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Abstrakt

Mezidruhova hybridizace je vrostlinné FiSi velmi rozSifeny fenomén. Je povaiovdna za
mechanismus, diky kterému vznikaji nové adaptace a potencidlné i nové druhy. Nejcastéji ke krizeni
dochazi mezi blizce pfibuznymi taxony. Tato bakaldfska prdce shrnuje poznatky o projevech a
dlsledcich hybridizace. Jsou rozebirany zejména negativni vlivy jako napf. demograficky a geneticky
,Sswamping”. Ty jsou predstaveny v kontextu hybridizace vzacnych druh( s béznéjsimi a kompeti¢né
siln€jsimi pfibuznymi taxony. Zjistovani miry mezidruhového kfizeni je dileZité pro stanoveni efektivni
ochrany ohroZenych taxon(.

Daéle se prace zabyva vybranymi druhy z rodu Pulsatilla (koniklec), konkrétné Pulsatilla patens, P.
pratensis subsp. bohemica a P. vernalis, které jsou potencidlné ohrozeny hybridizaci. Pocetnost
populaci koniklec@ v poslednich desetiletich prudce klesa nejen v Ceské republice, ale i po celé Evropé.

Navic se mezi sebou ochotné vzajemné kfizi, coz predstavuje problém pro jejich ochranu.
Klicova slova
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Abstract

Interspecific hybridization is a common phenomenon within plants. It is considered a mechanism
through which new adaptations and potentially new species arise. Interspecific crossing frequently
occurs between closely related taxa. This bachelor thesis summarizes the knowledge of the effects and
consequences of hybridization. In particular, negative influences such as demographic and genetic
swamping are discussed. These are presented in the context of hybridization of rare species with more
common and competitively stronger related taxa. Assessing the degree of interspecific crossing is
important to determine an efficient conservation of endangered species.

Furthermore, the work deals with selected species of the genus Pulsatilla (Pasque flower),
specifically Pulsatilla patens, P. pratensis subsp. bohemica and P. vernalis, which are potentially
endangered by hybridization. Populations of Pasque flower have been rapidly decreasing in recent
decades not only in the Czech Republic but also throughout Europe. In addition, they are willing to

hybridize with each other, which is a problem for their conservatoin.
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1 Uvod

Lidé svou cinnosti vyznamné ovliviiuji a pretvareji pfirodu kolem sebe. Vytvareji mnoho typl
disturbanci, které umoznuji pronikani novych taxonl cCi propojeni aredl( drive oddélenych druhi
(Crutzen, 2006). To ma za nasledek, Ze spolu interaguji druhy, které by jinak pravdépodobné do
kontaktu nepfisly. Takova interakce mezi pribuznymi druhy mZe vyustit v mezidruhovou hybridizaci.
V pfipadé, Ze se vzajemné kfizi vzacné a bézné, konkurenceschopnéjsi taxony, mlzZe se to pro ohrozené
druhy stat rizikem (Levin, 2002). Hybridi pfedstavuji nebezpeci jak demografické, tak genetické. Pokud

je mira hybridizace vysoka, ztraci se unikatni genofond vzacného druhu (Todesco et al., 2016).

Jednim zrod(, ktery mize byt ohroZzen mezidruhovou hybridizaci, je Pulsatilla Mill. (koniklec).
Jedna se o monofyleticky rod (Sramké et al., 2019), skladajici se zhruba ze 40 druh( (Aichele &
Schwegler, 1957). Jednotlivé druhy maji vyvinuté jen velmi slabé vzajemné reprodukéni bariéry, takze
se v sympatrickych aredlech snadno kiizi. V Ceské republice se vyskytuje pét druhtl koniklect a véechny
patii mezi ohrozené. Mezi silné ohrozené druhy se fadi Pulsatilla pratensis subsp. bohemica Skalicky,
P. grandis Wender subsp. grandis, a P. alpina subsp. alba Zamelis et Paegle. Zbyvajici dva druhy
P. patens (L.) Mill. a P. vernalis (L.) Mill. patti mezi kriticky ohroZené. Zaroven jsou z naseho uzemi
popsani tfi hybridi. Z nichZ je nejbéinéjsi P. x hackelii Pohl (Skalicky, 1988). Tento hybrid muze
predstavovat riziko v sympatrickych populacich rodicovskych druh(, kterymi jsou P. pratensis subsp.
bohemica a P. patens. Jelikoz se rodice i hybrid |i8i ve velikosti genomu, pfedstavuje pro jejich studium

velmi efektivni metodu pritokova cytometrie.

Cilem této prace je shrnout dosud zndmé informace o mezidruhové hybridizaci a zejména jejim
negativnim vlivu na ohrozené druhy. Mezi dalsi cile patfi predstaveni vybranych druh( z rodu Pulsatilla,
zhodnoceni znalosti o vzdjemném kiizeni a nastinéni mozného vyuZiti pritokové cytometrie pro

efektivni studium hybridizace koniklecu.



2 Hybridizace a jeji vyznam pro rostliny

Po staleti se predpokladalo, Zze hybridizace je vzacny fenomén, a pokud hybridi vzniknou, budou
vidy neplodni (Knobloch, 1972). Védci se dlouho domnivali, Ze evoluce probihala pomalymi,
postupnymi kroky. Az pozdéji zacalo vychazet najevo, Ze se Casto jednalo o rychly rozmach diverzity
zpUsobeny pravé mezidruhovym kfizenim (Anderson & Stebbins, 1954).

Pfestoze se hybridizaci po dlouhou dobu nepftikladal velky vyznam, méla zdsadni roli od pocatku
domestikace a Slechténi rostlin i zvifat. Nejdfive se jednalo ziejmé o nevédomy proces. Pozdéji
vybirdnim vhodnych jedincl s nejlepsimi znaky a vzajemnym kfizenim vznikaly nové druhy (Zirkle,
1935).

S pfibyvajicimi experimenty se ukazalo, Ze mezidruhové kfizeni je velmi rozsitené. Napriklad
Knobloch (1972) uvadi 23 675 hybridd, ale ne u vSech byl hybridni plivod skutecné prokazan. Nicméné
Ellstrand et al. (1996) porovnali pét velkych flor (Britské ostrovy, Skandinavie, dvé flory severni Ameriky
a Havajské ostrovy) a prokazal primérné 11% zastoupeni hybridizujicich druh(. Zaroven ukazali, Ze
pouze 6-16 % rod( podstupuje hybridizaci, a Ze tedy neni rovhomérné zastoupena. Z tohoto srovnani
nelze vyvozovat obecné zavéry, avsak predpokladaji se podobné vysledky i pro jiné oblasti.

Ve dvacatém stoleti se zacalo hybridizacnim procesiim vénovat vice pozornosti. Jiz od prvnich
pokus( s hybridizaci rostlin byl pozorovan stimulacni efekt — heteroze. Projevuje se vyssi
Zivotaschopnosti, biomasou, reprodukci a rychlejsSim rdstem (Jones, 1917). Velmi hojné se vyuziva
v zemeédélstvi pro zvySeni vynosu ze sklizné, napt. Oryza sativa (Zhou et al., 2012); Gossypium hirsutum
(Shang et al., 2016). Hybridi mohou vykazovat tzv. transgresivni segregaci, coZz znamena, zZe v nékterych
znacich mohou presahovat rodicovské linie. Zvysuje se jejich adaptibilita a mohou snadnéji osidlovat
nova prostredi. Tyto vlastnosti se na rozdil od heteroze objevuji az v pozdéjsich filialnich generacich
(Vega & Frey, 1980).

Kromé vyse zminéného utilitarniho pohledu se vsak zpocatku na hybridizaci pohliZelo spiSe jako na
“slepou ulicku” evoluce, kterd je v pfirodé velmi ojedinéla. Vyznamnym pokrokem v pochopeni
evolucnich dlsledkd hybridizace byl objev procesu polyploidizace (multiplikace genomu), ktera je ¢asto
s hybridizaci kombinovana (alopolyploidie; Wingé, 1917). Alopolyploidizace je v soucasné dobé
povaZovana za jeden z nejdllezitéjsich krokl pro stabilizaci hybridd (Soltis & Soltis, 1993). S ohledem
na ploidni Uroven je rozeznavana hybridizace homoploidni (stejné ploidni Urovné; Yakimowski &
Rieseberg, 2014) a heteroploidni (rlizné ploidni Grovné; Olsavska & Loser, 2013). Dalsim objevem, ktery
formoval pohled na hybridizaci, bylo prokazani zpétného kfizeni hybrid( s rodicovskym druhem (pfip.

druhy), tzv. introgrese (Anderson & Hubricht, 1938).



Hybridizace mlze mit na nékteré druhy, zvlasté ty vzacné, vyrazné negativni az ohroZujici vliv.
Ohrozujici je i druhové ktizeni, jehoZ produktem jsou sterilni nebo malo plodni hybridi. Soutézi s rodici
o misto, zdroje (napf. voda, svétlo) nebo napfiklad o opylovace. Vzacny rodi¢ovsky druh se vycerpa
tvorbou slabych a neplodnych kfizencd s pocetnéjsim druhem. V takovém pfipadé se jednd o tzv.
demograficky ,swamping” (Wolf et al., 2001). Pokud jsou potomci fertilni a nemaji vyvinuté
reprodukéni bariéry, mohou se zpétné kfizit s rodicovskymi druhy. V pfipadé, Ze maji hybridi vysokou
kompeti¢ni schopnost mliZze dojit k tzv. genetickému ,,swampingu”. Hybridi nahradi jeden, pfipadné
oba druhy, a dojde tak k vymizeni Cistych rodicovskych linii (viz. Obrazek ¢. 1; Rhymer & Simberloff,
1996; Todesco et al., 2016).
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Obrazek ¢. 1: Pokud dojde ke ktizeni vzacného (Cerveného) a bézného (zlutého) druhu, muze
dojit k vyhynuti vzacného druhu skrze demograficky (A) ,swamping” v pripadé sterility hybrid{
nebo skrze geneticky (B) ,swamping” pokud jsou hybridi fertilni a mohou se zpétné kfizit s rodici.
(pfevzato z Todesco et al., 2016)

Jestlize dojde ke kontaktu druhd, které od sebe nejsou Uplné reprodukéné izolované, mlize mezi
nimi vzniknout hybridni zéna. Tradi¢ni pohled pfedpoklada parapatricky aredl rozsifeni dvou druh( a
kfizeni v regionu, ve kterém se stykaji. Takovy region mlze byt dlouhy od par metrd az po nékolik

kilometrd (Barton & Hewitt, 1985). V zénach proti sobé plsobi selekce proti hybridim vici jejich



disperzi. Proto se tyto oblasti mohou v prlibéhu ¢asu lehce posouvat a ménit. Takovéto zény byly
nékolikrat skute¢né potvrzeny, napfiklad u druhll Centaurea (Hardy et al., 2000), Populus (Martinsen
et al., 2001), Senecio (Prentis et al., 2007). V nékterych pripadech jsou kontaktni zony nepravidelné a
spiSe mozaikovité usporadané v ramci celého aredlu rozsifeni rodicovskych druh(ll. Vzajemné se kfiZi a
vytvareji ostrivkovité aredly hybridd, ale na jinych mistech si zachovavaji svou integritu. Vyskyt hybridd
je vétsinou podminén ekologickymi zménami, napf. odlisny typ pldy (Harrison & Larson, 2016). JiZz od
pocatku védce zajimalo, zda se jedna o primarni kontaktni zénu, a tedy druhy se od pocatku vyvijeji
v sympatrickych populacich, napt. Knautia arvensis (Hanzl et al., 2014), ptipadné o zénu sekundarni,
kde druhy pfrisly druhotné do kontaktu poté, co se vyvijeli oddélené, napf. Pinus ponderosa (Latta &
Mitton, 1999). BohuzZel je velmi obtizné tyto dvé situace spolehlivé rozlisit. Nicméné se predpoklada,
Ze vétsina rostlinnych hybridnich zén je druhotného typu. Nejvétsi roli pravdépodobné hrala posledni
doba ledova nebo v soucasné dobé silici vliv ¢lovéka a rozsifovani neplvodnich druh( (Barton &
Hewitt, 1985). Extrémni formou hybridnich zén jsou hybridni roje. Vznikaji zpétnym kfizenim a po
nékolika generacich mlze dojit ke smazani rozdild mezi genotypy jednotlivych druh(. Introgrese ve
vétsiné pripadl probihd ve zpétném sméru pouze jednoho zrodi¢li, napf. Sonnertia, Bruguiera,

Ligularia (Zhou et al., 2008); Milicia (Dainou et al., 2017).

Rostliny si vyvinuly reprodukéni bariéry, aby predesly negativnim vlivim hybridizace. Tradicné je
rozdélujeme na prezygotické a postzygotické podle toho, v jaké fazi vyvoje se nachdzi. Prezygotické
bariéry se mohou déle délit na ty, které pozorujeme jiz pfed opylenim, tzv. ,pre-mating” ¢i po opyleni
neboli ,post-mating”. Mezi prvni jmenované muizeme zaradit napriklad geograficky oddélena mista
vyskytu, rozdily ve fenologii nebo specializaci opylovact. Pokud jiz dojde k pfenosu pylu, mohou kli¢eni
pylové lacky zabranit negativni interakce mezi pylem a pestikem. Postzygotické bariéry zahrnuji
snizenou Zivotnost a plodnost hybrid( a jejich celkovou nizsi fitness oproti rodi¢ovskym druhim
(Pickup et al., 2019). Studie ukazuji, Ze prezygotické bariéry maji mnohem vétsi vliv na redukci
genetického toku mezi populacemi, napt. (Ramsey et al., 2003; Kay, 2006). Naproti tomu se objevuji
vyzkumy, které ukazuji dlleZitost postzygotickych bariér (Liao et al., 2019), a proto je nutné dale

vénovat pozornost mechanismim reproduk¢ni izolace.

Hybridizace je velmi rozSifeny fenomén, ale jeji role pfi vzniku novych druhl neni zcela
jednoznacnd. Na jedné strané ji lze povaZovat za lokalni jev s pouhym docasnym efektem, tzv.
,evoluéni Sum” (Wagner, 1970) nebo na strané druhé za zdroj genetické variability a novych adaptaci
vedoucich ke speciaci (Anderson & Stebbins, 1954). Nové druhy mohou vzniknout zachovanim ploidni
urovné (Abbott et al., 2010; Wang et al., 2021) ¢i jeji zménou (Soltis & Soltis, 1993; Brochmann et al.,
2004). Homoploidni speciace se povaZuje za vzacnéjsi (Rieseberg, 1997). Zaroven je obtiznéjsi ji

spolehlivé prokazat, jelikoz se musi dokazat hybridni plvod a reprodukéni izolace vici rodi¢ovskym
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druhdm (Schumer et al., 2014). Vznika u blizce pfibuznych druhl (Chapman & Burke, 2007). Velmi
dlleZitym kritériem pro stabilizaci novych homoploidnich hybridnich druh( je vznik prezygotickych
bariér v podobé naptiklad geograficky a ekologicky odlisSného habitatu ¢i rozdilli ve fenologii (Abbott
et al., 2000; Wang et al., 2001; Wang et al., 2021). Navzdory ptedpokladu, Zze homoploidni speciace
probiha pomalym tempem, Ungerer et al. (1998) prokazali, Ze Helianthus anomalus mohl vzniknout jiz
za zhruba 60 generaci. Nicméné pozdéji se ukazalo, Ze stabilizace genomu muze probihat az nékolik
stovek generaci (Buerkle & Rieseberg, 2008). Predpoklada se, Ze diky soucasnym molekularné-

genetickym metodam dojde k odhaleni dalSich homoploidnich hybrid( (Abbott et al., 2010).

vvvvvv

novych druhd. Zhruba 15 % krytosemennych rostlin proslo pfi speciaci zménou ploidni trovné (Wood
et al., 2009). Tradicné se déli na autopolyploidii (duplikace genomu v rdmci druhu) a alopolyploidii
(duplikace hybridniho genomu vzniklého ze dvou sad chromozomi). Nicméné neni vidy snadné
jednoznacné rozlisit, o ktery typ ploidie se jedna (Mallet, 2007). Alopolyploidie vytvafi silnou
postzygotickou bariéru, protoze pfi zpétném ktizeni s rodi¢i vzniknou vétSinou malo Zivotaschopni a
sterilni jedinci. Nejc¢astéji k alopolyploidii dochazi duplikaci genomu, kterd nasleduje po hybridizaci
(Stebbins, 1947), spojenim neredukovanych gamet (Karpechenko, 1927) nebo tzv. triploidnim mostem
(Ramsey & Schemske, 1998). Nejcastéji alopolyploidi osidluji prostfedi narusena lidskou Cinnosti Ci

klimatickou zménou (Brochmann et al., 2004).

3 Nebezpedi mezidruhové hybridizace pro vzacné druhy

Mezidruhova hybridizace je v rdmci rostlinné Fise velmi rozsifend. VétSinou se na ni nahliZi jako na
mechanismus vzniku novych adaptaci a pfipadné i druh( (Andreson & Stebbins, 1954). Problém mUze
nastat, pokud se jednim z hybridizujicich druh( stane vzacny ¢i ohrozZeny taxon. Vzacné druhy jsou pod
tlakem celé Fady vliv(, a pokud se k nim pfida navic i mezidruhova hybridizace, m(ize se velmi snadno

stat, Ze vymizi Uplné (Levin et al., 1996; Wolf et al., 2001; Levin, 2002).

vvvvvv

odolnéjsSim pfibuznym taxonem. Ke kontaktu velmi ¢asto dochdzi prostfednictvim lidské cinnosti
(Ellstrand & Elam, 1993; Field et al., 2011). Nejsnaze odhalitelnym a nasledné i napravitelnym
pripadem je, pokud druhy vytvareji sterilni hybridy. Jednim z takto ohroZenych druh je cesky hadcovy
endemit Cerastium alsinifolium, kterého ohroZuje Siroce rozsiteny C. arvense (Vit et al., 2014).
Mezidruhovi kfizenci tvofili 38,7 % ze studovanych vzork(. Analyza velikosti genomu C. alsinifolium

vvvvv

Takovym plocham, ale nebyla vénovana dostatecna pozornost pfi planovani zachrannych program.



To dokazuje, jak dlleZité jsou biosystematické studie pro urceni spravného ochranarského
managmentu (Vit et al,, 2014). Dalsim ¢eskym endemitem potencidlné ohrozenym mezidruhovym
kfizenim je Dianthus arenarius subsp. bohemicus. Na lokalité u obce Klene¢ hybridizuje s pocetnéjsim
D. carthusianorum (Vitova et al., 2015). Nicméné pritokova cytometrie odhalila hybridni plivod pouze
u 11 z domnélych 39 hybridd. Ti navic méli jen nizkou fertilitu. To znamena, Ze Cesky endemit neni
hybridizaci pfilis ohroZen. Nicméné Spatny managment by mohl umoznit dalsi kfizeni a upfednostnéni
odolnéjsiho D. carthusianorum (Vitova et al., 2015). Riziko hybridizace bylo hodnoceno i v pfipadé
pGvodniho australského druhu Senecio pinnatifolius, ktery sice neni vzacny, ale presto vyznamné
ohrozeny mezidruhovym kfizenim (Prentis et al., 2007). Prokazala se velmi vysoka frekvence hybrid(
(az 75,6 %) s invazivnim druhem S. madagascariensis. Mezi druhy zfejmé existuji silné postzygotické
bariéry, jelikoz jsou hybridi vétSinou neplodni. Na nékterych lokalitach vSak byla vysoka koncentrace
hybrid(, a to by mohlo zpUsobit lokalni extinkci S. pinnatifolius. Proto je nutné se do budoucna snaZzit

zabranit kontaktu téchto dvou druh(, aby pocet hybridi dale nestoupal (Prentis et al., 2007).

Hybridi vSak mohou byt schopni zpétného kfizeni se vzacnym druhem, a tim nastdvd mnohem
genofondu vzacného druhu. Takovym pfikladem by mohl byt hybridni roj mezi Viola
lutea subsp. sudetica a Viola tricolor (Krahulcova et al., 1996). Kontakt téchto dvou druhl zpUsobila
vyhradné lidskd cinnost, jelikoz vysypavani cest zdsaditym vapencovym Stérkem, v jinak kyselém
prostiedi krkonosskych hor, umoznilo Sifeni V. tricolor. | kdyzZ se produkce pylu pohybovala jen mezi
20-45 %, musi byt hybridi Uspésni, jelikoZ od roku 1970 stale nar(istd pocet hybridnich populaci. Navic
osidluji i mista, na kterych Viola lutea subsp. sudetica predtim nerostla, coz mizZe predstavovat riziko
pro dalsi plvodni druhy (Krahulcova et al., 1996). DalSim vzacnym druhem ohroZzenym genetickym
,Swampingem® je australsky druh Eucalyptus tetrapleura (Rutherford et al., 2019). V poslednich letech
se zacal Sifit i do mist, kde se pfedtim nevyskytoval. Proto vznikla obava, Ze se bude kfiZit s ostatnimi
pravé hybridi. Skutecny areal vyskytu je tak jesté mnohem mensi nez plvodné predpokladanych a jiz
tak velmi omezenych 4000 km?2. Musi se proto zvaZit dalsi postup ochrany a uréit skuteény pocet

jedinct s ,Cistym“ genofondem E. tetrapleura (Rutherford et al., 2019).

Velmi specifickym pfikladem ohroZeni vzacného druhu je introgrese gen( z uZitkovych rostlin do
divoce rostoucich populaci. Naptiklad zahradni okrasné kultivary mohou predstavovat hrozbu pro
plGvodni druhy. Mezi takto potenciadlné ohrozené rostliny lze zaradit napfiklad Nymphaea alba a
N. candida. Problémem je navic nespolehlivé rozliseni plvodnich druh, hybridG a kultivar( (Borsch et
al., 2007; Ejankowski & Matysz, 2011). Ne vZdy lze spolehlivé vyuZit morfometrické znaky, ale rozdilna

velikost genomu umoznila poufZiti pratokové cytometrie (Kabatova et al., 2014). PGvodni druhy maji



zfejmé vyvinuté silné reprodukéni bariéry vaci kultivariim, protoZe z celkového poctu studovanych
vzork( tvofily hybridi pouze 1,8 %. Nicméné vyuZivaji stejny omezeny habitat, a proto se muiZe stat, Ze
kultivary prerostou ci vytlaci divoké druhy (Kabatova et al., 2014). Potencialné ohroZené jsou i pavodni
druhy rodu Tulipa v Ciné (Xing et al., 2020). Pét studovanych kultivard zahrnovalo ‘Judith Leyster,’
‘World’s Favorite,” ‘Heart of Poland,” ‘Crispa Fabio’ and ‘Jumbo Pink,” a pét plvodnich druhl Tulipa
thianschanica, T. sinkiangensis, T. altaica, T. buhseana a T. schrenkii. Pocitani chromozom a karyotypy
odhalily nejblizsi pfibuznost T. altaica se vsemi kultivary. Potvrdil to i fakt, Ze nejvice zivotaschopnych
hybrid(i vytvofil pravé druh T. altaica. Naopak kfizeni s druhy T. sinkiangensis a T. buhseana nebylo
Uspésné ani s jednim kultivarem. | zde se tak odhalily silné pre — i postzygotické bariéry mezi

péstovanymi a pGvodnimi druhy (Xing et al., 2020).

Divoce rostouci pfibuzné druhy se jiz velmi dlouho vyuZivaji k ziskani novych vyhodnych gent a
vlastnosti u domestikovanych rostlin (Hajjar & Hodgkin, 2007). AZ v posledni dobé se zacala vénovat
pozornost i opacnému procesu, tedy introgresi genl z kultivard do divoce rostoucich populaci
(Ellstrand et al., 1999). Uzitkové druhy maji kvlli dlouhodobému Slechténi velmi malo rozmanity
genom (Warschefsky et al., 2014). Prikladem by mohly byt kultivary Coffea arabica, ve kterych byla
zjiSténa nizka geneticka diverzita (Anthony et al., 2002). V pGvodnim aredlu Coffea arabica, tj. v Etiopii,
proto také existuji divodné obavy, Ze kfizeni pfirodnich populaci s péstovanymi kultivary muze
zpUsobit ztratu jejich genetické rozmanitosti (Aerts et al., 2013). Mikrosatelity ani AFLP markery pokles
genetické diverzity neprokazaly, pravdépodobné diky ¢astému stridani kultivar(l. Na druhou stranu byl
u populaci rostoucich v okoli plantazi s pololesnim hospodafenim nalezen gen rezistence vUci
houbovému patogenu Colletotrichum kahawae, ktery pravdépodobné unikl z péstovanych kultivara
prostfednictvim introgresivni hybridizace. S pfibyvajici fragmentaci pralesd by tak mohlo dojit
k rozsahlému ohroZeni plivodniho genofondu Coffea arabica (Aerts et al., 2013). U rodu Aegilops se
introgrese prokdzala velmi spolehlivé, a to u 25 % testovanych vzorkd ze Spanélska, Francie, Italie,
Chorvatka a Turecka (Arrigo et al., 2011). Byly zkoumany tfi druhy (Aegilops triuncialis, Ae. neglecta,
Ae. geniculata) rostouci sympatricky s pSenici (Triticum aestivum). Byly vybrany populace v blizkém
okoli poli (20-30 m) i vzdalené (50 m-15 km), aby se zaroven provéfila domnénka, Ze ke kfizeni dochazi
pouze lokalné. Podle predpokladu se nejvice introgresi prenesenych gen( vyskytovalo v populacich
blizkych. Na druhou stranu byly geny z pSenice nalezeny i v jedincich vzdalenych i 15 km (Arrigo et al.,
2011). Mozné vysvétleni by mohlo byt prenos semen pomoci skotu ¢i lidskou cinnosti. Dalsi
eventualitou by mohla byt dlouha perzistence gent, jelikoz Weissmann et al. (2005) nasli alely
z pSenice u Ae. peregrina v lokalité, kde uz nebyla péstovana témér 30 let. | presto, Ze se tyto alely
spolehlivé prokazaly pouze u jedné rostliny, tak dlouhodoba pfitomnost cizich genl by mohla

predstavovat zdsadni problém, a proto by ji méla byt vénovana pozornost i u jinych druhd.



V pfipadé, Ze se druh kfiZi svice druhy miZe byt ohroZen jak demograficky, tak geneticky.
Konkrétné byl zkouman stepni kefovity druh Prunus fruticosa spolu s dalSimi dvéma kultivovanymi a
uzitkovymi druhy P. cerasus a P. avium a jejich hybridi (Mackova et al., 2018). Rozdily ve velikosti
genomu umoznily vyuZit pritokovou cytometrii. Vysledky odhalily velmi znepokojivé 39 % zastoupeni
hybridnich populaci. Prunus fruticosa je tak vyznamné ohrozena demograficky, kompetici o prostor a
zdroje vytvarenim triploidnich hybridl s P. avium. Navic zaroven geneticky, kvili homoploidni
hybridizaci s P. cerasus a potenciondlni introgresi (Mackova et al., 2018). Ztrata plvodniho genofondu
P. fruticosa by se mohla projevit i v zemédélstvi. Jedna se o stepni druh, a proto jiz byla vyuzita ve
Slechténi kulturnich tfesni a ma vtomto ohledu rozhodné potencidl do budoucna, zejména pfi

zvySovani odolnosti vici suchu (Pruski, 2007; Barac¢ et al., 2017).

Dalsi potencionalni problém nastdva v poslednich desetiletich s transgennimi rostlinami (Ellstrand
et al.,, 2013). Nékteré kultivary mohou mit napftiklad vloZzeny gen pro rezistenci k herbicidim Cci
nemocem. V pfipadé kfizeni s pavodnim pfibuznym druhem, ktery jiz ma potencial stat se plevelem
nebo invazni rostlinou, mohou nové geny zvysit schopnost kompetice (Stewart et al., 2003; Chapman
& Burke, 2006). Jednim z nejvice studovanych prikladu je kfizeni mezi uzitkovou a volné rostouci ryzi,
kterd je obecné povaZovana za plevel (Oard et al., 2000; Xia et al., 2011; Lu et al., 2016). Blizka
geneticka pribuznost, shodnd fenologie a vysoka schopnost vzajemného opyleni predpoklada velkou
pravdépodobnost mezidruhového kfizeni. V poslednich letech se navic divoka ryZe zacala objevovat
Castéji a ve vétsich populacich v okoli poli a zpUsobuje skody 5-90 % (Rao et al., 2007; Ratnasekera,
2015). Nicméné studie ukazuji, Ze geneticky tok mezi druhy je velmi nizky, pouze v rozmezi 0,002-2,3 %
(Chen, 2004; Sanchez Olguin et al., 2009; Pu et al., 2014). Zpravidla se stejné kultivary sazi na stejna
pole nékolik sezdn za sebou, takze i pfi nizké Urovni mezidruhového kfizeni mize dojit k postupnému
zvySovani poctu hybridd. Dalsi studie se zabyvaji napfiklad plevelnymi druhy fepy (Beta spp.) (Bartsch,

2010) a fedkvicek (Raphanus spp.) (Snow & Campbell, 2005).

4 Techniky zkoumani mezidruhové hybridizace

Studium hybridizace probiha ve vétsi mire jiz od poloviny 19. stoleti. Jednou z prvnich metod
zkoumani hybridizace bylo experimentalni kfiZzeni, které pfineslo spoustu novych objev(, a i dodnes se
hojné vyuziva, napf. Jones, 1917; Jonsson et al., 1991; Liebst & Schneller, 2005; Matlep et al., 2021).
Odhalit probihajici mezidruhové kfizeni v pfirodé muze byt leckdy problém. Nejcastéji byvaji hybridi
urceni podle prechodné morfologie rodicovskych druhd. Nicméné vétSina hybrid( vykazuje spise

smésici rodicovskych a prechodnych znak( (Rieseberg, 1995). Proto je nékdy velmi obtizné spolehlivé



odlisit hybridy a rodi¢ovské druhy a je nutné vyuZzit genetickych metod. Spolehlivou, hojné pouZivanou,
ale naro¢nou metodou je karyologie, ktera se v ramci studia hybridizace nejcastéji pouziva ke stanoveni
aneuploidie, napf. (Koo et al., 2018) a chromozomalnich prestaveb, napf. (Nicolas et al., 2012). Soubor
vysoce citlivych metod pro zjistovani hybridnich procesl predstavuji molekularni markery. Umoznily
objev do té doby prehlizenych jev( jako napfiklad davné hybridizace napf. (Grimm & Denk, 2008;
Fehrer et al., 2009) nebo kryptickych druh(, napt. (Nicolé et al., 2007; Paule et al., 2012).

Velmi oblibenou metodou pro studium cévnatych rostlin se v poslednich desetiletich stala
pratokova cytometrie. Ma velky rozptyl moznych pouZiti od biosystematiky, pres ekologii az po
populacni biologii rostlin (Loureiro et al., 2010). Mezi jeji nejvétsi vyhody patfi rychlost a presnost
méreni (DolezZel et al., 2007), ¢imzZ je zaroven umoznéno efektivné analyzovat velké mnozZstvi vzork(
za relativné kratky ¢as (Loureiro et al., 2010). Pritokova cytometrie nevyZzaduje buriky, které prochazeji
délenim, coz usnadriuje zjistovani ploidni Grovné (Dolezel et al., 2007). Nejéastéji se vyuzivaji vzorky z
listd, ale je moZné pouZit celou fadu pletiv od koren(, pres stonky, aZ po kvéty, ¢i dokonce semena
(Suda, 2005). Velkou prednosti pritokové cytometrie je moznost vyuZiti jen velmi malé ¢asti pletiva
pro spolehlivou analyzu. M{ze byt pouZita napfiklad pro zjistovani ploidie i u malych semenacka, a tim
umoznit vyfazeni nepotfebnych jedincu a snizit financ¢ni naklady nékterych experimentd (Suda, 2005).
Zaroven umoziuje analyzu vzacnych a mizejicich taxond, aniz by to populace ¢i jedince néjakym
zpUsobem ohroZovalo (Loureiro et al., 2010). Velky potencial pritokové cytometrie mlze byt ve studiu
homoploidni hybridizace (Kron et al., 2007). Pokud se dva druhy stejné ploidni Urovné dostatecné lisi
ve velikosti genomu, je mozné odhalit i hybridni jedince, ktefi mivaji intermediarni velikost (Loureiro
et al., 2010). Pratokova cytometrie byla pouzita napfiklad ke studiu ohroZenych druhi z rodu Pulsatilla
(koniklec), které se vyskytuji na nasem Uzemi a vytvareji hybridni jedince (Krejcova, 2011; Krejcova,

2014).

5 Vybrané druhy Ceské republiky ohrozené mezidruhovou
hybridizaci z rodu Pulsatilla

5.1 Systematické zarazeni rodu Pulsatilla

Rod Pulsatilla se fadi do Celedi Ranunculaceae, podceledi Ranunculoideae, tribu Anemoneae
(Tamura, 1993). Nejblizsim sesterskym rodem je Anemone s.s. (Hoot et al., 2012; Sramké et al., 2019).
Lisi se od rodu Pulsatilla zejména v poctu okvétnich listkd (mUze jich byt az 20), chybéjicimi nektarii,
nepravidelné rozvétvenym stonkem u nékterych druh( a také listeny, které byvaji podobné pfizemnim
listm (Tamura, 1993; Skalicky, 1988). V ramci rodu Pulsatilla je rozeznavano zhruba 40 druh, které

se vyskytuji pouze na severni polokouli vtemperatnich niZinach i horskych pasmech (Aichele &
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Schwegler, 1957). Plvodné bylo rozeznavano pét sekci (Pulsatilla, Semicampanaria, lostemon,
Preonanthus, Preonanthopsis). Do sekce lostemon patfil pouze nejbazalnéjsi P. kostyczewii, naopak
sekce Pulsatilla obsahovala nékolik podsekci, druhl a variet, véetné P. patens, P. pratensis a P. vernalis
(Aichele & Schwegler, 1957). Nicméné toto rozdéleni bylo vytvofeno na zédkladé morfologie a nebylo
nikdy Uplné potvrzeno genetickymi metodami. Az neddvna studie zkoumala evolucni historii rodu
Pulsatilla na zakladé jaderné a plastidové DNA (Srakmd et al, 2019). Na zakladé komplexniho
molekuldrné fylogenetického pristupu byl vytvoren recentni pribuzensky systém (viz. Obrazek . 2) pro
31 druhll, 9 poddruhd (véetné cCeského P. pratensis subsp. bohemica) a dva kultivary. Druhy se

prerozdélily do tfi podrodu (Kostyczewianae, Preonanthus, Pulsatilla), v ramci

Distribution Derived distribution states
N (A) central Asian mountains [ N * (B) P ajanensis
44 e (B) P. sugawarai

N (B) Far East Ll 34 (B) P tatewakii
[ (C) eastern Eurasian steppes El [TE e (D) P albana

45 :
I (D) Caucasus Mts. EE . e (D)P. vnolgcea
I (E) western & central Eurasia steppes [BC| I 47' (D) P andma'

e (D) P. georgica
I (F) European grasslands Hl [EE & (D) P. sukaczewii
Il (G) North America BBl EH] e (D) P. ambigua
[ (H) European mountains 6] e (A) P. campanella

£ (A) P. wallichiana
@ (C) P. bungeana
e (C) P. tenuiloba
e (B) P. cernua
e (C) P. dahurica
e (C) P. chinensis
F) P. pratensis subsp. bohemica
F) P. montana
E) P. pratensis subsp. hungarica
E) P. pratensis subsp. nigricans
F) P. pratensis subsp. pratensis
C) P, turczaniovinii
F) P. rubra
F) P. vulgaris
F) P. vulgaris 'coccinea’
E) P. grandis
F) P. halleri
F) P. halleri subsp. slavica
CE) P. patens subsp. flavescens
C) P. patens subsp. multifida
E) P. patens s.l.
B) P. integrifolia
e (H) P. vernalis
~ 71- (G) P. patens subsp. nuttalliana
= e (E) P. patens subsp. patens
@ (H) P. alpina

78 e (D) P. aurea
e (B) P. magadanensis
81 e (G) P. occidentalis

80 e (B) P. taraoi
e (B) P. sachalinensis
e (A) P. kostyczewii

Obrazek €. 2: Fylogeneticky strom rodu Pulsatilla, ktery zaroven zahrnuje soucasné a pravdépodobné
rozsifeni v minulosti (pfevzato ze Sramké et al., 2019).

o il
°ce evje

@

Te @ o

66

9-

=}
exe

o0 0!
S A, B A S Ay

o %0 0 @

kterych existuji dalsi sekce a série (viz. Tabulka ¢. 1). Potvrdil se bazalni pivod P. kostyczewii, jelikoz se
ukazalo, Ze se jedna o sesterskou linii vSech ostatnich druh(l. Do podrodu Preonanthus se fadi sedm
druhd, které jsou také fylogeneticky plvodnéjsi. Patfi sem nékteré velmi zahadné druhy jako napfiklad
P. sachalinensis (znamy pouze z jedné lokality na Sachalinu), P. taraoi (endemit Kurilskych ostrov() i
severoamericky P. occidentalis. Potvrzuje se tak rozsifeni pres Beringovu UZinu do severni Ameriky a

naslednd speciace. Podrod Pulsatilla zahrnuje vSechny zbyvajici druhy a je zaroven
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nejdiverzifikovanéjsi. Nejvétsim prekvapenim je odhaleni sesterského charakteru druht P. integrifolia
a P.vernalis zafazenych do spolecné série Patentes (viz. Tabulka ¢. 1). Zajimavy je rozdil
v chromozomové stavbé mezi P. patens a P. pratensis subsp. bohemica, jelikoZz u P. patens doslo ke
ztraté 5S lokusu, naopak u P. pratensis subsp. bohemica k jeho duplikaci a translokaci na akrocentricky
chromozom. Na zakladé vysledkd autofi navrhli prepracovanou taxonomickou tabulku pro rod
Pulsatilla (viz. Tabulka 1; Sramké et al., 2019). Li et al. (2020) na zadkladé studia chloroplastového
genomu urcili osm vysoce variabilnich region(, které by se daly vyuzit k ziskani jadernych mikrosatelit(
(SSRs), rozsahlych repetitivnich sekvenci a jednonukletidového polymorfismu, coz by mohlo to byt
velmi prospésné pro budouci studie genetické diverzity koniklecG.

Tabulka €. 1: Taxonomicka tabulka rodu Pulsatilla vytvofena na zakladé navrhovaného taxonomického

rozdéleni, ktery predstavuji ve své studii Sramké et al., (2019) (podtrzené druhy se nachazeji v Ceské
republice).

Podrod Sekce Série Druhy
Kostyczewianae P. kostyczewii
P. alpina (subsp. alba), P. alba,
P. aurea, P. magadanensis,
P. taraoi, P. nipponica,

P. occidentalis, P. sachalinensis
P. tatewakii, P. sugawarai,
P. ajanensis
P. integrifolia, P. patens
(subsp. flavescens,
subsp.multifida,
Pulsatilla subsp. nuttalliana), P. vernalis

P. vulgaris, P. grandis
Pulsatilla (subsp. slavica, subsp. styriaca)
P. rubra
P. pratensis (subsp. bohemica,
subsp. hungarica,
subsp. nigricans),

P. montana, P. turczaninovii
P. cernua, P. chinensis,
Semicampanaria P. dahurica,
Semicampanaria P. tongkangensis
P. albana, P. andina, P. georgica,
P. violacea, P. ambigua,
P. campanella, P. wallichiana,
P. tenuiloba, P. sukaczewii,
P. bungeana, P. armena,
P. millefolium

Preonanthus

Preonanthus
Preonanthopsis

Tatewakianae

Patentes

Pulsatilla Pratenses

Albanae

U rodu Pulsatilla je zakladni chromozomové Cislo x = 8 (Tamura, 1993). Vétsina druhi koniklecl

(véetné P. patens, P. vernalis, P. pratensis subsp. bohemica) vyskytujicich se na izemi Ceské republiky
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jsou diploidi, coz znamena, Ze pocet chromozoml je 16 (Skalicky, 1988; Kaplan et al., 2019). Vyjimku
tvofi pouze plvodni druh P. grandis subsp. grandis (k. velkokvéty pravy) a zavleceny P. vulgaris (k.
némecky), ktefi maji chromozomové cislo 2n = 32 odpovidajici tetraploidni Urovni (Skalicky, 1988;

Kaplan et al., 2019).

5.2 Morfologie

Koniklece jsou vytrvalé trsnaté rostliny, které jsou celé pokryté chlupy (Tamura, 1993). Maji
viceéetny, kolmy, Supinaty oddenek (Aichele a Schwegler, 1957). Pfizemni sloZzené listy byvaji v rlZici
aZ po dvanacti. Stonek nese vzdy jen jeden kvét a zaroven listenovy Utvar, ktery se nachazi pod kvétem
(Skalicky, 1988). Okvétnich listk( je ve vétsiné pripadll Sest a tvofi zvonkovity tvar, nékdy Siroce
otevreny (Tamura, 1993). V kvétu se nachazi velky pocet pestikl a tycinek, pricemz vnéjsi tycinky jsou
pfeménéné ve staminodialni nektaria (Aichele a Schwegler, 1957). Po opyleni se vytvareji nazky
s chlupatym privéskem (Skalicky, 1988). Stejné jako vétsina ostatnich rostlin z ¢eledi Ranunculaceae
obsahuji i koniklece glykosid ranunkulin, ktery se $tépi na jedovaty protoanemonin. Nicméné susenim

se méni na neaktivni anemonin, ktery jiz neni nebezpecény (Skalicky, 1988).

5.3 Pulsatilla pratensis subsp. bohemica

5.3.1 Morfologie

Pulsatilla pratensis subsp. bohemica Skalicky (koniklec luéni cesky) je vytrvald bélavé chlupata
rostlina vysoka zhruba 8-15 cm (viz. Obréazek ¢. 3; Skalicky, 1988). Ma ¢erny oddenek, ktery je témér
vertikdIni (Aichele a Schwegler, 1957). Listy jsou v pfizemni rlzZici vétSinou po tfech aZ péti.
Neprezimuji, ale v dobé kvétu jsou jiz zpravidla vyvinuty. Vejcitad cepel je obvykle jednou aZ dvakrat
lichozpefena s 3-5 jafmy s 1-2 x pefenoseénymi listky. UkrojkG mGze byt a7 dvé sté (Skalicky, 1988).
Kvéty jsou nici, malé, valcovité a zpravidla tmavé fialové. Eliptické okvétni listky byvaji na vrcholu
alespon mirné ohnuté smérem ven (Aichele a Schwegler, 1957). Pfi odkvétu se mohou otevirat do
zvonkovitého tvaru (Skalicky, 1988). Zacina kvést zhruba o dva tydny dfiv neZ P. patens, a to jiz na konci
bfezna (Kaplan et al., 2019). Béhem kvétna se vytvareji asi 4 cm velké nazky s privéskem (Skalicky,

1988).
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5.3.2 Ekologie

Nejcastéji roste na travnatych stranich, skalach a lesnich okrajich (Skalicky, 1988), pfipadné i na
piscinach a v rozvolnénych svétlych lesich (Pilt & Kukk, 2002). Vyskytuje se na suchych, mineralnich,
vapnitych &i silikdtovych padach (Skalicky, 1988). Casto roste i v okoli cest (Pilt & Kukk, 2002).

U Pulsatilla pratensis (a zaroven u vsech druh(l koniklec() se vyskytuje protogynie, proto prevazuje
cizosprasnost (Torvik et al., 1998). Mlze dochazet i k samoopyleni, ale takto vznikli jedinci pak
produkuji mnohem méné semen. Nejcastéji jako opylovaci figuruji cmelaci (Bombus sp. div.), ojedinéle
vcely (Apis sp. div.) (Torvik et al., 1998).

V pfirodnich podminkdch maji semena P. pratensis velmi nizkou kli¢ivost, pouze zhruba 3 %
(Bochenkova et al., 2012). Nepotvrdil se negativni vliv na kli¢ivost pti zvySené koncentraci dusiku,
zvysené hustoté houbového myecelia ani jakykoliv dopad pfi odstranéni pfivésku z nazky. Zda se, Ze se
jedna o velmi kompeti¢né slaby druh a nejvice mu skodi preristani konkurenceschopnéjsimi druhy a
hromadéni stafiny (Bochenkova et al., 2015). Proto se vysazovani semen na lokality nejevi jako
efektivni postup pfi pfipadné reintrodukci (Bochenkova et al., 2012). Co by naopak mohlo pomoci pfi
planovani managmentu ochrany P. pratensis, je objev lehce pozitivniho vlivu pozar( tvorbou vyssi
biomasy na simulovanych vypalenych plochach (Kalamees et al., 2012). Na kofenech se také prokazala
arbuskularni mykorhiza, a zaroven se potvrdil jeji stimulacni efekt na rist semenackd (Moora et al.,

2004).
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5.3.3 Rozsifeni a vyskyt v CR

Pulsatilla pratensis subsp. bohemica se vyskytuje pouze ve stfedni Evropé. V ramci Ceské republiky
je jeho vyskyt oddélen do dvou aredll. Prvni oblast vyskytu je v severnich, stfednich a vychodnich
Cechéach, druhd pak na jizni Moravé (Skalicky, 1988; www.pladias.cz)Té7isté vyskytu se tak nachazi
v Ceském termofytiku a nejblizsim mezofytiku. NejvySe se nachazi v suprakolinnim vySkovém stupni
zhruba do 700 m (Skalicky, 1988). Na jizni Moravé se vyskytuje v okoli Mohelna a Trebice

(www.prirodavysociny.cz). V severnich Cechach roste predevsim na Ustecku (Bultas & Kroufek, 2011),

v Doupovskych hordch, kde se nachazi i nejvyse polozend lokalita na Humnickém vrchu, ve stfednim
Poohti a v podh0fi Krudnych hor (www.kvmuz.cz). Ve stfednich Cechach se vyskytuje hned nékolik
bohatych populaci. Jedna z nejvétSich lokalit se nachazi v Pfirodni pamdtce Na hordch u Kresina
v regionu Podbrsko (Hlavacek & Karlik, 2010). Dal3i hojné populace se vyskytuji v Ceském krasu
napriklad v NPR Koda nad Kodskou sténou a na sténach Cisarské rokle (Horackova & Tichy, 2014), v

NPP Zlaty kéf a NPP Kotyz v okoli Velkolomu Certovy schody &i jizné od PR Kobyla (vlastni pozorovani).

5.4 Pulsatilla patens

5.4.1 Morfologie

Pulsatilla patens (L.) Mill. je jednodoma hemikryptofytni rostlina. Dorlsta priamérné 10 cm, za
plodu az 45 cm (Skalicky, 1988). Patfi mezi vytrvalé druhy, néktefi jedinci mohou byt az nékolik desitek
let stafi. Ma rozvétveny, ale vertikalni kofen, a proto se vegetativni rozmnoZovani nevyskytuje,
pfipadné jen ve velmi malém mnozZstvi (Wildeman & Steeves, 1982). Listy rostou v pfizemni rlZici
nejcastéji po 2-5 a jsou trojsecné pripadné trojcetné s dlanitodilnymi aZ dlanitose¢nymi ukrojky.
Vytvareji se ke konci kveteni, ale pIné se rozvinou az po odkvétu (Wildeman & Steeves, 1982; Skalicky,
1988). Kazdy rok jsou vytvareny dva druhy pupend, jeden prevezme termindini funkci a pozdéji
vykvete, zatimco druhy zlstane dormantni. Je to velmi efektivni pfizplsobeni proménlivym stepnim
podminkam. V pfipadé poskozeni vrcholového pupenu muze neaktivni prevzit funkci terminalniho a
vykvést (Wildeman & Steeves 1982). Chlupaty stonek nese jediny svétle fialovy, nalevkovity kvét
vétsinou s 6 okvétnimi listky (viz. Obrazek ¢. 4; Skalicky, 1988). Rostliny zpravidla vytvareji tfi
jednokvété lodyhy. Avsak néktefi jedinci jich vytvareji az dvanact (Juskiewicz-Swaczyna, 2010). Kvete
vétsinou od dubna do poloviny kvétna. Poté se vytvareji ochmyrené nazky (Skalicky, 1988), ktera se
sice Sifi vétrem, ale pouze na kratkou vzdalenost (u pribuzné P. vulgaris se zjistilo Siteni pouze na
béhem srpna. V pfipadé nepftiznivych podminek kli¢i az nasledujici rok na jafe (Pilt & Kukk, 2002).

Vytvafi pouze kratkodobou semennou banku (Pilt & Kukk, 2002).
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5.4.2 Ekologie

Pulsatilla patens se vyskytuje v Sirokém spektru habitatd. Ve stfedni Evropé roste nejc¢astéji na
sussich mirné svazitych loukdch orientovanych nejcastéji na severozdpad (Kubat 1997). Ve Finsku
nejcastéji v rozvolnénych suchych borovicovych lesich (Uotila, 1969; Kalliovirta et al., 2006) di
v Estonsku v teplych boredlnich lesich s prevahou Vaccinium vitis-idaea (Pilt & Kukk, 2002). Ojedinéle
mUze osidlovat i pisecné pudy (Kubat, 1997; Pilt & Kukk, 2002). Velmi casto se v soucasné dobé
vyskytuje na okrajich lest, mytinach, v okoli cest a jinych ¢lovékem pozménénych mistech (Uotila,
1969; Pilt & Kukk, 2002). Z éetnych pokust vyplyva, Ze nejlepsi misto pro rlst P. patens jsou
polozastinéné lokality s pferusovanou vrstvou mechu a opadu (Uotila, 1969; Pilt & Kukk, 2002;
Kalamees et al., 2005). Je to dllezZité ziejmé predevsim pro semena, ktera v silnéjsi vrstvé mechu
nevykli¢i (Uotila, 1969). V nedavné studii se potvrdil vyskyt ektomykorhizy na kofenech P. patens a byly
identifikovany druhy hub, které jsou znamé vytvarenim mykorhizy s Pinus sylvetris (Hoeksema et al.,

2018).

5.4.3 Rozditeni a vyskyt v CR

V severni, stfedni a vychodni Evropé s vyskytuje Pulsatilla patens subsp. patens (Skalicky, 1988).
V Ceské republice je v soucasné dobé zhruba 20 lokalit (Turoriova et al., 2012). Je rozsifen v severnich
a zapadnich Cechéch s centrem vyskytu v Doupovskych horach (Kubat, 1997). V soucasné dobé jsou
nejpocetnéjsi dvé populace, prvni mezi Humnickym vrchem a vrchem Havran a druha mezi vrchem

Hdrka a Maledskym kopcem. Dale jsou pocetné populace v Ceském stiedohofi, mensi se nachazeji
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v Bélé pod Bezdézem ¢i napriklad na Hradc¢anskych sténach (Turonova et al., 2012). I1zolovana populace

se vyskytuje jizné od Prahy u Lisnice (Skalicky 1988; Kubat 1997; Turonova et al., 2012).

5.5 Pulsatilla vernalis

5.5.1 Morfologie

Pulsatilla vernalis (L.) Mill. (koniklec jarni) je asi 2-24 cm vysoka, vytrvala bylina. Rostlina je celd
bélavé i rezavé chlupata (Skalicky, 1988). Oddenek je viceCetny a hnédy, pfipadné zeleny. Listy jsou
prezimujici, coz ho odliSuje od ostatnich druhi (Aichele a Schwegler, 1957). Rostou v pfizemni rlzZici
po 3-10 a byvaji kozovitého charakteru. Cepel je jednoduse lichozpefend s jednim az dvéma, pripadné
tfemi jafmy. Listky byvaji trojlalo¢né nékdy azZ trojsecné (Skalicky, 1988). Vzpfimeny stonek nese vzdy
jeden nalevkovity kvét. Sest okvétnich listkll je zvnéjsku rdZovych, nacéervenalych, pFipadné
nafialovélych. Vnitini strana byva bila, lehce nazloutld, méné casto s nadechem do cervena ¢i fialova
(viz. Obrazek €. 5; Aichele a Schwegler, 1957). Chlupaté ¢nélky mohou byt rliZové, karminové i fialové.
Okvétni listky byvaji ptitomny az do Uplné zralosti nazek (Skalicky, 1988). Kvete od dubna do cervna

(Kaplan et al., 2019)

Na uzemi Ceské republiky byvaji odliSovany dvé variety (Skalicky, 1988), a to horska
Pulsatilla vernalis var. alpestris a nizinna Pulsatilla vernalis var. vernalis (Aichele a Schwegler, 1957).
Nejsou morfologicky plné oddélené, vytvari spiSe kontinuum prechodnych typl. Obecné ma
P. v. var. vernalis vyssi stonek (asi 5-24 cm), delsi fapik (az 15 cm), vétsi vzdalenost jafem (vice nez

12,5 mm) a celkové vétsi listy nez P. v. var. alpestris (Skalicky, 1988)
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5.5.2 Ekologie

Pulsatilla vernalis var. vernalis nalezneme v suprakolinnim stupni (Skalicky, 1988). Vyskytuje se
v fidkych borovych ¢i bfezovych lesich, viesovistich, ale nej¢astéji na pastvinach s nejriznéjsimi malymi
kefi (Aichele a Schwegler, 1957). Roste na chudych, suchych a piséitych pldach. Toleruje velmi nizké
pH, bézné i hodnoty pod pH 5 (Grzyl et al., 2013). Vyhledava svétla mista v ramci teplého
stfedoevropského klimatu (Skalicky, 1988). Naopak P. v. var. alpestris je vazana na chladné klima a
pldy bohatsi na Ziviny. Vyskytuje se v ramci travinnych subalpinskych spolecenstev v karovych tdolich

(Skalicky, 1988).

V nizinach jsou jednim z poslednich atodist P. vernalis okraje lesnich cest. Tyto mikrohabitaty se
vyznacuji vys$si mirou osvétlenosti, vyssi disturbanci, nizsi kompetici a slabsi vrstvou mechu (Zielirnska
et al.,, 2016). Dlouhodoba pozorovani ukazuji, Ze se jednd o kompeticné velmi slabou rostlinu,
vyZadujici specifické podminky. Jako nejdlleZitéjsi faktory pro rlst a kveteni se ukazaly destivé jarni
dny, naopak slunny a suchy duben a kvéten a stalé teploty. Pro kliceni semen se jako nejdllezitéjsi

podminka ukazaly dostatecné srazky béhem srpna (Grzyl et al., 2014).

5.5.3 Rozsiteni a vyskyt v CR

Pulsatilla vernalis se vyskytuje pouze v Evropé. Aredl rozsifeni je od Pyreneji, pres Alpy, Karpaty az
po ¢ast skandindvskych pohofi (Aichele a Schwegler, 1957). NiZinné populace se vyskytuji ve stredni
Evropé, Dansku, Svédsku, Norsku a Finsku (Ronikier et al., 2008). Na zakladé vysledkd genetickych
studii se predpokladd, Zze nizinné populace preckaly posledni glacidl ve stfedni Evropé, a poté se
rozsifily dale na sever. Rozdilné haplotypy v zapadni a vychodni Skandinavii ukazuji na dvé odlisnd

centra kolonizace (Ronikier et al., 2008).

Témér vSechny populace postupné mizi. Napfiklad v Polsku bylo v roce 2011 nalezeno pouze 29
z plvodnich 189 lokalit. Z toho pouze na dvou z nich rostlo vice nez sto jedincll (Grzyl & Ronikier, 2011).
V Némecku zUstalo pouze devét poslednich lokalit. Na vSech se zpétné vysazuji semenacky, které byly
vypéstované v laboratofi. Zda se, Ze v mistnich podminkach je to efektivni metoda, jelikoZz pocet
jedincG stoupl 2290 na 1368 béhem t¥inacti let (Betz et al, 2013). V Ceské republice se
P. v. var. vernalis vyskytovala na Plzefisku, Mladoboleslavsku, Ceskobudéjovicku a Teborisku. Nicméné
vSude tento druh vyhynul a dnes je znama pouze posledni lokalita v Bélé pod Bezdézem. Dalsi populace
sterilnich jedincli se nachazi na Kozim vrsku u Vlkova, ale ta je vysledkem pokusu o reintrodukci. Dalsi

planovana obnova plvodni populace se zde uskutecni v nejblizSich letech (Prach et al., 2020).
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Pulsatilla vernalis var. alpestris se v sou€asné dobé vyskytuje pouze v Certové zahradce v Obfim dole
v Krkonosich. | zde nékolikrat probéhly nepfilis Uspésné pokusy o reintrodukci a posileni ptvodnich
populaci (Zahradnikova & Harcarikova, 2012). Lokalita ve Velké kotliné v Hrubém Jeseniku recentné

zanikla, zfejmé kvali nadmérnému sbéru (Bures, 2018).

6 OhrozZeni a ochrana vybranych druh( koniklecu

Podle IUCN jsou Pulsatilla patens a obé variety P. vernalis zafazeny do kategorie kriticky
ohroZenych druhl. Pulsatilla pratensis subsp. bohemica patfi mezi zranitelné druhy (Grulich, 2017). V
Cerveném seznamu ohrozenych druhd Ceské republiky je Pulsatilla pratensis subsp. bohemica vedena
jako silné ohroZena, P. patens a P. vernalis se fadi jiz mezi kriticky ohrozené (Grulich, 2017). VSechny
druhy jsou také chranéné vyhlaskou Ministerstva zivotniho prostfedi 395/1992 Sb. Nejvétsi mira
ochrany se dostava P. patens, jelikoz se fadi do soustavy Natura 2000 v Ceské republice (Rybka et al.,
2004) a zaroven je na mezinarodni Urovni chranéna Prilohou |. Bernské Umluvy a smérnici o
stanovistich 92/43/EHS, v ptiloze Il. Navic Agentura ochrany ptirody a krajiny Ceské republiky

vypracovala pro Pulsatilla patens specialni zachranny program (Ondracek & BlaZejova, 2020).

Pulsatilla pratensis subsp. bohemica patfi mezi relativné hojné zastupce rodu Pulsatilla na nasem
uzemi. | kdyZz nékteré lokality zcela zmizely a na jinych se pocty jedincl vyrazné snizuji, nehrozi ji
pravdépodobné akutni ohrozeni. Napfiklad jen na Ustecku bylo nalezeno 60 lokalit (Bultas & Kroufek,
2011). NejcastéjSim problémem je zarUstani lokalit, kvili prerusené pastvé a seceni. Proto byla
v Ceském krasu od roku 2005 obnovena pastva pomoci stada ovci a koz. Potvrdil se pozitivni vliv na
rlst rostlin, jelikoZ na pasenych plochach vzrostla druhova diverzita a zaroven se populace stabilizovaly
(Mayerova et al., 2014). Také se prokazal kladny vliv pastvy pti napadeni koniklecti houbou Puccinia
pulsatillae. Na pasenych Uzemich se vykytovalo méné napadenych jedincli a houba se mezi konikleci

tolik nesifila (Wennstrom & Ericson, 1991).

Jako nejcastéjsi divody ubytku P. patens byvaji uvadény zmény v managmentu krajiny, preruseni
pastvy a pravidelného seceni, a tim zplsobené zar(stani lokalit. DalSim problémem je okus zvéfi, i
presto, Ze se jedna o jedovatou rostlinu (Kubat, 1997; Juskiewicz-Swaczyna, 2010). Také zakaz
vypalovani ma pravdépodobné negativni dopad na populace, jelikoZ v minulosti byly pravidelné pozary
béZnou disturbanci (Kalamees et al., 2005). Pti pokusech byl potvrzen pozitivni vliv pozar( na r(st
P. patens (Kalamees et al., 2005) a i v pfirodé se nejvice kvetoucich jedinct vyskytovalo na mistech po
nedavnych pozarech (Wildeman a Steeves, 1982). Jedna se o velmi dekorativni a pomérné oblibenou

rostlinu, takZze i vyrypdvani a presazovani lidmi do zahrad muiZe zpUsobit problémy hlavné méné
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pocetnym populacim (Kubat, 1997; Pilt & Kukk 2002). Ve stéle se zmensujicich populacich mlze byt
velkym nebezpedim geneticky drift vedouci k ,inbreedingu” a vyssimu podilu homozygotl (Reed &
Frankham, 2003). U 29 populaci P. patens z celého evropského aredlu se skutecné potvrdila nizka
diverzita genomu a vysoké zastoupeni homozygotli. MlzZe to byt jedna z pfi¢in pozorované nizké

fitness a malého podtu kvetoucich jedincl (Szczecinska et al., 2016).

Zatimco horské populace P. vernalis se zdaji byt relativné hojné a stabilni (Grzyl & Ronikier 2011),
nizinné v poslednich desetiletich velmi rychle mizi (Grzyl & Ronikier, 2011; Betz et al., 2013; Prach et
al., 2020). Mezi nejvétsi hrozby patfi eutrofizace prostredi, a diky tomu Siteni konkurenceschopnéjsich
druhd. Dal$im problémem je neefektivni disperze semen, diky ¢emuz se populace vyskytuji pouze na
malych a omezenych lokalitach. Jelikoz se zda, Ze je P. vernalis zavisla na velmi specifickych
klimatickych podminkach, postupujici globalni oteplovani bude ziejmé velkou hrozbou (Grzyl et al.,
2014). | zar(stani a celkova degradace na mistech plvodniho vyskytu zplsobuje zanik populaci (Grzyl
& Ronikier, 2011). Proto se v poslednich letech zkousi nejriznéjsi tipy managementu jako napftiklad
odstranovani naletovych dfevin a kef(, paseni ovci a koz ¢i kontrolované pozary (Sandstrom et al.,
2017). Pfipadné se plvodni populace pfimo posiluji semenacky vypéstovanymi v laboratofi a

vysazenymi zpét na lokality (Betz et al., 2013).

7 Mezidruhova hybridizace v ramci rodu Pulsatilla

Hybridizace je vramci rodu Pulsatilla velmi béZna. Reprodukéni bariéry jsou slabé, ptipadné
neexistuji viibec (Lindell, 1998). Diky tomu Ize ocekavat hybridy v témér kazdé sympatrické populaci
dvou druh( koniklect (Aichele & Schwegler, 1957). Cast&ji se objevuje mezi diploidnimi druhy. U
tetraploidnich druhl ke kfizeni dochazi jen vzacné, nicméné v laboratornich podminkach byla
pozorovana celkem bézné (Lindel, 1998). Velkd mira kfizeni je popisovana ze Slovenska, kde probiha
introgresivni hybridizace mezi druhy P. grandis, P. subslavica a P. slavica, a zaroven mezi P. hungarica

a P. zimmermannii v oblasti Vychodoslovenské niziny (Futak, 1982).

V ramci Ceské republiky jsou popisovany tfi hybridni kombinace, a to Pulsatilla x mixta Halacsy,
P. x celakovskyana Domin a nejbézinéjsi P. x hackelii Pohl (Skalicky, 1988; Danihelka et al., 2012);
Kaplan et al., 2019). U Pulsatilla x mixta jsou jako rodi¢ovské druhy uvadény P. grandis a P. pratensis
subsp. bohemica. Ztejmé se jedna o sterilniho triploidniho hybrida, ktery je udavan pouze z nékolika
malo lokalit v okoli Brna a Vyskova (Skalicky, 1988). Pulsatilla pratenis subsp. bohemica vytvari
s P. vernalis var. vernalis hybrida pojmenovaného Pulastilla x celakovskyana. Mél se vyskytovat pouze

na jedné lokalité u Bélé pod Bezdézem, ale jiz roku 1979 tam nebyl nalezen (Skalicky, 1988). Poslednim
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a nejhojnéjsim hybridem je P. x hackelii, ktery vznikl kfizenim P. pratensis subsp. bohemica a P. patens.
Vyznaduje se intermedidrnim fenotypem obou rodic¢ovskych druh(, nicméné se udava velka variabilita
znakd (Celakovsky, 1865). Jako odliovaci znaky byvaji uvedeny zkracené vieteno mezi jafmy na listech
(viz. Obrazek ¢. 6; Skalicky, 1988; Krejcova, 2014) a Cervenofialova barva kvétd, které jsou jen mirné
sklonéné (Celakovsky, 1865). Pfedpoklada se, Ze jsou hybridi sterilni (Skalicky, 1988), ale zarovef se
objevuje domnénka, Ze mohou byt plodni a schopni se zpétné ktizZit s rodici (Uotila, 1969). Historicky
je udavan ze zhruba 15 lokalit v Ceské republice (Skalicky, 1988). Uvadi se i na Slovensku (Futak, 1982)

a byl potvrzen i v Polsku (Szczecinska et al., 2017).

Obrazek €. 6: Porovnani listl Pulsatilla pratensis subsp. bohemica (vlevo), P. patens (vpravo) a jejich
hybrida P. x hackelii (uprostied) (pfevzato z Krejcova, 2014).

Pro spolehlivé urcéeni hybridd je nutné vyuzit genetické metody. Rodi¢ovské druhy se lisi ve velikosti
genomu. Pro P. pratensis subsp. bohemica byla velikost genomu stanovena na 2C = 13.80 pg, pro
P. patens na 2C = 11.78 pg a pro hybridni jedince 2C = 12.63 pg (Krejéova, 2014; Szczecinska et al.,
2017). To je dostatecny rozdil pro vyuZiti pritokové cytometrie. Hybridi tvofili pouze zhruba 3 %
z celkového poctu analyzovanych vzorkl. Navic analyza Zivotaschopnosti semen prokazala pouze
pridmérnou hodnotu 29 % (Krej¢ova, 2014). V nedavné studii byla osekvenovana chloroplastova DNA
P. x hackelii. Prokdzala se blizsi shoda s P. pratensis, z ¢ehoZ vyplyva, Ze figuruje jako materska rostlina,

zatimco P. patens jako poskytovatel pylu (Szczecinska et al., 2017).

Pulsatilla x hackelii byla recentné potvrzena pouze ze ¢ty lokalit v Ceské republice. Viechny se
nachazi v sympatrickém aredlu rodi¢ovskych druhl. Nejvétsi pocet hybridnich jedincl byl urcen na
Humnickém vrchu v Doupovskych horach, dale na Kiizové hofe a vrchu Hradisté v Ceském stfedohofi
a jeden exemplar v Bélé pod Bezdézem (Krejcova, 2014). Vzhledem k malému procentualnimu
zastoupeni primarnich hybridd a nizké Zivotaschopnosti semen zfejmé mezidruhové kfizeni

nepredstavuje bezprostiedni nebezpedi pro rodicovské druhy.
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8 Zavér

Mezidruhova hybridizace je v rostlinné Fisi velmi rozsifeny jev. Je povazovdna za mechanismus,
diky kterému vznikaji nové adaptace a urychluje tak vznik novych druhd (Anderson & Stebbins, 1954).
Nicméné vétsina hybrid( byva slabych a ma nizkou Zivotaschopnost. Proto si rostliny vytvofily
reprodukcni bariéry, aby hybridizaci co nejvice eliminovaly. Ty mohou byt prezygotické a postzygotické
podle toho, v jaké fazi vyvoje se nachazeji. Zda se, Ze prezygotické bariéry, mezi které radime napt.
odlisny habitat ¢i rozdily ve fenologii, hraji vétsi roli ve snizeni pravdépodobnosti vzajemné hybridizace
(Pickup et al., 2019). Pokud bariéry vytvorené nejsou, mlze dochazet ke kfizeni. V ptipadé, Ze jsou
hybridi navic fertilni, mohou se zpétné kfiZit s rodici. To mGze byt velky problém pro vzacné a ohrozené
druhy, pokud se kfizi s konkurenceschopnéjsim ptibuznym druhem, jelikoz se v pfirodé ztraci jejich
unikatni genofond. | sterilni hybridi predstavuji riziko, protoze s rodici soutézi o zdroje. Vzacny druh se
tak vycerpda tvorbou hybridnich jedincli a mlzZe zcela vymizet (Todesco et al., 2016). Nicméné ze
soucasnych studii vyplyva, Ze vétSina druh(, i téch vzacnych, ma néjakou formu bariér vytvorenou a

jsou tak relativné odolni proti mezidruhové hybridizaci.

Z Ceské flory mohou byt potencidlné ohrozené mezidruhovou hybridizaci napriklad druhy z rodu
Pulsatilla. V Ceské republice se nachazi pét druh(i koniklecd, z ¢eho? se mezidruhového kfizeni Gcastni
druhy Pulsatilla pratensis subsp. bohemica, P. patens, P. vernalis a P. grandis. Prvni jmenovany je z této
Ctverice nejrozsitenéjsi a zaroven figuruje jako jeden z rodi¢d ve vsech tfech popsanych hybridnich
kombinacich. Nejbéznéjsim hybridem je P. x hackelii, ktery vznika kfizenim Pulsatilla pratensis subsp.
bohemica a P. patens (Skalicky, 1988). V soucasné dobé byl zaznamenan jen na c¢tyfech lokalitach.
Nejvétsi procentualni zastoupeni P. x hackelii tvotilo 30 %, nicméné absolutni pocet hybridnich jedinc
na dané lokalité byl pouze ctyfi (Krej¢ova, 2014). To znadi celkovou malou velikost sympatrické
populace. Existuji domnénky, Ze je P. x hackelii fertilni a je schopen zpétného kfizeni s rodicovskymi
druhy, ale dosud nebyly provedené zadné konkrétni studie. Riziko zpétné hybridizace se tak stale

spolehlivé nevyvratilo. Naskyta se tak prostor pro nové vyzkumy a experimenty.

Populace koniklect prudce klesaji na nasem Uzemi i po celé Evropé. Jako nejvétsi rizika se uvadi
zména managmentu, a s tim spojené zarustani lokalit (Kubat, 1997; Pilt & Kukk, 2002; Grzyl & Ronikier,
2011). Velmi znepokojivy je fakt, Ze i kdyZ jsou koniklece chranéné v podstaté po celé Evropé a bylo
vynaloZzeno znacné Usili na jejich zachranu, populace presto mizi. Zaroven nékteré formy
obhospodarovani na nékterych mistech funguji, ale na jinych nikoliv. Prikladem by mohla byt Gspésna
reintrodukce konikleci v Némecku (Betz et al., 2013), zatimco na Ceskych lokalitach se dosud nikdy
nepodafila (Prach et al., 2020). Jedna se tak o znacné choulostivé druhy, u kterych zfejmé nezname

vSechny aspekty jejich ubytku, ale ani Uspésného preziti. Pokud by navic v soucasnych izolovanych
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populacich dochazelo ve vétsi mife k mezidruhovému kfizeni, mohlo by to znamenat dalsi riziko pro
jejich ochranu. Proto by se méla hybridizaci koniklec( dale vénovat pozornost, aby se ptipadné mohly

podniknout kroky pro eliminaci.

Ve své navazujici magisterské praci, bych rada pomoci pritokové cytometrie zjistila soucasné
zastoupeni P. x hackelii v sympatrickych rodi¢ovskych populacich. Dale bych rada pomoci
experimentalniho k¥iZzeni potvrdila ¢i pfipadné vyvratila fertilitu hybrid( a jejich schopnost zpétného
krizeni. Také bych se chtéla zaméfit na dva zbyvajici popsané hybridni druhy a ovéfit, zda na nasem

uzemi stdle rostou Ci nikoliv, jelikoZ se mi nepodafilo dohledat Zddnou soucasnou studii o jejich vyskytu.
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