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Abstract

The thesis summarizes current knowledge about the polyploid complex of Galium pummilum agg. in
Central Europe. This work should provide a theoretical background for a following diploma thesis.
Most species of the aggregate are difficult to be determined due to considerable morphological
variability and a complex evolutionary history probably involving recurrent polyploidization and
hybridization events. Currently, new molecular methods are changing our opinion on the
taxonomical classification within the group. Except for G. pumilum MURRAY, the other species show
rather disjunctive distribution and are found on relict habitats. This could be caused by postglacial
migration and subsequent area fragmentation. Most of the previous studies focused on Galium were
published by Friedrich Ehrendorfer, who since the 50th defined division of the complex on the basis
of chorological, karyological and morphological data. With new molecular methods, his hypotheses

are now exposed to verification.

Galium sudeticum TAUSCH. represents an enigmatic and vulnerable taxon of the Czech flora,
that raises various interesting questions from both evolutionary and conservation points of view. It
has a remarkable disjunct distribution in the Giant mountains (Krkonose) and in one serpentine area
in western Bohemia (Slavkovsky les). The close relationship between the mountain and serpentine
populations has not yet been conclusively proven and it is possible that each of them belongs to
different closely related species such as G. valdepilosum H. BRAUN and G. anisophyllon VILL. Final
conclusions, however, could not be drawn solely on the basis of differences in habitat preferences
and morphological plasticity. For this reason, my thesis also contains a brief overview of molecular

methods that | want to use for resolving the position of G. sudeticum in my following diploma thesis.

Key words: Galium sudeticum, G. pumilum agg., hybridization, polyploidization, reticulate evolution



Abstrakt

Prace shrnuje dosavadni poznatky o polyploidnim komplexu Galium pumilum agg. ve stfedni Evropé a
vytvari tak teoreticky zaklad pro navazujici diplomovou praci. Vétsina druhl v ramci agregatu je
obtizné determinovatelnd, kvuli znacné morfologické variabilité, a pravdépodobné i komplikované
evolucni historii zahrnujici (opakované) polyploidizace i hybridizace, coz vedlo ke znacné nejisté
taxonomii v rdmci tohoto komplexu. Nazory na taxonomické ¢lenéni se v souc¢asnosti méni také diky
pfispéni molekuldrnich metod. Druhy tohoto agregatu se v CR vyskytuji pFevainé na reliktnich
stanovistich v ostrlivkovitych aredlech, které ziejmé predstavuji pozlstatky poledovych migraci a
naslednych fragmentaci pfihodnych biotopl (vyjimkou je pouze vysoky polyploid G. pumilum
MURRAY). Studiem rodu Galium vcetné detailnéjSich studii zamérenych na problematiku
G. pumilum agg., se nejvice zabyva Friedrich Ehrendorfer, ktery jiz od 50. let definoval na zakladé
chorologie, morfologie a karyologie ¢lenéni komplexu a jehoZ teorie mohou byt dnes, ve svétle

novych metod, vystaveny ovérovani.

Galium sudeticum TAUSCH je velmi zajimavy a v CR zdkonem chranény taxon &eské fléry, ktery
vyvolavd otdzky z hlediska evolucniho i z hlediska ochrany. Vykazuje pozoruhodny disjunktni vyskyt
v Krkonogich a na hadcich v zépadnich Cechéch (Slavkovsky les). P¥ibuzenské vztahy jeho horskych a
hadcovych populaci vSak doposud nebyly presvédcivé vyfeSeny a je mozné, Ze se jedna o pfislusniky
odlisnych blizce pribuznych taxon( jako je G. valdepilosum H. BRAUN a G. anisophyllon VILL. K vyvozeni
takovychto zavérd nam vsak rozdily ve stanovistnich vazbach a morfologické plasticité nestaci. Proto
také v praci uvadim kratky prehled molekuldrnich metod, kterymi bych chtél postaveni druhu G.

sudeticum v navazujici diplomové praci vyresit.

Klicova slova: Galium sudeticum, G. pumilum agg., hybridizace, polyploidizace, retikulatni evoluce



(0] o 1Y- 1 SRR SPPN 1
(T U 177 o OO 2
2. Stru€na charakteristika rodu Galium L. — SVIZEI .......coovuiiiiiiiiiiiiiiiicieececeee ettt st st 3
2.1 TAXONOMICKE ZAFAZENI..ueiitiiiiieiiieeee sttt sttt s be e sttt e st e e s sbaesbeesssaeebaessaaesnneas 3
2.2. POPIS FOAU GANIUM ...ttt ettt e e e e et e st e e e et e e e e aaae e e sabaeeeesteeesessseeesnnaeaeennsenennnnns 3
2.3, VNitfNi CleN@Ni FOAU GOIIUM ...cc..veieeieiiieee ettt st sttt be e e saeeenees 4
3. POPIS SEKCE LEPLOGANIUM LANGE .......eoiutiiiiieiiiteeieeeitte ettt ettt et s e e bt e st e s bt e st e e sbeesabeesabeesabeesneesabeeenneenane 4
4. Charakteristiky stfedoevropskych zastupcll sekce Leptogaliim..............cccueeeccieieiiiieeeciee et 4
4.1. Galium anisophyllon VILL. — SViZel NeStEJNOLISTY ....cccuuieeeeiiieceiiie et e aee e e e e 4
4.2. Galium austriacum JACQ. — SVIZEl FAKOUSKY ...ccviiiiiiiiiiiiici e 5
4.3. Galium sudeticum TAUSCH. — SVIZel SUAETSKY ......vviiiiiiee e 7
4.4. Galium pumilum MURRAY. — SVIZEI NIZKY ....eveeeieeiee ettt e aee e nae e 8
4.5. Galium valdepilosum H. BRAUN. — SVIizel MOravsky .......ccccoeeieiiiiiiiieeecciee e 9
4.6. GAliUM CraCOVIENSE EHRENDF.....cc.vvtiiieiieeeiiieeesitietesetteeesteeeestteeessssaeessabaeeessteesssssaeessaseeesnsaseeesnnsnens 10
5. SrovNAVACi tabUIKA ZNAKU ... .eiiieeciie ettt st e e e st e st e e s te e e be e s teeeabeesareennreean 12
6. Mikroevolu¢ni mechanismy ucastnici se na diferenciaci komplexu Galium pumilum agg. ..............ccccuvvenn.... 13
B. L. HYDAIZACE .. eie ettt et e et e e ettt e e e ettt e e e e tte e e ebaee e e sbaeeeesbeeessseaeeastaeeeansaeaeasaeaaans 13
(oI o YAV o] (o] Lo [ [o! YRS 14
6.3. AloPatrickd difErENCIACE ....uvve i e e e e et e e e e ere e e sraeeeens 16
7 Y7o 8Tl s T o1 o T 1T o 4o 1= SRR 16
7.1. Evoluéni historie celého komplexu a jeho Sifeni v poledové dobé ...........cccceevieiiiiiiiieniienieeee 16
7.2. Taxonomické zarazeni populaci Galium SUAEtiCUM ...........ccccovcuieiiiiiiiiiieeeeeeeee e 19
8. Otazky pro Navazujici diploOMOVOU PraACH ...cccviiiieiiee e ettt eete e et e e e st e e ee e e e e stae e e e abeeeeeasaeaesabaeeeessaeeeensanas 21
9. Metody V diPlOMOVE PraCH ......veiieeiiie ettt e ettt e e et e e e et e e e e e abe e e eeabaeeesabaeeeesbeeeeensasaeeabseaeassasesansaeas 22
9.1. PrUtokoVa CYtOMELIIE (FCM)...eiiieeeieeeieeeieeetee ettt e stee et e eetreeetee e staeeetaeestbeeesaeesabeensseessbeessseesabeennseens 22
9.2. Dominantni (binarni) Molekularni Marker - AFLP .........c..ooicoiiii et e e vaee e 23
9.3. SEKVENOVANT DINA ..ottt ettt ettt ettt ettt e bt e e be e e bt e e bt e e bt e e bt e e ssbeessteesabeesaseesaseesaseens 24
9.4. MOrfometrickd @NalYza ......cooveiiiiiiiei et eaee e 26
4 1< R PRURRt 26
Yo T T T T T o= AU YU UUPPNE 27
L2, PHIIORY ettt e e e e e e e ettt e e e e eateeeeete e e e e abeeeeataaaeeataeaeaatbeeeeabaaeeabbeaaaaataeeeaaaeaeaaaaeaaans 32



1. Uvod

Cilem této prace je shrnout zadkladni poznatky a historii stfedoevropskych druhl patficich do
agregatu Galium pumilum sekce Leptogalium, kam se u ndas v Ceské Republice Fadi druhy
G. austriacum JAcCQ., G. pumilum MURRAY., G. sudeticum TAUSCH a G. valdepilosum H. BRAUN.
Vzhledem k zaméreni na stfedoevropsky region, jsem jesté pfidal druh G. anisophyllon VILL., které se
nejblize vyskytuje napf. na Slovensku a v Rakousku a polské endemické G. cracoviense Ehrend. Nékdy
rozliované taxony G. bellatulum KLoKov a neplatné publikované G. fatrense EHREND. ET SiPOSOVA
(SipoSova 1987) v praci povazuji za cytotypy G. anisophyllon. Pojimanim druh@ vychazim z Kvéteny CR

(Stépankova 2000) a Flora Europaea (Ehrendorfer 1976).

Studiem rodu se nejvice zabyva Ehrendorfer (napf. 1949, 1956, 1958, 1960, 1962, 1996)
a u nas v posledni dobé napf. Krahulcova a St&pankova (Krahulcova & Stépankovda 1998, Stépankova
1997). Rostliny ztohoto agregdtu jsou nendpadné a v ptirodé snadno prehlédnutelné. lejich
determinace je obti?nad a ¢asto dochdzi k zdménadm (Stépankova 2000). Vhodné znaky jsou velmi
drobné a variabilni, véetné znakli na generativnich organech, coz je disledek jejich blizké pfibuznosti
a opakujici se kombinace hybridizace a polyploidizace, spojené s vysokou fenotypickou plasticitou. Je
zde pritomna také znacna cytotypovd variabilita. Jednotlivé cytotypy jsou casto geograficky
diferencované. Jednd se o pomérné mlady polyploidni komplex (Ehrendorfer 1980), ktery

v poslednich 10 tisicich letech prosel bouflivym vyvojem a jeho vyvoj neni ani zdaleka u konce.

S vyjimkou G. pumilum se jednd o glacidlni relikty s disjunktivnim rozsifenim, prevaziné
vazané na oteviend stanovisté se snizenou konkurenci ostatnich druh( rostlin. Zvlastnim ptipadem je
G. sudeticum, vykazujici pozoruhodny disjunktni vyskyt v sudetskych pohofich a na hadcovych
lokalitdch. Ptibuznost jeho horskych a hadcovych populaci vsak doposud nebyla presvédcivé
doloZend a je moiné, Ze se jednad i o pfrislusniky odliSnych taxonl. Tuto nesmirné zajimavou
problematiku probirdm ve zvlastni kapitole a chtél bych se ji ddle zabyvat v navazujici diplomové
praci za pomoci modernich biosystematickych metod, jejichz prehled shrnuji v dalsi kapitole této

prace.



2. Strucna charakteristika rodu Galium L. - svizel

Rod Galium zahrnuje asi 400 bylinnych druhi rostlin, které se vyskytuji po celém svété s centrem
rozsiteni v mirném pdsu. Nejvice prozkoumanou a nejvétsi druhovou diverzitu vykazuje rod v Evropé
(145 druhd) a v Turecku (101 druhd) (Mabberley 2008). V nasledujicim textu se budu zabyvat
charakteristikou té&ch druh@ svizeld ze sekce Leptogalium, které se vyskytuji v Ceské Republice a
v okolnich statech. Taktéz popisy rodu ¢i dalSich podjednotek se vztahuji predevsim na Uzemi stfedni

Evropy.

2.1 Taxonomické zarazeni

Oddéleni: Magnoliophyta
Trida: Magnoliopsida
R4d: Gentianales

Celed" Rubiaceae
Podceled: Rubioideae

Rod: Galium

2.2. Popis rodu Galium

Jednd se o jednoleté nebo vytrvalé byliny s bohaté vétvenymi kofeny a oddenky. Lodyhy jsou pfimé
az vystoupavé, vétSinou vétvené, nékdy se sterilnimi prizemnimi pryty. Listy prisedlé, palisty jsou
tvarem a velikosti nerozlisitelné od listl a ¢asto pomnozZené, spolu s listy tvofi 4-12 cetné presleny.
Kvéty v chudokvétych vrcholicich skladajici Uzlabni nebo termindlni laty nebo vidlany jsou casto
bohaté vétvené. Listeny v horni ¢asti kvétenstvi jsou drobné, lzce eliptické, kratsi nez kvétni stopky.
Kvétni stopky jsou delsi nez semeniky a bez listencl. Kvéty oboupohlavné, nékdy postranni kvéty
vrcholiku jednopohlavné. Kalich chybi nebo je silné redukovany. Koruna 4(-5) ¢etnd, kolovitd nebo
nalevkovitd, bild, nazelenald nebo Zlutd, korunni trubka zfetelna, nanejvys stejné dlouha jako korunni
cipy. Korunni cipy jsou ploché nebo miskovité prohnuté. Cnélky 2, srostlé nanejvy$ do 2/3, blizna
kulovitd. Plodem je dvounaZka, kterd se za zralosti rozpadd ve 2 merikarpia se suchym perikarpem.
Jedna se o entomogamni rostliny. MlZe dochazet k autogamii. Semena se $ifi predevsim pomoci

zoochorie (Stépankova 2000).



2.3. Vnitini ¢lenéni rodu Galium

Rod Galium se u nas déli do celkem osmi sekci (Stépankova 2000): Platygalium, Hylaea,
Trachygalium, Aparinoides, Galium, Leiogalium, Leptogalium a Kolgyda. Vnitini ¢&lenéni rodu
v posledni dobé doznavad zmén a je cilem intenzivniho vyzkumu. Nicméné sekce Leptogalium, ktera je
objektem naseho zajmu, se i v novych molekularnich studiich jevi jako monofyleticka (Ehrendorfer

unpubl.).

3. Popis sekce Leptogalium LANGE

Zahrnuje vytrvalé byliny s fidkymi nebo hustymi trsy, s mnoZstvim sterilnich pfizemnich prytl a
s tenkymi bohaté vétvenymi oddenky a kofeny. Lodyha dorista do 30 cm délky, je ¢étyfhranna, lysa
nebo chlupatd, obcas se zpétnymi hacky. Listy s palisty jsou v 6-10 Cetnych preslenech, jednozilné,
zakoncené kratkou chrupavcitou osinkou ¢&i sklovitym chlupem. Kvétenstvi spiSe rozvolnéné, vejcité,
pyramidalni nebo choholi¢naté s chocholi¢natymi dil¢éimi kvétenstvimi a s koncovymi vétévkami
obvykle bez listen(. Koruna kolovita, barva fialova, rliZova, nazelenala, naZloutld nebo bila. Korunni
cipy zaspicatélé nebo hrotité. Plodem je dvounaZzka se suchym perikarpem. Povrch perikarpu muze

byt hladky nebo s hrbolky, velmi vzacné chlupaty, nikdy s pfichytnymi hacky.

Centrum rozsiteni je hlavné v Evropé a stfedozemi, kde roste od niZin az po arkto- alpinské
oblasti, predevsim jako soucast nejraznéjsSich travnich a otevienych lesnich spolecenstev

(Ehrendorfer 1976).

Zakladnim chromozomovym cislem této sekce je x=11 (Krendl 1993).

4. Charakteristiky stiredoevropskych zastupci sekce Leptogalium
Do charakteristik jsem zdmérné nezahrnul G. saxatile, které se od ostatnich zastupcl v sekci

Leptogalium na Gzemi CR dobFe rozliduje a v naiem studiu nepfedstavuje 7adny problém.

4.1. Galium anisophyllon VILL. - svizel nestejnolisty

4.1.1. Popis druhu

Vytrvalé, trsnaté byliny, 5-15(-25) cm vysoké. Oddenky tenké, kuZelovité. Lodyhy vzpfimené, obcas
poléhavé, ¢tyfhranné, smacknuté, holé nebo chlupaté, na bazi mohou byt Cervené. Internodia jsou
v dolni tretiné kratSi nebo stejné dlouhé jako listy. Ve stfedni ¢asti 1-2x delSi nez listy. Listy
v pfeslenech po 5-8 (-9), obkopinaté nebo kopinaté, nahle se zuZzujici do chrupavcité osinky, 5-15(-20)
mm dlouhé, 1-2(-3) mm Siroké, svétle zelené, hladké, jen vzacné lesklé Ci se zietelnymi chloupky.
Okraje listll jsou podvinuté. Susenim listy hnédnou nebo ¢ernaji. Kvétenstvi latovité, bohaté vétvené.
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Kvétni stopky 1-2 mm dlouhé, koruna Zlutobila, 2-4 mm v prdméru. Korunni cipy tupé. Plod 1,5-2 mm
velky, za zralosti tmavohnédy az cerny, hladky nebo jemné bradavi¢naty (Zahradnikova 1985,

Ehrendorfer 1976).

4.1.2. Stanovistni vazby

Jedna se o horsky druh, ktery roste na sutich, skalnich vychozech, chudsich bazickych vapenitych
padach (zejména 2x a 4x) nebo mirné kyselych cedicich ¢i silikatech (8x). VétSinou roste nad hranici
lesa v otevienych travnatych nebo malo zapojenych porostech v subalpinském az alpinském stupni
(Krendl 1993, Ehrendorfer in prep.). Jednotlivé cytotypy tohoto polyploidniho komplexu se mohou
svymi stanovistnimi naroky a ekologii vyrazné lisit, ale morfologicky jsou jen téiko rozlisitelné

(Ehrendorfer 1976).

4.1.3. RozSireni

Vyskytuje se v pohofich v jizni a centralni Evropé od Cévennes ve Francii pfes Alpy aZ do Bulharska a
na sever pres Karpaty aZz na jih Polska (Ehrendorfer 1976). Na Slovensku se vyskytuje v Tatrach a
v centralnich Karpatech kromé Pienin (Zahradnikova 1985). Vyskyt v CR je sporny, viz v kapitole ,,7.2.

Taxonomické zafazeni populaci Galium sudeticum.”

4.1.4. Karyologie

U druhu Galium anisophyllon se vyskytuji di-, tetra-,hexa-, okto- i dekaploidni (2n=22; 44; 66; 88; 110)
jedinci. Tetraploidni jedinci jsou nejrozsifenéjsi. Diploidni populace se vyskytuji jen ostrlivkovité
v Alpach, slovenskych i rumunskych Karpatech a na Balkané, vidy jako soucast vétsiho teraploidniho
rozsiteni (Ehrendorfer 1958). Krendl (1993) potom presné dokladd diploidy z pohofi Brent v Italii.
se pak vyskytuji jen dekaploidi (Ehrendorfer 1958). Ze slovenskych Tater udava Siposova (1987) di- a
teraploidni populace (a vzacné i triploidniho kfizence). V Polsku se vyskytuji jen tetraploidi

(Piotrowicz 1958).

4.1.5. Ohrozeni a ochrana druhu

Neni nijak chrdnén ani ohrozen

4.2. Galium austriacum JACQ. - svizel rakousky

4.2.1. Popis druhu

Vytrvalé, fidce trsnaté byliny s tenkymi bohaté vétvenymi kofeny a oddenky, ¢asto se sterilnimi
pfizemnimi pryty. Lodyhy pfimé (5-)15-25(-30) cm vysoké, vétvené, ¢tyrhranné, lysé, hladké, na bazi
mohou byt nacervenalé. Prostfedni lodyzni ¢lanky jsou 1,3-2,5krat delsSi nez listy. Listy s palisty jsou

v 5-8 (-9) cetnych preslenech, carkovité podlouhlé nebo carkovité kopinaté, (10-)13-18(-20) mm



dlouhé, (1,0-)1,4-1-7(-2,0) mm Siroké, zaspicatélé, se zretelnou chrupavcitou osinkou, lysé, lesklé, na
okrajich podvinuté, hladké. Kvétenstvi latovité, bohaté vétvené, vyristajici Casto témér z baze trsu,
v obrysu Siroce vejcité, obvykle zaujima polovinu délky celé rostliny. Kvétni stopky jsou 1,3 mm
dlouhé. Koruna kolovitd, (1,6)2-3 mm v priméru, bila, ¢lenénd témér az k bazi v miskovité prohnuté,
tupé Spicaté korunni cipy. Merikarpia ledvinovita, 1,2-1,5 mm dlouhd, 0,9-1-1 Siroka, tmavé hnéda,
leskla, na povrchu s poduskovitymi, pravidelné usporddanymi hrbolky, lysa (Stépankova 2000).

Nékteti jedinci mohou mit lodyhy ¢i listy fidce chlupaté (Ehrendorfer 1976).

4.2.2. Rozsireni

Druh se vyskytuje ve vychodnich Alpach, v Rakousku a na severu Slovinska.Dale se vyskytuje v okoli
Vidné, v zapadnich Karpatech na Slovensku a na severozapadé Madarska (Ehrendorfer 1962, 1976).
Na Slovensku jej konkrétné mizZzeme najit predevsim v nizSich pohofich zadpadniho Slovenska (Malé
Karpaty, Povaisky Inovec, Strazovské vrchy) a ve Slovenském rdji. Ojedinélé Udaje jsou znamy z
vysokych Karpat (Siposova 1987). Z Ceské Republiky je uddvany pouze z Pavlovskych vrchd
(Stépankova 2000).

4.2.3. Stanovistni vazby

Druh je vazan na vapencova ¢i dolomitova bradla, vyslunné xerofytni skalnaté strané ¢i suté se slabé
zapojenym bylinnym porostem. Preferuje mélké, vysychavé a minerdlné bohaté plidy (Stépankova
2000). Vyskytuje se vsubmontanim aZz subalpinském stupni (Zahradnikova 1985). Tetraploidni
populace v Rakousku rostou také na hadci. Diploidi na hadci nalezeni nebyli (Krahulcovd &

Stépankova 1998).

4.2.4. Karyologie

U druhu Galium austriacum se vyskytuji di- a tetraploidni (2n=22; 44) jedinci. Na Gzemi CR se nachazi
pouze tetraploidi a to na lokalité Pavlovské vrchy na jizni Moravé (Krahulcova & Stépankova 1998).
Dal$imi Udaji z Uzemi Slovenska doklada Sipo%ova (1987) takté? pouze tetraploidni jedince. Rozsahlé
karyologické studie popisujici podrobnou distribuci di- i tetraploid( v Rakousku provadél Ehrendorfer
(1949, 1962). Krendl (1993) jeho lokality ovéril a doklada diploidni populace z Dolniho Rakouska a ze

SZ Madarska (oblast Veszprém).

4.2.5. OhroZeni a ochrana druhu
V erveném seznamu CR (Prochazka 2001) je zapsdn jako druh kriticky ohrozeny (C1). V

mezinarodnim seznamu IUCN (Bilz et al. 2011) neni uveden.



4.3. Galium sudeticum TAUSCH. - svizel sudetsky

4.3.1. Popis druhu

Vytrvalé, trsnaté byliny s tenkymi koreny a kratkymi oddenky, s ¢etnymi sterilnimi pryty. Lodyhy
pfimé nebo vystoupavvé, (7-)10-15(-20) cm vysoké, vétvené, Ctyrhranné, lysé, hladké. Prostfedni
lodyzni ¢lanky jsou 1,5-2krat delSi nez listy. Listy s palisty jsou usporadané v 5-6(-8)Cetnych
preslenech, Uzce obkopinaté, (12-) 15-18 (-20) mm dlouhé, 1,2-1,6 mm Siroké, v prlrezu spise tlustsi,
kratce hrotité, na okraji lysé nebo vzacné sroztrousenymi, k bazi listu smérfujicimi osténkatymi
chlupy, tmavé zelené, susenim tmavnouci, lesklé, lysé, na bazi lodyhy brzy opadaji. Kvétenstvi je
latovité, v obrysu Siroce aZz protdhle vejcité, kvétni stopky 1,4-1,8 mm dlouhé. Koruna kolovita, 2,5-
3,4 mm v prdméru, bild, témér az k bazi ¢lenénd v ploché korunni cipy. Semenik se zretelnymi
plochymi hrbolky na povrchu, ¢nélky srostlé do 1/3 az 1/2. Merikarpia ledvinovitd, 1,4-1,7 mm dlouha
a 0,8-1,0 mm Siroka, tmavé hnéda aZz hnédocerna, na povrchu s pravidelné usporddanymi
polokulovitymi hrbolky. (Ehrendorfer 1976, Stépankova 2000). Pozn.: G. sudeticum se v soucasnosti
vyskytuje ve dvou izolovanych oblastech a to v KrkonoSich a ve Slavkovském lese, které v morfologii

lii. Popis z Kvéteny CR (Stépankova 2000) se patrné vztahuje na populace v Krkonosich (Téjek 2003).

4.3.2. Rozsiieni

Dle Kvéteny CR je aredl G. sudeticum rozdélen na 3 izolované arely. Krkonose, Jeseniky a Slavkovsky
les (Stépankova 2000). V Hrubém Jeseniku ve Velké Kotliné je ale vsoucasnosti nezvéstny. Ve
Slavkovském lese je dokladan vyhradné zhadcovych wvychozl (napf. lokality Vicek a Krizky).
V Krkonosich se nachazi na éeské strané v Kotelnich jamach, Certové zahradce na Rudniku a na polské
strané v Malé (Krahulcovd & Stépankova 1998) a Velké snéiné jamé (Kucowa 1962). Pfislusnost
hadcovych populaci ze Slavkovského lesa k tomuto taxonu vsak neni zcela zfejma a je cilem naseho

vyzkumu, blize v kapitole ,,7.2. Taxonomické zafazeni populaci Galium sudeticum.”

4.3.3. Stanovistni vazby

Krkonosské populace rostou na sutich ¢i vychozech bazickych hornin, jako soucast rozvolnénych
kratkostébelnych subalpinskych travnikd v na humus chudych, sussich, mélkych a mineralné
bohatych, zésaditych ai neutrdlnich pGdach (Krahulcovd & Stépankova 1998, Stépankova 2000).
Populace ze Slavkovského lesa rostou na hadcovych skalkach, ale i v jejich bezprostfednim okoli mezi

trsy Molinia caerulea (Tajek 2003).

4.4.4. Karyologie
Galium sudeticum je tetraploid (2n=44) (Krahulcova & Stépankova 1998, Piotrowicz 1958).



4.4.5. OhroZeni a ochrana druhu

V ¢erveném seznamu CR je zapséan jako druh kriticky ohroZeny (C1). Je také ze zdkona, dle vyhlasky
MZP 395/1992 Sb., chranén jako kriticky ohroZeny druh (§1) (Prochazka 2001). V mezindrodnim
seznamu IUCN je uveden jako druh ohroZeny (VU = C3) (Bilz et al. 2011). Je uveden ve Smérnicich
Rady evropskych spolecenstvi Cislo 92/43/EHS o ochrané volnych stanovist, volné Zijicich ZivoCichd a

plané rostoucich rostlin, zkracené NATURA 2000 (Rybka 2004).

4.4. Galium pumilum MURRAY. - svizel nizky

4.4.1. Popis druhu

Vytrvalé, fidce trsnaté byliny s bohaté vétvenymi, tenkymi dlouhymi kofeny a oddenky, obvykle se
sterilnimi pryty. Lodyhy chabé, vystoupavé, fidceji poléhavé, (15-)20-40(-50) cm vysoké, ¢tyrhranné,
na hranach c¢asto s drobnymi odstatymi papilami drsné, na plochach lysé nebo v dolni ¢asti kratce
pyfité, na bazi nikdy cervené, spodni lodyzni ¢lanky velmi kratké, prostiedni lodyzni ¢lanky 3-5krat
delsi nez listy. Listy a palisty uspofddané v 6-8Cetnych preslenech, Uzce obkopinaté, (10-)12-18(-20)
mm dlouhé, 0,8-1,2 mm Siroké, zaSpicatélé, zakoncené chrupavcitou osinkou, na okrajich mirné
podvinuté, s roztrousenymi, obvykle k vrcholu sméfujicimi osténkatymi chlupy, na obou stranach lysé
nebo roztrousené chlupaté, na bazi lodyhy opadaji. Kvétenstvi latovité, bohaté vétvené, vélcovité az
prodlouzené vejéité, obvykle zaujima 1/2 az 2/3 délky celé rostliny. Kvétni stopky jsou 2-5 mm
dlouhé. Koruna kolovita, 3-4(-5) mm v priméru, bila, ¢lenénd témér az k bazi v ploché, spicaté
korunni cipy. Cnélky jsou srostlé do 1/3 a7 1/2. Merikarpia ledvinovita, 1,3-1,8 mm dlouhd, 0,7-0,9
mm $irokd, tmavé hnéda, leskla, lysa, na povrchu s plochymi podugkovitymi hrbolky (Stépankova
2000, Ehrendorfer 1976). Ochlupeni spodni poloviny rostliny je variabilni od husté chlupatych aZ po

zcela lysé jedince. Stejné tak mdzeme nalézt rostliny drsné a zcela hladké (Stépankova 2000).

4.4.2. Rozsiireni

Stiedoevropsky druh s celkovym rozsifenim od Francie a jizni Anglie na sever po stfedni Némecko,
jizni Polsko a Ceskou republiku. Déle jizni Rakousko, sever Itdlie, Madarsko, Srbsko a Rumunsko.
Synantropné roste na jihu Svédska. Izolovand arela v Kaliningradské oblasti. V CR &asty po celém
Uzemi kromé nejvy$sich poloh (Stépankova 2000). Na Slovensku jen ojedinéle Stiavnické vrchy a

Slovenské rudohorie (Sipo$ova 1987).

4.4.3. Stanovistni vazby

Obyva subxerofilni travnaté strané, rozvolnéné porosty svétlych lesa a jejich lemQ, zvlasté doubrav,
dubohabfin a borl na teplych skalnatych stranich a hornich hranach adoli. Dale osidluje oslunéné
suté, staré lomy, paseky a meze, také kratkostébelné sussi louky, lada a pastviny, casto na

druhotnych stanovistich (kamenné hraze rybnikl, Zeleznicni ndaspy, valy). Roste na sussich,



neutralnich azZ kyselych, minerdlné chudych i bohatych padach rGzné hloubky i zrnitosti, ¢asto silné

skeletovitych, na silikdtech a hadcich vétsinou chudych na vapnik (Stépankova 2000).

4.4.4. Karyologie
U druhu Galium pumilum se vyskytuji hexa- a oktoploidni (2n=66; 88) jedinci. Oktoploidni jedinci jsou

rozsifen&jsi. Hexaploidni jedince doklada Siposova (1987) ze Slovenska a Ehrendorfer (1949)
z Dolniho Rakouska. Krendl (1993) dalsi hexaploidni populace nenalezl. V CR se vyskytuji pouze
oktoploidi. Na hadci byl nalezen i jeden dodekaploid (2n=12x= ca. 132) vznikly zfejmé kfizenim se

sympatrickym tetraploidnim G. valdepilosum (Krahulcova & Stépankova 1998).

4.4.5. OhrozZeni a ochrana druhu

Neni nijak chrdanén ani ohrozen.

4.5. Galium valdepilosum H. BRAUN. - svizel moravsky

4.5.1. Popis druhu

Vytrvalé, fidce trsnaté byliny s tenkymi, bohaté vétvenymi korfeny a oddenky, obvykle s ¢etnymi
sterilnimi pryty. Lodyhy chabé, poléhavé nebo vystoupavé, (10-)15-30 cm vysoké, ¢tyrhranné, bohaté
vétvené, obvykle alespon v dolni ¢asti kratce pyrité a nacervenalé, spodni lodyzni ¢lanky kratké,
prostiedni lodyzni ¢lanky 2-4krat delSi nez listy. Listy s palisty usporadané v 6-7(-8)Cetnych
preslenech, obkopinaté aZz Uzce kopinaté, (8-)10-20(-25) mm dlouhé, (0,8-)1,0-1,8(-2,0) mm Siroké,
v prifezu tenké, zaspicatélé, zakoncené chrupavcitou osinkou, lysé nebo kratce pyrité, na okrajich
podvinuté, hladké nebo s roztrousenymi, obvykle nazpét sméfujicimi osténkatymi chlupy. Kvétenstvi
latovité, bohaté vétvené, v obrysu Siroce obvejcité, Casto zaujima az 3/4 délky celé rostliny. Kvétni
stopky 2-5 mm dlouhé. Koruna kolovitd, 2-3(-4) mm v priméru, bila, az k bazi ¢lenénd v ploché,
gpicaté korunni cipy. Cnélky srostlé do 1/4-1/3. Merikarpia ledvinovitd, 1,0-1,4(-1,7) mm dlouhd, 0,7-
0,9 mm Sirokd, tmavohnéda, leskla, na povrchu s ndpadnymi kuZelovitymi hrbolky. Tetraploidni
jedinci jsou statnéjsi a v dolni poloviné napadné chlupaté. Existuji dva morfologicky odliSné cytotypy
(2x a 4x), pficemz diploidi se lisi mensimi rozméry merikarpii, koruny a list(l. Tetraploidni rostliny jsou

v dolni poloviné napadné chlupatéjsi (Ehrendorfer 1976, Stépankova 1997, 2000).

4.5.2. Rozsireni

Stfedoevropsky endemit stézistém rozSifeni ve stredni Evropé. Vyskytuje se disjunktivné od
jihovychodniho Némecka (Ceska Republika, jiz. Polsko, severni Rakousko) a# po zdpadni Ukrajinu
sizolovanou arelou G. valdepilosum subs. slesvicense v Dansku (Ehrendorfer 1976, in prep.).
V Cechéch i na Moravé roste v teplej$ich oblastech, vétsinou ve vyraznéji modelovanych Gzemich,

v nizSim stupni pahorkatin a vrchovin. Zretelnd je kumulace v ceském termofytiku, dalsi vyskyty jsou



napf. v okoli Prahy. V moravském predhaii Ceskomoravské vrchoviny je vazan na karionovita udoli

Fek a potokdl. V mezofytiku jen vzacné, vyjimkou je tdoli Vltavy (Stépankova 2000).

4.5.3. Stanovistni vazby

Teplomilny druh. Suché kamenité a skalnaté strané, oslunéné suté, svétlé lesy (duby, dubohabfiny,
bory). Vyskytuje se také v okoli ventarol. Je to slaby kompetitor, ktery roste na mélkych, vysychavych,
silné skeletovitych, mirné zasaditych az mirné kyselych, minerdlné bohatych, ale na Ziviny chudych
pGdach (Stépankova 2000). Oba cytotypy se vyskytuji na hadcovych i nehadcovych lokalitach, na

silikdtovych i bazickych hornindch (zfidka vak na vapencich) (Krahulcovd & Stépankova 1998).

4.5.4. Karyologie
Galium valdepilosum sestava z di- a tetraploidniho (2n=22; 44) cytotypu. Arealy téchto cytotypl se

z vétsi ¢asti neprekryvaji. Diploidi se vyskytuji pfevazné na jihozapadé Moravy a dale na jih smérem
do severniho Rakouska. Tetraploidni populace rostou vzacné na Moravé (severné od vyskytu
diploid@), v Cechach, ve vychodnim Bavorsku a v pohoti Harz (Ehrendorfer 1949, 1956, 1962;
Krahulcovd & Sté&pankova 1998). Zjizniho Polska jsou udavany diploidni i tetraploidni rostliny
(Ehrendorfer 1962, Kucowa & Madalski 1964, Piotrowicz 1958). V Dansku se vyskytuje G.

valdepilosum subsp. slesvicense, ktera je také tetraploidni (Ehrendorfer 1975).

4.5.5. Ohrozeni a ochrana druhu

V ¢erveném seznamu CR (Prochazka 2001) je zapsan jako druh ohrozeny (C3).

4.6. Galium cracoviense EHRENDF.

4.6.1. Popis druhu

Vytrvalé, trsnaté byliny s mnoZstvim sterilnich prytQ. Lodyhy (4-)6-15(-20) cm vysoké, vystoupavé,
stihlé, v priméru asi 0,6 mm, ¢tyrhranné, hladké. Prostfedni lodyzni ¢lanky asi 2,5 cm dlouhé, 1,5-
2,5x delsi neZ listy. Listy s palisty v preslenech po (5-)6-7, kopinaté, (2-)3-8(-10) mm dlouhé,
(0,5-)0,75-1,0(-1,5) mm Siroké, zuZzujici se v ostrou Spicku, na okrajich roztrousené chlupaté. Listy ve
spodni ¢3sti lodyhy opadaji. Kvétenstvi volné, chudsi. Kvétni stopky (0,6-)1,0-1,5(-1,8) mm dlouhé,
listeny (1,25)1,5-1,75 mm dlouhé. Koruna 2,0-3,5 mm v priméru, korunni platky bilé, tupé. Plodem je
dvounazka, 0,5-0,75(-1,0) mm S$iroka, 1,0-1,25(-1,5) mm dlouhd, na povrchu s pomérné vysokymi

bradavi¢ckami (Ehrendorfer 1976, Kucowa 1962).

4.6.2. Rozsireni

Polsky endemit. Roste na nékolika skalach v okoli vesnice Olsztyn u mésta Czestochowa (napf.

50°46'N, 19°16'E) na jihu Polska (Kucowa 1962, Cieslag & Szelgg 2010).
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4.6.3. Stanovistni vazby

Roste na vapencovych skalkach, kde je dostatek svétla ve vySce asi 300 m. n. m. (Kucowa 1962).

4.6.4. Karyologie
Galium cracoviense je diploid (2n=22) (Cieslag & Szelgg 2010, Piotrowicz 1958).

4.6.5. OhroZeni a ochrana druhu
V Cervené knize Polska (Mirek 1993) je zapsdan jako druh vzacny (R=C4). V mezindrodnim seznamu

IUCN je uveden jako druh ohroZeny (VU = C3) (Bilz et al. 2011).
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5. Srovnavaci tabulka znaku

Pro prehlednost dodavam srovnavaci tabulku znak( (Tab. ¢. 1) s uvedenymi zdroji, které jsem, pokud

to bylo moiné, prepsal doslova. Popis povrchu merikarpii mlzZe byt znacné subjektivni.

Predpokladam, Ze popis u G. anisophyllon ,jemné bradavicnaty” (Zahradnikova 1985) se bude blizit
spise pojmu ,,s poduskovitymi hrbolky“, jak se uziva v Kvétené CR (Sté&pankovd 2000). V tabulce je

uvedeno vice znakld, ale pro urcovani jsou d0lezité predevSim povrch merikarpii

(G. pumilum/G. valdepilosum), délka kvétni stopky, odéni lodyhy a list(i, okraje listl a celkovy habitus

rostliny. Napfiklad tvar list( je velmi variabilni a méni se podle toho, na jaké casti lodyhy roste od

vejcitého aZ po carkovity (Noack 1983), proto jej neuvadim vibec.

Zahradnikova Stépankova 2000 Kucowa 1962
1985
Druh - G. G. sudeticum G. G. pumilum G. austriacum G. cracoviense
Znak ¢ anisophyllon valdepilosum
(4x)
Vyska 5-15cm 10-15cm 15-30 cm 20-40 cm 15-25cm 5-10 cm
rostliny
Lodyha PFfima, vzacné | Pfima nebo Chaba, Chab3, Prima, lysa, Stihla,
poléhava, lysa | vystoupava, vystoupava vystoupava, hladka vystoupava,
nebo lysa, hladka nebo fidceji poléhava hladka.
chlupata poléhavi, na hranach
alesponi v dolni | s odstalymi
Casti chlupata papilkami, drsna
Prostfedni | 1,0-2,0x delsi 1,5-2,0x delsi 2-4x delsi nez 3-5x delsi nez 1,3-2,5x delsi 1,5-2-5x delsi
lodyzni nez listy nez listy listy listy nez listy nez listy
clanky
Presleny 5-8(-9) Cetné 5-6(-8) cetné 6-7(-8) cetné 6-8 Cetné 5-8(-9) cetné (5-)6-7 Cetné
Listy Hladké, Lysé, hladké, Lysé nebo Lysé nebo roztr. Lysé, lesklé, na Lysé, na
hrotité, lesklé, kratce kratce pyrité chlupaté, drsné, | okraji okrajich roztr.
nelesklé, hrotité, na okraji | s osinkou, na s osinkou, na podvinuté, chlupaté,
okraje ploché, vzacné okraji okraji s k vrcholu | s chrupavditou kopinaté,
podvinuté s k bazi podvinuté s smérujicimi osinkou zZuZujici se
smérujicimi nazpét chlupy, mirné v ostrou
chlupy obracenymi podvinuté Spicku
chlupy, drsné,
Kvétni 1-2 mm 1,4-1,8 mm 2-5mm 2-5mm 1-3 mm 1-1,5 mm
stopky
Sitka 2-4 mm 2,5-3,4 mm 2-3 mm 3-4 mm 2-3 mm 2-3,5 mm
koruny
Povrch hladky nebo s polokulovitymi | s kuzelovitymi | s poduskovitymi | s S pomérné
merikarpii | jemné hrbolky hrbolky hrbolky poduskovitymi | vysokymi
bradavi¢naty hrbolky bradavickami
Velikost 1,5-2,0 mm 1,4-1,7 mmdl,; 1,0-1,4 mmdl., | 1,4-1,8 mmdl.; 1,2-1,5 mmdl.; | 1,0-1,25 mm
merikarpii 0,8-1,0 mm Sir. 0,8-1,0 mm sir. | 0,7-0,9 mm Sir. 0,9-1,1 mm sir. | dl.; 0,5-0,75
Sir.

Tabulka €. 1: Srovnani znakU studovanych druhl rodu Galium, sekce Leptogalium
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6. Mikroevolu¢ni mechanismy ucastnici se na diferenciaci komplexu

Galium pumilum agg.

V této kapitole probirdm procesy, které v mém studovaném komplexu nepochybné probihaji. Je
nutné zminit, Ze hybridizace a polyploidizace spolu Uzce souvisi a jen obtizné se probiraji oddélené.
Hybridizace a polyploidizace jsou projevem sympatrické speciace. Geograficka izolovanost je pficinou

alopatrické speciace.

6.1. Hybridizace

Hybridizaci rozumime kfizeni dvou odlisSnych jedinci. MUZe se pfitom jednat jak o hybridizaci
mezidruhovou, tak i vnitrodruhovou, kdy se setkavaji dvé odliSné populace (Soltis 2009). Pojmem
homoploidni hybrid rozumime jedince, ktery ma stejnou ploidii, jako jeho rodice. Soucasti
hybridizace je ¢asto polyploidie, kdy je nutné pro zachovani fertility vzniklého hybrida zndsobit pocet

jeho chromozomovych sad (Soltis & Soltis 2009).

Hybridizace je pfedevsim u rostlin velmi ¢astd, dfive vSak byla pokladana za pomérné vzacny
jev. Vytvari nové kombinace genotyp( a rozsifuje genetickou variabilitu. Ne vidy se vSak jedna o
vyhodu a casto je doprovazena castecnou nebo Uplnou sterilitou hybridnich jedincd (Wissemann
2007). Proto mezi rostlinami existuji bariéry, které hybridizaci zabranuji. Prezygotické bariéry
zabranuji jiz vzniku zygoty (Casovy posun v kveteni, rozdilni opylovaci, gametofyticka inkompatibilita),
postzygotické bariéry pak zabranuji vyvoji zygoty nebo rozmnoZovani jedince (Flegr 2005). Pokud
dojde k zamezeni zpétného kfizeni s rodici, mize vzniknout novy hybridogenni druh (Wissemann

2007).

Vyznamnym procesem c¢asto doprovazejicim hybridizaci u rostlin je tzv. introgrese. Vzniknuvsi
hybridi se zpétné kfizi se svymi rodi¢i a dochazi tak k prenosu gent z jednoho druhu do druhého, viz
obr. ¢. 1 (Briggs & Walters 2001). Jednim z disledki tohoto procesu je i jev zvany chloroplast capture,
kdy se vdlsledku masivniho kfizeni genom jednoho druhu/linie ,rozplyne” v genomu druhu
druhého. Dojde vsak k zachovani (v extrémnim pripadé dokonce k dalsSimu rozsiteni) jeho plvodni

chloroplastové DNA, cozZ poté znacné komplikuje fylogeneticky vyzkum (Tsitrone et al. 2003).

Hybridizace ptredstavuje nebezpedi pro vzacné a ohrozené druhy. Vlivem klimatickych zmén a
vlivem cClovéka dochadzi k disperzi rostlin na velké vzdalenosti a setkavaji se tak druhy, které nemaji

potfebné izola¢ni mechanismy zabranujici hybridizaci. M{zZe tak dojit ke genetické erozi a ,,pohlceni”

vvvvv
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Dalsi zpétna kFizeni

Generace

Obr ¢. 1: Graf znazornujici introgresi mezi dvéma druhy. Zpétné ktizeni F1hybridd s druhem B vede v kone¢ném

dusledku k pfrijeti nékterych gen( druhu A druhem B (Briggs & Walters 2001).

6.2. Polyploidizace

Pojmem polyploidie rozumime stav, kdy se v genomu nachazi tfi a vice sad chromosom{, namisto
obvyklych dvou, jak je tomu klasicky u diploidd (Hegarty & Hiscock 2008). Predpoklada se, Ze témér
vSechny krytosemenné rostliny, véetné rostlin s malym genomem jako je Arabidopsis thaliana,
zaznamenaly béhem své historie alespon jednu udalost polyploidizace. Jedinou vyjimku tvofi bazdalni
rod Amborella (Soltis et al. 2009). Podle vzniku polyploidie rozpoznavame dvé zakladni kategorie.
Autopolyploid (autotetraploid, autohexaploid, apod.) je jedinec, u néhoz dochazi ke zmnoZeni
strukturné podobného genomu v ramci jednoho jedince ¢i druhu. Allopolyploid vznika kfizenim dvou
nepribuznych jedincd, jejichz genomy se lisi (odliSny mlze byt dokonce i pocet chromozoma).
Priklady viz obr. ¢. 2 a 3 (Hegarty & Hiscock 2008). Mezi obéma vysSe popsanymi stavy vsak existuje
kontinudlni prekryv a ne vidy mlzZeme autopolyploidii od allopolyploidie jasné odliSit (Bennet &

Leitch 1997).

2 Genome B Unreduced  Autotriploid Autotetraploid
doubling @ gamete
—_—
= ——— &
Diploid Autotetraploid @ /

Diploids Introgression

Current Biology

Obr €. 2: (A) Autopolyploid vznika zdvojenim chromozomové sady nebo splynutim neredukovanych (2n) gamet.
(B) Tzv. triploidni mustek. Triploid je schopen tvofi Zivotaschopnd triploidni vajicka kterd po splynuti

s redukovanou gametou da vznik tetraploidovi (Hegarty & Hiscock 2008).
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Vzniku polyploidie predchazi bud spontanni genomova duplikace (somaticka polyploidie)
nebo splynuti neredukovanych (2n) gamet. V pfipadé somatické polyploidizace mluvime také o tzv.
mixoploidii, kdy jedna Cast rostliny mize mit jinou ploidii, nez zbytek jedince. Faktorem pozitivné
ovliviiujicim cetnosti téchto udalosti mzZe byt napf. teplotni stres, ale i jakékoli jiné agens
chemického nebo biologického plvodu. V pfipadé allopolyploidie dochazi k duplikaci kvili genomové
nerovnovaze, kdy nedochazi ke spravnému parovani chromozomd, viz obr. ¢. 3 (A). Polyploidizace

mUZe byt také navozena experimentalné, napf. plsobenim mitotického jedu kolchicinu (Briggs &

Walters 2001).
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Obr €. 3: (A) Mezidruhova hybridizace s neplodnym F1 hybridem (neparujici chromozomy pfi meiose),
polyploidizace za vzniku fertilniho allotetraploida (B) Mezidruhova hybridizace dvou druh lisicich s v ploidii,
vznikne neplodny F1 triploid, mdzZe dojit ke vzniku fertilniho hexaploida nebo zpétnym kfizenim ke vzniku
tetraploida (C) Mezidruhova hybridizace tetraploid(i bez zvyseni ploidie, pokud dochazi k pravidelné meiose (D)
Splynuti neredukovanych gamet dvou rozdilnych diploidd nebo somatické zdvojeni az v zygoté (E) Mezidruhova
hybridizace neredukované gamety diploida a redukované gamety tetraploida (Hegarty & Hiscock 2008).

Pfedevsim u nové formovanych polyploidd dochazi vgenomu kvelkym prestavbam,
tzv. silencingu (pozastaveni transkripce) nékterych duplikovanych genl a k jejich funkéni diferenciaci
(Adams & Wendel 2005). Dokonce muZe dochazet i kvyznamné redukci velikosti samotného
genomu. Tyto procesy lze jednotné nazvat procesem diploidizace (Parisod et. al 2010). Rostlina se tak

postupné navraci k diploidnimu stavu.

Vyskyt polyploidie je vyssi u rostlin, kterd obyvaji méné stabilni a disturbovand prostredi.
Velké mnoistvi polyploidnich linii nalézame v oblastech predchoziho zalednéni (Ehrendorfer 1980).

| pfes pocatecni obtize a potencidlné snizenou fertilitu, vykazuji polyploidi SirSi ekologickou
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amplitudu a jsou schopni obsadit jiné, matefskymi druhy neobsazené niky (Otto 2007). Vyznam
autopolyploidd pravdépodobné neni docenén (jsou obtiznéji detekovatelni) a maji na speciaci a Sifeni

rostlin podobny dopad, jako vice studovani allopolyploidi (Parisod et al. 2010).

6.3. Alopatricka diferenciace

K alopatrické diferenciaci dochazi diky prostorové izolaci, ktera ve velké mife nebo zcela zabranuje
komunikaci populaci a tedy i genovému toku. Takovou bariérou muze byt prakticky cokoliv, napf.
pohofi nebo feka, ale tfeba i pro stepni druhy les a naopak. Obecné absence vhodného biotopu
v dané oblasti pro dany druh. Pokud izolace existuje dostatecné dlouho, v populacich se kumuluji

genetické zmény. Postupem c¢asu mUze dochazet i k odliseni fenotypu a ke speciaci (Flégr 2005).

K fragmentaci aredlu mlze dojit v dasledku klimatickych ¢i geomorfologickych zmén nebo
nahodnym dalkovym prenosem semen. Zvlasté v obdobi postglacialu dochazelo k migraci rostlin a ke
kvantitativnim zménam arealu rozsiteni, které po sobé zanechavaly izolované arely (Briggs & Walters
2001). V pripadé, Ze se dlouho izolované populace znovu setkaji, mize dojit k hybridizaci a

polyploidizaci a ke vzniku novych cytotypl (Ehrendorfer 1962).

7. Evolu¢ni historie komplexu

v IV

7.1. Evolucni historie celého komplexu a jeho Sifeni v poledové dobé

Historie komplexu je velmi komplikovand, predevsim diky blizké pribuznosti jednotlivych
taxon( (Ehrendorfer et al. 1996), opakované polyploidizaci a ¢asté hybridizaci, a také kvuli velké
fenotypické plasticité. Kvantitativni znaky se ¢asto prekryvaji a vhodné urcujici znaky jsou velmi

drobné (Stépankova 2000).

K hybridizaci dochazi predevsim vramci téZe ploidni uUrovné (Ehrendorfer 1976). Napf.
diploidni cytotypy G. austriacum a G. valdepilosum jsou schopny vytvofit plné fertilni F1 hybridy
(Ehrendorfer 1962 a unpubl.), stejné tak tetraploidni G. austriacum a G. anisophyllon (G. bellatulum)
(Sipo%ova 1987). Proto je nutné zminit pojem retikuldtni evoluce. Tedy stav, kdy vztahy mnohem vice
nez rodokmen pfipominaji sit pospojovanou z hybridnich taxon(, ktefi se kfizi nazpét se svymi rodici.
Soucasti hybridizace mUzZe byt polyploidizace. V nasem pripadé ale nejsme schopni s jistotou odlisit
allopolyploida od autopolyploida (Ehrendorfer 1996), protozZe rodice hybrida jsou si blizce pfibuzni a

ani chromozomy nejsou nijak vyrazné diferencované (Krahulcova & Stépankova 1998).

Dulezitou roli ve vyvoji ndmi studovaného komplexu hraly pohoti jihozapadni Evropy a oblasti

Balkanu, hlavné diky mnohym vazbam jednotlivych cytotypl G. anisophyllon na ostatni druhy
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v komplexu (Ehrendorfer 1962). G. anisophyllon ma v Alpach pozoruhodnou geografickou diferenciaci
svych cytotypl. Soucasny stav na obr. ¢. 4 vysvétluje Ehrendorfer (1958) v nékolika krocich jako
vysledek zmén klimatu v pleistocénu s periodickym rdstem/dbytkem pevninského ledovce. V prvni
fazi se Sifily diploidni cytotypy. Pfi ochlazovani klimatu se rist areal( zastavil a zacinalo postupné
dochazet k disjunkcim, Ustupu arealu na jih a do refugii a izolaci jednotlivych populaci, coz vedlo
nasledné k alopatrické diferenciaci. Pfi nastupu vhodnych klimatickych podminek se arealy
izolovanych populaci znovu setkdvaji a dochazi k opakované hybridizaci a polyploidizaci. Tyto
mikroevolucni procesy hraly daleZitou roli pro zvySeni genetické variability, kterd byla ochuzena
v obdobi glaciace. Jedinci vyssi ploidie se diky této vyhodé potom Sifily ddle, zatimco diploidi

pretrvavali v refugiich. Cely proces se opakoval a dal tak vznik vyssim ploidiim.
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Obr. ¢. 4: Distribuce alpinského polyploidniho komplexu sekce Leptogalium: G. anisophyllon: rizné 2x,
4x, 6x, 8x, 10x cytotypy; za prerusovanou carou pravdépodobné pribuzné horské az alpinské druhy G.

marchandii (8x, Pyreneje) a G. sudeticum (4x, Sudety) (Ehrendorfer 1965).

Osidlovani severnich oblastni v pribéhu holocénu probihalo v nékolika vinach (Ehrendorfer
1962, 1965). Podle dosavadnich predstav probéhla prvni vina v raném holocénu a zahrnovala druhy
G. cracoviense a G. oleandicum (STERNER & HYL.) EHREND. Jednd se pravdépodobné o pozistatek druhd

vazanych na oteviené stepi, které v té dobé prevladaly.

Druha pozdéjsi vina zahrnuje G. suecicum (STERNER) EHREND., které se vyskytuje v severovychodnim

Némecku a jiznim Svédsku a $ifilo se se ,severskymi“ borovymi lesy. Treti vina z obdobi vrcholného
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holocénu zahrnuje tetraploidni G. valdepilosum, které pfi své cesté na sever doslo az do Danska a
dnes obyva oteviené lokality s ,teplomilnéjsi“ vegetaci (oteviené smisené a listnaté lesy, pisecné
duny, apod.). Posledni ctvrta vina zahrnuje obdobi spojené s vyraznou lidskou aktivitou v cele s
G. pumilum, jehoZ areal je vsoucasnosti nejvétsi. Tento velmi variabilni taxon se béziné muze
kfizit s G. rubrum L., jako G. x centroniae CARIOT (Ehrendorfer 1976) a v minulosti se na jeho vzniku
zfejmé podilely taxony jako G. valdepilosum, G. marchandii ROEMER & SCHULTES nebo oktoploidni

G. anisophyllon (Ehrendorfer 1962).

Dulezity je taktéz charakter osidlovanych stanovist, kterd maji u nizsich ploidii (2x, 4x)
vylozené reliktni charakter. Jedna se o oteviena stanovisté, vétSinou vazana na skaly a suté, bez
vyrazného zapojeni rostlinného porostu, sussi, zasadité aZ neutralni, vzacnéji i kyselé. Vyssi ploidie
oproti tomu vice obsazuji konkurenéné narocnéjsi biotopy (zapojenéjsi travniky). Tento trend lze
vypozorovat jiz pfi porovnani diploidnich a tetraploidnich rostlin vramci téhoz druhu,
napf. G. austriacum (Ehrendorfer 1996). Oktoploidni G. pumilum je roztrousené pfitomno jiz po celé

Ceské Republice, vyjma nejvyssich poloh (St&pankova 2000).

Podobny pattern rozsiteni jako G. valdepilosum ¢i G. sudeticum, pokud se bavime o Uzemi
rozsitené tetraploidni (4x) cytotypy, které obklopuji reliktni populace diploidl (2x) izolované na
hadcovych lokalitach. V obdobi raného postglacialu, kdy previadaly stepi a otevienéjsi stanovisté, byli
diploidi rozsifenéjsi. S Ustupem téchto stanovist a postupnym zalesnovanim byly nakonec zatlaceny a
izolovany do téchto ostravk( (Kaplan 1998). Podobné predek druhu Cerastium alsinifolium TAUSCH
pravdépodobné v obdobi glaciace ustupoval z Alp do okolnich oblasti a vytvofil opét na hadcich ve
Slavkovském lese izolovanou populaci, ktera se v dlsledku izolace vyvinula v samostatny druh (Novak

1960).

Zvyse uvedeného vyplyva, jaké procesy se podileji na evoluci komplexu. Predevsim
v horskych oblastech dochdzelo kizolaci jednotlivych populaci a alopatrické diferenciaci, cemuz ani
v soucasnosti nebrdani ostrlvkovity charakter rozsifeni. Pfi styku diferencovanych populaci potom
muaze dojit khybridizaci a polyploidizaci (allopolyploidizace), kterd se pravdépodobné déla

opakované, na rliznych mistech (viz obr ¢. 4). Mozny vznik autopolyploidd vsak také neni vyloucen.

Novéjsi prace se s vyuzitim allozymovych analyz se zaméruji na pribuzenské vztahy a rozdily v
genetické variabilité. Prvni jen v rdmci G.austriacum a G. pumilum (Samuel et. al. 1990), kde se jak
podle analyz, tak i ekologicky odliSuji di- a tetraploidi G. austriacum. Pozdé;jsi prace od stejnych

autor( je rozsitena o dalsi ptibuzné druhy (Ehrendorfer at al. 1996) viz obr. ¢. 5. Poprvé je zde
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s podporou molekularnich analyz podpofena hypotéza o hybridnim vzniku vyssich ploidii. Konkrétné

tetraploidni G. austriacum s rodi¢ovskymi druhy G. anisophyllon (4x) a G. austriacum (2x).
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] 1 [ . . i
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sus #x

anl 4x
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nor 4x

sax 4x
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Obr. ¢. 5: UPGMA dendrogram, vytvoreny pomoci alozymové analyzy, zobrazujici pribuzenské vztahy 9 druhd
studovanych svizeld. Vysvétlivky: val=G. valdepilosum; aus=G. austriacum; ani=G. anisophyllon; bel=G.
bellatulum (= G. anisophyllon ze Slovenska); nor=G. noricum; sax=G. saxatile; mol=G. mollugo; alb=G. album

(Ehrendorfer 1996).

7.2. Taxonomické zarazeni populaci Galium sudeticum

Druh G. sudeticum ma neobvyklé disjunktni rozsifeni sestavajici z nékolika arel (viz kapitola 4.3.2.).
V nasledujicich odstavcich se zabyvam historii poznatk( o jeho rozsifeni a problematikou rozdilnych
nazorlQ na prislusnost jednotlivych populaci k tomuto taxonu. Vzhledem k zaméreni mé navazujici

diplomové prdace rozebiram tento druh podrobnéji a oddélené.

Druh G. sudeticum popsal I. F. Tausch (1835), dovoluji si pfiloZit celou diagnézu v plvodnim
znéni: ,Galium sudeticum: caulibus caespitosis abbreviatis erectis glabris, foliis 6-8, interioribus
obovatis retrorsum ciliatis, superioribus obverse lanceolatis breve mucronatis membranaceis
laevibus, corymbis terminalibus trichotomis patulis, floribus acutis, fructibus tenuissime granulatis.”
Zde je mQj preklad: ,Trsnata rostlina, lodyhy drobné, vzptimené, lysé, listy po 6-8, ve stfedni ¢asti
lodyhy obvejéité, na okraji s k bazi smérujicimi chlupy, listy v horni ¢asti lodyhy obkopinaté, hladké,
nahle se zuZujici v blanitou Spicku, koncové kvétenstvi chocholi¢naté, oteviené, déli se na tfi ¢asti,
korunni cipy ostré, plody velmi jemné zrnité.” | kdyz neudava zadné presné lokality vyskytu, z textu
jasné vyplyvd, Ze jej popisuje z KrkonoS a vypisuje i rozdilné stanovistni preference oproti

G. saxatile L. (v originale G. hercynicum WEIG.), ktery v KrkonoSich roste také: , G. hercynicum wachst
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in den unteren Gegenden des Riesengebirgs dusserst haufig, Giberzieht ganze Strecken und steigt bis
gegen die hochsten Bergricken fort, und da wo es aufhort, fangt das G. sudeticum, an, welches
trockne steinige Stellen liebt, wahrend das andere nur in Simpfen gedeiht” (Tausch 1835).
V Bavorsku Vollmann (1914) doklada populace G. pumilum MURRAY ssp. alpestre GAUD., které
Ehrendorfer (1956) ptifazuje ke G. sudeticum, a dale uvadi jeho vyskyt na hadcovych skalkach v okoli
Marianskych Lazni a Karlovych Var@ (Slavkovsky les). V Kli¢i k GpIné kvétené CSR (Dostal 1958), kde je
G. sudeticum chdpan jako soucast taxonu G. pumilum ssp. anisophyllon (WILL.) DOST., se tyto lokality
neuvadi, v pozdéjsi Nové kvétené je jiz G. sudeticum chapdno jako samostatny druh a je uvadén jak
z Krkonos, tak i ze Slavkovského lesa (Dostal 1989). | kdyzZ v této praci (Dostal 1989) nejsou pFimé
citace, predpokladam, Ze to byl pravé Ehrendorfer (1956), ktery ptisel s touto domnénkou a pfiradil
populace ze Slavkovského lesa ke KrkonoSskym, naceZ ostatni autofi tento fakt pozdéji sami prejimali
napfiklad z Flora europaea (Ehrendorfer 1976), kde je situace feSena stejné. Dalsi populace existovala
jesté ve Velké Kotliné v Jesenikach, kterd je dokladovédna polozkou Lause v OLM (Stépankové 2000) a
pozdéjsim floristickym zdznamem (Bure$ & Buresova 1983). Zde je viak G. sudeticum v soucasnosti
povaZovano za nezvéstné (Stépankova 2000) a ani inventarizaéni botanicky prizkum v roce 2005 jej
neodhalil (Mgr. Radek Stencl Ustni sdéleni). Jeliko? se jednd a obtizné rozpoznatelny taxon, existuje
nékolik zdmén ze Slovenska (Stépankova 2000), vesmés s G. anisophyllon a dokonce je i jedna zminka

0 mozném vyskytu v zapadnim Madarsku (Ehrendorfer 1973).

Noack (1983) ve své diplomové praci, zabyvajici se bavorskymi populacemi, poukazuje na
rozdily mezi populacemi G. sudeticum z Krkono$ a ze Slavkovského lesa. Jedna se predevsim o rozdily
v odéni rostliny, povrchu merikarpii a priméru koruny a pracovné ne-krkonosské populace nazyva
G. valdepilosum ssp. pseudosudeticum. Podotykd, Ze dalsi studie je nutna, protoze v tomto pfipadé
pracoval jen s nékolika (12) herbafovymi polozkami. Krahulcovd & Stépankova (1998) pracovaly jiz
s 7ivym materidlem a na Gzemi CR sledovaly rozdily mezi hadcovymi a nehadcovymi populacemi
rdznych taxonl vramci agregatu Galium pumilum. V nasem pripadé tedy nehadcové populace
z Krkonos a hadcové ze Slavkovského lesa. Nalezly morfologické rozdily mezi populacemi a doporucily
dalsi, predevsim molekularni studium s SirSim kontextem a zahrnutim i jinych horskych druhd, které
by rozresily eventualni prislusnost hadcovych populaci ke G. valdepilosum. Pfislusnost zapadoceskych
populaci ke G. valdepilosum uprednostiuje také Ehrendorfer, v ptfipravovaném manuskriptu pro
nové vydani Flora von Mitteleuropa, na zakladé podobnosti povrchové struktury plodd (Ehrendorfer
in prep.). TaktéZ hodnota celého taxonu je otazkou diskuze. Mnozi autofi (Dostal 1989, Ehrendorfer
1976, Stépankovad 2000) uvadi G. sudeticum jako samostatny druh, ale v dFivéjich letech byl
povaZzovan i za soucast poddruhu G. pumilum ssp. anisophyllon (Dostdl 1958). Hlavné krkonosské

populace jsou udavany do blizké pribuznosti s G. anisophyllon (Ehrendorfer 1956, 1958, 1976,
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Kucowa 1962). A podle nejnovéjsich nazor( (Ehrendorfer in prep.) je také razen pfimo do druhu

G. anisophyllon. Je vsak nutné zdlraznit, Ze zminované hypotézy jsou zaloZeny pouze na znalosti

distribuce a stanovistnich vazeb, morfologickych pozorovanich a zdkladnich karyologickych analyzach.

Je zfejmé, Ze v uvahu mohou pfichazet i jiné hypotézy plvodu krkonosskych populaci, napf.

allopolyploidni vznik s Ucasti jinych druhd, napt. G. cracoviense (Ehrendorfer 1960, 1962).

8. Otazky pro navazujici diplomovou praci

vvvvv

tetraploidnimi druhy (G. anisophyllon, G. valdepilosum)?

- jsou malé aizolované horské populace geneticky uniformni?

2) Jaké jsou vztahy jednotlivych populaci v rdmci G. sudeticum a k pfibuznym druhlm v sekci

3)

4)

5)

Leptogalium?
- jsou si krkonosské a hadcové populace ze Slavkovského lesa pfibuzné?
- jsou krkonosské populace pribuzné spise G. anisophyllon?
- jsou hadcové populace ze Slavkovského lesa pribuzné spise G. valdepilosum?
Jaky je plGvod vzniku G. sudeticum?
- Jaké druhy/jaky druh se mohly podilet na jeho vzniku?

Budou se jedinci G. sudeticum z krkonosskych a slavkovskych populaci vzajemné morfologicky
liSit a budou se odliSovat od G. anisophyllon a G. valdepilosum, pokud budou péstovani za

stejnych podminek?

Budou se péstovani jedinci G. sudeticum, G. anisophyllon a G. valdepilosum morfologicky lisit

od svych volné rostoucich rodic?
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9. Metody v diplomové praci

9.1. Priitokova cytometrie (FCM)

Pratokova cytometrie, zkracené FCM (flow cytometry) naléza vyuZiti v Siroké skale obord, primarné
v mediciné. Princip prltokové cytometrie spociva v pocitani a méreni vlastnosti biologickych ¢astic
(nejcastéji bunék ¢i bunécnych jader), které prochazi skrz kapildru, kde jsou vystaveny zdroji
excitacniho zareni. Obarvenim specifickych struktur fluorescenénim barvivem pak muiZeme méfit

relativni miru fluorescence (Shapiro 2003).

Vyuziti v botanice branila povaha rostlinnych pletiv, kdy bylo nutné buriky od sebe oddélit.
Nejjednodussi a prevratny postup mechanické izolace jader spociva v prostém nasekani pletiv
Ziletkou v hypotonickém izolacnim roztoku, odfiltrovanim zbytk( pletiv a pfidanim potfebného
barviva (Galbraith et al. 1983). Vyhod pritokové cytometrie je nékolik. Je rychla, za den mlzeme
zméfrit aZ stovky jedincl. V rdmci jednoho méreni, dle naseho zajmu, mizeme spolu méfit i nékolik
jedincl. Jednd se o nedestruktivni metodu (obvykle staci kousek listu), takze ji lze uplatnit i u
ohroZenych taxon(. K analyze mizZzeme vyuZit témér jakékoliv pletivo. A je nizkonakladova. Cena
jednoho méreni je nékolik desitek korun. Velkou nevyhodou je tzv. nulova vizualni rozliSovaci
schopnost, kdy nevime, zda méfime jednotlivé jadro nebo shluk jader (Suda 2011). Pti vyhodnocovani
je tak nutné byt kriticky. Poéty a ndsobky chromozom{ nemusi korelovat s mnozstvim DNA. Pokud
tedy nemame k dispozici i vysledky z klasického pocitani chromozomd z roztlakovych preparatl, méli

bychom se bavit pouze o ,DNA ploidii“ (Suda 2006).

V diplomové praci se bude prltokova cytometrie uplatriovat jako podplrna metoda hlavné
pro ovéreni spravnosti urceni problematickych taxon(, lisicich se stupném ploidie (zejm. odhaleni
pfipadnych zamén s G. pumilum) a pro zjisténi rozdild v mnozZstvi jaderné DNA na homoploidni
urovni, které poslouzi jako prvni indikace pfrislusnosti populaci k rGznym evoluénim liniim. | druhy
stejné ploidie Ize pfi tomto poznatku, i kdyZ jen s malym rozdilem, na pritokové cytometrii odlisit, viz
obr. €. 6. Diky populacnimu screeningu budeme také schopni odhalit ptripadnou vnitropopulacni

cytotypovou variabilitu.
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100 - Primér cv

G. sudeticum (KrkonoZe) 201,51 1,81%
S0 1 G. sudeticum (Slavkovsky les) 214,71 2,06%
Rozdil: 6,6%
80 1 Bellis perennis (standard) 406,83 2,55%

70

60 -

50 -

40 -

30

20 A

10 4

0 100 200 300 400 500
Rel. mira fluorescence

Obr. €. 6: Histogram z pritokové cytometrie zobrazujici rozdil ve velikosti genomu jedinct Galium
sudeticum stejné ploidie (4x) pochazejicich z lokalit v KrkonoSich a Slavkovském lese. Izolace v Otto pufru.

Barveni DAPI.

9.2. Dominantni (binarni) molekularni marker - AFLP

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism = délkovy polymorfismus amplifikovanych
fragmentd) je molekularni metoda zaloZzena na namnoZeni vybranych ¢asti celkové jaderné DNA
(Vos et al. 1995). Patfi mezi dominantni markery, protoze nejsme schopni odlisit dominantni
homozygoty od heterozygotl. Vystupem je obycejné néjaké pattern prouzkl. Prouzek o konkrétni
délce definuje jednotlivy lokus. U kazdého jedince potom hodnotime, zda prouzek je (1) nebo neni

(0) pfitomen. Proto se tato metoda také nazyva binarni (Fér 2011).

Postup se v zasadé sklada ze ctyr krokd. Prvnim je Stépeni celkové DNA pomoci dvojice
restrikénich enzym(, které sStépi DNA v misté konkrétni sekvence. NejCastéji se pouZiva dvojice
enzymU EcoRl a Msel. Druhym krokem je ligace adaptorl na konce nastfihanych fragmentl pomoci
enzymu T4 ligdzy. Tretim krokem se pomoci preselektivni PCR specificky redukuje pocet fragmentd,
které budou analyzovany. Ctvrtym krokem je dal$i selektivni amplifikace, kde dojde k dal$i vyznamné
redukci fragment(l a jeden z primert (zpravidla EcoRl) je fluorescencné oznacen, coz umozni velmi
presnou délkovou analyzu vyslednych fragmentl na automatickém sekvenatoru (Meudt & Clarke

2007).

Vyhodou této metody je, Ze analyzujeme ,cely” genom a mame tak k dispozici velké mnozstvi
variability i u blizce pfibuznych druhd. Pfi dobrém technickém zvladnuti metody je dosazeno vysoké

opakovatelnosti a metoda je potom velmi spolehliva (Fér 2011).
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Nami studovanymi druhy se s vyuZitim AFLP jiz zabyvala studie polskych autor( Cieslag &
Szelag (2010). V tomto konkrétnim pripadé ale méla prace znacné nedostatky. Napf. méfila mnozstvi
genetické variability ohroZenych druh( bez srovnani s bézné rozsifenymi. Jind studie zabyvajici se
vztahy v rodu Achillea (Guo et al. 2005), ktery se charakterem své historie naSemu rodu znacné
podoba, touto metodou dokdzala Uspésné poodhalit slozité vztahy v ramci polyploidniho komplexu
Achillea millefolium, zahrnujici i opakované polyploidizace a hybridizace. Tedy ty procesy, které bych
chtél v navazujici diplomové praci detekovat. Metoda samoziejmé poskytne i ovéreni spravné

determinace druhu.

9.3. Sekvenovani DNA

PFi sekvenovani DNA ziskavame informaci v podobé poradi ¢ty nukleotidovych bazi. Vyhodou takové
metody je univerzalita a diskrétnost znak, rozdilné stavy se od sebe daji snadno odlisit. Zakladnimi
znaky, které nam mohou od sebe odlisit dva taxony, jsou bodové mutace (SNP — single nucleotid
polymorphism), kdy je jeden nukleotid nahrazen jinym a délkovy polymorfismus, kdy se sekvence lisi
svoji délkou. V takovém ptipadé pak doslo bud ke vloZeni (inserci) nebo k vystfizeni (deleci) v jedné
ze studovanych sekvenci. Tyto tzv. indely se mohou lisit svoji délkou od nékolika aZz po stovky

nukleotid( (Krak 2011).

Zpusobl sekvenovani je nékolik. V soucasnosti asi nejpouzivanéjsi je tzv. Sangerova metoda
(Sanger 1988). Jeji postup se od doby jeji publikace zménil, napf. zplsob znacdeni nukleotidd, ale
princip zlstava stejny. Pfi této metodé musime alespon ¢asteéné znat studovany fragment, ktery
namnozime pomoci PCR. Sekvenovani pak probihd pomoci druhé PCR, kde jako templat slouzi
namnozené molekuly studovaného Useku. Jako stavebni jednotky jsou ve smési deoxyribonukleotidy
(dNTP) a dideoxyribonukleotidy (ddNTP). Ty se zaclenuji do nové syntetizovaného retézce DNA.
Ovsem v okamziku navazani nékterého z ddNTP syntéza skonci. Ziskame tak mnozstvi rlizné dlouhych
fragmentld s ddNTP na konci. Poté jsou fragmenty elektroforeticky rozdéleny v kapilare a snimany
kapilarovym sekvenatorem. Kazdy ze ¢tyf ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP) je oznacen jinou
fluorescenéni barvou, takZe sekvenator rozpozna jednotlivé nukleotidy a my tak ziskdme celou

sekvenci sledovaného Useku DNA (Krak 2011).

Studovat mlzZeme mitochondrialni (mtDNA), chloroplastovou (cpDNA) nebo jadernou DNA
(jadernou ribosomalni=nrDNA nebo low-copy geny), pficemz kazda z nich ma jiné charakteristiky, viz

tabulka €. 2.
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Typ markeru Dédicnost Evolucni Univerzalita | Pfitomnost mnoha
rychlost nezavislych lokust

cpDNA uniparentalni nizka ano ne

mtDNA uniparentalni nizka ne ne

nrDNA biparentalni vysoka ano ne

jaderné low-copy geny biparentalni vysoka ne ano

Tabulka €. 2: Pfehled zakladnich vlastnosti skupin markerd sekvenovanych v ramci biosystematiky rostlin

(prevzato z Krak 2011).

V navazujici diplomové préci bych se chtél zaméfit na vyuZiti sekvenci chloroplastové DNA a
low-copy jadernych gend, jejichz kratkou charakteristiku pfikladdm. Kombinace téchto dvou
rozdilnych marker(i by méla poskytnout zadklad robustni fylogenetické analyzy. Jako srovnavaci
material budou k dispozici také sekvence tychz Usek( od dalSich druh( sekce Leptogalium, které jsou

predmétem vyzkumu v ramci dizertacniho projektu skolitele.

9.3.1. Chloroplastova DNA
Chloroplastovd DNA (cpDNA) je kruhova molekula o délce 71-230 kbp. V chloroplastu je téchto

molekul obvykle nékolik desitek. Kéduje nékteré pro rostlinu esencialni Iatky, jako je enzym RuBisCo,
rizné Casti fotosystému | a Il apod. (Alberts 2002). Chloroplastovd DNA je velmi konzervativni.
| molekuly vzdalené pfibuznych organism( kéduji stejné geny, casto také ve stejném poradi. Diky
tomu je cpDNA univerzalni a vyuZitelnd napfi¢ rostlinnou fisi (Olmstead & Palmer 1994). cpDNA je
haploidni a aZ na vyjimky se dédi po materské linii, taktéZz nepodléhd rekombinaci. Ke zkoumani mezi
a vnitrodruhové variability nejsou kédujici sekvence vhodné, Ize ale vyuZit sekvence nekddujici (Krak

2011).

9.3.2. Jaderné geny s nizkym poctem kopii (low-copy geny)

Jak jiz ndzev napovida, jedna se o geny, které jsou v genomu kédované nékolikrat, idedlné pouze
jednou. To je zakladni rozdil od nrDNA, které se v genomu vyskytuji ve stovkach az tisicich kopii.
Takovych gen( je vjadfe mnoho a poskytuji tedy dostatecné mnoizstvi znakl pro analyzu. Ve
strukture jadernych genl se nachazeji kédujici exony a nekddujici introny. Introny jsou obecné méné
konzervované neZ exony, a proto jsou obecné vhodnéjsi pro rekonstrukci vztahl na nizsich
fylogenetickych drovnich. Navic se obecné predpoklada, Ze low-copy geny nepodléhaji fenoménu
concerted evolution (Krak 2011). To je proces, ve kterém ztracime informace o minulosti organismu

procesem homogenizace sekvenci v ramci celé genové rodiny (Elder & Turner 1995).
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9.4. Morfometricka analyza
Podstata morfometrické analyzy spociva v méreni mnoZstvi kvantitativnich i kvalitativnich znakl a
jejich nasledné statistické analyze. Metoda je pouzitelna prfedevSsim na druhové a mezidruhové

urovni (Marhold & Suda 2002).

V diplomové praci budu vyuzivat klasické morfometrie se zaméfrenim jak na vegetativni, tak
na generativni znaky. Ke zpracovdni mnohorozmérnych dat vyuziji predevsim analyzu hlavnich
komponent (PCA) pro odliseni jednotlivych skupin a kanonickou diskriminaéni analyzu (CDA)
k nalezeni nejvhodnéjsich determinacnich znak( odliSujici populace pochéazejici zrdznych
geografickych oblasti, podobné jak byly pouzity u rodu Cerastium (Letz et al. 2012). Analyza nema za
cil nalézt determinacni znaky na rostlindch vterénu, které jsou velmi variabilni, ale bude se

zamérovat na rostliny péstované a vytvofi tak ptipadnou podporu pro vysledky molekuldrnich analyz.

10. Zaveéer

Tato bakalarska prace shrnuje dosavadni poznatky o druzich patfici do agregatu G. pumilum. V ramci
agregatu dochazi k hybridizaci, polyploidizaci a alopatrické diferenciaci. VSechny druhy si jsou velmi
podobné a jsou morfologicky velmi variabilni. U kazdého druhu se vétSinou vyskytuji alespori dva
cytotypy. Reliktni charakter rozsifeni druhi, svyjimkou G. pumilum, poukazuje na jejich
pravdépodobné drivéjsi vétsi areal rozsireni, ktery v poledovych dobach dozndval zna¢nych zmén.

Nizsi ploidie se vyskytuji na konkurenéné slabsich stanovistich s mensim zapojenim porostu, zatimco

Vv

V druhu G. sudeticum existuji mezi populacemi morfologické rozdily, které doposud nebyly
fadné prozkoumadny. Je mozné, Ze jeho hadcové a horské populace jsou pfislusniky jinych taxond.
Proto bych se touto problematikou chtél zabyvat v navazujici diplomové préci. Vzhledem k drobnosti
a variabilité znakd bude kladen duraz predevsim na molekularni analyzy, s cilem odhalit pfibuzenské
vztahy mezi populacemi a v ramci agregatu. Prace by mohla poslouzit také ke zhodnoceni ohrozeni

chranéného druhu G. sudeticum, ktery je ceskym subendemitem.
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12. Pfilohy

S

PFﬂoha 1: Galium

Priloha 2: Galium sudeticum, Slavkovsky les (www.botany.cz)
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Mapka rozsifeni Galium sudeticum (www.biomonitoring.cz).
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