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Uvod

UVOD

Rod Sorbus L. (jerab) patfi mezi taxonomicky zna¢n& problematickou skupinu
cévnatych rostlin. Svoji diverzitou ho lze zafadit po bok obdobné slozitych rodd jako jsou
Hieracium L., Taraxacum WIGG., ptipadné Rubus L. Z kvéteny Ceské republiky je udavano
minimalné 17 taxond, jiné stfedoevropské staty jsou co do poctu taxonil jesté vyrazné bohatsi
(napf. 36 druhti udavanych z Némecka; Meyer et al. 2005).

Velkou mérou se na taxonomické slozitosti rodu podili souhra nékolika evolu¢nich
procesti jako je mezidruhova hybridizace, sni spojend polyploidizace a piechod k
agamospermickému zpisobu reprodukce. Vznika tak fada hybridogennich morfotypt, které
jsou ,,usp€$né“ v mist€ vzniku a jejich populace jsou jasn¢ geograficky ohraniené. Tyto
taxony, a¢ maji stejnou rodi¢ovskou kombinaci, jsou diferencovany souborem minuciéznich,
av$ak *stalych znaku a jejich rozpoznani ¢asto ¢ini potize.

Vzhledem k tomu, Ze riznych hybridiza¢nich udalosti se ucastnili genotypové odli$ni
jedinci rodi¢ovskych druhti, byvaji i produkty hybridizace vice ¢i méné rozdilné. Jednotlivé
ustalené morfotypy jsou odliovany jako samostatné taxony, ¢asto vazané na geograficky
omezené oblasti (endemity). V ramci ¢eské kvéteny je rod Sorbus se svymi 8 druhy, které
svym roz§ifenim (témér) nepiekraduji uzemi nasi republiky, nejbohatsi endemickou skupinou
cévnatych rostlin (tvofi pfiblizné jednu ¢&tvrtinu vSech endemickych taxont). Tento
endemicky statut je nominuje mezi skupiny, které si zasluhuji podrobné biosystematické

studium.

Cile diplomové prace

V diplomové praci jsou feSeny nasledujici okruhy otazek:

1) Jaky je ploidni stupeti jednotlivych hybridogennich druhti (s cilem zahrnout vSechny
znamé jedince) a jaka je absolutni velikost jejich jaderného genomu? Existuje
vnitrodruhova variabilita ve stupni ploidie? Lze nelézt mezidruhové rozdily v absolutni
velikosti genomu? Lze velikost genomu pouzit jako druhové-specificky marker?

2) Jaka je morfologicka variabilita jednotlivych taxond (vnitropopula¢ni, mezipopulaéni,
mezidruhova)? Jsou jednotlivé dosud uznavané taxony morfologicky vyhranéné?

3) Jaké zpusoby reprodukce lze u jednotlivych taxonli zaznamenat?

4) Jaka je molekularni variabilita jednotlivych taxonG (vnitropopula¢ni, mezipopulacni,

mezidruhova)? Vznikly jednotlivé druhy jen jedenkrat nebo maji polytopni vznik?
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Charakteristika rodu Sorbus L.

Rod Sorbus patii do celedi Rosaceae a podceledi Maloideae. Tato deled’ je
charakterizovana ptitomnosti hypanthia (¢eSule) a zékladnim chromozémovym ¢islem x = 17.
Zastupci rodu jsou kefe nebo stromy s opadavymi palistnatymi listy. Listy jsou vétSinou
jednoduché nebo lichozperené. Kvéty maji v chocholi¢natych latich (corymbothyrsus) s
¢esuli nalevkovitého tvaru. Kalisni listky jsou vytrvavajici v zaschlé ¢i ve zduznatélé podobé.
Korunni listky byvaji vétSinou okrouhlé az eliptické, bilé az nazloutlé, vzacné rizové.
Plodolistti je 2-5 a jsou bud’ volné nebo do riizné miry vzdjemné srostlé s volnym vrcholem
semeniku. Semenik je spodni nebo polospodni. V kazdém pouzdru jsou dvé vaji¢ka, z nich
vSak dozrava vétSinou jen jedno. Plody jsou malvice, rizného tvaru, velikosti i barvy.
Endokarp malvic je znacn€ variabilni - blanity, kozovity, chrupav¢ity nebo peckovity

(Kovanda 1959, 2002, 2003, Kutzelnigg et Silbereisen 1994).

Podrobna morfologicka charakteristika znaki rodu

Listy jsou u jerabli opadavé se zfetelné¢ vyvinutymi palisty, které zasychaji
s rozkvétem kvéti. Rapik je rizné dlouhy (u S. forminalis (L.) CRANTZ* aZ 50 mm, u
S. chamaemespilus (L.) CRANTZ pouze 3-6 mm). Tvar listii u jerabl je velmi variabilni, byva
vSak charakteristicky pro jednotlivé skupiny. Pokud je ¢epel jednoducha, pak je vzdy pilovita.
Okraje jsou bud’ jemné pilovité (napf. S. chamaemespilus), dvojité pilovité az zastfihované
(S. danubialis (JAVORKA) PRODAN) nebo slabé az hluboce lalo¢naté (hybridogenni druhy). U
lichozpetenych listh jsou listky vzdy vstticné, okraje jsou slabé pilovité, u hybridogennich
druht s lichozpefenymi listy miZze byt spodni ¢ast ¢epele zpefend a horni pouze lalo¢nata.
Odéni listh je variabilni mezi taxony a méni se i béhem vegetacni sezény (lysé listy u
S. torminalis, S. chamaemespilus, S. aucuparia ssp. glabrata (W. ET GR.) CAJANDER; odéné
az husté plstnaté listy béhem sezdny ¢asteéné olysavaji napf. u S. aria (L.) CRANTZ). Listy
jsou také jednim ze spolehlivych znaki k determinaci hybridnich typi oproti rodi¢ovskym
druhtim.

Kvétenstvi je u rodu Sorbus chocholi¢nata lata (corymbothyrsus — lata
s prodlouzenymi postrannimi vétvemi, kvéty tak lezi v jedné rovin€). Kvéty jsou pravidelné,
cyklické, heterochlamydni, hermafroditické, plivodné pentamerické (KS C5 A10+5+5 G(5) )
semenik spodni nebo polospodni. Pro jefdby je stejné jako pro cely fad Rosales

charakteristicky utvar hypanthium — ¢eSule. Korunni platky jsou okrouhlé az Siroce eliptické,

*) Nomenklatura jmen taxonii byla sjednocena dle Kubat et al. 2002.



Charakteristika rodu Sorbus L.

pfipadné az vejcit¢ podlouhlé. Nejvétsi korunni platky ma S. aria (az 8 mm dlouhé), nejmensi
S. aucuparia L. (3 mm). Kali$ni listky pfisedaji na okraji ¢esule, jsou Spicaté ¢i tupé, v dobé
kvétu jsou ohrnuty vné a doll, nebo podepiraji korunni platky, za plodu jsou zaschlé nebo
zduznatélé. Stavbou pestiku se jednotlivé druhy podstatné li§i. Pocet plodolistt kolisé od dvou
(S. torminalis) do péti (S. domestica L.). Stupei srustu ¢né€lky je vyrazné proménlivy i v rdmci
jednoho kvétenstvi, zvlasté u S. torminalis a rodiovskych kombinaci S. torminalis x S. aria,
napf. u S. torminalis jsou dvé ¢nélky srostlé jen v dolni poloving, u S. aria, S. danubialis a
S. aucuparia jsou dv€ az tfi volné. Plodem jerabul jsou malvice rizného tvaru, velikosti, barvy
a pritomnosti lenticel. Endokarp je blanity (S. domestica), chrupavéity az drevnaty
(S. torminalis). Fylogeneticky se malvice odvozuji od peckovice (Kovanda 1959). Sklereidy
vyskytujici se v mesokarpu rodii Sorbus jsou dle autora zbytkem vné&;jsi ¢asti sklerokarpického
endokarpu (pecky), malvice tak pravdépodobné vznikla z peckovice redukci endokarpu
(Kovanda 1959, 2003).

Jméno Sorbus je prvné dolozené u Plinia star$iho (Kovanda 1959), aviak stafi Rimané
pod timto nazvem rozuméli S. domestica (oskerusi) a mozna i S. torminalis (biek). Plody
téchto stromt pouzivali jako ovoce a 1é€iva. Jméno samotné je odvozeno bud’ od latinského
sorbere = polknouti, pohltiti nebo od arabského sorbet = jefab. Z tohoto zakladu vzniklo
evropské ereb, které se v riiznych obménéach vyskytuje ve vétsiné slovanskych jazykd. Ceské
jméno odvozuje Polivka (1900) od slovanského rjab (rjaboj rusky, jaraby slovensky,
v moravskych nareci jefaby) — coz predstavuje strakaty, pestry ¢i kropenaty, pravdépodobné
vzhledem k plodiim, pfipadné listim na podzim (V. Vétvicka, ust. sdél). Rostafinski (1900)
davéd pivod jména do souvislosti s hrabavym ptdkem jefabkem (Bomnasia bonasia ssp.
rupestris Brehm), kterému pry slouzi malvice jefabu jako potrava. Potrava tohoto hrabavého
ptaka se sklddd také zpupeni a plodl, vzhledem k jeho roz$ifeni, jefdbu pta¢iho —
S. aucuparia (Hudec et Cerny 1977). Ve vétsiné narodnich jazykt maji jednotlivé jetaby
vlastni pojmenovani (muk, brek, miSpulka, oskeruse), coZ nasvédCuje odlisSnému vnimani
jednotlivych taxoni historickymi kulturami. Jako jefab byl drive i v naSich zemépisnych

Sitkach vniman pouze S. aucuparia.
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Rod Sorbus je dale tradi¢n¢é (Kovanda 1961a) ¢lenén do péti podrodi, ze kterych tii

jsou monotypické a dva jsou polymorfni:

Podrody: Torminaria (S. torminalis)
Cormus (S. domestica)
Chamaemespilus (S. chamaemespilus)
Aria

Sorbus s. str.

Toto relativné jednoduché rozdéleni na jednotlivé primarni sexudlni taxony je
v kontrastu s existenci slozitych apomiktickych a hybridogennich taxoni v celé Evropé
(Challice et Kovanda 1978). Fritschovo (1898, 1899) rozdé¢leni je analogické uvedenym péti
skupindm, rozeznéava je vSak na urovni sekci. Tyto podrody jsou morfologicky odli$né a jsou
jasné definovany. Jedna se o pohlavn¢ se rozmnozujici, vétSinou diploidni druhy (2n = 34).
Triploidie a tetraploidie byla nalezena u dvou rodi¢ovskych druhi — S. forminalis a
S. chamaemespillus, jedna se ale o vzacné pripady ze severni Afriky a jizni Evropy a Polska

(vice viz ¢ast Karyologie; Aldasoro et al. 1998, Liljefors 1953, Pogan et al 1985).

Pocet taxoniu

Pocet druhti neni mozné s jistotou ur€it, nebot’ zalezi na jejich pojeti. Monograf rodu
Hedlung (1901) uvédi v prvnim uceleném zpracovani pouhych 55 druhii, véetné nékolika
poddruhii. Béhem 20. stoleti ptibylo mnoho taxonil, zvlasté ve Velké Britanii (Warburg 1952)
a ve Skandinavii (Liljefors 1953). Warburg a Karpati (1968) udéavaji pfiblizny pocet taxont
v celé Evropé kolem 100. Kutzelnigg et Silbereisen 1994 jiz udavaji 200 taxond, a tento pocet

nadale vzrusta.

Geograficka distribuce ¢eledi Maloideae a rodu Sorbus

Vyvojovym centrem pod¢eledi Maloideae je Asie, zvIasté jeji centralni ¢ast. VéEtSina
rodl se vyskytuje v Asii, odkud migrovali smérem zapadnim i vychodnim (Kovanda 1959).
Rod Sorbus je roz$ifen pfevazné v mirném pasu severni polokoule, pfedevsim v celé Evropé,
severni Africe, Asii (od severu po Himaldj) a stejné v severni Americe po sever Mexika
(Kutzelnigg et Silbereisen 1994). Podrody Aria a Torminaria obyvaji pouze Evropu a

jihozapadni Asii, podrod Aucuparia celou Eurasii a Severni Ameriku a podrod Cormus a
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Chamaemespilus pouze ¢ast Evropy. Soucasné centrum diverzity rodu lezi v Evropé (Challice
et Kovanda 1978).

Kovanda (1961b) predpoklada vztah mezi frekvenci hybridogennich taxoni a
geografickymi arealy jednotlivych priméarnich druhti. Porovnanim jejich geografické
distribuce zjistil, Ze nejvétsi polymorfismus hybridi se vyskytuje pravé v blizkosti
geografické hranice jednoho z primérnich druhti. Je obecné zndmo, Ze morfotypy vyskytujici
se na okrajich areald taxond se podstatné lisi od typt z evoluéniho centra. U rodi¢ovské
kombinace S. aria x S. torminalis uvadi Kovanda (1961b) jako centrum zvlasté Duryiisko,
Ceské stiedohofi a zapadni ¢ast madarskych centralnich pohofi, z kombinace S. aria x
S. aucuparia jizni ¢ast Skandindvie a jih a zdpad Velké Britanie a z kombinace S. aria x
S. chamaemespilus Schwarzwald, Vogézy a pohofi Jura. Mapy rozsifeni jednotlivych

rodi¢ovskych druhil zachycuji obrazky 1 az 4 (Meusel et al. 1965).

Obr. 1: Rozsifeni S. aria (tmavé $rafovani) (Meusel et al. 1965).
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‘

Obr. 3 a 4: Rozsiteni S. chamaemespilus (vlevo, tmavé §rafovani, trojuhelnik oznacuje vyskyt S. sudetica) a
S. aucuparia (vpravo, tmavé $rafovani) (Meusel et al. 1965).
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V Ceské republice se ptirozené vyskytuje 17 druhii jefabli, ztohoto poétu je 8

(sub)endemitnich. Jejich vycet spole¢né s oblastmi vyskytu udava tabulka 1.

Tab. 1: (Sub)endemitni jetaby CR a oblasti jejich vyskytu.

Druh Vyskyt
S. bohemica KOVANDA Ceské stiedohofi (18 populaci)
S. rhodanthera KOVANDA Chlumska hora u Manétina (1 populace)
S. gemella KOVANDA okoli Konétop u Loun (1 populace)
S. alnifrons KOVANDA okoli zticeniny Templstyna (1 (2) populace)
S. eximia KOVANDA Cesky kras (13 populaci)
S. hardeggensis KOVANDA Podyji (5§ populaci)
S. quernea KOVANDA Praha (2 populace)
S. sudetica (TAUSCH) BLUFF,
Krkonose (4 populace)
NEES et SCHAUER
Karyologie

Zéakladnim chromozémovym ¢islem v podceledi Maloideae je x = 17. Toto Cislo je vyrazné
odlisné od ostatnich podceledi v ¢eledi Rosaceae — Prunoideae (x = 8), Rosoideae (x =7, 8
vz. 9), Spiraeoideae (x = 9) (Challice 1981). Nazory na jeho vznik se riizni mezi jednotlivymi
autory. Tischler (1928) ptiklada vznik zakladniho chromozémového &isla 17 tetraploidizaci
hypotetického ptedka s ¢islem x = 8, pfi¢emz doslo k duplikaci jednoho paru chromozémi
(tj. 2n = 4 x 8 + 2). Gladkova (1972) vsak nesouhlasi s ndzorem, Ze pouha adice jednoho
chromozémového paru mohla mit takové zasadni evoluéni disledky jako je vznik nové ¢eledi.
Nebel (1929) vysvétluje x = 17 aneuploidii - jako ztratu jednoho chromosomu u pentaploida
vzniklého z x = 7, €ili 2n = 35-1 = 34. Tato hypotéza vSak neni v souc¢asné dobé podporovana.
Darlington a Mofett (1930) odvozuji ¢islo x = 17 od ¢isla 7, jejich analyzy meiosy hrusni
potvrdili pfitomnost 4 kvadrivalentd a 3 hexavalentdl, tj. ¢tyfi chromosomy plivodniho
genomu (x = 7) jsou reprezentované dvojnasobné a tfi chromosomy trojnasobné, ¢ili x = 8
plus 9 = 17. O rok pozdé&ji Sax (1931) vyslovil dodnes ptijimanou hypotézu, Ze x = 17 vznikla
hybridizaci mezi dvéma piedchiidci s x = 8 a x = 9. Tito pfedchiidci pattily bud’ do podceledi
Spiraeoideae, nebo Spiraeoideae a Rosoideae. Slo viak o ,primitivni typy“, které se
podéeledémi neni mozna (Challice 1981). Z pohledu genetického jsou si viechny Maloideae
velmi blizké, je tim tedy hypoteticky umoznéna i relativné vzdalena hybridizace — jsou znamé
hybridy jako Crataegomespilus (Crataegus * Mespillus), Sorbaronia (Sorbus x Aronia),
Sorbopyrus (Sorbus % Pyrus), Crataegosorbus (Crataegus x Sorbus) (Kovanda 1959).
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Literarni idaje o chromosomovych poétech endemickych jetabt Ceské republiky a
predpokladanych rodi¢ovskych druzich shrnuje tabulka 2.

Tab. 2: Somatické chromosomové pocty zji§téné u hybridogennich a jejich
otencialnich rodi¢ovskych taxoni.

Hybridogenni taxony 2n = [Zdroj
S. alnifrons 68 Kovanda 1996b
S. bohemica 51 Jankun et Kovanda 1987
S. eximia 34 Jankun et Kovanda 1988
68 Kovanda 1984
S. gemella 68 Kovanda 1996a
S. hardeggensis 68 Kovanda 1996b
S. quernea 68 Kovanda 1996a
S. rhodanthera 68 Kovanda 1996a
S. sudetica 68 Jankun et Kovanda 1986
Rodiovské taxony
S. aucuparia 34  [Kutzelnigg et Silbereisen 1994
S. aria 34  |Kutzelnigg et Silbereisen 1994
S. graeca 34 Warburg et Karpati 1968
S. danubialis 34  |Kutzelnigg et Silbereisen 1994
S. chamaemespilus 34  |[Kutzelnigg et Silbereisen 1994
51 Liliefors 1953
68  [Pogan et al. 1985, Liljefors 1953
S. torminalis 34  |[Kutzelnigg et Silbereisen 1994
68 |Aldasoro et al. 1998

Je patrné, Ze rodiCovské druhy jsou udavany prevazné diploidni, s vyjimkou
S. chamaemespilus a S. torminalis, jejichz vyssi ploidie jsou uvadény z Polska, Rakouska a
Spanélska (Pogan et al. 1985, Liljefors 1953, Aldasoro et al. 1998). U hybridogennich taxont
ptevladaji polyploidi, ackoliv i zde najdeme vyjimku. Tou je na zéklad¢ literarnich daji
ktery se vyskytuje na n&kolika lokalitich v Ceském krasu a diploidni, ktery obyva jedinou
lokalitu — krasovou planinu Koda u obce Srbsko (viz kapitola o jednotlivych druzich). Autofi
dokonce tvrdi, Ze na lokalit¢ se vyskytuji pouze tito diploidni jedinci, ktefi jsou mirné
morfologicky odli$ni od tetraploidniho cytotypu. Campbell et Dickinson (1991) v§ak uvadéji
vyskyt diploidnich agamospermickych jedincti S. eximia na Kod€ slovy: ,,...vyskytuje se u

nékterych jedincii na jediné lokalité...”.

Reproduk¢éni zpisoby a embryologie rodu Sorbus

V ramci pod¢eledi Maloideae existuje Siroké spektrum reprodukénich mechanismii.
Tento fakt mize mit vliv na evolucni uspé$nost této podceledi (Campbell et al. 1991).
Rodi¢ovské diploidni druhy u rodu Sorbus se rozmnozuji vesmés sexudlné, maji pravidelnou

meiosu, u S. aria s. str. byla pozorovdna mirna tendence k agamospermii pfi vyvoji

10
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zarodeénych vakti (Jankun et Kovanda 1986). U hybridogennich druhi je udavana
prevladajici agamospermie, tj. nedochazi pfi rozmnozovani k oplozeni, zcela nebo ¢aste¢né
vymizel pohlavni proces (Kovanda 1961a). Dochazi k tvorbé Zivotaschopnych semen, ktera
vznikaji bez predchazejiciho splynuti gamet. Pro Celed Rosaceae je charakteristické
mnohobunééné archesporium, které zté€Zuje klasické studium vyvoje zarodeénych vaki
embryologickych preparatli pomoci optické mikroskopie — 1ze jen obtizné definovat hranici
mezi bunikkami archesporia a vegetativnimi burikami. Zarode¢ny vak nemd u
agamospermickych rostlin redukovany pocet chromozémui, obsahuje 2C (u tetraploidii tedy
tetraploidni) vaje¢nou buiiku, kterd se mize vyvijet bez ucasti sam¢i gamety. Neredukovany
gametofyt mize byt dvojiho plvodu, tj. mohou nastat dvé situace: u diplosporie vznika
megagametofyt (zarodecny vak) z neredukované matefské buriky megaspory (ve které
nedochazi ke kompletni meiose), zatimco u aposporie gametofyt vznika z bézné somatické
buriky sporofytu, nej¢astéji z nucellu (Bicknell et Koltunow 2004). Dikazem agamospermie u
vétSiny taxonl je ploidie megagametofytu (je neredukovany, tj. centrlni jadro zarode¢ného
vaku a vajecnd burika jsou tetraploidni, v pfipadé tetraploidnich taxonil), pritomnost vice
megagametofytl ve vajicku, polyembryonie, tvorba semen bez opyleni, pylova sterilita
(Campbell et al. 1991).

Reprodukénimi zplisoby se u tii ¢eskych hybridogennich druhii podrobné zabyvali
Jankun a Kovanda (1986, 1987, 1988), kteti provadéli embryologické studie u S. sudetica,
S. bohemica, S. eximia — jde o tfi druhy, u kterych jsou udavany rozdily v ploidii (tetraploidni
S. sudetica, triploidni — S. bohemica, tetraploidni i diploidni jedinci — S. eximia). U vaji¢ek
hybridogennich druhii rodu Sorbus je Casta jejich degenerace, kterd vét§inou zacina z vrcholu
nucellu. Jen malo vaji¢ek pokracuje ve vyvoji. Pravidlem je, Ze inicialni buriky zdrode¢ného
vaku se vyvijeji zbun€k situovanych v centrdlni ¢asti nucellu a zbun¢k umisténych
bezprostiedné pod nucellarni ¢epickou (tj. aposporicky vyvoj zarode¢ného vaku) (Jankun et
Kovanda 1987). Inicialni buiiky zarode¢ného vaku podstupuji vakuolizaci a stavaji se 1-
jadernym zarode¢nym vakem. Po tfech mitotickych délenich dava 1—jaderny zarode¢ny vak
vzniknout 8-jadernému zarode¢nému vaku (pres 2-jaderny a 4-jaderny zarode¢ny vak). V
typickém meiotickém 8-jaderném zarode¢ném vaku se vaje¢ny aparat sklada z vajecné buiiky
a dvou synergid, které se nachdzeji na mikropylarnim p6lu, centralni burika obsahuje 2 polarni
jadra a 3 antipody jsou na chalazovém pdlu. Vaje¢ny aparat se u S. sudetica sklada z vajecné
buiiky a jedné synergidy, v centralni burice byla tfi polarni jadra a na chaldzovém pdlu tfi
antipody. Obdobny vyvoj zarode¢ného vaku je u S. bohemica a tetraploidniho S. eximia.

V udévaném diploidnim cytotypu S. eximia byla sporadicky pozorovana diplosporie, ale

11
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celkové prevladajicim typem vyvoje zarode¢ného vaku je také aposporie. U vSech
zkoumanych hybridogennich druhii byla prokdzédna nutnost opyleni a nésledné oplozeni
sekundarniho jadra zarode¢ného vaku, bez kterého by nedoslo k vyvinu endospermu (tzv.
pseudogamie, u S. sudetica pouze fakultativni). Jiz Liljeforsovy (1953) experimenty
s emaskulaci, izolaci a samoopylovanim jednotlivych kvéti hybridogennich jerabu ze
Skandinavie nutnost opyleni pro zdarny vyvin semene prokazaly. Endosperm, nutny pro
vyzivu semene se tedy nevyviji autonomné, ale pseudogamicky.

Agamospermie u S. sudetica neni obligatni, ale fakultativni. U S. sudetica byl
pozorovén autonomni vyvoj embrya z vajecné buriky, kterd vykazovala redukovany pocet
chromosomii (tzv. haploidni parthenogenesi), kombinovany s autonomnim vyvojem
endospermu (ktery je diploidni) a polyembryonii (mimo embrya, které se vyviji z vajené
buriky je pritomno jesté jedno, které se vyviji ze synergidy). Uddvana agamospermie na
diploidni urovni mohla dle Jankuna a Kovandy (1988) u S. eximia teoreticky vzniknout
dvéma zplsoby: 1. dosdhnutim schopnosti agamospermické reprodukce jako uniku ze sterility
selekci primérnich hybridi, ktefi zdé€dili tendenci k apospornimu vyvoji zarode¢ného vaku od
rodi¢ovskych druhli. 2. cestou partenogenetického vyvoje vajecné buriky, kterd ma
redukovany pocet chromosomi (jako dihaploid, podobné jako u tetraploidniho S. sudetica)
(Jankun et Kovanda 1986, 1987, 1988).

Vzécné byla pozorovana u S. hardeggensis (Kovanda 1999) a S. sudetica (Kocianova

et Stursové 1986, Kocianova et al. 2005) vegetativni reprodukce spontannim h¥izenim.

Hybridizace

Hybridizace je hlavnim mikroevoluénim procesem v rodu Sorbus. VySe zminéné
podrody jsou vzajemné propojeny mnoha hybridy a hybridogennimi druhy (Kovanda 1961b),
avSak pozoruhodny je smér kfizeni. Hlavnim hybatelem jsou taxony z podrodu Aria (napf.
S. aria s. str., S. danubialis, S. graeca) — vsichni pfirozeni hybridi a hybridogenni taxony
vznikli kiiZzenim za Gc¢asti zastupce S. aria s. lat. Hybridy produkuji €tyfi z péti podrodi
(vyjma podr. Cormus), které vSak nehybridizuji voln€¢ — Sorbus s. str., Torminaria a
Chamaemespilus jsou schopny pfirozené hybridizace jen s podrodem Aria, zatimco ktiZeni
mezi t€mito podrody neni mozné.
Determinace, ktery z hybridii je primarni a ktery je fixovanym, geneticky stabilizovanym
hybridogennim druhem, je velmi slozitd bez ¢asové narotné experimentalni kultivace a
cytologickych analyz (zvlast¢ ¢asové naro¢na je kultivace za cilem ziskani potomstva). Pfesna

znalost podminek na lokalit¢ mize poskytnout alespoii odhad situace. Obtizné odliseni je

12
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zpusobeno faktem, ze primarni hybridy a hybridogenni druhy mohou byt morfologicky velmi

podobné ¢i zcela totozné (Kovanda 1961b). Ur€itou indicii mize byt zhodnoceni stavu

populace uvazovaného taxonu — vyskytuje-li se na lokalité¢ pfedpokladany hybrid ve velkém

poctu, jsou-li tyto exemplafe morfologicky homogenni a tvofi-li plody s vyvinutymi semeny,

je mozno povazovat tento taxon za hybridogenni, ustaleny (Kovanda 1961b). Na druhé strané

pozorovatelnd morfologicka variabilita, izolovany vyskyt a sterilita indikuje primarni hybridy.

Rekonstrukce rodi¢ovskych kombinaci je velmi slozitd a absolutné nemozna bez pomoci

genetiky.

Rozdé€leni na primérni hybridni taxony a hybridogenni druhy je u rodu Sorbus nésledujici

(Kovanda 1999):

1.

Primarni kiizenci (F; hybridi) jsou vétSinou sterilni, vyjimecn¢ plodni. Rostou ojedinéle
mezi rodi¢ovskymi druhy. Jejich evolu¢éni vyznam je maly, zvy$uji v§ak fenotypovou
variabilitu populaci. V potomstvu pak , pokud ho tvofi, dochazi k segregaci.

Hybridogenni druhy jsou az na vyjimky plodni, tvofi populace s malou variabilitou s
ustadlenymi morfologickymi znaky. Maji stabilizovany areédl, sami se $ifi a jsou na
rodicovskych druzich zcela nezévisli diky apomiktickému rozmnoZovéni. V jejich
potomstvu nedochazi k segregaci. U rodu Sorbus maji prvorady mikroevolu¢ni vyznam.
Jsou to endemity malych, ostfe ohrani¢enych tzemi. Oproti F, k¥iZzenclim, ktefi se
vyskytuji pouze v ptitomnosti rodi¢l, hybridogenni druhy mohou rist i mimo areél

rodi¢ovskych druhi.

Hybridogenni druhy lze rozli$it podle rodi¢ovské kombinace do tii odliSnych agregati

(uvadéni pouze zastupci z CR):

1.

S. latifolia agg. (S. aria s. |. x S. torminalis): Nalezi sem S. hardeggensis, S. bohemica,
S. rhodantera, S. gemella, S. alnifrons. Jde o nejcastéj$i druhovou kombinaci nejen
v CR, ale i na Slovensku (Bernatova et Majovsky 2003) a v Anglii (Nelson — Jones et al.
2002).

S. hybrida agg. (v pojeti Nelson — Jones et al.2002 - S. anglica agg.) (S. aria s.l.. x

S. aucuparia). S. quernea, S. austriaca (Beck) Prain, S. carpatica Borbés. Tato
kombinace je ve stfedni Evropé vzacngjsi (s vyjimkou Bavorska), je bohaté zastoupena

hybridogennimi druhy ve Skandindvii a na Britskych ostrovech.

3. S.sudetica agg. (S. arias. . x S. chamaemespillus): S. sudetica

13
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Prvni hybridogenni typy rozeznaval jiz Linné (Kovanda 1961a), jenz popsal Sorbus
hybrida jako krizence mezi Crataegus aria (= Sorbus intermedia) a S. aucuparia (Linneaeus
1753). Vétsina hybridogennich taxoni CR byla popsina koncem 90. let (Kovanda 1996a,
1996b), ostatni byly odliSeny uz dfive byt jako jiné taxony (Pyrus sudetica a Sorbus aria
v ptipad¢ S. sudetica, popt. S. x franconica v ptipad¢ S. bohemica, Kovanda 1965, Boublik et
al. 2002).

V osmdesatych letech byly publikovany tfi zasadni studie zabyvajici se
hybridogennimi zastupci rodu Sorbus v tehdejsim Ceskoslovensku. Slo o karyologické a
embryologické studie tfi, v t¢ dobé popsanych, hybridogennich druhti (Jankun et Kovanda
1986, 1987, 1988). Na sporné body té€chto studii bude déle v textu upozornéno.

Piedpokladané evolu¢ni vztahy mezi jednotlivymi hybridogennimi a rodi¢ovskymi
zastupci rodu Sorbus shrnuje obrazek 5 (s pouzitim informaci z Kovanda 1996a, 1996b,
1999). V kontextu soucasnych poznatki jsou vSak nékteré prezentované ploidni urovné

sporné.

14



Charakteristika rodu Sorbus L.

‘luaoan yoruprojd yoAueAgpn uioA snqIog npoi 1odnysez 1uAxsA0Q1pol e ruruuadopLqAy rwfAipoupaf 1zow Ayeiza 1unjoas suepepjodpald :§ 10

(X?) snpdsawavuivyd g

(&) vonvduvd g

1

I (X7) vuvdnono g
—

(¢) povrypsno g

(Xy) vonapns g

(¢) vousanb g

‘33e opragdy g

(X)) prv g P>

(&) s1sua88apavy g
(XT ‘X¥) vruixa g

Vol

(X7) syignuop s [T

() suosfrup g
(Xv) vs2ypuvpoys g
(Xv) vpjowas -
(X¢€) vonuayoq g

X

(X0) sypunasoy g

“8de vnjofiwy '

15



Vyskyt zastupct rodu Sorbus v CR

Vyskyt zastupcii rodu Sorbus v CR

V Ceské republice se vyskytuje celkem 17 popsanych taxont rodu Sorbus (Kovanda
2002). Distribuci rodi¢ovskych druhl zachycuji mapy na obrazku 6, 7 8 a 9 (Slavik 1998).
S. aucuparia je bézny na celém Gzemi kromé nejteplejSich Casti, S. aria, S. danubialis a

S. torminalis jsou naopak soustifedéni do teplejsich oblasti.

xoae snewe

Obr. 6: Roziiteni S. aria v CR (plny bod — prezence taxonu, vyskyt dokumentovan herbafovou

polozkou, kfizek — vyskyt sekundarni).
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Obr. 7: Rozditeni S. danubialis v CR. (plny bod — prezence taxonu, vyskyt dokumentovan

herbarovou polozkou, trojiihelnik — vyskyt na hranici rozsifeni).
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Obr. 8: Rozsiteni S. torminalis v CR.
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Obr. 9: Roziiteni S. aucuparia v CR. (plny bod — prezence taxonu, vyskyt dokumentovan
herbafovou polozkou, trojuhelnik — vyskyt na hranici rozgifeni).
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Vzhledem k vySe uvadéné teorii o nejcastéjS§im vyskytu hybridogennich jerabid na
hranici rozsifeni rodiCovskych druhi byla sestavena prekryvnd mapa s vyznacenim

rodi¢ovskych a hybridogennich druht. Jeji vysledek je na obrazku 10.

SLONE

pe;“:"' $
o,

S0.5N
S0.0N
49.5N

49.0N

12.5F 13.0F 13.5E 14.0E 14.5E 15.0F 15.5E 16.0E 16.5E 17.0E 1I°.5E 18.0E 18.5F

Obr. 10: Distribuéni mapa rodu Sorbus v CR: Bod plny - S. torminalis, ktizek Ghlopti¢ny - S. aria, k¥izek
obycejny - S. danubialis, kolecko velké ¢ervené — hybridogenni druhy. Pfevzato z Lepsi et al. 2006.

Tato mapa byla vytvofena scilem vytipovani Gzemi s potencidlnim vyskytem
hybridogennich druht (Lepsi et al. 2006), tj. Gzemi, kde je udavan sympatricky vyskyt vice
rodi¢ovskych druhl (podkladem byly mapy Fytogeografickych syntéz, Slavik 1998). Mapa

rozsifeni jednotlivych hybridogennich jefabi je zachycena na obr. 11.
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| 1

1l 14 15k ot 17t ISE:
Obr. 11: Geograficka distribuce hybridogennich druht rodu Sorbus v CR. Modry bod — S. sudetica, modry
trojuhelnik - S. eximia, zeleny trojuhelnik — S. bohemica, zeleny bod — S. quernea, Zluty trojihelnik
S. rhodanthera, Cerveny C&tverec - S. gemella, zeleny &tverec - S. hardeggensis, Cerveny trojuhelnik -
S. alnifrons. Modry &tverec — populace Mila, erveny bod — populace Knobloska.

Seznam jednotlivych lokalit (udavanych a ovéfovanych) je uveden v tabulce 3.

Tab. 3: Ptehled jednotlivych lokalit endemickych jefabi v CR. V piipadé Krkono¥ jde o
mikrolokality soubornych lokalit Labsky a Obfi dil. U S.eximia, S. quernea a S.hardeggensis
nejsou udavané polty na jednotlivych lokalitaich znamy. Hvézdickou jsou oznaceny lokality,
na kterych nebyl vyskyt hybridogennich druhti ovéfen. Literarni zdroje: 1 = Kovanda 1999, 2 =
Boublik et al. 2002, 3 = Kociénova et Stursova 1986.

vt | Potet GPS soufadnice
Druh ie dinc){'] nalezenych| (souradnicovy systém
) jedinchi WGS-84)
\Sorbus quernea Celkem 70’
Praha - Jabloiika 60 N 50 07 04,3 E 14 26 03,5
Praha - Bilé skéla 10 N 50 06 56,6 E 14 27 23,7
\S. gemella
Hradisté u obce Konétopy u Loun 45" 35 N 50 15 58,7 E 13 44 31,3
S. alnifrons
Jamolice - Okoli hradu TemplStyna 45" 35 N 49 05 23,2 E 16 14 48,5
\S. sudetica
Labsky dul:
Névorska jama 15° 10 IN504552,2E 153248,7
Schustlerova zahradka 353 6 N 5045479 E 15 32 56,1
Pod Ambrozovou vyhlidkou 6° 5 N 5045454 E 1532424
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Krkono§ 1° 1 N 50 44 51,8 E 15 33 09,9
Obii dil:

Rudna rokle 58 ° 42 IN504350,7 E 1543556
Certova rokle 8? 4 N 50 43 37,9 E 1543 22,4
Certova zahradka 8° 7 IN5043386E 1543207
S. eximia Celkem 110"

Plesivec 5 N 49 56 04,3 E 14 11 24,6
Koda — Ve skalach 58  |N495603,3E 1407 16,1
Koda — les 5 N 49 56 12,4 E 14 07 01,9
Haknova 5 N 4956 14,7 E 14 11 37,1
Doutnag 3 N 4957 21,9E 1409 12,1
Pavi hora 8 N 49 57 39,8 E 14 09 45,6
Vysoka straii 5 N 49 57 50,5 E 14 08 34,4
Boubova 3 N 49 57 13,1 E 14 08 40,2
*Kralova studné 0 N 49 56 46,8 E 14 09 25,9
*Mramor u Litné 0 N 49 53 58,3 E 14 07 44,5
*Svaty Jan 0 N 49 58 13,4 E 14 08 14,1

\IS. hardeggensis

Celkem 22, véetné Rakouska '

Cizov - Ledové sluje

3 N 48 53 05,3 E 15 50 44,9

*Cizov - PaSeracka stezka 0 N 48 53 01,7 E 15 50 57,1
Cizov - Hardegska strai 4 N 48 53 08,9 E 15 50 44,3
*Podmoli - Li§¢i skala 0 N 48 49451 E 15 56 40,5
*Rakousko - Hardegg 0 N 48 51 17,6 E 15 52 39,9
\S. rhodanthera

Chlumska hora u Manétina 140" 75 N 50 00 40,0 E 13 11 45,1
S. bohemica

Lovos véetné Kybicky 136 2 65  [N503143.0E 1401046
Bores 1232 74 IN503049,8 E 13 59 14,4
Deblik 150 2 48 IN5035080E 1403108
Debus a Kubacka 59 ? 41 IN503446,2E 14 00 54,6
Opérenské adoli 1452 48  [N5032271E 1401183
Dubice - Vysluni 35° 12 |N503512,4E 1401283
Porta Bohemica 152 2 N 50 32 55,9 E 14 02 23,9
Kubatka 32 1 N 50 34 18,2 E 14 00 55,1
Sebuzin —Havrani a Krkav¢i skala 1012 46 N 50 35 07,1 E 14 05 33,8
Hradi&té u Hlinné 43? 15 [N 5034 07,1E 1407007

KATEp S
o‘\eQQ'C‘E F4 £, (//f%
< NS P"ﬂha 212 ;
73 haks2 T2

’
(52 L&/& 28 O’q"} _;
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*Trabice — vrch Tlugen 7?2 0 N 50 34 48,2 E 14 04 21,0
*Kamyk — Plegivec 37°? 0  |N503357,3E 14 0527,1
*Vrch Strazisté (V. Zernoseky) 62 0 N 50 33 11,8 E 14 03 53,2
*Kalvarie (V. Zernoseky) 152 0 N 50 33 02,6 E 14 03 31,5
*Knoblogka 42 0 N 50 33 04,2 E 14 05 33,8
Knobloska 28 N 50 33 04,2 E 14 05 33,8
Mila 14 N 50 26 03,5 E 13 45 29,8
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Charakteristika jednotlivych druhu

S. latifolia agg.

Sorbus alnifrons KOVANDA

S. alnifrons obyva skalnaté a
sutové svahy pod zficeninou hradu
TemplStyna nad fekou Jihlavou
v blizkosti obce Jamolice (viz obr. 12).
Vznikl hybridizaci S. danubialis a
S. torminalis (Kovanda 1996b), na
lokalité se tyto dva taxony vyskytuji
pospolu. Nejblizsi vyskyt dalSiho
potencialniho rodicovského taxonu
S. aria je az v Podyji (Kovanda 1999).
Od dalsich taxoni se stejnou
rodi¢ovskou kombinaci se lisi relativné
men$imi listy s laloky az v horni ¢asti
listu, 9 - 10-ti zilkami na kazdé strané
listu, kratkymi kalisSnimi  zuby,

korunnimi listky snehtem a

vytrvavajicim kalichem za plodu. Dle

Kovandy (1996b) je tento taxon Obr. 12: S. alnifrons rostouci nad kafionem feky Jihlavy. Jde o
strmé svahy s fidkym porostem sv. Melampyro — Carpinetum.

morfologicky zna¢né uniformni. Jako
jediny vyrazné proménlivy znak udava variabilitu ve sristu ¢nélky, kterd je vSak bézna u
vSech jerabl hybridogenniho pivodu (Kovanda 1961b).

Na lokalité se vyskytuje v poctu cca 30 stromovych a 5 kefovych jedincti, vSechny
osidluji severni az severozapadni svahy - okraje sutovych poli a fidky les sv. Melampyro —

Carpinetum PASSARGE 1957.

Sorbus bohemica KOVANDA

S. bohemica je nejpocetn&j$im hybridogennim jefabem v CR. Recentné se vyskytuje
na 18-ti lokalitich v oblasti Ceského stfedohofi v celkovém poétu kolem 1000 jedinct
(Boublik et al. 2002; podrobné viz tabulka 3). Kovanda (1961b) pficita jeho vznik hybridizaci

S. danubialis a S. torminalis. Na zékladé¢ studia flavonoidii (absence vitexinu) a
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embryogeneze, Challice a Kovanda
(1978) zpresnuji vznik tohoto taxonu a
pfi¢itaji ho zpétné hybridizaci F,

hybrida (S. danubialis x S. torminalis)

se S. danubialis (Challice et Kovanda
1978, Jankun et Kovanda 1987).

Morfologicky je od ostatnich taxoni
zieteln€ odliSen menSimi listy, které
jsou lalo¢naté zvlast€ v horni Ccasti,
navic jsou laloky relativné mél¢i nez u
ostatnich druhti. Ekologicky je znaéné
flexibilni, avSak optimalni podminky
nachézi v prosvétlenych lesich (Boublik
et al. 2002). VétSinou ho Ize nalézt na
lesostepnich stanovistich prevazné SZ a

JZ expozic (Boublik et al. 2002), oproti

diive udavané striktni fixaci na J a JZ

Obr. 13: Jedinci S. bohemica &asto rostou na skalnich Gtesech,

kde jim nehrozi konkurence rychleji rostoucich druhii rostlin pozice (Kovanda 1999). Roste jak
(Lokalita Deblik).

v Sipakovych doubravach, na skalnich
stepich, teplomilnych kefovych spolecenstvech, tak i v bohatych mezofilnich dubohabrovych
a dubolipovych lesich. Na nékterych lokalitdich se mize stat dokonce dominantni dievinou,
jako naptiklad na severozapadnim svahu vrchu Lovos§, kde vytvafi prakticky jednodruhové
stejnovéké porosty. Casto osidluje p¥imo vrcholy kopct, kde netrpi konkurenci rychleji
rostoucich drevin. Jako u jediného z naSich hybridogennich jerabt skupiny S. latifolia byla

spravné udavana ploidni Groven (triploidni; Jankun et Kovanda 1987).

S. eximia KOVANDA

S. eximia je jednim z naSich nejzajimavéjSich a nejprozkoumanéjsich hybridogennich
jetabi. Vyskytuje se v lesostepnich spolecenstvech Ceského krasu. Je udavany z téinacti
lokalit (Kovanda 1999; podrobnosti viz tabulka 3), recentné se vSak vSechny nepodafilo
potvrdit. Naproti tomu byly v 1ét€¢ 2006 nalezeny dvé nové populace v Cisarské rokli u obce
Srbsko, z nichz u jedné se jedna o vysadbu tohoto taxonu (J. Schldgellova, ast. sdél.) . Vznikl

opét pravdépodobné zpétnou hybridizaci primarniho hybrida S. aria a S. torminalis se S. aria
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(zjisténo absenci vitexinu; Challice et
Kovanda 1986). Jednim
z nejzajimavéjSich fenoménl u tohoto
taxonu je wudavany vyskyt dvou
ploidnich arovni v kontextu
reprodukcnich systémi (vyskyt
apomixie na diploidni Grovni; viz

kapitola Karyologie). Populace Koda

(xerotermni vapencova skalnata stran
u obce Srbsko) se dle udaji Jankuna a
Kovandy (1988) sklada pouze
z diploidniho cytotypu. Ostatni
populace v Ceském krasu udavaji jako
tetraploidni cytotyp. Jasné vsak je, ze
fenetické rozdéleni hybridogennich

jetaba v Ceském krasu na 2 typy

existuje, jiz sam autor popisu (Kovanda

Obr. 14: Malvice endemita Ceského krasu S. eximia
1984) uvadi v nasledujici praci (Jankun Vv pozdnim Iét€ na lokalité Pavi hora

et Kovanda 1987) minuciézni rozdily v morfologii mezi ,tetraploidnim* a ,diploidnim*
cytotypem, zvlasté tykajici se hloubky zafezu mezi laloky. Domnéla ,,diploidni“ populace
vykazuje dle tvrzeni Jankuna a Kovandy (1988) mirné mensi hloubku zafezu laloki nez

ostatni populace v Ceském krasu.

Sorbus gemella KOVANDA

Také tento druh je zndm pouze z jediné lokality, kterd se nachazi u obce Konétopy
v severni Casti Prirodniho parku Dzban. Jefaby zde rostou na jiznim svahu plata se zbytky
opuka, ktera zde byla v minulosti t€Zena v tzv. selskych lomech pfi okrajich hradisté. Dodnes
po lomech ztistaly patrné stopy a povrch na hornim okraji plata je tak vyrazné rozbrazdény do
nékolika mensich rokli a prolaklin. S. gemella byva nékdy udavan jako piiklad speciace
vuméle vytvorenych podminkach (Kovanda 1999), kdy vznik nového druhu mél byt
podminén naruSenim stanovisté v disledku primitivni tézby. Otazkou vsak zistava, nakolik je

tato teorie opravnéna. Zatim se nepodatilo prokazat, zda k hybridizaci rodi¢ovskych typi
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doslo az po vzniku lomi nebo
jiz davno pred jejich vznikem.
Mnoho  exemplari (v¢.
starSich stromt) se totiz
vyskytuje i na svazich, které
jsou nékdejsi tézbou
nedotéené.  Nepopiratelnym
faktem ovSem je, Ze zdejsi
reliéf napodobuje v malém
méfitku podminky, ve kterych
dochazi k hybridizaci
nejcastéji (Kovanda 1999), tj.

napt. v Podyji nebo v Ceském

Obr. 15: Plody S. gemella na nejvétsim jedinci lokality Konétopy u Loun.

krasu. Morfologicky je
S. gemella nejpodobnéjsi S. rhodanthera, zvlasté co se tvaru listd tyCe, ma vsak bledozluté

prasniky a mensi listy s kratSimi rapiky.

Sorbus hardeggensis KOVANDA

Tento druh je bezpochyby nasim nejvzacnéjSim subendemickym jerdbem. Je udavan z
tii lokalit v priilomovém udoli feky Dyje a jejich ptitoki v NP Podyji (viz tabulka 3) a z dvou
lokalitaich v NP Thayatal na druhém brehu feky Dyje v Rakousku. Vzhledem k vysledku
ovérovani lokalit je mozné, ze jedinci, pfipadné i lokalit je v sou¢asné dobé méné (do deseti
jedinc) nez je udavany pocet (20 jedinci; Kovanda 1999). Nejcastéji osidluje skalni
vychozy, sutové svahy ¢i vyslunné strané. Roste zde jak na vapenci tak na kyselych
substratech. VSechny znamé populace ¢itaji dohromady pouhych 20 jedinci (Kovanda
1996b), coz mize byt pocet nedostacujici k dlouhodobému preziti druhu. Nejzavazné€jSim
problémem jeho dalSi existence je absence prirozeného zmlazovani (Kovanda 1999) —
semenaCky se na lokalitich vibec nevyskytuji. Divodi mize byt nékolik, jako
nejpravdépodobnéjsi se jevi nedostatecna tvorba semen (malvice byvaji Casto napadany
hmyzem z Celedi stehnatkovitych (Chalcididae), jehoz larvy vyZiraji semena; Vit et Suda
2006) a jejich nizka kliivost (Kovanda 1998). Morfologicky je S. hardeggensis
charakterizovany podle spodniho semeniku (jako jediny z naSich (sub)endemickych jefabu

zdédil tento znak po S. torminalis), dale se vyznacuje relativné dlouhymi fapiky listi a
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malvicemi okrové Zluté az
bronzové barvy. Celkové je
druh morfologicky znaéné
variabilni. Na jeho vzniku
se podilely S. torminalis a
S. aria  (Kovanda 1996b).

Vliv S torminalis je u
tohoto druhu zvI]ast

napadny vzhledem

k morfologii plodii (spodni
semenik, malvice Zluté az
oranZovo-bronzové barvy,
vyrazné€ji  protazené do
délky). Kovanda uvadi

schopnost vegetativni

reprodukee hfizenim U obr. 16: Vicekmenny jedinec S. hardeggensis, charakterizovany bronzové

jednoho vicekmenného ©ranZovymi malvicemi na platu Ledovych sluji.

exemplare na Ledovych slujich (Kovanda 1999)

Sorbus rhodanthera
KOVANDA

S.  rhodanthera  se
vyskytuje na jediné lokalité,
kterou jsou jihozépadni svahy
Chlumské hory u Manétina
v zapadnich Cechach (asi 30
km severné od Plzn¢). Svah
Chlumské hory je, na rozdil od

podobnych stanovist v okoli,

vyslunny a velice teply

Obr. 17: Kvéty S. rhodanthera, vyraznym znakem oproti ostatnim . .
hybridogennim druhéim skupiny S. hybrida jsou rizové prasniky. (vytvari jakysi teply ostrov

v jinak chladnéjSi oblasti mezofytika). Celkové mikroklima lokality podtrhuje i vyhievny
¢edicovy podklad, na kterém se tvori z¢asti zazemnéné suté (Kovanda 1999). V prosvétlenych

dubohabfinach (sv. Carpinion) zde mizeme najit vice nez stovku exemplaii. Na nékterych
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mistech druh dokonce dominuje (podobné jako jiz zminény S. bohemica na Lovosi) a tvofi
stejnoveéky porost. VétSina exemplaii je vysSiho véku a je vicekmenna. Za kvétu prakticky
nelze S. rhodanthera zaménit se Zaddnym jinym naSim druhem diky rGzovym pra$nikiim.
Tento znak se jiz vyskytuje jen u hybridogennich jetabi s uéasti S. chamaemespilus (v CR
napt. vyrazné odliSny S. sudetica) jako jednoho zrodici. S.rhodanthera je potomek
hybridizace S. torminalisa S. danubialis, druhy z nich se vSak na lokalit¢ recentné

nevyskytuje.

Sorbus hybrida agg.
Sorbus quernea KOVANDA

S. quernea  je
jedinym popsanym ceskym
hybridogennim taxonem
skupiny S. hybrida
rodiCovské kombinace S.
aria x S. aucuparia. Mezi
ostatnimi endemickymi
jetaby CR je tak dobre
poznatelny diky zaoblenému
tvaru lalokd listd (viz
obrazek 18). Tento znak
sdili jiz jen s péstovanym
S. intermedia (EHRH.) PERS.

Druh pieziva na dvou

lokalitach pfimo v Praze —

Obr. 18: Vyrazné zaoblené laloky listi jsou hlavnim znakem odliSujicim
skupinu S. hybrida od S. latifolia. Na obrazku je jedinec S. quernea na
lokalité Bila skala.

na SZ svahu vrchu Jablornka
a na Bilé skale (podrobnosti viz tabulka 3). Populace S. quernea ohrozuje paraziticky hmyz
(zvlasteé z celedi pid’alkovitych — Geometridae a miirovitych — Noctuidae), ktery pozira listy i
kvéty a nezfidka zimuje v plodech, ¢imz znemoziiuje uspéSnou reprodukci druhu. Pti sbéru
malvic v letech 2004 a 2005 se napfiklad ukazalo, ze pouze 10 z celkového poctu cca 200
studovanych plodi obsahovalo relativné dobfe vyvinuté semeno. I pies uvedeny handicap se
vSak na lokalité Jablorika nachazi vitalni populace s mnoha semenéci (Vit et Suda 2006). Lze
tedy predpokladat, Ze existuji vyrazné sezonni vykyvy v napadeni parazitickym hmyzem

umoziujici aspéSnou reprodukci druhu. Neshody panuji ohledné ptivodnosti S. quernea na
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nasem Uzemi. Kovanda povazuje S. quernea za ptivodni, naopak D. Turoriova (Gst. sdél.) ho
povazuje za zplanénou vysadbu provadénou v minulosti na vrchu Jablorika (v blizkosti byvala
pomologické zahrada a klasicistni zdmecek). Na Bilou skélu se udajné dostal endozoochorii
ptaky. Faktem je, Ze na Jablorice se recentné vyskytuje pouze S. aucuparia (a to pouze ve

formé mladych stromki a semenaci!) a S. aria se vyskytuje nejblize pravé na Bilé skale.

Sorbus sudetica agg.
Sorbus sudetica (TAUSCH) BLUFF, NEES et SCHAUER

S. sudetica je prvni popsany endemicky jefab Ceské kvéteny, ktery byl odlisen jiz roku
1834 (pod jménem hrusen sudetskd — Pyrus sudetica) profesorem prazské Karlo-

Ferdinandovy Univerzity J.F. Tauschem. Zprvu byl objeven jen jako sterilni kefik

v krkonosskych karech
(Tausch 1834), teprve
pozdé€ji byl nalezen i
kvetouci. Jeho vznik je
odhadovan na dobu pred
vice nez deseti tisici
lety, kdy doslo
k hybridizaci  rodicov-
skych druhd - kefe
sttednich poloh S. aria a
horského S. chamae-
mespilus.  Piedpoklada
se, Ze kdysi izolované
arealy rodi¢ovskych
typi  se vté dobé
v disledku klimatickych

zmén setkaly a mohlo

tak dojit k hybridizaci.

Obr. 19: Kvetouci ket S. sudetica na okraji Schustlerovy zahradky
v Labském dole.

Pozdéji sice rodicovské
druhy vlivem dalSich zmén z Krkono$ opét ustoupily, jejich nékdejsi vyskyt v§ak pfipomina
piiblizné 150 exemplaid S. sudetica, které se dosud zachovaly na nékolika lokalitach (viz
tabulka 3). Tézisté vyskytu lezi v karech Obiiho a Labského dolu (kde roste celkem na 7

mikrolokalitach), druh cCasto roste pfimo na lavinovych svazich, mnohdy ve floristicky
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bohatych ,zahradkach® — napt. Schustlerové &i Certové. Jde o kefe vysoké do 2 metri,
nejmensi exemplafe vSak dosahuji sotva 20 centimetri. Zakladni determinacni znaky jsou
kratce rapikaté, obvejCité, na okrajich mirné pilovité listy. V zavislosti na prostiedi, ve kterém
roste, midze nabyvat riznych ristovych forem — vedle obvyklych vzpfimenych kefovych typi
jsou znamy napfiiklad poléhavé formy (pfevazujici na lavinovych drahach) nebo zvlastni
plazivé zastinové formy vyskytujici se na lokalitach se zastinem smrku. Kocianova a Stursova
(1986, 2005) dokladaji schopnost vegetativniho mnoZzeni hfizenim. Tento jev se vyskytuje na

prudkych svazich krkonosskych kart — lavinovych drahach.
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V poslednich letech byly nalezeny dvé populace jetabi neznamého piivodu (M. Lepsi,
P. Lepsi et K. Boublik, ust. sdél.), které byly ve spolupraci s nalezci podrobeni dal$imu

studiu. Obé populace se nachazeji v Lounsko - Labském stfedohofi.

Knobloska
Populace se

nachazi na SZ strani se
spole€enstvy bilych strani
v blizkosti obce Kamyk.
Drive byly  jeraby,
vyskytujici se na této
lokalit¢ udavany jako
S. bohemica (Boublik et
al. 2002), avsak od tohoto
taxonu se liSi vyrazné

mélcimi laloky listi a

vétSimi  plody. Piavod
tohoto druhu je pfisuzovan Obr. 20: Populace Knobloska se vyznacuje mélce lalo¢natymi listy.

(M. Lepsi et al., ust. sdél.) zpétné hybridizaci S. bohemica se S. danubialis.

Mila

Populace se nachéazi na
Jiznich a jihozapadnich svazich
cedicového vrchu Milda u
stejnojmenné obce. Populace je
celkové homogenni, fenotypové
jsou jedinci velmi podobni
S. rhodanthera nebo S. gemella.
Se S. rhodanthera sdili néktefi
jedinci barvu prasnikd — jsou

rizové, Cili je mozné uvazovat

potencialni  dalkovy pienos
Obr. 21: Jedinci v populaci na vrchu Milé jsou velmi podobni  diaspor z Chlumské hory u

S. rhodanthera a S. gemella. . .
Manétina, poptipadé zvrchu
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Hradisté u Konétop. Od S. bohemica 1ze tuto populaci odlisit tvarem lalokd (vyskytuji se zde
laloky vyrazné protazené v Spicku) a vétSimi malvicemi. Srovnani listi populaci Mild,

Knobloska a druhu S. bohemica ilustruje obrazek 22.

Obr. 22: Srovnani listd populaci Mila (vlevo), Knobloska (uprostied) a S. bohemica
(vpravo). Populace Mila je oproti S. bohemica charakterizovana laloky protazenymi

v $picku a populace Knobloska mélkymi zafezy mezi laloky listh.
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Cytometrie a karyologie
Metodika

Ke stanoveni DNA ploidniho stupné¢ (Suda et al. 2006), velikosti genomu a
reprodukénich zplsobd byla pouzita metoda pritokové cytometrie, ktera vyuziva méfeni
optickych vlastnosti (v naSem ptipad¢ fluorescence) jader bun€k. Fluorescenéné obarvena
Jjédra, ktera jsou vyizolovéana z bunék, jsou unasena velkou rychlosti v kapalin€ pfes optickou
komurku, ve které dojde k jejich osvétleni paprskem svétla (UV lampa, laser) o ur€ité vinové
délce. Signal emitovany ozafenymi jadry je veden pres soubor filtrii a sniman fotodetektorem.
Fotodetektor pfevede opticky signal na elektricky impuls, ktery je dale pfeveden z analogové
do digitalni podoby a pocitacové zpracovan. Oproti klasickym karyologickym metodam
pfinasi cytometrie mnoho vyhod, mezi n¢z patii zvlaste¢ (Dolezel 1997): ¢asova nenaro€nost
pfipravy vzorkll - mozZnost analyzovat velké mnozstvi vzorkd béhem jediného dne, pfesnost
(detekce minuciéznich rozdilt ve velikosti genomu), nedestruktivnost metody (odbérem se
rostlina ani populace nezahubi, lze pracovat s velikosti pletiv v Fadu cm?), metoda nevyZzaduje
mitoticky aktivni buriky, snadné odhaleni smésnych vzorkl, nizké finan¢ni ndklady na
analyzy. K hlavnim nevyhoddm pritokové cytometrie patii zvlasté potfeba Cerstvého
materidlu (¢im déle se materidl skladuje, tim hor$i analyzy poskytuje) a neuspokojivé
vysledky analyz rostlin s vysokym obsahem sekundarnich metabolitli (napt. ¢eled’ Rosaceae).
Jako interni standard byly pouzity listy sedmikrasky obecné (Bellis perennis L.), ktera mé cca
2,5 krat vétsi velikost genomu (2C = 3,405 pg) nez diploidni rodi€ovské druhy
hybridogennich jefabi, nedochazelo tedy k piekryviim standardu s polyploidnimi taxony a
zaroven byla zajiSténa linearita méfeni (velikost standardu a analyzovanych vzorkid nebyla
vyrazné odchylnd). Vystupem analyz jsou histogramy, kde na ose x jsou zaznamenavany
fluorescence jader na jednotlivych kandlech a na ose y pocet téchto jader. Cytometrické
studium rodu Sorbus je vzhledem k vysokému obsahu sekundéarnich metabolitii v pletivech
(taninl) zna¢né obtizné, souborem modifikaci (viz dale) se vSak podafilo optimalizovat

metodiku a ziskat kvalitni analyzy.

DNA ploidie

Jako nejvhodnégjsi pletiva poskytujici po izolaci neporuSend jadra se ukazaly byt
fapiky mladych listti a vnéj§i buiiky exokarpu mladych malvic. Ac¢koliv jde o pletiva s vyssi
pravdépodobnosti vyskytu endopolyploidizace, nebyla u analyzovanych vzorkt zaznamenéna.

Pred vlastnim zahdjenim vyzkumu byla tato moZnost testovana na souboru riiznych pletiv
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(exokarp plodu, rapiky, pletivo ¢epele listt, kali$ni listky) a relativné velkém vzorki (cca 100
méfeni). Zadné odchylky ve stupni ploidie mezi riznymi pletivy téhoZ jedince viak nebyly
zaznamenany. Oproti béZzn€¢ pouzivanému pletivu Cepele listi vykazovaly fapiky a exokarp
plodi vyrazné kvalitn€j$i vystupy analyz (niz§i CV — koeficient variance, niz$i vyskyt
ruSivého pozadi v analyze) a byly tedy vybrany jako pletiva vhodna k analyzam. Buné¢na
jadra byla izolovana néasledovné dle standardni metodiky pouzivané v laboratofi prutokové
cytometrie (BU AVCR Prithonice; Suda 2004): 1-2 fapiky, popfipadé cca 1 cm?® pletiva
zvngj§i vrstvy bun€k malvice (objem pletiva vzorku bylo nutno korigovat vzhledem
k mnozstvi pletiva standardu s cilem dosahnout pfiblizné stejné vysky pikt), byly rozsekany
ziletkou spolu s internim standardem v pufru Otto I (0,1 M monohydrat kyseliny citronové,
0,5% Tween 20; Otto 1990). Vzorek byl po prefiltrovani (pfes 42 um nylonovy filtr)
centrifugovén ve stolni centrifuze (Hettich) pfi 150 g po dobu 5 minut. Po odstranéni
supernatantu bylo pridano 100 pl Cerstvého pufru Otto 1. Barvici roztok se skladal z 1 ml
pufru Otto II (0.4M Na,HPO, .12H,0; Otto 1990) doplnéného fluorescenénim barvivem
DAPI (4 pg/ul; Sigma) a antioxidantem B-mercaptoethanolem (2 pl/ml; Sigma). Analyzy
vzorki probihaly na pritokovém cytometru Partec PA II s rtutovou UV vybojkou jako

zdrojem excitace fluorochromu.

Absolutni velikost genomu

Ke stanoveni absolutni velikosti genomu (v pikogramech — pg) bylo pouzito stejnych
pletiv a analogického postupu s n€kolika modifikacemi. Jako fluorescenéni barvivo byl pouZzit
roztok propidium jodidu (I ml Otto II puftr, propidium jodid (50pg/pl; Sigma), RNéaza I1A
(50pg/ul; Sigma) a B-mercaptoethanol (2 pl/ml; Sigma)), vzorky se po centrifugaci pfed
analyzovanim ponechaly inkubovat 5-15 minut pfi pokojové teploté. Samotna analyza byla
provedena na pritokovém cytometru Partec CyFlow se zelenym laserem jako excitacnim
zdrojem. K zajisténi vétsi vérohodnosti byla viechna méfeni provadéna miniméln€ ve tfech
riznych dnech na minimaln¢ téech jedincich. Vysledky s rozdilem vét$im nez 2% od priméru

jedince byly vyfazeny a méfeni opakovana v jiny den.

Stanoveni reprodukéniho zpiisobu
Jednim z nejnovéjsich metodickych pfistupti v pritokové cytometrii je determinace
reprodukénich zptsobll. Principem této metody je sledovani poméru ploidie embrya a

endospermu v semenech (Matzk et al. 2000). Za sexualné vzniklé semeno u diploidniho
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jedince je povazovano semeno s pomérem embryo : endosperm 2C : 3C, za apomiktické (s
autonomné vzniklym endospermem) s pomérem 2C : 4C a za apomiktické (s pseudogamicky
vzniklym endospermem) 2C : 5C. Modifikace vzhledem k udasti redukovanych /
neredukovanych gamet jsou mozné (Matzk et al. 2000).

Dobre vyvinutd semena (3 x 5 kusti z kazdého druhu) byla rozsekana ziletkou v 1 ml
modifikovaného Tris.MgCl, pufru (Matzk 2001) s fluorochromem DAPI (4 pg/ul; Sigma). Po
filtraci pfes 42 um nylonovy filtr byl vzorek ihned zméfen na priitokovém cytometru Partec

PA II se rtutovou UV vybojkou jako zdrojem excitace.

Karyologické analyzy

Pro standardizaci cytometrickych méfeni byla pouzita metoda poéitani chromozomii
pod svételnym mikroskopem. Pro pfipravu mikroskopickych preparati byly pouzity kofenové
$picky nakli¢ené ze semen sebranych na podzim 2005 a mladé pupeny sebrané béhem dubna
2006. U roztlakovych preparati byla pouzita standardni metoda barveni meristému
kotenovych $pi¢ek a vzrostnych vrcholi pupent acetokarminem (Krahulcova 1998) —
predpiisobeni 8-hydroxychinolinem (0,002 M roztok) po dobu 3 hodin pfi pokojové teplote,
fixace v roztoku ethanolu (96%) a ledové kyseling octové (3:1) pies noc 4 °C a macerace
v roztoku HCI a ethanolu (96%) 1:1 po dobu 3 minut pfi pokojové teploté. Preparaty byly

poc¢itany na mikroskopu Olympus BX-61 pfi 1000 nasobném zvétSeni s pouZitim imerze.

Zpracovani cytometrickych dat

Vystupem z cytometrickych analyz byly histogramy zachycujici na ose x fluorescenci
jader a na ose y jejich pocet. Do nasledného zpracovani dat tykajicich se velikosti genomu
byly zahrnuty pouze kvalitni analyzy, tj. analyzy se symetrickymi piky, se srovnatelnou
vysSkou vzorku a standardu a hlavné s nizkym CV (koeficientem variance).

Rozdily ve velikosti genomu jednotlivych taxonu byly otestovany procedurou GLM
(SAS 8e), jako hranice rozdilnosti byla zvolena a = 5%. Procedura GLM (General linear
model) je modifikovana analyza rozptylu (ANOVA), ktera je robustni k nestejnym velikostem
jednotlivych skupin, porovnava primeéry a rozptyl.

Veskeré vystupy z analyz jsou k dispozici na pfilozeném CDROMu a na internetové

strance http://botany.natur.cuni.cz/suda/sorbus/.
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Vysledky cytometrie a karyologie

DNA ploidie a ploidie

V roce 2004 a 2005 byl proveden zékladni screening vSech populaci hybridogennich

jekabti vyskytujicich se na tzemi CR. Nebyla nalezena ?adna vnitrodruhova variabilita

na urovni DNA ploidie. Vysledky shrnuje tabulka 4. Ilustrativni histogramy pro kazdou DNA
ploidii udavaji obrazky 23, 24 a 25.

Tab. 4: DNA ploidie zji$téna u druhti Sorbus. Relativni fluorescence jader izolovanych z listovych pletiv je
vztaZena k internimu standardu Bellis perennis (2C = 3,405 pg), jehoZ fluorescence byla povazovéana za

jednotkovou.
Pocet DNA ploidni L . | Pomér ke
Druh analyzovanych uroven Plol:%rgvl::)gen standardu { S.D. C(\rlo\zlzgﬂ()u
jedincu naméfena (prameér)
S. alnifrons 31 3 x ? 0,575 0,006 | 3.34-5.91
S. bohemica 236 3 x 3x 0,577 0,006 | 4.86-5.97
S. eximia 76 3 x 4x,2x 0,563 0,008 | 4.84-5.93
S. gemella 32 3x 4 x 0,576 0,002 | 4.87-5.73
S. hardeggensis 7 2x ? 0,388 0,001 | 4,07-5.96
S. quernea 69 4 x ? 0,743 0,007 | 3.86-5.56
S. rhodanthera 64 3x 4 x 0,579 0,003 | 4.60-5.72
S. sudetica 54 4 x 4x 0,749 0,006 | 4.53-5.22
S. aria 27 4 x 2x 0,743 0,005 | 3.86-5.45
S. ania 2 2x 2x 0,395 0,004 | 3.72-4.97
S. aucuparia 12 2Xx 2 X 0,380 0,003 | 5.02-5.98
S. danubialis 21 4x 2x 0,748 0,006 | 4.08-5.42
S. torminalis 23 2X 2Xx 0,402 0,009 | 4.49-5.24
Vzhledem ktomu, Ze
naméfené  Udaje se u
jednotlivych  druhit  znaéné 80
lis§ily od udaji literarnich
(zvlast¢ u  hybridogennich 1.3 €0
=]
druhd S. eximia a S. gemella; g
viz téz tabulka 5), bylo od 5
o]
kazdého druhu n&kolik jedincii | §
_ Z
podrobeno karyologické
analyze s cilem zjistit skute¢ny
| WTR T S P TR T T TR W Y TH'Y
pocet chromozomli daného 0 200 400 600 800 1000
jedince. Metodou pozorovani Relative fluorescence
roztlakovych preparatd pod

optickym mikroskopem bylo

dosazeno nasledujicich

Obr. 23: Graficky vystup zpritokového cytometru diploidniho
S. hardeggensis. Pik vzorku je v 0,386 nasobku standardu. CV Bellis
(druhy pik) = 2,29, CV vzorku (prvni pik) = 4,89.
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vysledkt (viz tabulka 5). S ohledem na malou velikost chromozému ¢eledi Rosaceae a jejich

vysoké poéty byla vétsina analyz provedena RNDr. V. Jarolimovou (BU Prithonice).
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Obr. 24: Graficky vystup z pritokového cytometru tetraploidniho
S. quernea. Pik vzorku je v 0,735 nasobku standardu. CV Bellis (druhy
pik) = 2,4, CV vzorku (prvni pik) = 4,01.
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Obr. 25: Graficky vystup zpritokového cytometru triploidniho
S. alnifrons. Pik vzorku je v 0,571 nasobku standardu. CV Bellis
(druhy pik) = 2,2, CV vzorku (prvni pik) = 3,34.
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Vsechny hybridogenni druhy rodi¢ovské kombinace S. aria s. lat x S. torminalis jsou
triploidni (kromé€ S. hardeggensis), zbylé dva druhy (S. quernea a S. sudetica) jsou
tetraploidni. DNA ploidie byla u S. hardeggensis detekovana jako diploidni. Bohuzel se
prozatim nepodafilo tento zajimavy udaj ovéfit karyologicky. Pozoruhodnd je téz DNA
ploidie zjist€nd u dvou rodi¢ovskych druhli — tetraploidi u S. aria a S. danubialis. Tyto
cytotypy jsou v literatufe velmi vzacné udavany (tetraploidni S.aria ve Spanélsku; Aldasoro et
al. 1998) a zaslouzi si podrobné&jsi vyzkum. Byly proto také zahrnuty do karyologickych
analyz (viz niZe) a jejich ploidie ovéfena i stanovenim poétu chromozomii.

Tab. 5: Chromozémové pocty u vybranych zastupct jefabu (Zdroje literarnich udaju: 1 = Jankun
et Kovanda 1987, 2 = Jankun et Kovanda 1988, 3 = Kovanda 1996a, 4 = Kutzelnigg et Silbereisen

1994, 5 = Jankun et Kovanda 1986). VSechny vzorky mimo S. sudetica byly po¢itany RNDr. V.
Jarolimovou (BU Prihonice) z vzrostnych vrcholl pupent. S. sudetica poéital P. Vit z kofenovych

$picek.
Druh | SPOC | poznamka |Ploidie|Oznat.|  Lokaita | PTe9P- |Autor

S. bohemica ca 51 |ploidie jista 3x B15 Lovo$ 51 1
S. bohemica 51 3x B84 Lovo$ 51 1
S. bohemica 51 |jednoznaény | 3x B17 Lovo$ 51 1
S. bohemica 49-52 3x B7 Bore¢ 51 1
S. bohemica ca 51 |ploidie jista 3x B56 Bore¢ 51 1
S. bohemica 51 |jednoznaény | 3x B2 Bore¢ 51 1
S. eximia 51 |iednoznaCny | 3x E95 Koda 34 2
S. eximia 50 3x E93 Koda 34 2
S. eximia (49)-51|ploidie jista 3x ES53 Koda 34 2
S. eximia 51 |jednoznaény | 3x E77 Doutna¢ 68 2
S. eximia 47-52 |ploidie jista 3x | E115 Haknova 68 2
S. eximia 51 3x E116 Haknova 68 2
S. gemella 51 |jlednoznaény | 3x G41 Konétopy 68 3
S. gemella 51 |jednoznaény | 3x G31 Konétopy 68 3
S. gemella 51 |iednozna¢ny | 3x [ G311 Konétopy 68 3
S. quernea 68 [jednoznatny | 4x Q7 Jabloiika ? -
S. quernea 58+-2 |ploidie jista 4x | Q101 Jablorka ? -
S. aria 68 |iednoznaény | 4x Aré Koda 34 4
S. aria 68 fiednoznatny | 4x |ArE29 Haknova 34 4
S. danubialis 68 |jlednoznaény | 4x DLo1 Lovo$ 34 4
S. danubialis 68 [iednoznaény | 4x | DBo1 Bore¢ 34 4
S. torminalis 34 |jednoznaény | 2x | TKo1 Konétopy 34 4
S. sudetica ca 68 |ploidie jista 4x S518 | Rudna rokle 68 5
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Velikost genomu

Namérené velikosti

Tab. 6: Absolutni velikosti genomu v pikogramech. 2C = obsah
DNA somatickych bunék (ploidie se nebere v potaz), 1Cx = obsah

DNA haploidniho genomu (Greilhuber et al. 2005), S.D.

genomu (C a Cx hodnoty) uddva smérodatna odchylka.

tabulka 6. Z hodnot je zfejmé, Ze
velikosti genomu prepodtené na
haploidni genom (1Cx) se mezi
druhy 1i8i jen nevyrazné (< 6%),
avSak vybrané dvojice taxoni

vykazuji statisticky vyznamné
rozdily (viz tabulka 7). Vsechny
naméfené hodnoty jsou soucasti
elektronické ptilohy I.

Nalezena  vnitrodruhova

variabilita byla velmi nizkd (do 1,5%). Absolutni mezidruhovy rozdil naméfenych hodnot

Pramérné Pramérné

Druh 2C (pg) S.D. 1C, S.D.
S. alnifrons 2,15 0,01 0,72 0,01
S. bohemica 2,06 0,03 0,69 0,01
S. eximia 212 0,02 0,71 0,01
S. gemella 2,08 0,03 0,69 0,01
S. hardeggensis| 1,42 0,02 0,71 0,01
S. quernea 2,76 0,03 0,69 0,01
S. rhodanthera 2,10 0,01 0,70 0,00
S. sudetica 2,79 0,03 0,70 0,01
S. aucuparia 1,37 0,00 0,69 0,00
S. ania 2,76 0,03 0,69 0,01
S. aria (diploid) 1,40 0,02 0,70 0,01
S. danubialis 2,73 0,01 0,68 0,00
S. torminalis 1,45 0,02 0,72 0,01

velikosti genomu (Cx) byl 5,8 % (nejniz8i S. danubialis 0,68 pg, nejvyssi S. torminalis a

S. alnifrons 0,72 pg). Jako statisticky priikazné byly vyhodnoceny rozdily zobrazené tu¢né

v tabulce 7.
Tab. 7: Statisticka prikaznost rozdili ve velikosti genomu mezi jednotlivymi dvojicemi druhd
(procedura GLM). Statisticky prikazné hodnoty jsou oznageny tu¢né.
2
© @ (7] ] ‘é’ g
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5 E £ B o b 3
£ S ) £ S = @ & S 1S 3
© o © L Q ° S < S € 73

S. alnifrons

S. aucuparia <.0001

S. danubialis <.0001 [1.0000

S. torminalis 0.7952 [<.0001 |<.0001

S. bohemica <.0001 {1.0000 |0.9973 |<.0001

S. eximia 0.3405 |0.0050 [<.0001 [0.0037 |<.0001

S. gemella <.0001 |0.9633 |0.3547 |<.0001 [0.9049 |0.0010

S. hardeggensis 0.8982 |0.0012 [<.0001 |0.0590 [<.0001 [0.9997 [0.0002

S. quernea <.0001 [1.0000 |0.9491 [<.0001 [1.0000 {0.0002 |0.9964 (<.0001

S. rhodanthera _ |0.0007 [0.2723 |0.0051 (<.0001 [0.0421 |0.5113 |0.6026 |0.1637 |0.1691

S. sudetica <.0001 |0.5194 [0.0219 |<.0001 |0.1595 [0.0940 [0.9405 |0.0182 |0.4633 [0.9999

S. aria <.0001 |0.9978 |0.7317 |<.0001 |0.9977 {0.0001 |1.0000 [<.0001 |1.0000 |0.2509 |0.6317
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Reprodukéni systémy

Nalezené poméry embrya a endospermu Tab. 8: Zjisténé ploidie embryi a endospermu u

udava tabulka 8. Piekvapivé hodnoty DNA hybridogennich a vybranych rodi¢ovskych druhti.

. L. Druh Ploidie embryalPloidie endospermu
ploidie embrya se objevily u S. gemella, (g ieorc 3C. 5C
S. eximia a S alnifrons. V pfiblizné |S. bohemica 3C 8C
) , . . . |S. eximia 3C, 5C
poloving analyz bylo mozné pozorovat jak |5 gemelia 3C, 5C
oéekavana triploidni, tak pentaploidni [S: hardeggensis 2C
. . . S. quemea 4C
embrya (viz obr. 28). Vznik pentaploidnich |5 /hodanthera 3C
embryi u triploidniho taxonu lze vysvétlit [S-Sudetica 4C
S. aucuparia 2C 3C
sexualnim  zpisobem vyvinu embrya. (S torminalis 2C 3C

Reprodukénim zplisobem u uvedenych druhti je tedy pravdépodobné fakultativni apomixie.
Zajimava je také Cetnost vyskytu sexudlné vzniklych semen, napf. z 20 analyzovanych semen
S. gemella byl tento zplsob vzniku detekovan u necelé poloviny (9 semen) a to i v rdmci
jednoho kvétenstvi!

U S. aucuparia a S. torminalis byla zjisténa diploidni embrya a triploidni endosperm
(obr. 26). Byl tak ovéfen reprodukéni zplisob bézny u rodi¢ovskych taxon, tj. sexudlni.

Pseudogamie, ktera byla u hybridogennich druhii n€kolikrat potvrzena embryologicky
(Liljefors 1953, Jankun et Kovanda 1987) byla nalezena jen u nékolika vzorkt S. bohemica.
V analyzovanych semenech bylo zji§téno triploidni embryo a oktoploidni endosperm.
Oktoploidni endosperm s nejvétsi pravdépodobnosti vznikl z hexaploidniho zarode¢ného vaku
splynutim s diploidni gametou pylu.

Celkove bylo stanoveni reprodukénich zplsobli problematické. Mnoho ze semen bylo
napadeno parazitickym hmyzem, ¢asto bylo mozné ziskat z cca 200 dobfe vyvinutych malvic
pouze 5-10 neposkozenych semen vhodnych k analyzdm. Dal§im problémem byla Casta
absence endospermu. Ackoliv byla testovana rtizné stara semena (od cca €ervna po listopad),

endosperm se vyskytoval jen v minimu vzorkd.
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Obr. 26: Graficky vystup cytometrické analyzy 4 semen S. aucuparia.
Pomér pikd diploidniho embrya (vlevo)a triploidniho endospermu

(vpravo) je 1,496, CV embrya — 3,09; CV endospermu — 2,98.
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Obr. 27: Graficky vystup zpritokového cytometru triploidniho
S. gemella. Analyza dvou semen, triploidni embryo (vlevo), pentaploidni

embryo (vpravo). Pomér piki je 1,655, CV 1 -3,23; CV 2 -2,77.
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Obr. 28: Graficky vystup cytometrické analyzy Sti semen triploidniho
S. eximia. Triploidni embryo (vlevo), pentaploidni embryo (vpravo).
Pomér pikti je 1,611, CV1 - 3,86; CV2 - 3,61.
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Obr. 29: Graficky vystup cytometrické analyzy péti semen S. bohemica.
Vlevo je triploidni pik embrya, vpravo maly oktoploidni pik endospermu.
Pomér pikt 2,702, CV1-2,11; CV2-2,7.
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Morfometrické analyzy

Metodika

Material

Material byl sbirdn v obdobi kvétna 2004 — cervna 2006 v oblastech vyskytu
jednotlivych druhii (celkem 29 populaci; viz ¢ast Vyskyt zastupct rodu Sorbus v CR, v této
¢asti je téz k dispozici kompletni seznam lokalit v tabulce 3). Populace byly navstévovany
opakované v ruznych vegeta¢nich obdobich (kazda lokalita minimalné tfikrat k zachyceni
jarniho, letniho a ¢asn€ podzimniho aspektu) a byly zaméfeny pomoci systému GPS (eTrex
Summit, Garmin). Kazdy studovany exemplaf byl oznacen plastovym S$titkem s unikdtnim
koédem, byla tak zajiSténa totoZnost sbéru vzorkl pro rizné analyzy. Vzhledem ke vzacnosti
n€kterych druhli byl pocet exemplaii zadlenénych do morfometrickych analyz omezeny.
Napfiklad u S. hardeggensis bylo v roce 1996 (Kovanda 1996b) udavano 20 jedinct na ¢eské
i rakouské strané. Bohuzel podrobna evidence jednotlivych exemplafi (v€etné dnes jiz bézné
dostupného GPS zaméfeni) ze strany Spravy Narodniho parku Podyji chybi a po konzultaci
s pracovniky (J. Kucera, ust. sdél.) bylo nalezeno pouhych sedm exempléaft. DalSim
problémem byl nedostatek nékterych dat (znaky na kvétech a plodech) zptsobeny herbivory,
klimatickymi vlivy, popf. sezonnimi vykyvy v plodnosti (Kovanda 1996a, 1996b, 1998).
Z kazdého stromu byla sbirana &ast kvétenstvi a 4 plody do 70% ethanolu a herbafova
polozka s listy a kvétenstvim, pfipadné s plody. Kvéty, plody i listy byly odebirany pouze ze
zkracenych vétévek (tj. nikoliv z letorostil; Kovanda 1999) ze spodnich partii jedincti (cca do
1 m vy3ky v ramci koruny). Sbér herbafovych poloZek probihal dle doporuceni Meyera et al.
(2005), tj. byly sbirany pouze celé zkracené kvetouci ¢i plodici vétévky véetné sterilniho
svazeCku listi pod kvétenstvim. Celkem bylo analyzovano 386 jedincti zosmi dosud
popsanych (sub)endemickych druhii a dvou nové objevenych hybridogennich populaci
nejasného plivodu (populace Knobloska a populace Mild). Tyto populace se nachazeji
v Ceském sttedohofi, od S. bohemica se daji celkem snadno odlisit (populace Knobloska mé
vyrazné méné hluboké laloky listd, obé populace maji vyrazn€ vétsi malvice nez

S. bohemica). Herbatové poloZzky budou uloZeny v herbafi Prirodovédecké fakulty UK (PRC).
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Mérené znaky

Na zédkladé¢ udaju Tab. 9: Vybrané morfometrické znaky pouzivané v literarnich pramenech
k determinaci zastupcti rodu Sorbus.

uvadénych v uréovacich Znak citace
klicich (Kovanda 1999, Délka fapiku lAas et al. 1994
o Délka &epele IAas et al. 1994
Kovanda 2002), ¢lankil iMaximaini sitka tepele Aas et al. 1994
zaméfenych alespofi z &ésti Poget parl postrannich Zilek as et al. 1994
. Hloubka zafezu mezi 2. a 3. lalokem Meyer et al. 2005
morfometricky ~ (Kovanda [§iika tretiho laloku (po&itano od baze Eepele) [Lepsi et al. ust. sdél.
1959, Aas et al. 1994, Podet lalokli nad 1cm Sitky : Lep$i et al. ust. sdél.
Délka od baze &epele ke $pi€ce 1. laloku IAldasoro et al. 1998
Aldasoro et al. 1998, Meyer |Primér plodi Kovanda 1959
, |Celkova délka &nélky Kovanda 1959
et al. 2005) a konzultaci
) Délka srostlé &asti ¢nélky Kovanda 2002
s kolegy, ktefi se zabyvaji |Velikost korunnich listkli (délka a $itka) Kovanda 1959
\Velikost kali$nich listkt (délka a $itka) Kovanda 1959

obdobnou tématikou
(M. Lepsi et al., ust. sd€l.), bylo pro morfometrické analyzy vybrano 18 primarnich znak.

Nasledné bylo pro analyzy vypodteno dal$ich 10 sekundarnich pomérovych znaki (viz
tabulka 10). JelikozZ se u S. sudetica nevyskytuji lalo¢naté listy (jsou celistvé, obvejcité) byly
znaky v7 a v8 (Sifka 3. laloku od baze Cepele a hloubka zafezu mezi 2. a 3. lalokem)
nahrazeny hodnotou 1 (hodnota byla zvolena arbitrarné dle realného predpokladu, Ze
primérny zub listu S. sudetica je milimetr dlouhy a milimetr $iroky). Spi¢ka potencidlniho
laloku u znaku v11 (délka od baze ¢epele ke $picce prvniho laloku) byla u S. sudetica
odhadnuta na zakladé¢ sméfovéni prvni postranni listové zilky od baze cepele. Z obdobného
divodu (absence lalokti u vétSiny taxont) nebyly do morfometrickych analyz zahrnuty
potencialni rodi¢ovské druhy. Chybéjici znaky u hybridogennich druhdi byly nahrazeny
druhovym primérem daného znaku, podet jedinci se zndmymi znaky byl vzdy vyssi nez
pocet jedincl, u kterych byl pouzit primér (vysledky tedy nebyly vyrazné negativné
ovlivnéné).

Na poc¢atku studie byly méfeny dalsi dva znaky (primér lenticel na malvicich a pocet
lenticel na 1 cm?), tyto znaky se viak ukézaly byt velmi variabilni v rémci jednotlivych druh,
ale mezidruhové rozdily nevykazovaly. Nebyly proto do statistického zpracovani dat
zahrnuty.

Kvili zajisténi vétsi vérohodnosti studie a odstranéni vlivu odlehlych hodnot byl ze
vSech sbérli kazdy znak méfen trikrat, tj. k méfeni byl pouzit trojnasobny pocet listi, kvéti a
plodu. Z téchto tii hodnot byl pro kazdého jedince vypocéten primér, ktery byl poté pouzit ve
statistickych analyzach (viz elektronicka pfiloha II). Znaky na listech byly méteny pomoci

plastového termostabilniho pravitka (pfesnost 1 mm), znaky na malvicich pomoci technické
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Suplery (pfesnost 0,1 mm) a znaky na kvétech pomoci binokularni lupy pii zvétseni 6.3, 16 a

25 x (ptesnost 0,1 mm).

Tab. 10: Morfologické znaky méfené na jednotlivych jedincich

z(:::ll((:l Ks(,s:sv Nazev znaku Jednotka
1 v4 |Délka ¢epele mm
2 v5 |Maximalni $ifka jedné strany Cepele mm
3 v6 [Délka fapiku mm
4 v7 [Sirka tietiho laloku od béze listu mm
5 v8 [Hloubka zifezu mezi 2. a 3. lalokem (pogitano od baze &epele) mm
6 v9 [Pocet postrannich Zilek na 1 strané listu pocet
7 v10 [Poget laloku ir§ich nez 1cm pocet
8 vll [Délka od baze &epele ke 3picce 1. laloku mm
9 v12 [Primér malvic mm
10 v13 [Délka malvic mm
11 v14 |Délka korunnich listkt mm
12 | v15 [Sitka korunnich listk mm
13 v16 [Délka kalignich listkt mm
14 | v17 [Sitka kalignich listkd mm
15 v18 [Délka prasniki mm
16 v19 |Délka srostlé ¢asti ¢nélky mm
17 v20 |[Celkova délka ¢nélky mm
18 v21 [Sifka blizny mm
19 v22 [Pomér délka &epele / $itka 1 strany pomér
20 v23 [Pomér délka Eepele / délka fapiku pomér
21 v24 [Pomér délka Cepele / $itka 3. laloku pomér
22 v25 [Pomér délka od baze fapiku ke 3picce 1. laloku / délka cepele pomér
23 v26 [Pomér primér malvic / délka malvic pomér
24 v27 [Pomér délka / §ifka korunnich listki pomér
25 v28 [Pomér délka / §ifka kali$nich listkt pomér
26 v29 [Pomér délka srostlé ¢asti nélky / celkova délka Enélky pomér
27 v30 [Pomér délka korunnich / kali3nich listkt pomér
28 v31 [Pomeér $itka korunnich / kali$nich listkt pomér

Ovéfené kvalitativni znaky vyskytujici se u jednotlivych skupin (napf. pfitomnost lalo¢natych
listl, barva malvic, rizové korunni listky u S. sudetica) byly pfi sbéru brany na zfetel, tyto

znaky v3ak nebyly potvrzeny u jinych druhti nez u téch, které tyto skupiny definuji.

Statistické zpracovani dat
Ke statistickému zpracovani dat byly pouzity zékladni statistiky, korelaéni matice a

ordinaéni metody ziskané programem SAS (verze 8e; SAS Institute 2004).
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Zakladni statistiky (primeér, smérodatna odchylka, minimum, maximum, horni (75 %)
a dolni (25 %) kvartil a median) byly vypocitany procedurou UNIVARIATE (SAS 8e) pro
vSech 28 analyzovanych znakli v kompletnim datovém souboru. Normalni rozdéleni hodnot
jednotlivych znakt bylo testovano ,,Shapiro-Wilk® testem, ktery je vhodny pro mensi a
stfedn€ velké soubory objektii (Marhold et Suda 2002). Ve vysledcich se vyskytovaly znaky,
které nemély normalni rozdéleni, tj. nelze pfedpoklddat mnohorozmérné normalni rozdéleni u
celého souboru. Nameérené hodnoty u 15 z 28 znakl nemély normalni rozdéleni, hodnoty
Shapirova-Wilkova testu byly niz$i nez 0,95 na hladin€¢ vyznamnosti a = 0,05.

Kviili mozné korelaci znaku (citlivost ordinaénich metod na vysoce korelované znaky,
zvlasté pak u diskriminacnich analyz; Marhold et Suda 2002) byly vSechny znaky datového
souboru otestovany procedurou CORR (SAS 8e). Jako hodnota tésné korelace byla pouzita
hranice b&zné aplikovana pfi zpracovani botanickych dat (0,95; Marhold et Suda 2002). Pro
zjisténi miry korelace byl vybran Spearmantv korela¢ni koeficient nevyzadujici normalni
rozdéleni vstupnich dat (Marhold et Suda 2002). Shlukovaci analyzy nebyly vzhledem
k problematickému vyhodnoceni provedeny. Nékteré studované populace obsahovaly maly
pocet jedinci a jejich zaclenéni by mohlo vést ke zkresleni populacnich priméri, navic

né€které druhy jsou zndmy pouze z jediné populace.

Ordina¢ni metody

Vsechny ordina¢ni analyzy byly zpracovany v programu SAS 8e. Vystupy analyz jsou
soucasti elektronické pfilohy.

Pro odhaleni zékladni struktury v datovém souboru a v jeho ¢astech byla pouzita
metoda analyzy hlavnich komponent — trojrozmérna standardizovana (vychazejici z korelacni
matice dat) PCA pracujici s pfedpokladem, Ze znaky se pohybuji v euklidovském prostoru.
Tato metoda se pouziva ke zjisténi zékladni struktury v datech, jejim principem je nahrazeni
puvodniho souboru pozorovanych znakt souborem novych, vzdjemné nekorelovanych znakt
tak, aby byla postihnuta maximélni variabilita souboru. Vystupem jsou pak osy, hlavni
komponenty, které jsou vedeny ve sméru nejvétsi celkové variability datového souboru.

K uréeni nejdilezitéjSich znakid, které odliSuji jednotlivé taxony, byly pouzity
diskrimina¢ni analyzy — kanonicka analyza (procedura CANDIS) a klasifika¢ni analyza
(procedura DISCRIM). U kanonické analyzy (oproti PCA) jsou data pfedem rozdélena do
skupin, kanonické osy jsou tedy vedeny ve sméru nejvétsi variability mezi skupinami (tj.
nejvétsi podil na kanonickych osach maji inaky, které jsou malo variabilni uvnitf skupin a

hodné variabilni mezi skupinami).
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Pfi neparametrické klasifika¢ni analyze bylo vyuZito neparametrické metody k-
nejblizSich sousedl (k-nearest neighbours) a tzv. kiizového ovéfeni (cross-validation).
Koeficient k urCuje klasifikaci objektu do skupiny na zékladé¢ informaci ziskanych z k-
nejblizsich objekt znamého zafazeni. Nejvhodnéjsi hodnota koeficientu byla stanovena
experimentalné tak, aby analyza pfinesla maximalni pocet (a podil) spravné determinovanych
jedinci. Smyslem kfiZzového ovéfeni je aplikace klasifikaéniho kritéria odvozeného z n-1
objektli na jeden vyrazeny objekt (Marhold et Suda 2002). Cely postup se opakuje n-krat,
vysledkem jsou procentualni Gspé$nosti zafazeni objekt do skupin.

Zakladni podminky diskrimina¢nich analyz jsou (Klecka 1980): 1. v datovém souboru
musi byt pfedem definované skupiny, 2. zadny ze znakti nesmi byt linearni kombinaci jiného
znaku, 3. nemély by se pouZzivat dva nebo vice velmi silné¢ korelované znaky, 4. znaky
charakterizujici kazdou skupinu by mély spliiovat pozadavek mnohorozmérného normélniho
rozdéleni, 5. pocet znakli pouzitych v analyze musi byt mensi nez pocet objekti v analyze
zmenSeny o poCet skupin. Ackoliv ziskand data ne vSechny podminky spliiuji
(mnohorozmérné normélni rozdéleni, pocet znakli vs. pocet jedincll), diskrimina¢ni metody
jsou celkové robustni k nedodrZzeni podminek (pfipadné odchylky se tykaji zejména
uspésnosti klasifikace). Pokud bylo podezieni na nedodrzeni statistickych pozadavku, byly
provedeny riizné modifikace postupl tak, aby pfipadné chyby byly minimalizovéany (sniZeni
po¢tu analyzovanych znaku, vypusténi konstantnich znakt apod.).

Veskeré vystupy z analyz jsou k dispozici na pfiloZzeném CDROMu a na internetové

strance http://botany.natur.cuni.cz/suda/sorbus/.
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Obr. 30: Vybrané znaky méfené na listech tfech typ hybridogennich jefabh; zleva S. sudetica, S. quernea,
S. alnifrons (méFitko 20mm)
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vi5

vi4

Obr. 31 a 32: Znaky méfené na ¢nélce (vlevo) a korunnim listku (vpravo) S. eximia (méfitko 2mm vlevo, Imm
vpravo)

Obr. 33: Znaky méfené na kali$nich listcich (méFitko 3mm)
S. eximia.
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Vysledky morfometrickych analyz

Ve vsech grafickych vystupech byly pouzity nasledujici symboly pro jednotlivé druhy:

S. alnifrons S. quernea

]

S. bohemica S. rhodanthera

) -,
U
o

S. eximia L) S. sudetica
S. gemella > Knobloska
s hardeggensis Y Mila

I pfes maly pocet méfenych jedinci byly do analyz zahrnuty S. hardeggensis (7
jedinci), populace Knobloska (9 jedinci) a Mila (8 jedinci). JelikoZ je pocet méfenych znaki
u téchto tfi skupin vétSi nez pocet jedinci, je nutné interpretaci vysledkl brat s rezervou.
Pocty analyzovanych jedincti se u ostatnich druhii pohybovaly od 22 (S. sudetica) do 101
(S. bohemica). Viechny diskriminacni analyzy se zahrnutim taxoni s niz§im poctem jedincd
nez znakl byly v ramci zachovani objektivity ovéreny dal$i analyzou s vypusténim urcitého
poctu znaki nejméné korelovanych s diskrimina¢nimi osami. Vysledky téchto analyz byly

obdobné jako se vSemi znaky, rozdéleni taxonti vSak nebylo tak jednoznacné.

Vysledky zakladnich statistik celého souboru dat (procedura UNIVARIATE) se vSemi
znaky jsou k dispozici v elektronické priloze 11.

Korelaéni matice znakt s pouzitim Spearmanova korelacniho koeficientu je uvedena
v elektronické priloze I11. Hranice tésné korelace pouzivana bézné pfi zpracovani botanickych
dat (0,95; Marhold et Suda 2002) nebyla dosazena u Zadné dvojice znaki, a proto byly i v

diskriminaénich analyzach pouzity v§echny méfené znaky.

Z vysledku PCA (obrazek 34) je ziejmé, ze v datovém souboru existuje urcita
struktura, resp. doslo k oddéleni S. sudetica a S. quernea od vsech ostatnich druhti. Tento
trend je vysvétlitelny celkovou odlisnosti téchto dvou taxont (jina predpokladana rodic¢ovska
kombinace; u S. sudetica absence laloku listd, jiny pomér délky listi ku Sifce a jiny tvar a

velikost laloki u S. quernea).
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Prin3
4.79

1.21

-2.37

Prinl

~11.38 ~7.42

Obr. 34: Graficky vystup PCA pro vechny studované druhy s pouzitim v3ech 28 znaki.
Jednotlivé osy vysvétluji 34,05%, 13,89% a 9,85% variability. Z obrazku je patrné
oddéleni S. sudetica ' a S. quernea  od zbytku souboru.

Po vytazeni jednoznacné oddélenych S. sudetica a S. quernea z analyzy (viz obr. 35)
se na prvni pohled jevi, Ze ostatni vstupni data postradaji jednozna¢nou strukturu. Divodem
muze byt fakt, Ze jednotlivé druhy jsou si feneticky velice blizké. Tento jev také mize byt
zptisoben velkym poctem znakl pouzitych v PCA, kdy miZe dochazet ke stirani vyznamu
potencialné dtlezitych znakd (analyza nevazi jednotlivé znaky a chape vSechny jako stejné
dilezité pro oddéleni skupin).

Existuji zde vSak urcité trendy, ackoliv jde o morfologicky si vyrazné podobné druhy
stejné rodicovské kombinace (S. aria s. lat x S. torminalis), nékteré se alespon Caste¢né
oddéluji od ostatnich (napt. vyraznéji S. rhodanthera, do jisté miry i S. alnifrons, S. bohemica

a S. hardeggensis).
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Obr. 35: Graficky vystup PCA pro vechny druhy (mimo S. sudetica a S. quernea) a
vSech 28 znaki. Jednotlivé osy vysvétluji 25,81%, 12,03% a 11,14% variability. Graf

ilustruje uréité trendy v oddéleni S. rhodanthera O 2 castecné i S. alnifrons

S. bohemica a S. hardeggensis <" od zbytku souboru.

Pro odhaleni znaki, které nejlépe charakterizuji jednotlivé druhy byly pouzity
diskrimina¢ni analyzy. Jako skupiny byly definovany jednotlivé druhy, které jsou od sebe
dostatecné geograficky izolované. Do kanonické diskrimina¢ni analyzy (dale jen CDA) byli
zahrnuti vSichni jedinci a vSechny znaky. Pro odhaleni rozdili mezi morfologicky velmi
podobnymi taxony, byly z analyz postupné vyjimany taxony dobie separované.

V CDA vsech druhii (obrazek 36) se vyrazné odlisil S. sudetica (jiz zfetelné oddéleny
v analyze PCA — viz obr. 34) podle osy Canl. Znak, ktery je stouto osou nejtésnéji
korelovany (viz tabulka 11), je v24 — pomér délka cepele / Sirka 3. laloku (kanonicky
korela¢ni koeficient -0,9918). Tento vysledek byl o¢ekavan vzhledem k absenci lalokd u
S. sudetica, kde byla hodnota $ifky laloku nahrazena hodnotou 1. Bylo tedy snahou nalézt
dalsi znaky, které by vedly k oddéleni S. sudetica od zbyvajicich taxond. Druhy znak, ktery je
s touto osou nejtésnéji korelovany je znak v23 — pomér délka cepele / délce fapiku (-0,9118).

Zaroven doSlo k oddéleni druhého, vzhledem k rodi¢ovské kombinaci unikatniho,
druhu (S. quernea) od zbytku souboru a to diky ose Can2. Tato osa je nejtésnéji korelovana
s pomérem délky srostlé ¢asti ¢nélky / celkové délce ¢nélky — znak v29 (0,7910), S. quernea

ma oproti ostatnim druhim (mimo S. hardeggensis) vyrazné méné srostlé az volné ¢nélky.
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Stejny znak oddg¢lil také S. hardeggensis, ktery je viak od S. quernea odliSen osou Can3, tj.

nejtésnéji korelovanym znakem (v13) — délka malvic (0,7946). S. hardeggensis ma oproti

S. quernea delsi malvice.

36.50 -10.60

Obr. 36: Vystup z CDA pro viechny druhy a vSech 28 znaki ilustrujici vyrazné oddéleni

S. sudetica ‘., S. quernea
vysvétluji 68,34%, 12,74% a 7,83% variability

a S. hardeggensis

< od zbytku taxont. Jednotlivé osy

Tab. 11: Kanonické diskriminaéni koeficienty pro analyzu vSech druhl s pouzitim vsech
znakii. Tu¢né jsou oznaceny kody znaki (spolu s odpovidajicimi kanonickymi koeficienty)
pouzitych v klasifikaéni analyze.

Kéd Can1 Can2 Can3 Kod Can1 Can2 Can3

va 0.314597|0.140732(0.535454| v18 0.555779|-0.075342|-0.200293
v5 0.4655280.312581 |0.586384| v19 [0.240229|0.783676|0.092986
v6 0.699924 | 0.241050|0.332732 v20 0.138848|0.442863|0.083378
v7 0.735738|0.001688 |0.398485| v21 0.229654 |-0.381967|-0.054657
v8 0.533595|0.104863 | 0.257141 v22 |-0.679601(-0.339963(-0.352859
v9 0.434083|-0.013034/0.103399| v23 |-0.911801|-0.082407|0.062729
v10 [0.738683|-0.010278(0.402846| v24 |-0.991887|0.056676 |-0.007663
v11 0.386519|0.435563 |0.536746| v25 0.289389|0.591414|0.184755
v12 0.377199|0.786006 | 0.227200| v26 |0.213845|0.519078|-0.788237
v13 0.238757|0.417042 (0.794594 | v27 |-0.467840(0.151225|-0.197767
vi4 0.13547710.501193(-0.219252| v28 0.086870|0.015450 |-0.045214
vi5 0.470237|0.417586 (-0.062371| v29 (0.227010|0.791061 |0.088073
v16 0.070660|0.330661 | 0.046999| v30 |[-0.067515|-0.079409|-0.148671
v17 0.009044|0.517963 [0.155029| v31 0.345412|-0.208183|-0.181729
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Z vysledki CDA vyplyva morfologicka odliSnost tfi uvedenych taxoni od zbytku
souboru. Vzhledem k tomu, ze analyza byla uskutecnéna se vSemi namérenymi znaky, byla
provedena modifikace CDA s vypusténim znakt v7 a v8 (kvili problematice téchto znaki u
znaéné odlisného S. sudetica — viz kapitola Metodika). Vysledek zachycuje obrazek 37, je
prakticky totozny co se tyce oddéleni S. sudetica, S. quernea a S. hardeggensis od ostatnich

taxonu.

Obr. 37: CDA viech jedincii znazoriiuje oddéleni S. sudetica *--', S. hardeggensis “-"a

S. quernea od zbytku taxond. Analyzovano se viemi znaky mimo znaki v7 a v8.
Jednotlivé osy vysvétluji 68,57%, 13,51% a 8,33% variability.

Pfi pouziti pouze primarnich znaki (tj. bez pomérovych znakii) se taxony S. sudetica,
S. hardeggensis a S. quernea (data nezobrazena) od zbytku souboru oddé€lily jinymi znaky
(nejtésnéji korelovany znak s osou Canl byl v12 - délka malvic; 0,8462), S. hardeggensis byl
oddélen od S. quernea osou Can2, se kterou je nejtésnéji korelovany znak v10 — pocet laloku
SirSich nez lcm). Vliv pomérovych znakid je tedy evidentni. Ve vSech dalSich analyzach
dosahovaly kanonické korelacni koeficienty u sekundarnich znak vysokych hodnot
(srovnatelnych s hodnotami pro znaky primarni), z tohoto divodu tedy byly vzdy zaclenény
vSechny znaky vcetné pomérovych. Oddéleni trojice taxont (S. sudetica, S. quernea a
S. hardeggensis) od zbylé skupiny bylo potvrzeno klasifikacni diskrimina¢ni analyzou vsech
jedincti se vSemi znaky (data nezobrazena) a s vybranymi deviti znaky, které byly nejtésnéji

korelovany se tfemi kanonickymi osami (viz tuéné zobrazené znaky v tabulce 11), uvazovano
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bylo k = 7 nejbliz§ich sousedi. Vysledek ilustruje tabulka 12. Ze tfi uvedenych taxont byly
vSichni jedinci zafazeni k pfislusnému taxonu (100% Gspés$nost).

Tab. 12: Klasifikatni diskrimina¢ni analyza druht S. sudetica, S. quernea a
S. hardeggensis. Hodnota v prvnim fadku u kazdého druhu je poget jedinci, na druhém
fadku procentualni zastoupeni z- celého druhu. Napf. u S. sudetica je 22 jedinch zafazeno
spravné, coz je 100% analyzovanych jedincu. V fadku ,,chybné zatazenych* je vyjadieno
procento chybné zafazenych jedinci daného taxonu.

Zarazeno k druhu
Z druhu S. sudetica_S. quemnea_S. hardeggensis Ostatni Celkem

S. sudetica 22 0 0 0 22
100 0 0 0 100

S. quemea 0 53 0 0 53
0 100 0 0 100

S. hardeggensis 0 0 / 0 !
0 0 100 0 100
Ostatni 0 0 0 304 304
0 0 0 100 100

Chybné zafazenych 0 0 0 0 0

Vzhledem k tomu, Ze druhy S. sudetica, S. quernea a S. hardeggensis byly
v pfedchozich analyzach dostate¢né oddéleny od zbytku souboru, byly z dalSich analyz
vyfazeny. Vysledek CDA vSech druhii mimo S. sudetica, S. quernea a S. hardeggensis
ilustruje obrazek 38. Osa Can2 vyrazné¢ oddé€luje znakem v8 — hloubka zafezu mezi 2. a 3.
lalokem (0,7436) - S. rhodanthera od ostatnich druhi (S. rhodanthera ma v priméru vétsi
hloubku zéfezu mezi druhym a tietim lalokem) a zaroveii osa Canl oddé€luje S. bohemica od
ostatnich druhti kromé S. rhodanthera nejtésnéji korelovanym znakem v26 — pomér primér
malvic / délka malvic (-0,9236; oproti ostatnim taxoniim ma S. bohemica vzhledem k délce
$ir§i malvice). S. bohemica byl v samostatné analyze od S. rhodanthera spolehlivé oddélen

(data nezobrazena) znakem v13 — délka malvic (0,9052).
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Can3

Obr. 38: CDA vSech druhi mimo S. sudetica, S. quernea a S. hardeggensis

ukazujici oddéleni S. bohemica a S. rhodanthera ™ od zbyvajicich taxond.
Jednotlivé osy vysvétluji 39,05%, 32,59% a 12,98% variability.

Kanonické korelacni koeficienty vSech znakiti uvadi tabulka 13. Tu¢né je zobrazeno
jedenact znaki nejtésnéji korelovanych s jednotlivymi kanonickymi osami, které byly
vybrany do klasifika¢ni diskriminaéni analyzy.

Tab. 13: Kanonické korelaéni koeficienty vSech druhd mimo S. sudetica, S. quernea a

S. hardeggensis. Tuéné jsou oznaceny znaky (spolu s odpovidajicimi kanonickymi korelaénimi

koeficienty) pouzité v klasifikaéni analyze.
Kéd Can1 Can2 Can3 Kéd Can1 Can2 Can3
v4 0.468897|0.515045 | 0.079996 vi8 |-0.270315|0.217343|0.346536
vs 0.530885 | 0.599067 | 0.115062 vi9 |-0.013843|0.530584 (0.080623
v6 0.300996 | 0.450374 | 0.362415 v20 0.101635|-0.002207| 0.065160
v7 0.41428538]0.245114|0.083075 v21 0.018315]-0.705404)| 0.108327
v8 0.096319|0.743668 |-0.295935| v22 |-0.421844|-0.404537|-0.125578
v9 -0.002808|0.601396 |-0.397852| v23 0.269319]0.106203 |-0.351034
v10 0.521511|0.448370,0.04427S v24  |-0.14777GiC.1GC734; C.C11E2C
vi1 0.499821|0.502851 [ 0.150810 v25 0.206253|0.099874 | 0.159412
v12 0.39929210.581184 (0.011621 v26 |-0.923631(0.021902 |-0.070520
vid G.GouG 7 | O.0%4use | G.GGCT3 v27 -0.251556;-0.143421,0.053468
vi4 |-0.456453|0.376341(0.497312 v28 |-0.057718|0.339861 {-0.195755
vi§ [-0.2746390.558612|0.539953 v29 |-0.040648(0.544617 | 0.065945
vi6  [-0.025155;0.363254 -0.020475] w30  |-G.214502-0.204635)0.253357

v17  |0.052953|0.188541|0.354703| v31 |-0.282437|0.326631|0.235119
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Ze dvou druhl (S. bohemica a S. rhodanthera) bylo pfi pouziti 11 nejt€snéji
korelovanych znaki spravné urceno 98,36% z nich (klasifikace na zakladé k = 7 nejbliZSich
sousedd). Pouze jeden exemplar S. bohemica byl nespravné pfifazen do S. rhodanthera.

Vysledek pfinasi tabulka 14.

Tab. 14: Klasifika¢ni diskriminaéni analyza druhd S. bohemica a
S. rhodanthera.

Zarazeno k druhu

Z druhu S. bohemica S. rhodanthera Ostatni Celkem

S. bohemica 108 1 2 m
97,3 0,9 1,8 100

S. rhodanthera 0 57 0 57
0 100 0 100

. 1 1 134 136

t

Ostatni 0,74 0,74 98,53 100
Chybné zarazenych (%) 27 0 1,48 1,64

Situace u zbylych tii druhti (S. alnifrons, S. eximia a S. gemella) a dvou populaci

vvvvvv

zakladé vSech méfenych znaki zachycuje obr 39.

Can3

-5.60

-4.75

Obr. 39: CDA S. alnifrons , S. eximia 7, S. gemella a dvou populaci nejasného

taxonomického postaveni (Knobloska > a Mila ¥ ). Jednotlivé osy vysvétluji 48,23%,
30,37% a 19,87% variability.
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Podél osy Canl se oddélil S. eximia od zbyvajicich druhii. Tato osa je nejtésnéji

korelovana se znakem v9 — pocet postrannich Zilek na jedné strané listu (0,7277). U S. eximia

byly nalezeny niz8i hodnoty poc¢tu postrannich Zilek. Naopak osa Can2 rozdéluje druh

S. alnifrons od S. gemella a je té€sné korelovana se znakem v28 — pomér délka / §itka

kali3nich listkt (0,7393). Lze tedy tici, Ze S. alnifrons ma pomér délky / $itce kali$nich listkt

niz8i. Osa Can3 oddé€luje posledni tfi skupiny (S. gemella, populace Knobloska a Mild)

znakem v12 — primér malvic (-0,7210; tento znak nejen Ze oddéluje dvé populace nejasného

postaveni od S. gemella, ale odliSuje i ob&é populace navzijem). S. gemella méa oproti

populacim Knobloska a Mila mensi malvice. Kanonické korela¢ni koeficienty pro viechny tfi

osy jsou uvedeny v tabulce

s jednotlivymi osami, které byly nasledné pouzity pro klasifika¢ni analyzu.

Tab. 15: Kanonické korela¢ni koeficienty analyzy druhl S. alnifrons, S. eximia, S. gemella a
populaci Knobloska a Mild. Tuéné jsou oznaeny znaky (spolu s odpovidajicimi kanonickymi
korela¢nimi koeficienty) pouZité v klasifika¢ni analyze.

Koéd Can1 Can2 Can3 Kod Can1 Can2 Can3

v4 0.119414|-0.403561|0.353664| v18 |-0.311565|0.338230(-0.086403
v5 0.084131|-0.061703|0.465752| v19 |0.171489|-0.649223(0.029668
v6 -0.321135|0.119487 | 0.021461 v20 |-0.088723|-0.069570|0.120262
v7 -0.025200/-0.054536| 0.481761 v21 |-0.532535(0.3711170.003067
v8 0.668653 | 0.226958 | 0.462586| v22 0.073152|-0.513986|-0.354843
v9 0.727706|0.138265 |-0.423144| v23 |0.411600/-0.494060{0.330268
v10 0.120670(-0.292216|0.417937| v24 |0.173816(-0.370303(-0.365771
vi1 |-0.020611|-0.152723|0.462529| v25 [-0.215069|0.383069)0.292786
vi2 [0.297223(-0.033975(-0.721014| v26 |0.358308|-0.338435(-0.325391
v13 0.065015|0.183390(-0.512763| v27 |-0.144795|0.429627 (0.019780
vi4 |[-0.516014]0.496683|-0.062349| v28 [0.294383(0.739352|0.195370
vi5 |-0.572509/0.214143(-0.100409] v29 |0.199153|-0.646674(0.009324
vi6 |0.128506(0.677664(0.221982| v30 |-0.385936|-0.434941(-0.190591
v17 |-0.355863|0.0454840.115683| v31 |-0.133490|0.107759 |-0.150837

15, tuéné jsou oznaceny nejtésnéji korelované znaky

Klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza (k = 2) tfi druhG (S. alnifrons, S. eximia a

S. gemella) a populaci Knobloska a Mila urgila spravné 90,45% jedinct, coZ je vzhledem

k relativné vysokému po&tu soudasné analyzovanych skupin taxonl (p&t taxontl) i jejich

znaéné fenotypové podobnosti pomérné vysoka uspé$nost. Vysledek ilustruje tabulka 16.
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Tab. 16: Klasifika¢ni diskriminaéni analyza S. alnifrons, S. eximia, S. gemella a populaci Knobloka

a Mila.
Zarazeno k druhu
Z druhu S. alnifrons S. eximia S. gemella Knoblo§ka Mila Celkem
S. alnifrons 24 0 0 0 3 27
88,89 0 0 0 11,11 100
S. eximia 2 58 4 0 0 64
3,13 90,63 6,25 0 0 100
1 0 24 0 3 28
. Il
S: gemella 3,57 0 85,71 0 1071 100
Knobloska 0 0 0 9 0 9
0 0 0 100 0 100
Mila 0 0 0 0 8 8
0 0 0 0 100 100
Chybné zarazenych (%) 11,11 9,38 14,28 0 0 9,55

Z hlediska spravnosti urfeni jsou problematické druhy S. eximia S. alnifrons a
S. gemella. Z téchto taxonl nebylo spravné uréeno celkem 10,92% jedinct. U S. eximia mlze
byt chybné zafazeni né€kolika jedincl jak do S. alnifrons, tak do S. gemella vysvétleno
relativné velkou vnitrodruhovou variabilitou, extrémni jedinci se pak morfologicky blizi
jinym druh@im.

Kviili odfiltrovani vlivu malého poétu jedincii u dvou nejasnych populaci byla skupina
ttech taxont (S. alnifrons, S. eximia, S. gemella) analyzovana samostatn€é. Vysledek
dvourozmérné kanonické diskriminaéni analyzy uveden na obrazku 40, kanonické korela¢ni

koeficienty pro dvé€ osy udava tabulka 17.
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Obr. 40: Dvourozméma CDA oddélujici S. alnifrons (modry trojihelnik), S. eximia
(Cerveny ctverec) a S. gemella (zeleny kruh). Jednotlivé osy vysvétluji 60,21% a
39,79% variability.

Tab. 17: kanonické korela¢ni koeficienty dvourozmémé diskriminacni
analyzy S. alnifrons, S. eximia a S. gemella. Tuéné jsou oznaceny
znaky (spolu s odpovidajicimi kanonickymi korela¢nimi koeficienty)
pouzité v klasifika¢ni analyze.
Kéd Can1 Can2 Kéd Can1 Can2
v4 0.179515|-0.356779| v18 |-0.340860|0.293389
v5 0.127766 | 0.040392 v19 0.215192 |-0.614984
v6 -0.364031{0.100819 v20 |-0.071039(-0.041599
v7 0.013575|0.0565476| v21 |-0.549447|0.335808
v8 0.7284510.362372 v22 0.092991 |-0.607481
v9 0.776936 | 0.073207 v23 0.510734 |-0.420494
v10 0.180392 |-0.222441| v24 0.176356 |-0.478764
vit 0.009182|-0.069427| v25 |-0.245729|0.450285
v12 0.3243821-0.253943| v26 0.380696 |-0.407686
vi3 0.004302|0.071842 v27 |-0.167761/0.411258
vi4 [-0.551291|0.443747| v28 0.267218|0.765726
vi5 (-0.592333|/0.159700| v29 0.239739 |-0.614457
v16 0.109826|0.707083 v30 |-0.376144(-0.476881
vi7 |-0.345147|0.058116 v31 -0.156752|0.062691

Pét nejvyssich kanonickych korelaénich koeficienti pro kazdou osu je oznaéeno tu¢né,
tyto znaky byly vybrany do klasifikaéni diskriminaéni analyzy. Nejtésnéji korelovany znak
sosou Canl je v9 — poet postrannich Zilek na jedné strané listu (0,7769), ktery vyrazng

oddéluje S. eximia od zbytku souboru. S osou Can2 je nejtésnéji korelovan znak v28 — pomér
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délka / Sirka kaliSnich listkt (0,7657), ktery odliuje S. alnifrons od S. gemella. Vysledek

klasifika¢ni analyzy je v tabulce 18, pouzity koeficient k = 17 nejblizsich sousedi. Uspésné se

podafilo ur¢it 98,32% jedincu.

Tab. 18: Klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza druhd S. alnifrons, S. eximia a S. gemella.

Zarazeno k druhu
Druh: S. alnifrons  S. eximia S. gemella Celkem
S. alnifrons 26 0 1 27
96,3 0 37 100
S. eximia 1 63 0 64
1,56 98,44 0 100
0 0 28 28
S. gemella
g 0 0 100 100
Chybné zarazenych (%) 3,7 1,56 0 1,68

Pti zpétné kontrole dvou nespravné zafazenych jedinci (A4 u S. alnifrons a E115 u S. eximia)

nebyly nalezeny vyraznéjsi odchylky od ostatnich jedincti druhu, u vzorku A4 se vyskytly

krats$i kali$ni listky (v16) a krat$i malvice (v13), u vzorku E115 byl nalezen vétsi pomér mezi

délkou ¢epele / délce Fapiku (v23), nejde vsak o znaky tésné korelované s kanonickymi osami.

Vzhledem k uddvanym morfologickym rozdilim populaci S. eximia v Ceském krasu

(resp. rozdilu populace Koda ostatnich populaci v Ceském krasu) byla provedena dal3i CDA a

klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza. Byly pouzity pouze dvé& skupiny (1. populace Koda, 2.

ostatni populace v Ceském krasu). Z obrazku 41 je jasné patrné, Ze populace na Kod¢ se

vyrazné¢ oddélila od ostatnich populaci znakem v8 —
hloubka zafezu mezi 2. a 3. lalokem, ktery je
korelovany s osou Canl (0,7557). Pro ovéfeni daného
vystupu byla provedena dal§i modifikace analyz, ve
které jako skupiny vystupovaly jednotlivé populace
S. eximia (viz obr. VI10). Vysledek byl prakticky
analogicky, populace na Kod¢ se vyrazné oddélila od
vSech ostatnich populaci znakem v8 — hloubka zafezu
mezi 2. a 3. lalokem (0,7527), zbylé populace (Doutnaé
a Pavi hora vs. Haknova a Plesivec) se oddélily na
zéklad¢ nejtésnéji korelovaného znaku v23 - délka
Cepele / délka fapiku (-0,5015). Tato korelace neni
vyrazné té€snd v porovnani s korelacemi v tabulce 17,
oddéleni populaci lze tedy chapat spiSe jako trend

nikoliv jako jasny znak.

Tab. 19: Kanonické korelaéni koeficienty
analyzy S. eximia. Tutné jsou oznaCeny

znaky (spolu s odpovidajicimi
kanonickymi koreladnimi koeficienty)
pouzité v klasifika¢ni analyze.

Kadd Canl Kdéd Canl
v4 0.202985 |v18 -0.074354
vb 0.054297 v19 -0.252032
v6 0.462207 |v20 0.087242
v7 0.048120 |v21 0.106079
v8 0.755762 [v22 0.209341
v9 -0.098753 |v23 -0.383647
vi0 [ -0.019607 (v24 0.143138
vi1 | 0.277527 |v25 0.216535
vi2 | 0.131591 [v26 -0.124797
vi3 [ 0.197034 |v27 0.523079
vi4 | 0.619830 |v28 0.585470
vi5 | 0.042914 (v29 -0.311711
vi6 | 0.651426 |v30 -0.378593
v17 | 0.328333 [v31 -0.255807
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Provedena klasifika¢ni analyza s vybranymi znaky (viz tuéné oznacené v tabulce 19; k

= 17) ur€ila moznost rozdéleni
S. eximia do dvou skupin s 96,87%
pravdépodobnosti  (viz tab.  20).
Vysledky potvrzuji dfivéjsi domnénky
(Jankun et Kovanda 1987), zZe
populace Koda je od zbytku populaci
S. eximia  odliSnd  prdvé  mensi

hloubkou zafezu laloku listu.

Tab. 20: Klasifika¢ni analyza populaci S. eximia

Zarazeno k populaci
Z populace Koda p(g;ffl‘;“c' | Celkem
Koda 140% 8 14050
Ostatni populace 1 0?53 8 317 11090
Chybné uréenych (%) 0 10,53 3,125

- B

Obr. 41: Kanonickd diskrimina¢ni analyza
S. eximia (populace Koda vs. zbyvajici populace

v Ceském krasu).
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Obr. 42: Graficky vystup z CDA jednotlivych populaci S. eximia ilustrujici oddéleni
populace Koda (modra srdce) od ostatnich populaci (Pavi hora a Doutnaé— hnédé
kosoctverce, Haknova — Zluté listy, PleSivec - fialové krize.

Pii CDA populaci S. bohemica — dalsi druh s vét$im poctem populaci (obr. 43) -

nebylo Zadné oddéleni urcité populace pozorovano.

Obr. 43: Graficky vystup z CDA osmi populaci S. bohemica — zadna z populaci neni
Jjasné€ morfologicky oddé€lena od ostatnich. Populace: Bore¢ — fialova, Lovo§ — modra,
Oparenské udoli — zluta, Dubice — Vyslunni — hnéda, Debus — rizova, Hlinna — zelena,
Sebuzin — Deblik — ervena, Sebuzin — Krkav¢i skala — ¢erna.
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Vliv fenofazi

Vzhledem k tomu, Ze v analyzach byla vyuzita data zriznych fenofazi (znaky na
kvétech i na plodech), byly provedeny vsechny analyzy jak pro kvetouci jedince (listy a
kvéty) tak pro plodné rostliny (listy a plody). Cilem bylo nalézt nejvhodnéjsi fenofazi ke
sbéru jefabu.

K odliseni S. sudetica, S. quernea, S. hardeggensis postaduji pouze znaky na listech a
plodech, jednozna¢na determinace ostatnich druhi jiz vyZaduje hodnoceni jak kvetoucich, tak
plodnych exemplari. Pri klasifika¢ni analyze oddé€lujici S. rhodanthera a S. bohemica od
zbytku souboru (viz obr. 38 a tabulka 13) byl zji§tén rapidni pokles spravné uréenych jedinct
pfi pouziti znaku z listti a plodii (91,45%), z listii a kvéti (89,81%) a pouze z listti (80,93%)
oproti vybranym, s kanonickymi osami nejtésnéji korelovanym, znakiim z celého souboru
(98,36%, viz tabulka 14). Tabulka 21 ukazuje vysledky jednotlivych klasifika¢nich analyz.

Tab. 21: Porovnani vysledki klasifikadnich analyz vybranych znakt dle fenofazi.
Celkové procento chybné urenych jedincii je zobrazeno tu¢né.

Znaky na listech Zafazeno k druhu
Z druhu S. rhodanthera S. bohemica Ostatni Celkem
S. rhodanthera 51 2 4 57
89,47 3,51 7,02 100
S. bohemica 2 107 2 111
1.8 96,4 1,8 100
Ostatni 29 19 88 136
21,32 13,97 64,71 100
Chybné uréenych (%) 10,53 3,6 35,29 19,07
Znaky na listech a kvétech Zarazeno k druhu
Z druhu S. rhodanthera S. bohemica Ostatni Celkem
S. rhodanthera 57 0 0 57
100 0 0 100
S. bohemica 1 108 2 111
0,9 97,3 1,8 100
Ostatni 1 27 108 136
0,74 19,85 79,41 100
Chybné uréenych (%) 0 27 20,59 10,19
Znaky na listech a plodech Zafazeno k druhu
Z druhu S. rhodanthera S. bohemica Ostatni Celkem
S. rhodanthera 55 0 2 57
96,49 0 3,51 100
S. bohemica 1 108 2 111
0,9 97,3 1,8 100
Ostatni 17 4 115 136
12,5 2,94 84,56 100
Chybné uréenych (%) 3,51 2,7 15,44 8,55
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Taxonomicky nejasné populace
Do analyz byly zahrnuty i morfologicky vyhranéné populace Knobloska a Mila, které
se vyskytuji v Ceském stfedohofi. CDA s geograficky nejbliz§im S. bohemica je zachycena na

obr. 44.

v1 . . ooo s 000

Obr. 44: CDA S. bohemica (fialové trojuhelniky), a populaci Knobloska (modré
étverce) a Mila (Cerné kruhy). Jednotlivé osy vysvétluji 88,53% a 11,47% variability.

S. bohemica je od obou populaci oddélen osou Canl, se kterou je nejtésnéji
korelovany znak v13 — délka malvic (0,9279), S. bohemica ma vyrazné krat$i malvice.
Naopak pivodné uvazovany znak v8 — hloubka zafezu mezi 2. a 3. lalokem se neukazal byt
vhodnym znakem k diskriminaci S. bohemica od obou populaci (-0,1013). Tento znak je ale
nejtésnéji korelovany s osou Can2 (0,7372) a oddéluje od sebe vzajemné tyto dvé populace

(populace Knobloska ma mél¢i zarezy laloku).
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Molekularni analyzy

Metodika

Vzorky pro molekuldrni analyzy byly sbirdny vroce 2004 a 2005 zpfedem
oznaCenych a cytometricky ovérenych jedinci. Pfedchozi vybér jedinci byl provadén
s dirazem na ndhodnost sbéru, u malo pocetnych populaci (pod 5 exemplafi) byli sebrani
vSichni jedinci. Do studie byly zahrnuty dvé nové objevené populace hybridogennich jefabi
(populace Knobloska a populace Mild). Potencialni rodi¢ovské druhy (pokud se v populaci
vyskytovaly) byly taktéz sbirany. S. chamaemespilus jako rodiCovsky druh S. sudetica se na
azemi CR nevyskytuje, byly proto pouzity sbéry z Nizkych Tater (Salatin; Slovensko).

Celkovda DNA byla izolovana zpletiva mladych listd (cca 2 cm?) dostateéné
vysuSenych v silikagelu (Penta) za pouziti standardni metody CTAB dle Doyle et Doyle
(1987) s mirnymi modifikacemi (Pfosser et al. 2005). DNA byla rozpusténa v 200 pl 1x TE
bufferu, koncentrace byla fotometricky zméfena (resp. odhadnuta jako pomér absorbance
Az60/A280 pomoci Biophotometeru; Eppendorf) nafedéna na cca 5 ng/ul pro dalsi pouziti
v PCR reakcich.

Samotna metoda zjiStovani polymorfismu mikrosateliti je analogicka klasické PCR
(Scribner et Pearce 2000), s tim rozdilem, Ze u mikrosatelitii se pracuje s krat§imi ¢asovymi
useky v jednotlivych krocich PCR reakce (oproti klasickym PCR primerim jsou zde
amplifikovany o fad kratsi fragmenty (asi 100-350bp), takze doba elongace miize byt velmi
kratkd; viz déle) Jde o namnoZeni mikrosatelitového useku DNA pomoci specidlné
vyvinutych primert. Primery je nutné, vzhledem k jejich zna¢né variabilité, vyvijet specialné
pro urcity okruh taxont. V této praci byly vyuzity mikrosatelitové primery vyvinuté specidlné
pro rod Sorbus (Oddou-Muratorio et al. 2001, Nelson-Jones et al. 2002) a Malus

(Gianfranceschi et al. 1998). Seznam primert a jejich parametry pfinasi tabulka 22.
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Tab. 22: Prehled pouzitych SSR primert a jejich zakladni charakteristiky (sekvence, fluorescenéni oznaceni,
rozsah velikosti amplifikovaného fragmentu, typ repetitivni sekvence, teplota annealingu). * - Typ repetitivni
sekvence nebyl publikovan.

Rozsah
Fluor velikosti T
Lokus Sekvence b * | bp/typ |annealingu Citace
arva IR 0,
repetitivni|  (°C)
sekvence

Mss1 ATGTTCGGTAGTCATCCCCT 6FAM | 132-188 55 Oddou-Muratorio et al. 2001
IGCTCAGATAGCCACTCCCC GA

MssS (CCCCAACAACATTTTTCTCC HEX 112-136 48 Oddou-Muratorio et al. 2001
CCTCTCGCTCTTTGCCTCT GA

CHO02D11 [AGCGTCCAGAGCAACAGC NED 102-186 56 Gianfranceschi et al. 1998
AACAAAAGCAGATCCGTTGC AG

CHO1H10 [TGCAAAGATAGGTAGATATATGCCA | HEX 68-120 55 Gianfranceschi et al. 1998
AGGAGGGATTGTTTGTGCAC AG

Mss6 ICGAAACTCAAAAACGAAATCAA HEX | 214-294 55 Oddou-Muratorio et al. 2001
ACGGGAGAGAAACTCAAGACC GT=CA

Ms6g CGGAGGGTGCTGCCGAA HEX | 116-164 49 Nelson-Jones et al. 2002
GCCCAGCCCATATCTGCT *

Msl14 CGCTCACCATCGTAGACGT 6FAM | 84-286 48 Nelson-Jones et al. 2002
ATGCAATGGCTAAGCATA *

Pfed vlastnim zahdjenim PCR byla testovana teoretickd moznost pouziti jednotlivych
primert v multiplexech (vice primerti v jedné PCR reakci, diky némuz dojde k uspofe financi
i ¢asu) pomoci programu Fast PCR (ver. 3.6; Kalendar 2005), ktery pracuje se sekvencemi
jednotlivych primerti a dokaze odhalit ptipadny vznik primerovych dimerti. V kombinaci
s uddvanymi velikostmi fragmenti (Oddou-Muratorio et al. 2001, Robertson et al. 2004a,
2004b, Nelson-Jones et al. 2002, A. Robertson, ust. sdél.) a rozdilnym fluorescenénim
oznacenim byly sestaveny tyto multiplexy: Multi I: Mssl + Mss6 + CHOIHI10, ptipadné
pouze Mssl + Mss6 a Multi II: Mss5 + Ms6g. Ostatni primery (Ms14, CH02D11, pfipadné
CHOIH10) byly pouzity v samostatné PCR reakci. Usp&snost amplifikace byla na po¢atku
testovana na deviti fluorescenéné neznadenych primerech (Invitrogen). Slo o primery
uvedené v tabulce 22 a dale o Mss16 a 1204-05 (Oddou-Muratorio et al. 2001, Nelson-Jones
et al. 2002). Nasledn¢ bylo pro kone¢nou vizualizaci analyz 7 vybranych, dobfe
reprodukovatelnych primert pii vyrobé fluorescenéné oznageno (Applied Biosystems).

Byla provedena standardni PCR, modifikovana dle Robertson et al. (2004a). Jedna
PCR mikrozkumavka obsahovala (pfiprava jako mastermix pro vice vzorki):

8,6 ul dd H20
2 ul 10x PCR Buffer Jumpstart (100mM Tris-HCI, 500mM KCl, 15mM MgCI2; Sigma)
0,4 pul dNTP (po 0,1 ul dATP, dTTP,d GTP, dCTP; 10 mmol/pl)
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0,25 pl primer FORWARD (25 pmol/pl)

0,25 pl primer REVERSE (25 pmol/ul)

0,5 pl (1 unit/pl) Polymeraza (Red Taq Jumpstart; Sigma)

+ pridéno do kazdé zkumavky 40-50 ng zkoumané DNA (5 ng/ul)

Celkovy objem reakce byl 20 pl.

PCR zkumavky byly vlozeny do termocykleru XP Cycler (Bioer) s nasledujicim programem

(tabulka 23):

Tab. 23: Jednotlivé kroky pfi PCR
Poget cyklt Krok Teplota (°C)| Cas
Inicialni denaturace 94 60 s
o Denaturace 94 30s
a. Annealing viztab.22 | 4S5s
A Elongace 72 45s
Zavéretna elongace 72 15 min

Po amplifikaci byly produkty naneseny na 1 — 1,8 % agarosovy gel (agarosa;
Amresco, 1x TAE pufr) a provedena elektroforéza v 1x TAE pufru pfi 100 V. Gel byl po
vyjmuti z pufru ihned vyfotografovan pod UV svétlem (systém Kodak Gel Logic 100).
Dostate¢né¢ amplifikované vzorky (viz napf. obr. 45) bylo nutné z produkti presrazet
(odstranéni zbytku polymerdzy, primerti a dalSich necistot; od kazdého primeru 1pl

amplifikovaného produktu) pomoci octanu sodného (CH;COONa) a ethanolu.

Obrazek 45: Zreteln¢ amplifikované fragmenty pomoci mikrosatelitovych
primerti Mss1 a Mss6.

Vzhledem k tomu, Ze délka dinukleotidovych mikrosatelitii se mtze lisit uz o pouhé 2
baze, byla zavéreéna vizualizace provedena pomoci fluorescenéné zna¢enych primerii na

sekvenatoru 3100 Avant Genetic Analyzer (Laboratof sekvenace DNA PiF UK).
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Amplifikované fragmenty byly diky pouziti tfi fluorescenénich barev (viz tabulka 22)
slou¢eny do dvou bé€hii fragmentaéni analyzy: Multi I: Mss1 + Mss6 + CHO1H10 + CH02D11
a Multi II: Ms14 + Mss5 + Ms6g. Pied nanesenim na sekvenator bylo ptidano 10 ul HiDi
formamidu a GeneScan—500 ROX size standard (20:1) (Applied Biosystems). Analyza
probéhla s pouzitim polymeru POP-4 ve 36 cm kapilafe. Data ziskana ze sekvenatoru byla
zpracovéana v programu GeneMarker Demo (ver. 1.42; SoftGenetics), skérovany byly pouze
histogramy se zfeteln€ ,mikrosatelitovym® pattern (viz obrazek 46). U vétSiny
mikrosatelitovych analyz se vyskytuji tzv. ,stutter bands“, coz je zebticek fragmentu, ktery je
oproti primarni alele krat3i a jehoz intenzita smérem k primarni alele vzrista (Scribner et
Pearce 2000). Jsou povaZovany za nasledek sklouznuti fetézce nespravnym parovanim
nukleotidi béhem replikace DNA, od primarni alely se nejcast€ji liSi mnohem mensi
intenzitou. PFi pfitomnosti stutter bands byl skérovan jen fragment s nejvyssi intenzitou a
nejvEtsi velikosti. Dal§im problematickym bodem pfi zpracovani mikrosatelitového pattern je
tzv. +A efekt. Jeho podstatou je pfidavani jednoho nukleotidu (nej¢astéji dADP) na 5’konec
syntetizovaného fetézce béhem PCR. Vznikaji tak fragmenty, které jsou o jednu bazi delsi nez
primarni alela, lze je odhalit diky velmi slabé intenzité. Skérovany byly tedy jen
nejintenzivnéj$i fragmenty; malo intenzivni, o jednu bazi del$i fragmenty nebyly brany

Vv potaz.

Analyza dat

Klasickd mikrosatelitovd data ziskanda analyzou diploidnich organismi lze
vyhodnocovat jako kodominantni markery (napf. jako allozymy). VétSina hybridogennich
druhid rodu Sorbus je vSak polyploidnich. Zasadni tskali pfi vyhodnoceni mikrosatelitovych
markerii u polyploidnich organismil nastadva ve chvili ureni genotypu jedince, ktery nelze
jednozna¢éné determinovat (Markwith et al. 2006). Skoruje-li se mikrosatelitovy pattern napt.
u tetraploida, je mozné nalézt jednu, dvé, tfi nebo Ctyti alely v lokusu. Chybéjici alely (ty,
které chybi do tetraploidniho podtu) se piekryvaji s jinou zobrazovanou alelou. V souéasné
dob€ neexistuje spolehlivy software, ktery by tuto situaci fes$il, napf. udaval chybégjici alely
jako chybéjici data. Nové publikovany program TETRASAT (Markwith et al. 2006), uréeny
pro zpracovani mikrosatelitovych dat polyploidi tuto situaci také nefesi, nebot’ nedovoluje
zadat v€tsi mnoZstvi dat (vice nez 10) s chybé&jicimi alelami. Ziskana data musela byt tedy
zpracovana jako klasické dominantni markery (AFLP, RFLP). Kodominantni mikrosatelitovy
pattern byl proto kédovan jako ,alelické fenotypy* (Becher et al. 2000), tj. z primarni matice

délky jednotlivych fragmentl byla vytvorena bindrni matice (presence/absence jednotlivého
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fragmentu) a dale byla analyzovana technikami vytvofenymi pro dominantni markery. Tento
pristup byl jiz vicekrat vyuzit v obdobnych pracich (Becher et al. 2000). Binarni matice byla
nasledné zpracovana v programu Arlequin ver. 3.01 (Excoffier et al. 2005) procedurou
AMOVA (Weir et Cockerham 1984), v programu SYNTAX 2000 (Podani 2001) procedurou
PCoA s naslednou vizualizaci v programu SAS ver. 8¢ (SAS Institute Inc.) procedurou G3D.
Veskeré vystupy z analyz jsou k dispozici na ptilozeném CDROMu na internetové

strance http://botany.natur.cuni.cz/suda/sorbus/.
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Obrazek 46: Skorovatelné mikrosatelitové pattern na histogramu (vystup
z programu GeneMarker Demo).

Identifikace shodnych alelickych fenotypi

Identifikace shodnych fenotypti (= shodnych, mnohdy netplnych genotypti, viz vySe)
byla realizovana v programu Arlequin ver. 3.01 (Excoffier et al. 2005). Program prostym
porovnanim hleda shodné fenotypy jak v ramci jednoho druhu, tak mezi jednotlivymi druhy.

AMOVA
Analyza molekularni variability (AMOVA) byla provedena pomoci programu

Arlequin ver. 3.01 (Excoffier et al. 2005). Primérni nastaveni programu bylo modifikovéno

ve smyslu chapani rozdéleni analyzovaného souboru na populace (,,samples”) a skupiny
(,,groups*):

1) Pro odhaleni mezidruhové a mezipopulaé¢ni variability byly jako ,,skupiny*

(groups) nastaveny druhy, jako ,,populace” (samples) byly nastaveny u

hybridogennich druhti skute¢né populace, u rodi¢ovskych druhii celé druhy

(kvali malému poétu vzorki rodi¢ovskych druhii z jednotlivych lokalit).
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2) K odhaleni variability mezi skupinami druhti byly jako populace nastaveny
jednotlivé druhy a jako skupiny rozdéleni na hybridogenni a rodiCovské
taxony.

Sledovan byl fixaéni index Fst a procentudlni rozdéleni variability v jednotlivych skupinéch.
Mezidruhové porovnani:

K mezidruhovému porovnani byly vyuzity hodnoty ,,Population pairwise difference
kalkulované programem Arlequin ver. 3.01 (Excoffier et al. 2005), které odpovidaji vazené
Fst statistice pfes vSechny lokusy (Weir et Cockerham 1984). Jde o porovnani indext
odli$nosti (hodnot Fst ) mezi jednotlivymi pary druht. Jako metoda rozdilnosti je uvazovana
»Pairwise difference®. Statistickd vyznamnost genetickych rozdilnosti byla testovéna
permutacemi (3024 permutaci) alel mezi druhy.

Vnitropopula¢ni, vnitrodruhova diverzita

Sledovanym ukazatelem byl celkovy pocet alel a pocet polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi. Tyto hodnoty byl ode¢teny piimo z vysledkii fragmeta¢ni analyzy
jednotlivych druhd, nikoliv z binarni matice). Déle byl uvazovan ,,Average gene diversity
over all loci (AGD; Nei 1987), coZ je pravdépodobnost, Ze dv€ ndhodné vybrané homologni
alely jsou rozdilné. Jako populace (,,samples*) byly pti sledovani vnitropopulaéni diverzity
uvazovany jednotlivé populace hybridogennich druhii a celé druhy potencidlnich
rodi¢ovskych druhi. Pfi sledovani vnitrodruhové diverzity byly jako populace (,,samples*)
chapany celé druhy.

Analyza hlavnich koordinat

Ze sekundarni matice dat (binarni data jednotlivych alel) byl vytvofen datovy soubor pro
program SYNTAX (Podani 2001). V tomto programu byla provedena analyza hlavnich
koordinat (PCoA) s vyuZitim Jaccardova koeficientu podobnosti bez standardizace.

Soufadnice ziskané z prvnich tii os byly vizualizovany procedurou Gplot v programu SAS 8e.
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Vysledky molekularnich analyz

Vystupem z fragmentacni analyzy na kapilarnim sekvenatoru byly soubory s riznymi
délkami fluorescencné oznacenych fragmenti (viz obrazek 47). Jednotlivé délky fragmenti
viak byly odecitany ze skoére fragmenti pomoci programu GeneMarker (ver. 1.42,
SoftGenetics). Celkova matice vSech alel zjisténych fragmentacni analyzou je v elektronické
ptiloze IV. Tato matice byla prevedena do binarni matice, kterd je soucasti elektronické

prilohy V.

Mss1 H10 Mssé D

|E 115

1
{
|
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!
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Obr. 47: Ukazka 4 lokusi u tfi vybranych jedinci (vystup z programu
GeneMarker). Z ukazky jsou jasné patrné rozdily mezi druhy (S. eximia - stopa
E115 a E90 vs. S. alnifrons - stopa A13), ale také mezi populacemi S. eximia
(Haknova — stopa E115 vs. Koda — stopa E90).

Analyza hlavnich koordinat (PCoA)

Vysledek analyzy hlavnich koordinat (PCoA) vSech vzorki (programem SYNTAX
2000; Podani 2001) vizualizovany do 3D podoby procedurou G3D a Gplot (v programu SAS,
SAS Institute) pfiblizuje obr. 48. Dal$i analyzy byly provedeny pouze s rodi¢ovskymi (obr.
51) a pouze s hybridogennimi druhy (obr. 52).V nasledujicich obrazcich jsou pouzity

nasledujici symboly pro jednotlivé druhy jefabui:

S. alnifrons S. quernea

S. bohemica O S. rhodanthera
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Obr. 48: Graficky vystup z PCoA vsech vzorki hybridogennich a rodi¢ovskych druhi.

Jednotlivé osy vysvétluji 12,85%, 10,09% a 9,72% variability.

V této analyze se jasné¢ vymezily nékteré hybridogenni druhy (napt. S. rhodanthera,

S. alnifrons, S. sudetica, S. quernea) oproti predpokladanym rodicovskym druhiim (shluk

uprostied — S. aria, S. aucuparia, S. danubialis, S. graeca, S. chamaemespilus, S. torminalis).

Pomér pozice rodi¢ovskych a hybridogennich druhd je vSak piekvapujici nebot’ bylo

ocekavano, ze rodi¢ovské druhy budou rozmistény v extrémnich polohach grafu a mezi nimi,

budou lezet hybridogenni druhy. Pfi vypusténi rodi¢ovskych druhti ze zobrazeni v programu
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SAS (obr. 49-52) je zfejmé, Ze jednotlivé hybridogenni druhy jsou od sebe oddéleny a tvofi
samostatné shluky, tj. mezidruhova variabilita pfevazuje nad variabilitou vnitrodruhovou.
Vyraznéjsi vnitrodruhovou variabilitu vykazuje pouze S. eximia, S. sudetica a S. bohemica

(viz dale).

Obr. 49 a 50: Graficky vystup z PCoA hybridogennich a rodi¢ovskych druhti jefabt
(bez zobrazeni rodi¢ovskych druhii). Jednotlivé osy vysvétluji 16,51%, 13% a 12,11%
variability.
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Obr. 51: Graficky vystup z PCoA potencialnich rodi¢ovskych druhd. Jednotlivé osy
vysvétluji 8,44%, 7,47% a 5,52% variability.

.......

Obr. 52: Graficky vystup z PCoA hybridogennich druhii. Jednotlivé osy vysvétluji
16,51%, 13% a 12,11% variability.
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Daéle byla provedena analyzy hlavnich koordinat rodi¢ovskych druhti (obrazek 51)
V porovnani s posledni analyzou pouze hybridogennich druhd (obrazek 52) lze ilustrovat
vys$8i vnitrodruhovou variabilitu nalezenou u rodi¢ovskych druhii. Oproti rodi€ovskym

wewr

neziidka prekryvaji (sdileji stejné alely, napt. S. alnifrons, S. rhodanthera).

Identické alelické fenotypy

Prvnim vysledkem analyzy dat v programu Arlequin ver. 3.01 (Excoffier et al. 2005)
byla analyza spole¢nych fenotypu (celkové sady alel jedince). Ve vstupnim souboru dat byly
nalezeny sdilené fenotypy pouze mezi jedinci téhoZ druhu, nikoliv mezi jedinci riznych druht
ani mezi hybridogenni a sexualni skupinou (viz elektronicka pfiloha VI). Bylo nalezeno velmi
malo unikétnich alel rodiovskych druhii sdilenych s hybridogennimi. Nalezeny byly pouze u
S. quernea (napf. shodny fragment se S. aucuparia 116 u lokusu CH02D11; fragment 102 u
lokusu CHOIHI0 shodny se S.aria) a S. sudetica (napf. shodny fragment se
S. chamaemespilus 218 a 284 u lokusu Ms14, 136 u lokusu Mss5, 156 a 162 u lokusu Ms6g).
U S. torminalis byla nalezena jedina unikatni alela spolecna se S. bohemica a S. rhodanthera

(fragment 118 u lokusu Ms6g).

AMOVA
Vysledek analyzy molekuldrni variability populaci jednotlivych druhi (AMOVA)

uvadi tabulka 24:

Tab. 24: Vystup analyzy AMOVA z programu Arlequin pro porovnani populaci
jednotlivych druhii r. Sorbus.

. Suma | Varianéni | Procento
Zdroj variability d.f ¢tvercli |componenty| variability
Mezi druhy 15 481,734|2,32066 va| 57,00
Mezi populacemi uvnitf druhli 18 56,987 (0,43945vb| 10,79
Uvnitf populaci 165 [216,304|1,31093vc| 32,20
Celkem 198 [755,025| 4,07103
Fsr: 0,67799

Jako ,,skupiny* (groups) byly ve vstupnim souboru nastaveny druhy jefabi, jako
»populace* (samples) u hybridogennich druhi jejich skute¢né populace, u rodi¢ovskych druhii
byly vSichni jedinci zahrnuti do jediné spole¢né populace. Z hodnot miizeme odvozovat, Ze na
celkové variabilité se variabilita mezi jednotlivymi druhy podili nejvice (57%), variabilita
populaci v ramci jednotlivych druht je nizka (10,79%) a variabilita uvnitf jednotlivych

populaci je stfedné vysoka (32,20%). Podobnost mezi jedinci v ramci populaci vzhledem
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k ostatnim jedincim v celém souboru (Fst) = 0,67799 (p = 0,0000). Fcr (mira podobnosti
mezi vzorky v ramci druhu vzhledem k vzorkiim z celého souboru) je 0,56481 (p = 0,0000).
O uroveni vyse, tj. jako ,,populace” budeme chapat druhy a jako ,,skupiny* rozdéleni

na hybridogenni a rodi€ovské druhy. Vysledky zachycuje tabulka 25.

Tab. 25: Vystup analyzy AMOVA z programu Arlequin pro porovnani druhi

- Suma | Varianéni | Procento
Zdroj variability d.f étvercli | componenty | variability
Mezi skupinami 1 17,075 (- 0,29871va| -7,69
Mezi druhy v rdmci skupin 14 464,659| 2,69403 vb 69,28
Uvniti druht 183  1273,291| 1,49339 vc 38,40
Celkem 198 |755,025| 3,88871
Fsr: 0,61597

Nejvyssi variabilita byla nalezena mezi druhy (69,28%) v ramci definovanych skupin
(hybridogenni vs. sexuélni druhy), niz§i uvnitt druhti (38,40%). Podobnost mezi druhy
v ramci skupin relativné ke v§em vzorkim (Fst = 0,61597, p = 0,0000; Fcr = -0,07681, p =
0,9888) je mirn¢ nizsi nez Fst mezi populacemi (tj. je vétsi podobnost (korelace) mezi jedinci
vramci populaci vzhledem k ostatnim jedinctim v celém souboru nez podobnost jedincti
viech v druhu vzhledem k ostatnim jedincim v celém souboru. Fcr zde predstavuje
podobnost v ramci skupin (hybridogeni vs. rodi¢ovské) vzhledem k celému souboru, je vSak
statisticky neprikazné.

Zajimavé vysledky poskytuje mezidruhové porovnani (jako ,,populace” jsou zde
chapany jednotlivé druhy, jako dv¢ ,,skupiny* jsou chapany hybridogenni a sexudlni druhy)
genetické rozdilnosti. PFi ,,Porovnani part populacnich vzorki*“ (Comparisons of pairs of
population samples; jako populace jsou zde druhy!) dostdvame matici rozdilnosti mezi
jednotlivymi druhy (Population Pairwise difference; odpovidd vazené Fsr statistice pfes
viechny lokusy; Weir & Cockerham 1984). Tato data je mozné pouZzit k rekonstrukci
potencidlnich rodi€ovskych druhti. Vysledek ukazuje tabulka 26, shrnutim nejpodobnéjsi
druhti tabulka 27 a statisticka prikaznost jednotlivych parovych porovnani (o = 0,05; viz
elektronicka pfiloha VII). U vétsiny hybridogennich druhl ve vztahu k rodi¢ovskym vysel
vysledek prikazny (kromé S. graeca, kde byl k dispozici jen jeden exemplar). V porovnani
s literarné uvadénymi rodi¢ovskymi kombinacemi zde byly zjiStény mirné rozpory:

1) S. aria jako nejbliz8i rodi¢ovsky druh misto uvadéného S. danubialis u S. alnifrons,

S. bohemica a S. gemella.

2) S. danubialis jako rodi¢ovsky druh u S. hardeggensis, misto uvadéného S. aria
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‘vwr

(S. aucuparia je az Ctvrty v poradi).
Zjisténa byla znacna blizkost S. aria a S. danubialis, coz by mohlo vysvétlovat prvni a druhy
rozpor uvedeny vySe (S. danubialis je u druhd, uvadénych v bodé 1 a 2, tfeti v poradi

podobnosti, rozdil mezi blizkosti S. aria a S. danubialis je u téchto druhii velmi maly).
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Molekulami analyzy

Variabilita v ramci populaci:

Sledovanym ukazatelem byl pocet polymorfnich lokusti (byly uvaZovany skute¢né
mikrosatelitové lokusy a nikoliv polymorfie v binarni matici) a ,,4dverage gene diversity*
(AGD; Nei 1987). U vétSiny hybridogennich populaci (viz tabulka 28) tato hodnota vysla
velmi nizké (0,01), ¢asto tedy o fad niz$i v porovnani s rodi¢ovskymi druhy. Zvysena hodnota
u n€kterych populaci hybridogennich druhii (napf. u lokality Hlinna (S. bohemica) a Plesivec
(S. eximia)) je zplisobena malym poctem exemplaid z populaci ve vztahu k po¢tu nalezenych
polymorfnich mist. Problematickymi jsou dvé populace S. hardeggensis a S. sudetica.
Prekvapivé jsou nizké hodnoty AGD u S. torminalis. Pocet polymorfnich lokusti je u vétsiny
populaci hybridogennich druhli velmi nizky, naopak u rodi¢ovskych druhii je vysoky (viz
tabulka 28).

Tab. 28: Vnitropopulagni variabilita hybridogennich druhi v porovnani
s rodi¢ovskymi druhy. N — poéet jedincii, Celkovy pocet alel — pocet alel, které byly
skérovany, AGD - pravdépodobnost, Ze dvé ndhodné vybrané homologni alely jsou
rozdilné, S.E. standardni chyba AGD.

. Poctet Average
Druh Populace N C:thovlyl polymorfnich geng S.E
pocetalel " lokusu | diversity

S. alnifrons Templstejn 20 13 3 0.005335 | 0.005828

S. bohemica Bore¢ 11 15 2 0.005978 | 0.006519
Lovo$ 11 13 1 0.002491 | 0.003917
Opérno 3 13 0 0.005291 | 0.006599
IVysluni 3 13 0 0 0
Debus 4 13 0 0 0
Hlinna 2 7 1 0.027397 | 0.033555
Deblik 6 13 1 0 0
Krkavei skala 5 13 1 0 0

S. eximia Koda 12 11 1 0.002405 [ 0.003011
PleSivec 2 11 2 0.041096 | 0.047453
Haknova 5 10 0 0 0
Pavi hora 3 10 0 0 0

S. gemella Konétopy 10 16 3 0.017989 | 0.012184

S. hardeggensis Ledové sluje 3 16 5 0.058201 | 0.046795
Hardegska stran 2 11 3 0.047619 | 0.051434

S. quemea Jabloiika 7 16 4 0.031746 | 0.020654
Bila skala 5 16 3 0.031746 | 0.02226

S. rhodanthera Manétin 15 12 1 0.001058 | 0.001867

S. sudetica [Vapenna 4 20 2 0.029101 [ 0.022113
Zulova 3 17 2 0.021164 | 0.018995
Néavorska jama 5 21 2 0.010959 | 0.010913
Schustlerova jama | 2 20 5 0.039683 | 0.04347
Certova zahradka | 3 21 5 0.042328 | 0.034919
Certova rokle 2 20 4 0.087302 | 0.091184
Pec p. SnéZkou 1 16 0 0 0
Zlaté navrsi 1 14 0 0 0

Knobloska Knobloska 3 16 3 0.047619 | 0.038881

Mila Mila 7 14 3 0.032502 | 0.021081

S. aria 9 54 7 0.145503 | 0.080982

S. aucuparia 5 33 7 0.125397 | 0.07914

S. danubialis 8 34 7 0.105442 [ 0.060561

S. graeca 1 15 0 0 0

S. chamaemespilus 2 20 5 0.079365 | 0.083239

S. torminalis 15 43 7 0.097657 | 0.052417
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Molekulami analyzy

Variabilita v raimci druhu:

Pti porovnani celych druhii jsou brany v potaz vSechny populace daného druhu
dohromady (jako ,,populace* je zde bran druh). Opét zde nalézame (viz tabulka 29) zvysené
hodnoty AGD u S. hardeggensis v porovnani s jednotlivymi populacemi, u S. sudetica je

AGD oproti jeho extrémnim populacim sniZena.

Tab. 29: Mezidruhova variabilita hybridogennich a rodi¢ovskych druhii. N — pocet jedinci,
Celkovy pocet alel — pocet alel, které byly skérovany, AGD - pravdépodobnost, ze dvé
nahodné vybrané homologni alely jsou rozdilné.

Druh N |Celkovy pozetalel| POt I‘:)‘,’('zg:.f”"'m A"Zﬁgfsgf“e SE

S. alnifrons 20 13 3 0.005335 0.005828
S. bohemica 11 18 3 0.010184 0.008529
S. eximia 12 17 6 0.041469 0.023263
S. gemella 10 16 3 0.017989 0.012184
S. hardeggensis 3 19 5 0.063492 0.041594
S. quemea 7 18 6 0.033911 0.020343
S. rhodanthera 15 12 1 0.001058 0.001867
S. sudetica 4 35 6 0.040058 0.022673
,Knobloska“ 3 16 3 0.047619 0.038881
LMila* 7 14 3 0.032502 0.021081
S. ana 9 54 7 0.145503 0.080982
S. aucuparia 5 33 7 0.125397 0.07914
S. danubialis 8 34 7 0.105442 0.060561
S. graeca 1 15 0 0 0

S. chamaemespilus 2 20 5 0.079365 0.083239
S. torminalis | 15 43 7 0.097657 0.052417

Populace jednotlivych hybridogennich druhli vykazovaly vétSinou nizky pocet
polymorfnich lokust, avSak vzhledem k mezipopula¢ni variabilité¢ byl pocet polymorfnich
lokusti pro cely druh vy3$i (napf. u S. bohemica, S. eximia a S. quernea). Naopak u S. sudetica
a S. hardeggensis byl jiz pocet polymorfnich lokusti v populacich vysoky, v rdmci celého
druhu se tedy jiz nezvySil. Vyrazné¢ vysoky pocet polymorfnich lokusi byl nalezen u
rodi¢ovskych druhli, u kterych byl polymorfni kazdy zanalyzovanych sedmi lokusu.
Vyjimkou byly S. graeca a S. chamaemespilus, u kterych byl k dispozici omezeny pocet

exemplara.
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Diskuse

Préce si kladla za cil zhodnotit variabilitu endemickych zastupcti rodu Sorbus v Ceské
republice z riznych hledisek (karyologicka, morfologickd, molekularni variabilita) pomoci
metod, které soucasnad biosystematika nabizi a které diive nebyly k dispozici (pritokova
cytometrie, molekularni markery, mnohorozmérné statistické pristupy). Na zaklad¢ ziskanych
udajii bylo snahou zjistit podrobnosti o evoluéni historii, probihajicich mikroevolu¢nich
procesech. Vystupy ze studie mohou byt pouzity k taxonomické revizi, piipadné k aplikaci
v ochranafské praxi.

V predkladdané préci byla vyuzita perspektivni metoda priutokové cytometrie, kterd je
vhodna k hodnoceni karyologicky obtizn¢ hodnotitelnych taxonti a umoziiuje zpracovat velké
mnozstvi materidlu za relativné kratkou dobu (Dolezel 1997). Sou¢asti cytometrickych analyz
bylo i ovéfeni vybranych jedinct karyologicky, coz zvySuje vérohodnost studie oproti studiim
ptedchozim.

V porovnani s literarnimi daji (Jankun et Kovanda 1988, Kovanda 1996a ) byly
nalezeny vyrazné rozpory ve stupni ploidie hybridogennich taxont S. eximia, S. gemella a
S. rhodanthera. Divodem nesrovnalosti miZe byt fakt, Ze autofi provadéli stanoveni ploidie
v ramci embryologickych pozorovani (pfi stanovovani chromozémovych po¢ti zarode¢nych
vakl a embryi). Zvlasté embrya jsou co se ty¢e ploidie velmi problematicka ¢ast rostliny, coz
ilustruji vysledky studia reprodukénich systémui. Pozorovana variabilita v ploidii embryi (i v
ramci jednoho kvétenstvi nalezena jak triploidni, tak pentaploidni embrya) jasné ukazuje, Ze
se nelze na takto ziskand data uplné spolehnout a nelze je kriticky aplikovat na ploidii celé
rostliny bez ovéfeni po¢ti chromozémi zjinych pletiv, ptipadné jinou metodou (napf.
srovnani vysledk z pritokové cytometrie a karyologickych analyz). Provedené analyzy
ploidie jsou v pfipadé této prace vérohodnéjsi, nebot’ postihuji redlnou situaci u dospélych
jedinct, byly zjistény na reprezentativnim vzorku jedincii a data byla vicestupiiové provéiena
(karyologicky, cytometrické analyzy). Tento metodicky postup je v soucasné dobé jiz
standardem (viz napk. Singliarova 2005). Poprvé byla determinovana DNA ploidie u tfi druhd
— 8. alnifrons, S. hardeggensis a S. quernea. U S. hardeggensis byla zjisténa diploidni DNA
ploidie, coz je vramci hybridogennich jefabii unikum, nepolitdme-li primarni hybridy a
pochybny udaj ,,diploidniho“ S. eximia. Vyvstava tedy otazka, nakolik je S. hardeggensis
hybridogennim taxonem (viz dale). Vnitropopula¢ni variabilita ve stupni ploidie nebyla
nalezena. Dfive udavané rozdily v ploidii u S. eximia (diploidni populace Koda, ostatni

populace v Ceském krasu tetraploidni; Jankun et Kovanda 1988) nebyla potvrzena a vSechny
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populace byly shledany triploidnimi. A¢koliv byli cytometricky provéfeni vSichni nalezeni
jedinci jefabl v populaci Koda (v¢etné potencidlnich rodicovskych druhti S. aria a
S. danubialis), nebyl nalezen zadny diploidni exemplaf. Tiebaze vysledky morfometrické
¢asti jasné€ ukazaly, ze populace Koda se li§i od ostatnich populaci S. eximia vyrazné¢ mensi
hloubkou zafezii mezi laloky listi (fenotypové pfipominajici pfechodny typ mezi S. eximia a
S. aria), nelze vzhledem k vysledkiim studia ploidie vysvétlovat sporné zavéry studie Jankuna
a Kovandy (1988) (zdmé&nou materidlu mirné€ lalo¢natého S. eximia se S. aria s celokrajnymi
listy).

Hybridogenni zastupci rodu Sorbus jsou v zahrani¢i udavani prevazné jako tetraploidi,
prokazanych triploidnich druhi je jen n€kolik (Aldasoro et al. 1998, Kutzelnigg et Silbereisen
1994). Je tedy velmi pozoruhodné, Ze u péti z Sesti hybridogennich jerabti rodicovské
kombinace S. aria s. lat. x S. torminalis byla prokézana triploidni Grovern.

Zcela zasadni vysledky pfineslo studium DNA ploidie u S. aria a S. danubialis. Tyto
taxony jsou udavany jako diploidni (Warburg et Karpati 1968, Kutzelnigg et Silbereisen
1994), vyjimeéné je jako tetraploidni uvadén S. aria (ve Spanélsku; Aldasoro et al. 1998).
V ramci vyzkumu vSak byli nalezeni pouze tetraploidni jedinci S. danubialis (ovéfeno i
karyologicky) a diploidni a tetraploidni jedinci S. aria (karyologicky ovéfeny pouze
tetraploidni cytotypy). Diploidni cytotyp S. aria byl nalezen pouze v Podyji, je tedy mozné
existence urdité geografické diferenciace jednotlivych cytotypi v ramci Ceské republiky. V
Podyji je v$ak situace velice nepiehlednd, komplex S. aria s. lat je zde velmi slozity (kvuli
recentnimu vyskytu S. aria, S. graeca, S. danubialis), témto rodi¢ovskym druhiim jsou dale
morfologicky velmi podobné hybridogenni druhy (ze skupiny S. hybrida, které viak nejsou
morfologicky blizké S. hardeggensis) S. austriaca a S. carpatica. Nalezené ploidie druht
S. aria a S. danubialis nevyvraceji domnénku o vzniku triploidnich a tetraploidnich
hybridogennich druh zpétnou hybridizaci sjednim zrodi¢ovskych druhti (Challice et
Kovanda 1978, Jankun et Kovanda 1987, 1988). Vznikly primarni hybrid (S. forminalis x S.
aria, S. danubialis) teoreticky mohl byt triploidni, pfic¢emz (pokud si zachoval ¢aste¢né
sexualitu nebo alespori fertilni pyl) mohl zpétné hybridizovat se S. aria / S. danubialis a mohl
tak vzniknout triploidni ustaleny hybrid.

Vsechny studované druhy jefabi je mozné povaZovat za hybridogenni taxony (oproti
hybridnim jefabiim maji pocetné bohaté, morfologicky homogenni populace, které tvofi plody
s vyvinutymi semeny, jsou nezdvislé na rodiovskych druzich; Kovanda 1961a, 1999).
S. hardeggensis je diploidni a vykazuje v ramci nalezenych sedmi jedinci (dv€ populace)

vyraznou vnitropopulaéni i mezipopula¢ni variabilitu jak morfometrickou, tak molekularni.
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Ptisludnost jednotlivych exemplart k S. hardeggensis byla oveétena na zéklad¢ konzultace
s pracovniky NP Podyji a porovnianim s typovymi polozkami (WU). Vezme-li se v potaz
nizka denzita jedincl, miZzeme se domnivat, Ze S. hardeggensis bude bliZsi k hybridnim nez
k hybridogennim taxonim. Vzhledem k vysledkim Ize uvazovat tfi moznosti vzniku
S. hardeggensis: 1. - taxon je velmi mlady, k hybridizaci rodi¢ovskych druhi doslo v nedavné
dobg, 2. - jde o pozlstatky dfive hojnéji rozsifeného, polytopné vzniklého taxonu, 3 — jde o
hybridogenni taxon, ktery si zachoval schopnost sexualni reprodukce. Pro prvni z moZnosti
hovofi zvlasté ploidni Groven, vysoka vnitrodruhova a vnitropopula¢ni geneticka variabilita,
avak tuto teorii naruSuje tvorba semen (experimentdlnim vysevem bylo ziskano
Zivotaschopné potomstvo; J. Kucera, ust. sd€l.). Druhou moznost podporuje vysoka
mezipopulaéni geneticka variabilita (vy$$i nez jednotlivé vnitropopula¢ni variability) a nizka
denzita jedincll. Je mozné, Zze dtive byl S. hardeggensis v Podyji mnohem hojnéjsi, v tomto
pfipadé si lze nalezenou genetickou variabilitu vysvétlit bud’ jako polytopni vznik nebo mohla
vzniknout mutace u vice jedinci, ktefi se zachovali. Ke treti variant¢ pfispiva diploidni
trovei a tudiz predispozice k sexudlni reprodukci, vysokd vnitrodruhové a vnitropopulaéni
genetickd variabilita, navic jedinci vznikli z experimentalniho vysevu §tépi (J. Kucera, ust.
sdél.).

Analyza reprodukénich zplsobii je jedna znejnovéjSich metod pouzivanych
v prutokové cytometrii (Matzk et al. 2000). Dovoluje porovnat pomér ploidni irovné embrya
a endospermu a odhalit tak mozZnou variabilitu ve vznikajicim potomstvu. Tato metoda vnasi
novy pohled do studia reprodukénich mechanismi rostlin — umoziiuje studovat potencidlné
vznikajici potomstvo, tj. potomstvo které realn€ vznika v semenech, pfi¢emz ne viechny typy
takto vzniklych potomki lze nalézt v podobé semenaci ¢&i vzrostlych jedincti (dovoluje
odhalit naptiklad potencialni selekci). Cytometrické studium reprodukénich zpiisobli ptineslo
pozoruhodné vysledky.

U S. eximia, S. alnifrons a S. gemella byla nalezena nejen ocekavana triploidni
embrya, ale také embrya pentaploidni. Moznosti vzniku pentaploidniho embrya je vice —
triploidni hybridogenni jedinec miiZe teoreticky tvofit haploidni, diploidni i triploidni gamety.
S ohledem na pentaploidni iroveri embrya ptichazi v iivahu nékolik forem zbytkové sexuality
— 1. - oplozeni haploidni sami¢i gamety neredukovanym tetraploidnim pylem (pyl
tetraploidnich S. danubialis / S. aria), 2. - oplozeni diploidni sami¢i gamety triploidnim pylem
(ztejmé neredukovany pyl hybridogenniho taxonu), 3. - oplozeni triploidni sami¢i gamety
diploidnim pylem (bud’ z hybridogenniho taxonu nebo pravdépodobnéji z tetraploidnich

S. danubialis | S. aria). Vzhledem k soudasné pfitomnosti 3x a 5x embryi se tato varianta jevi
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jako nejvice realistickd (3x embrya — autonomni vznik bez ucasti otcovské rostliny, 5x
embrya — za ucasti 2x pylu). Pravdépodobnosti vzniku funkéniho redukovaného /
neredukovaného pylu jsou u agamospermickych druhi velmi malé (avSak z evoluéniho
hlediska mohou byt dostateéné). U rodu Sorbus odhadoval Zivotaschopnost pylu
hybridogennich taxonu Liljefors (1953), z jeho vysledki vyplyva znaéna sterilita pylu u
vys$$ich ploidnich drovni hybridogennich druht (konkrétné u triploidnich druhi udava 0 -
25% dobre vyvinutého pylu, ktery ale vétSinou viibec neklici).

Na lokalitich druhi svyskytem pentaploidnich embryi rostou sympatricky
hybridogenni druhy a zéstupci potencidlnich rodi¢ovskych druhli — S. aria a S. danubialis.
U ostatnich hybridogennich druhii nebyla pentaploidni embrya odhalena, coz ovSem
nevylu€uje moznost jejich vzniku (ve vybranych analyzovanych semenech se nevyskytovala,
popf. semena byla poSkozena herbivory).

U 8. gemella byla dokonce nalezena pentaploidni embrya v necelé poloving
analyzovanych semen. Obdobna situace nastava napfiklad u druht z podrodu Hieracium
pilosella L., kde i v ramci jednoho tiboru mohou vznikat semena s embryi o vice ploidnich
trovnich (napf. u tetraploidniho H. pilosella vznikaji tetraploidni a pentaploidni embrya;
Krahulcova et Krahulec 2000). Moznost nespravné interpretace histogramt v dusledku
zamény s pentaploidnim endospermem byla vylou¢ena naslednymi cytometrickymi analyzami
jednotlivych semen. Néktera vykazovala pouze triploidni, jind pouze pentaploidni piky, dal$i
piky odpovidajici endospermu nebyly pozorovany. Vzhledem ktomu, Ze jedinci v3ech
studovanych populaci jsou karyologicky jednotni, tj. vyskytuji se pouze jako triploidi,
pentaploidni embrya bud’ zanikaji, nekli¢i, nebo nepfeZiji stddium semenacku. Lze jen
spekulovat, zda tedy nedochazi v populacich k néjaké formé& selekce proti vy$S$im ploidnim
urovnim. Pentaploidni semenacky by tak byly pravdépodobné méné Zivotaschopné, pripadné
méné konkurenceschopné. Nepiimo lze odvodit reprodukéni zplisob na zaklad€ studia
molekularni variability populaci (Robertson et al. 2004b); vychozi pfedpoklad je: nizka
(z4dna) variabilita v rdmci populace = agamospermicky zptisob reprodukce (viz déle).

U hybridogennich druhd dfive uvadény reprodukéni zplsob — pseudogamie — byl
potvrzen pouze u S. bohemica, kde vznikéd triploidni embryo a oktoploidni endosperm.
Endosperm v tomto pfipadé¢ mohl vzniknout z neredukovaného zarode¢ného vaku po oplozeni
diploidnim pylem.

Situace v ploidiich embryii a endospermu je velmi slozita, zv1asté¢ co se ty¢e moznosti

vzniku jednotlivych ploidnich urovni embryi. Je proto tieba se této otdzce dale vénovat.
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Morfologické znaky s naslednym mnohorozmérnym statistickym zpracovanim dat
byly jiz né€kolikrat pouzity pfi studiu morfologické diferenciace jednotlivych druhid rodu
Sorbus (Aas et al. 1994, Aldasoro et al. 1998) a dalSich, obdobné sloZitych
agamospermickych taxont (napt. Alchemilla L., Hieracium pilosella; Travni¢ek 2005, Urfus
2006). Av$ak na tak malé geografické $kale (pouze Ceska republika) a na tak vyrazné
morfologicky blizké taxony nebyl nikdy tento postup aplikovan - Aldasoro (Aldasoro et al.
1998) dokonce tvrdi, Zze na zdékladé morfologickych znakii nelze spolehlivé odlisit
mikrospecie zv1asté v jizni a stfedni Evropé. Morfometrické analyzy tak pfinesly novy pohled
na fenotypovou variabilitu endemickych zastupcii rodu Sorbus. Diky nim lze snadno odhalit i
znaky, které nejsou na prvni pohled zfetelné a umoziiuji eliminovat subjektivni pohled
taxonoma. Vypové€dni hodnotu této a podobnych studii zvySuje jeji snadna
reprodukovatelnost a snadna aplikace postupti na jiné taxony.

Jiz prvni analyzy ke zji§téni struktury v datovém souboru (PCA) jasné oddélily n¢které
vyrazné odli$né druhy — napt. S. sudetica, S. quernea, S. rhodanthera. Lze tedy fici, Ze
v analyze vSech jedinci lze odlisit tfi jasn€ vymezené skupiny taxont — dle rozdilné
rodiCovské kombinace (S. sudetica, S.quernea a ostatni taxony). Nasledné kanonické
diskrimina¢ni analyzy odli$nost téchto druhi potvrzuji, jejich jasnd diferenciace pomoci
redukované sady znakd byla u kazdé kanonické diskriminacni analyzy verifikovana
klasifika¢ni diskriminaéni analyzou. Diskrimina¢ni analyzy jasn€¢ ukazaly, Ze k odlieni
jednotlivych druhl ze skupiny S. latifolia (rodi¢ovska kombinace S. aria x S. aucuparia) je
tieba 10 - 11 znakd. Diky tomuto po¢tu znaki je pak mozné zpétné€ urcit do druhi (pomoci
klasifikaéni analyzy) 90,45% - 98,32% jedinci. Skupina S. latifolia vznikla kombinaci
stejnych rodiovskych druhii, které jsou si morfologicky podobné, aviak geneticky diky
geografické izolovanosti znané vzdalené. K rozeznani jednotlivych, morfologicky blizkych
hybridogennich druhii je tedy zapotiebi relativné rozsahlejsi sada znaki. Podobna situace
nastava i u jinych taxond s retikulatni variabilitou znaki (napf. rod Alchemilla, Rubus).

Vzhledem k tomu, Ze v analyzach byla pouzita data z riznych fenofazi (znaky na
kvétech i plodech), byly provedeny klasifika¢ni analyzy sriznymi sadami znaktu (které
odpovidaji riznym fenofazim) porovnavajici Gspésnosti zafazeni k jednotlivym druhim. Bylo
tim potvrzeno doporu¢eni Kovandy (1999), Ze k uréeni jedinci do druht je tieba pouzit znaki
jak z listd a kvétd, tak i z plodd. S pouzitim znaki (véetné pomérovych) jen na listech bylo u
S. rhodanthera a S. bohemica spravng uréeno jen 80,93% jedinci, s pouzitim znak na listech
a kvétech 89,81% jedinci, s pouzitim znakt na listech a plodech 91,45% jedinct a s pouZitim

vybranych znaki z listt, kvét a plodd dohromady dokonce 98,36% jedinci.
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V diskrimina¢nich analyzach do$lo také k dostate¢nému odliseni dvou populaci
(Knobloska a Mild) od ostatnich jiz popsanych druhi, které bylo potvrzeno molekularnimi
analyzami. Tyto populace si zaslouzi dal§i studium a celkové zhodnoceni procesi
probihajicich v téchto populacich (zpétna hybridizace apod.). Vzhledem k (v soucasné dobé
akceptovanému) trendu v popisovani novych hybridogennich typt jefabti jako mikrospecii
(viz napfiiklad nedavny popis zpétnych hybridi hybridogennich druhii s rodi€¢ovskymi druhy
v Anglii  zji§tény na zékladé¢ studia molekularni a morfologické variability -
S. pseudomeinchii ASHLEY ROBERTSON; Robertson et Sydes 2006) neni mozZno vylougit ani
popsani téchto populaci v budoucnu jako nové druhy. Tuto otazku je v§ak vzhledem ke stéle
nedostatecné prozkoumanosti populaci nutné ponechat otevienou, studium téchto populaci
bude pokracovat. Pro popséni populaci jako novych druhti je vSak nutné znat zvlasté ploidni
troven vech jedincti, genotypovou variabilitu, reprodukéni systém a do jaké miry dochazi
v potomstvu k segregaci. U rodu Sorbus je standardem popisovat jednotlivé geograficky a
geneticky vymezené hybridogenni typy jako mikrospecie (Kovanda 1996a). Je nutné si
uv€domit, Ze kazdy z téchto taxonl vznikl unikatni hybridizaci, ktera se v téZze podob¢ nebude
jiz nikdy opakovat a pokud je stabilizovana pomoci reproduk¢éniho sytému (agamospermie),
ptipadné geografickou izolaci, lze popisovani téchto typi jako mikrospecie povaZovat za
opravnéné (Kraft et al. 1996). Obdobna situace nastdvd u S. eximia. Vzhledem k jasné
morfologické a molekularni diferenciaci populace Koda od ostatnich populaci v Ceském
krasu je nutné uvaZovat o celkovém taxonomickém zhodnoceni tohoto taxonu. Kovanda
(1984) popsal tento druh z vrchu Doutnaé, populace Koda by tedy mohla byt povazovana za
samostatny druh. Pozoruhodné vysledky ptinesly analyzy populace Mila. Tato populace je od
ostatnich taxonti jasn€ morfometricky a molekularné oddélena. V minulosti uvaZzovany ptivod
populace (dalkovy pienos S. rhodanthera na lokalitu, vzhledem ke shodnému znaku —
riZzovym pra$nikim; M. Lepsi, Gst. sdél.) byl vyvracen, ostatni druhy nesdili s populaci Mila
alely. Rizové barva pra$nikii tedy mohla vzniknout nezévisle, vicenasobné€, populace Mila
pravdépodobné vznikla in situ.

Celkové uspésné oddéleni jednotlivych taxond pomoci sady naméfenych znaki lze
pfi¢ist hlavné nizké vnitrodruhové genetické variabilité taxont, ktera bude nejspise zptisobena
pfedpokladanym zptsobem reprodukce (agamospermie), pripadné geografickou izolovanosti

jednotlivych hybridogennich taxonii (zamezeni genovému toku).

Molekularni markery davaji mozZnost detailné nahlédnout do procesti, které probihaji

v populacich jednotlivych druhi a Gcelné tak zhodnotit vSechny stupné variability (od
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vnitropopula¢ni po mezidruhovou) s pfihlédnutim k moznym evoluénim duasledkim. Byly
vyuzity postupy osvédéené v zahrani¢nich studiich, které zkoumaly molekularni variabilitu a
vztahy mezi jednotlivymi druhy rodu Sorbus (Nelson-Jones et al. 2002) a v ramci jedné ze
skupin — S. hybrida (Robertson et al. 2004a, 2004b). Mikrosatelity (simple sequence repeats -
SSRs) jsou v soucasné dob€ jednou znejpouzivangjSich metod k hodnoceni genetické
variability. Lze ji vhodné aplikovat naptiklad k hodnoceni mezidruhové variability (Gaspero
et al. 2000).

Analyzou zakladniho souboru (analyza hlavnich koordinat — PCoA) molekularnich dat
(mikrosatelity — SSR) byla zji$t€na nizka vnitrodruhové variabilita hybridogennich druht
oproti rodiCovskym. Narozdil od rodi¢ovskych druhi byly shluky jednotlivych
hybridogennich druhli vyrazné kompaktngjsi (sdilely ¢ast stejnych alel) nebo se tplné
prekryvaly (jedinci sdileli totoZny mikrosatelitovy fenotyp). Neocekdvané proporcionalni
rozdéleni jednotlivych skupin v grafu (uprostfed rodi¢ovské druhy, krajnich polohach druhy
hybridogenni) lze vysvétlit charakterem vstupnich dat (binarni matice — absence/prezence
alely; statisticka procedura neuvazujici ,,pfibuznost* malo se li§icich délek fragmentu).

Analyzou molekuldrni variability bylo zji§téno nejvyssi procento variability mezi
druhy, jak pfi porovnani populaci jednotlivych druhii (57%), tak pfi porovnani skupiny
hybridogennich vs. rodi¢ovskych druhi (69,28%). Av3ak u posledni analyzy mira
meziskupinové Urovné variability vysla jako zaporné &islo (-7,69%), coZ by znamenalo niZsi
nez nulovou variabilitu! Mimé€ zapornou hodnotu variability autor programu pfipousti
(Excoffier 2006), avsak nikde nedefinuje jak ,mirnd“ miize tato zdpornd odchylka byt.
Doporucuje proto tyto vysledky brat srezervou a povazovat hodnoty za nulu. Zaporné
hodnoty vysvétluje jako moZnou absenci genetické struktury v datech; matematicky -
asociované hodnoty F statistik mohou nabyvat zapornych hodnot a tato zapornost se pak
projevi i ve vyhodnoceni variability. MoZnym vysvétlenim u naseho souboru dat miize byt
$patné ,nadefinovani“ skupin (ovSem jakékoliv jiné varianty skupinového rozdéleni
poskytovaly vyrazng€ horsi - zapornéjsi vysledky). Jinym moZnym vysvétlenim muize byt fakt,
Ze variabilita hybridogenni skupiny je vlastné vysekem variability skupiny rodi¢ovskych
druhi, coZ lze piedpokladat z konceptu rodiovskych / hybridogennich taxonti (geneticky
variabilni rodi¢ovské druhy rozmnoZujici se sexudln¢ a schopny hybridizace vs. ustilené,
apomikticky se rozmnoZujici hybridogenni taxony) a odvodit z prostého porovnani AGD
(Average gene diversity over all loci) druhli ve skupiné hybridogennich taxonl (rozsah

0,0053-0,0634) a ve skupin¢ rodi¢ovskych taxonti (0,0793-0,1455).
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Z vysledné matice Fst parovych vzdalenosti mezi jednotlivymi druhy lze zjistit, Ze
hybridogenni druhy jsou nejbliz§i rodiovskym druhiim, pfevainé¢ odekavané (vlastni)
druhy uveden jiny hybridogenni druh! Avsak mezi rodi¢ovskymi kombinacemi jednotlivych
hybridogennich druhli byly nalezeny ur¢ité rozpory (zvlast€ u S. aria a S. danubialis, které
rodi¢ovskymi druhy u S. quernea). Zéménu S. aria se S. danubialis je mozné snadno vysvétlit
velmi malou genetickou rozdilnosti téchto dvou druhii, kterd se potvrdila i v analyze
mezidruhového porovnani (rozdilnost -0,00480). Absence S. aucuparia mezi tfemi nejbliz§imi
rodi¢ovskymi druhy u S. quernea by mohla byt vysvétlena nejasnymi procesy, které mohly
b&hem evoluce v taxonu probihat (napf. zpétna hybridizace; v n€kterych charakteristikach se
tento taxon podoba S. intermedia, u kterého se uvazuji jako rodie vSechny tfi druhy — S. aria,
S. aucuparia a S. torminalis).

Hybridogenni druhy obsahuji velmi maélo unikatnich rodi¢ovskych alel. Jednim
z vysvétleni mize byt fakt, Ze se nejednd o pfimé potomky hybridii vzniklych po kfizeni
rodiCovskych druhti. Tito hybridi ztejmé dale zpétn¢ hybridizovali s rodi€ovskymi druhy a
mala ¢ast z nich se ustdlila poté, co se u nich vyvinula agamospermie. Podobny zptisob
vzniku taxoni byl dokazan na zéklad¢ studia jefabti ve Velké Britanii (Robertson et al. 2004a)
na zakladé molekuldrnich dat a také v CR na zékladé studia obsahovych latek (Challice et
Kovanda 1978). Potencial pro ¢aste¢nou sexudlni reprodukci ziejmé za ucasti rodi¢ovskych
druhl byl prokazan u S. eximia, S. alnifrons a S. gemella (viz vys$e). Dal§im z vysvétleni
absence unikatnich rodi¢ovskych alel miize byt nepodchyceni molekularni variability rodica
v oblasti vyskytu hybridogennich taxond. Rodi¢ovské druhy maji mnoho riznych alel, av§ak
minimum jich je druhové specifickych. Sdili tak mezidruhové (v ramci rodi¢ovskych druhti)
podobny rozsah alel. U rodi¢ovskych druhti byl zpravidla k dispozici jen omezeny pocet
jedinct, zejména z diivodu jejich fidkého vyskytu v oblastech riistu hybridogennich druhti.
Casta byla situace, kdy v populaci hybridogennich druhti bylo zaznamenano jen nékolik
jedinci rodiCovskych druhti (Casto v podob¢é semenacl), mnohdy vsak chybél jeden z
rodi¢ovskych druhli zcela (napf. u S. rhodanthera), nebo oba rodiCovské druhy (u
S. sudetica). Hybridogenni, agamospermicky se rozmnoZzujici druhy mohou byt teoreticky
kompetiéné zdatnéjsi nez rodi€ovské. Ackoliv trend je u sexualné se mnozicich rostlin opaény
(polyploidni potomci diploidii maji ¢asto snizenou finess; Burton et Husband 2000), lze

uvaZovat o odli$né situaci v pfipadé agamospermie u hybridogennich taxon.
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Vnitropopulaéni variabilita hybridogennich druhi (pocditana jako Average gene
diversity — AGD; Nei 1987) se pohybovala od 0 po 0,0873. Vyssich hodnot vétSinou
dosahovaly malopoéetné populace (nejvyssi hodnota u S. sudetica, populace Certova rokle —
pouze 2 jedinci, kazdy ma jiny mikrosatelitovy fenotyp), vysledky je proto nutné interpretovat
s rezervou. Existuje zde vSak jasny trend — velmi nizka urovein vnitropopulaéni variability u
druhi zndmych pouze z jediné populace (S. alnifrons, S.rhodanthera). Porovnani
mezidruhové variability (AGD) bylo zajimavé;jsi — kolisala u hybridogennich druhti od 0,0053
do 0,0634 a u rodi¢ovskych druhii od 0,0793 do 0,1455. Je patrné, Ze mezi hybridogennimi
druhy se vyskytuji jak agamospermické druhy svelmi nizkou genetickou variabilitou
(S. alnifrons, S. rhodanthera, ptipadn€ S. bohemica) jejichz AGD nedosahuje ani hodnoty
0,01, tak i patrn¢ fakultativné apomiktické druhy (S. sudetica, S. hardeggensis, populace
Knobloska) blizici se svym AGD rodi¢ovskym druhiim. Je otazkou, zda pozorovana
variabilita souvisi se zbytkovou sexualitou (fakultativni apomixie) nebo je mozné diskutovat
polytopni vznik druhu. U S. sudetica i u S. hardeggensis se vyskytuji rizné mikrosatelitové
fenotypy nejen mezi populacemi, ale i v ramci populaci. Jako pravdépodobnéjsi se tedy jevi
pfitomnost zbytkové sexuality, nez polytopni vznik druhu. U S. hardeggensis by jesté
pfipadal v ivahu hybridni plivod — neSlo by tedy o ustdleny hybridogenni druh, ale o
priméarniho hybrida. Molekularni data (sdileni jen n€kterych alel S. hardeggensis se S. aria a
S. torminalis, je vSak velmi pravdépodobné, Ze nebyla zcela podchycena variabilita
potencialnich rodi€ovskych druhi S. hardeggensis) v§ak tuto domnénku ne zcela podporuji,
ackoliv vysledky mezidruhového porovnani poskytuji vyrazn€ nizké hodnoty rozdilnosti mezi
druhy (zde mezi S. hardeggensis, S. danubialis, S. aria a S. torminalis) oproti ostatnim
hybridogennim taxonim (které maji hodnoty cca dvounasobné!). Obdobna situace nastava u
populace Knobloska, kde jsou hodnoty rozdilnosti od rodi¢ovskych druhti jest¢ vyrazn€ nizsi
(0,00377).

Rozdilnd vnitrodruhova variabilita byla nalezena u druhl se zji§t€énou variabilitou
ploidni urovné embryi (triploidni a pentaploidni). U S. eximia byla zji§t€na vyssi variabilita,
coZ lze ptikladat rozdéleni taxonu na populaci Koda a zbytek Ceského krasu (0,0414), nizsi
byla nalezena u S. alnifrons (0,0053) a S. gemella (0,0179). Z té€chto vysledkl proto lze
usuzovat na pfitomnost zbytkové sexuality pouze u S. eximia a S. gemella, u S. alnifrons lze
piedpokladat spiSe mutaci v misté mikrosatelitového lokusu. Situace u S. eximia je zfejma,
v ramci Ceského krasu existuje vyrazné rozdéleni na dvé& hlavni skupiny mikrosatelitovych
fenotypi — populace Koda a ostatni populace. Je evidentni, Ze tento taxon vznikl vicenasobné

(tj. polytopni vznik) — v jeho evoluci lze tedy uvazovat minimaln¢ dvé hybridiza¢ni udalosti.
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S. bohemica, ktery se vyskytuje na dvounasobném mnozstvi lokalit, oproti tomu nevykazuje
Zadnou tendenci, ktera by indikovala polytopni vznik. Rozd€leni populaci neni kopirovano
unikatnimi alelami jako u S. eximia.

Zajimava je situace u agamospermickych linii S. alnifrons a S. rhodanthera — jak jiz
bylo uvedeno, v jejich populacich byla nalezena velmi nizkd uroven vnitropopulaéni
variability. V téchto populacich maji pouze jeden nebo dva jedinci odlisny mikrosatelitovy
fenotyp (lisici se napfiklad pouze jednou alelou od ostatnich), Vzhledem k velké mutaéni
rychlosti mikrosateliti (10> — 10/ lokus / gameta / generace; Schug et al. 1997) je moZné
uvazovat o délkové mutaci (tj. o repetici méné ¢i vice) v oblastech mikrosateliti. Nizka
populacni variabilita bude nejpravdépodobnéji zplsobena striktnim agamospermickym
rozmnoZovanim (coz nevylucuje fakt, Ze n¢ktera semena mohou vznikat i sexualné; srovne;j -
pentaploidni embrya u S. alnifrons, S. eximia a S. gemella), ale selekéni tlak je ve prospéch
triploidnich, agamospermicky vznikajicich jedinci (podobny pfipad je u hybridnich typi
Roripa austriaca (CRANTZ) BESSER x R. sylvestris (L.) BESSER - vznikajici triploidi maji vy3si
fitness neZ pentaploidi; Bleeker et Matthies 2005). Ackoliv tedy vznikaji i jiné genotypy
(pentaploidni), do$lo patrné¢ k fixaci triploidniho genotypu, ktery je pro dané prostredi

nejvhodné;jsi.
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U vsech studovanych druhti byly determinovany DNA ploidni stupné. Jednotlivé
druhy jsou diploidni, triploidni a tetraploidni. Vnitrodruhova variabilita v DNA
ploidnim stupni nebyla nalezena. Druhy se li§i v absolutni velikosti genomu
minimélné (do 6%), tento marker vSak lze povazovat za druhové specificky.

Nalezena morfologicka variabilita jednotlivych taxond byla nizka. Jednotlivé dosud
uzndvané taxony jsou morfologicky vyhranéné a na zakladé souboru znaki je lze
velmi dobre odlisit.

Reprodukénim zplisobem studovanych hybridogennich druhd je fakultativni
agamospermie.

Molekularni variabilita studovanych druhi je mald, byly vSak nalezeny rizné stupné
vnitrodruhové variability souvisejici s reprodukénim zplisobem. VétSina druhti ma
unikatni sadu alel, ktera je spolehlivé odliSuje od ostatnich. U tfi druhii byl diskutovéan

polytopni vznik.
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Abstract

Abstract

This MSec. thesis deals with morphological, karyological, and molecular variations of
selected apomictic hybridogenous hawthorns (Sorbus L.) endemic to the Czech Republic. The
genus is represented by 17 taxa in the Czech Republic, eight of which rank among the
(sub)endemics (i.e., S. alnifrons KOVANDA, S. bohemica KOVANDA, S. eximia KOVANDA,
S. gemella KOVANDA, S. hadeggensis KOVANDA, S. rhodanthera KOVANDA and S. sudetica
(TAUSCH) BLUFF, NEES et SCHAUER). Two morphologically-distinct populations of unknown
taxonomic position as well as selected parental taxa were also studied.

DAPI and propidium iodide flow cytometry, chromosome counting using rapid squash
techniques, multivariate statistics (PCA, cluster analyses, discriminant analyses), and
molecular approaches (microsatellite variation) were employed. All native populations of
above-mentioned (sub)endemic taxa were included into the study (i.e., 29 populations and
over 450 individuals).

DNA ploidy screening, using leaf tissue of mature individuals, revealed triploidy in
majority of hybridogenous taxa (often in contrast to previous reports). Exceptions included
tetraploid S. quernea and S. sudetica, and diploid S. hardeggensis. Flow cytometric data were
mostly confirmed by chromosome counts. Low, but statistically significant, between-species
differences in genome size were often observed. Remarkably, triploid and pentaploid embryos
were observed during flow cytometric investigation of the mode of reproduction.

Morphometric analyses revealed low intraspecific variation in most taxa, S. eximia
with two distinct morphotypes being an exception. Species-specific sets of morphological
features, which allowed reliable species identification, were identified.

Molecular variation in hybridogenous taxa (both within and among populations of the
same taxa) was low while between-species differences were high. Generally, single-locality
species were more uniform than their counterparts occurring in several localities. Increased
variation in S. sudetica, S. eximia and S. hardeggensis may be explained by their multiple
origins and/or facultative apomixis. Genetic variation of putative parental taxa was, according

to expectations, significantly higher.
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Kli¢ k uréovani hybridogennich endemickych jefdbiu

Kli¢ je ur€en pouze pro hybridogenni druhy jefabu se zietelné laloénatymi listy (+ S.
sudetica) vyskytujici se v Ceské republice. Byl vytvofen na zikladé CDA a klasifikaénich
analyz morfologickych znaki. Navic byly do klie pfidany ovéfené kvalitativni znaky
(lalo¢natost listli, barva malvic apod.) dle udaji Kovandy (2002). Na prvnim misté jsou
uvedeny znaky vyrazné odliSujici jednotlivé skupiny / taxony, za poml¢kou nasleduji znakové

trendy. Uvedeny jsou udaje - (minimum-) dolni kvartil (25% jedinct) - horni kvartil (75%

jedinct) (-maximum).

1a Listy celistvé, korunni listky riizové, postranni Zilky se ztraceji pred okrajem listu, délka
fapiku (5,3-) 6,3-7,3 (-8,3) mm, délka prasniku (0,8-) 0,9-1,1 (-1,2) mm, rostliny horské.
Endemit Krkonos.
8. sudetica (TAUSCH) BLUFF, NEES et SCHAUER
1b Listy zfetelné lalo¢naté, korunni listky bilé n. Zlutobilé, postranni Zilky dosahuji az k
okraji listu, délka fapiku (11,3-) 17-21,3 (-35,0) mm, délka prasnika (0,9-) 1,3-1,4 (-1,7)

mm, 2.

2a Primér malvic (7,8-) 9,2-9,7 (-10,9) mm, délka srostlé ¢asti ¢nélky (0-) 0,1-0,7 (-1,5) mm,
¢nélky srostlé do (0-) 10-20 (-40) % 3.
3a Laloky listti zaoblené, semenik polospodni, malvice ¢ervené, délka ¢epele (56-) 78-
92 (-110) mm, maximalni §itka jedné strany cepele (19-) 26-30 (-35) mm, délka
malvic (8,7-) 9,7-10,3 (-11,2) mm. Endemit vrchu Jabloiika a Bila skala v Praze.
S. quernea KOVANDA
3b Laloky listi vyrazné $picaté, semenik spodni, malvice okrové Zluté aZ bronzové,
délka cepele (80-) 92-129 (-138) mm, maximaélni $itka jedné strany ¢epele (32-)
40-50 (-54) mm, délka malvic (12,4-) 12,8-13,1 (-13,9) mm. Endemit Podyji.

S. hardeggensis KOVANDA

2b Primér malvic (9,0-) 11,3-12,6 (-14,8) mm, délka srostlé ¢asti ¢nélky (0-) 1,4-2,2 (-3,5)
mm, ¢nélky srostlé do (0-) 40-60 (-90) % 4,
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4a Prasniky rizové, maximalni §itka jedné strany ¢epele (32-) 39-44 (-47) mm, hloubka
zafezu mezi 2. a 3. lalokem od baze ¢epele (4,3-) 7,7-9,7 (-12,0) mm. - Pocet Zilek
na jedné stran¢ listu (8-) 9-10 (-11), primér malvic (11,6-) 12,7-12,8 (14,1) mm,
Sitka blizny (0,4-) 0,5-0,6 (-0,7) mm. Endemit Chlumské hory u Manétina.
S. rhodanthera KOVANDA

4b Prasniky bilé nebo bledozluté, maximalni $itka jedné strany cepele (17-) 27-36 (-49) mm,
hloubka zafezu mezi 2. a 3. lalokem od baze &epele (2,0-) 4,3-6,0 (-10,0) mm. - Pocet
zilek na jedné strang listu (6-) 8-9 (-11), primér malvic (9,0-) 11,3-12,1 (14,8) mm,
Sitka blizny (0,5-) 0,6-0,7 (-0,9) mm 5.

5a Maximalni §ifka jedné strany ¢epele (18-) 24-31 (-42) mm. - Pocet laloku $irSich nez
lcm (1-) 2-3 (-4), délka malvic (8,9-) 10,3-10,5 (-12,2) mm. Endemit Ceského

stiedohofi. S. bohemica KOVANDA

5b Maximalni §itka jedné strany cepele (17-) 32-39 (-49) mm. - Pocet laloki $irSich nezZ lcm
(2-) 3 (-4), délka malvic (10,4-) 12,3-12,6 (-14,2) mm, 6.

6a Hloubka zafezu mezi 2. a 3. lalokem od baze ¢epele (2,5-) 3,7-4,9 (-7,7) mm, pocet
postrannich Zilek na jedné strané listu (6-) 7-8 (-9). - Sitka korunnich listka (3,8-)
4,6-4,9 (-5,2) mm. Endemit Ceského krasu S. eximia KOVANDA

6b Hloubka zafezu mezi 2. a 3. lalokem od baze cepele (2,0-) 5,3-8,2 (-10,0) mm, pocet
postrannich Zilek na jedné strang listu (8-) 9-10 (-11). - Sitka korunnich listka (3,6-) 4,3-
4,6 (-4,8) mm 7.

7a Délka srostlé ¢asti ¢nélky (1,3-) 2,1-2,8 (-3,5) mm, ¢nélky srostlé do (40-) 50-70 (-
90). - Délka kali$nich listkd (1,7-) 2-2,4 (-3,0). Endemit okoli hradu Templstyna u

Dukovan 8. alnifrons KOVANDA

7b Délka srostlé ¢asti ¢nélky (0,0-) 1,2-1,5 (-2,4), mm, ¢nélky srostlé do (0-) 30-40 (-67) %. -
Délka kalis$nich listku (2,4-) 2,5-3,2 (-3,8). 8.
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8a Maximalni Sitka jedné strany cCepele (23-) 34-41 (-43) mm, $itka tfetiho laloku od
baze ¢epele (8,3-) 11,3-13,8 (-16,0) mm, pramér malvic (10,9-) 11,9-12,0 (-13,0)
mm. - Délka malvic (11,2-) 12,3-12,4 (-14,2) mm. Endemit hradisté¢ nad obci
Konétopy u Loun S. gemella KOVANDA

8b Maximalni Sitka jedné strany cepele (17-) 27-35 (-49) mm, $itka tietiho laloku od béaze
cepele (6,7-) 8,7-10,7 (-14,7) mm, primér malvic (12,0-) 12,7-13,7 (-14,8) mm. - Délka
malvic (12,3-) 12,9-13,9 (-14,2) mm 9,

9a Maximalni Sitka jedné strany cepele (17-) 27-28 (-30) mm, $itka tfetiho laloku od baze
¢epele (6,7-) 8,3-9,3 (-11,7) mm. populace Knobloska

9b Maximaélni Sitka jedné strany cepele (30-) 33-38 (-49) mm, Sitka tretiho laloku od baze
¢epele (9,7-) 10,4-12,0 (-14,7) mm. populace Mila
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