 9-16 10 2 7-13 15.98 <0.001
rozdil vysky blizny a praSniku  rozdil_bliznaprasnik 0 2 -5-7 7 2 2-13 8 2 5-11 67.99 <0.001
délka semeniku d_semenik 6 1 5-8 6 1 4-9 7 1 5-10 3.98 0.02
délka vngjsiho okvétniho cipu  d_vne_seg 33 3 25-40 39 5 28-48 34 3 30-40 16.74  <0.001
délka vnitiniho okvétniho cipu  d_vni_seg 30 3 24-36 36 5 26—46 31 2 28-36 18.53 <0.001
sitka vngjsiho okvétniho cipu S_vne_seg 11 2 814 13 2 10-18 12 1 9-14 15.87 <0.001
Sifka vnitiniho okvétniho cipu  s_vni_seg 13 2 10-16 13 2 9-20 12 2 9-15 343 0.03
délka levého ramena blizny lev_ram_blizny 5 2 3-11 7 1 4-11 5 2 3-9 14.73  <0.001
délka stiedniho ramena blizny str_ram_blizny 5 2 3-10 7 1 3-11 6 1 4-9 20.76  <0.001
délka pravého ramena blizny pra_ram_blizny 5 2 3-11 7 1 4-12 6 2 3-9 14.84 <0.001
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Tab. 6: Vysledky Tukey-Kramerova testu pro morfologické kvantitativni znaky. Vyska rostliny a délka
trubky jsou v centimetrech, ostatni znaky v milimetrech. 2n = 16 (21 jedincu), 2n = 18 (69 jedincu)
a 2n =20 (15 jedincu).

cytotyp prumérna hodnota odlisné
znak znaku cytotypy
vyska 2n=16 17 2n =18

2n =18 15 2n =16

2n =20 17 —
vyska hlizy 2n=16 9 _

2n =18 9 2n=20

2n =20 10 2n=18
Sitka hlizy 2n=16 9 2n=18, 2n=20

2n=18 12 2n=16

2n =20 13 2n=16
Sitka listu 2n=16 3 -

2n =18 3 -

2n =20 3 -
sitka bilého pruhu 2n=16 1 2n=18, 2n=20

2n=18 1 2n=16

2n =20 1 2n=16
Sirka trubky 2n=16 2 2n=18

2n=18 3 2n=16, 2n=20

2n =20 2 2n=18
délka trubky 2n=16 8 2n=18

2n=18 7 2n=16, 2n=20

2n =20 8 2n=18
délka nitky 2n=16 10 2n=20

2n =18 10 2n=20

2n =20 8 2n=16, 2n=18
Sitka nitky 2n=16 1 2n=18, 2n=20

2n=18 1 2n=16

2n =20 1 2n=16
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Tab. 6: Pokracovani

cvtot prumérna hodnota odliSné
znak ytolyp znaku cytotypy
délka prasniku 2n=16 12 2n=20

2n =18 12 2n=20

2n =20 10 2n=16, 2n=18
rozdil vySky blizny a 2n =16 0 2n=18, 2n=20
prasniku

2n =18 7 2n=16

2n =20 8 2n=16
délka semeniku 2n=16 6 2n=20

2n =18 6 -

2n =20 7 2n=16
d,elka vn¢jsiho okvétniho =16 33 In=18
cipu

2n =18 39 2n=16, 2n=20

2n =20 34 2n=18
d,elka vnitiniho okvétniho =16 30 In=18
cipu

2n =18 36 2n=16, 2n=20

2n =20 31 2n=18
sitka vngjsiho okvétniho cipu 2n =16 11 2n=18

2n =18 13 2n=16, 2n=20

2n =20 12 2n=18
S{rka vnitiniho okvétniho =16 13 B
cipu

2n =18 13 2n=20

2n =20 12 2n=18
délka levého ramena blizny 2n=16 5 2n=18

2n =18 7 2n=16, 2n=20

2n =20 5 2n=18
dglka stftedniho ramena =16 5 n=18
blizny

2n =18 7 2n=16, 2n=20

2n =20 6 2n=18
délka pravého ramena blizny 20 =16 5 2n=18

7 2n=16
6 _
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Obr. 7: Variabilita kvantitativnich morfologickych znakl porovnavana mezi jednotlivymi cytotypy.
T¢lo boxplotu znazoriuje mezikvartilové rozpéti, ¢ara uvnitf téla predstavuje median, ,,vousy" udavaji
zbytek variability a kolecka odlehlé hodnoty.
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Obr. 8: Variabilita kvantitativnich morfologickych znaki porovnavana mezi jednotlivymi cytotypy.

T¢lo boxplotu znazoriuje mezikvartilové rozpéti, ¢ara uvnitf téla predstavuje median, ,,vousy" udavaji
zbytek variability a kolecka odlehlé hodnoty.
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Obr. 11: Variabilita kvantitativnich morfologickych znakii porovnavana mezi jednotlivymi cytotypy.
T¢lo boxplotu znazoriiuje mezikvartilové rozpéti, Cara uvnitf téla predstavuje median, ,,vousy™ udavaji
zbytek variability a kolecka odlehlé hodnoty.
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Obr. 12: Variabilita kvantitativnich morfologickych znakii porovnavana mezi jednotlivymi cytotypy.
T¢lo boxplotu znazoriiuje mezikvartilové rozpéti, Cara uvnitf téla predstavuje median, ,,vousy™ udavaji
zbytek variability a kolecka odlehlé hodnoty.

28



o 8

o
£
= o
=
>
E
N o
el o
@
C
@
£ W
@
3 I
o © —
'
‘©
=
B
@
z _
@
T < -

T T T
2n=16 2n=18 2n=20

Taxon

Obr. 13: Variabilita kvantitativnich morfologickych znakii porovnavana mezi jednotlivymi cytotypy.
T¢lo boxplotu znazomuje mezikvartilové rozpéti, Cara uvnitf téla predstavuje median, ,,vousy™ udavaji
zbytek variability a kolecka odlehlé hodnoty.

5.2.2 Kvalitativni znaky
Chi-kvadrat test v kontingencnich tabulkéach odhalil signifikantni rozdily mezi jednotlivymi
cytotypy ve vsSech sledovanych kvalitativnich znacich. Vysledky testu a proporci shrnuji
v Tab. 7. Proporce hodnot znakt a odli$nost skupin je znazornéna v proporcnich sloupcovych
diagramech (Obr. 14-16).

Délka listu

O del$i nez kvét B kratSi nez kvét
100 4

80 4

X 60
(]
2
(o]
&
& 404

20 -

0 : . -
2n=16 2n=18 2n=20
Taxon

Obr. 14: Proporce kvalitativnich znakt srovnavana mezi jednotlivymi cytotypy.
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Obr. 15: Proporce kvalitativnich znakt srovnavana mezi jednotlivymi cytotypy.
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Obr. 16: Proporce kvalitativnich znakii srovnavana mezi jednotlivymi cytotypy.
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Tab. 7: Proporce hodnot kvalitativnich znaka pro jednotlivé cytotypy a vysledky chi-kvadrat testu. Velikost vzorku je uvedena v zavorkach u nazvu cytotypu
(2n =16, 2n = 18, 2n = 20).

znak

hodnoty znaku proporce % x2 P
2n =16 (21) 2n = 18 (69) 2n =20 (15)

prevysSovani okvéti listy ano 62 4 7 40.47 <0.001
ne 38 96 93

horni skvrna na vnéjSim cipu chybi 100 30 100 46.13 <0.001
tvar V 0 70 0
ve §picce 0 0 0

horni skvrna na vnitinim cipu chybi 100 30 100 46.13 <0.001
tvar V 0 70 0
ve §picce 0 0 0

zlf;jm skvrna na vngjsim chybi 14 26 100 4793 <0.001
tmava 0 30 0
svétla 86 44 0

zlf;jm skvrna na vnitinim chybi 24 29 100 4176 <0.001
tmava 0 32 0
svétla 76 39 0
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5.2.3 Mnohorozmérné analyzy

Pro analyzu hlavnich komponent (PCA) jsem pouzil vSechny kvantitativni znaky kromé délky
vnitinitho okvétniho cipu, ktery po vypoctu Pearsonovy korelaéni matice vyrazné koreloval
s délkou vnéjsiho okvétniho cipu. Prvni osa vysvétluje 31,6 % variability a rozdéluje jedince
v ordina¢nim prostoru na dvé hlavni skupiny (2n = 16 a 2n = 18, 20). S touto osou nejvice
korelujyi délky vSech tii ramen blizny. Rozdéleni na tyto dvé skupiny je vSak spiSe Sikmé
a timto smérem jej nejvice podporuje Sitka nitky, rozdil vySky blizny a prasniku a Sitka trubky.
Druha osa vysvétluje 15,4 % variability a nejvice s ni koreluje vyska rostliny a délka trubky.
V ptipadé zobrazeni tfeti osy, ktera vysvétluje 11,9 % variability se jiz objevilo rozliseni vSech
tfi studovanych skupin. Nejvice s ni korelovala vyska rostliny a délka trubky. S prvni osou
v tomto piipadé nejvice korelovala Sitka vnitiniho okvétniho cipu a Sitka listu (Obr. 17-20).
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Obr.17: Rozdéleni v§ech morfometricky méfenych jedinct v ordinacnim prostoru pomoci PCA podle
os 1 a 2. Cisla v zavorkach nazvii u jednotlivych os udavaji % vysvétlené variability.
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Obr. 18: Rozdéleni vSech morfometricky méfenych jedinct v ordinacnim prostoru pomoci PCA podle
os 1 a 3. Cisla v zavorkach nazva u jednotlivych os udavaji % vysvétlené variability.
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Obr. 19: Rozdéleni morfologickych kvantitativnich znaka analyzovanych pomoci PCA v ordinacnim

prostoru podle os 1 a 2.
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Obr. 20: Rozdéleni morfologickych kvantitativnich znaka analyzovanych pomoci PCA v ordinacnim
prostoru podle os 1 a 3.

Pfi vyhodnocovani kanonické diskrimina¢ni analyzy (CDA) byly pouzity vSechny kvantitativni
znaky kromé délky vnitiniho okvétniho cipu, kterd v Pearsonové korelaéni matici vysoce
korelovala s délkou vné&jsiho okvétniho cipu. Vysledky analyzy ukazuji, ze zji§téné cytotypy
1ze podle morfologickych znaka spolehlivé odlisit. Pouze u 2n = 18 a 2n = 20 lze pozorovat
mirny piekryv (Obr. 21, Tab. 9) Nejlepsimi znaky pro toto odliSeni jsou Sirka nitky, Sifka
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bilého pruhu listu, §itka trubky a délka trubky.
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Tab. 8: Hodnoty kanonickych korela¢nich koeficientu s pfislusnymi osami CDA. Nejvice korelované

znaky jsou zvyraznény tu¢né.

znak osa 1 osa 2
vyska 0.075412 -0.028228
vyska hlizy 0.015096 0.111847
Sitka hlizy 0.012438 0.110733
Sitka listu -0.080117 0.123063
Sitka pruhu 3.192295 -0.44243
Sitka trubky 0.257713 -0.614118
délka trubky 0.236849 0.343876
délka nitky 0.017849 -0.156241
Sitka nitky -5.261175 2.144791
délka prasniku 0.194506 -0.339549
;‘;zggﬂg Sky blizny a 0.187107 0.062857
délka semeniku 0.191632 0.096316
Sié;llia vnéjsiho okvétniho 0.116485 0012127
Sitka vnéjsiho okvétniho cipu -0.34399 -0.555028
iié)l;a vnitiniho okvétniho 0.337213 0.325972
délka levého ramena blizny -0.043018 -0.151648
gig‘;y“fedniho ramena 10.210101 -0.216941
délka pravého ramena blizny 0.042484 0.258021
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Tab. 9: Klasifika¢ni tabulka udavajici silu diskriminaéni funkce pro rozliseni jednotlivych cytotypu.
Redukce v klasifikaéni chybé pfi pouziti diskriminacni analyzy, za pfedpokladu nahodné klasifikace
jedincu ¢ini 95,7 %.

Predikované 2n=16 2n=18 2n=20 celkem
Skutecné
2n=16 21 0 0 21
2n=18 0 66 3 69
2n=20 0 0 15 15
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Obr. 21: Kanonicka diskriminacni analyza vSech kvantitativnich morfologickych znakli kromé délky
vnitfniho okvétniho cipu.
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6 Diskuse
6.1 Karyologie studovanych populaci

Provedena karyologicka Setfeni rozdéluji sledované populace na zakladé velikosti genomu
i poctu chromozomu na tfi skupiny. U vétSiny populaci, které Ceska floristicka literatura fadi do
druhu C. heuffelianus (Chrtek 2010, Popelafova et al. 2011) jsem zjistil pocet 2n = 18, které
odpovida alotetraploidnimu C. discolor ze zapadnich Karpat, pokud bychom neuvazovali
ovelmi nepravdépodobné moznosti, ze se jedna o C. vittatus, snimz jsem zatim zadné
srovnani neprovadel. Tento pocet je tedy v souladu s dosud zjisténymi vysledky (Kulichova
2017, Popelafova et al. 2011). Obé patrné nepuvodni populace v Orlickych horach (populace
na Sajtavé pochazi ze zplanéni rostlin dovezenych na za&atku 50. let 20. stoleti ze Zapadnich
Tater; J. Kucera, ustni sdéleni) vykazovaly zvySenou variabilitu ve velikosti genomu. Populace
z Luisina udoli je navic na prvni pohled vysoce variabilni také v morfologii, a to zejména
v barvé okvéti. Je tedy mozné, Ze rostliny péstované a nasledné zplan€lé jsou karyologicky
variabilngj$i nez pfirodni. Nelze zcela vyloucit ani moznost, ze se v populaci nachazi vice
cytotypu nebo dokonce druhti. Potom by ani vySe uvedené hodnoty v Tab. 9 nebyly uplné
spravné. Tato karyologicko-morfologickd variabilita vSak nemusi byt sama o sob& vzdy
dikazem neptvodnosti vyskytu dané populace. O tomto jsem se piesvédcil v pripadé lokality
pod PR Uplaz, ktera se ukazala byt dosti homogenni, ale pfesto lze s jistotou fici, e ptivodni
na lokalité neni: v den morfometrického méfeni jsem se zde od mistnich obyvatel dozveédél, ze
zdejsi populace se rozrostla z nékolika malo hliz dovezenych v Sedesatych letech minulého
stoleti ze Ziaru v Zapadnych Tatrach na Slovensku. Neptivodni populace tedy nemusi vznikat
jen zplanénim (nebo vysazenim) kulturnich rostlin, ale také pfenesenim rostlin z pfirodni
geograficky odlehlé populace. Podobnym zpisobem mohly vzniknout i1 dal§i populace
v CHKO Beskydy. Diskuse o ptuvodu jednotlivych populaci C. heuffelianus s. lat. na Gzemi
Ceské republiky tak zistava nadale z velké Gasti oteviena.

Zajimavym vysledkem, ktery je v rozporu s veskerymi literarnimi udaji, je poCet chromozomu
populace rostouci v PR Hofina, u které jsem zjistil pocet 2n = 20. Ackoli se podle urCovaciho
klice (Ruksans 2017) nepochybné jednd o taxon ze studované série Verni, stejny pocet
chromozomi ma pouze jediny cytotyp okruhu C. heuffelianus rostouci ve Slovinsku
oznacovany nékdy jako C. exiguus (Majovsky et al. 1990, Ruksans 2017). Jelikoz 1 vysledky
prutokové cytometric vykazuji vé€tSi variabilitu, =zistava otazkou, zda nejde jen
o chromozomovou aberaci u Casti studovanych jedinct, ktera by tuto variabilitu vysvétlovala,
protoze piedchozi vyzkum odtud uvadi pocet chromozomut 2n = 18 (Chrtek 2010). K potvrzeni
této domnénky by ale byla potieba podrobnéjsi karyologicka studie, tedy spocteni
chromozomua vétsiho poctu jedincd. O tom, ze se podobné odchylky v populacich mohou
vyskytnout, svédci i studie autorti Rafinski et Passakas (1976 b), ve které tesili taxonomickou
prislusnost rostlin C. vernus agg. z lokality Czarna Goéra v jiznim Polsku. V jednom karyotypu
se objevila monosomie i trisomie. Otazkou zistava, jak je tomu v PR Hofina. Jako mozné
vysvétleni ptivodu populace se nabizi davné umélé vysazeni nebo zplanéni z péstovanych
rostlin. Pokud by se v budoucnu ukazalo, ze je tato populace cytotypové uniformni, a navic
morfologicky odlisna od zapadnich populaci C. heuffelianus agg., byl by to jiz silny argument
pro opravnénost tvrzeni, ze se o tento okruh nejedna.
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Zplanglé ¢i piimo zCasti péstované populace odebrané ve méstech Olomouc a Pferov se ve
velikosti genomu mirné odliSovaly. U populace v Pierové jsem zjistil poCet 2n = 16, které
odpovida druhtim C. neglectus a C. tommasinianus (Harpke 2014). Morfologické znaky, a to
zejména Sitka a tvar horni ¢asti okvétni trubky, vSak ukazuji na C. tommasinianus (Harpke
2014, Ruksans 2017). ZvySenou variabilitu ve velikosti genomu zaznameniva ve své
diplomové praci 1 Kulichova (2017), v niz studovala populaci rostouci v NPP Babicc¢ino udoli.
V piipadé této prace si lze pravdépodobné divod rozdilu ve velikosti genomu vysvétlit jako
rozdilné kultivary, které mohly byt zakladem pro vysazeni ¢i zplanéni.

6.2 Morfologie studovanych populaci

Analyza variance ukazala u sledovanych cytotypt signifikantni rozdily ve vét§iné pouzitych
znakd. Podle Tukey-Kramerova testu pro tyto znaky lze odhalit, ze populace z PR Hofina
(2n =20) se v nékolika znacich podoba spiSe C. tommasinianus. Jedna se hlavné o Sitku
a délku trubky, délku okveétnich cipii a ramen blizny. To povazuji za jednu z mnoha indicii pro
mozné chybné zarazeni této populace do okruhu C. heuffelianus v dodnes uveftejiiované
literatute (Chrtek 2010, Popelatova et al. 2011). Vysledky vSak ukazuji i znaky, u kterych maji
rostliny z PR Hofina velmi podobné naméfené hodnoty, jako u populaci C. heuffelianus
(2n = 18). Jsou jimi §itka bilého pruhu na listu, §irka hlizy, §itka nitky a rozdil ve vysce blizny
a vrcholt prasnik.

RozliSeni vSech tfi studovanych skupin viceméné podporuji ob&€ pouzité mnohorozmérné
analyzy. Analyza hlavnich komponent dobfe zobrazuje rozdéleni jedinci na dvé hlavni
skupiny. Cytotyp 2n = 16, klasifikovany zde jako C. tommasinianus, se dle téchto vysledku
vyznacuje veétsi Sitkou bilého pruhu na listech a delSi okvétni trubkou. Naproti tomu se
objevuje uzka nitka, mensi rozdil ve vySce blizny a prasnikt, uzsi hliza a horni ¢ast okvétni
trubky. Tyto tidaje souhlasi s informacemi v praci Ruk§anse (2017). Novymi znaky, kterymi se
od C. heuffelianus (2n = 18) da odlisit, jsou §itka nitky, trubky a hlizy.

Kanonicka diskriminacni analyza pfinesla podobny vysledek, nicméné 1épe morfologicky
vymezuje populaci z PR Hofina (cytotyp 2n =20) a populace C. heuffelianus (s. lat.) s 2n = 18.
V piekryvu znakl obou skupin se nachazeji pouze tfi jedinci. Dva z nich pochazeji z lokality
pod Uplazem a jeden z Luisina udoli. K jiz zminénym znakdm odli§ujicich sledované cytotypy
v této analyze pribyvaji také Sifky okvétnich cipti. Kdybychom ovSem né&jakym zptisobem
kvantifikovali i znaky ve zbarveni okvéti a zahrnuli je do mnohorozmérnych analyz, rozdil by
se jist€ znacné zvyraznil.

Zkoumani kvalitativnich znakt ukazalo rovnéz signifikantni rozdily mezi jednotlivymi
cytotypy. Listy pfevySovaly okvéti zejména u 2n = 16 (C. tommasinianus), coz souhlasi s udaji
v praci Ruksanse (2017). V piipadé cytotypu 2n = 18 (C. heuffelianus s. lat.) a 2n = 20
(populace Hofina) prevysovaly listy okvéti jen velmi vzacné, i to v§ak mohlo byt zptisobeno
spise pokroGilou fazi kveteni, v niz jsme navstivili napiiklad lokalitu pod PR Uplaz. Casto se
vSak objevovaly rostliny s dobfe vyvinutymi listy témer dosahujicimi vrcholu okvéti, coz je
z€asti v rozporu s tvrzenim Majovského et al. (1990), kde je uvedeno, ze zapadokarpatské

populace C. discolor maji listy vétSinou v dobé kvétu slabé vyvinuté a ziidka dosahujici baze
okvéti.
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Zbarveni okvéti bylo nejvariabilngj§i v ramci cytotypu 2n = 18 (C. heuffelianus s. lat.). Na bazi
okvéti se objevovala jak tmava, tak svétla skvrna nebo chybéla. Zajimava je vSak skutecnost,
7e tmava skvrna tvaru , Vv horni Casti okvétnich cipd, ktera je podle veskeré dostupné
literatury (napt. Harpke et al. 2014, Mihaly et Cricsfalusy 1997, Mosolygo-1 et al. 2016,
Ruksans 2017) typickym znakem okruhu C. heuffelianus, se asi ve tfetin€ piipadi u tohoto
cytotypu neobjevovala. Absenci tohoto znaku jsem zaznamenal napfiklad na lokalité¢ u Nového
Hrozenkova, kde se objevilo pouze nekolik malo jedinci s naznakem skvrny. Na lokalité
v obci Horni Lomna jsem sice neprovadél morfometrické Setfeni z divodu pozdni fenologické
faze v den navstévy, nékteré rostliny vSak jesté dokvétaly a daly mi moznost fotodokumentace
(Obr. 22). U této mikropopulace se objevuje pouze naznak tmavé skvrny podél stredni zilky
okvétniho cipu.

Nejvariabilngjsi ve zbarveni i kresbé kvéta byla patrné nepivodni populace z Luisina udoli
v Orlickych horach, kde se vyskytuji jedinci s okvétim od velmi svétlého beze skvrny, pres
typické tmavofialové zbarveni s tmavou skvrnou v horni Casti az po Uplné tmavé s dal§imi
kombinacemi téchto podob. V tomto pfipadé€ asi nelze vyloucit ani hybridogenni ptvod Casti
populace, tedy vznik porostu rostlin ptivodné ze 2 riznych taxont. K testovani této hypotézy
by ovSem byla nutna mnohem podrobné&jsi karyologickd a/nebo molekularni analyza této
variabilni populace.

Populace s 2n = 20 v PR Hofina se vyznacuje jednolité svétle fialovymi kvéty bez kresby, kde
se pouze vnitini a vnéj§i okvétni cipy vyznacuji rozdilnou intenzitou zbarveni. Témito
charakteristikami se blizi podobé rostlin ze studovanych nepuvodnich populaci
C. tommasinianus, u nichz se vSak Casto vyskytovala svétla skvrna na bazi okvétnich cipa.
Krome vSech zminénych morfologickych znaku jsem u studovanych jedinct C. tommasinianus
vypozoroval i odlisSny tvar vrcholu okvétnich listka, ktery je spiSe Spiaty ve srovnani se
zbylymi dvéma cytotypy, které jej maji zaobleny nebo mirné€ vykrojeny. Tento znak sice nebyl
zahrnuty v datech této prace, nicmén¢ je na prvni pohled zfejmy a v souladu se studovanou
literaturou (Mihaly et Cricsfalusy 1997, Ruksans 2017).
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Obr. 22: Variabilita vybranych populaci pozorovana v terénnich podminkach. Foto autor, pokud neni
uvedeno jinak. C. tommasinianus, Prerov, foto Michal Hrones$ (a), C. heuffelianus agg., Zubii, foto
Frantisek Lamla (b), Novy Hrozenkov (c), Velké Heraltice (d), Destné¢ v Orlickych horach (¢),
Horni Lomna (f).




7 Zavér

V této bakalaiské praci jsem se zabyval variabilitou v morfologii a karyologii okruhu
Crocus heuffelianus a dalSich blizce pfibuznych taxont ze série Verni, které se u nas pouze
pestuji a Casto zplanuji. Do svého studia jsem pro potieby této prace zahrnul vSechny populace,
jejichz autochtonni ptivod na naSem uzemi jest€ nelze vyloucit. K tomu jsem provadél Setfeni
na nékolika dalich populacich, o nichz je pifimo znamé, ze vznikly z umélé vysadby.

Mym cilem bylo srovnat tyto populace pomoci méfeni morfologickych znakd a velikosti
genomu, zjistit jejich chromozomové pocty a pokusit se tak objasnit, ¢im byvaji
charakteristické péstované rostliny v kontrastu s témi pravdépodobné ptivodnimi.

Podle mych dosavadnich predbéznych Setfeni se zda, ze velikost genomu u studovanych
populaci odpovida poctim chromozomi zjisténym klasickym pocitanim. Zjistil jsem tak
celkem tfi cytotypy: 2n = 16, 18, 20. Ocekavany pocet chromozomu pro rostliny odpovidajici
morfologicky C. heuffelianus s. lat. byl 2n = 18, coz souhlasi se zjiS§ténymi vysledky. Jedinou
vyjimku predstavuje lokalita PR Hofina, kde jsem u jedné studované rostliny napocital 2n =
20. Neni vSak vylouceno, ze se jednd o chromozomovou aberaci. Rostliny z méstské vysadby,
které jsem vramci této prace pouzil pro srovnani s hlavnim studovanym okruhem
(C. heuffelianus agg.), jsem podle zjisténého poctu chromozomua (2n = 16) a morfologickych
znaku zatadil do druhu C. fommasinianus.

V néekterych pfipadech jsem zaznamenal vyS$Si variabilitu ve velikosti genomu i v ramci jedné
populace. VétSinou to bylo praveé v piipadé (patrn€) nepuvodnich rostlin, coz mé vedlo
k domnénce, ze pravé vnitropopulaéni karyologicka variabilita je jednou z indicii pro
alochtonni puvod na lokalité. Podle této hypotézy bychom pak mohli hovorit i o vyskytu v PR
Hoftina jako o nepiivodnim. Tato zakonitost by vSak neplatila v ptipadé introdukce, kdy jsou na
lokalitu vysazovany rostliny z pfirody. Velikost genomu by pak byla homogenni, coz jsem
pozoroval v piipadé populace rostouci pod PR Uplaz. Na druhou stranu populace z lokality
Sajtava v CHKO Orlické hory predstavuje zna&né uskali pro tuto myslenku. Pochazi sice
zrostlin pfirozené rostoucich na Slovensku, ale presto vykazuje vétsi rozpéti ve velikosti
genomu.

Vsechny tfi zji§téné cytotypy se podle pouzitych statistickych testi vzajemné signifikantné
morfologicky odlisuji. Lze vSak konstatovat, ze cytotyp z PR Hofina (2n = 20) je ve slabém
prekryvu morfologickych znakt s cytotypem 2n = 18 (tedy C. heuffelianus s.lat., presnéji
patrné C. discolor). VSechny znaky, které podporuji rozliSeni mezi C. fommasinianus
a C. heuffelianus s. lato, souhlasi se studovanou literaturou. Navic se mi podafilo najit i nové
znaky, kterymi se daji rozeznat (Sitka nitky a Sitka okvétni trubky). Naproti tomu pfitomnost
tmavé skvrny tvaru velkého V ve §picce okvétniho cipu, uvadéna jako typicky znak pro okruh
C. heuffelianus, se u nasich populaci vyskytovala velmi proménlivé. V ptipadé lokality Luisino
udoli vykazovala dokonce i wvnitropopulacni variabilitu. Az doposud veSkera literatura
(Chrtek 2010, Popelarova et al. 2011) tadila populaci z PR Hofina do okruhu C. heuffelianus.
Ve své praci jsem vSak zaznamenal nezanedbatelny rozdil, jak v morfologickych, tak
karyologickych znacich, coz povazuji za své nejvyznamngéjsi zjisténi.
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V budoucim vyzkumu se chci vénovat zejména srovnani dosud studovanych populaci
s pfirozené se vyskytujicimi rostlinami C. discolor na Slovensku ¢&i s dalSimi taxony
komplikované série Verni v jinych Castech stfedni Evropy a v neposledni fadé také s Casto
péstovanymi odriidami této skupiny.
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Priloha 1: Informace o studovanych lokalitach

Lokalita zkratka GPS pocet jedincu druh Setfeni datum sbéru
Botanick4 zahrada P#f UPOL OLO 49.5860633N, 17.2496458E 6 morfometrika, prittokova cytometrie 04.03.2021
PR Hofina, Velké Heraltice HOR  49.9994069N, 17.7276167E 15 morfometrika, prutokova cytometrie, pocet  26.03. 2021,
chromozomu 05.03.2022
MS Radost, Pierov PRE  49.4543504N, 17.4588667E 15 morfometrika, prutokova cytometrie, pocet 26.03.2021
chromozomu
Bichy Hodorfského potoka, Zubii ZUB 49.4901981N, 18.0887950E 15 morfometrika, priitokova cytometric 10.04.2021
Prot&jsi svah u PR Uplaz, Horni Lomné UPL 49.5261728N, 18.6581608E 12 morfometrika, pritokova cytometrie 25.04.2021
i‘;;“g“lda"a blizko potoka Lomnd, Horni 1y ) 49.5206500N, 18.6315844E 8 prittokova cytometric 25.04.2021
IS{Jfozzde"rﬁiaV nedaleko chaty Kohtka, Novy HRO 49.2959133N, 18.2406336E 15 morfometrika, prittokova cytometric 28.04.2021
Lucni enklava, nejblizSi mistni nazev Na CLO 49.3905661N, 18.3569478E 4 prittokové cytometrie, podet chromozomi 28.04.2021
Clovéci, Velké Karlovice
Les u osady Zdobnicka Sec blizko chaty SAJ 50.2513119N, 16.4013158E 12 morfometrika, prittokova cytometrie 01.05.2021
Sajtava, Zdobnice
Luisino udoli, Destné v Otlickych horach DES 50.2871500N, 16.3886242E 15 morfometrika, pritokova cytometrie 01.05.2021
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Priloha 2: Pearsonova korelaéni matice pro kvantitativni morfologické znaky

A v_h s_h s_1 S_pru s_t d_t d_n s n d_pra | r_bpr d_s |d_v_seg|s_v_seg|s_v_seg| Lr_bl | s_r_bl | p_r_bl

v 1 0.34 -0.04 0.00 0.28 -0.18 0.87 0.08 -0.14 0.11 -0.13 0.33 0.16 0.13 0.20 0.03 -0.02 -0.04
v_h 0.34 1 0.18 0.07 0.37 -0.24 0.27 0.10 0.10 0.14 0.09 0.15 0.17 -0.10 -0.16 0.17 0.10 0.04
s h -0.04 0.18 1 0.25 -0.09 0.29 0.01 -0.09 0.61 0.05 0.54 0.32 0.36 0.43 0.20 0.34 0.33 0.32
s 1 0.00 0.07 0.25 1 0.22 0.34 -0.06 0.17 0.27 0.11 0.31 0.21 0.27 0.45 0.45 0.34 0.25 0.22
s_pru 0.28 0.37 -0.09 0.22 1 -0.34 0.24 0.17 -0.37 0.31 -0.28 -0.04 -0.06 -0.10 0.11 -0.08 -0.07 -0.13
s t -0.18 -0.24 0.29 0.34 -0.34 1 -0.24 0.17 0.53 0.17 0.38 0.10 0.50 0.58 0.47 0.38 0.37 0.34
d t 0.87 0.27 0.01 -0.06 0.24 -0.24 1 0.02 -0.15 0.04 -0.15 0.29 0.09 0.12 0.15 -0.03 -0.10 -0.04
dn 0.08 0.10 -0.09 0.17 0.17 0.17 0.02 1 -0.17 0.44 -0.05 -0.17 0.42 0.11 0.15 0.39 0.30 0.32
s n -0.14 0.10 0.61 0.27 -0.37 0.53 -0.15 -0.17 1 -0.05 0.67 0.39 0.43 0.51 0.21 0.38 0.45 0.41
d_pra 0.11 0.14 0.05 0.11 0.31 0.17 0.04 0.44 -0.05 1 -0.14 -0.01 0.48 0.37 0.44 0.34 0.30 0.30
r_bpr -0.13 0.09 0.54 0.31 -0.28 0.38 -0.15 -0.05 0.67 -0.14 1 0.25 0.39 0.40 0.08 0.35 0.36 0.37
d_s 0.33 0.15 0.32 0.21 -0.04 0.10 0.29 -0.17 0.39 -0.01 0.25 1 0.25 0.37 0.33 0.11 0.08 0.04
d_v_seg] 0.16 0.17 0.36 0.27 -0.06 0.50 0.09 0.42 0.43 0.48 0.39 0.25 1 0.67 0.50 0.56 0.50 0.53
s_v_seg| 0.13 -0.10 0.43 0.45 -0.10 0.58 0.12 0.11 0.51 0.37 0.40 0.37 0.67 1 0.82 0.48 0.48 0.45
s_v_seg | 0.20 -0.16 0.20 0.45 0.11 0.47 0.15 0.15 0.21 0.44 0.08 0.33 0.50 0.82 1 0.35 0.32 0.31
Lr bl 0.03 0.17 0.34 0.34 -0.08 0.38 -0.03 0.39 0.38 0.34 0.35 0.11 0.56 0.48 0.35 1 0.78 0.83
s r bl -0.02 0.10 0.33 0.25 -0.07 0.37 -0.10 0.30 0.45 0.30 0.36 0.08 0.50 0.48 0.32 0.78 1 0.78
p_r_bl -0.04 0.04 0.32 0.22 -0.13 0.34 -0.04 0.32 0.41 0.30 0.37 0.04 0.53 0.45 0.31 0.83 0.78 1
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