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Abstrakt

Bakalatska prace shrnuje poznatky o evolucni historii, diverzité, variabilité a populacnich
procesech v rodu Pulsatilla (koniklec), s dirazem na problematiku mezidruhové hybridizace.
Rod Pulsatilla (¢eled’ Ranunculaceae) zahrnuje celkem asi 30 zastupcti vyskytujicich se na
celé severni polokouli. Zastupci rodu se vyznacuji vysoka fenotypovou variabilitou, a to jak
urovni jednotlivych taxont, tak populaci. Vyznamnym zdrojem variability je polyploidizace a
hybridizace. Navic vétSina stiedoevropskych druhil tvofi malé a neztidka izolované populace
(bez vyjimky se jedna o rostliny vzacné a ohrozené), coz mize vést k rychlejSim evolu¢nim
patens a P. pratensis. Tyto druhy se Casto vyskytuji na spolecnych stanovistich a mohou se
tak kiizit za vzniku P. Xhackelii. Popsana skupina tak predstavuje vhodny model pro studium
mikroevoluc¢nich procest probihajicich v malych populaci, véetné¢ vlivu mezidruhové
hybridizace na genofond ohroZenych druhii. V zavérecné Casti jsou predstaveny otazky, které

bude fesit navazujici diplomova prace.

Klicova slova: biosystematika, mezidruhova hybridizace, mikroevoluéni procesy,

Pulsatilla, ohrozené druhy, velikost genomu, speciace.

Summary
The thesis deals with evolution, diversity, variation and population processes in the genus

Pulsatilla (pasque flower). The genus Pulsatilla (family Ranunculaceae) contains about 30
species occurring thorough the Northern hemisphere. High phenotypic variation was observed
at inter- as well as intraspecific levels, and was triggered by genome duplication and
hybridization. Most Central-European taxa form only small and spatially isolated populations,
which may accelerate evolutionary processes in their populations. The main topic of the thesis
is the frequency, dynamics and evolutionary consequences of interspecific hybridization
between the two endangered species of the Czech flora, P. patens and P. pratensis. These
species often grow in sympatry and may hybridize, resulting in a nothotaxon P. X hackelii.
The risk of a breakdown of species integrity due to interspecific hybridization needs to be
assessed using modern cytogenetic and molecular techniques. Questions that will be

addressed in the master’s thesis are also presented.

Key words: biosystematics, endangered species, genom size, interspecific, hybridization,

microevolution, Pulsatilla, speciation.



1. Uvod

Vzéacné a ohrozené druhy rostlin tvofi vyznamnou (a neustale nartstajici) skupinu nasi
kvéteny. Pro stanoveni optimalni ochranafské strategie je nutné ziskat detailni poznatky z
jejich biologie, ekologie 1 evolucni historie. Navzdory tomu vSak zlstavaji nase znalosti o
vetsin€ ohrozenych druht pouze Utrzkovité. Vyjimkou neni ani rod Pulsatilla (koniklec),
ktery piedstavuje velice zajimavou skupinu ¢eledi Ranunculaceae. Rod byl v minulosti
dikladné studovan, jednalo se vSak téméf vyhradné o studie morfologie s vyuzitim
observacénich postuptl, ptipadné experimentalni kultivace. Na zaklad¢ téchto studii byl rod
kvali své vysoké variabilité roz¢lenén do mnoha - €asto znacné podobnych - druhti, poddruhti
a variet. Pfedpokladana byla téz existence hybridl a zpétnych hybrida. Jen na tzemi Evropy
je odliSovano deset druhi s 25 poddruhy a mnoho varietami, a 15 kiiZencii. V nasi kvétené se
vyskytuje pét druhti koniklecii, vSichni jsou vzacné a chranéné. Z nich dva jsou fazeny mezi
kriticky ohrozené (P. patens a P. vernalis), dva mezi siln€ ohroZené, P .grandis a P. pratensis,
a P. scherfelii patii mezi ohrozené druhy. Nasi zastupci vytvari tfi hybridy, pficemz nejCasteji
je dokladéana hybridizace mezi P. pratensis a P. patens. Tato skupina je tedy jevi jako vhodny
model pro studium hybridizace s vyuzitim modernich cytogenetickych a molekularnich

metod.

2. Mikroevolu¢ni procesy

2.1. Hybridizace

Pojem hybridizace popisuje reprodukci mezi riiznymi druhy organismil. Potomei vznikli
hybridizaci jsou hybridi nebo-li kiiZenci. Hybridizace byla dlouho dobu povaZovana za ziidka
se vyskytujici jev, ktery tudiz nema zadny vyznam pro evoluci a je naopak jakousi evolu¢ni
chybou (Arnold 1997). Toto tvrzeni bylo v souladu s obecné piijimanou biologickou definici
druhu, nebot’ ta kiizeni za malo Casté predpoklada. Dle obecné biologie definujeme druh jako
populaci, jejiz jedinci se mezi sebou mohou volné ktizit a jejich potomstvo byva plodné.
Naopak kiizeni této populace s jedinci z populaci jinych druhii neni mozné (nevede ke vzniku
plodnych potomki) (Mayr 1942).

Nov¢jsi poznatky ale dokazuji, Ze hybridizace je u mnoha skupin organismi naopak velmi
Casta, a jeji evolu¢ni vyznam je proto znacny. Bylo prokazano, ze hybridizace méa dv¢ urovné
fungovani. Zatimco na trovni jedinci je jeji vyskyt opravdu nizky, a to u méné jak 0,1%
individui za generaci v populaci typického druhu. Na tGrovni druhti jeji vyznam nartsta,
protoze i malo hybridnich jedinct mtize udrzet genovy tok mezi druhy (Mallet 2007;
Rieseberg 1997; Seehausen 2004).Tyto poznatky jsou spise v souladu s fylogenetickou

definici druhu, kterd druhy definuje jako populace odliSujici se jednim nebo vice fixovanymi
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rozdilnymi znaky, alternativné pak jako nejmensi fylogenetické skupiny, které mohou byt
definovany spole¢nymi odvozenymi znaky. Fylogeneticka definice druhu tedy za znaky druhti
povazuje geneticky pfenosné znaky a geneticky (vnitrodruhovy) tok je jejim predpokladem
(Mallet 2005).

2.1.1. Cetnost

Vyzkumy poslednich desetileti jednoznaéné potvrdily, Ze zejména u rostlin je hybridizace
Castym jevem. Do hybridizace je totiz jen mezi cévnatymi rostlinami britské flory zapojeno
nejméné 25% druhti, coz vzhledem k tomu, ze britska fléra patii k druhové chudsim, vybizi
ke spekulacim, jak ¢astd musi byt hybridizace v druhové bohatSich oblastech (Mallet 2005).
Pocet kiiZzenct u rostlin dale rozsituje fakt, Ze vétSina rostlin je polyploidnich a jednim z typt
polyploidie je i allopolyploidie, kterd zahrnuje jak genomovou duplikaci, tak hybridizaci.

U zivocCicht byla hybridizace dlouho povazovana za malo Castou a nevyznamnou oproti
situaci u rostlin, za jakousi reprodukéni chybu. Bylo vsak zjisténo, Ze se objevuje u 10% z
nich (Ellstrand et al. 1996; Mallet 2005). Ukazalo se, Ze vyznam kiiZeni je rGzny u riznych
skupin zivo€ichi. Stupeil kiizeni je vysoky napiiklad u ptaki, motyld, a Sestiprocentni
hybridizace se vyskytuje i ve skupin¢ evropskych savcu. Kiizeni bylo zjisténo i u nejvétsiho
zvitete, které na Zemi v soucasnosti Zije, plejtvaka obrovského (Balaenoptera musculus),
ktery se ktizi s plejtvakem mySokem (Balaenoptera physalus) (Mallet 2008).

Zjistény pocet hybridi nemusi byt konec¢ny, protoze mnoho z nich nelze rozlisit na zakladé
morfologickych znak, a budou odhaleni teprve pomoci modernich molekularnich nebo

cytogenetickych technik (Mallet 2008).

Zajimavou vlastnosti hybridi je jejich fitness, kterd se do znacné miry odviji od jejich
genovych a genomovych charakteristik. Vzhledem k tomu, ze v hybridnim genomu dochazi
ke kombinacim jiz ustanovenych genomu jejich rodict a pravdépodobné k mnoha
pfestavbam, mohou hybridizaci vznikat jak jedinci s nizkou, tak i vysokou fitness (Arnold et
Hodges 1995). Nizsi fitness oproti rodi¢iim byla zjiSténa napft. u vrby Salix xincubacea,
ktizenec druhti Salix repens (vrba plaziva) a Salix rosmarinifolia (vrba rozmarynolista),
naproti tomu vyssi fitness, nez kterykoli z rodict, vykazuje napt. kiidlatka Reynoutria

xbohemica, kiizenec Reynoutria japonica (kiidlatka ¢eskd) a Reynoutria sachalinensis

(kridlatka sachalinska).

S fitness jedince je Gizce spojena jeho fertilita. Fertilita hybridii je dokumentovana a
analyzovana dlouhou dobu (Darwin 1859). Bylo zjis$téno, ze plodnost kiizencii Casto

nedosahuje plodnosti rodict, nékdy jsou kiizenci dokonce naprosto sterilni. Praveé dlouho



znama snizena fertilita hybridl byla povaZovéana za jednu z hlavnich piekazek v evolué¢ni
uplatnitelnosti hybrida (Grant 1963).

Poznatky posledni doby ale vysvétluji, ze 1 pokud hybridi vznikaji zfidka a maji nizkou
fertilitu, mohou produkovat dalsi generace potomkti pomérné ¢asto, pokud se piilezitost pro
jejich vznik stale opakuje. Piikladem takovéto situace je kiizeni slunecnic Helianthus annus
(slunecnice ro¢ni)a H. petiolaris (slune¢nice tapikatd), jejichz prvni generace hybridi ma
fertilni 14% pylu, zpétni kiiZenci a F2 generace pak maji pouze 1-2% ptivodniho mnozZstvi
semen, a piesto z téchto rodi¢ovskych druhti vznika nékolik generaci hybridii (Heiser 1947,
Heiser et al. 1969).

Hlavnim diivodem pro snizenou fertilitu hybrida je nekompatibilita na Grovni chromozomii,
ktera je jednou z prvnich postzygotickych bariér. Vznika jako dasledek velkého mnoZzstvi
mutaci a genomovych piestaveb a projevuje se poruchami pii segregaci chromozomii béhem
meidzy. DalSim divodem snizené fertility hybrida je pak nekompatibilita na urovni geni,
nebot’ dojde k rozpadu komplexd gent, které byly funkéni v rodiovskych genomech, a geny
nemohou spolupracovat stejné jako u rodic. Nekompatibilita na irovni genli se nemusi
projevit v prvni generaci kiizenct, ale az za n€kolik generaci (Flegr 2007).

Zajimavym fenoménem je postizeni sniZenou fertilitou ¢i Zivotaschopnosti ptislusnikii pouze
jednoho pohlavi. Vysvétleni tohoto fenoménu poskytuje tzv. Haldaneovo pravidlo, které fika,

ze takto vice postizené pohlavi byva pohlavi heterogametické (Flegr 2007; Mallet 2005).

Fertilita a fitness hybridi dale rozhoduje o tom, zda jsou hybridi schopni se kfizit zpétné s
rodiovskymi druhy. Zpétnou hybridizaci dochazi k postupnému vnaseni genii jednoho druhu
do genomu druhého druhu, tedy déji nazyvanému introgrese (Grant et Grant 1992). Introgresi
muze nasledné vznikat n¢kolik typi hybridi (Mallet 2008). Bylo zjiSténo, ze vyskyt
introgrese je velmi Casty, u rostlin se introgrese vyskytuje napft.: u rodu Cercocarpus
(ohankovnik, ¢eled’ Rosaceae), mezi druhy Cercocarpus traskia a C. betuloides, u rodu
Pinus (borovice), mezi dvéma Ceskymi druhy borovic, Pinus uncinata subsp. uliginosa
(borovice blatka) a P. sylvestris (borovici lesni), a dale u rodu Helianthus (slune¢nice), a to
mezi vzacné&j$imi druhy slunecnic a ¢astym druhem H. annuus. (slunecnice rocni).

U zivoCicht zname také mnoho ptikladi introgrese, napi: u rodu Oxyura (kachnice), mezi
druhy Oxyura jamaicensis (kachnice kaStanova) a O. leucocephala (kachnice bélohlava), u
rodu Streptotelia (hrdlicka), mezi druhy Streptopelia picturata rostrata a S. p. picturata na
Seychelskych ostrovech, nebo u rodu Canis (vlk), mezi Canis lupus (vlk obecny) a C.

familiaris(pes domaci) (Avise 2001; Seehausen 2004; Rhymer et Simberloff 1996).



Tok genti miize mit na rodicovské druhy rizny vliv, pozitivni spocivé ve zvySovani jejich
adaptability na podminky prostfedi neustalym obohacovanim genomu (Arnold 1997).
Negativni nasledek toku genti pro rodi¢ovskeé druhy mize byt potlacovani gent jednoho

druhu geny druhého druhu (viz kapitola ohrozeni hybridizaci) (Seehausen 2004).

Na mistech styku aredli dvou allopatrickych druhti, tedy druhii vyskytujicich se na odliSnych
arealech, existuji tzv. kontaktni zoény druhti. Pokud v kontaktnich zénach dochazi k
hybridizaci druhti, vznikaji zony nazyvané jako hybridni. Hybridni z6ny mohou umoziovat
tok gentl i mezi druhy geograficky oddélenymi. Allopatrické druhy mezi sebou mohou mit
slabsi genetické bariéry nez druhy sympatrické, proto vytvareni takovychto hybridnich zén u
nich miize byt jednoduché. V hybridnich zondch mize dochézet k reprodukci hybridi mezi
sebou nebo ke zpétné hybridizaci s rodicovskymi druhy. Mlze tak vzniknout nestejnoroda
hybridni populace, sloZzena z hybridi s riznou evolu¢ni historii (Seehausen 2004)..

Vétsina hybridnich zon je dlouhodobé stabilnich, coz je dosti zajimavé a existuje nékolik
teorii tuto stabilitu vysvétlujici (Genovart 2009).

Prvni z téchto teorii, jinak také nazyvana jako ,,tension model* neboli ,,model tlaku*
vysvétluje udrzeni hybridnich zon diky vysoké selekci viici hybridim. Tato selekce je
zpusobena vysokou kompetici mezi hybridy a rodicovskymi druhy, ve které jsou rodic¢e v
pievaze bud’ diky vysSimu fitness nebo diky vyssi hustoté populace. Vysoka selekce
zabranuje proniknuti hybridl do aredlt rozsifeni jejich rodich (Barton et Hewitt 1985).
Naopak na okrajich areald, kde se vytvaii hybridni zony, je hustota jedinci rodicl nizka, a
proto je zde i nizka selekce proti hybridiim (Rieseberg 1997).

Dalsi teorie, nazyvana ,,bounded hybrid superiority*, tedy néco jako ,,model ohrani¢ené
pfevahy hybrida,” uvazuje, Ze hybridi jsou Iépe ptizpiisobeni ekologickym podminkdm
charakteristickym pro mista hybridnich zo6n a maji v téchto podminkach vétsi fitness nez
kdekoli jinde (Moore 1977).

V hybridnich zonach se vyskytuji rizné ptibuzné genotypy a fenotypy a rychleji nez v
béZznych populacich zde proto miize probihat specializace a speciace. Hybridni zony jsou
soucasti teorie klindlni variability. Ta vysvétluje fenotypové zmény v ramci druhu podél
geografického rozsifeni adaptaci na abiotické podminky. Variabilita druhu zptisobena
adaptaci je pak podporovana prave hybridizaci a introgresi spojenou s hybridnimi zénami
(Flegr 2006). Druhy, obzvlasté ptibuzné, mohou byt hybridnimi zéonami propojené a vytvaiet

tak fenotypové kontinuum (Zimmermann 1964).



2.1.2 OhroZeni rodic¢ovskych druhiui zpiisobené hybridizaci

Hybridizace mtze populace rodicovskych druhli ovliviiovat i negativné tim, Ze vede ke
sniZzeni jejich hustoty a ptipadné az k jejich extinkci (Wolf et al. 2000).
Snizovani hustoty populaci rodict mtize byt zplisobovano vysilovanim rodic¢t. Rodi¢ovské
vy$si fitness hybridi (Rhymer et Simberloff 1996). Mezidruhova hybridizace také vysiluje
reprodukéni schopnosti a moznosti rodict, kdy na tkor potomka daného druhu vznikaji
ktizenci (Levin 1996).
Zasadni negativni vliv miize mit na rodi¢ovské populace intenzivni genovy tok zptisobeny
introgresi. Genovy tok miiZze vést k naruseni genotypu druhti a postupné aZ k potlaceni
genotypu jednoho z druhti a pfevladnuti druhého druhu na lokalité. Genovy tok také mutize
vést ke genetické fuzi druhti a tim vlastné k zaniku jednotlivych druht ¢i nékterych méné
Castych genomil nebo alel (Seehausen et al. 1997).
Negativni vliv hybridizace a tim 1 riziko extinkce se zvySuje, pokud jsou populace rodict
malé, popiipadé€ pokud je populace jednoho z rodict mald. V dnesni dobé je mnoho druhi
negativné ovliviiovano lidskou aktivitou. Populace druhti jsou nasi ¢innosti ¢asto
zmensSovany, v disledku ¢ehoz se mohou vyraznéji projevovat nékteré evolucni jevy, véetné
hybridizace (Burgman et al. 1993). Kromé zmenSovani populaci zvySujeme vliv hybridizace
na druhy také naruSenim stanovist’ nebo antropogennim ptenos druhli (Anderson 1948),
ktizeni tak nove probiha napt. mezi druhy: Geum rivale (kuklik poto¢ni) a G. urbanum
(kuklik méstsky), nebo mezi druhy Typha latifolia (orobinec Sirokolisty) a 7. angustifolia
(orobinec uzkolisty). U invaznich druhti ¢asto dochazi k hybridizaci s druhy ptivodnimi, coz
je zpisobeno slabymi reprodukénimi bariérami mezi témito druhy. Slabé reprodukéni bariéry
jsou vysledkem izolovaného vyvoje téchto druht, které by se bez naseho zasahu nikdy
nedostaly do styku. Snadné hybridizace vsak lehce muze vést k potlaceni genomu jednoho
z druhti nebo jejich fuzi (Wolf et al. 2000).
Hybridizace je v kazdém piipadé jednim z vyznamnych témat ochranaiské biologie, at’ uz se
jedné o ochranu vzacnych druhti ohrozenych hybridizaci, druhti ohrozenych masivni
hybridizaci vlivem ¢lovéka, nebo zadchranné programy, kdy mtize dojit k hybridizaci ptilis si
geneticky vzdalenych populaci (Rhymer et Simberloff 1996; Genovart 2008).

2.1.3. Hybridni speciace

Pokud jsou hybridi schopni se kiizit mezi sebou a maji dostatecnou fitness, miize
hybridizace vést az ke speciaci a vzniku nového druhu (Anderson et Stebbins 1954). Hybridni

speciace muze probihat jen pii sympatrickém vyskytu rodicovskych druhti nebo pfi existenci
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hybridnich zon. Pfi speciaci pak musi dojit mezi kiiZzenci a rodicovskymi druhy ke vzniku
reprodukénich bariér (Robertson et al. 2010).

Reprodukéni bariéry vznikaji speciaci ekologickou nebo genetickou. Ekologickou speciaci se
hybridi specializuji na ekologické podminky niky, které je volna, nebo ve které mohou diky
svym vlastnostem uspét v kompetici. Hybrid se tak mtize specializovat na ¢ast niky jednoho z
rodicl, ¢i mize zaujmout i celou niku jednoho z rodi¢ii (Anderson 1948). Geneticka speciace
se vyznac€uje vznikem velkého mnoZstvi mutaci chromozoémi i genil, véetné tak vyznamnych
jako jsou polyploidizace nebo chromozdémové piestavby. (Grant 1963; Barton et Hawitt
1985). Pro genetickou speciaci, respektive udrZzeni mutaci, je tedy vyhodné, pokud jsou
populace rodic¢ti malé a je u nich ¢asté pribuzenské kiizeni (Barton et Hawitt 1985).

U dlouhotrvajici speciace se vétSinou ustanovi oba typy bariér, ekologické i genetické
(Rieseberg 1997). Na to, ktery typ speciace probéhne diive jsou rtizné nazory. Za prvotni
vymezeni oproti rodi¢im ekologické a pozd¢jsi genetické povazuje Seehausen (2004).

Naopak Templeton (1981) povazuje bariéry genetické za prvotni a ekologické za sekundarni.

VétSina z druhi, u kterych nachézime hybridy, patii mezi evolu¢né mladé druhy. Z tohoto
faktu vychazi teorie tvrdici, Ze praveé v obdobi po vzniku druhu je mozné, aby vznikali hybridi
a dochézelo k introgresi. Postupnou speciaci pak dochéazi ke vzniku reprodukénich bariér,
jejichz vytvareni mize byt regulovano silou genového toku mezi druhy, ¢im je silnéjsi
hybridizace a introgrese, tim je silngj$i tlak na vznik reprodukcnich bariér a tim silnéjsi tyto
bariéry jsou (Turelli 2001). N&které teorie vSak nepovazuji reprodukeni bariéry za hlavni, ale
pouze za vedlejsi produkt selekce. (Coyne et Orr 2004) Vytvorené reprodukéni bariéry jsou
jeden ze znakd druhu. (Mayr 1942) Zda speciace hybridizaci probiha takto postupné nebo
skokové (saltacn¢€) neni jasné, modelovanim vsak bylo zjiSténo, ze hybridni speciace mize
prob&hnout jiz béhem 25 generaci (Ungerer 1998).

2. 2. Polyploidizace

Polyploidizace je dalSim evolu¢nim mechanismem, ktery umoziuje speciaci druhti a v
posledni dobé¢ je povazovan za stale vyznamng;jsi. Pti polyploidizaci dochazi ke znasobeni
kopii genomu organismu. Polyploidi jsou dvou zdkladnich typi, autopolyploidi a
allopolyploidi (Robertson et al. 2010). Autopolyploidi vznikaji duplikaci vlastniho genomu,
jejich nejpravdépodobnéjsi zpiisob vzniku je spojeni neredukované a redukované gamety
jednoho jedince za vzniku triploida. Tento triploidni jedinec se dale miize reprodukovat
pomoci redukovanych 1 neredukovanych gamet a dat vzniknout evolu¢né stabilnéjsSimu
tetraploidovi (Husband 2000). Mezi ptiklady autopolyploidi patii Solanum tuberosum (lilek

brambor), Medicago sativa (tolice setd), Zea perennis (divoky druh kukufice) nebo Dactylis
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glomerata (srha lalocnatd) (Leitch et Leitch 2011; Soltis et Soltis 1993).

Allopolyploidi vznikaji hybridizaci dvou rozdilnych druht a naslednou polyploidizaci
genomu. Mezi allopolyploidy patii naptiklad Brassica juncea (brukev sitinovita) nebo
Antennaria dioica (kocianek dvoudomy).(Rauh-L. 2003)

Polyploidizace se vyskytuje u mnoha druhti eukaryotnich organismii. PfestoZe panovalo
presveédceni, ze polyploidie u Zivo¢ichli neni mozna, byla u nékterych objevena, napiiklad u
hmyzu, Bombyx mori (bourec morusovy), mékkysu, Bulinus truncatus (Celed’ Planorbidae —
okruzakoviti)i obojzivelnika, Hyla versicolor (rosnicka méniva) (Soltis et Soltis 1999).

U rostlin se polyploidie povaZuje za velmi Castou, ku piikladu u skupiny krytosemennych
prosly polyploidizaci vSechny druhy kromé bazalniho druhu Amborella trichopoda (Soltis et
al. 2009), velmi Casty vyskyt je 1 u kaprad’orostt (Leitch et Letch 2011). Dokonce je zndmo
mnoho druhii. které byly tradicné povazovany za diploidni, avsak molekularni analyzy u nich
odhalily duplikované geny a tedy starobylou polyploidizaci, napt. Arabidopsis thaliana
(husenicek rolni), Zea mays (kukufice setd). Genom se mize jevit jako diploidni i kratce po
polyploidizaci, nebot’ hned po polyploidizaci dochdzi k velmi rychlé a extenzivni
restrukturalizaci genomu a miize dojit i k tzv. utiSeni genti (Soltis et Soltis 1997).

Plvodné existoval nazor, Ze polyploidizace mlize v rdmci taxonu vzniknout jen jednou, ale
podle novéjsich poznatktli vime, Ze polyploidizace probihala ve vétSin€ pripadl nékolikrat v
jeho evolucni historii (Soltis et Soltis 1995). Polyploidi se tedy mohou geneticky,
morfologicky i ekologicky odliSovat, nezavisle podléhat speciaci a posléze se vzajemné kiizit
(Soltis et Soltis 1997).

Polyploidizace se napadné Casto objevuje pied vyznamnymi evoluénimi zménami jako jsou
radiace, napft. pied radiaci dvoudéloznych. Polyploidizace je proto Casto povaZzovana za
mechanismus, ktery tyto velké evolu¢ni zmény umoziuje (Vision 2000). Polyploidizace
ovliviiyje i fenotypové, fyziologické ¢i reprodukéni projevy a chovani na urovni jedinct
(Soltis et Soltis 1993).

Polyploidizace timto nepfimo ovliviiuje 1 interakce druhti s jinymi organismy, napiiklad
interakce rostlin a hmyzu (v¢etn€ opylovact) (Thompson et al 1997).

2.3. Velikost genomu

S polyploidii (zmnoZenim genomovych sad) je logicky svdzana velikost genomu, tedy
celkové mnozstvi jaderné DNA organismu.

Velikosti genom se li§i mezi jednotlivymi skupinami organismd, Casto i mezi jednotlivymi
druhy. Proto specificka velikost genomu muze byt jednim z druhové-specifickych znakl v

mnoha skupinach eukaryotnich organismu. Velikost genomu je dédi¢na (Gregory 2005), méni
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se v zavislosti na evoluc¢nich procesech, a proto by podle nékterych studii méla byt
povazovana za legitimni biologickou uroven (Gregory 2004). V ramci druhu je velikost
genomu vétsinou stabilizovand internimi mechanismy a variabilita ve velikosti genomu v
ramci druhu je fidka, i kdyZ existuji vyjimky (Loureiro 2010). Velikost genomu se proto v
urcitych piipadech pouZziva jako jeden z molekularnich znaki pro rozliSeni jednotlivych
druhi, poptipadé ktizencti (Lysak 2009).

Velikost genomu je mnoZzstvi jaderné DNA charakteristické pro ur€ity genotyp a je
oznacovana jako C-hodnota (v angli¢tin€ jako C-value, kde C je zkratkou pro Constant),
udava se v pikogramech DNA (pg) nebo poctu part bazi (Swift 1950; Greilhuber et al. 2005).
Pro vyjadieni velikosti monoploidni sady chromozému byla v nedavné dob¢ zavedena jeste
tzv. Cx-hodnota (Greilhuber et al. 2005).

Navzdory piivodnim ptedpokladiim o vztahu mezi mnoZstvim jaderné DNA a komplexnosti
organismtl, se tyto teorie ukézaly byt mylné a absence vztahu byla souhrnné oznacovana jako
paradox C-hodnoty. Podstatou tohoto paradoxu je fakt, ze velikost genomu neni imérna
tomu, kam ve vyvojovém stromu je druh fazen. Velikost genomu tedy rozhodné€ neni nejveétsi
u druhti stojicich na konci fylogeneze, z naSeho pohledu ,,nejdokonalejSich.* Tato zékladni
cast paradoxu byla vysvétlena, kdyz bylo zjisténo, ze velkou ¢ast genomu zaujimaji
nekodujici sekvence, i kdyz ndm stale neni zcela jasné, jakou tlohu tyto nekodujici sekvence
maji (Gregory 2001). Nekddujici ¢asti DNA jsou vétSinou tvoieny rozdilnym mnozstvim
repetitivnich sekvenci DNA, které jsou tvofeny transposony, satelity, introny a pseudogeny
(Bennett and Leitch 2005), ptipadné zndsobenym genomem vzniklym polyploidizaci.

Ztraty DNA jsou zptusobovany nestejnou rekombinaci homologti, nelegitimni rekombinaci a
vys$i rychlosti delece nukleotidii, nez je jejich inserce (Bennetzen et al. 2005).

Dalsi soucasti paradoxu jsou pti¢iny zmén ve velikosti genomu, které jsme stdle nezjistili, 1
kdyz uz zname jejich mechanismy. Mechanismy urcujici velikost genomu (transkripce
transpozonll) mohou byt ovlivnény napt. podminkami stanovisté (Kalendar et al. 2000).
Velikost genomu je vysledek dynamické rovnovahy mezi zvétSovanim a zmenSovanim
(Bennet et Leitch 2005). Posledni ¢asti paradoxu je vztah mezi velikosti genomu a fenotypem
organismu. Velikost genomu je pozitivné korelovdna s velikosti buiiky a negativné s rychlosti
jejiho déleni. Existuje vSak i vztah mezi velikosti genomu a vyvojem celého organismu, nejen
jeho rychlosti, ale také jeho pritbéhem. Korelace existuje 1 mezi velikosti genomu a Zivotni

cey

formou. Genom se redukuje naptiklad u kratce Zijicich rostlin, jednoletek (Gregory 2002).

Jednou z rostlinnych skupin, v jejiz evoluc¢ni historii se setkavame s genovou duplikaci,

diferenciaci v obsahu jaderné DNA 1 mezidruhovou hybridizaci, je rod koniklec (Pulsatilla).
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3. Charakteristika rodu Pulsatilla (koniklec)

3.1. Systematické zarazeni rodu Pulsatilla

(Skalicky 1997; Kubat 2002)

Rise: Plantae (rostliny)

Oddé¢leni: Magnoliophyta (dvoudélozné)

Ttida: Rosopsida (vys$si dvoudélozné)

Rad: Ranunculales (pryskyinikotvaré)

Celed: Ranunculaceae (pryskyfnikovité)

Rod: Pulsatilla L. (koniklec)

3.2. Morfologicka charakteristika

Koniklece jsou vytrvalé trsnaté byliny, které jsou casto odény chlupy. Jejich koten je
kalovitého nebo vietenovitého tvaru, pozdéji vznikaji adventivni kofeny. Hlavni kotfen
starnutim dievnati a tmavne az do ¢ernohnéda. Hypokotyl rostliny se preménuje na oddenek,
ktery se staiim rostliny stava vicehlavym (Hegi et Weber 1975).
Listové pupeny jsou obaleny Supinami a na bazi sristaji. Na kazdé¢ hlaveé oddenku vyrista
pfizemni riizice zpetené délenych nebo slozenych listii. V rizici jsou listy v poctu 1-12, ¢asto
jsou chlupaté, obzvlast¢ v mladi. Stonek také mtize byt pokryt odénim. Stonek nese brakteol,
coz je pieslenovity utvar srostly z listent (zpravidla tif), ktery obaluje kvétni pupen jediného
kvétu neseného stonkem. Stonek miizeme rozd€lovat na stvol a kvétni stopku.V dobé kvétu a
hlavné pak v dobé plodu se cela lodyha, zejména kvétni stopka velmi prodluzuje (GoliaSova
1982).
Kvét je tvofen 6 okvétnimi listky, uspofadanymi ve dvou kruzich. Okvétni listky jsou vSechny
stejn¢ barevné. Vyskytuji se barva modra, fialova, bilé a zluta. Barviva jsou tvofena hlavné
delfinidinovymi glykosidy. Okvétni lisky jsou vné chlupaté.
Kvéty jsou oboupohlavné, v kazdém kvétu je mnoho tyCinek a pestikli (vétsinou 100-300),
jsou uspotadany spirdlovité. Vnéjsi tyCinky byvaji vétSinou pfeménény na staminodalni
nektaria. U ne¢kterych druh, napt. Pulsatilla vernalis se vyskytuje androdiecie.
Plodem je nazka s n€kolik centimetrii dlouhym chlupatym piivéskem (Skalicky 1997).
Vsichni zastupci rodu jsou jedovati, protoze obsahuji glykosidicky lakton ranunkulin.
protoanemonin a glukosu. Susenim se ranunkulin méni na inaktivni dimer anemonin

(Skalicky 1997).
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3.3. Ekologie

Koniklece jsou svétlomilné, teplomilné rostliny. Rostou na suchych travnicich a ve
svétlych lesich (Hegi et Weber 1975). U koniklect: je ¢astd mykorhizni symbioza, ktera
pravdépodobné znacné ovlivituje jejich rast (Zimmermann 1958, Pilt et Kukk 2002).

3.4. Taxonomické clenéni rodu Pulsatilla

1) podrod Pulsatilla (Skalicky 1997)

Listeny tvoftici brakteol jsou redukované, diipené v ¢arkovité utvary a dolni tietinou az
ctvrtinou srustaji. Listy maji fapik s vyvinutym velkym ventralnim cévnim svazkem, jeho
prufez je proto radialni, parenchymatickd pochva rapiku neni vytvorena. Kvét je v naprosté
vétsing piipadu tvofen Sesti okvétnimi listky, které jsou fialové, vzacné pak bélavé nebo
zlutavé. Vngjsi tyCinky byvaji pfeménéné ve staminodalni nektaria. Prasniky tycinek jsou
fialové a pylova zrna jsou trikolpatni nebo periporatni.
Do tohoto podrodu patii vSichni nasi zastupci kromé jedné vyjimky:
Pulsatilla grandis (Wenderoth) Zamels_
Pulsatilla vulgaris Miller
Pulsatilla patens (L.) Miller
Pulsatilla pratensis (L.) Miller
Pulsatilla vernalis (L.) Miller

2) podrod Preonanthus (Skalicky 1997)
Listeny jsou fapikaté, nesrostlé, podobné listiim. Jejich pocet je vétSinou tii. Listy maji fapik s
parenchymatickou pochvou, ale bez velkého ventralniho cévniho svazku. Okvétni listky jsou
bilé nebo zluté, mohou byt nafialovélé. TyCinky maji zluté prasniky a nebyvaji pfemeénéné ve
staminodia. Pylova zrna jsou perikolpatni.
Jediny zastupce v Ceské kvétené:
Pulsatilla scherfelii (Ullepitsch) Skalicky

3.5. Karyologie

Zakladni pocet chromozoému u rodu Pulsatilla je x = 8. Do soucasné doby jsou zndmi
pouze diploidi majici 16 chromozomt a tetraploidi majici 32 chromozémii.Chromozoémy jsou
podobné chromozoémiim pfibuzného rodu Anemone, a to tvarem i velikosti. Diploidni jsou
vSichni zastupci podrodu Preonanthus a nékteti zastupci podrodu Pulsatilla (skupiny
Vernales, Albanae, Patentes). Tetraploidi se vyskytuji v podrodu Pulsatilla ve skupinich
Pratenses a Vulgares. (Hegi et Weber 1975)

U nas ptivodni druhy maji v§echny pocet chromozému 16 (P. patens, P. vernalis, P.
scherfelii, P. pratensis), kromé Pulsatilla grandis, ktery ma chromozomové Cislo 32. U P.
pratensis uvadi vétsina praci chromozomové ¢islo 16, ale vyskytuje se 1 udaj 32 chromozému
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(Skalicky 1997). Neptivodni, ale v CR se vyskytujici druh Pulsatilla vulgaris, méa 32
chromozému (Javirkova-Jarolimova et Mési¢ek 1992).
Zajimavym udajem je pak pocet chromozomu u P. zimmermannii (vychodopanonsky
endemit), ktery je 2n = 26 (Skalicky 1997).

3.6. Geografické rozsireni

Rod ma asi 30 druht, z nich se vétSina vyskytuje na severni polokouli, v mirném a mirné
teplém pasmu. Koniklece se vyskytuji na vSech tfech severnich svétadilech, pficemz jejich
rozsifeni na severni polokouli vymezuje 30. rovnobézka a severni polarni kruh.
Centrum diverzity koniklectl leZi ve stfedni a vychodni Asii, na izemi Tan-Sanu (Aichele et
Schwegler 1957).
Koniklece se vyskytuji ptevazné ve vyssich polohéch, v horach a pahorkatinach (Hegi et
Weber 1975).
Druhy, respektive poddruhy, maji obvykle malé arealy rozsifeni, pravdépodobné hlavné kvili
postglacidlnim klimatickym zméndm a pomérné nizké odolnosti ke zméné ekologickych
podminek (Moore 1964).

3.7. Variabilita

Druhy rodu Pulsatilla byly vymezeny a oddélovany na zakladé morfologickych rozdilt

v listech a kvétech, a to véetné barvy kvéti. AvSak znaky, které jsou diakritické na malém
uzemi, nemusi platit na vétSich arealech.

V rodu koniklec je navic velmi vysoka fenotypova variabilita v rdmci jednotlivych druht,
poddruhii, populaci i jedincii (Skalicky 1997; Lindell 1998).

Variabilita ¢asto neodpovida geografickému rozdéleni poddruhti, naptiklad nékteré populace
P. grandis ze sttedni Evropy se nezdaji byt morfologicky odlisitelné od P. vulgaris ze severo-
zapadni Evropy, ackoli se obé populace vyrazné¢ 1isi od populaci P. vulgaris z Francie (Moore
1964).

V Evropé se vyskytuje 10 druhi a 25 poddruhii (Moore 1964; Hegi et Weber 1975).

Tab.1:Druhy rodu Pulsatilla rostouci v Evropé (Moore 1964; Hegi et Weber 1975; Zimmermann 1958; Aichele
et Schwegler 1957)

druh poddruhy

Pulsatilla alpina (L.) Delarbre subsp. alpina
subsp. apiifolia (Scop.) Nyman

Pulsatilla alba Reichenb.

Pulsatilla vernalis (L.) Miller
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Pulsatilla pratensis (L.) Miller

subsp. nigricans (Storck) Zamels
subsp. hungarica Sod

subsp. pratensis

Pulsatilla montana (Hoppe) Reichenb.

subsp. montana Aichele and Schwegler
subsp. australis (Heuffel) Zamels
subsp. balkana (Vel.) Zamels

subsp. bulgarica (Rosenthalnon.) Vel..

Pulsatilla rubra (Lam.) Delarbre

subsp. hispanica Zimm. ex Aichele and
Schwegler

subsp. rubra

Pulsatilla vulgaris Miller

subsp. vulgaris
subsp. gotlandica (K. Joh. ) Zamels and
Paegle

P. grandis (Wenderoth) Zamels

subsp. grandis
subsp. polonica (Blocki) Aichele et Schwagler

subsp. velezensis (Beck) Winkler

Pulsatilla halleri (All.) Wild.

subsp. rhodopaea K Krause

subsp. taurica (Juz.) K. Krause

subsp. slavica (G. Reuss) Zamels
subsp. halleri

subsp. styarica (G. A. Pritzel) Zamels

Pulsatilla patens (L.) Miller

subsp. patens
subsp. teklae (Zamels) Zamels
subsp. multifida (Pritzel) Zamels

subsp. flavescens (Zucc.) Zamels

3.8. Hybridizace

Hybridizace v rodu Pulsatilla je povazovana za velmi Castou, nékteré znamé piiklady

hybridizace nés vedou k zaveérim, Ze v rodu existuji pouze velmi slabé reprodukéni bariéry,

nékteré studie dokonce navrhuji i teorii neexistence reprodukénich bariér v rodu koniklec

(Krause 1958).

Ptes mnozstvi popsanych ptipadl hybridizace v rodu koniklec existuji rozdily mezi moznosti,

eventueln¢ Castosti vzniku a udrzeni hybridd, dle kompatibilnosti jejich rodic¢t. Vzajemné

v

geneticky nejrozdilngjsi jsou si zastupci obou podrodi rodu Pulsatilla. Ti jsou pravdépodobné

opravdu geneticky nekompatibilni a zaznamy o vyskytu hybridt mezi podrody v ptirodé jsou

povazovany za pochybné, a experimentaln¢ nebyli takovi hybridi nikdy ziskani (Hegi et

Weber 1975).




Casto je hybridizace dokladéna v ramci podrodu Pulsatilla. PfestoZe jsou si zastupci tohoto
podrodu pravdépodobné¢ hodné ptibuzni, objevuje se v podrodu vyznamny geneticky rozdil, a
tim je rtzna ploidie jeho zastupct, konkrétné diploidie a tetraploidie. Kfizenci mezi
heteroplodnimi rodi¢i jsou popisovani, ale pravdépodobnost jejich vzniku je povaZzovana za
hodné nizkou. Navic jsou tito kfizenci povazovani za sterilni, protoze by méli byt triploidy.
Mezi homoploidnimi druhy podrodu Pulsatilla je pravdépodobnost hybridizace vyssi.
Kftizenci diploidnich rodi¢u jsou z ptirody popisovani velmi ¢asto, oproti tomu tetraploidni
kiiZzenci popisovani z ptirody téméf nejsou. Experimentalné vSak byly vytvoteny témeét
vSechny mozné hybridni kombinace, jak u druhi diploidnich, tak tetraploidnich. Pokud se
nam dafi hybridizovat tetraploidni druhy uméle, jevi se nam jejich nizky vyskyt v ptirode
opravdu zvlastnim. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim jsou nedostatecné znalosti skupiny v
in-situ podminkéch a problematické odhaleni hybridi na zédkladé morfologie (kiizenci pak
mohou snadno unikat pozornosti) . U koniklect je i velmi ¢asto popisovana introgresivni
hybridizace (Hegi et Weber 1975).

K prohlubovani nasich znalosti o hybridizaci zna¢né ptispivaji pokusna kiizeni.

Jednim z nejrozsahlejSich takovychto experimentl bylo pétileté pokusné kiiZzeni mezi
diploidnim druhem P. patens a tetraploidnim druhem P. vulgaris, a dale pak mezi poddruhy
P. vulgaris, subsp. pulsatilla, susbp. grandis, subsp. gotlandica, a mezi dvéma populacemi P.
patens subsp. patens. Autoii studie se mimo hybridizace zabyvali i moznosti samospraseni u
koniklecti (Lindell 1998).

Kiizeni mezi P. patens a P. vulgaris subsp. pulsatilla bylo uspésné, procento opylenych
vajicek a procento dobie vyvinutych nazek oproti samooplozeni u kiizeni pokleslo, ale pocet
vykli¢enych semen se naopak u hybridizace zvysilo.

U riznych rodi¢ovskych kombinaci, v€etné samoopyleni, byly v rdmci P. patens a P. vulgaris
rozdilné vysledky tispéSnosti vzniku potomkd.

Pfi tomto experimentu se potvrdilo, ze 1 v ramci poddruhti jednoho druhu smér kiizeni neboli
identita rodict ovliviiuje prabeh a uspésnost této reprodukce. Byl-1i matetskym rodi¢em P.
pulsatilla subsp. gotlandica byla uspésnost kiizeni nejvétsi u otcovského rodice subsp.
pulsatilla (populace Vitemolla). U matetského rodice P. vulgaris subsp. pulsatilla byla
gotlandica.

Vitalita/kli¢ivost pylu se u prvni generace potomkii F1 vzniklych samosprasenim nebo
kiiZzenim oproti rodi¢ovské generaci sniZila bez rozdilti ptivodu téchto jedinct. U druhé
generace potomkill F2 byla nejvyssi vitalita pylu u kiizencti vzniklych kfizenim mezi druhy

nebo populacemi, oproti samoopyleni. (Lindell 1998).
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\ Podle dalsi studie pojednavajici o Pulsatilla vulgaris, poddruzich pulsatilla a grandis, nebyly
zaznamenany zadné rozdily mezi mnozstvim semen vzniklych z rodici stejného poddruhu ¢i
poddruht rozdilnych. V porovnavani tspésnosti mezipoddruhového kiizeni a samoopyleni,
byla vétsi tispésnost reprodukce u mezipoddruhového kiizeni. Pozorovani potomkt v této
studii ale ukazalo, Ze rostliny vzniklé samosprasenim byly i po 3-4 letech mens$i, nachylné;si k
parazitiim a byl u nich vyssi poCet abnormalnich rostlin nez u kiizencti (Zimmmermann

1935).

Nékteti odbornici se v ptipadé rodu Pulsatilla ptiklanéji k teorii klindlni variability. Tedy, Ze
nekteré druhy a jejich vnitrodruhové taxony jsou spojeny plynulou fadou prechodt
(Zimmermann 1964). Tato teorie by ukazovala, ze rod Pulsatilla prave prochazi boutlivym
obdobim vyvoje, které se vyznacuje mimo jiné netiplnymi reprodukénimi bariérami mezi
jednotlivymi druhy (Briggs et Walters 2001).

V souvislosti s mezidruhovou hybridizaci, sekundarni hybridizaci a klindlni variabilitou se u
rodu Pulsatilla Casto popisuji hybridni zony mezi jednotlivymi druhy, jez by mély byt
vysledkem dlouhotrvajiciho kiizeni a zpétného kiizeni. V téchto hybridnich zonach je mozné
pozorovat postupny prechod fenotypu jednoho druhu ptes fenotyp intermediarni az

k fenotypu dalsiho druhu (napt. zmensujici se sitka listovych ukrojkii od severu k jihu

v hybridni zon€ P. halleri subsp. slavica a P. grandis, tj. od Sirokotkrojkovych zastupct P.
halleri subsp. slavica v Karpatech smérem k typiim s uz§imi ukrojky druhu P. grandis

rostoucimi na jihu (Zimmermann 1964).

Tab.2: Pfechodné zony mezi druhy koniklecti (Zimmermann 1964)

jizni predhofti slovenskych Karpat P. halleri subsp. slavica a P.grandis
vychodni Alpy P.halleri subsp.styaria a P.grandis
Némecko P.grandis a P.vulgaris

Francie P.vulgaris a P.rubra

jih Balkanského poloostrov P.grandis a n€kolik dalSich druhii

Situaci v rodu Pulsatilla miZeme ilustrovat poctem druhtl a jejich kiiZenct.
Ve sttedni Evropé se vyskytuje 9 druhd, mezi nimiz je popsano celkem 11 kiizencti (Hegi et
Weber 1975).V Ceské republice roste 6 zastupct a 3 kiizenci (Skalicky 1997). Na Slovensku

je pak 9 druht, 4 kiizenci a 1 ocekavany kiizenec (GoliaSova 1982).
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Tab.3: Popsani hybridi rodu Pulsatilla v Evropé (Hegi et Weber 1975; Skalicky 1997; Aichele et Schwagler
1957).
* jsou oznaceni hybridi vyskytujici se v nasi kvétené

hybrid rodice

Pulsatilla x hackelii Pohl* Pulsatilla patens

Pulsatilla pratensis subsp. pratensis

Pulsatilla x vilnensis Gorski. P. patens

P. pratensis subsp. nigricans

Pulsatilla x intermedia Lsch. Pulsatilla patens

Pulsatilla vernalis

Pulsatilla % valentiana Wagner Pulsatilla patens
Pulsatilla grandis
Pulsatilla x celakovskyana Domin* Pulsatilla pratensis subsp. bohemica

Pulsatilla vernalis (var. vernalis?)

Pulsatilla x spuria Camus Pulsatilla pratensis

Pulsatilla vernalis

Pulsatilla x gayeri Smk. Pulsatilla montana

Pulsatilla patens

Pulsatilla * bolzanensis Murr. Pulsatilla montana

Pulsatilla vernalis

Pulsatilla x ochroleuca (Briigg.) Torre et Pulsatilla alpina subsp. alpina
Sarnthem Pulsatilla apifolia
Pulsatilla x affinis Lasch Pulsatilla vulgaris

Pulsatilla pratensis subsp. pratensis

Pulsatilla x mixta Halacsy* Pulsatilla grandis

Pulsatilla pratensis subsp. bohemica

Pulsatilla x holubyana Domin Pulsatilla grandis

Pulsatilla slavica

Pulsatilla x propinqua Lasch Pulsatilla vulgaris

Pulsatilla vernalis

Pulsatilla x weberi (Widder) Janchen Pulsatilla halleri subsp. styarica

Pulsatilla pratensis subsp. nigricans?

Anemone * emiliana Wolf Pulsatilla halleri subsp. halleri

Pulsatilla vernalis

3.9. OhroZeni
Koniklece jsou rostliny, jejichz populace se v posledni dobé obecné snizuji, a vétSina
druhti je proto povazovana za ohrozené. Dlivodem ohrozeni je pravdépodobné hlavné jejich

uzka ekologickd amplituda a na to navazujici nizka tolerance ke zmén¢ podminek stanoviste.
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cey

Vétsina koniklect jsou druhy ranych sukcesnich stadii, a proto nepteziji zarstani zpisobené
postupnou sukcesi, ktera za¢ne probihat, pokud dojde na lokalité k zastaveni disturbanci
zpusobovanych pastvou, kosenim nebo vypalovanim. Sukcese také velmi rychle probiha,
pokud je stanovisté eutrofizovano, coz byva v soucasné dob¢ Casty jev, at’ uz se tak stane
hnojenim nebo emisemi slouceninami dusiku.

I pro koniklece, stejn¢ jako pro ostatni organismy, predstavuje nebezpeci i fragmentace
stanovist’ a izolace populaci. Ohrozeni tak ptredstavuji i bézné lidské ¢innosti jako je
obdélavani piidy a s tim spojena orba a pouzivani pesticidl, zastavba, nebo intenzivni
turistika. JelikoZ jsou koniklece velmi dekorativni rostliny, jsou tyto rostliny obzvlasté na
nekterych tizemich velmi ohroZeny otrhavanim kvéth a vykopavanim za ucelem péstovani na
zahradach (Hegi et Weber 1975; Zimmermann 1964).

Vsech pét nasich pivodnich zastupct je chranéno. Dva jsou fazeni mezi kriticky ohrozené, P.
patens a P. vernalis, dva mezi siln€ ohrozené, P .grandis a P. pratensis, a P. scherfelii patii

mezi ohrozené.

4. Pulsatilla patens (koniklec otevieny)
Koniklec otevieny popsal Miller roku 1768 v Gard. Dict. Ed. 8, no 4.

Synonyma jsou Anemone patens L., Pulsatilla latifolia Rupr., P. teklae Zamels, P. bauhini

Tausch.
4.1. Popis

V CR roste pouze poddruh subsp. patens. Koniklec otevieny ma silny, vicehlavy,
vystoupavy oddenek, ktery byva tmaveé hnédy. Mladé listy jsou kryty eliptickymi Supinami.
Stonek je vysoky 5-15 cm, v dob¢ plodu se prodluzuje az na 45 cm. Listy se vyviji az v dobé
kvétu a pln€ vyvinuté jsou az za plodu (Skalicky 1997).Listy vyrustaji z ptizemni rizice
v poctu 2-5, v mladi jsou pokryty chlupy, vytvarejici hedvabny vzhled, stafim se tyto chlupy
ztraci a listy jsou olysalé az lysé. Spodni listy jsou déleny do lalokd, kterych je obvykle 17-30
a jsou Siroké 5-12 mm (Moore 1964). Ostatni listy maji dlouhé, ptimo odstalé fapiky. Jejich
Cepel je zhruba stejné Siroka jako dlouha a je témét kolma k fapiku, trojse¢nd nebo trojcetna.
Listky téchto sloZenych listl jsou pfisedlé, vétSinou bez fapickd, dlanitodilné nebo
dlanitosecné, maji 15-30 ukrojkt délky 4-12 mm, primérné 8 mm.

Brakteol vznika sriistem 3 listent, je tvofen 14-20 ukrojky o Sifce asi 1 mm. Brakteol vyrtsta
pod kvétem a za kvétu se tedy nachazi v horni ¢asti stonku. Po odkvétu se prodluzuje kvétni
stopka a brakteol se tak ocita ve spodni ¢asti stonku. Kvéty jsou vzptimené nebo
polovzpiimené, zvonkovitého tvaru (GoliaSova 1982). Okvétni listky jsou podlouhlé (asi

tiikrat delsi jak Siroké), dlouhé 25-36 mm, Siroké 7-17 mm, na vrcholu mohou byt tupé i
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Spicaté. Primér kvéth je 5,5 az 8,5 cm, jejich barva je modro-fialova az svétle fialova. Vnitini
ty¢inky byvaji 2-3 krat kratsi neZ okvétni listky, Zluté. Cnélky jsou viceméné rovné.
Privések u nazek byva obvykle dlouhy 3-4,5 cm. Koniklec otevieny kvete v dubnu az kvétnu
(Skalicky 1997).
Koniklec otevieny je diploidni druh, 2n=16 (IPCN).

4.2. Variabilita

Druh je pomérné malo individudlné¢ variabilni, vyjimecné se vyskytuji bélokvété aberace
(f lactiflora Domin), olysalé morfotypy (f. glabrescens Preuss) nebo plnokvété monstrozity
(Skalicky 1997).

4.3. Taxonomické ¢lenéni (Moore 1964; Aichele et Schwagler 1957; Skalicky 1997)

Subsp. patens
Popis: Barva kvéth je modro-fialova, ziidka rizova nebo bila. Listy maji pouze maly pocet
tikrojkd, a to okolo 15-30 podlouhlych kopinatych tkrojki. Sitka tikrojku je okolo 0,7 cm.
Listky jsou jen nezfeteln¢ fapikaté. Listy vyriistaji pozd¢ji, nez kvéty. Listeny v zdkrovu
srostlé asi 1 cm.

Vyskyt v Evropé: Pobaltskeé staty, evropska ¢ast Ruska, Bélorusko, Ukrajina, Polsko, jz.

Finsko, stf. Svédsko véetné Gotlandu, Mad’arsko, Rumunsko, Bulharsko, CR, Némecko —
okoli Rezna a Mnichova, Slovensko — Zahorie, Spi$ska kotlina, Slovensky kras.

Subsp. teklae (Zamels) Zamels
Popis: Kvéty jsou modro-fialové. Listy maji hodné tkrojki, jejich pocet je okolo 30-90.
Ukrojky jsou $irsi a kopinaté, $itky 1-4 mm.
Vyskyt: Polsko, Litva, LotySsko.

Subsp. multifida (Pritzel) Zamels
Popis: Kvéty jsou modro-fialové, nebo rizové a uvnitf bilé. Listy s hodné ukrojky, posledni
segment je zhruba stejné dlouhy jako fapik. Listky vétSinou zietelné fapikaté.
Ukrojkii je 30-80, jsou tizké a kopinaté, §itky asi 0,4 cm. Listy se objevuji pied kvéty. Listeny
v brakteolu jsou srostlé asi po 0,75 cm své délky.
Vyskyt: Rusko - Sibif.
___Subsp. flavescens (Zucc) Zamels
Popis: Kvéty jsou Zluté, ziidka slabé fialove. Listy s velkym mnozstvim tkrojki, 30-80
ukrojki, Sirokych okolo 0,3 cm. Listy se objevuji béhem kveteni. Listeny srustaji asi v délce
1,3 cm.

Vyskyt: Rusko (severni Asie).
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4.4. Ekologie a cenologie

Koniklec otevieny roste na stanovistich se suchym, hl. subkontinentalnim klimatem,
nejcasteji na severnich a zdpadnich expozicich. Je tak soucasti ekosystémil suchych az mirné
vlhkych travinnych porostt, ale i lemut a svétlin lest, kfovin a reliktnich bort. Nejcastéji se
jedna o spolecenstva fadu Festucetalia valesiacae, svazii Koelerio-Phleion phleoidis a Erico-
Pinion, méné ¢asto pak fadu Trifolio arvensi-Festucetalia ovinae. Pidy na stanovistich
koniklece otevieného byvaji hlubsi, humusovité, odvapnéné i mélké mineralni (piscité nebo
kamenité), predevsim typu ranker. Mate¢né horniny ptd byvaji silikdtové nebo neutralni,
napf. trachyt, nefelinit, ¢edic, btidlice, vapnité piskovce, ale 1 vaté pisky nebo odvapnéné
pudy na véapenci. Pidy jsou tak vétSinou kyselé s pH mezi 4 a 6 (Skalicky 1997).
Druh vykazuje vyraznou symbiozu s mykorhiznimi houbami, jak doklada studie Moora
(2004). Pro ziskani informaci o vlivu mykorhizy byl proveden experiment srovnavajici reakci
semen P. patens a P. pratensis na vysev do pudy se sporami arbuskularnich mykorhiznich
hub. Pokus prokazal, ze oba druhy koniklecii rostou vyrazné Iépe v zemin¢€ se sporami téchto
hub, nez v prostiedi bez spor. Ukazal se vSak rozdil mezi reakci druhti na inokulum
travnatych spolecenstev a inokulum lesa. Zatimco P. patens rostl trochu 1épe na inokulu
travnatych spolecenstev, P. pratensis rostl vyrazné 1épe na lesnim inokulu. Autofi
experimentu na zékladé€ vysledka vytvoftili hypotézu, podle které jsou koniklece jako druhy
narusenych stanovist’ obzvlasté v prvnich fazich zivota velmi zavislé na mykorhizni
symbiodze. Druhové slozeni spor mykorhiznich hub pak miize vysvétlit distribuci koniklect,
ktera je 1 pies jejich podobné ekologické naroky zna¢né rozdilna, nebot’ P. pratensis je
v Estonsku vice rozsifen (Moora 2004).

4.5. OhroZeni

Pocet 1 velikost populaci koniklece otevien¢ho se u nas dlouhodobé vyrazné snizuje.
Béhem poslednich dvaceti let zanikly vSechny malo pocetné populace a pocetné populace
velmi zeslably (Mackova 2004). Populaci je u nas tedy dnes uz jen zlomek, a to celkem 17
s piiblizné 3 tisici rostlin (Ondiiek et Turotiova 2010). Ustup druhu se ale netyké jen Ceské
republiky, ale je hlaSen 1 z Némecka, Estonska, Finska a Polska. V Némecku existuje
v soucasné dob¢ posledni populace P. patens, na které bylo v roce 2003 provedeno scitani a
vysledky porovnany s mapovanim z roku 1991. Bylo zaznamenano zna¢né snizeni populace
z 27000 jedincii v roce 1991 na 9700 jedincii v roce 2003 (Roder et Kiehl 2006). V Polsku
byla v roce 2010 publikovéna studie porovnavajici soucasny stav P. patens se zdznamy
z minulosti. Do studie bylo zahrnuto 16 pfirodnich rezervaci v severo-vychodni ¢asti zem¢,
kde se nachazi vétSina popsanych lokalit P. patens v Polsku. Studie zjistila vymizeni P.

patens v 11 piirodnich rezervaci zahrnutych do studie a na 5 zbyvajicich pak zdokumentovala
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pokles vétSinou na nékolika jedinct (Juskiewicz-Swaczyna 2010). V Estonsku je nyni
zaznamenano 27 izolovanych populaci, u nékterych z nich se pocet jedinct dale snizuje (Pilt
et Kuk 2002). Ve Finsku je situace obdobna, dochazi k celkovému snizovani populace, které
pokracuje 1 na nékterych mistech, kde se provadi management na ochranu druhu (Uotila
1996). U ostatnich stat nejsou dostupné presné informace, ale predpoklada se podobny stav,

obzvlasté na hranicich arealu (Ondficek et Turoniova 2010).

Koniklec otevieny je ohroZen zejména zménou hospodateni na lokalitdch, nesnese zarlstani a
zastinéni, at’ uz je zptisobené sukcesi, invaznimi rostlinami, hnojenim, spadem dusikatych
latek nebo zalesnénim. Koniklec je otevieny je velmi dekorativni druh, a proto je ohrozovan i
trhanim nebo vyrypavanim pro zahradnické tudely. V Ceské republice byl zaznamenan znaény
okus mladych kvéta zveri (Juskiewicz-Swaczyna 2010; Kubat 1997).

Koniklec otevieny je fazen podle IUCN do skupiny kriticky ohroZenych druhti (C1). Druh je
zatazen do seznamu piislusejiciho k ,,Natizeni Evropské unie ¢islo 92/43/EEC/1992: dodatku
2 (,,Regulation of the European Community No. 92/43/EEC/1992: Appendix 2%), a

v ,,Bernské umluve z roku 1998, ¢asti A, dodatku 1* (,,Bern Convention, from 1998, part A,
Appendix 1%).

Druh je chranén legislativou Ceské republiky dle vyhlagky 395/92 Sb. jako kriticky ohrozeny
(Prochéazka 2001).

Zptisoby managementu na ohroZenych lokalitach v CR jsou rtizné (Cefovsky 1999; Lorber
1997). Nejcastéji je na lokalitach koniklece snaha zabranit zarlstani, a proto jsou mista seCena
a jsou zde vyrezavany kioviny (Humnicky vrch, LiSnice, B&la). Vzacné se uplatiiuje pastva,
naptiklad na Holém vrchu. Na lokalitach pfimo ohroZenych vyrypavanim lidmi se rostliny
oplocuji a oznacuji (lokalita v PodkruSnohoti u Krasné Lipy). Na lokalitach s hodné sniZenou
populaci se druh doséva nebo dosazuje, coz se ovSem potykéd s mnoha problémy, jako je
rychle se snizujici kli¢ivost semen, Spatné piezivani semenacku atd.

4.6. Vyskyt v CR (Skalicky 1997; Kubét 1997)

Ceska republika je blizko zapadni hranici arealu koniklece otevieného. Lokality se
nachazeji v Ceském termofytiku a Ceskomoravském mezofytiku v kolinnim a suprakolinnim
stupni.

P. patens byl hlagen z: Doupovskych hor, Ceského stfedohoii (Lounsko — labského
sttedohofti, MileSovského stiedohoti, Lovecského stiedohoti), Podkrusnohorské panve,
sttedniho Povltavi, Dolniho Povltavi, Prazské kotliny, Dolniho Pojizeti, Ralsko-bezd¢ézské

tabule a Ceského krasu-
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5. Pulsatilla pratensis (koniklec lu¢ni)

Koniklec luéni byl popsan Millerem v roce 1768 v Gard. Dict., ed. 8, no 4. Synonyma jsou
P. nigricans Storck, Anemone pratensis L. nebo Pulsatila Zimmermannii So0, Pulsatilla

montana Reichenb., Anemone intermedia Schultes.
5.1. Popis
V CR se vyskytuje pouze subsp. bohemica, tedy koniklec luéni ¢esky. Koniklec luéni

cesky ma vicehlavy oddenek, ktery byva témét kolmo doll rostouci. Barva oddenku je ¢erna a
pfizemni Supiny na ném vyristajici jsou vejcitého tvaru. Bélavé chlupy pokryvaji vSechny
vegetativni a nékteré generativni ¢asti rostliny. Stonek je za kvétu vysoky 8-15 cm, v horni
¢asti nici, za plodu se prodluzuje do vysky 22 cm, a je vzpiimeny. Listy jsou vétSinou v dobé
kvétu dobfe vyvinuté, vyristaji z piizemni rizice v poctu 3-5. Bazalni listy fapikaté, trojdilné
s uzkymi laloky. Listy jsou fapikaté. Rapiky jsou zakiivené, pozdéji odstalé nebo §ikmé,
krat3i nebo stejné dlouhé jako &epel. Cepel byva vejéita az vejéité kopinatd. V mladi ma ¢epel
asi 30 ukrojkti, pozdéji je jednou az dvakrat lichozpefend s 3-5 jafmy s listky, poptipadé
liste¢ky jednou az dvakrat pefenoseénymi. Ukrojkti je 100-200, podlouhlého tvaru, $pi¢atych,
Sirokych 1-3 mm.

Brakteol ma 4-31 ukrojkd, které jsou dlouhé 0,9-2,8 cm, §iroké zhruba 6 mm (ukrojky listenti
a listd jsou téméf stejné Siroke). Kvéty jsou valcovitého tvaru, pii dokvétani az zvonkovite,
sklonéné dolii (nici). Okvétni listky jsou tvaru eliptického, 15-30 mm dlouhé, 7-12 mm
Siroké. Na vrcholu se okvétni listky ohybaji zpét smérem ven, 3 vnéjsi jsou nékdy kratsi nez 3
vnitini. Primér kvéta je 3-4 cm. Jejich barva je od tmavé fialové po svétle fialovou, vzacné az
Zlutou nebo bilou. Ty¢inky jsou dlouhé jako tii tvrtiny okvétnich listki. Cnélky jsou syté
fialové, chlupaté, na konci lysé. Nazky mivaji ptivések o délce 4-4,5 cm. Obdobi kvétu
koniklece lu¢niho ¢eského je v bfeznu az v kvétnu (Skalicky 1997).

Druh je diploidni, 2n=16 (IPCN) I kdyz existuje i idaj o poctu chromozémi 32 (Skalicky
1997).

5.2. Variabilita

V CR se vyskytuji se objevuji rostliny t¥i morfotypa.
Prvni typ roste v Cechach a vyznaduje se nicimi kvéty i za plného kvétu a jejich tvar je
valcovity. Listeny jsou uzavien¢ zvonkovité, majici vétSinou 20 tkrojki.
Druhy typ se vyskytuje na jizni Moravé, u Vidné a u Bratislavy, md mirn€ sklonéné kvéty,
které jsou zvonkovité. Listeny mivaji prumérné¢ 26 tkrojkt. Prvni a druhy typ maji klinalni

charakter, postupné tedy prechazi jeden ve druhy.
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Ttetim typem je varieta albida (Domin) Skalicky, kterd roste v okoli B&l¢ pod Bezdézem.
Jejim stanovistém jsou mistni bory. Vyznacuje se mensimi listy, jez se plné vyviji az po
odkvétu. Okvétni listky jsou podlouhlé azZ eliptické, vné svétle fialové, uvniti bélaveé az svétle
fialové, ziidka naZloutlé az nartizovélé. Cnélky byvaji svétle fialové, na konci mirné
zakiivené.
Popséno je také mnoho individualnich odchylek, které jsou nékdy povazovany za formy ¢i
variety, naptiklad var. angustisecta Celak., var. latisecta Celak., var. ochroleuca Tausch, var.
alba Tausch.

5.3. Taxonomické ¢lenéni (Moore 1964, Aichel et Schwegler 1957, Skalicky 1997)

Subsp. bohemica Skalicky
Popis: Listy s mnoha tkrojky, stonek vystoupavy. Kvéty jsou valcovité, starnutim az
zvonkovité, sklonéné dolil (nici). Na vrcholu se okvétni listky ohybaji zpét smérem ven, 3
vnéj$i mohou byt kratSi nez 3 vnitini. Barva kvétu je od tmavé fialové po svétle fialovou,
vzacné mize byt 1 zlutd nebo bila.
Vyskyt: stiedni Evropa (vychodni Némecko, Rakousko, CR, SR, Polsko, Mad’arsko).

Subsp. ucrainica Ugr.
Vyskyt: Ukrajina a sttedni PovolZi

Subsp. hungarica So6
Vyskyt: Mad’arsko a jizni Slovensko

Subsp. pratensis
Popis: Listy a stonek podobné subsp. bohemica. Kvét je nici, tvaru cylindrického az uzkého
uzavieného zvonku, horni ¢ast okvétnich listkl se ota¢i smérem ven. Barva kvétu je svétle
fialova az fialova, zfidka zlutava nebo rizova, vnitini listky jsou ¢asto bilé, zluté nebo razové.
Vyskyt: Pobalti

5.4. Ekologie a cenologie

Koniklec lu¢ni ¢esky roste na xerotermnich travnicich, skalach, okrajich lesa, vzacné
potom na piscindch a ve svétlych lesich. Nejcastéji je soucasti spolecenstev svazu Koelerio-
Phleion phleoidis a fadu Festucatelia valesiacae, ale mizeme ho najit i ve spolecenstvech
tiidy Sedo-Scleranthetea, vzacnéji ve spolecenstvech svazli Quercion pubescenti-petracae,
Erico-Pinion, Geranion sanguinei. Piidy na stanovistich jsou suché a vysychavé, melke,
minerdlni — hlavné kamenité a pis¢ité.Matecna hornina byva vapnitd nebo silikatova.

3.5. Ochrana

Populace koniklece luéniho ¢eského se sice vyznamné sniZuje, ale nehrozi mu

bezprostfedni nebezpeci. OhroZen je zejména zdstavbou a zartstanim.

26



Druh je fazen podle IUCN do skupiny rostlin C2, jedna se tedy o siln¢ ohrozeny druh.
Je chranén vyhlaskou 395/1992 (Mackova 2004, Prochazka 2001).

5.6. Vyskyt v CR

Dvé oddélené arely, Eeska (severni, stiedni a vychodni Cechy) a moravska (jizni Morava).
Rozsiteni v CR:
Cechy — Doupovské hory, Stiedni Poohii, Podkrugnohorska panev, Ceské stiedohot -
Lounsko-labské sttedohofi, MileSovské stiedohofi, Love¢ské stfedohoii, Stiedoceska tabule,
Cesky kras, Dolni Povltavi, Stfedni Povltavi, Prazska ploSina, Dolni Pojizefi, Pardubické
Polabi, Rakovnicka kotlina, Kiivoklatsko, Pfibramsko Podbrdsko, Stiedni Povltavi, Ralsko-
bezdézska tabule, Zelezné hory, Ceskodubska pahorkatina, Kutnohorské pahorkatina,
Morava — Znojemsko-brnénska pahorkatina, Jihomoravské uvaly, Jihomoravska pahorkatina,

moravské podhoti VysocCiny.

6. Hybridizace mezi P. patens a P. pratensis

Ze vsech nasSich zastupcii rodu Pulsatilla je u nas nejvice rozsiten P. pratensis subsp.
bohemica. Nasim druhym nej¢astéjsim koniklecem je pak P. patens . Oba tyto druhy vytvari
hybridy s jinymi druhy koniklecti. Druh Pulsatilla pratensis tvoti hybridy napt. s P. vernalis,
P vulgaris, P. grandis, P. halleri, P. zimmermanni. Druh P. patens se kiizi napt. s: P. vernalis,
P. montana. P. patens subsp. patens a P. pratensis subsp. bohemica maji na naSem uzemi
znaén¢ podobné ekologické naroky, a tak se u nas jejich arely rozsifeni do zna¢né miry
prekryvaji. Vytvari proto na naSem uzemi viibec nejcastéji udavaného hybrida koniklect,
Pulsatilla xhackelii ( Skalicky 1997; Hegi et Weber 1975).

Kftizenec druhii P. patens a P. pratensis byl vSak popsan nékolikrat, napt. jako Pulsatilla
xhybrida Mikan, Pulsatilla xbohemica Pritz. Nékolik popisi se tyka jinych poddruhti
rodic¢ovskych druht. Byly popsany pod nésledujicimi jmény, jakkoliv prioritni by i pro né
melo byt oznaceni Pulsatilla *hackelii:

Pulsatilla xvilnensis Gorski

Jedna se o kiizence P. patens a P. pratensis subsp. pratensis. Popsan byl Gorskim roku 1826.
Na rozdil od P. pratensis ma méng¢ listl, které jsou Sirsi. Kvéty jsou vzptimenéjsi, fialové.
Nékolikrat byl udavan z Pruska a Slezska a téZ potvrzen experimentalné (Hegi et Weber
1975).

Pulsatilla xborosiana J. Wagner

Rodici jsou P. patens a P. pratensis var. zichyi. Hybrid roste Mad’arsku (Moore 1964).
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Vliv hybrida Pulsatilla xhackelii na rodicovské populace

Oba rodice hybrida Pulsatilla xhackelii jsou chranéné vzacné druhy, jejichz populace se stale
snizuji. Arealy vyskytu téchto druhti se z velké ¢asti prekryvaji, a proto se Casto vyskytuji na
lokalitach spolecné€. Hybrid tedy muaze populace rodi¢ti vyznamné ovliviiovat.

6.1. Pulsatilla xhackelii Pohl

Poprvé byl popsén jako Pulsatilla hackelli Pohlem roku 1815 z vrchu Hradiste u Litoméfic

v Ceském stiedohoii (Holub, 1978)

Jedna se o kiizence mezi P. patens subsp. patens a P. pratensis subsp. bohemica.

6.1.2.Popis

Pulsatilla xhackelii se vyznacuje intermedidrni podobou vi¢i rodicovskym druhtim. Jednotny
popis tohoto kiizence nelze podat, nebot’ existuji jeho riizné popisy od rtiznych autord, které
naznacuji, ze vzhled tohoto hybrida je zna¢n¢ variabilni.

Uvadim nékolik existujicich nejuplnéjSich popist.

Celakovsky (1865): Morfologické znaky jsou intermediarni vzhledem k rodiétim, obzvlasté
vzhled kvétu, u nékterych jedincti jsou vSak nékteré znaky vice podobné P. patens, u jinych P,
pratensis. Ve vetsing piipadu je rostlina celkoveé vyssi a slabsi, podobné jako P. pratensis.
Velikost kvéti je vyloZzené intermediarni k velikosti kvéta rodict. Barva kvéti je fialovo-
modra, coz je také intermediarni vici lila a purpurové fialové barveé rodict.

(Skalicky 1997): Rostliny maji cervenofialové, pouze mirn€ nici kvéty. Listy Siroké, podobné
P. pratensis, ale na rozdil od P. pratensis zkracené vieteno mezi jaimy listkd. Kiizenec je
sterilni.

Holub (1978): Zabyva se rozeznavanim sterilnich rostlin. Listy obou rodicovskych druhti se
odlisuji predevsim v poctu, sifce ukrojkii a poméru $itky k délce. Listy kiizence byvaji ve
vetsing pripadt podobnéjsi listim druhu P. patens, jsou tedy dlanité délené do Sirokych
ukrojkii. Tvar listi kiiZence je v podstaté okrouhly, protoze stejné jako u P. patens jeho délka
témeét odpovida jeho Sifce. Podstatnym rozdilem oproti P. patens je rust jatem opravdu blizko
sebe a umisténi posledniho jafma blizko vrcholu listu.

Presl (1819): KtiZzenec uveden pod nespravnym oznacenim P. halleri.

Popis: Listy pernaté, ostfe vykrajované, slozené ze tii ¢asti. Kvét vzpiimeny.

6.1.3. Fertilita

Na fertilitu hybrida existuji riizné nazory. Za sterilniho ho povazuje Skalicky (1997). Holub
(1978) uvadi, Ze semena kiiZzence nejsou schopna vyklicit, a proto vznika pouze stale novym a
novym kiizenim nebo vegetativnim rozmnozovanim. Vznik kiiZence pii experimentalnim
kiiZeni a jeho péstovani uvadi napt. Hegi et Weber (1975). Nékteré nalezy pak vytvari

spekulace, ze by se mohly existovat potomci vznikli introgresi.
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6.1.4. Karyologie

Pocet chromozomil u kiizence neni znam. Oc¢ekavany pocet je 16, protoze oba rodicovské

druhy maji 16 chromoz6ém1.

6.1.5. Vyskyt

Byl n&kolikrat udavan z Cech, Slezska i Pruska, Slovenska (Moore 1964; Goliasova 1982).
\ Hlasené lokality na Slovensku: (Goliasova 1982)

Plavecky Stvrtok, Lozorno (Valenta 1939), Sajdikové Humence (Scheffer 1923)
| Hlagené lokality v CR: (Skalicky 1997, Kubat 1997)

Ceské sttedohofi:

Lounské stfedohofi: Tobiasuv vrch, Tiesnovec, Dobrcice, Skalka,

Labské sttedohoti: Hradisté, Kamyk, Hlinna, Holy vrch, Zalezly, Mariansky vrch
Lovecské stiedohofti: Stiibrniky

Stfedni Povltavi: Zavist u Zbraslavi

Doupovské hory: Dubovy vrch, Humnicky vrch, Prostfedni vrch u Kadan€, mezi Malesi a
Jindfichovem

Ralsko-bezdézska tabule: Béla pod Bezdézem
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7. Pilotni cytometrickeé vysledky

Uvod

Druhy P. patens a P. pratensis, jejichz hybridizace je tématem mé prace, maji stejny pocet
chromozdémd, ale rozdilnou velikost genomu: u P. patens je pruimérna 2C-hodnota 11,5 pg
DNA, zatimco P. pratensis vykazuje pramérnou 2C-hodnotu 13,8 pg (Suda nepubl.).
Proto je pravdépodobné, ze velikost genomu jejich kiizence bude intermediarni vzhledem

k velikostem genomti rodi¢i (Loureiro et al. 2010).

Metodika

Na zaklad¢ srovnani historickych i soucasnych popsanych lokalit P. patens, P. pratensis a
Pulsatilla xhackelii byly vybrany lokality, kde je vyskyt kiiZzence nejpravdépodobnéjsi.
Jedna se o lokality, kde byl v minulosti udavan Pulsatilla xhackelii a stale se tam vyskytu;ji
oba rodicovské druhy, a dale pak ty, kde se spole¢né vyskytuji oba rodi¢ovské druhy.

P. pratensis.

Na vytipovanych lokalitach byl proveden sbér rostlinného materidlu. Nasledné¢ byla
provedena analyza tohoto materialu metodou prutokové cytometrie.

Postup analyzy: V Petriho misce obsahujici 1 ml pufru Otto I byl Ziletkou rozsekan

jeden nebo nékolik vzorkd (vzorek je pfiblizng 0,5 cm? listu koniklece) spoleéné

s odpovidajicim mnozstvim listu Pisum sativum (standard méteni, 2C = 8,84 pg). Vznikla
suspenze byla piefiltrovana ptes nylonovou sit’ a bylo k ni pfidano 100 pl pufru Otto I. Po
promichani bylo pfidano 1 ml roztoku obsahujici pufr Otto II, propidium jodid (50 pg/ml),
RNAsu (50 pg/ml) a B-merkaptoethanol (2pu/ml). Vzorek byl znovu promichan a poté

analyzovan na pritokovém cytometru Partec CyFlow.
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Vysledky

Pii analyze bylo nalezeno né€kolik jedincti s velikosti genomu intermediarni vzhledem k P.

patens a P. pratensis.

Jednoznacné rozliSeni velikosti genomu P. patens, P. pratensis a Pulsatilla xhackelii

200

Gate: R1

160 +

120 4

80

MNMumber of nuclei
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Llale . I . .
0 200 400 600 800 1000
Relative fluorescense

Obr. 1: Spole¢na cytometricka analyza druhid P. patens, P. pratensis a jejich kiizence Pulsatilla xhackelii.

Prvni pik odpovida P. patens, druhy hybridnimu jedinci Pulsatilla xhackelii a tieti pik predstavuje P. pratensis.
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RozliSeni v§ech zkoumanych rostlin na zakladé velikosti genomu
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Obr. 2: Graf znazoriujici velikosti genomu vSech provétovanych rostlin.

Diskuse

Analyza byla provedena na Ctyfech vytipovanych lokalitdch. Vzhledem k tomu, ze vyskyt
kiizence byl v minulosti celkové udavan na sedmi lokalitach, byla provéfena vice jak
polovina historickych lokalit. Navic se tyto ¢tyfi lokality dle zvolenych kritérii (hlaSeny
vyskyt Pulsatilla xhackelii, souasny vyskyt obou druhtii P. patens a P. pratensis) jevi jako
Byla zjisténa intermediarni hodnota velikosti genomu vzhledem k velikostem genomii P.
patens a P. pratensis. Tato hodnota (primérna 2C = 12,6 pg) byla nalezena u 16 rostlin.

Rozptyl v hodnotéch velikosti genomu existuje, ale je omezeny a pohybuje se jen v ramci

Mrwv

550

rozmezi hodnot charakteristickych pro rodi€ovské druhy a kiiZence; velikosti rodi¢ovskych 1

intermediarniho genomu jsou dobie ohranicené.

Zjisténou intermediarni velikost genomu proto miiZeme povazovat za potvrzeni existence
ktizence Pulsatilla *hackelii.

Provedené analyzy nepotvrdily existenci zpétnych kiiZzencl. Vzhledem k omezenému poctu
analyzovanych jedincti vSak takovou moznost nelze ani vyloucit.

KfiZenec byl nalezena u rostlin na tfech lokalitach ze ¢tyt proveéfovanych, a to v rtizné
pocetnosti. Ditvodi pro rtiznou pocetnost kiizence miize byt nékolik a musi byt provéteny.
Miize se jednat naptiklad o riiznou velikost populaci rodi¢ovskych druhti, o rizny pomér

rodic¢ovskych populaci nebo riznou miru disturbance na lokalitach.
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Zaveér
Existence hybrida Pulsatilla xhackelii, druhii P. patens a P. pratensis, byla na karyologické

urovni (velikost genomu) potvrzena.

8.0tazky pro navazujici diplomovou praci

Ve své diplomové praci se budu zabyvat hybridizaci v rodu Pulsatilla, a to predev§im mezi
druhy Pulsatilla patens a Pulsatilla pratensis. Budu sledovat dynamiku tohoto kiiZzeni a mym
cilem bude pochopit procesy, které v téchto smiSenych populacich probihaji, a jejich dopad na
populace chranénych rodicovskych druht.

Pii FeSeni diplomové prdce si budu klast piedevsim tyto otazky:

1) Jaka je struktura smiSenych populaci druht (zastoupeni rodi¢ovskych druhii a jejich
kiiZence)?

Provést screening velikosti genomu vSech vytipovanych populaci, cytometrické techniky

budou v ptipad¢ potieby doplnény molekularnimi metodami.

2) Jakymi morfologickymi znaky se hybridni jedinci vyznacuji?
Pomoci klasické 1 geometrické morfometriky se pokusit najit charakteristické morfologické

znaky kitizenct.

3) Jaky je smér hybridizace?
Pouzit variabilitu chloroplastové DNA pro uréeni mateiského druhu u vSech hybridnich

jedinci.

4) Jaka je fertilita hybrida?
Zjistit fertilitu pylu pomoci vitalniho barveni pylu. Kli¢ivost semen ovéfit jejich pokusnym

vysévanim.

9. Metodické pristupy

Priutokova cytometrie
Pratokova cytometrie je zaloZzena na méteni optickych vlastnosti jednotlivych ¢astic (napf.

bunék, bunécnych jader nebo chromozomii), které jsou unaseny uzkym proudem kapaliny
skrz laserovy paprsek (Shapiro 2004). Tato metoda ma fadu vyhod, mezi néz patfi
jednoduchy postup ptipravy vzorkl, vysoka piesnost, umoznéni analyzy smésnych vzork,

nedestruktivnost a nizké naklady (Dolezel et Bartos 2005).
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Jedna se o metodu vyuzivanou pro rizné ucely Sirokym spektrem védnich disciplin, jako je

imunologie, genetika, botanika, zoologie, ekologie, evolu¢ni biologie (Kron et al. 2007).

Molekularni markery
Stanoveni genetické diverzity, sméru hybridizace, nezavislé ovétreni hybridniho ptivodu

vybranych jedinct a hledani pfipadnych zpétnych hybridi bude provedeno molekularnimi
metodami stanovujicimi polymorfismus na urovni celého genomu (zejména AFLP). Mnohé
techniky studujici genetickou diverzitu vychazi z metody PCR, tedy fizené polymerace DNA.
Jedna se naptiklad o metodu AFLP (zjist'ujici polymorfismus v délce amplifikovanych
fragmentli), RFLP (ovéfujici polymorfismus v délce restrikénich fragment) a dalsi.

Metody se vyuzivaji naptiklad pro studium fylogeneze, variability nebo hybridizace (ncbi).

Morfometrika
Morfometrické postupy jsou vyuzivany k objektivnimu popisu fenotypu organismtl.

S pouzitim matematickych a statistickych postupti pomaha morfometrika najit
charakteristickou podobu morfologickych znakt druhti. Pomaha i k objasnéni vyvoje téchto
znakd.

Tato metoda se pouziva pii vyzkumu v evoluéni biologii, botanice, zoologii, ekologii,

medicin€ i dalSich biologickych oborech (Neustupa 2006).
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11. Prilohy

Obr. 3: Pulsatilla patens

Foto: Suda J

Obr. 4: Pulsatilla pratensis

Foto: Suda J.
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Obr. 5: Pulsatilla xhackelii.

Foo: Suda J.
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